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OZET

MCL-1 INHIBITORU AZD5991 iLE GENISTEININ KOMBINASYON
TERAPISININ MCF-7 MEME KANSERI HUCRELERINDE SINERJIiK
ETKISININ ARASTIRILMASI
Melike Biigiil Kilingarslan
Yiiksek Lisans Kanser Molekiiler Biyolojisi Anabilim Dali
Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi Derya KARAER
Haziran 2025, 69 Sayfa

Meme kanseri, diinyada olduk¢a yaygin goriilen ve kadinlarda en yiiksek
mortaliteye sahip kanserdir. Erken teshis sayesinde 6liim oranlar1 azalirken, ¢ogu hasta
icin hayatta kalma oranlar1 artmaktadir. Ancak tedavi maliyetleri, yan etkiler ve direng
gibi sorunlar nedeniyle alternatif tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir.

AZD5991, hiicrelerin yasam dongiisii ve apoptozis gibi biyolojik siire¢lerinde rol
oynayan Onemli bir gen olan Mcl-1 proteinini inhibe ederek apoptozu tetikler Bazi
kurubaklagillerde bulunan ve bir izoflavon olan genistein de kanser hiicrelerinde benzer
siiregleri kontrol edebilen potansiyel kemoterapdtik bir ajandir. Literatiirde bu iki ajanin
birlikte kullanimiyla ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu dogrultuda ¢alismamizda, Mcl-1 inhibitorii AZD5991 ile genistein
izoflavonunun kombinasyon terapisinin insan meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda
sitotoksik, antiproliferatif ve apoptotik etkileri ile protein diizeyleri iizerine olan etkileri
kontrol gruplariyla karsilastirilmali olarak incelenmistir. Elde edilen veriler, Graphpad
prism ve ImagelJ programlarinda analiz edilmistir.

Hiicre canliligi, SRB testiyle belirlenmis; optimum etkinlik 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda sirastyla 100 uM Genistein, 30 uM AZD5991 ve 73 uM Genistein + 10 uM
AZD5991 kombinasyon dozlarinda elde edilmistir. Genistein ve AZD5991’in tekli
uygulamalarinda hiicre canlilig1 sirastyla %63 ve %61 olarak belirlenirken, kombinasyon
uygulamasinda bu oran %43’e diismiistiir. Hiicre gocii, yara iyilesme testi ile analiz
edilmis; Genistein ve AZD5991’in migrasyonu anlamli derecede inhibe ettigi
gozlemlenmistir (p<0.0001). Apoptoz, JC-1 boyasi ile mitokondriyal membran
potansiyeli iizerinden degerlendirilmistir. Genistein, AZD5991 ve Kombine tedavilerinin
MCF-7 hiicrelerinde hedeflenen genlerin ekspresyon diizeyleri iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Bax, Bcl-2, Caspase-9, P21 ve Caspase-8 genlerine ait AACt ve kat
degisimi (fold change) analizleri, Genistein tedavisinin Bax, Bcl-2, Caspase-9, P21 ve
Caspase-8 genlerinin ekspresyonunda anlamli farkliliklara yol agtigini gostermistir.

Apoptotik hiicre 6liimii ile iliskili Mcl-1, Bax, P21, P53 ve Parp-1 proteinlerinin
ifadeleri western blot yontemiyle incelenmistir. MCF-7 hiicrelerinde tek basina AZD5991
ve Genistein uygulamalari ile kombinasyon tedavisinde Mcl-1protein ifadesinin azaldigi,
Bax ifadesinin ise arttig1 gézlemlenmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz veriler, meme kanseri tedavisinde, Genistein ve
AZD5991’in kullanimi {izerine yapilacak ileri ¢aligmalar i¢in 6n veri olusturmasi
acisindan degerlidir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri; MCF-7; Apoptoz; AZD5991; Genistein; Mcl-
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE SYNERGISTIC EFFECT OF COMBINATION
THERAPY OF MCL-1 INHIBIiTOR AZD5991 AND GENISTEIN ON MCF-7
BREAST CANCER CELLS
BUGUL KILINCARSLAN, Melike
Master Thesis, Department of Cancer Molecular Biology
Supervisor: Assistant Professor Derya KARAER
June 2025, 69 Pages

Breast cancer is one of the most commonly diagnosed cancers worldwide and has
the highest mortality rate among women. While early diagnosis has led to a reduction in
mortality rates and increased survival rates for many patients, issues such as treatment
costs, side effects, and resistance necessitate the exploration of alternative therapies.

AZD5991 is an Mcl-1 protein inhibitor that induces apoptosis by targeting a gene
involved in critical biological processes such as cell cycle regulation and apoptosis.
Genistein, an isoflavone found in certain legumes, is also a potential chemotherapeutic
agent known to regulate similar cellular processes in cancer cells. To date, there are no
studies in the literature investigating the combined use of these two agents.

In this context, our study comparatively investigates the cytotoxic,
antiproliferative, and apoptotic effects of the combination therapy of the Mcl-1 inhibitor
AZD5991 and the isoflavone genistein on the human breast cancer cell line MCF-7,
including their effects on protein expression levels, compared to control groups. The data
were analyzed using GraphPad Prism and ImageJ software.

Cell viability was assessed using the SRB assay, and optimal efficacy was
observed after 48 hours of incubation with 100 uM Genistein, 30 uM AZD5991, and a
combination dose of 73 uM Genistein + 10 uM AZD5991. In single-agent treatments,
cell viability was determined to be 63% for Genistein and 61% for AZD5991, whereas
combination treatment reduced this rate to 43%.

Cell migration was analyzed using the wound healing assay, and both Genistein
and AZD5991 significantly inhibited migration (p<0.0001). Apoptosis was evaluated
based on mitochondrial membrane potential using the JC-1 dye. The effects of Genistein,
AZD5991, and their combination on the expression levels of target genes in MCF-7 cells
were also assessed. AACt and fold change analyses of genes Bax, Bcl-2, Caspase-9, P21
and Caspase-8 revealed that Genistein treatment caused significant changes in the
expression of Bax, Bcl-2, Caspase-9, P21 and Caspase-8.

The expression levels of apoptosis-related proteins Mcl-1, Bax, P21, P53 and
Parp-1 were examined using western blot analysis. In MCF-7 cells, both monotherapies
and the combination therapy led to a decrease in Mcl-1 expression and an increase in Bax
expression.

The data obtained from our study are valuable in terms of creating preliminary
data for further studies on the use of Genistein and AZD5991 in the treatment of breast
cancer.

Keywords: Breast Cancer; MCF-7; Apoptosis; AZD5991; Genistein; Mcl-1
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1. GIRIS

Meme kanseri, diinyada ikinci en sik goriilen ve kadinlarda en yiiksek mortaliteye
sahip olan kanser tiiriidiir. Tiirkiye'de kanser tanis1 konulan her 10 kadindan neredeyse 5'i
meme kanseridir. Meme kanserinde erken teshis ve iyilestirilmis tedaviler sayesinde
meme kanseri Olim orani azalmakta ve cogu hasta ic¢in hayatta kalma orani
yiikselmektedir. Fakat tedavide kullanilan ilaglarin yiiksek maliyeti, olumsuz yan etkileri
ve ilaca karst diren¢ olugmasi gibi nedenlerden dolay1 alternatif tedavilere ihtiyag
duyulmaktadir.

Hiicre 6liimiinden kagis, tiimor hiicrelerinin en belirgin 6zelliklerinden biridir ve
Bcl-2 (B hiicresi lenfoma 2) protein ailesinin iiyelerinin diizensizligi ile yakindan
iligkilidir. Bcl-2 gen ailesi liyesi olan Mcl-1(Miyeloid Hiicreli Losemi-1) hiicrelerin
yasam dongiisli ve apoptozis gibi biyolojik siireglerinde rol oynayan énemli bir gendir.
AZD5991 bir Mcl-1 inhibitoriidiir, dogrudan Mcl-1'e baglanir ve Bak'a (Bcl-2-
Antagonisti) bagimli mitokondriyal apoptotik yolu aktive eder. Kanser hiicrelerinde
ozellikle de miyelom ve akut miyeloid ldsemilerde hizli apoptozu indiikledigi
gosterilmistir. Bazi kurubaklagillerde bulunan ve bir izoflavon olan Genistein ise, farkl
kanser tiplerinde, hiicre boliinmesinin kontrolii, apoptotik hiicre 6liimii, hiicre gocii,
invazyon, anjiyogenez ve metastaz gibi hiicresel olaylar1 kontrol eden potansiyel
kemoterapdtik bir ajandir. Ostrojene yapisal benzerliginden dolay: dstrojenik reseptorleri
baglama yetenegine sahiptir.

Literatiirde meme kanserinde Mcl-1 inhibitorii AZD5991 igin yeterli galisma
bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalar da dstrojen bagimli meme kanseri hiicre hatlarinda
AZDS5991 ile benzer yolaklarda etki gdsteren genisteinin de hiicre 6liimii gibi siirecleri
kontrol ettigi bildirilmistir. Mcl-1 inhibitorii AZD5991 ile genisteinin kombinasyon
terapisinin sinerjik etki gosterebilecegini diisiinmekteyiz. Bu dogrultuda ¢alismamizda
insan meme kanseri MCF-7 (Michigian Kanser Vakfi -7) hiicre hattinda Mcl-1 inhibitorii
AZDS5991 ile genisteinin kombinasyon terapisinin hiicresel siirecler, apoptoz ve protein
diizeyleri Ttzerindeki etkilerinin arastirilmasini  hedefledik. MCF-7 hiicrelerinde

AZD5991 ile genisteinin sitotoksik etkisi ve kombinasyon terapisinin sitotoksik etkisi



apoptoz lzerine olan etkileri ve protein seviyesindeki etkileri kontrol gruplariyla
karsilastirilmali olarak incelenmistir. Literatiirde meme kanseri hiicre hatlarinda Mcl-1
inhibitorii AZD5991’in kullanilmasina yonelik ve genistein ile kombinasyon terapisinin

sonuglarini igeren bildirilmis bir calisma olmamasi bu ¢alismay1 6zgiin kilmaktadir.

1.1. Amaclar

Bu tez c¢alismasmnin amaci, Mcl-1 inhibitérii AZD5991 ile potansiyel
kemoterapétik bir ajan olan genisteinin kombinasyon terapisinin insan meme kanseri

MCEF-7 hiicrelerinde proliferasyon ve apoptoz lizerindeki etkilerinin arastirilmasidir.



2. KURAMSAL BiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve kanserler
arasinda diinyada en sik goriilen ikinci kanserdir (Kolak ve ark., 2017).
Meme kanseri, ¢esitli i¢ ve dis faktorlerin bir sonucu olarak gelisir ve ortaya ¢ikar. Kotii
yasam tarzi, ¢evresel faktorler ve sosyal-psikolojik faktorlerin hepsi meme kanseri
olusumunda etkilidir. Meme kanserlerinin %5-10"unun genetik mutasyonlara ve aile
Oykiisiine, %20-30’unun ise degistirilebilir faktorlere bagli oldugu gosterilmistir (Obeagu
El ve ark., 2024).

2.1.1. Meme kanserinin epidemiyolojisi

Meme kanseri, 2020'de 2,26 milyon yeni vaka ile diinya ¢capinda kadinlarda en sik

teshis edilen kanserdir (Lukasiewicz ve ark.,2021).

Diinya saglik oOrgiitiinin GLOBOCAN (Uluslararas1 Kanser Ajansi) 2022
verilerine gore 19976499 yeni vakanin %11,5’i meme kanseri vakasidir (Sekil 2.1).
Tiirkiye’de ise meme kanseri, Saglik Bakanligi’nin 2022 yil1 istatistiklerine gore, goriilme
siklig1 agisindan tiim kanserler i¢inde % 48,6 orani ile kadinlarda ilk siradadir (Tiirkiye

Saglik Bakanligi 2022 kanser istatistikleri).

Diinya genelinde meme kanseri insidanst yillar i¢inde artmasina karsin;
sevindirici bir gelisme olarak, 1990’1 yillardan sonra meme kanserine bagli dliimlerde
azalma gozlemlenmektedir (Garbiec ve ark.,2022). Bu olumlu gelismenin, erken teshis
yontemlerinin ve tedavi segeneklerinin gelistirilmesi, kanser tarama programlarinin
yayginlastirilmasi ve toplumda kanser konusunda bilincin artmasi gibi faktorlere bagl

olarak ortaya ciktig1 sdylenebilmektedir (Ekimci Deniz ve ark.,2023).



Lun%
2480 675 (12.4%

Breast
2 296 840 (11.5%)

Others
9969 785 (49.9%)

Colorectum
1926 425 (9.6%)

Prostate
1467 854 (7.3%)

Stomach

968 784 %@g}

866 136 (4.3%)
Total : 19 976 499

Sekil 2.1. GLOBOCAN 2022 verilerine gére meme kanserinin diinya ¢apinda goriilme
siklig1.

2.1.2. Meme Kkanseri risk faktorleri

Meme kanseri insidansi, diger malignitelerle kiyaslandiginda daha erken yaslarda
artis gosterir. Bu yasa 6zgii insidans oranlarindaki erken yiikselis, meme dokusunun
ergenlikten menopoza kadar aktif olan over kaynakli hormonlara duyarliligiyla
iligkilendirilmektedir (Sancho ve ark., 2022). Bunun yani sira, meme kanserine iligkin iyi

tanimlanmis pek cok risk faktorii bulunmaktadir.

Meme kanserinin olusumunda hormonal, genetik, biyokimyasal, psikolojik ve
cevresel olmak tizere pek ¢ok degistirilebilir ya da degistirilemeyen risk faktorii etkilidir.
Degistirilemeyen risk faktorlerinin, vakalarin %30-40’1ndan sorumlu oldugu séylenebilir.
Degistirilebilir cevresel faktorlerin ise, %60-70’lik orana sahip oldugu goriilmektedir.
Diyet, bu faktorler arasinda en Onemlilerindendir. Diyetsel faktorlerin meme kanseri

riskini azaltici etkisinin %30-351lere ulastig1 kabul edilmektedir.

Meme kanserinin degistirilebilir ve degistirilemeyen risk faktorleri Tablo 2.1.’de

verilmistir (Lukasiewicz ve ark., 2021 ve A¢ikgoz ve ark., 2017).



Tablo 2.1. Meme kanserinin degistirilebilir ve degistirilemeyen risk faktorleri.

Degistirilemeyen Faktorler Degistirilebilir Faktorler
Kadin cinsiyeti Hormon replasman tedavisi
Yashilik Dietilstilbestrol

Aile 6ykiisii (meme veya yumurtalik kanseri) Fiziksel aktivite

Genetik mutasyonlar Asirt kilo/obezite

Irk/etnik koken Alkol alimi1

Hamilelik ve emzirme Sigara igmek

Adet donemi ve menopoz Yetersiz vitamin takviyesi
Meme dokusunun yogunlugu Yapay 1s18a asirt maruz kalma
Daha 6nce meme kanseri oykiisii Islenmis gida alimi

Kanserli olmayan meme hastaliklari Kimyasallara maruz kalma
Onceki radyasyon tedavisi Diger ilaglar

2.1.3. Meme kanseri siniflandirmasi

Meme kanseri, geleneksel olarak mikroskopik  degerlendirme ile
siiflandirilmakta olup bu yontem, hiicrelerin morfolojik 6zelliklerine (boyut, sekil,
dizilim) dayanir. Ayrica tiimoriin gelistigi anatomik bolge de siniflandirmada énemli bir
ol¢iittlir. Bu baglamda, tiimoriin yalnizca epitel dokuyla m1 sinirli oldugu yoksa ¢evre
dokulara m1 yayildig1 ve kaynaginin siit kanali m1 yoksa siit bezi mi oldugu sorularinin

yanitlanmasi tani agisindan kritik 6neme sahiptir (Makki ve ark.,2015).

Timor siit kanallarindan kaynaklaniyorsa “duktal”, siit bezlerinden gelismisse
“lobiiler” olarak adlandirilir. Nadir durumlarda bag dokusunda da tiimdr olusumu

gozlenebilir (Nascimento ve ark., 2020).



Yayilim durumuna gore meme kanseri iki gruba ayrilir:

e In situ meme kanseri, sinirli kalmis ve ¢evre dokulara yayilmamis formdur.

e Invaziv meme kanseri ise cevre meme dokusuna yayilim gosteren tiirdiir.

Meme kanseri tipleri arasinda en yaygin olani, yaklasik %70 oranla invaziv duktal
karsinom, NOS (6zel tip tanimlanmamas) olup; onu yaklasik %10 siklikla invaziv lobiiler
karsinom izlemektedir. Daha nadir goriilen 6zel histolojik alt tipler arasinda tiibiiler,
miisindz, kribriform ve papiller karsinomlar yer almakta olup, bu alt tipler genellikle daha
iyi prognozla iligkilidir. Mediiller ve miisin6z karsinom yaklagsik %35 oraninda gortiliirken,
tiibiiler karsinom %1-5 araliginda degisen siklikla rapor edilmektedir. Diger mikroskobik
alt tipler ise oldukga nadirdir (DeSantis ve ark.,2019).

Meme kanseri gen ekspresyon profillerine gore de 5 alt gruba ayrilir.
Siniflandirma yapilirken, ER (Ostrojen reseptor), ER diizenleyici genleri ve normal
liminal epitel hiicrelerinde ifade edilen genlerin ifadesi, ErbB2 (Reseptor Protein Tirozin
Kinaz 2) / HER-2 (Insan Epidermal Biiyiime Faktér Reseptor 2) amplifikasyonunu ve
asir1 ifadesi, ER, PR (Progesteron Reseptor) ve HER-2 negatif ve normal meme bazal ve
/ miyoepitelyal hiicrelerinde ifade edilen genlerin ifadesi degerlendirilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda Meme kanseri luminal, insan epidermal biiylime faktorii pozitif
(HER2 +), bazal-benzeri, klaudin diisiik ve normal benzeri olmak {izere alttiplere
ayrilmistir (Sekil 2.2) (Eliyatkin ve ark., 2015). Bu tiir siniflandirmanin altinda yatan
mantik, kanser alt tipleri arasindaki gen ekspresyon modellerinin altinda yatan

farkliliklarin, tiimdrlerin molekiiler diizeydeki temel farkliliklarini yansitmasidir (Dai ve
ark., 2015)



Kotii lyi
Prognoz _ Prognoz
Intrinsik Alttip

Luminal A

ER-PR-HER2- ER-PR-HER2+ [ER+|PR+]JHER2+ [ER+|PR+]HER2
Molekiiler Alttip

Sekil 2.2. Meme kanseri alt tipleri (Dai ve ark., 2015 makalesinden alintilanip
Tiirkgelestirilmistir ).

Meme kanserlerinin yaklasik %75’inde ER ve/veya PR pozitiftir. Liimen epitel
hiicrelerinin tipik proteinlerini kodlayan gesitli genleri eksprese eder, bu nedenle bu alt
tip limen grubu olarak adlandirilir. Bu grup meme kanserleri luminal A ve luminal B

olmak tizere ikiye ayrilir.

Luminal A: Tim meme kanserlerinin %50-60’1n1 olusturan en yaygin alt tiptir.
Bu tiimorler siklikla diisiik histolojik dereceye sahiptirler, iyi prognozludur ve niiks orani
diger alt tiplere gore diistiktiir. Negatif HER2 ve diisiik Ki67 (proliferasyon hiicre niikleer
antijeni) indeksine sahip ER-pozitif ve/veya PR-pozitif tiimoérler olarak tanimlanir.
Luminal tiimorler hormon tedavisine iyi yanit verirken geleneksel kemoterapiye zayif

yanit verir (Sert ve ark., 2022 Ve Dai ve ark.,2015)

Luminal B: Meme kanserlerinin %10-20’sini olusturur. Immiinohistokimyasal
acidan ER+, HER2- ve Ki-67 yiiksek veya ER+ ve HER2+ timdrlerdir. Luminal A alt
tipine kiyasla daha yiiksek bir niiks oranina, relaps sonrasi daha diisiik hayatta kalma
oranlarina, agresif bir fenotipe, daha yiiksek histolojik dereceye, proliferatif indekse ve
daha kotii prognoza sahiptir. Tedavi yaklasiminda kemoterapi ve hormonal tedavi yer
almaktadir (Sert ve ark., 2022)

HER?2-pozitif meme kanseri: Meme kanserinin %15-20’sini olusturur. ER ve PR
ifadesi yoktur, HER2 ifadesi ise yiiksektir. Anti-HER2 tedavisine yanit verdigi i¢in basari
orani yiiksektir (Sert ve ark., 2022)



Bazal benzeri: Viicudun diger bolgelerindeki bazal epitel hiicrelerinin ve normal
meme miyoepitelyal hiicrelerinin ifade profillerini taklit eden ifade profillerine sahip ER-
PR-HERZ2- (ii¢lii negatif) tiimdrlerden olusur. Tiim meme kanserlerinin %15-20’sini ti¢li
negatif vakalarin ise %60 ila %90'mi1 olusturur. BRCA1 (Meme kanseri 1) gen
mutasyonu olan kadinlarda daha sik goriilmektedir. Bu grup tiimorler en agresif
gruplardandir ve kotli prognoza sahiptir. Bu alt tip kemoterapiye iyi yanit vermektedir

(Sert ve ark., 2022 Ve Dai ve ark.,2015)

Klaudin diisiik: Meme kanserlerinin %12- 14inii olusturmaktadir. Klaudin-3, -
4, -7, Okludin ve E-kaderin gibi hiicreler arasi1 yapismada rol oynayan genlerin diisiik
ekspresyonu ile karakterizedir. Kétii bir prognoza sahiptir (Sert ve ark., 2022)

Normal meme benzeri: Bu tiimorler meme karsinomlarinin %5-10’unu
olusturmaktadir ancak bu alt grubu tanimlamanin 6nemi ve sonugclar1 acik degildir, ¢iinkii
diisiik tliimor hiicresi igerigine ve daha normal doku bilesenlerine sahip ornekleri temsil
ediyor gibi goriinmektedir. Bu tiir molekiiler alt tipler, ¢cok sayida igsel genin
farklilastirilmas1 ve hastalarin transkripsiyon ac¢isindan farkli gruplara ayrilmak iizere
hiyerarsik bir diizende kiimelenmesiyle olusturulmustur (Eliyatkin ve ark., 2015 ve Sert,
ve ark., 2022)

2.1.4. Meme kanseri evrelemesi

Meme tiimorlerinin - siniflandirilmasinda  kullanilan TNM  (Tiimoér, Nodiil,
Metastaz) evreleme sistemi, ilk olarak 1942 yilinda Pierre Denoix tarafindan
gelistirilmistir. Bu evreleme, hastaligin yayginligin1 degerlendirmenin yani sira uygun
tedavi stratejilerinin belirlenmesine, hastalarin prognozlarinin 6ngériilmesine ve tedavi
yontemlerinin karsilastirilmasina olanak saglar. Bu sistem, tiimoriin ii¢ ana morfolojik

ozelligine dayanur:
o T (Primer tiimor boyutu):

Tiimériin invaziv kism1 temel alinarak milimetre cinsinden &l¢iiliir. Olgiimde fizik
muayene, mamografi, ultrason, MRI gibi klinik yontemler ve patolojik degerlendirmeler

kullanilir.

. N (Bolgesel lenf nodu tutulumu):



Lenf nodu tutulumu klinik ve patolojik verilerle degerlendirilir. Klinik
simiflandirmada goriintiileme, fizik muayene ve gerekirse igne biyopsileri kullanilir.

Makrometastaz saptanmasi N pozitifligi i¢in belirleyicidir.
. M (Uzak metastaz varligi):

M evresi; hastanin Oykiisii, fizik muayenesi ve goriintiileme bulgulariyla
degerlendirilir. Eger hasta neoadjuvan tedavi aliyorsa, metastaz durumu tedavi oncesi
belirlenen klinik verilerle esas alinir (Memisoglu ve ark.,2020).

Meme kanseri tanis1 konulduktan sonra hasta klinik olarak evrelendirilir. Timor
capi, aksiller lenf nodlar1 ve uzak organ metastazi yoniinden degerlendirilir. Tedavi
hastaligin evresine gore planlanir (Utkan ve ark.,2018)

Meme kanserinin evreleri tiimoriin boyutuna ve tiiriine ve timor hiicrelerinin

meme dokularina ne kadar niifuz ettigine baghdir

Lenf Nodu Lenf Nodu
Tiimar Tiimar
Lob’ Lob
) Faz 1 Faz 2
Lenf Nodu
Timér e Tiimér akciger, plevra ve
beyin gibi diger organlara
yayilmis
Lob
Faz 3 Faz 4

Sekil 2.3. Meme kanseri evreleri (Tungsukruthai ve ark.,2018 makalesinden alintilanip
Tiirk¢elestirilmistir).

Evre 0: Tiimoriin biiylimeye basladigt meme boliimiiniin sinirlart i¢erisinde hem
kanserli hem de kanserli olmayan hiicrelerin bulundugunu ve bu boliimiin cevre
dokularinda invazyonlarina dair hi¢bir kanit bulunmadigint gosteren, tiimoriin invaziv
olmayan asamasidir. Duktal ve lobiiler karsinoma in-situ tiimdrler bu evrede

degerlendirilir.
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Evre 1: Bu evre invaziv meme karsinomu olarak tanimlanir ve bu evrede
mikroskobik invazyon miimkiindiir. 1A ve 1B evresi olmak iizere iki kategorisi vardir.
1A kategorisi, 2 cm'ye kadar Slgiilen ve lenf diigiimlerinin higbirinin dahil olmadigi
tiimorii tanimlarken, 1B evresi, lenf diiglimiinde bulunan 0,2 mm'den biiytik kii¢iik kanser

hiicresi grubunu tanimlar.

Evre 2: 2A ve 2B olmak iizere iki kategorisi vardir. Kanser ¢ap1 2 cm'den kiigiiktiir

ve bazi aksiller lenf diiglimlerinde de bulunabilir.

Evre 3: Ug alt kategoriye ayrilmistir, bunlar 3A, 3B ve 3C'dir. Bunlar arasinda
evre 3A, memede timor bulunmadigini ancak 4-9 aksiller lenf diigiimiinde veya sentinel
lenf digiimlerinde bulunabildigini belirtirken, evre 3B, tiimoriin herhangi bir boyutta
olabilecegini ancak memenin derisinde sislik veya lilser olusturabilecegini ve 9 aksiller
lenf diigiimiine veya sentinel lenf diiglimlerine yayilabilecegini belirtir. Evre 3B,
memenin kirmizi, sicak ve sismis derisini igeren inflamatuar meme kanseri olarak
diisiiniilebilir. Bununla birlikte, evre 3C, timoriin 10'a kadar veya 10'dan fazla aksiller
lenf diigiimiine yayildigin1 ve ayrica kopriiciik kemiginin iistiindeki ve altindaki lenf
diigiimlerini de igerdigini belirtir.

Evre 4: Bu, kanser hastaligimin ileri ve metastatik asamasidir ve bu asama,

akcigerler, kemikler, karaciger, beyin vb. gibi viicudun diger organlarina yayilmay1 ifade

eder (Akram ve ark.,2017).
2.1.5. Meme kanserinin molekiiler mekanizmasi

Kanser hiicrelerinde hiicre c¢ogalmasini, boliinmesini, hiicre Oliimiinii, hiicre
farklilasmasini, gé¢ mekanizmasin1 kontrol eden sinyal yolaklarinda epigenetik ve
genetik degisiklikler meydana gelmektedir. Normal meme bezi gelisimi ve meme kanseri
kok hiicre fonksiyonlarin1  diizenleyen ¢esitli sinyal yolaklarinda, HER2
sinyalizasyonunda ve Ostrojen reseptdr sinyalizasyonunda meydana gelen
mutasyonlarinin da meme kanseri gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi belirtilmektedir

(Sert ve ark.,2022)

Normalden kanserli fenotiplere ve birincil meme kanserinden metastatik meme
kanserine donilisiim, somatik mutasyonlar olarak bilinen genetik degisikliklerin
birikimiyle ger¢eklesir (Nathanson ve ark.,2022) Meme kanseri 1, 2 (BRCA1, BRCA?2),
kontrol noktasi kinaz 2 (CHEK2), ATM serin/treonin kinaz (ATM) ve BRCAZ2'nin
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partneri ve lokalizatorii (PALB2) gibi genlerin mutasyonu meme kanseri riskini artirir
(Tungsukruthai ve ark.,2018). Kanser hiicrelerinin metastaz yapma yetenegi ise, birden
fazla genin koordineli ifadesini gerektirir ve metastazin verimliligi, bir 6zelligi etkileyen
birden fazla niceliksel 6zellik lokusu (QTL) aleli ve gevresel faktorlerle birlikte katkida
bulunur. Kanser baglaminda, mitokondriler, ilk olarak Warburg tarafindan
metabolizmadaki rolleriyle ilgili olarak tanimlanan temel oyunculardir ancak
mitokondriyal DNA'nin (mtDNA) kanser fenotiplerine katkida bulundugu kesin
mekanizmalar yeterince incelenmemistir. mtDNA QTL, kanser siddetini ve metastazi
diizenlemek i¢in niikleer ve mitokondriyal olarak kodlanmis genleri birlestirir (Nathanson

ve ark.,2022).

Kanser o6liimlerinin yaklasik %90'indan sorumlu olan kanserin ayirt edici
ozelliklerinden biri metastazdir. Metastaz, kanser hiicrelerinin orijinal tiimorlerinden
yakindaki dokulara veya diger organlara yayilmasini tanimlar. Meme kanseri olan tiim
hastalarin %10-15'inde, birincil tiimoriin gelismesinden sonraki 3 yil iginde timoriin
diger organlara yayilmasina yol agan agresif bir hastalik vardir Metastaz, integrinler gibi
hiicresel yapisma proteinleri araciligiyla hiicrenin ECM'ye (Hiicre digt matriks) olan
baglantisinin bozulmasiyla baslar ve kanser hiicrelerinin bitisik hiicrelerden ve bazal
membrandan ayrilmasina yol acar. Bu gelismis invaziv yetenege sahip hiicreler, ECM'yi
parcalamak ve bir invazyon yolu saglamak icin salgilanan proteolitik enzimlerin

yardimiyla ¢evredeki dokuyu istila etmeye baglar (Tungsukruthai ve ark.,2018).

HER2, meme karsinomlarinin yaklasik %15'inde HER2 asir1 ekspresyonuna yol
acarak cogalir. Bu mekanizma bir yandan kotii bir prognoz saglarken (hiicre cogalmasi,
gbcli, invazyonu ve sagkalimi {lizerindeki etkisi nedeniyle, hepsi kanser belirtileridir),
diger yandan monoklonal antikor trastuzumab ile hedefli bir tedavi yaklasimi kullanma
olanagi sunar; bu antikor HER2'nin hiicre dis1 alanin1 hedef alarak normal tirozin kinaz

sinyallemesini degistirir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. HER2 asag akis yolu aktivasyonu ve anti-HER2 hedefli ajanlar (Marchio ve
ark.,2021 makalesinden alintilanip Tiirkgelestirilmistir).

PI3K (Fosfatidilinositol 3-kinaz) yolu, katalitik alt birimler p110a (PIK3CA) ve
pl10 B (PIK3CB) (Fosfatidilinositol-4,5-Bifosfat 3-Kinaz Katalitik Alt Unitesi Alfa,
Beta) ile diizenleyici alt birim PI3K, p85a (PIK3R 1) kodlayan genlerin mutasyonlari veya
amplifikasyonlar1 nedeniyle meme kanserinde bircok degisiklige ugrar. Insan
neoplazmalarinda, PIK3CA, PI3K yolunun p110a katalitik alt birimini kodlayan siklikla
mutasyona ugrayan gendir ve bas ve boyun, servikal, gastrik, akciger ve meme
kanserlerinde ¢ogaldigi bulunmustur. Prostat, meme, endometrium ve kolon
kanserlerinde, en yiiksek PIK3CA mutasyon insidansi tespit edilmistir (Miricescu ve

ark.,2021)

Somatik mutasyonlar (yanlis anlamli ve anlamsiz mutasyonlar, PTEN (Fosfataz
Ve Tensin Homologu) geninde monoallelik veya biallelik delesyon), epigenetik
degisiklikler (metilasyon promotorii), PTEN protein degradasyonu ve PTEN proteininin

translasyon sonrasi modifikasyonu PTEN inaktivasyonuna yol agacaktir. Meme
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timorlerinde, PTEN lokusunda heterozigotlugun kaybi vakalarin %40-50'sinde tespit
edilmistir. PTEN mutasyonlar1 nedeniyle PTEN fonksiyonunun kaybi meme

kanserlerinin %5-10'unda bulunmustur (Miricescu Ve ark.,2021).

Meme kanseri vakalarinin yaklasik %701 ER pozitiftir ve endokrin tedavisi ile
tedavi edilir. Mutasyonlar veya amplifikasyonlar yoluyla RTK'lerin (Reseptor Tirozin
Kinazlar) (HER2, IGFR1 (insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Reseptorleri), FGFR
(Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorleri), EGFR(Epidermal Biiylime Faktorii
Reseptorleri)) anormal aktivasyonu, PI3K ve MAPK (Mitojen Aktive Protein Kinaz)
sinyal yollarinin aktivasyonuna yol agar. NF1 (Norofibromin 1) fonksiyon kaybi
mutasyonlari, hem PI3K hem de MAPK yollarinin agag: akis aktivasyonuna yol agan
stirekli olarak aktif RAS (Rat Sarkoma Viral Onkogeni) ile sonuglanir. PI3K ve MAPK
yollariin aktivasyonu, ER fosforilasyonunu ve liganddan bagimsiz aktivasyonu indiikler
ve bu da endokrin tedaviyle 6strojen blokajina ragmen ER tarafindan diizenlenen genlerin
transkripsiyonuna yol acar. RTK'lerin yukari akig aktivasyonunu (FGFR inhibisyonu)
veya PI3K yolunun (AKT inhibisyonu) ve MAPK yolunun (ERK (Ekstraselliiler Sinyal-
Diizenleyen Kinaz) inhibisyonu) asagi akis onkojenik proteinlerini hedeflemek,
antidstrojen tedavisiyle birlestirildiginde sekonder endokrin direncin iistesinden gelme

potansiyeline sahip terapotik segenekler sunar (Raheem ve ark.,2023).
2.1.6. Meme kanseri tam ve tedavi

Meme kanseri hastalarinda klinik 6ykii, kanser riskini degerlendirmek ve meme
hastaligina isaret eden belirtilerin varligini ya da yoklugunu ortaya koymak amaciyla

incelenir.

Meme kanseri genellikle tarama veya tan1 muayenesini gerektiren bir semptom
(6rnegin, agr1 veya elle tutulabilen bir kitle) yoluyla teshis edilir. Saglikli kadinlarin
taranmasi, daha kiiciik, daha diisiik metastaz olasilig1 olan, meme koruyucu ve sinirh
aksiller cerrahiye daha uygun olan ve kemoterapi gerektirme olasiligi daha diisiik olan
tiimorlerin tespiti ile iliskilidir. Meme kanserine 6zgii 6liim oranini azalttig1 kanitlanmis
tek tarama yontemi mamografidir. Tarama mamografisi meme kanseri 6liim oraninda
%19'luk bir genel azalmaya yol acar. Mamografi 40l yaslardaki kadinlar i¢in daha az
fayda saglarken (%15) 60'lh yaslardaki kadinlar i¢in daha fazla fayda sagladig
bilinmektedir (%32) (McDonald ve ark.,2016).
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Meme kanserinin tedavisinde, radyoterapi, kemoterapi, endokrin tedavisi ve

immiinoterapi gibi ¢esitli tedavi yaklagimlari mevcuttur (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Meme kanserinde kullanilan tedaviler (Wang ve ark.,2022 makalesinden
alintilanip Tiirkgelestirilmistir).

Glinlimiizde meme kanserini tedavi etmek i¢in endokrin tedaviler, sitotoksik
kemoterapiler ve hedefli tedaviler dahil olmak tizere gesitli tedaviler kullanilmaktadir.
Sekil 2.5'te farkli meme kanseri tedavi tiplerinin sematik bir gosterimi verilmistir. Cok
cesitli tedaviler gelistirilmis olsa da genel sag kalim orami diigiik kalmaya devam
etmektedir ve l¢lii negatif meme kanseri gibi bazi meme kanseri tiplerinin tedavisi
ozellikle zordur. Monoterapiler (hedefli tedavi, hormon tedavisi, immiinoterapi veya
kemoterapi gibi) bazit meme kanseri hastalarini tedavi etmede iyi bir etkinlige sahip
olmasma ragmen, bazen etkinlikleri zamanla zayiflayabilir ve baz1 hastalar tedaviye
direng gelistirebilir. Monoterapilerin kullanildig1 bazi hastalar, 6zellikle metastatik meme

kanseri olanlar, tedaviye iyi yanit vermemektedir (Wang ve ark.,2022)
2.1.6.1. Hormon tedavisi/ Endokrin tedavisi:

Hormonal tedavinin amaci Ostrojenler ile neoplastik hiicreleri uyaran Ostrojene
bagl yollar arasindaki etkilesimi 6nlemektir. Bu dstrojen iiretimini engelleyerek (cerrahi
(ooferektomi), radyolojik, kimyasal (LH-RH analoglar1), aromataz inhibitorleri) veya
ostrojenlerin tiimér hiicreleri {izerindeki etkisini engelleyerek (SERM'ler (Segici Ostrojen

Reseptdr Modiilatorleri) ve SERD'ler (Selektif Ostrojen Reseptdr Downregiilatorleri)
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(6rnegin, Tamoksifen, Toremifen, Raloksifen, Fulvestrant)) gerceklestirilebilir

(Draganescu ve ark.,2017).
2.1.6.2. Hedefli terapiler:

Hedefli tedaviler i¢inde, PI3K/AKT/mTOR inhibitorleri ve AMPK (AMP-aktive
protein kinaz) aktivatorleri (mTOR yolunu inhibe edenler), PARP (Poli(Adenozin Fosfat-
Riboz) Polimeraz-1) inhibitorleri (Olaparib, Talazoparib, Veliparib, Iniparib), mTOR
(Rapamisinin Memeli Hedefi) inhibitdrleri (Everolimus), pan-PI3K (PI3K Izomerlerini
Hedefleyen) inhibitorleri (6rn. Buparlisib, Alpelisib, Pictilisib, Taselisib), CDK4/6
(Siklin bagimli kinaz 4 ve 6) inhibitdrleri (Palbociclib, Ribociclib, Abemaciclib) ve diger
timor spesifik molekiiler hedef ilaglar (6rn. Deubiquitinazlar) ve mikroRNA'lar yer alir
(Wang ve ark.,2022). Meme kanserlerinin yaklasik %15 ila %20'si ERBB2'nin asir1
ekspresyonunu igerir. Bu kanserlerin prognozu zayiftir; ancak, bir yil boyunca her i¢
haftada bir uygulanan trastuzumab ile birlikte kemoterapi ile sonuglar iyilestirilir. Bir
yildan uzun siireli tedavi ile uzun vadeli, hastaliksiz sag kalimda artig olmaz (Trayes ve

ark.,2021).
2.1.6.3. Immiinoterapiler:

Immiinoterapi hastanin kendi bagisiklik sistemi yoluyla anormal hiicreleri yok
etmek icin bir stratejidir ve tiimor biiyiimesinin baskilanmasina yol agar. Immiinoterapiler
arasinda bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri, T hiicresi transfer tedavisi, monoklonal
antikorlar, tedavi asilar1 ve bagisiklik sistemi modiilatorleri bulunur. Bagisiklik kontrol
noktasi inhibitorleri, kontrol noktasi proteinlerinin ortak proteinlerine baglanmasini
engellemek icin deneylerde kullanilmis ve bunun sonucunda T hiicresi yanitinin aktive

olmasi ve ardindan kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi saglanmistir (Wang ve ark.,2022).

Hastaligi tedavi etmek igin iki veya daha fazla etkenin kullanildig1 tedavilere
kombinasyon terapisi ad1 verilmektedir. Su anda klinikte ve klinik ¢aligmalarda gesitli
kombinasyon terapisi tiirleri kullanilmaktadir. Ayrica, nanoteknoloji, DNA dizileme
teknolojileri ve hesaplamali analiz gibi destekleyici veriler, farkli kombinasyon
yaklagimlarini optimize etmek i¢in kullanilabilir. Amag, birden fazla yolu hedefleyerek
hasta sonuglarini iyilestirmek ve yan etkileri ve direng gelisimini azaltmaktir (Wang ve

ark.,2022).
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Endokrin tedavi etkili olsa da bazi hastalarda diren¢ gelisebilir. Bu nedenle,

endokrin tedaviyle birlikte molekiiler hedefli tedavinin kullanimi arastirilmaktadir.

Bitki 6zlerinin antikanser aktivitesinin taranmasi 1961 yilinda ABD'deki Ulusal
Kanser Enstitiisii tarafindan baglatilmistir. 1981 yilina kadar yaklasik 1.14.045 bitki
taranmis olup, bunlardan sadece %3,4'liniin (yaklagik 3400 farkl: tiirii temsil etmektedir)

bir veya daha fazla biyolojik sistemde aktif oldugu gozlemlenmisti (Akram ve ark.,2017).
2.1.7. Genistein

Genistein  (5,7-dihidroksi-3-(4-hidroksifenil) kromen-4-on), 6zellikle soya
fasulyesi ve soya proteininde bulunan bir izoflavondur. Genistein ayni zamanda
fitodstrojen olarak da bilinir ¢iinkii yapisi insan dstrojenine ¢cok benzer. Insan viicudunda
iki ana Ostrojen reseptorii bulunur: ERa (Ostrojen reseptorii alfa) ve ERP (Ostrojen
reseptorlii beta). Normal oOstrojenler, daha baskin olarak ERa {izerinden etkilerini
gosterirler. Genistein ise, dogal dstrojenlere gore daha diisiik baglanma giiciine sahiptir
ve ERf'ya baglanmaktadir. Bu durumdan dolayr da genistein, dogal SERM olarak
diisiiniilmektedir. Dahas1 genisteinin, SERM olarak kullanilan ilaglardan biri olan
raloksifen ile ER'ye neredeyse ayni sekilde baglandigi gosterilmistir (Garbiec ve
ark.,2022 ve Selvakumar ve ark.,2020).

HO O

OH

Sekil 2.6. Genisteinin kimyasal yapis1 (Spagnuolo ve ark. 2015).

Genistein'in meme, akciger, karaciger, prostat, pankreas, deri, servikal, kemik,
uterin, kolon, bobrek, mesane, néroblastom, mide, yemek borusu, hipofiz, tiikiiriik bezi,
testis gibi c¢esitli insan kanseri tiirlerine karsi preklinik etkili oldugu kanitlanmistir

(Sharifi-Rad ve ark.,2021).
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Genistein'in ana molekiiler hedefleri arasinda Bcl-2, Bcl-2 ile iligkili X proteini
(Bax), niikleer faktor- kB (NF-kB), NF-xkB inhibitorii, fosfoinositid 3, -kinaz/Akt
(PI3K/Akt), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1/2 (ERK 1/2), mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK) ve inflamasyon ve hiicre Oliimii gibi siirecleri kontrol eden
kaspazlar gibi sinyal yolaklar1 da bulunur (H. S. Tuli ve ark.,2019). Bunun yani sira meme
kanserinin olusumunda etkisi olan dstrojen reseptdrlerine karsi antagonistik aktivite de
gostermektedir. Ayn1 zamanda diger kemoterapotiklerle karsilastirildiginda diisiik
toksisiteye de sahip oldugu i¢in antikanser tedavisi i¢in umut vadeden 6nemli bir aday
haline gelmistir. Fakat genistein ¢esitli dezavantajlara da sahiptir. Bunlar arasinda oral
uygulamada cok yetersiz kalmasi, hizli sekilde metabolizmadan atilmasi, kanser

hiicrelerini hedeflemede yetersiz kalmasi ve suda diisiik ¢6zlinme oraniniin bulunmasi

gelmektedir (Garbiec ve ark.,2022).

Genistein, Ostrojen reseptorleri ile olan inhibitér ya da stimiilator etkilesimler
stiresince hiicre biiylimesini diizenler. MCF-7 hiicrelerinde Genisteinin bifazik etkiye
sahip oldugu gosterilmistir: Genistein hiicre biiylimesi lizerinde, doza bagimli agonistik
ve antagonistik etki gostermektedir; diisiik konsantrasyonlarda Ostrojen benzeri
proliferatif etki gosterirken (nanomolar diizeyinde), daha yiiksek konsantrasyonlarda
(mikromolar diizeyinde) hiicre dongiisiinii G2/M fazinda bloke ederek hiicre biiylimesini

durdurarak anti-proliferatif etki gostermektedir (Shim ve ark.,2007).
2.1.8. AZD5991

AZD5991, Mcl-1 igin segici olan, yiiksek derecede giiglii aktiviteye sahip bir
makrosiklik molekiildiir ve mitokondriye bagimli bir sekilde hareket ettigi rapor
edilmistir, yiiksek oranda Mcl-1'e 6zgiidiir. AZD5991, ligand baglama cebinde dogrudan
Mcl-1'e baglanir ve Bak'a bagli bir mekanizma araciligiyla kaspaz-3/7 aktivasyonunu ve

hiicre 6limiinii indiikler ve hiicrelerde Mcl-1seviyelerini azaltir (Wei ve ark.,2020).

2.2. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz, yasam boyunca hiicresel homeostazin
korunmasinda kilit bir rol oynayan, yaslanan, asir1 veya erken doniistiiriilmiis hiicrelerin

kontrollii olarak ortadan kaldirilmasini ve hayati hiicrelerin hayatta kalmasini diizenleyen,
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evrimsel olarak korunan ve siki bir sekilde diizenlenen bir siiregtir (Wei ve ark.,2020).
Bcl-2 protein ailesinin {iyelerinin diizensizligi tiimér hiicrelerinin en belirgin
Ozelliklerinden biri olan hiicre 6liimiinden kag1s ile yakindan baglantilidir (Bolomsky ve
ark.,2020). En az bir Bcl-2 homoloji (BH) alanini paylasan Bcl-2 protein ailesinin iiyeleri,
apoptozu diizenler (Wei ve ark.,2020). Bcl-2 proteinleri, homeostazisin kontrolii igin
gerekli olan programlanmis hiicre 6liimiiniin bir formu olan apoptozu modiile eder ve
¢ogu liyede mevcut olan Bcl-2 homoloji alanlarinin ve bir karboksi- terminal
transmembran alaninin (TMD) varlig1 ile karakterize edilir. Protein homoloji ¢alismalari,
Bcl-2 protein ailesinin hiicre 6limiiniin diizenlenmesinde ve 6zellikle mitokondriyal dis
membran gegirgenliginde (MOMP) birincil islevine dair kanit saglamigtir. Anti-apoptotik
Bcl-2 ailesinin bir iiyesi olan Mcl-1, ilk olarak forbol ester (TPA) maruziyeti sonrasinda
insan miyeloblastik 16semi (ML-1) hiicrelerinde ekspresyonu artan erken yanit
genlerinden biri olarak tanimlanmistir. Bu durumda Mcl-1 artisi, ML-1 hiicrelerinin
monositlere veya makrofajlara farklilagsmasini tetiklemistir ancak Mcl-1 asagi
regiilasyonu apoptozu indiiklemistir. Boylece Mcl-1'in hiicrenin hayatta kalmasinda rol
oynadig1 ortaya konulmustur (Sancho ve ark.,2022). Mcl-1'in asir1 ekspresyonu, tedavi
direnci ve kotli prognoz ile iliskilidir; bu nedenle, Mcl-linhibitorleri, Mcl-1'e bagh
maligniteler igin rasyonel terapdtik segeneklerdir (Wei ve ark.,2020). Klinik oncesi
caligmalar Mcl-1'1 meme kanserinde ilgili bir hedef olarak dogrulamis olsa da, birgok
normal hiicre tipinde Mcl-1'in gerekliligi, Mcl-1 hedefleyen ilaglarin dikkatli bir sekilde
uygulanmasini  gerektirebilir. Timoére 06zgii hiicre Oliimiine ulagsmak i¢in Mcl-1
inhibisyonu, geleneksel sitotoksik ve hedefe yonelik tedavi yaklasimlarimin etkisini

artirmak i¢in kullanilabilecek bir kombinasyon terapisi olarak caligabilir (Winder ve
ark.,2022).

2.2.1. Apoptozun molekiiler mekanizmasi

Apoptozis mekanizmalar1 son derece karmasik ve gelismistir ve enerji bagimli bir
molekiiler olaylar dizisini igerir. Apoptozun uyarilmasinda ekstrinsik (6liim reseptorii
aracilt yolak) ve intrinsik yolak (mitokondri aracili yolak) olmak {izere iki ana yolak
bulunmaktadir (EImore ve ark.,2007). Ancak artik bu iki yolun baglantili olduguna ve bir
yoldaki molekiillerin digerini etkileyebilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. Ayrica T
hiicresi aracili sitotoksisite ve perforin-granzim bagimli hiicre 6ldiirtilmesini i¢eren ek bir

yol daha vardir. Perforin/granzim yolu, granzim B veya granzim A yoluyla apoptozu
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indiikleyebilir. Ekstrinsik, intrinsik ve granzyme B aracili apoptoz yollari, ortak bir
terminal yolakta birleserek hiicre 6liimiinii saglar. Bu yol, kaspaz-3'in kesilmesiyle
baslatilir ve DNA pargalanmasi, sitoskeletal ve niikleer proteinlerin pargalanmasi,
proteinlerin ¢apraz baglanmasi, apoptotik cisimlerin olusumu, fagositik hiicre reseptorleri
icin ligandlarin ekspresyonu ve son olarak fagositik hiicreler tarafindan alinmasiyla
sonuglanir. Granzim A yolu, tek zincirli DNA hasar1 yoluyla paralel, kaspazdan bagimsiz

bir hiicre 6liim yolunu aktive eder (EImore ve ark.,2007).
2.2.1.1 Ekstrinsik (hiicre yiizey reseptorleri aracihig ile apoptotik) yolak:

Ekstrinsik apoptotik yol (6liim reseptorii aracili), hiicre yiizeyindeki TNF (Tiimor
Nekroz Faktorii) reseptor siiper ailesine ait Oliim reseptorlerinin, ilgili ligandlarla
etkilesimi sonucu aktive olur. Bu reseptdrler, hiicre i¢i “6liim alan1” igerir ve ligand
baglanmasi sonrasi konformasyonel degisiklik gegirerek adaptor proteinler (FADD (FAS
Adaptdr Proteini Ile iliskili Oliim Alan1), TRADD (TNF reseptér-iliskili 6liim domain
protein)) araciligiyla DISC (6liim indiikleyici sinyalleme kompleksi) olusumuna yol agar.
DISC, baslatict kaspaz-8 vel/veya -10’un oto-aktivasyonunu saglar. Aktive olan bu
kaspazlar, yiiriitiicii kaspazlar olan kaspaz-3, -6 ve -7’yi aktive ederek apoptozu baslatir.
Bazi hiicrelerde ise kaspaz-8, t-Bid (kirpilmis Bid) araciligiyla mitokondriyal gegirgenligi
degistirerek i¢sel yola da katki saglar; bu durum, ekstrinsik ve intrinsik yollarin birlestigi

onemli bir noktadir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Apoptozisin ekstrinsik ve intrinsik yollarina genel bakis (Pistritto ve ark.,2016).

2.2.1.2. intrinsik (mitokondriyal apoptotik) yolak:

Hiicre ig¢i stres faktorlerine—ornegin DNA hasari, hipoksi, kemoterapi, yliksek

sitozolik kalsiyum diizeyleri ve oksidatif stres—yanit olarak aktive edilir. Bu siiregte,
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proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri olan Bax ve Bak'in aktivasyonu, antiapoptotik
proteinlerin (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) inhibisyonuna neden olur. Bu durum, mitokondriyal
dis membran ge¢irgenliginin artmasma ve sitokrom c gibi apoptojenik proteinlerin
sitozole salinmasina yol agar. Sitokrom ¢, Apaf-1 (Apoptozis proteaz aktivasyon faktorii-
1) ile kompleks olusturarak apoptozomun meydana gelmesini saglar. Bu yapi, baslatici
kaspaz-9’un aktivasyonunu tetikler ve akabinde yiiriitiicii kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7)

aktive edilerek hiicrenin programli 6liim siireci tamamlanir (Pistritto ve ark.,2016).

Mitokondriyal apoptotik yol, Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan diizenlenmektedir.
Bu aile, hiicresel yasam ve 6liim arasindaki dengeyi kontrol eden hem pro-apoptotik hem
de anti-apoptotik iiyelerden olusur. Anti-apoptotik proteinler (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-
w ve BFL-1/Al (Bcl-2 ailesi proteinleri)), dis mitokondriyal membranin gegirgenligini
engelleyerek hiicreyi apoptozdan korurken; pro-apoptotik iiyeler (Bax, Bak ve BH3-only
proteinler: Bid (BH3 ile Etkilesime Giren Domain Oliim Agonisti), Bim (Bcl-2
etkilesimli mediator), Bad (Bcl-2 ile iligkili 6lim promotorii), Puma (p53 ile Diizenlenen
Apoptoz Protein), Bmf (Bcl-2 modifiye faktér)) mitokondriyal dis membran

gecirgenligini artirarak apoptozun baslatilmasinda rol oynar.

Bcl-2 ailesinin yalnizca proapoptotik BH3 tiyelerinin (Bax, Bak) aktivasyonu,
antiapoptotik proteinler Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1'i nétralize ederek, mitokondriyal dis
membran gecirgenliginin bozulmasina yol agar ve Sitokrom c gibi apoptojenik faktorlerin
sitoplazmaya salinmasina neden olur. Sitokrom c, sitozolik Apaf-1 ile baglanarak
apoptozom kompleksini olusturur. Bu kompleks, baslatici kaspaz-9’un aktivasyonunu
saglar ve ardindan yiiriitiicli kaspazlar-3, -6 ve -7 nin aktive olmasiyla hiicresel yapilarin
yikimi1 ve apoptotik hiicre oliimii gerceklesir. Bcl-2 ailesi bu siiregte bir “apoptotik
anahtar” olarak goérev yapar ve mitokondri aracili hiicre Oliimiiniin 6nemli
diizenleyicilerindendir (Pistritto ve ark.,2016, Letai ve ark.,2017, Ouyang ve ark.,2012 ve
Kari ve ark., 2022)

2.2.1.3. Perforin/Granzim yolu

T hiicresi aracilt sitotoksisite, duyarlilastirilmis CD8+ (Sitotoksik T lenfositleri)
hiicrelerinin antijen tasiyan hiicreleri 6ldiirdiigii tip IV asir1 duyarliligin bir ¢esididir. Bu
sitotoksik T lenfositler, digsal yol araciligiyla hedef hiicreleri 6ldiirebilir ve FasL/FasR
(Fas Ligand / Fas Receptor) etkilesimi, CTL (sitotoksik T lenfositler) ile uyarilan

apoptozisin baskin yontemidir. Bununla birlikte, sitotoksik etkilerini, transmembran
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gozenek olusturan molekiil perforinin salgilanmasini ve ardindan gézenek yoluyla hedef
hiicreye sitoplazmik graniillerin ekzofitik salinmasini igeren yeni bir yol araciligiyla
timor hiicreleri ve viriisle enfekte hiicreler tizerinde de uygulayabilirler. Serin proteazlar

granzim A ve granzim B, graniiller i¢indeki en 6nemli bilesendir.

Granzim B, aspartat kalintilarindaki proteinleri kesecek ve dolayisiyla prokaspaz-
10'u aktive edecek ve ICAD (Kaspaz Aktiflestirilmis DNAz Inhibitorii) gibi faktorleri
kesebilecektir. Ayrica raporlar, granzim B'nin Bid'in spesifik kesilmesi ve sitokrom c
saliniminin indiiklenmesi yoluyla 6liim sinyalinin amplifikasyonu i¢in mitokondriyal
yolu kullanabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, granzim B dogrudan kaspaz-3'i
de aktive edebilir. Bu sekilde, yukart akis sinyal yollar1 atlatilir ve apoptozis yiiriitme

fazinin dogrudan indiiklenmesi saglanir (Elmore ve ark.,2007)
2.2.2. Antiapoptotik ve apoptotik genler

Mcl-1'in meme kanseri olusumuna ve terapdtik yanita katkisi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Bununla birlikte, diger Bcl-2 aile iiyelerinin aksine, Mcl-1 kisa bir yar1
Omre sahiptir ve c¢esitli onkojenik sinyal yollar1 tarafindan transkripsiyonel,
transkripsiyon sonrasi, translasyonel ve translasyon sonrasi diizeylerde yiiksek oranda
diizenlenir. Mitogen aktive protein kinaz yolu, mTOR yolu ve PI3K yolu dahil bu
onkojenik sinyal yollar1, hiicre sag kalimini desteklemek igin Mcl-1'1 hizla artirir ve Mcl-
I'in meme kanserleri de dahil olmak iizere bir¢ok kanserde apoptotik kagis ve terapotik

direncin 6nemli bir araci olabilecegini diisiindiirmektedir.

Mcl-1, insan meme kanseri hiicre hatlarinin % 28’inde genetik veya mRNA yukari
diizenlemesine sahiptir. Ek olarak, insan meme kanseri drneklerinde Mcl-1 ekspresyonu,
alt tipten bagimsiz olarak yiiksek tlimor derecesi ve hasta sag kaliminda dramatik bir
azalma ile iligkilidir. Mcl-1 ayrica, liminal B meme kanserlerinin %9'unda ve neoadjuvan
kemoterapilerle tedaviden sonra TNBC'lerin (Triple Negatif Meme Kanseri) % 54'iinde
genetik olarak ¢ogaltilir, bu da Mcl-1'in bazi meme kanserlerinde Bcl-2/Bcl-xL'ye gore
daha arzu edilen bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir. Mcl-1'i hedeflemenin meme
kanseri hastalarinin, 6zellikle Mcl-1 amplifikasyonu olanlarin sonuglarini iyilestirmede

faydali olabilecegini ileri siiriilmektedir (Williams ve ark., 2015)

Bax, programlanmis hiicre 6liimiinii diizenleyen Bcl-2 gen ailesinin proapoptotik
bir iiyesidir. Bax proteini, bazilar1 Bax—Bcl-2 heterodimerlerinin olusumu igin gerekli

olan Bcl-2 ile olduk¢a korunmus alanlar1 paylasir. Bax ekspresyonu, apoptotik
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uyarilardan sonra belirli dokularda yiikselir ve dogrudan p53 (Timdr Baskilayici Protein)
tarafindan diizenlenebilir (Brady ve ark.,1998). Oliim sinyali mitokondrideki inaktif
Bax'in aktivite kazanmasina yol acar ve Bax mitokondri dis membranina girer. Boylece
mitokondri dis membran1 gegirgen bir yap1 kazanir. Bu gegirgenlik sit-c’yi de kapsayan
diger intermembran bosluk proteinlerinin salinmasina ve ayrica ROS (Reaktif Oksijen
Tiirleri) iiretimine yol agar. Bax proteininin asir1 liretimine bagli olarak, Bax dimerleri
kendi aralarinda dimerize olurlar ve Bax/Bax homodimerleri meydana getirirler. Bax'in

aktiflesmesiyle beraber apoptotik yolaklar uyarilir (Perego ve ark., 1996)

p53 hem pro-sagkalim hem de pro-apoptotik Bcl-2 ailesi {iyelerini modiile ettigi
i¢in 6nemli bir rol oynar. Bcl-2 ailesi genlerinin 6nemli bir alt kiimesi olan Bax, Noxa,
Puma ve Bid dahil olmak tizere p53 hedefleridir. p53, proapoptotik Bcl-xL'nin yani sira
proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleriyle etkilesime girerek sitokrom-c¢ salinimini ve
prokaspaz-3 aktivasyonunu ortaya ¢ikaran proapoptotik efektorler Bax/Bak'in
salinmasina neden olur dogrudan mitokondriye etki ederek transkripsiyondan bagimsiz
bir sekilde apoptoz indiiksiyonuna da katilir (Pistritto ve ark.,2016). Timor hiicreleri,
Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonu yoluyla veya Bax gibi pro-apoptotik
proteinleri azaltarak veya mutasyona ugratarak apoptoza direng gelistirebilir. Hem Bcl-2
hem de Bax ekspresyonunun diizenlenmesinin p53 tiimor baskilayici geni tarafindan
kontrol edildigi goriilmektedir, ¢linkii bu gen sitokrom c ve diger apoptojenik proteinlerin
salmmmi ic¢in gerekli olan mitokondriyal membran gegirgenligindeki degisiklikleri

baskilayabilir veya destekleyebilir (Calaf ve ark.,2024).

Hiicre proliferasyonu ve apoptozis arasindaki dengenin bozulmasi, timor
olusumunun temel nedenlerinden biridir. Siklin-bagimli kinaz inhibitérlerinden biri olan
p21, hiicre dongiisii diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir. p21'in, basta beyin, akciger
ve kolon tiimorlerinde olmak iizere, timor baskilayici bir protein olarak gorev yaptigi ve
p53 araciligiyla timor gelisimini engelledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, bazi kanser
tiirlerinde p21 ekspresyonundaki degisikliklerin tiimor gelisimiyle iliskisiz oldugu, bazi
tiimorlerde ise bunun aksine bir rol oynadig: bildirilmistir. Ayrica, p21°in yalnizca p53'e
bagimli olarak degil, p53°ten bagimsiz yollarla da uyarilabildigi ve TGF-f gibi biiylime
faktorlerine yanit vererek apoptoz ve hiicre dongiisii durmasi gibi siireglerde rol aldigi
saptanmistir. Bu baglamda p21, hem timdr baskilanmasinda hem de kanser tedavisinde

potansiyel bir hedef olarak degerlendirilmektedir (Shamloo ve ark., 2019).
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Apoptoz, niikleer biiziilme ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir.
Mitokondri normal sartlar altinda ATP olusturmak iizere sitokrom-c igerir. Mitokondrial
stres durumlarinda serbestlenen sitokrom-c apoptotik hiicre O6limiinde kaspaz-3
aktivasyonu i¢in 6nemli rol oynar. PARP-1'in niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS)
iceren bolgesinden, kaspaz-3 tarafindan yariklanmasi sonucunda 24 ve 89 kDa'luk iki adet
parca olusur ve bu nedenle cPARP (Pargalanmis poli(ADP-riboz) polimeraz) apoptozun
biyokimyasal bir belirteci olarak siklikla kullanilmaktadir (Ordueri ve ark.,2018). PARP-
1, apoptoz ve nekroz dahil olmak tizere hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar. PARP-1'in agir1 aktivitesi, apoptoz siireci i¢in gerekli olan NAD+ (Nikotinamid
Adenin Diniikleotid) ve ATP tedarikini azaltir. PARP-1 inhibisyonu, apoptoz ile hiicre

oliimiine yol agar (Beauchamp ve ark.,2009).
2.2.3. MCF-7 hiicre hatt1

MCF-7 hiicre soyu, 1970 yilinda 69 yasinda Frances Mallon adli bir hastanin
metastatik dokusundan elde edilen meme kanseri hiicre hattidir. MCF-7 hiicreleri
adherent oOzellikler gostermektedir. Bu hiicrelerin dstrojen ve progesteron reseptorleri
vardir. Ayrica luminal epitel fenotipi gosterir ve invaziv meme duktal karsinomu
ozelligindedir (Soule ve ark.,1973). Calismamizda, insan meme kanseri hiicre hattt MCF-

7 hiicreleri kullanilacaktir.

High Densy Seale Bar v 100um

Sekil 2.8. MCF-7 hiicrelerinin morfolojik goriintiisii.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1.Kullanilan cihazlar

Bu ¢aligmada kullanilan cihazlar agsagida verilen Tablo 3.1.’de gdsterilmistir.

Tablo 3.1. Laboratuvarda kullanilan cihazlar.

Cihazlar Model/marka
CO2'li inkiibator Nuaire
Invert mikroskop Olympus EP50

Dikey elektroforez sistemi ve transfer Biorad Mini-Protean Wetern Blot

sistemi sistemi

Florasan ozellikli mikroskop Olympus CKX-41

Biyo giivenlik kabini Laboard Class Il Biological safety
Cabinet

Mikroplaka okuyucu Glomax Multi Detection System
(Promega)

Mikrosantrifiij cihaz Hettich Zentrifugen Micro 200R

Spektrofotometre Thermo

Ultrasantrifiij cihazi Beckman Coulter Optima MAX-XP

Utracentrifuge
Su banyosu Nuve NB-20 cihazi
Hassas terazi Precisa

Vorteks Biosan
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Tablo 3.1. Laboratuvarda kullanilan cihazlar (Devam).

Cihazlar Model/marka

Calkalayici

Hiicre sayim cihazi
PH metre

Termal 1s1 blogu

Real time PCR cihazi

Termal cycler PCR cihaza

3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

Thermo Scientific
RWD C100-SE
Inolab - PH 7110
Boeco

Labcycler

Sensequest

Bu c¢alismada kullanilan sarf malzemeler asagida verilen Tablo 3.2.°de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. Laboratuvarda kullanilan sarf malzemeler.

Malzemeler Model/Marka

Hiicre iireme flasklari (T25 ve T75)
1000 pl pipet ucu

200 pl pipet ucu

10 pl pipet ucu

Hiicre kryo (dondurma) tiipleri
1,5 mP’lik steril eppendorf

15 mP’lik steril falkon tiipler

96 kuyulu mikroplaka

6 kuyucuklu plak

5ml ve 10 ml serolojik pipet
PVDF Membran

96 kuyulu PCR mikroplaka

SPL

Isolab

Isolab

Isolab
Biosharp
Isolab

SPL
Nest-701001
SPL

Axycell 326-001
Ecotech

Nest-701001
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3.1.3. Kullamilan kimyasallar ve kitler

Bu ¢aligmada hiicre kiiltiiriinde kullanilan kimyasallar Tablo 3.3.” de ve Western

Blot i¢in Kullanilan Kimyasallar Tablo 3.4.’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan kimyasal malzemeler.

Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasal Marka

Malzemeler

Besiyeri (RPMI-1640) Gibco
Tripsin-EDTA Capricorn
Penisilin/Streptomisin Gibco
FBS Capricorn
Trypan Blue Soliisyonu Gibco
DMSO Bio Basic

Tablo 3.4. Western Blot i¢in Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Western Blotta Kullamilan Kimyasal Marka

Malzemeler

Proteaz Inhibitorii Roche
RIPA Buffer ClearBand
BSA Carlo Erba
Bradford Reagent BioShop
4X Laemmli Tamponu Ecotech
protein marker Genaxxon
%S5'lik yagsiz siit tozu BioShop
APS Serva

TEMED BioShop
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Tablo 3.4. Western Blot i¢in Kullanilan Kimyasal Malzemeler (Devam)

Western Blotta Kullanillan Kimyasal

Malzemeler

Marka

Akrilamid/ Bisakrilamid
2- Propanol

Metanol

Ponceau Red

Tris

Glisin

SDS

NacCl

ECL

Tween-20

Bio Basic

Merc Millopore
Supelco

Eco tech
Amresco
BioShop

Bio Basic
Supelco
BioRad

BBI

3.1.4. Calismada kullamilan Kitler, ila¢lar ve inhibitorler

Bu ¢alismada kullanilan kitler, ilaglar ve inhibitorler asagida verilen Tablo3.5.’de

gosterilmistir.

Tablo 3.5. Calismada kullanilan kitler, ilaglar ve inhibitorler.

Kit Advilag Ad

SRB kit

JC-1 mitokondri membran potansiyel
Kiti

cDNA Sentez Kiti

Realtime PCR kiti

AZD5991

Genistein

Marka

Canvax CA050

ThermoFisher, Cat.No: T3168

Biorad

Biorad
CAYMAN/28926/1MG
CAYMAN/ 446-72-0
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3.1.5. Calismada Kullanilan Primerler

Bu calismada kullanilan primerler asagida verilen Tablo 3.6.’de gosterilmistir.
Tablo 3.6. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilan primerler.

Baz Dizisi (5'-3")

Oligoniikleotit Ad1

GAPDH Forward AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

GAPDH Reverse GGGGTCGTTGATGGCAACA

Bax Forward CGGCGAATTGGAGATGAACTGG

Bax Reverse CTAGCAAAGTAGAAGAGGGCAACC

Bcl2 Forward ATCGCTCTGTGGATGACTGAGTAC

Bcl2 Reverse AGAGACAGCCAGGAGAAATCAAAC

Cas9 Forward GTTTGAGGACCTTCGACCAG
Cas9 Reverse CAACGTACCAGGAGCCACTC
Cas8 Forward AGAAGAGGGTCATCCTGGGA
Cas8 Reverse TCAGGACTTCCTTCAAGGCT
P21 Forward AGTATGCCGTCGTCTGTTCG
GAGTGCAAGACAGCGACAAG

P21 Reverse

3.1.5. Calismada kullanilan antikorlar

Bu calismada kullanilan antikorlar asagida verilen Tablo 3.7.’de gosterilmistir.
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Tablo 3.7. Calismada kullanilan antikorlar.

Antikor ad1 Marka

Mcll ProteinTECH PTG 66026

Bax ProteinTECH PTG 60267

Parpl Cloud-Clone Corp. PAA279Mu01
P21 Agilent Dako

P53 Agilent Dako

Gapdh ProteinTECH PTG 60004

Mouse Secondary Antibody ProteinTECH SA00001

Rabbit Secondary Antibody Cell Signalling Technology

3.1.6. Calismada kullanilan stok soliisyonlar ve tamponlar

1X PBS tamponu

Asagida miktarlari ile verilen kimyasallar 800 ml dH2O igerisinde ¢ozdiiriildiikten
sonra pH:7,4'e ayarlanip toplam hacim 1000 ml'ye tamamlanmistir. Otoklav ile

sterilizasyonu saglanan tampon gerektiginde kullanilmak tizere +4 °C'de saklanmistir.

NaCl 8¢
KCI 029
Na2HPO4 1,449
KH2PO4 0,24

Hiicre dondurma ortami

MCF-7 hiicrelerinin daha sonra kullanilmak amaciyla dondurulmasi iglemi igin
dondurma soliisyonu %90 FBS (Fetal Sigir Serum) ile %10 DMSO (Dimetilsiilfoksit)

kullanilarak hazirlanmis ve hazirlanan soliisyon -20 °C’de saklanmustir.

1,5 M Tris-HCI

9,08 g Tris 30 ml distile su ile ¢oziilmis, pH 8,8’e ayarlandiktan sonra hacmi 50

ml'ye tamamlanmustir.
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0,5 M Tris-HCI

3,02 g Tris 30 ml distile su ile ¢6ziilmiis, pH 6,8’¢ ayarlandiktan sonra hacmi 50

ml'ye tamamlanmstir.
%10 APS
0,1 g APS (Amonyum persiilfat) 1 ml distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir.

SDS poliakrilamid jel

Asagida verilen bilesenlerden belirtilen miktarda tartilarak 2 adet jel

hazirlanmustir.

%10’luk Seperating %4’liik Stacking

(ayirma) jel (yiikleme) Jel
Su 6,15 ml 3,05 ml
Tris-HCI 3,75ml (pH:8.8-15M) 1,25 ml (pH: 6.8 — 0,5
M)
SDS 150 pl (%10°1uk) 50 ul (%10’luk)
APS 75 ul (%10’luk) 25 ul (%10’luk)
TEMED 7,5 ul 5ul
Akrilamid/ 5 ml (%30’luk) 850 pl (%30’luk)
Bisakrilamid

1X Tris-Glisin-SDS viirlitme tamponu

Asagida verilen bilesenlerden belirtilen miktarlarda tartilarak hazirlanmstir.

Tris (25 mM) 3,028 g
Glisin (190 mM) 14,26 g
SDS (%00,1) 1lg

dH20 1L
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1X transfer tamponu

Asagida verilen bilesenlerden belirtilen miktarda tartilarak hazirlanmistir.

Tris (25 mM) 3,028 g

Glisin (190 mM) 14,26 ¢

dH20 1L

Metanol 250 ml
%S5 Siit

5 g yagsiz siit, 100 ml TBS-Tween 20 (Tween 20 Igeren Tris- Tamponlu Tuz

Cozeltisi) tamponu ile ¢oziilmiistiir.

20X TBS tamponu

22,115 g Tris-Baz ve 43,83 g NaCl (Sodyum Kloriir) tartilarak 200 ml distile su

ile ¢oziildiikten sonra pH 7,6’ya ayarlanmis ve hacmi 250 ml'ye tamamlanmastir.

1X TBS tamponu

20X TBS (Tamponlu Tuz Cozeltisi) tamponundan 50 ml alinip, 950 ml distile su

ile 1000 ml'ye tamamlanmustir.

1X TBS-Tween 20 tamponu

20X TBS tamponundan 50 ml almip, 950 ml distile su ile 1000 ml'ye

tamamlanmistir, 1 ml tween20 eklenmistir.

SRB soliisyonu

SRB (Siilforodamin B) boyasi 100 ml 1X yikama soliisyonu ile ¢dziilmiistiir.

Genistein cozeltisi

1 mM ana stok i¢in 1 mg genistein etken maddesi tartilmis ve 3,701 ml DMSO ile

¢Ozilmiistiir.

AZD5991 c¢ozeltisi

1 mM ana stok i¢in 1 mg AZD5991 etken maddesi tartilmis ve 1,4874 ul DMSO

ile ¢ozUlmiistir.
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3.2. Yontemler

3. 2. 1. insan meme Kkanseri hiicre hattimin (MCF-7) hiicre kiiltiirii

Tez kapsaminda MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicre hatti
ozellikleri Tablo: 3.8’de 6zetlenmistir. Yapilan hiicre kiiltiiri calismalari laminer hava akis
steril kabin igerisinde gerceklestirilmistir. MCF-7 hiicrelerinin biiyiitiilmesi 37 °C’de %5
CO:z iceren ortamda gergeklestirilmistir. Hiicrelerin i¢cinde tutuldugu besiyeri olarak %10
FBS iceren RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) besiyeri kullanilmistir.

Tablo 3.8. MCF-7 hiicre hatt1 ozellikleri.

Organizma Insan

Doku Meme
Morfoloji Epitel

Biiyiime Ozellikleri Adherent
Hastahk Adenokarsinom
Yas 69

Cinsiyet Kadin

Uriin formati Dondurulmus

Hiicre hattinin (MCF-7) acilmasi

. Cryotiipteki hiicreler -80°C’den alinarak elde 1sitilmis ve hizlica ¢oziilmesi
saglanmistir.
. Coziilen hiicreler, hiicrelerin i¢inde bulundugu DMSO’dan zarar

gdrmesini engellemek adina hizli bir sekilde lizerlerine besiyeri eklenerek falkon tiip i¢ine
alinmis ve sonrasinda 5 dakika boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmistir.
. Bu iglem ile olusan siipernatant kisim atilirken, pellet kismina bir miktar

tamamlanmisg besiyeri eklenerek pipetaj yapilmistir.
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. Buradaki hiicrelerin, hiicre sayimi sonrasi hiicre yogunluklar1 dikkate
alinarak uygun boyutta goriilen T25 ve T75’lik flasklara ekimleri yapilmis ve ardindan
hiicreler giin giin hiicre tutunma oranlar1 mikroskop ile izlenerek, 2 ile 3 giin arasi siire
ile 37 °C’deki %5 CO2’li nem igeren inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.

o Gozlem sonucu gerekli goriildiiglinde besiyeri degistirilmistir.

J Hiicre biiylimesi ve tutunmast %70 ile %80 arasi yogunluga ulastig

gozlemlendiginde hiicreler pasajlanmistir

Hiicrelerin pasajlanmasi

MCF-7 hiicreleri 37°C sicaklikta %5 CO2 igeren inkiibatérde T-25 ve T-75
flasklarda, 2 mM konsantrasyonda L glutamin, 1Ipg/ml konsantrasyonda

penisilin/streptomisin ve %10 oraninda FBS i¢ceren RPMI besiyerinde ¢ogaltilmistir.

. Hiicre sayilarinin artmasi sonucunda hiicre pasajlanmasi islemi igin
ortamdan besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (PBS) ile
yikanip tripsin-EDTA (Etilendiamin Tetraasetik Asit) (%0,25) ile CO: igeren etiivde 3
dakika bekletilmistir.

o Bu siire sonunda hiicrelerin zarar gérmesinin engellenmesi i¢in flaska esit
miktarda besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus ve flask ylizeyinden ayrilan
hiicreler santrifiij tlipiine alinmustir.

o 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmis,
hiicrelerin lizerine 1 ml taze besiyeri eklenmistir.

. Iyice pipetaj yapilip homojen bir hale gelen hiicre siispansiyonu yeni

flasklara ekilerek pasajlama iglemi tamamlanmistir.

Hiicre sayimi

Pasaj1 yapilan hiicrelerin ekiminin yapilabilmesi i¢in mililitrede bulunan hiicre
sayisinin belirlenmesi, hiicre kiiltiirii ve sitotoksisite caligmalar igin 6nem arz etmektedir.

Bu amagla hiicre sayimi icin asagidaki yontem uygulanmistir.

. Hiicrelerin flask yiizeyinden tripsin ile kaldirma islemi sonunda yapilan
santrifiijden sonra siipernatant atilarak hiicre yogunluguna gore 1-2 ml besiyeri eklenerek
yavagca pipetaj yapilmistir.

. Hiicre siispansiyonundan 50 pl alimip 50 pl trypan blue boyasiyla

karistirilmastir.
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Thoma lamu1 tizerine lamel yerlestirildikten sonra lam iizerindeki ¢ukurlara
hiicre ve trypan blue karigimindan 10 pl aktarilarak inverted mikroskopta hiicre sayimi
yapilmustir.

Canl hiicre sayisinin belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmastir.
Canl1 hiicre say1s1=Bir karedeki hiicre sayis1 x Diliisyon faktorii X 104

Hiicrelerin dondurulmasi

MCF-7 hiicre hattinin bir kismi1 daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere stok

olusturmak amaciyla dondurulmustur.

. Hiicrelerin dondurulmast icin %10 DMSO iceren RPMI1640 besiyeri
hazirlanmastir.

o Hiicreler 15 ml‘ lik falkona alinmig ve 1200 rpm’de 5 dk. santrifijj
edilmistir.

. Stipernatant atildiktan sonra pelet iizerine 1 ml hazirlanan besiyerinden

(%90 RPMI + %10 DMSO) eklenerek cryotiipe alinmis ve -80°C’ye kaldirilmustr.
3.2.2. Genistein ve AZD5991° in in vitro biyolojik etkinliginin arastirilmasi

Sitotoksisite calismalari

Sitotoksisitenin belirlenmesinde SRB yontemi kullanilmistir. SRB testi; ilaglarla
indiiklenen sitotoksisite ve hiicre proliferasyonunun belirlenmesi i¢in gelistirilmis bir
testtir. Testin prensibi bir protein boyasi olan SRB'nin, trikloroasetik asit veya asetik asit
ile fikse edilen hiicrelerde amino asit kalintilarina elektrostatik ve pH-bagimli olarak

baglanmasina dayanir.
SRB testi

o Hiicreler biiylime ortaminda 24h, 48h ve 72h boyunca ilagl olarak kiiltiire

edilmistir.
. Her kuyucuga 100ul fiksatif reaktif eklenmis,
. 1 saat boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir.

o 4 defa 200 pl distile veya de iyonize suyla hiicreler yikanmis, (Bu asamada

kagit havlu ile fazla su giderilmistir.)

° 37 °C’de 45 dakika inkiibe edilmistir.
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o Her kuyucu 100 ul sulphorhodamin B soliisyonu eklenmis,
o Oda sicakliginda karanlikta 30 dakika beklenmistir.

o 4 defa 1X wash solution ile yikanmustir. (1 hacim 10X wash solution + 9

hacim distile su)
o Plate karanlikta havada kurutulmus,
o Her kuyucuga 200 pl SRB solubilize tampon eklenmistir.
J 5 dakika ¢alkalanmis,
. Mikroplaka okuyucuyla 550-580 nm’de OD okunmustur.

Etkin dozun (1C50) belirlenmesi

o Literatiirden elde edilen bilgiler dogrultusunda Genistein i¢in 20 uM, 50
uM, 80 uM, 100 uM, 125 uM, 150 uM, 187 uM ve 220 uM dozlari, AZD5991 igin 10
uM, 15 uM, 20 uM, 25 uM, 30 puM, 35 uM, 40 uM ve 45 uM dozlar1 SRB testi ile

denenmistir.

° Hiicreler, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Optimum sonuglara

48 saatte ulasilmastir.

o Bilesiklerin ~ uygulanan  farkli  konsantrasyonlarindaki  etkileri
degerlendirilerek test bilesiklerinin hiicreler iizerine inhibe edici konsantrasyon 50 (IC50)

degerleri hesaplanmustir.

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi

Hiicre canliligmin degerlendirilmesi i¢in Tripan Mavisi Canlilik Testi
uygulanarak hiicre sagkalim deneyleri gergeklestirilmistir. 6- kuyucuklu petri kaplarina
ekilen hiicreler ylizeye yapistiktan sonra, genistein, AZD5991 ve bu iki maddenin
kombinasyonu SRB testi ile belirlenen ICso degerlerinde uygulanmistir. Ayrica kontrol
ve ¢oziicli etkisini degerlendirmek amaciyla %1 DMSO igeren uygulamalar da deney
gruplarina dahil edilmistir. Bir kuyucuk kontrol grubu olarak birakilmis ve besiyeri
degistirilmistir. 48 saat inkiibasyona birakilan hiicrelere tripan blue canlilik testi
yapilmigtir. Testin protokoliine gore boyay1 i¢ine almis mavi renkli hiicreler 6lii, boyay1
icine almayan beyaz ve parlak goriinen hiicreler ise canli hiicreler olarak
degerlendirilmistir. Hiicre canliligi canli hiicre sayisinin total hiicre sayisina boliinmesiyle

elde edilmistir. Calisma 3’er tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir.
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Canl1 hiicre say1s1=Bir karedeki hiicre sayis1 x Diliisyon faktorii x 10*

Yara ivilesme (Wound healing) deneyi

Genistein ve AZDS5991’in ve bunlarin kombine uygulamalarinin MCF-7

hiicrelerinde migrasyon iizerindeki etkileri yara iyilesme analizi ile tespit edilmistir.

o 6- kuyucuklu platelere 5x10° hiicre/ml hiicre olacak sekilde ekimleri

yapilan hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

. 24 saat sonunda hiicre yogunlugu yaklasik olarak %80’e ulasinca 200
ul’lik steril pipet ucuyla mikroplakalarda bulunan her bir kuyunun orta kismina iistten
baslanarak asagi yone dogru ince ve diiz bir ¢izgi ¢ekilerek hiicrelerin arasinda ince bir

bosluk olusturulmustur.

. 0, 24, 48 ve 72 saatte yara genislikleri Olympus EP50 mikroskopla
Olciilmiis 0. Saat degerleri (Wo) ve dl¢lim yapilan saat degerleri (Wt) kaydedilmistir.

J Asagidaki formiille hiicrelerin migrasyon yetenekleri hesaplanarak 6l¢iim

sonuglar1 degerlendirilmistir.

o Olgiimler 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.
) .. Wo—-Wt
Wt migrasyon yetenegi = Wo x100

3.23. JC-1 mitokondiyal membran potansiyeli analizi ile apoptozun

degerlendirilmesi

Mitokondri membran potansiyeli apoptozda onemli bir fonksiyona sahiptir.
Mitokondri membran potansiyelinin azalmasi sonucunda mitokondri igerisinde bulunan
sitokrom-c sitoplazmaya salinir ve kaspaz enzimlerini aktiflestirir. Bu durumda hiicre
olimi gerceklesir. JC-1 (5,5',6,6'-Tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine) mitokondriyal membran deneyi hiicrelerin
apoptotik durumlariin floresan-bazli olarak takip edebilme imkani sunar. Calismada
MCF-7 meme kanseri hiicrelerine AZD5991, genistein ve kombine uygulamalarindan
sonra apoptozun degerlendirilmesi JC-1 mitokondiyal membran potansiyeli analizi ile

yapilmustir.
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. Bunun i¢in oncelikle 5 mg/ml JC-1 boyasindan 1ul alimip 5ml PBS
igerisinde ¢ozdiriilmiis ve lizerine 5 ml besiyeri eklenerek JC-1 ¢alisma soliisyonu

hazirlanmistir.

. 6’lik well platelere 3x10* hiicre/well olarak ekilmis ve AZD5991 ve

genisteinin belirlenen dozlartyla 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

J Inkiibasyon sonrasinda besiyeri atilip kuyulara 2,5 ml hazirlanan JC-1

sollisyonu eklenmistir.
o 25 dk 37°C’de inkiibe edilmistir.
o Sonrasinda JC-1 soliisyonu atilip kuyular 1 ml PBS ile yikanmistir.

o Kuyulara 1ml PBS eklenip floresan goriintii alinmistir. Deneyler 3 tekrarl

olarak yapilmustir.

3.2.4. Apoptotik gen ekspresyon seviyesinin belirlenmesi

Total RNA izolasyonu

. MCF-7 hiicrelerine, genistein, AZD5991 ve Genistein+AZD5991
uygulanmasi sonucunda, Bax, Bcl-2, Caspase-9, P21, ve Caspase-8 genlerinin ifadesinde
meydana gelen degisimleri incelemek i¢in hiicrelerden total RNA o6rnekleri trizol ile

toplanmustir.

. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra pellet tizerine 500 pl trizol eklenerek 5

dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

. Ardindan 200 pl kloroform eklenerek 15 sn vortex yapilmis ve 30°C’de 2-
3 dk inkiibe edilmistir.

. +4 °C’de 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra iist fazda

olusan RNA, ayr bir ependorf tiipe alinmistir.

J RNA o6rneklerinin tizerine 500 pl izopropanol eklenerek alt iist edilmis ve

10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
J Daha sonra +4 °C’de 12000 rpm de 10dk santrifiij yapilmistir.

. Supernatant atilip pellet 1ml %75 etanol ile yikanmustir.
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. 7500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek supernatant atilmis ve alkol oda

1s1sinda ugurulmustur.
. Pelet miktarina bagl olarak 20-25 ul RNaz free su ile ¢oziilerek RNA elde
edilmistir.

. 60 °C’de 10 dk inkiibe edildikten sonra RNA ‘larin saflik seviyelerini tespit
etmek i¢in 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbanslari Nanodrop cihazi kullanilarak

Olciilmiistiir.

Total RNA’nin cDNA’va doniisimii

. 8 ul 5X reaksiyon buffer, 2 pl iScript RT, 20 ul su bir tiipte karistirilmistir.

o 4 adet PCR tipine 7,5 pl olarak dagitilip iizerine 2,5 pl RNA

orneklerinden ilave edilmistir.

. Thermal cycler cihazinda 25 °C’de 5 dk, 46 °C’de 20 dk ve 95 °C’de 1 dk

olacak sekilde reaksiyona birakilmistir.
o cDNA’ya doniisiimii tamamlanan 6rnekler - 20 °C’de saklanmustir.

Gercek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Genistein, AZD5991 ve kombine ilag uygulanan MCF-7 hiicrelerinden izolasyonu
yapilan RNA o6rnekleri Revers transkripsiyon ile cDNA‘ya donistiiriilmiis ve spesifik
primerlerin varhiginda her bir 6rnekten 3 tekrar olacak sekilde Real Time-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (gRT-PCR) ile c¢ogaltilmistir. Bax, Bcl-2, Caspase-9, P21, ve
Caspase-8 genlerinin ekspresyonlari belirlenmistir. Housekeeping gen olarak GAPDH
9 AACT

kullanilmistir. Gen ekspresyonlar1 arasindaki farkliliklarin hesaplanmasinda

metodu kullanilmistir. Reaksiyon karisimi her bir 6rnek icin asagida verilen sekilde

hazirlanmustir.
SYBR Green Master Mix 5ul
Forward primer 0,5 ul
Reverse primer 0,5 ul
cDNA ornegi 1l

Niikleazsiz su 3l
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Reaksiyon dongiisii agagida verilen basamaklardan olugmaktadir.

Asama Sicakhik Siire
Baslangi¢ 95°C 10 dakika
denatiirasyonu

40 dongii:

Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Primer baglanmasi ve 60°C 60 saniye
uzamasi

3.2.5. Immiinblotlama yontemi

Protein izolasyonu

o Belirlenen IC50 degerlerinde konsantrasyonlarda AZD5991, genistein ve

kombine dozu uygulanmig hiicreler 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir.
o Kontrol grubu olarak uygulanacak flaska ilag uygulanmamuistir.

o Inkiibasyondan sonra flasklardan besiyerleri toplama tiipiine toplanip

santrifiij edilmis ve supernatant atilmistir.

. Santrifiijle ¢oktiiriilen hiicrelere RIPA (Radyo Immiinopresipitasyon
Assay) lizis tamponu eklenerek 2 dk maksimum hizda vorteks yapilip, 10 dk buzda
inkiibe edilmistir.

o Uc kez 2 dk maksimum hizda vorteks yapilip, 10 dk buzda inkiibe
edildikten sonra 1000°’lik pipetle 30 kez pipetaj yapilip 15 dk buzda inkiibe edilmistir.

o Iki kez 1000’lik pipetle 30 kez pipetaj yapilip 15 dk buzda inkiibe
edildikten sonra 200’liik pipetle 30 kez pipetaj yapilip 15 dk buzda inkiibe edilmistir.

. 2 dk maksimum hizda vorteks yapilip 10 dk buzda bekletildikten sonra +4

°C’de maksimum devirde 15 dk santrifiij edilmistir.

. Santrifiij sonrasi supernatant ayri bir eppendorfa alinarak miktar tayini

yapilmistir.
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Bradford protein miktar tayini

Protein igeriginin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir.
Konsantrasyonu 250, 125, 50, 25 ve 10 ug/ ml olan BSA (sigir serum albumin)

kullanilarak 6nce standart egri olusturulmustur.

. RIPA lizis soliisyonu ile elde edilen protein 6rnekleri 1/1000 oranda diliie
edilmis ve Bradford soliisyonu ile 1/5 oraninda karistirildiktan sonra 15 dk karanlikta oda

sicakliginda inkiibe edilmistir.

. Inkiibasyonun sonunda 96 kuyulu well plate’e 3 tekrarli olarak 200 pL
dagitilmistir.

o 595 nm dalga boyunda Promega marka GLOMAX Multi detection
sistemde Olciilerek BSA standart grafigine bagli olarak Orneklerin  mg/ml

konsantrasyonlar1 hesaplanmastir.

Western blot analizi

Western blot ¢alismamizin asamalari Biorad (Mini Protean) sistemi kullanilarak

gerceklestirilmistir.

J izole edilen protein érneklerinden 50 pg olacak sekilde alinip 4x laemmli

tamponu ile 3:1 oraninda karistirilarak 95 °C’ de 5 dakika denatiire edilmistir.

J %4 yiikleme ve %10’ luk ayirma jelleri hazirlanarak, proteinler bu jel
sistemine yiiklenerek 90 wvoltta 1,5 saat Tris-Glisin-SDS yiiriitme tamponunda

yiirtitiilmiigtir.

J Elektroforez isleminin ardindan ayrisan protein Ornekleri daha Once
belirtilen sekilde hazirlanan transfer tamponu icinde 4 °C’te 85 mAmp’de bir gece
boyunca 1slak transfer yontemi ile PVDF (Poliviniliden Florid) membrana transfer

edilmistir.

. PVDF membrana transfer olan protein ornekleri %5'lik yagsiz siit tozu

iceren TBS-T ¢o6zeltisi i¢inde oda sicakliginda 1 saat bloklanmustir.

. Bloking isleminin ardindan protein ornekleri primer antikorlar ile

isaretlenmis ve bir gece boyunca +4 °C’de inkiibe edilmistir.

o Gece boyunda primer antikorda bekletilen membranlar TBS-T ile

yikandiktan sonra seconder antikorlarla oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edilmistir.
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. Inkiibasyon siiresi sonunda membranlar TBS-T ile yikanmis ve ECL
(Giiglendirilmis Kemiliiminesans) soliisyonu ile muamele edilerek aranan proteine ait

1stmalar goriintiileme Sistemi ile goriintiilenmistir.

3.2.6. Verilerin degerlendirilmesi

Proliferasyon ve migrasyon ¢alismalarimizda istatistiksel analiz, GraphPad Prism
8.0.2. programi kullanilarak Two-way ANOVA ile gerceklestirilmistir. Standart sapma
degerleri, grafiklerdeki hata cubuklarini belirlemek i¢in kullanilmistir ve en az ti¢ tekrarl
ic bagimsiz deneyi gostermektedir. JC-1 Mitokondiyal membran potansiyeli analizinde
floresan goriintiiler Image] ve GraphPad Prism 8.0.2. programlari kullanilarak
degerlendirilmistir. Apoptotik gen ekspresyon seviyesinin belirlenmesi igin real-time
PCR yonteminde verilerin istatistiksel analizi igin One-Way ANOVA kullanilmustir.
Western blot analizi ile elde edilen protein bantlarmin yogunluklar1 Image] programi
kullanilarak Sl¢iilmiistiir. Her proteinin ifade seviyelerinin hesaplanmasi i¢in, her deger

Gapdh (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) degerine boliinmiistiir.

Istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilen P degerleri * P < 0.05; ** P < 0.01; ***P
<0.001; **** P <0.0001 seklindedir.
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4. BULGULAR

4.1. MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinin In Vitro Ortamda Biiyiitiilmesi

MCEF-7 hiicreleri 37 °C sicaklikta %5 CO2 igeren inkiibatorde T-25 ve T-75
flasklarda, 2 mM konsantrasyonda L glutamin, Ipg/ml konsantrasyonda
penisilin/streptomisin ve %10 oraninda FBS igeren RPMI besiyerinde cogaltilmistir.
Calismamizda kullandigimiz MCF-7 hiicrelerine ait morfolojik goriintii Sekil 4.1°de
gosterilmigtir.
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Sekil 4.1. Calismamizda kullandlglmlz MCF-7 hiicrelerine ait mOI'fOIO_] ik goriintii.

4.2. Genistein ve AZD5991’in MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda In Vitro
Sitotoksisitesinin Olciilmesi

Farkli konsantrasyonlarda Genistein (10 - 500 uM ) ve AZD5991 (10 - 45 uM)

ile muamele edilmeleri sonucunda MCF-7 Meme kanseri hiicre hattinda Genistein ve
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AZD5991’1n hiicre canlilif1 iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in Siilforhodamin B hiicre

canlilig1 testi uygulanmistir.

Literatiirden elde edilen bilgiler dogrultusunda Genistein ve AZD5991’in farkli
konsantrasyonlar1 uygulanmis ve hiicreler, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmaistir.
24 saatlik Genistein ve AZD5991 uygulamasinin etkili olmadigi, 72 saatlik inkiibasyon
sonucunda, her iki ajanin da hiicreler lizerinde belirgin toksik etkiler olusturdugu
gozlenmistir. 48 saatlik uygulamalarda Genistein ve AZD5991 igin sirasiyla 100 uM ve
30 uM IC50 degerleri belirlenmistir (Sekil:4.2 ve Sekil:4.3).

Genistein 48h
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Sekil 4.2. Genistein SRB testi sonuglar1 (IC50 degeri 100uM).
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Sekil 4.3. AZD5991 SRB testi sonuglar1 (IC50 degeri 30uM).
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Belirlenen IC50 degerlerine gore kombine dozlari belirlenmistir. Optimum sonuca

48 saate 73uM genisteint+ 10uM AZD5991 dozlar ile ulasilmistir (Sekil 4.4).

Kombine 48h
120
X 100
a0 80
T% 60
o 40
= RN
O
::|:s: 0
- o> o x B Kombine 48h
BoY) (\& 6&5 @?@ <9\$ Q§ f\,§ ¢,§ q,\$ &S v§
(T © & AV x'\/ x'\/ x’\/ x'\’ (\\") x’\/
@ > & N SONEEPASEIIRN < N
e > 2 2 2 2 % @
F FFEEE S S &
¢ & & & & & KL
¢ ¢ ¢ ¢ ¢ @ &
S AT P R

Genistein+AZD5991 Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.4. Genistein ve AZD5991 SRB testi sonuglar1 (IC50 degeri 73uM genistein+
10uM AZD5991).

4.3. Genistein ve AZD35991’in MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Hiicre
Canhihigina Etkisi

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda 100 uM Genistein, 30 uM AZDS5991 ve
73uM genisteint 10uM AZD5991 kombine terapinin zamana bagli olarak hiicre

sagkalim {izerindeki etkisini belirleyebilmek i¢in hiicre sagkalim testi yapilmistir.

6- kuyucuklu petrilere ekim yapilan hiicreler yapistiktan sonra SRB testi ile
belirlenen 1Cso degerlerinde Genistein, AZD5991 ve Kombine uygulamalar: yapilmistir.
Bir kuyucuk kontrol grubu olarak birakilmis ve besiyeri degistirilmistir. Bir kuyucuga ise
%1 DMSO uygulanmistir. 48 saat inkiibasyona birakilan hiicrelere tripan blue canlilik
testi yapilmistir ve hemositometre yardimiyla hiicre sayimlart gerceklestirilmistir. 48
saatlik inkiibasyon sonunda, kontrol ve tedavi gruplarindaki hiicre canlilik oranlar
strastyla: %96 (kontrol), %81 (DMSO), %63 (Genistein), %61 (AZD5991) ve %43
(kombinasyon) olarak hesaplanmistir. Uygulama sonrasi, kontrol grubuna kiyasla canlilik

yiizdesi ise zamana bagli olarak azalmistir.
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Calismamiz 3’er tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Tripan mavisi canlilik
testi sonucunda canli hiicre sayilari, 6li hiicre sayilari ile canlilik yiizdesi Tablo 4.1°de,

bu verilere ait grafik ise Sekil 4.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.1. Tripan mavisi canlilik testi ile 48 saat sonucunda hiicre sayilar1 ve canlilik
yiizdesi.

Canli hiicre | Olii hiicre | Total hiicre | Canhlik

sayisi sayisi sayis1 (%)
Kontrol 970000 40000 1010000 96
DMSO 490000 110000 600000 81
Genistein 70000 40000 110000 63
AZD5991 110000 70000 180000 61
Kombine 100000 130000 230000 43

Proliferasyon
150=

% % %k %
* % %k % % % % % % %k %k % % % %k %

100=

I I I I I I_ Hl 0. saat

Bl 48. saat
50+
O-

Kontrol DMSO Genistein AZD5991 kombine

%Canlilik

Sekil 4.5. MCF-7 hiicrelerinin bagil hiicre canlilig1 zamana bagh grafigi (****P<0,0001)
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4.4. Yara lyilesme Analizi (Wound Healing)

Genistein, AZD5991 ve bunlarin kombine uygulamalarinin MCF-7 hiicrelerinde
migrasyon iizerindeki etkileri yara iyilesme analizi ile tespit edilmistir. 6- kuyucuklu
petrilere 1 ml besiyerinde 200000 hiicre olacak sekilde ekim yapilan hiicreler yapistiktan
sonra yontem boliimiinde belirtildigi sekilde hiicrelerde yara olusturulmustur. 0, 24, 48
ve 72 saatte yara genislikleri 6l¢iilmiistiir. 0. Saat degerleri (Wo) ve dlglim yapilan saat
degerleri (Wt) not edilmistir. 0, 24, 48 ve 72 saatlere ait hiicre goriintiileri Sekil:4.6’da,
yara genisliklerine ait grafik Sekil: 4.7 ‘de gosterilmistir. Genistein ve AZD5991’in ve
bunlarin kombine uygulamalarinin MCF-7 hiicrelerinde olusturulan yara genislikleri
arasindaki istatistiksel analizler Graphpad Prism 8.0.2 programinda Two-way ANOVA

testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Yara iyilesme testi sonuglarina gore, hiicre migrasyonu iizerindeki etkiler zamanla
belirginlesmistir. Baslangicta (0. saat) her grupta yara genisligi farklilik gdsterse de, 24.
saatte kontrol grubunda yara genisliginde %44,4 oraninda azalma gozlenirken, Genistein
grubunda bu oran %9,1, AZD5991 grubunda %16,7 ve kombine tedavi grubunda ise %6,3
olarak hesaplanmistir. Onceki sitotoksisite analizlerinde de anlamli etkinin belirlendigi
48. saatte ise AZD5991 grubunda %72,2 ve kombine tedavi grubunda %58,3’liik
kapanma oranlariyla migrasyonun belirgin sekilde hizlandig1r gozlenmistir. AZD5991
uygulamasmin 48. saate kadar hiicrelerin migrasyonunu durdurdugu 48.saatte ise
hiicreleri plaka ylizeyinden kaldirarak hiicreler {izerine sitotoksik etki yaptigi
mikroskobik olarak gézlenmistir. Bu donemde kontrol grubunda %48,9 ve genistein
grubunda %18,2 ile daha diisiik kapanma oranlari saptanmistir. 72. saatte ise AZD5991
grubunda %86,1, kombine grupta %79,2 oraninda yara kapanmasi ger¢eklesmis, bu
oranlar kontrol (%55,6) ve genistein (%21,8) gruplarinin oldukga iizerindedir.
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Sekil 4.6. Migrasyon analizinde 0, 24, 48 ve 72 saatlere ait hiicre goriintiileri.

MCF-7 Hiicrelerinde Migrasyon

= Kontrol

Bl Genistein
mEm AZD5991
B Kombine

Yara genisligi

Oh 24h 48h 72h

Zaman (saat)

Sekil 4.7. MCF-7 hiicrelerinin  Genistein, AZD5991 ve Genistein-AZD5991
kombinasyonu muamelesi sonrasinda 24, 48 ve 72 saatlere ait yara genislikleri.
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45. JC-1 Mitokondiyal Membran Potansiyeli Analizi ile Apoptozun
Degerlendirilmesi

MCF-7 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelini degerlendirmek
amaciyla JC-1 floresan boyama analizi gergeklestirilmistir. Hiicreler 6 kuyucuklu
petrilere ekildikten sonra yapismalari saglanmis, ardindan belirlenen IC50 dozlarinda
Genistein, AZD5991 ve bu iki ajanin kombinasyonu uygulanarak 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Mitokondri zar potansiyelinde meydana gelen degisiklikler, JC-1 boyasinin
saglikli hiicrelerde dimerize olarak kirmizi (590 nm), apoptotik hiicrelerde ise monomerik

formda yesil (529 nm) floresan yaymasi esasina gore degerlendirilmistir.

Elde edilen kirmizi/yesil (R/G) floresan oranlari, ImageJ ve GraphPad Prism 8.0.2
programlari ile analiz edilmistir. Istatistiksel degerlendirme sonucunda, kontrol grubu ile
Genistein, AZD5991 ve kombinasyon gruplari arasinda anlamli farkliliklar tespit
edilmistir (ANOVA, ****p<0.0001). Fluoresan mikroskopi analizinde kontrol grubunda
kirmiz1 floresans baskin iken, tedavi uygulanan gruplarda kirmizi sinyalin azaldig1 ve
yesil floresansin arttig1 gozlemlenmistir. Bu durum, tedavi gruplarinda mitokondriyal zar
potansiyelinin azaldigin1 ve apoptoz siirecinin aktive oldugunu gostermektedir. Ayrica,
Genistein grubu ile diger tedavi gruplar1 arasinda da anlamli farklar bulunurken,
AZD5991 ile kombinasyon grubu arasinda anlamli fark gézlenmemistir. Bu bulgulara ait
floresan mikroskobik goriintiiler ve R/G oranlarina iligkin kantitatif veriler Sekil 4.8’de

verilmistir.
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A)
Kontrol Genistein
AZD5991 | Kmbine

B) JC-1 Analizi - R/G Orani

*

JC1 Dimer / JC1 Monomer Orani

Sekil 4.8. Genistein, AZD5991 ve Genistein-AZD5991 kombinasyonunun MCF-7
hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli iizerine etkilerinin JC-1 floresan boyasi
ile degerlendirilmesi. (A: Floresan mikroskobik goriintiiller B: R/G oranlarina iligskin
kantitatif veriler).
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4.6. Apoptotik Gen Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi

Calismada, Genistein, AZD5991 ve kombine uygulamalarim MCF-7
hiicrelerindeki gen ekspresyon diizeyleri, real-time PCR yontemiyle incelenmistir. Bax,
Bcl-2, Caspase-9, P21, ve Caspase-8 genlerine ait AACt yontemi ile elde edilen gen
ekspresyon degisiklikleri Sekil 4.9°da gosterilmistir. Kat degisimi ise 2°(-AACt)
formiiliiyle hesaplanarak gen ifadesindeki degisimi kat cinsinden gostermektedir. AACt
azaldikea, kat degisimi artmaktadir. Verilerin istatistiksel analizi i¢in One-Way ANOVA

kullanilmustir.

AACt degerlerine gore yapilan analizde, Bax gen ekspresyonu Genistein grubunda
kontrol grubuna gore onemli derecede artmistir (**p < 0.01). AZD5991 ve Kombine
gruplarinda ise Bax gen ekspresyonu, kontrol grubuna gére anlamli olmayan degisiklikler
gozlenmistir. Kat degisimi degerleri incelendiginde, Genistein grubunda 27,30 kat artis
gozlenirken; AZD5991 grubunda ifadenin 0,81 katina, kombine grubunda ise 0,52 katina

distiigii belirlenmistir.

Bcl-2 gen cekspresyonu, Genistein grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli
sekilde artmigtir (*p < 0.05). AZD5991 ve Kombine gruplarinda ise Bcl-2 gen
ekspresyonunda anlamli bir degisiklik goézlenmemistir Kat degisimi degerleri
incelendiginde, Genistein grubunda 16,88 kat artis gozlenirken; AZD5991 grubunda
ifadenin 0,78 katina, Kombine grubunda ise 0,11 katina diistiigii belirlenmistir.

Caspase-9 gen ekspresyonu, Genistein ve AZD5991 gruplarinda kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir sekilde artmistir (**p < 0.01). Kombine grubunda ise Caspase-9 gen
ekspresyonunda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Kat degisimi degerleri
incelendiginde, Genistein grubunda 3,09 kat artis, AZD5991 grubunda 12,91 Kkat artis
gozlenirken; Kombine grubunda ise ifadenin 0,53 katina diistiigli gozlenmistir.

P21 gen ekspresyonu, Genistein grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
artmistir (**p < 0.01). Kombine grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
azalmistir (*p < 0.05). AZD5991 grubunda ise P21 gen ekspresyonunda anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir Kat degisimi degerlerine bakildiginda, Genistein grubunda
1,38 kat artis gozlenirken; AZD5991 grubunda ifadenin 0,74 katina ve Kombine

grubunda ise 0,59 katina diistiigii gozlenmistir.
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Caspase-8 gen ekspresyonu, Genistein grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli
sekilde artmistir (¥***p < 0.001). AZD5991 ve Kombine gruplarinda ise Caspase-8 gen
ekspresyonunda anlamli bir degisiklik gozlenmemistir Kat degisimi degerlerine
bakildiginda, Genistein grubunda 115,6 kat artis gozlenirken; AZD5991 grubunda

ifadenin 0,47 katina ve Kombine grubunda ise 0,29 katina diistiigii gézlenmistir.
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Sekil 4.9. MCF-7 hiicrelerinde Bax, Bcl-2, Caspase-9, P21, ve Caspase-8 genlerine ait
AACt yontemi ile elde edilen gen ekspresyon degisiklikleri.

4.7. immiinblotlama Yontemi

Apoptozun diizenlenmesinde pro- ve anti- apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri
arasindaki denge onemli bir role sahiptir. Genistein ve AZD5991’in neden oldugu
apoptozun gorsel olarak belirlenmesinin ardindan, Genistein ve AZD5991 ile indiiklenen

MCF-7 hiicrelerinde, apoptotik yolaktaki etkilerinin tam olarak belirlenmesi ig¢in
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apoptotik hiicre 6liimii yolagi ile iliskili Mcl-1, Bax, Parp-1, P21 ve P53 proteinlerinin
ifadelerindeki degisimler western blot yontemi ile arastirilmistir. Western blot

calismamizin agamalar1 Biorad (Mini Protean) sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Yapilan analizlerde tedavi gruplarinin Mcl-1, Bax, Parpl, P53 ve P21 protein
ekspresyon diizeyleri, her deger Gapdh degerine bdliinerek kontrol grubuna gore

karsilastirilmistir.

Mcl-1 protein diizeyleri, tiim tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore azalmis

olup, en belirgin diisiis genistein uygulamasinda gozlemlenmistir.

Pro-apoptotik bir protein olan Bax’in ekspresyon diizeyleri, tim tedavi
gruplarinda artis gostermistir. En yliksek artis, genistein ve AZD5991’in kombinasyon
halinde uygulandig1 grupta (1,37 kat) tespit edilmistir.

Parpl protein ekspresyonu, genistein ve kombine tedavi gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla sirasiyla yaklasik 3,03 ve 2,76 kat artis gostermistir. Bu artiglar, Parp1’in
aktivitesinin arttigmi ve apoptozun aktive oldugunu gdstermektedir. Buna karsin,
AZD5991 grubunda bu artis olduk¢a sinirli kalmis ve yaklagik 1,13 kat olarak

hesaplanmustir.

P53 protein seviyeleri genistein, AZD5991 ve Genistein-AZD5991
kombinasyonu tedavilerinde kontrol grubuna gore azalmistir. En fazla azalma genistein

uygulamasinda gozlemlenmistir.

P21 diizeyleri ise genistein ve kombine gruplarinda kontrol grubuna gore artarken
(swrastyla 1.45 ve 1.27), AZD5991 grubunda diigmiistiir. MCF-7 hiicrelerinin western blot

goriintiileri Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Genistein ve AZD5991 uygulamasinin protein seviyeleri iizerine etkilerinin
immunoblotlama yontemi ile MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda incelenmesi. (Al:
AZD59951 ve kombine tedavisinde Mcl-1 ifadesi, A2 Genistein tedavisinde Mcl-
lifadesi. B1: AZD59951 ve kombine tedavisinde Bax ifadesi, B2 Genistein tedavisinde
Bax ifadesi. C1: AZD59951 ve kombine tedavisinde P53 ifadesi, C2: Genistein
tedavisinde P53 ifadesi. D: Genistein AZD59951 ve kombine tedavisinde P21 ifadesi, E:
Genistein AZD59951 ve kombine tedavisinde Parpl ifadesi.)
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5. TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malignite olup, kansere bagli 6liimlerin
baslica nedenlerinden biridir. Bcl-2 protein ailesi tiyelerinin diizensiz ekspresyonu, timor
hiicrelerinin en karakteristik 6zelliklerinden biri olan hiicre 6liimiinden kagis ile yakindan
iligkilidir (Bolomsky ve ark., 2020). En az bir Bcl-2 homoloji bolgesi iceren bu protein
ailesi, apoptoz siirecinin diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir (Wei ve ark., 2020).
Meme kanseri, hastaligin heterojen yapisini yansitan farkl alt tiplere sahiptir ve bu alt
tipler, prognoz ile tedaviye verilen yanit agisindan onemli farkliliklar gosterir. Hormon
reseptorii (HR) pozitif tiimorler, hormonal tedavilere yiiksek diizeyde yanit verirken;
insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 pozitif tiimorler, HER2'yi hedefleyen
antikorlar ve tirozin kinaz inhibitorleri ile etkili sekilde tedavi edilebilmektedir. Ancak,
ticlii negatif meme kanseri alt tipinde hedefe yonelik tedavi se¢enekleri sinirli olup, bu alt
tipe sahip hastalarda klinik sonuglar genellikle daha kotii seyretmektedir (Youness RA ve
ark., 2020).

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin kanser tiirii olmasinin yani sira, diinya
genelinde yliksek mortalite oranlarina da sahiptir. Bu nedenle yeni tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢aligmada, dogal bir izoflavon olan genistein ile Mcl-
1 inhibitorii AZD5991 in insan meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) tizerindeki sitotoksik,

proliferatif ve apoptotik etkileri incelenmistir.

Hiicre canlilig1 iizerine yapilan SRB testi sonucunda, Genistein ve AZD5991’in
tekli uygulamalarinda hiicre canliligi sirasiyla %63 ve %61 olarak belirlenirken,
kombinasyon uygulamasinda bu oran %43’e diismiistiir. Bu bulgular, genistein ve
AZD5991’1n birlikte kullaniminin sinerjik bir etki olusturarak hiicre proliferasyonunu
baskiladigini1 gostermektedir. Genistein’in farkli kanser tiirlerinde antiproliferatif etkiler

gosterdigi daha 6nceki ¢alismalarda da rapor edilmistir (Phuah ve ark., 2014).

AZD5991, Mcl-1proteinini hedef alarak apoptozu indiikleyen bir inhibitordiir.

Preklinik ¢aligmalarda akut myeloid 16semi ve multipl miyelom gibi kanser modellerinde
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giicli apoptotik etkiler gosterdigi bildirilmistir (Wei ve ark., 2020). Bu ¢alismada da,
AZD5991’in MCF-7 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ancak genistein ile kombine
olarak yapilan tedavinin bu etkinligi artirmadigi gozlenmistir. Bu sonug, genistein ile
yapilan kombine tedavinin, AZD5991’in apoptoz lizerindeki etkisini gii¢lendirmedigini

gostermektedir.

Yara iyilesme testi sonuglarmma gore, genistein ve AZD5991’in hiicre
migrasyonunu anlamli diizeyde inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.0001). Literatiirde de
Genistein’in anti-metastatik 6zellikleri belirtilmistir (Banerjee et al., 2008). Yapilan
analizlerde kontrol grubunda ilk 24 saatte yara kapanmasi daha hizli gerceklesirken,
tedavi gruplarinda bu oranlar daha diisiik kalmistir. Bu durum, tedavi uygulamalarinin
erken donemde hiicre migrasyonunu ve yara kapanmasini baskilayici etkiler gosterdigini
diisiindiirmektedir. Ancak 48. saatte 6zellikle AZD5991 grubunda (%72,2) ve kombine
tedavi grubunda (%58,3) belirgin yara kapanmalar1 gézlenmis, bu da tedavi etkilerinin
zamanla azaldigmmi ve hiicre hareketliliginin yeniden arttigin1 gdstermektedir.
Mikroskobik analizler, AZD5991’in bu siiregte migrasyonu artirmasinin yani sira
sitotoksik etkiler gdsterdigini ve hiicre 6liimiinii baglattigini ortaya koymustur. 72. saatte
ise AZD5991 (%86,1) ve kombine tedavi (%79,2) gruplarinda yara kapanmasi oranlart,
kontrol (%55,6) ve Genistein (%21,8) gruplarinin oldukga tizerine ¢ikmistir. Bu bulgular,
ge¢ donemde AZD5991’in ve kombine tedavilerin hiicre migrasyonunu yeniden uyararak
istenmeyen yara kapanmasina neden olabilecegini gostermektedir. Genistein’in ise
migrasyonu baskilayici etkisi ge¢ donemde de devam etmis, boylece yara genisliginin
korunmasina katki saglamistir. Sonug olarak, AZD5991 ve kombine tedaviler erken
donemde etkili olmakla birlikte, ge¢c donemde yara iyilesmesini tesvik edici etkileri

nedeniyle dikkatle degerlendirilmelidir.

MCF-7 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelini degerlendirmek
amaciyla JC-1 floresan boyama analizi gergeklestirilmistir. JC-1 floresan boyama
yontemiyle elde edilen bulgular, Genistein ve AZD5991'in MCF-7 hiicrelerinde
mitokondriyal membran potansiyelini diigiirerek apoptozu indiikledigini gostermektedir.
Tedavi gruplarinda kirmizi/yesil floresan oraninda gozlenen anlamli azalma,
mitokondriyal zar potansiyelinin bozulduguna ve intrinsik apoptoz yolunun aktive
olduguna isaret etmektedir. Bu durum, mitokondriyal disfonksiyonun apoptotik siirecin
erken bir belirteci oldugunu ortaya koyan literatiirle de uyumludur (Liu ve ark. 2021).

Genistein’in mitokondri zar potansiyelinde belirgin bir azalma olusturmasi, Bax/Bcl-2
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oranini artirarak ve survivin ekspresyonunu azaltarak hiicre oliimiinii tesvik ettigini
bildiren ¢alismalarla paralellik gostermektedir (Prietsch ve ark. 2014). Mcl-1 inhibitori
olan AZD5991’in benzer sekilde mitokondriyal disfonksiyona yol agarak apoptozu
tetiklemesi, bu ajanin etkisini dogrulamaktadir (Liu ve ark. 2021). Ayrica, kombinasyon
grubunda gozlenen etkinin tekli tedavilere kiyasla anlamli fark olusturmamasi, her iki
ajanin benzer mekanizmalar tizerinden etki etmesinden kaynakli olabilecegini

diistindiirmektedir.

Bu c¢alismada Genistein, AZD5991 ve kombine uygulamalarin MCF-7
hiicrelerindeki gen ekspresyon diizeyleri, real-time PCR yontemiyle incelenmistir. Bax
gen ekspresyonunun Ozellikle Genistein uygulamasi ile anlamli diizeyde arttig1
gozlemlenmistir. Bax, apoptotik siire¢lerde gérev alan pro-apoptotik bir gendir ve artan
ekspresyonu hiicre Oliimiinii destekleyen —mekanizmalarin  aktive oldugunu
gostermektedir. (Pena-Blanco ve ark. 2018) Genistein’in Bax ekspresyonunu artirmasi,
bu bilesigin apoptotik yollar1 uyararak antitimoral etki gosterebilecegini
desteklemektedir. Benzer sekilde, literatiirde de Genistein’in farkli kanser hiicre
hatlarinda Bax ekspresyonunu artirarak apoptozu indiikledigi rapor edilmistir
(Spagnuolo, C ve ark. 2015). AZD5991 grubunda Bax gen ekspresyonunda kontrol
grubuna kiyasla bir azalma gozlenmis olsa da, bu degisim istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. Bu durum, AZD5991’in Bax iizerinden apoptozu belirgin sekilde
etkilemedigini, apoptotik etkisinin Bax disindaki baska yollarla ortaya cikabilecegi
diisiindiirmektedir. Kombine tedavi grubunda da Bax ekspresyonunda anlamli bir
degisiklik gézlenmemistir. Bu durum, kombinasyonun pro-apoptotik etkilerde Genistein
kadar giiclii olmadigini ya da etkilesimli mekanizmalar nedeniyle Bax iizerinden farkli

bir diizenlenmenin s6z konusu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bcl-2 geninin ekspresyonundaki artis, hiicrelerin apoptoza direng gostermesine ve
bdylece tiimdr hiicrelerinin yasamini siirdiirmesine neden olabilir (Pistritto ve ark.,2016).
Bu ¢alismada, Genistein grubunda Bcl-2 ifadesinin anlamli sekilde arttig1 gézlenmis, bu
da Genistein’in Bcl-2 {izerinden anti-apoptotik bir etki gostermis olabilecegini
diistindiirmektedir.  Literatiirde, Genistein’in  diisiik  konsantrasyonlarda Bcl-2
ekspresyonunu artirabildigi, ancak yiiksek konsantrasyonlarda bu proteini baskilayarak
apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Constantinou, A. 1. Ve ark., 1998). Ote yandan,

AZD5991 ve kombine gruplarda Bcl-2 ekspresyonunda azalma egilimi izlenmis, ancak
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bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Bu durum, bu ajanlarin Bcl-2

regililasyonu tizerindeki etkisinin sinirli olabilecegini gostermektedir.

Caspase-9, mitokondriyel yolak {lizerinden apoptozun baslatilmasinda kritik rol
oynayan baslatic1 bir kaspazdir (Li, P. Ve ark., 2017). Bu ¢alismada Genistein ve
AZDS5991 uygulamalari ile Caspase-9 gen ekspresyonunda anlamli artis gézlenmesi, her
iki ajanin da mitokondriyel yolak aracilifiyla apoptozu aktive ettigini gostermektedir.
Genistein’in bu etkisi, fitodstrojenlerin mitokondriyel yolagi hedef alan apoptotik
mekanizmalar1 modiile edebildigini ortaya koyan onceki ¢alismalarla uyumludur (Mas-
Bargues ve ark. 2022). Kombine grubunda gézlenen ekspresyon diisiisii ise iki ajanin
birlikte kullaniminda Caspase-9 iizerinden sinerjik bir etki yerine potansiyel bir etkilesim

veya geri besleme mekanizmasinin devreye girebilecegini diistindiirmektedir.

p21, hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurarak hiicre ¢ogalmasini kontrol eden
tiimdr baskilayici bir gendir (El-Deiry W. S., 2016). Calismada, Genistein grubunda p21
gen ekspresyonunda anlamli bir artis gozlenmistir. Daha oOnceki calismalarda da
fitodstrojenlerin p21 ekspresyonunu artirabilecegi ve bu durumun artan apoptoz ve azalan
proliferasyonla sonuclanacagi gosterilmistir (Bilal, I. Ve ark., 2014) Genistein'in p21 gen
ekspresyonunu artirarak hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurarak tiimor hiicrelerinin
¢ogalmasimi baskilayabilecegini diisiindiirmektedir. Kombine tedavi grubunda ise p21
ekspresyonu anlamli sekilde azalmistir. Bu durum, iki ilacin birlikte kullaniminin p21
tizerinden hiicre dongiisiinii baskilamak yerine, hiicre dongiisiinlin ilerlemesine izin
verecek yonde etkileyebilecegini gostermektedir. AZD5991 grubundaki degisiklik ise
istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu sonug, AZD5991’in p21 iizerinden hiicre

dongiisiine yonelik belirgin bir diizenleyici etki gdstermedigini diisiindiirmektedir.

Caspase-8, apoptozun ekstrinsik yolakta dnemli bir rol oynayan bir baslatic
kaspazdir (Contadini, C. ve ark., 2023). Calismada, Genistein grubunda Caspase-8 gen
ekspresyonu, kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde artis gostermistir. Bu sonuglar,
Genistein’in Caspase-8 iizerinden giiglii bir apoptoz indiikleyici etki gosterdigini
diistindiirmektedir. AZD5991 ve Kombine gruplarinda ise istatistiksel olarak anlaml1 bir
farklilik saptanmamustir. Bu tedavi gruplarmin bu gen {izerinde belirgin bir etki

gostermedigini diisiindiirmektedir.

Calismada, Genistein, AZD5991 ve Kombine tedavilerinin MCF-7 hiicrelerinde

hedeflenen genlerin ekspresyon diizeyleri iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bax,
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Bcl-2, Caspase-9, P21, ve Caspase-8 genlerine ait AACt ve kat degisimi (fold change)
analizleri, Genistein tedavisinin ¢ogu genin ekspresyonunda anlamli farkliliklara yol
actigin1 gostermistir. Bu durum Genistein'in hiicresel 6liim yolagina etkisini isaret
etmektedir. AZD5991 ve Kombine gruplarinda ise ¢ogu genin ekspresyonunda belirgin
bir degisiklik gozlenmemistir. Genel olarak, Genistein’in hiicresel siireclere olan etkisi
belirgin bir sekilde 6ne ¢ikmis, AZD5991 ve Kombine tedavilerinin ise daha sinirli etkiler
gosterdigi bulunmustur. Bu bulgular, Genistein’in potansiyel tedavi stratejileri arasina
dahil edilebilecegini ve 6zellikle kanser tedavisinde apoptoz mekanizmalarini modiile

etme potansiyeline sahip olabilecegini diisiindiirir.

Mcl-1 proteini, diger anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerine kiyasla meme
kanserlerinde daha az arastirilmistir. Ancak literatiirde, bu protein ailesinin meme kanseri
gelisimi, progresyonu ve tedaviye yanit iizerindeki etkileri agikga ortaya konmustur. Mcl-
I'in onkojenik etkilerini engelleyebilmek adina, bu proteinin ekspresyonunu ve
stabilitesini diizenleyen cesitli hiicresel yollarin hedeflenmesi 6nemli bir strateji olarak
one ¢ikmaktadir. Mcl-1 inhibitorleri, bu proteinin meme kanserindeki aktivitesini
sinirlamak i¢in uygulanabilir ve hizli, geri doniisiimlii bir tedavi yaklasimi sunabilir

(Williams ve ark., 2015).

Bu calismada, Genistein ve AZD5991°in MCF-7 hiicrelerinde apoptotik yolaklar
tizerindeki etkileri western blot analizi ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, bu iki
ajanla yapilan tedavilerin hem anti-apoptotik hem de pro-apoptotik proteinlerin

ekspresyon seviyelerinde anlamli degisikliklere neden oldugunu gostermektedir.

Mcl-1 protein diizeylerinin O6zellikle Genistein tedavisiyle belirgin sekilde
azalmasi, bu bilesigin anti-apoptotik mekanizmalar1 baskilayarak hiicre 6liimiinii
destekledigini ortaya koymaktadir. Literatiirde Mcl-1’in c¢esitli kanser hiicrelerinde
hayatta kalma sinyallerini destekleyen kritik bir faktor oldugu ve kemoterapiye direngle
iligkili oldugu bildirilmektedir (Babacan, 2023). Bu baglamda, Genistein'in Mcl-1
diizeyini diisiirmesi, tedaviye duyarlilig1 artirabilecek potansiyel bir mekanizma olarak
degerlendirilebilir. Kombine tedavide Mcl-1 diizeylerinde orta diizeyde bir azalma
gbzlenmis, bu da Genistein’in AZD5991 ile birlikte kullaniminda da etkisini
stirdiirdiigiini diisindiirmektedir. AZD5991 tedavisinde ise Mcl-1 diizeyinde daha sinirh
bir azalma gozlenmistir. Bu sonuglar, Mcl-1’in baskilanmasinda Genistein’in daha etkili

oldugunu ve bu etkisinin kombinasyon tedavisine de katki sagladigin1 gostermektedir.
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Calismada Bax diizeylerinde gozlemlenen artis, ozellikle Genistein-AZD5991
kombinasyonunda en yiiksek seviyeye ulasmistir. Antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinden
Mcl-1 mitokondriyal gegirgenligi onlerken, Bax’in mitokondriyal dis zar geg¢irgenligini
artirarak sitokrom c salimimin tetikledigi ve bdylece intrinsik apoptotik yolakta Kilit rol
oynadigi bilinmektedir (Ouyang ve ark., 2012). Bu nedenle bu artis, kombinasyon
tedavisinin sinerjik bir pro-apoptotik etki olusturdugunu diistindiirmektedir. Ancak real-
time PCR analizlerinde Bax gen ekspresyonu kombinasyon grubunda anlamli bir
degisiklik gostermemistir. Bu durum, gen diizeyindeki ifade ile protein seviyesinin her
zaman birebir Ortligmeyebilecegini gostermektedir. mRNA diizeyinden proteine gegis
stirecinde transkripsiyon sonrasi diizenlemeler, mRNA stabilitesi ve translasyon etkinligi
gibi faktorler etkili olabilir. Bu nedenle, elde edilen verilerin hem gen hem de protein

diizeyinde birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.

Genistein’in daha onceki caligmalarda P21 ve P53 gibi timor baskilayict
proteinlerin ekspresyonunu modiile ettigi, hiicre dongiisiinii durdurdugu ve apoptoz
mekanizmalarini aktive ettigi bildirilmistir (Choi ve ark., 2000, Zhang ve ark., 2013). Bu
calismada, p53 protein diizeylerinde en yiiksek artis AZD5991 grubunda gbzlenmis, bunu
kombinasyon ve Genistein gruplari takip etmistir. P53 diizeylerinde gézlemlenen diisiis,
beklenmedik bir bulgu olarak degerlendirilebilir. Genistein’in bazi ¢aligmalarda P53
aktivitesini artirdigi bildirilmistir. Bu aktivasyon, DNA hasari yaniti, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi ve apoptozun baglatilmasiyla iligkilidir. P53"in artig1 genellikle kaspaz
aktivasyonu, Bcl-2 ailesi proteinlerinin diizenlenmesi ve mitokondriyal yolun aktive
edilmesi gibi etkilerle sonuglanir (Sharifi-Rad, J. ve ark., 2021). Protein diizeyinin
azalmasi ise, translasyon sonrast modifikasyonlar, protein stabilitesi ya da hiicre dis1
sinyallere bagli olarak farkl sekillerde diizenlenebilecegini gostermektedir. Buna karsin,
p21 protein diizeyleri Genistein grubunda daha belirgin sekilde artarken, kombine ve
AZD5991 gruplarinda bu artis daha sinirli kalmistir. Bu farkliliklar, p5S3 ve p21°in hiicre
ici diizenleyici mekanizmalarinin uygulanan ajanlara farkli yanitlar verebildigini ve

kombinasyon tedavisinin bu yanitlar1 orta diizeyde dengeleyebilecegini gostermektedir.

P21 proteinindeki artis ise 6zellikle Genistein tedavisi ile belirginlesmis olup, bu
durum Genistein’in hiicre dongiisiinii durdurucu etkisiyle uyumludur. P21, siklin bagiml
kinaz inhibitorii olarak hiicre dongiisiiniin G1/S gecisini engelleyerek proliferasyonu
baskilar (Aslan ve ark., 2008 ). Bu baglamda, hem P21 artis1 hem de Mcl-lazalmasi,

Genistein’in sadece apoptotik siiregleri degil, aynt zamanda hiicre biiylimesini
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diizenleyen yollari da etkiledigini gostermektedir. Kombine uygulamada da Western blot
analizlerinde P21 protein diizeylerinin artmis olmasi, Genistein’in AZD5991 ile birlikte
hiicre dongiisii durdurucu etkisini destekledigini gostermektedir. Ancak RT-PCR
analizlerinde ayn1 grupta p21 mRNA diizeylerinde anlamli bir azalma saptanmistir. Bu
durum, mRNA  diizeyindeki  azalmanin  protein  seviyelerine  dogrudan
yansimayabilecegini, post-transkripsiyonel diizenleme ve protein stabilitesi gibi

mekanizmalarin devreye girmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda Parpl protein diizeyleri, 6zellikle genistein ve genistein-AZD5991
kombinasyonu uygulanan MCF-7 hiicrelerinde belirgin sekilde artis gostermistir.
Parp1’in apoptozda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. DNA hasar1 sonrasi onarim
siirecine katilan bu enzim, hasarin siddetli oldugu durumlarda ise apoptozun
baslatilmasinda goérev alir (Mashimo ve ark., 2021). Genistein ve kombinasyon
tedavisinin Parpl ekspresyonunu yaklasik 3 kat artirmasi, bu tedavilerin apoptozu
tetikledigini gostermektedir. Bu bulgu, daha 6nce genisteinin DNA hasarina neden olan
ve Parpl aktivitesini artiran bir ajan oldugunu ortaya koyan ¢aligmalarla da ortiismektedir

(Andreeva ve ark., 2024).

Bu sonuglar, genisteinin hem DNA hasar1 kaynakli hem de mitokondriyal yolak
araciligiyla apoptozu indiikleyebilecegini, AZD5991’in ise esas olarak anti-apoptotik
Mcl-1 proteinini baskilayarak mitokondriyal disfonksiyon {izerinden hiicre 6liimiine yol

actigini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC

Bu tez galismasinda, dogal bir izoflavon olan genistein ile selektif bir Mcl-1
inhibitorii olan AZD5991’in insan meme kanseri hiicre hatti (MCF-7) iizerindeki etkileri
detayli olarak incelenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, her iki ajanin da ayri ayri
uygulandiginda hiicre canliligi iizerinde belirgin sitotoksik etkiler olusturdugu, ancak
kombinasyon halinde uygulandiginda bu etkinin daha gii¢lii bir sekilde ortaya ¢iktigi
belirlenmistir. Genistein ve AZD5991’in birlikte uygulanmasi, hiicre proliferasyonunu
baskilamig, apoptotik mekanizmalar1 aktive etmis ve hiicre migrasyonunu anlamli

diizeyde inhibe etmistir.

Real-time PCR analizleri ile elde edilen bulgular, Genistein’in MCF-7
hiicrelerinde pro-apoptotik genlerin ekspresyonunu artirarak apoptoz siirecini aktive
ettigini gostermektedir. AZD5991 ile yapilan uygulamalarda ve kombine tedavi grubunda
ise, pro-apoptotik genlerin ekspresyonundaki artis sinirli kalmis ve anlamli bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Bu durum, Genistein’in tek basina apoptozu daha belirgin sekilde

tetikledigini diistindiirmektedir.

Western blot analizleri ile elde edilen bulgular Genistein’in MCF-7 hiicrelerinde
anti-apoptotik proteinleri baskilayip, pro-apoptotik sinyalleri artirarak apoptozu
indiikledigini gostermektedir. AZD5991 ile kombinasyonu ile de sinerjik bir yanit
olusturmustur. Bu bulgular, ayn1 zamanda Mcl-1’in meme kanseri hiicrelerinde
apoptozun engellenmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini ve bu proteinin inhibitorler
araciligiyla hedeflenmesinin tedavi agisindan énemli bir potansiyel tasiyabilecegini de

gostermektedir.

Sonug olarak, bu calisma genistein ile Mcl-1 inhibitori AZD5991’in birlikte
kullantminin sinerjik bir etki olusturarak meme kanseri hiicreleri {izerinde giiglii
antiproliferatif, apoptotik ve anti-migrasyon etkiler olusturdugunu ortaya koymustur. Bu
bulgular, 6zellikle tedaviye diren¢li meme kanseri alt tiplerinde yeni ve etkili tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi agisindan degerli olup, genistein gibi dogal bilesiklerin hedefe
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yonelik ajanlarla kombine edilmesinin ileri preklinik ve klinik c¢aligsmalarda

degerlendirilmesinin yararli olabilecegini diisiindiirmektedir.
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