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ONSOZ

Meme hastaliklari, kadinlarin en ¢ok karsilastiklar1 hastaliklardan biri olmakla
beraber goriilme siklig1 da giderek artmaktadir. Meme kanseri de bunlarin arasinda en sik
goriilen kanser tipi olarak basi ¢cekmektedir. Kadinlardaki kanserlerin tlimiiniin %23’{inden
ve kanserle iligkili 6liimlerin %14’tinden sorumludur. Kansere bagl 6liimlerde ise akciger
kanserinin arkasindan ikinci sirada gelmektedir, ancak 40-59 yas arasi kadin 6liimlerinin
ana nedenidir. Bat1 iilkelerinde yasami boyunca her 8-9 kadindan birisi meme kanserine

yakalanmaktadir.

Meme kanseri gelisiminde bir ¢ok farkli faktor rol oynayabilmektedir. Bunlar
arasinda yas, kilo (obezite), sigara ve alkol kullanimi, uzun siireli menstriiasyon donemi
gecirmis olmak, oral kontraseptiflerin kullanimi, menapoz sonrast hormon replasman
tedavisi alma ve ileri yas donemindeki dogumlar yer almaktadir. Meme kanseri olgularinin
%95’1 kendiliginden meydana gelmesine ragmen, ailesel gecmis ve genetik yatkinlik da

meme kanseri goriilme sikligini etkilemektedir.

Artmis metastazin, uyarilabilir membranlarin karakteristigi olan akimlar ve
membran kanallarimin varligiyla iligkili oldugu gosterilmistir. Bu durum oncelikle yiiksek
derecede metastatik kanser hiicre hatlar1 yani sira metastatik meme, prostat ve servikal
karsinoma biyopsilerinde artmis ekspresyonu tespit edilmis olan voltaj-kapih Na*
kanallartyla (VGSC) ilgilidir. Bu kanallarin aktivitelerinin motiliteyi, endositozu ve
invazyonu destekledigi belirlenmistir. Ozellikle Nayl.5 kanalinmn in vitro yiiksek
metastatik potansiyele ve in vivo olarak meme kanseri gelisimiyle iligkili oldugu tespit
edilmistir. Klinik olarak da lenf nodu metastazi goriilen hastalarda Nav1.5 ekspresyonu
artis1 ile korelasyon bulunmaktadir. Buna karsin, zayif metastatik ya da tlimorojenik
olmayan hiicre hatlarinin fonksiyonel voltaj-kapili Na® kanali eksprese etmedikleri

gorilmiistiir.

Diinyada ve lilkemizde kanser vakalarinin sayist her gecen giin artmaktadir. Kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra Tiirkiye’deki toplam oOliimlerin ikinci nedenidir.
Yapilan tahminler, kanser insidansinin Oniimiizdeki yillarda da yiliksek olacagim
gostermektedir. Bunun sonuglari; insan dmriinde ve yasam kalitesindeki azalmanin yam
sira bu hastalik nedeniyle saglik sektoriiniin ve iilkenin karsi karsiya kalacagi ekonomik

yiikiin de artmasidir. Bu nedenlerle kansere kars1 agilan savasta terapotik amagla potansiyel



giicii ve popiilaritesi artan yeni tedavi girigimlerinin gelistirilmesi ve etkinliginin

incelenmesi hem diinya hem de tilkemiz i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu nedenlerle ¢alismamizda meme kanseri gelisimi ve metastazi iizerinde Nav1.5
kanalinin Adult ve Neonatal alt tiplerinin olas1 rolleri ve etkileri degerlendirilmistir. Bu
amacla siRNA ile gen susturma ydntemi kullanilmistir. [n vitro deneyler olarak hiicre
proliferasyonu testi, koloni olusturma kapasitesi, invazyon ve migrasyon yetenegi ile
iligkili testler, flow sitometri ile apoptoz ve hiicre siklusu analizi, kemoterapotik
direngliligine olan etkiler, tiim bunlar ile iliskili protein yolaklarin degerlendirilmesi igin
Western blot analizi ve kanal tiplerinin mRNA ekspresyonlari i¢in Real-Time ve RT-PCR
deneyleri gerceklestirildi. /n vivo ksenograft ortotopik meme kanseri modeli ve ksenograft
akciger metastaz modeli gerceklestirilerek Nay1.5 siRNA tedavilerinin hem meme kanseri
timdr biiylimesi hem de metastaz kapasitesi lizerine olan etkileri degerlendirildi. Ayrica
tez ¢alismamizda in vivo sistemik siRNA uygulamasi i¢in nanolipozomal ilag tasiyicilart
kullanilmistir. Bu da siRNA tedavisinin dolagimdaki olas1 dezavantajlarini ve sistemik yan
etkilerini minimuma indirerek, ayrica da pasif olarak timoér dokusuna hedeflenmeyi
saglayarak bu yontemin ileride klinikte kullanilabilmesine yonelik 6nemli veriler elde
etmemizi saglamistir. Boylece kansere karsi savasta bu yeni tedavi yaklagiminin
etkinliginin ve ayrintilarinin ortaya cikmasiyla kanserin organizmadaki yayilimimi ve
iletisimini keserek onu kronik bir hastalik haline doniistiirebilmek, hatta bu genis ve
gelecek vadeden konudaki elde ettigimiz veriler klinik arastirmalara da ilerletilerek yakin
gelecekte meme kanserinin tedavisine yonelik ¢ok 6nemli bir yol kat edebilmek miimkiin

olacaktir.
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Apaf-1

ATM
Bcl-2

BLI
BRCAl
BRCA2
BSA
CAM
CAM kinaz Il
Caspase-3
Caspase-9
CCD
CCND1
cdc2
CDK
CDKN2a
cDNA
CHEK?2
Ct
CTNNB1
DKIS
DMEM/F12
DMPC
DMSO
DNA
DNaz
DOPC
DR5
dsRNA
ECM
EF2k
EGF
EGFR
elF2a
EMT

Eph

ER
ERK1/2

SIMGELER ve KISALTMALAR

. Apoptotic Protease Activating Factor 1/Apoptotik Proteaz Aktive Eden

Faktor

. Ataxia Telangiectasia Mutated

: B-Cell Lymphoma 2

: Biyoluminesans Goriintiileme

: Breast Cancer 1, Early Onset

: Breast Cancer 2, Early Onset

: Bovine Serum Albumin

: Immunglobiilin-Benzeri Adezyon Molekiilleri
: Kalsiyum Kalmodulin Kinaz 1l

: Apoptosis-Related Cysteine Peptidase 3

: Apoptosis-Related Cysteine Peptidase 9

: Charge Coupled Device

: Cyclin D1

: Cyclin-Dependent Kinase 1

: Cyclin-Dependent Kinase

: Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A geni

: Komplementer DNA

: Checkpoint Kinase 2

: Cycle Threshold/Esik Dongii Degeri

: Catenin (Cadherin-Associated Protein), Beta 1
: Duktal Karsinoma In Situ

: Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
: 1,2-Dimyristoyl-Sn-Glycero-3-Phosphocholine
: Dimetil Siilfoksit

: Deoksiriboniikleik Asit

: Deoksiriboniikleaz

: 1,2-Dioleoyl-Sn-Glycero-3-Phosphocholine

: Death Receptor 5

: Double-strand RNA

: Ekstraseltiler Matriks/Extracellular Matrix

: Elongation Factor 2 Kinase

: Epidermal Biiyiime Faktort

: Epidermal Growth Factor Receptor

: Elongasyon Inisiyasyon Faktor 2 Alfa

: Epithelial-Mesenchymal Transition/Epitelyal-Mezenkimal Gegis

: Ephrin/Efrin Reseptorleri
: Ostrojen Reseptorii

. Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2



ERa : Ostrojen Reseptor-a

FACS : Fluorescence-Activated Cell Sorting

FGF : Fibroblast Biiyiime Faktorii

FHF1B/FGF12 : Fibroblast Biiyiime Faktorii Homolog Faktorii 1B

FITC : Fluorescein Isothiocyanate

GAPDH : Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase

GDNF : Glial Kaynakl1 Norotrofik Faktor

HER2 : Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

HIN-1 : High in Normal-1

hMLH1 : Human Mutl Homolog 1

hMSH2 : Human Muts Homolog 2

HRP : Horseradish Peroxidase

HUVEC : Insan Umbilikal Endotelyal Hiicrelerinin

IARC . International Agency on Cancer for Research

IFM motif : Ile-Phe-Met Motifi

IGF-I : Insulin-Benzeri Biiyiime Faktorii-|

KRAS - Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog

LKIS : Lobiiler Karsinoma In Situ

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase

MBA : Meme Bas1 Akintisi

miRNA : Mikro RNA

MMP : Matrix Metalloproteinase

MMP-2 : Matrix Metalloproteinase-2

MPH : Memenin Paget Hastalig1

MRNA : Messenger RNA

MTS : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt

MYC : V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog

Na*/K*-ATPaz : Sodyum/Potasyum ATPaz

Nav1.5 : Voltaj-Kapili Sodyum Kanali 1.5

Nedd4 : Neural Precursor Cell Expressed Developmentally Downregulated
Protein 4

Nedd4-2 : Neural Precursor Cell Expressed Developmentally Downregulated
Gene 4-Like

NESO pAb : NNav1.5'e Kars1 Spesifik Bir Antikor

NF-«xB - Nuclear Factor kB

NGF : Sinir Biliylime Faktorii

NHE1 : Na*/H* Exchanger Isoform 1

Nm23 : Non-metastatik gen 23

nNav1.5 : Neonatal Voltaj-Kapili Sodyum Kanali 1.5

P130Cas : Crk-Associated Substrate p130Cas

pl4ARF : ARF Tumor Suppressor

p16 : Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A proteini

p21 : Cyclin-Dependent Kinase inhibitor 1/CDK-Interacting Protein 1



p27
p27KIP1
PARP
PAZ
PBS
PCR
PDGF
P-ERK
P-FAK
Pl
P-IF2a

PIWI
piRNA
PKA
PKB/Akt
PKC
PKCd
PMS
P-NF«xB
P-PI3K
PS
P-SRC
PSS
PTEN
PTGS
PVDF
RARf2
Ras
RB1
RE-1
RISC

RNA
RNAI
RNaz
RNaz H
RPTPB
rRNA
RT-PCR
SCLC
SDS
SGK1
SGK3

: Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1B

: Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1B

: Poly ADP Ribose Polymerase

: Piwi — Argonaute - Zwille bolgesi

: Phosphate Buffered Saline

: Polymerase Chain Reaction

: Platelet-Derived Growth Factor

: Phospho-Extracellular Signal-Regulated Kinase
: Phospho-Focal Adhesion Kinase

: Propidyum Iyodiir

: Phospho-Eukaryotic Initiation Factor 2 Alpha/Fosfo-Elongasyon
Inisiyasyon Faktor 2 Alfa

: P-Element Induced Wimpy Testis

: Piwi-interacting RNA

: Protein Kinase A

: Protein kinase B

: Protein Kinase C

: Protein Kinase C-9

: Phenazine Methosulfate

: Phospho-Nuclear Factor kB

: Phospho-Phosphoinositide 3-Kinase

: Fosfatidilserin

: Phospho-Proto-Oncogene Tyrosine-Protein Kinase
: Periferik Sinir Sistemi

: Phosphatase and Tensin Homolog

- Post-Transcriptional Gene Silencing

: Polyvinylidene Difluoride

: Retinoik Asit Beta 2

: Rat Sarcoma Viral Oncogene

: Retinoblastoma 1

: Transcriptional Repressor Element-1

: RNA Induced Silencing Complex/RNA Indiiklii Sessizlestirme
Kompleksi

: Riboniikleik Asit

: RNA interference

: Riboniikleaz

- Riboniikleaz H

: Reseptor benzeri protein fosfataz 3
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1.GIRIS

Meme hastaliklarr, kadinlarin en ¢ok karsilastiklart hastaliklardan biri olmakla
beraber goriilme sikligi da giderek artmakta ve Meme kanseri de bunlarin arasinda en sik
goriilen kanser tipi olarak basi ¢cekmektedir. Kadinlardaki kanserlerin tiimiiniin %23 {inden
ve kanserle ilisgkili 6liimlerin %14’tinden sorumludur (Parkin ve ark 2002). Kansere bagli
oliimlerde ise akciger kanserinin arkasindan ikinci sirada gelmektedir, ancak 40-59 yas
arasi kadin 6limlerinin ana nedenidir. Bati iilkelerinde yasam1 boyunca her 8-9 kadindan

birisi meme kanserine yakalanmaktadir (Aydintug 2004).

Meme, kadinlarda siit iiretimine yonelik farklilasmis bir tubuloalveolar ter bezidir.
Gliniimiiz verilerine gére memede kanser (invaziv duktal kanser) gelismeden 6nce duktus
epiteli, atipik duktal hiperplazi, duktal karsinoma insitu gibi evrelerden gegerek sonunda
meme kanseri gelismektedir. Bu gelisim yillarca siirebilmektedir. ilk olarak siit aktaran
kanal sistemi (duktus) i¢inde smurli olan kanser hiicreleri sonradan kendi bazal
membranlarindan ilerleyip bag dokusu i¢ine gegis yaparlar. Bu evrede tiimor hiicreleri kan
damarlar1 ve lenfatiklerle karsilastiklarinda metastaz yapma yetenegine de ulasarak diger
organ ve dokulara yayilim gosterirler. Meme kanseri tedavi edilmezse, biyolojik
karakterine gore uzak organ metastazlar: yapar ve sonunda dliime neden olur. Oliimlerin
biiylik kismi1 da organ metastazlarindan kaynaklanmaktadir. Kemik metastazlar: ile daha
uzun siireler yasanabildigi halde, beyin, karaciger ve akciger metastazlari meydana
geldikten sonra sag kalma siiresi aylari gegmemektedir (Aydintug 2004).

Meme kanseri gelisiminde bir¢ok farkli faktér rol oynayabilmektedir. Bunlar
arasinda yas, kilo (obezite), sigara ve alkol kullanimi, uzun siireli menstrilasyon donemi
gecirmis olmak, oral kontraseptiflerin kullanimi, menapoz sonrasi hormon replasman
tedavisi ve ileri yas donemindeki dogumlar yer almaktadir (American Cancer Society
2011, Tyczynski ve ark 2002). Meme kanseri olgularinin %951 kendiliginden meydana
gelmesine ragmen, ailesel gegmis ve genetik yatkinlik da meme kanseri goriilme sikligini

etkilemektedir (King ve ark 2003).

Plazma membran iyon kanallar1 tiim yasayan hiicrelerin temel yapisal elemanlari
icindedir ve hiicre proliferasyonu i¢in gereklidir. Son on yilda iyon kanallarinin tiimor
gelisiminde ve kanserin biiyiimesinde hayati derecede 6neme sahip oldugu agik¢a ortaya
cikmigtir.  Normal bir hiicrenin kansere doniisiimii sirasinda iyon kanallarinin

ekspresyonunu etkileyebilen ya da iyon kanal aktivitesinde bir degisime neden olabilen bir
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seri genetik degisimler meydana gelir. Iyon kanallar1 kanser hiicresinde proliferasyon,
apoptozis, migrasyon, anjiyogenez ve metastaz ile iligskilendirilmektedir (Prevarskaya ve
ark 2010).

Artmis metastazin, uyarilabilir membranlarin karakteristigi olan akimlar ve
membran kanallariin varligiyla iligkili oldugu gosterilmistir. Bu durum o6ncelikle ytliksek
derecede metastatik kanser hiicre hatlar1 yani sira metastatik meme, prostat ve servikal
karsinoma biyopsilerinde artmis ekspresyonu tespit edilmis olan voltaj-kapili Na*
kanallariyla (VGSC) ilgilidir (Diaz ve ark 2007). Bu kanallarin aktivitelerinin motiliteyi,
endositozu ve invazyonu destekledigi belirlenmistir. Ozellikle Nay1.5 kanalinm in vitro
yiiksek metastatik potansiyele ve in vivo olarak meme kanseri gelisimiyle iliskili oldugu
tespit edilmistir. Klinik olarak da lenf nodu metastaz1 ile Navl.5 ekspresyonu artisi
arasinda korelasyon bulunmaktadir. Buna karsin zayif metastatik ya da tiimorojenik
olmayan hiicre hatlarinin fonksiyonel voltaj-kapili Na® kanali eksprese etmedikleri

goriilmiistiir (Fraser ve ark 2005).

Diinyada ve iilkemizde kanser vakalarinin sayist her gegen giin artmaktadir. Kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra Tiirkiye’deki toplam Oliimlerin ikinci nedenidir.
Yapilan tahminler, kanser insidansinin Oniimiizdeki yillarda da yiliksek olacagini
gostermektedir. Bunun sonugclart; insan 6mriinde ve yasam kalitesindeki azalmanin yani
sira bu hastalik nedeniyle saglik sektoriiniin ve {ilkenin yiiz yiize kalacagi ekonomik yiikiin
de artmasidir. Bu nedenlerle kansere karsi agilan savasta terapdtik amacla potansiyel giicli
ve popiilaritesi artan yeni tedavi girisimlerin gelistirilmesi ve etkinliginin incelenmesi hem

diinya hem de tlilkemiz i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu nedenlerle calismada meme kanseri gelisimi ve metastaz1 iizerinde Nav1.5
kanalinin Adult ve Neonatal alt tiplerinin olast rolleri ve etkileri degerlendirilmistir. Bu
amacla siRNA ile gen susturma ydntemi kullanilmistir. /n vitro deneyler olarak hiicre
proliferasyonu testi, koloni olusturma kapasitesi, invazyon ve migrasyon yetenegi ile
iligkili testler, flow sitometri ile apoptoz ve hiicre siklusu analizi, kemoterapotik
direngliligine olan etkiler, tiim bunlar ile iliskili protein yolaklar degerlendirilmistir. /n vivo
olarak da ksenograft ortotopik meme kanseri modeli ve ksenograft akciger metastaz modeli
gergeklestirilerek Nayv1.5 siRNA tedavilerinin hem meme kanseri timdr biiyiimesi hem de
metastaz Kkapasitesi {izerine olan etkileri incelenmistir. Ayrica tez ¢alismamizda in Vvivo

sistemik siRNA uygulamasi i¢in nanolipozomal ilag tasiyicilar kullanilmistir. Bu da SIRNA



tedavisinin dolasimdaki olasi dezavantajlarin1 ve sistemik yan etkilerini minimuma
indirerek, ayrica da pasif olarak tiimoér dokusuna hedeflenmeyi saglayarak bu yontemin
ileride klinikte kullanilabilmesine yonelik 6nemli veriler elde edebilmemizi saglamistir.
Boylece kansere karsi savasta bu yeni tedavi yaklasiminin etkinliginin ve ayrintilarinin
ortaya ¢ikarilmasiyla kanserin organizmadaki yayilimini ve iletisimini keserek onu kronik
bir hastalik haline doniistiirebilmek ve yakin gelecekte meme kanserinin tedavisine yonelik

¢ok 6nemli bir yol kat edebilmek miimkiin olabilecektir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Kanser

Kanser basit olarak kontrolsiiz hiicre biliylimesi ve bu normal digi hiicrelerin
yaytlimi seklinde tanimlanabilir. Diger bir deyisle, bazi etkilerle degisime ugramis
hiicrelerin, gerek yerel ve gerek uzak noktalarda kontrolsiiz olarak ¢ogalip biiylimelerinin
sonucu olusan habis hastaliklar grubudur. Malign hiicre transformasyonunu genellikle 2
farkli grup neden tetikler. Bunlardan biri; sigara kullanimi, beslenme, yasam sekli,
kimyasallar, infeksiyonlar, kirlilik ya da radyasyon gibi ekstrinsik faktorler, digeri ise;
kalitsal faktorler, silici mutasyonlar, immun sistem kapasitesi, hormonlar gibi intrinsik
faktorlerdir. Bu sebeple, bir bireyin yasam siklusu iginde sigara kullanimini ve diisiik
karbonhidratli beslenme gibi eksternal faktorleri elemine etmek ya da diizenli egzersiz
yapmak kanser gelisiminin dnlenmesinde énemli rol oynayabilmektedir. Fakat kanser ¢ok
basamakli ve birgcok faktor tarafindan etkilenebilen bir hastaliktir ve bu faktorlerden biri

hastaligin gelismesinde yeterli olabilir (Garcia ve ark 2007).

Kanser; belirtileri, gelisimi ve sonuglari agisindan bir hastadan digerine ¢ok
degisken olan, karmasik bir hastaliktir. Ayni heterojenlik ve gesitlilik hiicresel ve
molekiiler diizeyde de kendini gosterir. Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina,
immiin sistemin gozetiminden ka¢cmalarina ve son olarak da uzaktaki dokulari da istila
ederek metastazlar olusturmalarina yol agan metabolik ve davranigsal degisiklikler
gecirdikleri ¢ok basamakli bir siirectir. Bu degisiklikler hiicre ¢ogalmasini ve dmriinii,
komsu hiicrelerle iliskileri ve immiin sistemden kagma kapasitesini kontrol eden genetik
programlardaki modifikasyonlarin birikmesiyle ortaya cikar. Bu siireg, regiilasyonu
bozulmus, normal hiicre biiyiimesini ve davranisin1 denetleyen Kurallara uymadiklari igin
“asi” olarak nitelendirilebilecek hiicrelerden olusan bir Kitlenin olusumuna neden olur.

Boylesi bir kitle uzun bir siire asemptomatik olabilir. Bununla birlikte, sonunda biiyiiyerek,



fizyolojik islevleri altiist edecek, kitlenin yerine ve biyiikliigiine bagh olarak ¢ok sayida
semptoma ve kanser hiicrelerinin organizma i¢inde yayilmasina yol agacaktir (Merlo ve

ark 2006).

Kanserin hedefledigi genetik programlar insan genomuna dagilmis genlerde
yazilidir. Insan DNA’sinin 23000 kadar gen icerdigi diisiiniilmektedir. Bu genlerin birkag
bin (3000-5000) kadar1 kanserde regiilasyonu bozulan genetik programlarda rol alan
proteinleri kodlamaktadir. Islevini kaybeden bir gen, kritik bir proteinin anormal
diizeylerde (¢ok az ya da ¢ok fazla) liretimine, anormal bir protein iiretimine (islev
kazanmis ya da kaybetmis) ya da bir proteinin hi¢ olmamasima sebep olabilir. Ornegin,
KRAS olarak adlandirilan bir gende meydana gelen bir mutasyon, hiicre zarmin hemen
iginde bulunan kii¢iik bir proteinin hiicre biiyiimesinin sinyalini artiran bir protein halini
almasma neden olur. Bu protein normalde hiicre yiizeyindeki biiylime faktorlerinin
reseptorleri ile hiicre g¢ekirdegine hiicre boliinmesini basglatmak i¢in biiyiime sinyalleri
gonderen molekiiler sistemler arasinda bir ara sinyal maddesi olarak ¢alisir. KRAS geni
mutasyon gegirdiginde, buna karsilik gelen protein “agik” pozisyonuna Kilitlenmis bir
salter gibi davranarak, siirekli bir hiicre bolinmesi sinyali verir. KRAS mutasyonlari
kolorektal kanserler (vakalarin %30-40’inda) ve akciger adenokarsinomalart (vakalarin
%20-30’unda) gibi bir¢ok kanserde yaygindir. Bu sekilde etkinlesmis bir gen, “onkogen”
olarak adlandirilir ¢iinkii hiicre ¢ogalmasimi hizlandirir. Tersine, bazi genler ise etkin
olmadiklarinda kanser gelisimine katkida bulunurlar. Ornegin, TP53 geninde durum budur.
Bu gen yanlis hiicre boliinmesini engellemek i¢in dogal olarak bir “acil fren” olarak
hareket eder. Bu gendeki bir mutasyon proteini bozar ve protein de gerektiginde hiicrelerin
cogalmasini durduramaz. TP53 mutasyonlar1 hemen hemen her kanser cesidinde vardir.
Islevini kaybetmesi nedeniyle kanser gelisimine katkida bulunan bdyle bir gen, timor
baskilayici olarak adlandirilir ¢iinkii normal kosullarda etkin {irtinleri kanser gelisimini

baskilayan bir fren olarak ¢aligirlar (Olivier ve ark 2009).

Cogu kanser sadece tek bir hiicreden (ya da az sayida hiicreden) dogar. Bu hiicre
kanserli olmak i¢in onkogenlerde ve tiimdr baskilayic1 genlerde hiicrenin normal sinirinin
cok oOtesinde cogalmasmi saglayacak birkac degisiklik gecirmelidir. Bu siire¢ “asi”
hiicrelerden olusan bir klonun olusumuna yol acar. Eger organizma bu klonu tolere ederse
ve rahatsiz edilmeden kalirsa, ¢ogalmaya devam edebilir ve bu siire¢ iginde igerdigi
hiicreler gittik¢e artan sayida modifikasyon biriktirir. Boylesi bozulmus bir siirecte, sadece

en uygun ve en saldirgan hiicreler hayatta kalacak ve daha orgiitsiiz olan hiicrelerin yerini



alacaktir. Tiimorler bu sekilde malign hale gelirler. Bu ayn1 zamanda kanserin tedavisinin
bu denli zor olmasinin da nedenidir. Hastalara kanser hiicrelerini etkin olarak 6ldiiren bir
ilag verildiginde, hayatta kalan az sayidaki hiicre, kendilerini ilaca karsi direngli kilan
degisiklikler gegirmis olanlardir. Geride kalan bu ufak hiicre grubu kanserin baslangigtaki

bi¢iminden daha kétii bir bigime donmesi i¢in yeterli olabilir (Nowell 1976).

Bir kanser hiicresi bir¢ok acidan hiicrenin normal hayatin1 yoneten yasa ve
kurallardan kagarak bagimsiz bir sagkalim avantaji elde eden serseri bir hiicredir. Kanser
hiicreleri bunu yaparken organizmanin savunma sistemlerine uyum saglayarak ve bunlarla
savasarak, saldirgan iggalci bir davranig benimserler. Kanser hiicreleri viicutta dolagabilme
yetenegini kazanir ve tercihen konuksever organ ortamlarina yerleserek metastaz yaparlar.
Metastatik kanser hiicreleri yeni kosullara uyum saglamakta miikemmellestikleri igin
sitotoksik ilaglar ya da radyasyon tedavileri gibi 6ldiirme c¢abalarina karsi koyarlar. Cogu
kanserin erken, kanser hiicrelerinin uyum yeteneginin heniiz sinirli oldugu ve tedavinin
etkilerini gegistiremeyecek bir asamada tedavi edilmelerinin daha kolay olmasinin nedeni
budur (Hanahan ve Weinberg 2000).

Son zamanlarda yapilan deneysel ¢alismalarda tam bir kanserli hiicrenin gelismesi
icin gereken minimum basamak sayist belirlenmistir. Bunun igin ii¢ temel kuralin ihlal
edilmesi gerekir. Birincisi, hiicrelerin ancak dogru sinyali aldiklarinda boliinmeleridir. Bu
kural1 ihlal etmek i¢in, hiicre, bir hormon ya da biiyiime faktorii ile uyarildiginda normal
olarak aktif hale gecen devreleri acarak hiicre boliinmesini kalici olarak aktif hale
getirmelidir. Ikinci kural, hiicrelerin DNA replikasyonu icin stresli ya da olumsuz
kosullarla karsilastiginda, genlerin hasar gorebilecegi kosullarda DNA replikasyonunu
baslatmak yerine, kendi kendini imha etme programlarini aktif hale getirmeleridir. Bu
kendini imha programlarindan kaginmak i¢in, hiicrelerin normalde anormal ya da asir
hiicre boliinmesini engelleyen giivenlik frenlerinden kurtulmasi gerekir. Bu frenler iki ana
gen tarafindan kontrol edilmektedir: RB1 (aym1 zamanda Retinoblastoma geni olarak da
bilinir) ve TP53 (normalde ortamda anormallik oldugunda hiicrelerin boliinmesini 6nleyen
bir stres sensorii olan p53 proteinini iireten gen). Bu iki fren mutasyon sonucu ortadan
kalktiklarinda, hiicreler sadece boliinmekle kalmaz, ayn1 zamanda programlanmis hiicre
Oliimiinden de kac¢inmis olurlar ve bdylelikle bir tiimor kitlesinin olusumuna izin verilmis
olur. U¢ numarali kural, normal hiicrelerin sadece smirli, belli sayida boliinmeleri
kuralidir. Baska bir deyisle, hiicrelerin DNA’larin1 6nceden tanimlanmis, belirli bir sayinin

otesinde kopyalamalarii engelleyen bir “bdliinme sayaglar1” vardir. Normal hiicreler, her



kromozomun ucunda yeralan ve telomer adi verilen 6zel bir yapt nedeniyle sinirli sayida
DNA replikasyonu yapabilir ve boliinebilirler. Telomer, her hiicre bolinmesinde kopup
giden, kiiciik DNA dizilimi tekrarlarindan olusur. Tim tekrarlar bittiginde, hiicre daha
fazla bolinemez ve yash bir hiicre olur. Kanserli hiicrede, telomeraz adli bir enzimin
aktivasyonu kromozomlarin ucuna yeni tekrarlar eklenebilmesini saglar ve boylelikle
hiicre programlanmis olan smirli saymin Gtesinde de boliinebilir. Bu siireg, bir cesit
“sonsuz genglik” durumuna esdegerdir. Bu ii¢ islevsel degisikligin gerceklestirilmesi
hiicrenin kanserli hale gelmesi icin yeterlidir. Ancak, molekiiler diizeyde, bu basit bir islem
degildir. Bu degisikliklerin her biri ayr1 ayr1 ele alindiklarinda, normal hiicre islevini altiist
edebilir ve hiicrenin anormal hiicreleri yok eden bir ¢esit “hiicre intihar1” olan apoptozis
ad1 verilen bir siirecle imha edilmesine yol agabilirler. Dolayisiyla, kanserlesecek bir
hiicrenin asil sorunu, bu degisikliklerin hepsini esglidiimlii bir sekilde ¢alistirabilmektir.
Hem genetik zayifligin hem de g¢evresel degisikliklerin biiylik bir rol oynadiklari nokta
burasidir. Genetik zayiflik bazi kisilerin normal hiicrelerine hizli degisiklikleri daha ¢ok
yapabilme yetenegi verir, boylelikle degisikliklerin tek bir hiicrede ayn1 anda
gerceklesebilmesi olasiligi artmis olur. Cevresel degisiklikler, anormal hiicrelerin olumsuz
kosullarda normal hiicrelerden daha uygun goriinerek sag kalimlarina izin verecek dogal
bir secilim olarak hareket edebilir. Kanserin, hem genetik hem de cevresel degisikliklerin
boylesi onemli rol oynadiklar1 bir hastalik olmasinin nedeni budur. Molekiiler bir bakis

acisindan bu roller birbirlerinden ayrilamaz (Hanahan ve Weinberg 2000).

19.yy’nin orta ve ge¢ donemlerindeki bir ¢ok bulus, dokularin ve kompleks
organizmalarin fertilize olmus bir yumurta hiicresinden nasil gelistigi konusunu
anlamamiza katkida bulundu. Bunlardan en temel olani, dokularin hiicreler ve hiicre
tiriinlerinden kompoze oldugu, tiim hiicrelerin de onciil hiicrelerin bdliinmesi ile gelistigi
seklindeydi. Bu durumda yumurta hiicresi tiim hiicre hatlarinin ana kaynagi demekti. Bu
yiizden temelde her bir hiicre kendi orjinine ait bazi ipuglar1 tagimaktadir. Timor
preperatlarinin histopatolojik incelemelerine gore, tiimor hiicrelerinin kaynaginin geriye
dogru takip edilebilmesi ve malign olusumun kokeninin tanimlanabilmesi miimkiindiir.
Dahas1 patolojik ve biyokimyasal yontemler tiimdrlerin klinik davraniglarinin ve seyrinin
detayli incelenebilmesini saglamaktadir. Tiimorler biiylimelerinin agresiflik derecesine
gore iki biliylik sinifa ayrilirlar. Komsu dokulara invaze olmadan lokal olarak biiyiiyenler

(benign) ve ¢evre dokuya invaze olabilen ve metastazlar olusturanlar (malign) (Garcia ve
ark 2007).



Bu malfonksiyona ugramis hiicreler tlimorlerin organizasyonunu yitirmis doku
mimarisinin baglama noktasini olustururlar. Tiimdrler orjinlerine gore dort farkli sekilde
siniflandirilarlar; epitelyal, mezensimal, hematopoetik ve noroektodermal. Teorik olarak
viicuttaki tiim hiicre tipleri kanser olusturabilir, fakat en yaygin insan kanserleri epitelyal
kokenli karsinomalardir. Bu grup karsinoma iki kategoriye ayrilmaktadir; biri epitel
dokudan koken alan skuamoz hiicre karsinomu, digeri ise sekretuar epitelden koken alan
adenokarsinomalardir. Epitel kokenli olmayan malign timoérler mezensimal hiicrelerden
koken alan sarkomlar, dolasim ve immun sistemdeki hiicrelerden koken alan hematopoetik
kanserler ve sinir sisteminin komponentlerinden orjin alan noroektodermal tiimorleri
icermektedirler. Ancak anaplastik olarak adlandirilan bazi tiimorler bu siniflandirma

sekline uymamaktadir (Garcia ve ark 2007).

Kanserin modern zamanlara has bir hastalik oldugu diistiniilebilmekle birlikte bu
imajin aldatict oldugu da bir gergektir. Oncelikle kanser ve kalp hastaliklar1 ilerleyen
yaslarda rastlanan baslica hastaliklar ve 6liim nedenleri arasinda olup, insanlarin kronik
hastaliklarin sik rastlandig1 yetmis, seksen, hatta doksanli yillarin1 yagamalar1 gectigimiz
yiizyilin sonlarinda rastlanmaya baslayan bir fenomendir. Ornegin; Eski Misir’da yasam
beklentisi 40 yas dolaylarinda idi. Bu rakam karanlik ve orta ¢aglarda daha da asagiya
diistiikten sonra 19. yiizyilin ortalarinda eski seviyelerine geri dondii. Yasam beklentisinin
bugiinkii diizeylere yiikselmesi veba, kolera, diyabet, kotii beslenme, bebek hastaliklari
gibi ¢ok sayida o6liimciil hastaligin ve tiiberkiiloz gibi diger bulasici hastaliklarin kontrol
altina alinmasi1 ya da tedavi edilebilmesi sayesinde gerceklesmistir. Kanser modern
zamanlara 6zgii olmayip, ylizyillardir var olan bir hastaliktir. Ancak geng yaslara oranla
daha ¢ok ilerleyen yaglarda goriilen bir hastalik oldugu i¢in bugiin diinya niifusundaki artig
ve insanlarin ulastiklar: nispeten ileri yaslarin da etkisiyle gegmise oranla insanlarda daha

sik goriilmektedir (Boyle ve Levin 2008).

Tarih boyuncaki eski uygarliklarda kanser tanimlanmasina, olgularmma ve tedavi
yontemlerine iligkin birgok bilgi yer almaktadir. Ornegin; Kos’lu Hipokrat (M.O. 460) ’1n
soylemleri kotii huylu hastaliga bir dizi referans icermektedir. Bunlardan birinde “her
kanser ele gecirdigi kismu ¢iiriitmekle kalmaz, daha Gteye de sigrar” denmektedir. Galen
(M.S. 131-200) “kanserli timorler en sik olarak kadinlarin memelerinde gelismektedir”
seklinde not diismiistiir. Galen lezyonu bir yengece benzetmistir: Yunanca “karkinos”,
Latince “cancer” kelimeleri buradan gelmektedir. Yiizyillar boyunca degisik kanser tiirleri

taninmis ve tedavi edilirken uygarliktaki ilerlemeler ile buna eslik eden yasam
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beklentisindeki artig kanserin diinya ¢apinda bu kadar yaygin bir hastalik olmasina katkida
bulunmustur. Birlesik Krallik’ta 1880°de niifusun yaklasik olarak yarisi 45 yasindan once
Olmekteyken bu rakam 1980°de %3’lere inmistir (Boyle ve Levin 2008).

1.1.1.1. Kanser kutusu

Hiicreler, i¢sel farkliliklarina karsin, hiicre ¢ogalmasini ve 6limiinii kontrol eden
temel siireglerin gerceklestirilmesinde ortak planlar dogrultusunda hareket ederler. Bunun
bir sonucu olarak, bircok kanserde, organin yeri ya da hastaligin nedenine bagh
olmaksizin, baz1 onkogenler ve timor baskilayicilarin degistigi siklikla goriiliir. Bu
genlerin driinleri, hiicre ¢ogalmasini, farklilasmasini ve sag kalimini kontrol etmek {izere
birlikte calisan o6geler agmin bir parcasidirlar. Sekil 1.1. tiim kanserli hiicrelerde
degistirilmesi gereken gen ve siire¢ aginin ¢ekirdegi olarak tanimlanabilecek “kanser
kutusunu” gostermektedir. Bu kanser kutusu, baslica ii¢ sinyal siireci icerir. Bunlarin ikisi
biiylimeyi artiran siireglerdir; digeri ise biiylimeyi baskilayan bir mekanizmadir (Boyle ve

Levin 2008).

Biiylimeyi artiran siireglerden biri ana etken olarak beta-katenin olarak adlandirilan
bir proteini kullanir. Bu proteinin hiicre i¢inde birkag¢ rolii vardir. Hiicreler arasindaki
baglantilarin ve hiicrenin hiicre i¢i lif iskeletinin bir bileseni olarak, hiicre zarmnin ig
yiizeyinde bulunabilir. Ayrica, sitoplazmada, hiicre yiizeyi tarafindan yakalanan biiylime
ve ¢ogalma sinyallerini alan bir kompleksin bir parcasi olarak bulunabilir. Boylesi sinyaller
tarafindan aktif hale geg¢irildiginde, ¢ekirdege gecer ve orada hiicre ¢ogalmasinda rol alan
genlerin ifadesini uyarir. Cesitli epiteliyel kanserlerin (6rnegin akciger, meme, karaciger ya
da kolon kanserleri) %10 ila %20 kadarinda beta-katenini kodlayan gen olan CTNNB1
mutasyonla bozulmustur. Bu siiregte rol alan diger genler APC (kolon kanserinde ¢ogu kez
mutasyon geg¢irmistir), MYC ve CCND1 dir (siklin D1 kodlar). Kanser kutusundaki diger
belli bagl biiyiime sinyali siirecleri arasinda hiicre zarinin her iki tarafinda da uzanan bir
protein olan EGFR (epidermal biiyiime faktorii reseptorii) gibi hiicre yiizeyi reseptorleri
sayilabilir. Dis tarafta, kandaki biiyiime faktorlerini yakalar. I¢ tarafta, reseptor bir tirozin
kinaz olarak, bir biiyiime faktdriine baglandiginda aktif hale gegen enzimatik bir aktiviteye
sahiptir. Bundan sonra tirozin kinaz, KRAS geninin iiriinii gibi, molekiilleri artirarak
cogalan bir zincirleme tepkimeye benzeyen bir hiicre i¢i sinyaller dizisini baglatir. Bu
sinyallerin son etkisi, hiicre dongiisiinde ilerlemenin uyarilmasi yoluyla hiicre ¢ogalmasini

etkinlestirmektir. Bu sinyallerin etkisini gidermek i¢in, ¢ogalma karsit1 anasiire¢ TP53 geni



tarafindan kontrol edilir. Bu genin {irlinii olan p53, en iyi stres sensorii, 6zellikle de DNA
hasaria neden olabilecek bir stresin sensorii olarak tanimlanabilir. Hiicrenin DNA’s1 hasar
goriip de onarilamadiginda, p53 bu anormalligi algilar, ¢ekirdekte birikir ve ¢ogunlukla
ayni anda ¢ok sayida ¢ogalma karsitt mekanizmay: harekete gecirir. Bu ¢ogalma karsiti
mekanizmalar hiicre dongiisiiniin ilerleyisini bloke edebilir (boylelikle yukarida tanimlanan
iki stirecin gogaltici etkilerini giderir), hiicreleri farklilasmaya zorlar (bdylelikle hiicreleri
¢ogalmayacaklar1 bir hale dogru itmis olur) ya da apoptozis olarak tanimlanan hiicre
intthar1 programini ¢alistirir (bu hiicrenin kendi DNA’sim1 ve diger bilesenlerini yok
ederek, geride sadece dokulardaki uzman ¢op toplayicilart olan makrofajlar tarafindan yok
edilecek kiiciik pargaciklarin birakilmasina yol agar) (Boyle ve Levin 2008).

Kanser kutusunun anahtari, bu siireglerin birbirleriyle nasil baglantili olduklarinda
yatar. Ana baglantt 9 numarali kromozomun kisa kolunun uzaktaki ucunda bulunan son
derece 6zel bir lokus tarafindan saglanir. Bu lokus CDKN2a adli bir gen igerir ve RNA ve
protein sentezi i¢in sablon olarak aynt DNA pargalarini kullanan, birbiriyle ortiisen iki
genden olusmasi agisindan benzersizdir. Bunlardan biri pl6’dir ve hiicre ¢evriminin
negatif bir regiilatoriidiir (dolayisiyla ¢ogalma karsiti etkiye sahiptir). p16 proteini, CDK
inhibitdrleri olarak adlandirilan, yani hiicreleri daha hizli ¢ogalmaya zorlayan enzimleri
(sikline bagimli kinazlari) inhibe eden unsurlar olan bir regiilatorler ailesinin {iyesidir.
CDK inhibitérleri, bu enzimleri bloke ederek, hiicre boliinmesini engeller ve hiicre
¢evriminin durdurulmasini igeren bir mekanizmay1 harekete gegirirler. Diger protein ise
pl4ARF (Alternative Reading Frame — Alternatif Okuma Cercevesi) olarak adlandirilir ve
pS53’iin aktif hale gecirilmesini kontrol eder. Dolayisiyla, bu gen iki iiriinii yoluyla kanser
kutusunun ¢esitli bilesenleri arasindaki baglantilar1 denetler. Bu nedenle, hemen hemen her
kanserde CDKNZ2a geninin birka¢ mekanizmayla degismesi beklenmedik bir durum

degildir (Boyle ve Levin 2008).



HUCRE YAPISMASIL, HUCRE iCi

BUYUME SINYALLERI HUCRE DISI BUYUME

SINYALLERI

FARKLILASMA

MUTAGENEZ

Sekil 1.1. Kanser kutusu (Boyle ve Levin 2008).
1.1.1.2. Genetik degisiklikler

Genetik degisiklikler kanserin kose taslaridir. Insan genomunun  biitiiniiniin
diziliminin belirlenmesi, kanserlerdeki genetik degisimlerin simdiye dek goriilmemis
ayrintilarla tanimlanabilmesini miimkiin kilmigtir. insan kanserlerinde 300 kadar farkli
genin ayni siklikla mutasyon gegirdigi gosterilmistir. Bu katalog icerisinde, 2030 kadar gen
(kanser kutusundakiler dahil) hemen tiim kanser ¢esitlerinde sik sik mutasyona ugrar. Bu
genler, hiicre boliinmesinin kontrolii i¢in gerekli ¢ok temel islevleri kontrol eden “ana

genler” olarak goriilebilir (Loeb ve ark 2008).

Birgok kanserde hiicreler normal hiicrelere kiyasla ¢ok daha yiiksek bir oranda
mutasyon biriktirirler. Bu 6zellige “Mutasyoncu Fenotip” ad1 verilir. Doniisiime ugramis
bu 6zelligin kanser gelisiminin yan1 sira kanser tedavilerine karsi direncin gelismesinde de
onemli oldugu diisiiniilmektedir. Mutasyoncu Fenotip normalde DNA onarimint ve

biitiinliigiinii kontrol eden genlerdeki mutasyonlarin bir sonucudur. Béylesi mutasyonlar
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geciren genler mutasyona yol agan DNA hasarlarint dogru sekilde onaramaz ve bu nedenle
de mutasyonlari normal hiicrelere kiyasla ¢ok daha cabuk biriktirirler. Mutasyoncu
fenotipin altinda yatan molekiiler mekanizmalar DNA onarimi, gen transkripsiyonu, hiicre

¢evrimi kontrolii ve hiicre 6liimiindeki hatalar olabilir (Loeb ve ark 2008).

Kanser genleri arasinda en ¢ok iizerinde ¢aligilan bir tiimor baskilayicist olan p53
proteinini kodlayan TP53 genidir ve tiim insan kanseri vakalarinin yaklasik yarisinda
mutasyon gecirmistir. Bu veri taban1 hemen her tiir insan kanserinde saptanmis 24 000
kadar TP53 mutasyonu igermektedir. Gilinlimiizde bu mutasyonlarin molekiiler etkileri
gayet iyi anlasilmistir. Bu mutasyonlarin ¢ogu p53 proteininin DNA’ya baglanarak birkag
diizine baska geni regiile etmesini saglayan parcasindadir. Bunlar ¢ogu kez tek bazin
yerine baskasinin gectigi mutasyonlardir ve proteindeki bir amino asidin yerine baskasinin
gecmesine yol agarlar. Bu kiigiik degisiklik proteinin katlanmasini altiist etmeye ve
dolayisiyla bir islev kaybina neden olmaya yeterlidir (IARC Tp53 mutation database
2008).

1.1.1.3. Epigenetik degisiklikler

Epigenetik, modern biyolojinin en hizli genisleyen alanlarindan biridir ve biyolojik
olgular ve hastaliklar, ozellikle de kanser hakkindaki disiincelerimiz ve anlayisimiz
tizerinde biiyiik bir etkisi vardir. Epigenetik, genetik kodun son ¢iktisini ve bunun
kokenindeki DNA dizilimini degistirmeden modifiye eden mekanizmalar1 kapsar.
Herhangi bir organizmadaki hiicrelerin hepsinin diger hiicrelerle ayn1 genomu paylagmasi,
ama buna karsin son derece farkli morfolojik ve islevsel 6zellikler gostermeleri epigenetik
ilkenin Onemini vurgulamaktadir. Dolayisiyla, epigenetik olaylarin viicuttaki farkli
hiicrelerin  kimligini, ¢ogalma potansiyelini ve kanserde tipik olarak diizensizlesen
ozellikleri tanimladig1 aciktir. Gilinlimiizde, epigenetik, birgok hiicre boliinmesi dongiisii
boyunca kararli bir bigime aktarilan ancak niikleotid dizilimini (genetik kodu)
degistirmeyen tim degisimleri inceleyen bilim dali olarak tanimlanmaktadir. Epigenetik
kalittim bir hiicre neslinden digerine gen etkinligi hallerinin kararli olarak ¢ogalmasini
saglayan temel mekanizmalar olan DNA metillenmesini, histon modifikasyonlarmi ve
RNA ortamli susturmayi kapsar. Epigenetik mekanizmalarin 6nemiyle tutarli olarak,
epigenetik hallerin diizensizlesmesi insan hastaliklariyla, 6zellikle de kanserle yakindan

iligkilidir (Cortez ve Jones 2008, Herranz ve Esteller 2007).
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1.1.1.4. Kiiresel kanser yiikii

Diinya capinda kanseri onlemeye ve kanserle savasa yonelik ilk biiyiik adim
diinyanin degisik bolgelerindeki kanser yiikiiniin 6lgegi ve dogasimi kavramak ve daha
sonra da Onlenebilir nedenleri ve diger Onceliklerin iizerine gitmektir. Disik gelir
grubundaki {ilkeler hakkindaki verilerin yakin zamandaki artigi hala miitkemmelden uzak
olsa da kiiresel kanser yiikiiniin daha iyi bir resmini ¢izmeye olanak tanimaktadir (Boyle ve

Levin 2008).

2004 yilinda 58,8 milyon insanin oldigii tahmin edilmektedir (Mathers ve ark
2008). Bu oliimlerin yaris1t 60 yasin altinda, 22 milyonu 70 ya da iistii yaslarda ve 10,7
milyonu ise 80 ya da stii yaslarda meydana gelmistir. Yaklasik olarak bes ¢liimden biri
bes yas alti ¢ocuklara aittir. Kanserden Oliimler tiim Olimlerin sekizde birini
olusturmaktaysa da, dogrudan oliim nedeni kanser olmayan ancak oldigiinde kanser

hastasi olan insanlarin sayisi daha da fazla olacaktir (Boyle ve Levin 2008).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Avrupa Bélgesinin ulusal niifus sayimlari oldukga iyi
veriler saglamaktadir. 2008’de 3.422.000 yeni kanser vakasi (erkeklerde 1.821.000 ve
kadinlarda 1.601.000) ve 1.847.000 kanser kaynakli 6lim (yaklasik olarak erkeklerde
1.034.000 ve kadinlarda 813.000) goriildiigii tahmin edilmektedir. Erkeklerde en yaygin
goriilen kanser tiirii olan akciger kanserini prostat kanseri, kolorektal kanser, mesane ve
mide kanserleri izlemektedir. Akciger kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri ve mide
kanseri erkeklerde en yaygin kanser kaynakli 6liim nedenleridir. Kadinlarda meme kanseri
en sik rastlanan kanser tiirii iken, onu kolorektal kanser, akciger kanseri, korpus kanseri ve
mide kanseri izlemektedir. Meme kanseri ayn1 zamanda en yaygin kanser kaynakli 6liim
nedenidir, onu kolorektal kanser, akciger kanseri ve mide kanseri takip etmektedir. Kiiresel
capta bakildigina ise akciger kanseri en yaygin kanser tiirii ve kanserle iligkili 6liim nedeni
iken; kadinlarda en yaygin kanser tiirii ve kanserle alakali 6liim nedeni meme kanseridir

(Boyle ve Levin 2008).

Meme kanseri diinyada ve Tiirkiye’de kadinlar arasinda en sik goriilen kanser olup,
kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir. ABD’de meme
kanseri akciger kanserinden sonra en sik Olim nedenidir ve her yil sadece ABD’de
yaklasik 232.000 kisiye meme kanseri tanisi konmakta ve bunlarin 41.000’1 hayatini

kaybetmektedir (Parkin ve ark 2002). Ayn1 zamanda meme kanseri kadinlarin kanserden

12



6liim nedenleri arasinda diinyada ve Tiirkiye’de ilk sirada bulunmaktadir. Glinlimiizde tiim
kanserlerin  %32’si, kansere bagli Olimlerin ise %18’i meme kanserine baglidir
(Semiglazov ve ark 1993, Kogak 2000, Tuncer 2000). Diinyada sekiz kadindan birinde
meme kanseri gériilmektedir (Akinoglu 2002, Onat 1997). WHO’nun 1990 yilinda yaptig
calismada, 796.000 yeni meme kanserli olgu ve 314.000 meme kanserinden oliim
saptanmigken, yine WHO’ya bagli International Agency on Cancer for Research
(IARC)in 2002 yilindaki degerlendirmesinde 1.152.000 yeni meme kanserli olgu ve
411.000 meme kanserinden Oliim saptanmustir. 2012 yilinda diinyada kadinlarda en sik
goriilen bes kanser tiirii meme, kolorektal, akciger, serviks ve mide kanseridir (Stewart ve
Wild 2014). Tiirkiye’deki 2010 verilerine gore kadinlarda en sik goriilen kanser yine meme
kanseridir (38,6/100000 Kiside YSH-Yasa Gore Standardize Edilmis Hizlar1). Yaklasik her
dort kadinda goriilen kanserden biri meme kanseridir (Ozkan ve Keskinkilig 2015). 1990-
2002 arasindaki on iki yillik siire icerisinde diinyada meme kanserinin siklik ve mortalite
oranlarinda %25’lik bir artis goriilmektedir (Ozmen 2008). Kanserler 2012 yilinda
diinyada 8,2 milyon 6liime neden olmustur ve izleyen 20 yillik siire i¢inde her yil 13

milyon 6liim olacagi tahmin edilmektedir (Stewart ve Wild 2014).

Tiirkiye Hastalik Yiikii ve Maliyet Etkililik Calismasi’nin sonuglarina gore, kanser
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra Tiirkiye’deki toplam Oliimlerin ikinci nedenidir
(Saglik Bakanligi 2004). Yapilan tahminler kanser insidansinin oniimiizdeki yillarda da
yiiksek olacagimi ve kanserin goriiniir bir gelecekte birincil 6lim nedeni olacagini
gostermektedir. Kanser tedavisi i¢in yapilan harcamalar diinyadaki tiim tlkeler i¢in saglik
harcamalarinin 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir. ABD’de en yiiksek maliyetli ilk bes
hastalik kalp hastaliklari, kanser, travma, akil ve ruh saghigi hastaliklar1 ile pulmoner
hastaliklar olmasina karsin, kisi basina yapilan saglik harcamalar1 agisindan
karsilagtirildiginda ilk sirayr kanserin aldigi goriilmektedir. ABD’de kanserin teshis ve
tedavisi i¢cin 72 milyar $ harcanmaktadir. Toplam saglik harcamalari i¢inde kanser
harcamalarinin pay1 %4.7’dir (Bosanquet ve Silora 2004). Meme kanseri ise yeni gelisen
olgular i¢inde harcamalarin %18.2’sini kapsamaktadir ve 5.4 milyar $’lik bir paya sahiptir.

Toplam harcamalar i¢inde de %13.1 ile en yiiksek paya sahip kanser tiiriidiir.

Meme kanseri i¢in yapilan harcamalar agirlikli olarak ayakta verilen saglik
hizmetlerinde ger¢eklesmekte ve en c¢ok ila¢c harcamasi da meme ve prostat kanseri igin

yapilmaktadir. Yapilan arastirmalar yeni ilaglarin pahali olmasina karsin daha uzun yasam
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stiresi, daha yiiksek verimlilik, daha yiiksek yasam kalitesi, hastaneler ile diger tibbi
hizmetlere daha az ihtiya¢ duyuldugu ve bu nedenle kullanim1 halinde hem hasta hem de
saglik sistemi agisindan pozitif sonuglara neden olabilecegini ortaya koymaktadir. Ornegin
meme kanserinin tedavisi i¢in gelistirilen yeni bir ilag, bu hastaliktan yilda yaklasik 500
olimii engellemektedir. Bir bagka ifade ile yeni ilag, yilda 5000 yasam yili kaybini
engellemektedir. Bu nedenle yeni ilag ve tedavi yontemlerinin gelisimi maliyetlerine
ragmen, bir¢ok anlamda hem iilke ekonomisine hem de yasam kalitesine getirecegi

faydalar goz oniine alindiginda biiyiik 6nem arz etmektedir (Lichtenberg 2002).
1.1.2. Meme Dokusu

Meme cesitli loblara ayrilmis ve gogiis duvarinin fibroadipdz dokusuna gémiilmiis
modifiye bir apokrin bezdir. Memeler tam gelisimine disilerde ulasir ve gebelik ile
laktasyon sirasinda tam olarak diferensiye hale gelirler. Meme dort ana kisimdan
olusmaktadir; meme ucu, kanallar, lobiiller ve fibroadipéz doku (Fawcett 1976). Her

meme, herbirinde birgok lobiil bulunan 15-20 loptan olugmaktadir (Sekil 1.2).

Meme ucu sebasdz birimlerle birlikte epidermis (Montgomery bezleri) ve
ekskretuar laktiferoz kanallarin bir kompozisyonudur. Kanallar meme ucundan fibroadip6z
doku i¢ine uzanir ve santral terminal kanal ile dis alveolar kanaldan olusan meme
lobiillerinde sonlanir. Bu yapilar gevsek bir bag doku stromasina géomiilmiistiir. Lobiiller
memenin fonksiyonel birimleridirler. Kanallarin ve lobiillerin her ikisinin de liimenleri
etrafi myoepitelyal hiicreler dizilimi tarafindan ¢evrili kiibikten basit silindirik epitele

dogru devam eden tek bir katmanla kaplidir (Fawcett,1976).

Puberteye kadar erkekler ve kadinlarin meme dokular1 arasinda ¢ok fazla bir
farklilik bulunmamaktadir. Bu periyod yani puberte sonrast kadinlarda kanallarin
uzaniminin ve daha ileri dallanmasiin gerceklestigi, lobiillerin gelistigi ve fibroz stroma
ile yag dokusunun prolifere oldugu donemdir (Russo and Russo 1987). Gebelik esnasinda
terminal kanallar hiperplaziye ugrar ve gebeligin sonlanmasi ile regrese olan asinuslari
sekillendirirler. Yasamin {iglinci on yillik diliminden sonra epitelyal hiicrelerin
proliferasyon hizlar1 azalir fakat toplam epitelyal kisim menapoza kadar artig gosterir.
Daha ileri sathalarda ilerleyici epitelyal atrofi, kollajen ve yag dokusu yogunlugunda artis

gozlenmektedir (Hutson ve ark 1985).
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Sekil 1.2. Memenin tanjansiyel ve sagital kesiti (Ozmen 2012).
1.1.3. Meme Hastaliklar

Meme hastaliklar1 ¢ogunlukla kanser gelisimine neden olmaz. Bunlardan biri
stafilokok ve anaerobik enfeksiyonlarin neden olabilecegi yangidir. Bu durum dogumdan
2-3 hafta sonra ya da yasamin daha ileri bir doneminde gozlenebilir (Scholefield 1987,
Rogers 1990). Periduktal mastit kanallarin pithtilasmis materyal ile dolu oldugu ve epitel
ateniiasyonunun bulundugu kronik bir inflamatuar lezyondur. Yag nekrozunun klinik
olarak tanisi invaziv meme karsinomu ile karigmasindan dolayr zordur (Lee ve Adair
1920). Bu bazen deri ya da meme ucu retraksiyonuna neden olan agrisiz sert bir kitle
sekillendirir ancak smirlidir ve skarlagma ile iyilesir. Fibrokistik degisiklik {ireme
cagindaki kadinlarin yaklasik %]10'unu etkileyen diger bir non-neoplastik meme
hastaligidir. Meme dokusu palpasyonda kabarcikli, gevsek bir sekilde hissedilir ve
agrilidir. Bu hastalik fibrozisi, epitelyal proliferasyonu ve kist formasyonunu iceren bir
lezyonlar kompleksidir (Foote ve Stewart 1945). Epitelyal hiperplazinin bulunmasi timéor

formasyonu i¢in en onemli risk faktoriidiir. Bu hiicrelerdeki proliferasyonun hizi ve tipi
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ikincil olarak bunu izleyen meme karsinomu gelisimi i¢in ana indikatordiir (Page ve ark
1978).

1.1.3.1. Meme Kkistleri

Memenin en sik rastlanan lezyonu olan fibrokistik degisiklikler, klinik belirti ve
bulgular ile histolojik degisiklikleri igeren bir durumdur. Bazi zamanlar memede sivi ile
dolu keseler olusur, bunlara meme kisti denilir. Bu degisiklikler genellikle 20 ile 50 yaslar
arasindaki adet goren kadinlari etkiler, hormon replasman tedavisi almayan postmenopozal
kadinlarda nadirdir. Siklikla menopoza girmemis 35 yasin tizerindeki kadinlarda goriiliir.
Kesin patogenezi net olarak bilinmese de hormonal dengesizligin, 6zellikle progesterona
karsilik dstrojenin iistiinliigiiniin, olusumunda énemli rol oynadig1 sanilmaktadir. Ostrojen
varhigr semptomlarin olusmasi igin gerekli goriilmektedir. Yerlesimi memenin derinlerine
dogru ise sert kitle seklinde hissedilir. Baz1 kadinlarda kistler rahatsizlifa ve agriya neden
olabilirler. Hatta bu kistler adet donemi Oncesi biiyiiyebilir ve daha hassas ve agrili
olabilirler. Eger memede bir kitle fark edilmisse, kist ile diger kitlelere yonelik ayrimin
yapilmasi gerekir. Meme ultrasonografisi, 40 yasin lizerinde mamografi gibi tetkikler bu
ayirimi yapmada basvurulan yontemlerdir. Kistler zaman i¢inde kiiglilmiiyor, aksine
biiyiiyor ise igindeki siv1 igne ile cekilir. Bu sekilde agr1 azalir veya kesilebilir. igeriden
alman sivi incelenmek tlizere laboratuvara gonderilebilir. Eger kan saptanirsa meme
kanserinden siiphelenilir. Bu sebeplerden dolay1 takip ve tedavisi bu konuda uzman
hekimler tarafindan yapilmalidir. Fibrokistik degisiklikte tipik ya da atipik epitelyal
proliferatif degisiklikler bulunmadik¢a meme kanseri igin risk tasimaz. Invazif meme
kanseri gelismesi olasilig1 biyopsi sonucu atipik duktal ya da lobiiler hiperplazisi bulunan
kadinlarda nonproliferatif hastalik bulunanlara gore yaklasik bes kat daha fazladir. Aile
oykiisii ve atipi birlikte ise meme kanseri riski 11 kat artar. Tek basina Kistlerin bulunmasi
riski artirmaz fakat Kistlerle birlikte aile dykiisii varsa risk yaklasik ii¢ kat artar (Ozmen
2012).

1.1.3.2. Graniilomatéz mastit

Klinik ve radyolojik ozellikleri meme kanseri ile benzerlik gosteren, memenin
graniilomatdz inflamasyonu ile seyreden bir hastaligidir. Graniilomatdz mastit spesifik ve
non spesifik olmak tizere ikiye ayrilir. Non spesifik graniilomatdz mastite idiopatik

graniilomatdz mastit veya graniilomatoz lobiiler mastit de denilmektedir.Graniilomatoz
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mastit, memenin nedeni ¢ok iyi aydmlatilamamis nadir goriilen inflamatuvar
hastaliklarindandir. Nedeni bilinen graniilomat6z mastitler tiiberkiiloz, sarkoidoz, Wegener
graniilamatozu, yabanci cisim, mantar ve parazitik enfeksiyonlar sonrasi gelisebilir.
Bunlara ek olarak sigara igen, dogum kontrol hapi kullanan ve yeni dogum yapmis
bayanlarda goriilebilir. Sebebi bilinmeyen (Idiopatik) graniilomatdz mastit tanis1 diger
etkenlerin diglanmasi ve biyopside graniilamatdz inflamasyonla beraber kronik lobiilit
saptanmast ile konur. Iyi huylu bir durum olmasina ragmen meme kanserlerini taklit etme
Ozellikleri ile beraber memede apse, siniis olusumu ve seliilit gelismesine neden
olabilmektedir. Meme kanserini taklit etmesi nedeniyle de bu taniy1 dislama amagh
tekrarlayan biyopsilere gereksinim duyulabilmektedir. Idiopatik graniilomatdz mastit igin
uygun tedavi yontemi net olmamakla beraber, hastalikli alanin cerrahi olarak ¢ikartilmasi
en ¢ok oOnerilen tedavi yoOntemidir. Bununla beraber, steroidlerin tedaviye eklenip

eklenmemesi halen tartismalidir (Ozmen 2012).
1.1.3.3. Meme basi dermatozlari

Meme basi dermatozlart oldukga seyrek goriilir ve her birinin makroskobik
goriintiisii birbirine benzediginden ayiric1 tanilar biiylik 6nem tagimaktadir. Genellikle
erken donemde lezyonlar pullu ve kizariklik seklinde olup, inflamatuvar deri lezyonlari
veya memebasi ekzemalari ile karistirilabilirler. Kotii huylu olanlar1 Paget hastaligi olarak
adlandirilir. Iyi huylu olanlara, memebasi adenomlari, molluscum contagiosum, fibrom,
epidermal kist, hiicrsel mavi neviisleri 6rnek verilebilir. Memenin Paget hastaligit (MPH)
ilk olarak 1874 yilinda Sir James Paget tarafindan, kanserin 6n bulgusu olarak meme
basinda ekzamat6z degisiklikler ile karakterize, nadir bir meme kanseri formu olarak tarif
edilmigtir. Paget, meme bas1 lezyonunun baslamasindan yaklasik olarak bir yil sonra
memede kanserin ortaya ¢ikmasi nedeniyle, benign olmasina ragmen bu lezyonun altta
yatan malignitenin sorumlusu olabilecegini diistinmiistiir. MPH, olgularin %92-100’tinde
altta yatan bir meme kanseri ile iligkilidir. Tiimér invaziv ya da in-situ duktal olabilir.
Tedavileri bolgesel tedaviler seklindedir. Temel olarak tedavi altta yatan tiimoriin dogasi
ile iligkilidir ve radyoterapi, kemoterapi, hormonoterapi gibi ek tedavileri de igermektedir.
Timoriin prognostik faktorlerindeki kotiilik nedeniyle, radikal ya da modifiye radikal

mastektomi tercih edilen tedavi bigimidir (Ozmen 2012).
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1.1.3.4. Meme bas1 akintisi

Meme basi akintisi dogrudan meme duktuslarindan olan ve meme basinin
yiizeyinde goriilen akintiya denir. Emzirme ve gebelik gibi olagan durumlar disinda meme
basindan ¢esitli 6zellikte sivi gelmesi durumudur. Bu durum siklikla kadinlarda endise
yarattig1 halde ¢ogu kez masum sebeplerden kaynaklanir. Siklikla hormonal sebepli ve iki
tarafli olan meme bas1 akintisi, genellikle meme baginin sikilmasiyla artar. En sik hormon
dis1 meme bag1 akintis1 nedenleri olan meme kanali genislemesi (duktal ektazi) ve kanal i¢i
sigilleri (intraduktal papillom) siklikla tek tarafli goriiliir. Akinti, seffaf, sar1, yesil, beyaz
olabilir. Akintinin rengi kesinlikle altta yatan durumun iyi ya da kotii olmast konusunda

fikir vermez. Kanli meme bas1 akintis1 higbir zaman normal kabul edilmez (Ozmen 2012).
Meme bas1 akintisinin baslica nedenleri sunlardir:

e Memenin fibrokistik degisiklikleri: Meme dokusu i¢inde siit yapan bezlerin dis
kisminda destek bag dokusunun sikilagmasi ve aralarinda i¢i sivi dolu minik
keseciklerin olusmasi durumudur. Meme basina gelen siit kanallarinda siv1 birikimi

ve meme basindan akmasina neden olabilir.

e (Galaktore: Memenin gebelik ve emzirme donemi diginda siit tiretmesi durumu. Bu
durum, beyinde bir bezin (hipofiz bezi) fazla calismasina neden olan tiimdorler
olmast, bazi ila¢ kullanimlar1 ve madde bagimliliklari (esrar gibi), anason ve rezene

kullanimu, tiroid bezinin az ¢aligmasi halleri gibi durumlarda gortiliir.

e Memenin iltihabi durumlari (meme apseleri): Daha ¢ok emzirme doneminde

goriilmekle birlikte, diger donemlerde de goriilebilir.

e Siit kanali genislemeleri (duktal ektazi): Tipik olarak menopoza yaklasan
kadinlarda (40-50 yas civar1) goriilen meme bagi altindaki siit kanalarinin yillar

icinde giderek genislemesiyle goriilen bir durumdur.

e Kanal igi sigilleri (intraduktal papillom): Siit kanallarinin birlesim yerinde meme
basmin altinda kanal i¢inde olusan yumrulardir. Iyi huyludur. Kadinlarda meme
bas1 akintisinin en sik nedenidir. Kanal i¢inin iltihaplanmasi halinde akint1 kanli hal

alabilir.
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Meme bag1 akintilari klinik 6zelliklerine gore benign ve patolojik olarak
siniflandirilabilir. Benign MBA tipik olarak spontan olmayan ve genellikle memenin
manipiilasyonu sonucu olusan akintidir. Patolojik meme bas1 akintis1 artmis meme kanseri
riski ile ilgilidir. Meme bas1 akintisina neden sebepler i¢inde en 6nemlisi meme kanseridir.
Meme basit akintist ile birlikte Kitle mevcutsa risk artar. Mutlaka detayli arastirma
gereklidir (Ozmen 2012).

1.1.3.5. Jinekomasti (Erkekte meme biiyiimesi)

Jinekomasti, erkek meme dokusunun fizyolojik ya da patolojik nedenlerle iyi huylu
proliferasyonu ve kadin memesine benzer bir goriinim kazanmasidir. Tek veya her iki
memede olusabilir. Fizyolojik jinekomasti, yenidogan donemi, puberte donemi ve
yashilikta en ¢ok goriiliir. Esas neden artmis Ostrojen hormonu uyarisidir. Genellikle
bliyliyen memede biraz hassasiyet vardir. Jinekomasti erkek meme kanserine egilim
yaratmaz ancak bazi genetik hastaliklarla (Klinefelter sendromu, Reifenstein sendromu)
birliktelik durumunda meme kanseri riski artar. Patolojik jinekomasti, dstrojen fazlaligi
yaratan tiimorlerde (testis, bobrekiistii bezi, karaciger tiimorii), androjen eksikligi
durumlarinda (testisin fonksiyon gostermemesi, Klinefelter sendromu gibi dogustan gelen
genetik hastaliklar) ve bazi ilaglarin yan etkisine bagli olarak da gelisebilir. Jinekomastinin
esas nedenleri, androjen iiretiminde azalma, Gstrojen tiretiminde artma veya artmis dstrojen
prekiirsorleridir. Jinekomasti, az goriilse de, mutlaka meme karsinomundan ayirt
edilmelidir. Tedavide, meme baginin etrafindan girilerek meme dokusu alinir. Biiyiik
jinekomastilerde ise meme basi korunarak meme dokusu ve meme derisi beraber ¢ikartilir

(Ozmen 2012).
1.1.3.6. Neoplastik lezyonlar
1.1.3.6.1. Fibroadenom

Fibroadenomlar genellikle 1-2 cm boyutunda, hareketli, iyi sinirl, kauguk
kivaminda, diizgiin sekilli, daha ¢ok geng bayanlarda ve 6zellikle siyah 1rkta goriilen ve sik
rastlanan iyi huylu meme Kkitleleridir. Bu 25 yasina kadarki kadinlarda karsilasilan en
yaygin benign lezyondur (Ferguson ve Powell 1989). Epitel ve bagdokunun
proliferasyonundan olusmaktadir. Duktal epitel genellikle ¢ift tabakalidir. Iki sekilde
olabilir; perikanalikiiler ve intrakanalikiiler. Ik durumda epitelyal ve myoepitelyal hiicreler

gevsek fibroblastik stroma tarafindan ¢evrili uzamis kanallar etrafinda halka
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sekillendirirler. Intrakanalikiiler fibroadenomlar da kiibik epitelyal ve myoepitelyal
hiicreler tarafindan kapli uzamis kanallar1 igerirler. Kanallar sekli bozulmus goziikiir ve
stroma tarafindan sikistirilmiglardir. Fibroadenom meme kanseri gelisimi igin sadece
kiigtik bir risk olusturmaktadir (Carter ve ark 1988). Fibroadenomlar lastik kivamli,
smirlar belirgin, yuvarlak veya lobiile, iyi huylu kitlelerdir. Agrisizdirlar. Elle muayene
edildiginde ¢ok hareketli olduklar1 goriiliir. Bazen birden fazla olabilirler. Cogunlugu 1-3
cm capindadir. Zaman zaman geng bayanlarda biiylik boyutlara ulasabilirler. Bunlara dev
ya da jiivenil fibroadenomlar denir. Fibroadenomlar memenin daha ¢ok destek bag
dokusundan gelisen iyi huylu yumrularidir. Fibroadenomun patogenezi net degildir. Geng
yas ve dogum kontrol hapi kullanma onemli faktorlerdir. Basit fibroadenomlarda meme
kanseri riski artig1 yoktur. Molekiiler ¢aligmalarda da risk artis1 saptanamamistir. Sadece
kompleks fibroadenomlarda risk artis1 vardir. Kesin tedavisi cerrahi olarak ¢ikartilmasidir.
Siklikla estetik kaygilar veya biiyiidiigii i¢in ¢ikartilirlar. Yineleme olursa, fibroadenomlara

¢ok benzeyen filloides tiimdr olabilecegi diisiiniilmelidir (Ozmen 2012).
1.1.3.6.2. Filloides tiimor

Filloides tiimorleri, memenin nadir goriilen fibroepitelyal tiimorleridir. Tiim meme
timorlerinin %0.3-1’ini olustururlar. Fibroadenomaya benzer sekilde epitel ve stromadaki
proliferasyonun bir kombinasyonudur, selim gidis gosterebildikleri gibi, metastaz
(sicrama) yapma egiliminde de olabilirler. Cogunlukla ileri yaslarda goriiliir. Epitel atipik
hiperplazi ya da in situ karsinoma gosterebilir. Stroma'daki asir1 biiyiime epitel i¢ine kadar
genisleyebilir. Calismalar %20'sinin histolojik olarak malign oldugunu ve %50'sinden daha
fazlasinin metastaz yaptigimni gostermistir (Grimes 1992). Klinik olarak davraniglart
degiskenlik gosterir. Fibroadenoma benzer sekilde histolojik olarak yapisal 6zelliklerine
gore, benign, smirda malign ve malign olarak siniflandirilirlar. Higbir morfolojik ve
radyolojik bulgu, filloides timorlerin biyolojik davranigini 6ngérmede tam olarak giivenilir
degildir. Genelde 35-55 yas aras1 kadinlarda goriiliirler. Patolojik olarak saptanan metastaz
orant %3-5’1 gegmez. Filloides tiimorlerinin metastaz ve yayilimi genellikle kan yolu ile
olur. Malign filloides tiimorler yiiksek oranlarda %25 lokal niiks ve metastaz riski tasirlar.
Filloides tiimorlerin en temel tedavisi cerrahidir. Ameliyat 6ncesi tant dogru konulursa,

kitlenin genis eksizyonu genellikle tercih edilen cerrahi yontemdir (Ozmen 2012).
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1.1.3.6.3. Adenom

Fibroadenomlar kadar sik goriilmezler. Tubiiler ya da laktasyon adenomlar1 olarak
karakterize edilirler. Meme iginde belirgin kitleler olustururlar ve kendisini ¢evreleyen az
miktardaki stroma ile yogun olarak sikistirilmis terminal kanallardan olusmuslardir. Meme
bas1 adenomu duktal ve stromal hiicrelerin proliferasyonunu iceren oldukga farkli bir tiptir

(O'Hara ve Page 1985).
1.1.3.6.4. Papillom

Meme basi akintis1 ve nadiren palpe edilebilir bir kitleye neden olan benign
biiyiik¢e bir intraduktal lezyondur. Siklikla sitolojik atipi bulunmayan epitelyal hiperplazi
mevcuttur. Papillomalar soliter ya da multiple olabilirler. Soliter olanlar ¢ogunlukla
subareolar kanallarda olusurlar fakat multiple yapidakiler genellikle terminal kanal lobiiler
tiniteleri kapsayan periferik kisimlardadirlar. Papillomalar 6zellikle multiple forma sahip
hastalarda kanser gelisim riskini az oranda artirirlar (Murad ve ark 1981). Her bir histolojik
tir farkli derecede kanser gelistirme riskine sahip oldugu gibi, birka¢ duktal sistemde ¢ok
sayida olabilir. Bu nedenle lezyonlarin tam olarak ¢ikartilmasi, tanisal oldugu kadar tedavi
acisindan da anlam tasimaktadir. Patolojik meme bagi akintis1 varlginda, akintinin kaynagi
durumundaki lezyon ya da lezyonlarin eksizyonu tanisal oldugu kadar, hastada rahatsizlik
yaratan akintt semptomunun da ortadan kalkmasini saglar. Son donemlerde gelistirilen

duktoskopik eksizyon ile oldukca basarili sonuglar elde edilmektedir (Ozmen 2012).
1.1.4. Meme Kanseri
1.1.4.1. Meme kanseri epidemiyolojisi

Meme karsinomasi kadinlarda en yaygin gorilen malignitedir. Avrupa ve
Amerika'da sekiz kadindan biri meme kanseri gelisimi riski tasimaktadir. Tirkiye'de bu
hastalik kadinlardaki kanserlerin %24,1'ine karsilik gelmektedir. Ancak Japonya'da meme
kanseri oran1 Amerika'dakinin %20'si kadardir. Japonya'daki bu diisiik insidans hastaligin
gelisiminde Oonemli genetik, kiiltiirel ve ¢evresel faktdrlerin bulundugunu gostermektedir.
Japonlar i¢in risk Avrupa ya da ABD'ye yerlestiklerinde hormonlar ya da yasam tarzi gibi
genomik olmayan faktorlerin dahil oldugunu ispatlar sekilde artmaktadir (Muir 1992).

Cesitli meme kanseri risk faktorleri yillardir bilinmekte ve halen daha bu konuda

21



aragtirmalara devam edilmektedir. Risk ve iligkili faktorler Cizelge 1.1'de 6zetlenmistir
(Hankinson ve ark 2004).

Cizelge 1.1. Dogrulanmis meme kanseri risk faktorleri ve koruyucu faktorler

Risk Faktorii Meme Kanseri Gelisimine EtKisi
Birinci dereceden akrabalarda ailesel oykii Orta-Yiiksek Artis
Benign meme hastaligi Orta-Yiiksek Artis
Mamografik olarak dens meme Orta-Yiiksek Artis
Ik dogum yas1 (>30'a kars1 <20) Orta-Yiiksek Artis
Geg menapoz (>54'e kars1 <45) Orta-Yiiksek Artis
Yiiksek endojen ostrojen diizeyleri Orta-Yiiksek Artis
Cocuklukta iyonize radyasyona maruz kalim Orta-Yiiksek Artis
Ileri yas Orta-Yiiksek Artis
Boy Hafif-Orta Artis
Postmenopozal hormon tedavisi Hafif-Orta Artis
Erken menars (<12'e kars1 >14) Hafif-Orta Artis
Postmenopozal yiiksek viicut kitle endeksi Hafif-Orta Artis
Yiiksek-yag diyeti Hafif-Orta Artis
Alkol kullanimi (~ 1 yada daha fazla igki/giinde) Hafif-Orta Artis
Dogum sayist Hafif-Orta Azalig
Laktasyon (uzun siireli) Hafif-Orta Azalig
Premenopozal yliksek viicut kitle endeksi Hafif-Orta Azalig

Onemli verilere gére, oral kontraseptiflerin kullanimi, in utero maruziyet, yiiksek
prolaktin diizeyleri ve yiiksek premenopozal insulin-benzeri biiyiime faktori-1 (IGF-1)
diizeyleri meme kanseri gelisimi icin risk olusturabilen faktorlerdir. Buna karsilik fiziksel

aktivite, menarsin baslamasini geciktirerek ve kiloyu kontrol ederek hastaligin
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Onlenmesinde bir role sahip olabilmektedir. Boy ve meme kanseri riski arasindaki iliski
IGF-I etkisinden dolayi olabilir. Radyasyona maruz kalma stiresi de meme kanseri gelisimi
i¢cin olduk¢a onemlidir. Yasamin erken doneminde goriilen radyasyona maruziyet daha geg
donemdekine oranla daha yiiksek bir risk dogurabilmektedir (Miller ve ark 1989, Land ve
ark 1994). Erken yasta maruz kaliman durumlar, duyarli hale gelmis risk tasiyan meme
dokusu kok hiicrelerinin sayisint ve bu hiicrelerde mutasyonlarin olusma durumunu
belirleyebilmektedir. Buna 6rnek olarak dogum agirligi ve boy Ol¢iisiiniin meme kanseri
gelisimi ile olan iligkisi in utero meydana gelen olaylarin dahi etkili oldugunu gii¢lii bir
sekilde gostermektedir. Diisiik diizeylerdeki folat, bereberinde kofaktorlerinin (Vitamin
B6, B12) yoksunlugu ile birlikte, 6zellikle yiiksek alkol alimiyla baglantili olarak meme
kanserine neden olan anormal DNA metilasyonu yanisira anormal DNA sentezi ile

onarimina neden olabilmektedir (Mason ve Levesque 1996).

Ozellikle erken yastaki gebelik meme kanseri riskini azaltmaktadir. Bu durum
menars ile baslayip ilk gebelik ile sonlanan siiregte memenin mutasyonlara duyarli oldugu
slirenin kisalmasindan dolay1 olabilmektedir (Russo ve Russo 1997). Uzun siireli dstrojen
maruziyeti hastaligm gelisme riskini artirir. Ostrojen maruziyetini artiran faktorler
ovulatuar sikluslarin sayisindaki artistan dolayr erken menars ve ge¢ menopozu
kapsamaktadir. Meme kanseri gelisim riski menarsin baslangicinin geciktigi her yil igin
%20 oraninda azalmaktadir (Henderson 2003). Laktasyon da ovulasyonu geciktirdigi igin

meme kanserine kars1 koruyucu etkilidir.

Ginliik olarak bir alkolli icki tiiketen kadinlar igmeyenlere gore %10-30 daha
yiiksek hastalik gelisim riskine sahiptirler (Smith-Warner ve ark 1998, Longnecker 1994).
Bu etkiyi aciklayabilmek icin cesitli hipotezler gelistirilmistir. ilki, alkoliin sirkiile olan
hormon diizeylerini artirdigini ileri sirmektedir (Schatzkin ve Longnecker 1994). Diger
hipotez ise alkoliin giicli bir mitojen olarak fonksiyon goren IGF'nin iiretimini

artirabilecegi yoniindedir (Yu 1998).

Insan diyeti serbest radikallerin olusumu {izerinden etki gdsterebilen cesitli
karsinojenleri igermektedir. Ornegin ¢ok pismis et tiiketimi ve yiiksek yagli diyet meme
kanseri riskini artirir (Zheng ve ark 1998). Ancak omega-3 gibi ¢oklu doymamis yag
asitlerinin belirli tipleri bu riski azaltabilir (Bartsch ve ark 1999). Fazla miktarda lif igeren

diyetler, belki de bu liflerin biliyer sistem yoluyla ekskrete edilen Ostrojenlerin intestinal
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reabsorbsiyonunun azaltilmasindaki roliinden dolayr meme kanserine karsi koruyucu

olabilmektedirler (Hunter ve Willett 1994).
1.1.4.2. Meme kanseri patolojisi

Meme malign tiimorlerinin 6nemli boliimii adenokarsinomlardir ve giiniimiizde
bunlarin memenin terminal duktal lobiiler tinitesinden koken aldigir kabul edilmektedir.
Histolojik olarak meme karsinomlar: in situ ve invaziv (infiltratif) karsinomlar olmak {izere
iki ana gruba ayrilmaktadir. /n situ karsinomda malign epitelyal hiicreler bazal membranla
gevrili duktus ve asinuslar iginde sinirli iken, invaziv karsinomda neoplastik hiicreler bazal
membrani asarak stromaya invazyon gostermektedir. Bu nedenle invaziv karsinomlar,
lenfatik ve kan damarlarint invaze ederek bolgesel lenf diigiimlerine ve uzak organlara
metastaz yapabilme kapasitesine sahiptir. invaziv meme karsinomlart morfolojik olarak
birbirinden farkl fenotipik 6zellikler gosterebilen tiimorlerdir ve bunlarin bazilarinin klinik
ve prognostik acidan karakteristik ozellikleri vardir. Histopatolojik siniflamada, timor
hiicrelerinin sitolojik 6zellikleri yani sira olusturduklar: yapisal paternler de goz Oniine
alinmaktadir. Meme karsinomalari, kanallar1 ya da lobiilleri kaplayan epitelyal hiicrelerden
koken alirlar, bu ylizden duktal ya da lobiiler karsinomalar olarak siniflandirilmaktadirlar.
Her iki tip de lokalize kalabilir ya da invaziv hale gelip ikincil tiimorler olusturabilirler.
Meme karsinomlarinin histolojik simiflamasinda en ¢ok kullanilan WHO tarafindan

onerilen stniflamadir (Cizelge 1.2) (ilvan 2006).

Cizelge 1.2. Meme kanserinin histolojik siniflamasi

1. In situ (Non-invaziv) karsinom

In situ duktal karsinom, /n situ lobuler karsinom

2. Invaziv karsinom

Invaziv duktal karsinom, Invaziv lobiiler karsinom, Tubuler karsinom, Invaziv
kribriform karsinom, Mediilller karsinom, Miisindz karsinom, invaziv papiller
karsinom, Invaziv mikropapiller karsinom, Apokrin karsinom, Sekretuar (juvenil)
karsinom, Adenoid kistik karsinom, Metaplastik karsinom, Noroendokrin karsinom,
Inflamatuar karsinom
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1.1.4.2.1. Non-invaziv meme kanseri

Duktal karsinoma in situ (DKIS). Tiim meme karsinomalarinin iginde %5'lik bir

paya sahiptir, DKIS liimeni dolduran fakat bazal membrana ve kendisini ¢evreleyen
stromaya girmeyen duktal luminal hiicrelerin proliferasyonunun sonucu olmaktadir (Sekil
1.3). Mikrokalsifikasyon olarak adlandirilan kalsiyum birikimleri bu hastaligin tipik bir
ozelligidir. Tim intraduktal karsinomalar tedavi edilmedikleri siirece invaze olmaya
egilimlidirler. Komedo duktal karsinoma kanalin santral alaninin nekroze oldugu bir DKIS
alt tipidir. Timor hiicreleri lobiillere kadar yayilabilir ve bu kanserizasyon olarak
adlandirtlir. Non-komedo DKIS, eksizyon sonrasi disiik niiks riski (Silverstein ve ark
1992), hormon reseptdrlerinin bulunmasi gibi olumlu biyolojik &zellikleri (Poller ve ark
1993) ve diisiik proliferasyon orani1 (Meyer 1986) ile komedo DKIS'ten daha az agresiftir.
Solid non-komedo DKIS asinuslar ya da mikropapillalar sekillendirmeyen solid
proliferasyon ile karakterize diger bir alt tiptir. Kribriform patern esit oranda aralikli,
uniform mikroasinuslar sekillendiren hiicrelerden olugsmustur. Mikropapiller non-komedo

DKIS hiicreleri kiigiik papiller projeksiyonlar ortaya koyarlar.

Sekil 1.3. In situ duktal karsinom (Komedo tipte) (Ozmen 2012).

Lobiiler karsinoma in situ (LKIS). Meme kanseri olgularinin %5-10'una karsilik

gelmektedir. Yuvarlak ¢ekirdekli, belirgin hiicre membranli ve orta diizeyde goreceli
olarak saydam sitoplazmali {iniform kii¢iik hiicrelerden meydana gelmektedir (Sekil 1.4).

LKIS’da vakalarin yaklasik %20’sinin 20-25 yillik bir siire igerisinde invaziv karsinoma
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ilerledigi gosterilmistir. Her ikisi de meme lobiillerine ve ekstralobiiler kanallara
yayilabildiginden bazen DKIS ve LKIS'i birbirinden ayirt etmek zordur. Bazi durumlarda
histoloji paterni ara bir form sunabilmektedir. Duktal lezyonlarda hemen daima pozitif olan
e-cadherin ekspresyonu lobiiler neoplaziler ve invaziv lobiiler karsinomlarda genellikle
saptanmaz. Pleomorfik, tasli, yiiziik hiicreli ve komedo nekroz igeren LKIS’larda DKIS

gibi davranilmas: ve reeksizyon yapilmasi énerilmektedir (Ozmen 2012).

Sekil 1.4. Pleomorfik lobiiler karsinoma in situ (Ozmen 2012).

1.1.4.2.2. invaziv meme kanseri

Invaziv karsinomalar meme kanserlerinin %9011 olusturmaktadir. Bu kanserleri
kategorize etmek heterojeniteden dolayr olduk¢a zor olmasina ragmen, metastatik yayilim
ile davranigin paterni ve prognoz hakkinda bilgi saglama acisindan énemlidir. (Ilvan 2006,

Ozmen 2012).

Invaziv duktal karsinoma (Infiltratif DKIS): Tim meme kanserlerinin %601 ve

invaziv olanlarin %70't bu gruptandir. Memenin diger invaziv karsinomalarinin i¢inde en
agresif olan tipidir. Makroskopik inceleme sirasinda palpasyonda serttir ve mikroskopik
piitiirlii bir dokuya sahiptir. Invaziv DKIS bag doku dizileri ile etrafi ortiilii bezler ya da
solid yuvalardan meydana gelmektedir fakat tipik bir histolojiye sahip degildir (Sekil 1.5).
Sitolojik ozellikleri de hiicrelerin boyutlarinin kiiciikten bliylige degisebildigi ve

sekillerinin yuvarlak, pleomorfik ya da ikisinin arasinda olabildigi heterojen bir durum
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gosterir. Ayrica sitoplazmanin miktar1 da olduk¢a degiskendir. Boyut, sekil, kromatin ve
niikleolustan meydana gelen c¢ekirdek Ozellikleri hafiften siddetliye atipik formlar
gosterebilirler. Invaziv DKIS'leri kategorize etmede g¢esitli derecelendirme sistemleri
(Bloom-Richardson dereceleme sistemi) belirlenmistir (Bloom ve Richardson 1957).
Bloom-Richardson dereceleme sistemi tubiil formasyonu yiizdesi, ¢ekirdek
pleomorfizminin derecesi ve bir alandaki mitoz sayisi gibi baslica temel histolojik

ozelliklere bagli bulunmaktadir.

Sekil 1.5. invaziv duktal karsinoma (Ozmen 2012).

Invaziv lobiiler karsinoma (Infiltratif LKIS): Invaziv meme kanseri olgularinin

%15'ine karsilik gelmektedir (Simpson ve Page 1992, Page 1991, Anderson ve ark 1991).

Bu tip, tespit edilebilen palpe edilir bir kitle sekillendirebilir fakat diffiiz bir lezyonun
varligi palpasyon ya da mammografiyle teshise olanak tanimaz. Klasik invaziv LKIS'nin
histolojik goriiniimii diisiik-dereceli niikleer 6zellikler gosteren kiicilik, yuvarlak, zayifca ve
yetersiz diizeyde birlesmis hiicreleri igerir (Sekil 1.6). Birbirlerinden ayrigik hiicreler,
patolojiye ugramamis kanallarin gevresinde tek sira halinde dizilimler (Indian file) ya da
targetoid paternler (bull's-eye/6kiiz gozii paterni) sekillendirirler. Solid, alveolar, mikst ve
pleomorfik alt tipler olarak gesitli varyantlar tanimlanmigtir. Pleomorfik alt tip haricindeki

tiim tiplerin sitolojik 6zellikleri klasik invaziv LKIS'teki ile aynidir ve biiylime paternleri
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tarafindan ayirt edilirler. Pleomorfik LKIS diffiiz bir biiylime paterni gosterir ve yiliksek-

dereceli niikleer dzelligi ile ayirt edilir. Invaziv DKIS ile karistirilabilir.

Sekil 1.6. invaziv lobiiler karsinoma solid patern (Ozmen 2012).

Mediiller karsinoma: Geng kisilerde goriilen meme karsinomalarinin goreceli olarak
yaygin olmayan bir tipidir (%5). Genellikle palpe edilebilir tiptedir. Tipik mediiller
karsinomanin mikroskopik Ozellikleri kenara itilen yiiksek dereceli niikleuslar, gevsek
stroma ve lenfositik infiltrasyon ile karakterize solid-sinsisyal hiicre gruplaridir (Sekil 1.7).
Atipik alt tip iyi tanimlanmis bir kenar itilimine sahip degildir ve daha az lenfoid

infiltrasyon gosterir (Ozmen 2012).
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Sekil 1.7. Mediiller karsinoma (Ozmen 2012).

Tiibiiler karsinoma: Fazlasiyla diferansiye bir invaziv meme karsinom tipidir. Tim

meme kanserlerinin %S5'ine tekabiil eder ve tiibiillerin formasyonunu igermektedir. Bu
kendine 6zgii alt tipin prognozunun tiim invaziv meme karsinomalarinin en iyisi oldugu
belirtilmektedir. Mammografi ile tespit edilebilen palpe edilebilir bir kitle gosterebilir.
Mikroskopik olarak degisen sekillerde kiigiik bezler ya da tiibiillerden olusmaktadirlar
(Sekil 1.8). Niikleuslar yiiksek dereceli 6zellikler gostermezler (Ozmen 2012).

Sekil 1.8. Tiibiiler karsinoma (Ozmen 2012).
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Invaziv kribriform karsinoma: Bir dnceki lezyonda oldugu gibi kiiciik diizenli hiicre

kitlelerinden olustugu i¢in biyolojik olarak tiibiiler karsinomaya benzerdir (Venable ve ark
1990). Invaziv adalar kribriform bir goriiniim sergiler (Sekil 1.9). Niikleuslar yiiksek
dereceli atipi gostermezler. Meme karsinomlar: i¢inde ¢ok iyi prognoza sahip tiimorler
arasinda yer alir (Ozmen 2012).

Sekil 1.9. invaziv kribriform karsinoma (Ozmen 2012).

Miisin6z karsinoma: Mukoid, jelatindz ya da kolloid karsinoma olarak da bilinir ve

tim meme kanserlerinin %2-3'line tekabiil etmektedir. Tipik ve degisken alt tiplere
sahiptir, ayrica ilki daha iyi bir prognoz sergilemektedir. Degisken alt tip ileri yash
kadinlarda daha yaygindir (Rosen ve ark 1985). Yumusak palpe edilebilir bir kitle ile
karakterizedir. Mikroskopik olarak ekstraseliiler miisin i¢inde askida duran kiigiik malign
hiicre adalarindan olusmaktadir. Sitolojik ve niikleer ozellikler diisiik ile orta-dereceli
tiimdrlerdeki gibi olmaktadir (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10. Miisindz karsinoma (Ozmen 2012).

Meme kanserinin nadir_tipleri: Toplu olarak bu kanserler tim meme kanseri

olgularimin  %]1'inden daha azma tekabiil etmektedir. Adenokistik karsinoma,
karsinosarkoma, metaplastik karsinomalar (Wargotz ve Norris 1990), invaziv papiller
karsinoma (Fisher ve ark 1980), bazal hiicreli karsinomalar, tasli-yliziik hiicreli karsinoma
(Merino ve LiVolsi 1981) ve lipidden zengin karsinomalar denilen bu kanserler az sayida
hastada gozlemlenmistir. Az rastlanilan tipler olduklar1 i¢in klinik korelasyonlari

gergeklestirilememistir (Damjanov 1996).
1.1.4.3. Meme kanseri molekiiler biyolojisi

Meme kanseri esas olarak farkli genlerdeki birgok genetik degisikligin ve/veya
mutasyonlarin  akiimiilasyonundan kaynaklanmaktadir. Meme kok hiicrelerindeki
mutasyonlar ve iyonize radyasyon, kimyasal karsinojenler ya da oksidatif hasar nedeniyle

edinilen somatik mutasyonlar hastaliktan sorumlu olabilmektedirler.

Hastaligin herediter formu tiim olgularin %5-10'unu temsil etmektedir. BRCAL ve
BRCA2 meme kanserine yatkinlikla iliskili en temel genlerdir (Marcus ve ark 1996, Miki
ve ark 1994, Stratton ve Wooster 1995). Bu genlerin her ikisi de homolog rekombinasyon
ve ¢ift zincir kiriklarinin tamiri yoluyla genomik stabiliteyi silirdiirmektedir. Bu genler
transkripsiyon ve hiicre siklusu kontroliinde tiimoér supresor genler olarak gorev yaparlar

(Venkitaraman 2002). BRCAl'in RNA helikaz A iizerinden RNA polimeraz II ile
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kompleks olusturdugu ve transkripsiyonu regiile ettigi bulunmustur. BRCA1'in p53 ve
androjen reseptoriiniin transkripsiyonel aktivitesini stimiile ettigi (Park ve ark 2000, Yeh ve
ark 2000), ostrojen reseptor-o. (ERa) (Fan ve ark 1999, Ma ve ark 2005) ve c-myc (Wang
ve ark 1998) aktivitesini baskiladigi gosterilmistir. BRCA1 ¢esitli biiyiime inhibe edici
genlerin ekspresyonunu da stimiile eder (Somasundaram ve ark 1997, Jin ve ark 2000,
Williamson ve ark 2002). Cesitli ¢alismalar S-fazina girisi bloklayan BRCA1 (p21 ve
p27KIP1) aracihiginda g¢esitli siklin-bagimli kinaz inhibit6rlerinin transaktivasyonunu
gostermektedir (Somasundaram ve ark 1997, Williamson ve ark 2002). Ancak BRCA2'nin
transkripsiyonel regiilatér olduguna dair daha az miktarda kanit bulunmaktadir.
BRCAl'deki mutasyonlar herediter olgularin  %40'n1, BRCAZ2'dekiler %25'ini
olusturmaktadir (Berry ve ark 1997, Couch ve ark 1997). BRCAL geninin her iki son
ucundaki mutasyonlar daha agresif tiimorler ile iliskilidir. 5' ucundaki mutasyonlar meme
ve yumurtalik kanserlerinde gozlenirken, 3' ucuna yakin olanlar sadece meme kanserinde
gozlenmektedir. BRCA1'in promotor hipermetilasyonu nedeniyle epigenetik inaktivasyonu
meme kanseri olgularinin bazilarinda gézlemlenmistir (Dobrovic ve Simpfendorfer 1997).
Ancak BRCA1 mutasyonlar1 inkomplet penetransa sahiptirler, yani fonksiyonel olarak
genetik aktarima ugramayabilir, bu nedenle BRCA1/BRCA2 mutasyon tasiyicilarinin
%16-55'i meme kanseri gelistirmemektedir (Antoniou ve ark 2003, Ford ve ark 1998).

BRCA genlerinden baska p53, ATM, CHEK2, ve PTEN'in germ hatt1
mutasyonlarinin meme kanseri ile iligkili oldugu bulunmustur (Hill ve ark 1997, Bell ve
ark 1999, Cantor ve ark 2001). Bir tiimor supresor gen olan p53'iin mutasyonlari tiim
meme kanseri olgularinin yaklasik %75'inde (Norberg ve ark 1998, Geisler ve ark 2001) ve
sporadik olanlarin %20-40'inda (Beroud ve Soussi 1998, Soussi 2000) goézlenmistir.
p53'in, hiicre siklusu regiilasyonu, DNA hasar1 tamiri, apoptoz ve anjiyogenezin
inhibisyonu ile iligkili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle fonksiyonel protein kaybinin
DNA hasarina yanit olarak biiyiime arestini ortadan kaldirdigi ve mutasyona ugramis
DNA'in replikasyonuna olanak sagladigi 6ne siiriilmiistiir. p53-regiile genlerin degismis

ekspresyonlar1 da gézlenebilmistir.

ATM proteini, iyonize radyasyondan kaynaklanan ¢ift zincir kiriklarinin tespiti ve
tamiri aracihigiyla gorev yapar. Homozigot ATM mutasyonlar1 tasiyan bireyler Ataksi
Telenjiektazi hastasidirlar ve bu kansere yatkinlik olusturan dejeneratif bir hastaliktir

(Thompson ve Easton 2004). CHEK2 DNA kiriklarini tamir eden bir G2 kontrol noktasi
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kinazidir. BRCA1/2 mutasyonlar1 bulunmayan ailesel meme kanseri olgularinin %5'inde
CHEK2 geninin delesyon mutasyonlar1 tanimlanmistir (CHEK2 Breast Cancer Case-
Control Consortium 2004). PTEN tiimor supresor gen adayi olarak tanimlanmis bir lipid
fosfatazdir. PTEN'in hiicre biiylimesi ve sag kalimi igin gerekli olan PKB/Akt'yi inhibe
ettigi (Downward 1998) ve integrin-aracili hiicre migrasyonunu bloke edip bdylece
metastazi engelledigi (Tamura ve ark 1998) ileri siiriilmektedir. Bu bulgu PTEN'in

fonksiyon kayb1 durumunda metastazin sekillendigini ortaya koymaktadir.

HER2'nin meme kanserindeki rolii 20 yil 6nce tanimlanmistir. HER2 (c-erb-B2)
epidermal biiylime faktorii (EGF) reseptorlerinden biridir. EGF reseptorlerinin, bu
reseptorlerin hetero ya da homodimerizasyonunu indiikleyen bir¢ok ligandla (EGF, TGF-a,
hergulin gibi) etkilesime girdigi bilinmektedir. Bunu otofosforilasyon ve intrinsik katalitik
bolgenin aktivasyonu takip eder. EGF proliferasyonu, anjiyogenezi, metastazt ve EGFR
baglanimi1 tizerinden apoptozun engellenmesini stimiile eder (Sunpaweravong ve
Sunpaweravong 2005). HER2 geninin bir proto-onkogen olarak fonksiyon gosterdigi
bilinmektedir ve bu gen tiim meme kanseri olgularinin %25-30'unda asir1 eksprese
edilmektedir (Slamon ve ark 1987). Asirt ekspresyon hastaligin hizli ilerlemesi ve
metastaz, daha agresif klinik seyir, yasam siiresinin kisalmasi ve kemoterapiye daha az
yanit verilmesi ile iliskilidir (Horton 2002, Slamon ve ark 1987, Tetu ve Brisson 1994). Bu
nedenlerle HER2'ye yonelik monoklonal bir antikor olarak hiicre proliferasyonunu, hiicre
biiylimesini inhibe eden ve meme kanseri hiicre apoptozunu indiikleyen Trastuzumab
gelistirilmistir (Kita ve ark 1996, Kunisue ve ark 2000). Bu bulgular HER2 ekspresyonu

olan hastalarda Trastuzumab'in tedavi amagli kullanimini miimkiin kilmistir.

Meme kanseri baslangici ve ilerleyisindeki epigenetik degisiklikler son 10 yilda
yogun olarak caligilmistir. Belirli genlerin hipermetilasyonu ve global hipometilasyonu
meme kanseri ile iligkilendirilmistir. Timor supresor gen pl6'nin hipermetilasyonunun
hiicre biiylimesini diizenleyici sinyalleri artirdigi (Herman ve ark 1995, Silva ve ark 2003)
ve lenf nodu metastazi ile iliskili oldugu (Hu ve ark 2003) ileri siiriilmiistiir. Meme kanseri
olgularinda DNA hasarina yanit genlerinden 6rnegin; BRCA1 (Niwa ve ark 2000) ve
uyumsuzluk tamiri genleri hMLH1 ve hMSH2'nin (Murata ve ark 2002) metilasyonu
bildirilmistir. Tamir genlerindeki bozulma kanser hiicreleri i¢in olumlu olan sporadik
mutasyonlarin akiimiilasyonunu artirabilir. Ostrojen reseptorii, progesteron reseptorii ve

retinoik asit beta 2'nin (RARP2) metilasyon iizerinden genetik olarak susturumu bazi in
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vitro ve in vivo c¢alismalarda tespit edilmistir (Piva ve ark 1990, Lapidus ve ark 1996,
Sirchia ve ark 2000, Widschwendter ve ark 2000). E-cadherin geni (hiicre adhezyon
molekiilii) ve TIMP-3 geninin (proteazlarin inhibitorii) metilasyonu meme kanserinin
metastazin1 kolaylastirabilir (Graff ve ark 2000, Bachman ve ark 1999). Cyclin D2 ve
varsayilan putatif bir sitokin olan High in Normal-1 (HIN-1) genlerinin invaziv meme
kanseri olgularinda metile oldugu gosterilmistir (Fackler ve ark 2003, Krop ve ark 2001).
Sinyal iletimi, hiicre siklusu regiilasyonu, apoptoz ve malign transformasyonda role sahip
olan 14-3-3c geninin primer invaziv meme karsinomalariin %50'sinden fazlasinda metile
oldugu bulunmustur (Evron ve ark 2001). Ayrica global hipometilasyon da meme
kanserinde genomik instabilite ile iliskilendirilmistir (Vilain ve ark 1999). Bunun tiimor
tetikleyici genler ya da pro-metastatik genlerin aktivasyonundan dolay1r oldugu ileri
stiriilmiistiir. Hicbir proto-onkogenin demetile oldugu gosterilememesine ragmen, invaziv
meme kanseri hiicrelerinde heparan siilfat proteoglikanlar1 degrade eden heparanaz ve bir
serin proteaz olan uPA gibi baz1 metastaz genlerinin hipometile oldugu bildirilmistir

(Shteper ve ark 2003, Guo ve ark 2002).
1.1.4.4. Meme kanseri metastazi

Metastaz kanserin hayati en ¢ok tehdit eden evresidir. Meme kanserinin benign ve
malign formlar1 metastaz ile ayrilmaktadir. Metastaz; bir primer tiimoérden hiicrelerin
ayrilmasi, bazal membranin proteolitik enzimlerin sekresyonu yoluyla degredasyonu, kan
ya da lenfatik dolasim sistemine girisi (intravazasyon), ikincil bir dokuya adezyonu ve

anjiyogenezi igeren kompleks bir siireci kapsamaktadir (Sekil 1.11).
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Baz‘al Membran
Invazyon

ECM lizerinden
gecis

Metastatik

Tumdr Hucre
Embolisi

Uzak bir bolgeye adhezyon,
ekstravazasyon ve ikincil
timor olusumu

Sekil 1.11. Metastaz (Lee ve Lim 2007).
1.1.4.4.1. Primer tiimérden hiicrelerin ayrilmasi

Bir tiimor hiicresi metastaz yapabilmek i¢in ilk olarak primer timoér ile baglantisini
kaybetmek zorundadir. Immunglobiilin-benzeri adezyon molekiilleri (CAMs) ve kaderinler
hiicreleri birbirine baglayan CAM'lerin iki ayr ailesidir. Kaderinler, kateninler araciligiyla
hiicre iskeleti ile etkilesime giren transmembran glikoproteinlerdir. Bir timor supresor gen
olarak tanimlanan E-kaderin kanser hiicrelerinin birlikteligini kaybettigi ve invaziv
Ozellikler kazandigi karsinomalarin bazilarinda kaybolmustur (Behrens ve ark 1989).
Metastatik ve non-metastatik kanser hiicre hatlarinin adheziv kapasitesi iizerine yapilan
caligmalar metastatik olanlarin non-metastatik olanlardan daha az adhezyon kapasitesine
sahip olduklarin1 gdstermistir (Mycielska ve ark 2004). Integrinler hiicre-ekstraseliiler
matriks (ECM) etkilesimlerine ve intraseliiler sinyal iletimine aracilik eden molekiillerdir.
Integrinlerin ekspresyon paterninin degismesi timér hiicrelerine motilite ve bazal

membran boyunca invazyon yetenegi kazandirabilir.
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1.1.4.4.2. Proteolitik enzimlerin sekresyonu yoluyla bazal membranin degredasyonu

Bazal membran ve altinda uzanan stroma ekstraseliiler matriks icerir ve organ
kompartmanlarini birbirinden ayiran ana bag doku birimlerini olusturur. Gé¢ eden timor
hiicrelerinin metastaz sirasinda epitelyal bazal membrandan penetre olmasi ve stromaya
girmesi gerekmektedir. Bazal membran tip 4 kollajen, glikoproteinler (6rn: laminin),
fibronektin, proteoglikanlar ve gomiilii biliyime faktorlerini igermektedir. Bazal
membranin organizasyonu ve yayilimi invaziv bir karsinomaya doniisim esnasindaki
degisime baglhidir. Tiimor hiicreleri ekstraseliiler matriks bariyerlerini degrade edebilmek
icin proteolitik enzimleri sekrete etmek zorundadir. Go¢ eden tiimdr hiicrelerinin neredeyse
timi bu enzimlerden bir ya da daha fazlasini asir1 eksprese etmektedir (Nagase ve
Woessmer 1999). Bazal membranin degredasyonu sadece mevcut proteolitik enzimlerin
miktara degil, ayn1 zamanda aktif proteazlar ve bunlarin inhibitorleri arasindaki dengeye

de baghdir.
1.1.4.4.3. intravazasyon

GoO¢ eden tiimoOr hiicrelerinin ikincil bir timor alanina ulasmak icin dolasima
penetre olmalar1 gerekmektedir. Bu ise damarin stromal yiiziine baglanma, bazal
membranin proteolizi, endotelyal hiicreler arasinda hareket ve vaskiiler sistemde canli
kalmasma baglidir. Sadece birka¢ hiicre canli kalabilir ve hedef organlarin kapiller
yataklarinda tutulup, invaze olarak ikincil tiimorleri sekillendirirler. Bir proteaz reseptorii
olan {irokinaz reseptdriiniin intravazasyon siirecinde rol oynadig tespit edilmistir (Hollas
ve ark 1991). Ekstravazasyon tiimor hiicrelerinin damardan kagisi igin gereklidir ve
intravazasyon siireci ile ayni1 fakat ters yondedir. Bir transmembran adhezyon molekiilii
olan E-selektin endotelyal hiicrelerde eksprese edilir ve kanser hiicrelerinin endotele

yapisip baglanmalarinda 6nemlidir (Pecorino 2005).
1.1.4.4.4. ikincil bir dokuya adhezyon

Dolasimdaki tiimor hiicreleri basarili bir sekilde metastatik bir koloni olusturmak
icin immunolojik denetimden kagmali, uzak bir alanda tutulmali ve ekstravazasyon
gerceklestirmelidir. Hiicre adhezyon molekiillerinin, integrinlerin ve kaderinlerin kaybi1 ya
da degisimi hiicre motilitesini, bu sayede de organ parensimi boyunca invazyonu
kolaylastirabilir (Chan ve ark 1991). Bu basamak i¢in bazal membranin ve bag dokunun

ekstraseliiler bilesenlerinin proteolitik degradasyonu gereklidir.
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1.1.4.4.5. Anjiyogenez

Timor hiicrelerinin ikincil dokuya tutunur tutunmaz, bu yeni g¢evrede prolifere
olmalar1 ve sag kalmalar1 gerekmektedir. Hiicrelerin proliferasyonu igin gerekli olan
besinler ve oksijen anjiyogenez araciligiyla saglanir. Tiimor vaskiilarizasyonu bu nedenle
timor metastazi ve biiylimesi igin hiz sinirlayict basamaklardan biridir (Folkman 1974).
Anjiyogenez olmadan hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki dengenin sabit oldugu ve
bu nedenle primer tlimorlerin hacminin sabit tutuldugu hipotezi kurulmustur (Holmgren ve
ark 1995). 0.125 mm?den daha biiyiik bir tiimor kitlesi sadece besin difiizyonu ile
sagkalim gergeklestiremez, bu nedenle anjiyogenezi baslatir (Folkman 1974). Anjiyogenez
olgun damarlarin  destabilizasyonunu, endotelyal hiicrelerin proliferasyonu ile
migrasyonunu ve olgunlagsmay1 gerektirmektedir. Anjiyogenik anahtar ve degisim
anjiyogenik uyaricilar ve inhibitorler arasindaki dengeye bagimlhidir. Fibroblast biiyiime
faktorti (FGF), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) benzeri biiyiime faktorleri ve
bunlarin reseptorleri (VEGFR), anjiyopoetinler, Tie reseptorleri, efrinler ve efrin
reseptorleri  (Ephrin-Eph) anjiyogenik uyaricilarin  6rnekleridirler (Pecorino 2005).
Anneksini bloke eden anjiyostatin ve endotelyal hiicrelerde MAPK yolagi ile MMP'leri

bloke eden endostatin iyi bilinen anjiyogenez inhibitorleridirler.
1.1.4.4.6. Metastaz supresor genler

Bu genler primer tiimér biiyiimesini etkilemeden spesifik olarak metastazi
baskilayan proteinleri kodlamaktadirlar. Non-metastatik 23 (Nm23) bdyle tanimlanmis ilk
gendir (Steeg ve ark 1988). Bugiine kadar farkli kanser tiirlerinde 11 metastaz supresor gen
tanimlanmustir (Dong ve ark 1995, Seraj ve ark 2000, Lee ve ark 1996, Gildea ve ark 2002,
Goldberg ve ark 2003, Xia ve ark 2001, Fu ve ark 2003, Guan ve ark 2000). Non-
metastatik olanlar ile karsilagtirildiginda, bu genlerin ortak o6zelligi yiiksek derecede
metastatik kanser hiicrelerinde azalmig ekspresyonlaridir (Steeg 2003). Metastatik supresor
genler invazyonu, biiyiime faktorii reseptor sinyalizasyonunu, MAP kinaz yolagini, hiicre-
hiicre iletisimi ve transkripsiyonel diizenlenmeyi igeren ¢esitli hiicresel fonksiyonlari

etkilerler (Bogenrieder ve Herlyn 2003).
1.1.4.4.7. Metastaz mekanizmalari

Kanserdeki metastatik potansiyeli aciklamak igin ¢esitli hipotezler ileri

stiriilmiistiir. Bu hipotezlerden en gecerli olan1 Stephan Paget (1889) tarafindan 6ne siiriilen
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"Tohum ve toprak fenomeni"dir. Burada spesifik kanserlerin belirli organlara metastazi ve
metastaz gosteren tiimor hiicrelerinin (tohumlarin) belirli organlara (toprak) affinitesinin
oldugu acgiklanmaktadir. Paget sadece secili hiicrelerin invazyonu basardigi, dolasimda sag
kaldig1 ve ikincil bir dokuya baglandigi bdylece metastazi basardigi metastatik
heterojeniteyi ileri siirmiistiir. Hedefe yoOnelik bir metastaz i¢in bu hiicreler organ
tarafindan eksprese edilen spesifik hiicre ylizeyi reseptorleri ve biiyiime faktorlerine
gereksinim duymaktadir (Fidler 2003). Kemokinlerin metastatik meme kanseri hiicrelerini
akcigerlere ve lenf nodiillerine toplayan bu reseptorlerden biri olduklar1 bulunmustur.
Metastaz yapan kanser hiicreleri kemokin reseptorlerini eksprese ederler ve hedef alanlar
bu reseptorlere baglanan molekiilleri eksprese ederler (Muller ve ark 2006). Sitokinleri
eksprese eden Ozefagus, bas-boyun ve diger bolgelerin kanserlerinin spesifik alanlarda
ikincil tiimorler sekillendirdikleri belirlenmistir (Kaifi ve ark 2005, Muller ve ark 2006,
Ishikawa ve ark 2006, Saur ve ark 2005). PDGF gibi biiyiime faktorleri de metastaz alanini
ve basarisini etkileyebilir (Uehara ve ark 2003). Birgok ¢alisma farkli kanserler igin
Paget'in hipotezini desteklemektedir (Holleran ve ark 2002, Gauthier ve ark 2004). Genetik
analiz sonuclar1 metastatik bir tiimor hiicresinin mutasyonlarin birikimine gereksinim
duydugu, oysa non-metastatik hiicrenin buna ihtiya¢ duymadig fikrini dogurmustur. Farkli
evrelerdeki tiimorlerde meydana gelen genetik degisikliklerin analizi, ileri evre
tiimdrlerdeki degisimlerin erken evrede olanlardakinden daha fazla oldugunu géstermistir
(Yokota 2000). Hayvan deneyleri metastazin seyrek oldugunu ve tiimor hiicrelerinin
sadece %0,001'nin ikincil bir lezyonu sekillendirmede pay1 oldugunu gostermistir (Weiss
1990, Egan ve ark 1987). Cesitli calismalarda meme kanseri hiicrelerinin farelere
enjeksiyonu ile metastaz olusturulmustur. Sonuglar farkli organlarda olugsmus metastazlarin
gen ekspresyon profillerinde farkliliklari gostermistir (Kang ve ark 2003, Minn ve ark
2005). Arastirmacilar gen ekspresyon profillerinin organ-spesifik oldugu sonucuna
varmiglardir. Bu calismalardaki en temel sorun farkliliklarin metastaz sirasinda meydana
gelen ya da primer tiimoriin yayilimi i¢in gerekli olan ikincil olaylardan kaynaklanip

kaynaklanmadigini belirlemedeki zorluktur.

Ancak klinik bulgular klasik mutasyon birikimi profilinin kanserlerin sadece kiigiik
bir kisminda bulundugunu gostermistir. Buna ek olarak meme, prostat ve akciger
karsinomlar1 i¢in mutasyonlarin artan sayisit ve histolojik agresiflik arasinda pozitif bir
korelasyon kurulamamistir (Schedin ve Elias 2004). Bu gozlemler timor progresyonu ve

metastaz1 i¢in yeni bir hipotezin kurulumuna yol a¢mistir. Bu hipotez metastazin
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mutasyonlarin birikimine gereksinim duymadigin1 ve ge¢ evredeki bir olay olmadigim
fakat metastatik olmak icin dogan tiimor hiicrelerinin bulundugunu ileri siirmektedir.
Primer tiimérlerin ekspresyon profilleri metastaza neden olan mutasyonlarin tiimor
progresyonunda goreceli olarak erken donemde edinildigini ortaya koymustur (Van't Veer
ve ark 2002). Metastatik kanser hiicreleri ve primer tiimor hiicrelerinin her ikisinin de gen
ekspresyon paternlerindeki benzerlikleri gosteren DNA mikroarray c¢alismalarindan bu
durumu destekleyici sonuglar alinmistir (Bernards ve Weinberg 2002, Weigelt ve ark 2003,
Budhu ve ark 2005). Bu hipotez kii¢iik-boyutlu primer tiimorlerde gozlemlenen metastazin
nedenini aciklayabilir. Primer ve sekonder tiimorlerin gen ekspresyon paternlerini analiz
eden diger bir ¢alisma (Braun ve ark 2001)’da primer tiimor gelisiminin erken déoneminde
metastazin rotasinin belirlendigi ileri siiriilmiistiir. Metastatik potansiyel tiimor gelisiminin
baslangicindan beri bulunabildiginden dolay1 arastiricilar, kanseri baslatan onkogenler ve
timor supresor genlerin de metastazi tetikleyebilecegini bildirmektedirler. Bu durum,
metastazin ras ve myc onkogenlerindeki mutasyonlara yanit olarak bagladigini gosteren
calismalarda kullanilan fare modellerindeki bulgular ile de dogrulanmistir ve metastazda

rol oynayan kanser genleri tanimlanmistir (Bernards ve Weinberg 2002).

Bagka bir hipotez metastaz siirecinde kalitimin 6nemine isaret etmektedir (Park ve
ark 2005). Sinyal-indiikklemeli proliferasyon-iligkili gen 1’in (Sipal) metastaz
etkinligindeki tiire spesifik farkliliklarla iligkili oldugu bulunmustur ve bu predispozisyon
modeli i¢in bir kanit olusturmaktadir. Bu calismada Sipal allelik varyantlarinin degismis
ekspresyonunun metastatik etkinligi hiicresel adhezyon ve proliferasyonu degistirmesi
sayesinde modiile ettigi gosterilmistir. Bu bulgu metastatik potansiyelde polimorfizmlerin
Onemine isaret etmektedir. Baska bir ¢alismada (Qiu ve ark 2004) primer meme
timorlerinde metastaz ongoriilebilen farelerde 17-gen ekspresyon profili belirlenmistir.
Ayni profil farelerin normal meme dokularinda da tanimlanmistir. Bu durum metastaz-
iliskili gen ekspresyon paterninin normal dokuda 6nceden var oldugunu gostermektedir.
Yazarlar buradan hareketle metastazin yapisal ya da kalitsal bir karakter olabildigini ve

mutasyonlarin birikimine gereksinim duymadigini belirtmislerdir.

Diger bir hipotez (Freireich ve ark 2005) de metastazin kokeninin viicudun primer
tiimore degil, sistemik olarak rol oynayan karsinojene karsi yaniti oldugunu ileri
stirmistiir. Primer ve sekonder tiimorler arasindaki farkin klonal evrimin sonucu olmadig,

sistemik bir karsinojenden kaynaklandigi belirtilmistir. Bilinmeyen primer bir kdkeni olan
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timorlerin gézlemlenmesi bu hipotezi desteklemektedir. Fakat bu hipotez biyolojik bir
bakis agisindan olaya yaklagmakta, metastazin kesin mekanizmasin1 molekiiler diizeyde

acgiklamaktan uzak kalmaktadir.
1.1.5. iyon Kanallar1 ve Kanser

Iyon kanallarmin eksitasyon, kas kasilmasi, hacim diizenlenmesi ve hormon
sekresyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Farkli tiir kanserlerde tiimdr sekillenmesi ve
ilerleyisinde iyon kanallarinin rolii 10 yildan daha fazla bir siire ¢alisilmistir. Voltaj-kapihi
potasyum kanallarinin (VGPC) c¢esitli tipleri kolon, meme, prostat, akciger, mide, idrar
kesesi, pankreas, lenfoma ve melanoma kanserleri ile iliskilendirilmistir (Abdul ve
Hoosein 2002a, Abdul ve Hoosein 2002b, Lastraioli ve ark 2004, Kim ve ark 2004, Pardo
ve ark 1999, Quadid-Ahidouch ve ark 2001, Quadid-Ahidouch ve ark 2004a, Quadid-
Ahidouch ve ark 2004b, Abdul ve ark 2003, Mu ve ark 2003, Fraser ve ark 2003, Rane
2000, Takanami ve ark 2004, Shao ve ark 2005, Jager ve ark 2004, Smith ve ark 2002,
Meyer ve ark 1999, Schwab ve ark 1999). Bazi VGPC'lerin kanserde upregiile oldugu ve
timor hiicrelerinin proliferasyonunda rol oynadiklari gosterilmistir. K* kanal alt tiplerinden
birine ait aktivitenin hiicre siklusu ilerleyisi sirasinda M/G1 fazinda artis fakat S/G2
fazinda bir azalis gézlemlendiginde degistigi gosterilmistir (Day ve ark 2001). Bu kanalin
MAPK, CDK-1(Camacho ve ark 2000) ve yukaridaki dalgalanmay1 agiklayabilen diger
hiicre siklusu diizenleyici proteinler (Piros ve ark 1999) i¢in baglanma alanlar1 igerdigi
bulunmustur. Ote yandan mikrotubiillerdeki ve intraseliiler Na* konsantrasyonundaki
degisiklikler hiicre siklusu boyunca K* kanali aktivitesini etkilemektedir (Day ve ark
2001). Hiicre boliinmesi sirasinda biiyiime faktorleri ve kinazlar vasitasiyla da K*
kanallarmin diizenlendigi belirlenmistir (Roderick ve ark 2003). Ornegin; PI-3 kinaz
tizerinden aktive olan serum ve glikokortikoid kinaz SGK1’in ubikuitin ligaz Nedd4-2'yi
inhibe ettigi, bdylece iyon kanallarinin endositozunu engelledigi bulunmustur. Bu bulgu
mitojenik sinyaller araciligiyla iyon kanallarinin aktivasyonunun olusma nedenini
agiklayabilir (Lang ve ark 2003). p21lras, Raf ve ras gibi kinazlar K* kanallarin1 aktive
etmektedir (Huang ve Rane 1994) ve Src kinaz K* kanallarin1 direkt olarak fosforile
etmektedir (Sobko ve ark 1998). K" kanallar1 iizerinde bu gibi post-translasyonel

modifikasyonlar kanser gelisimi ve ilerleyisi izerinde bir etkiye sahip olabilirler.

Voltaj-kapili kalsiyum kanallarinin (VGCC) upregiilasyonunun kolon, akciger,

prostat ve melanoma kanserleri ile iligkili oldugu bulunmustur (Wang ve ark 2000,
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Tsavaler ve ark 2001, Wissenbach ve ark 2001, Peng ve ark 2001). Ancak bu kanallarin

kanser gelisimindeki rolii heniiz gosterilmemistir.

Voltaj-kapili sodyum kanallar1 (VGSC) iyon kanallarinin meme, prostat kanseri ve
kiiglik hiicreli akciger karsinomu ile iliskilendirilmis diger bir grubudur (Fraser ve ark
2005, Roger ve ark 2003, Diss ve ark 2001, Abdul ve Hoosein 2002b, Onganer ve
Djamgoz 2005). Fonksiyonel analizler yonlii motilite (Djamgoz ve ark 2001, Fraser ve ark
2003); sekretuar membran aktivitesi (Krasowska ve ark 2004, Mycielska ve ark 2003);
adhezyon (Palmer ve ark 2007) ve invazyonda (Fraser ve ark 2004, Fraser ve ark 2005,
Grimes ve ark 1995, Laniado ve ark 1997, Roger ve ark 2003, Smith ve ark 1998)
VGSC'lerin roliinii gostermistir. Metastaz ile iligkili olan bu hiicresel davraniglar

VGSCl'lerin kanserin yayiliminda da rol oynadiklarin1 agiklamaktadir.

Okaryotik hiicrelerin cogunda normal Na*, K* gradiyentini siirdiiren bir ubikuitdz
plazma membrani iyon pompasi olan sodyum/potasyum ATPaz (Na*, K*-ATPaz)'n da
kanserle iliskili oldugu gosterilmistir (Skou ve Esmann 1992). Na*, K*™-ATPaz normal
dinlenim potansiyellerine ve ¢esitli hiicresel aktivitelere olanak saglar. Iyonik
homeostazisin hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve canlilig1 i¢in kritik bir 6neme sahip oldugu
bulunmustur. Na*, K'-ATPaz'in hiicre gog¢tnii (Vogel ve ark 1993, Woo ve ark 2000) ve
hiicre-hiicre etkilesimini (Barwe ve ark 2005, Contreras ve ark 1995) de modiile ettigi
gosterilmistir. Cesitli calismalar sidik kesesi, mide, prostat, iiroteliyal, renal berrak hiicreli
karsinoma ve meme kanserlerinde Na*, K'-ATPaz'in aktivitesinin ve ekspresyonunun
degistigini gostermistir. Kanser hiicrelerinin iyon homeostazisindeki dengesizliklerin Na®,
K*-ATPaz aktivitesindeki degisikliklerden dolay1 oldugu ortaya koyulmustur. . Bu durum,
mide ve sidik kesesi kanserinde Na*, K*-ATPaz alt initelerinin ekspresyonunun arttig
bulgularma dayandirilmaktadir (Lee ve ark 2002). Ancak invaziv renal berrak karsinoma
hiicrelerinde Na*, K*-ATPaz aktivitesi ve B-alt tinitesi ekspresyonu azalmigtir (Rajasekaran
ve ark 2003). Cesitli ¢alismalar Gstrojenin Na*, K"'-ATPaz'in aktivitesini artirdigini ve alt
linitelerinin ekspresyonunu diizenledigini gostermistir. Na*, K™-ATPaz inhibitorlerinin
proliferasyonu engelledigi ve yapisal benzerliklerinden dolay1 6zellikle membrana bagh
ER'lere kars1 ER antagonistleri olarak davrandiklar gosterilmistir. Na*, K*-ATPaz'in bu
ozellikleri ve inhibitorleri Na*, K'-ATPaz'm ER'ler ile kombinasyon halinde meme kanseri
karsit1 ilag gelistirme i¢in potansiyel hedefler olabilecekleri fikrini desteklemektedir (Chen
ve ark 2006).
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1.1.6. Voltaj-Kapili Sodyum Kanallari

VGSC'ler uyarilabilir birgok hiicrede aksiyon potansiyellerini olusturabilmek i¢in
hiicrelerin i¢ine dogru gerceklesen Na* iyon akimina aracilik ederler. VGSC ilk olarak
elektrikli yilan balig1 elektrik organlarindan (elektroplax) izole edilmistir ve fonksiyonel
ekspresyon analizi Xenopus oositlerinde gergeklestirilmistir (Goldin ve ark 1986).
VGSC'ler bir adet fonksiyonel katalitik a-alt {initesi ve diizenleyici B-alt {initelerinden
olusmaktadirlar. En az 10 farkli a-alt {initesi insan izoformu (Nav 1.1- Nav 1.9 ve
Nax)(260kDa) ve 4 farkli B-alt tinitesi (B1-p4) (33-36 kDa) tanimlanmustir. o-alt {initesi
Xenopus oositlerinde tek basina eksprese edildiginde bile fonksiyonel bir kanal olusturmak
icin yeterli olmaktadir (Goldin ve ark 1986). B-alt {initeleri kanalin, inaktivasyonunun
hizlandirilmasi, voltaj bagimlilig1 ve kapilanma gibi elektrofizyolojik 6zelliklerini modiile
eder sekilde davranmaktadir (Isom 2001). B-alt tniteleri VGSC'lerin Kinetiklerini
etkilemenin yanisira VGSCa'nin plazma membrani iizerine baglanmasi ve trafigini
kolaylastirirlar boylece fonksiyonel VGSC'lerin kullanilabilirligini artirirlar. B-alt tiniteleri
birgok hiicre adhezyon molekiiliinde bulunanlara benzer immunoglobiilin-benzeri motiflere
sahip olduklarindan dolayi, hiicre-hiicre baglantilarinda rol oynadiklar ileri siiriilmektedir
(Isom 2002). Bu durum B1 ve f2'nin hiicre-hiicre kontakt alanina ankrin proteinini toplayip
dahil ettigi ve ekstraseliiler matriks proteinleri ile etkilesime girdiginin tespit edildigi bir

caligmada dogrulanmistir (Xiao ve ark 1999, Srinivasan ve ark 1998).

VGSCa her biri 6 adet segment iceren (S1-S6) 4 adet homolog transmembran
alandan (D1-D4) olusan bir glikoproteindir (Sekil 1.12). Bu 4 alan yapisal bilesenlerinin
kanalin selektivitesini ve iletkenlik ozelliklerini belirleyen santral bir poru meydana
getirmek icin birlikte katlanma gosterirler. Voltaj sensorii pozitif yiikli amino asit
rezidiilerinden (Lizin yada Arjinin) olusmus tekrarlayan bir motif iceren S4 segmentinde
yerlesmektedir. Bu amino asitler komsu transmembran segmentlerdeki negatif yiikli
rezidiilerle olan iyonik etkilesimler ile stabilize edilirler. Depolarizasyon poru acan bir
konformasyonal degisiklige yol agan S4 segmentinin disariya dogru serbestlenmesine
neden olur. Iyon secici poru meydana getiren S5-S6 sarmallari arasinda bir kivrim (loop)
bulunmaktadir. Tiim 4 alanda da analog pozisyonlarda bulunan glutamat ve aspartat
rezidilerinin selektivite filtresi igin bir reseptor alan olarak gorev yapan negatif yiikli dis

ve i¢ halkalar1 meydana getirdikleri disiiniilmektedir. Bu amino asitlerin karboksil yan
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zincirleri kanal boyunca gegen Na® ile etkilesime girer, boylece kanalin selektivitesini

belirlerler.
B4—B4 (20-36 kDa)
Ekstraseliiler NH,
D1 D2 «(260kDa) D3 D4 {'

AP 4 b A 4P ) GApd> el AP aD aB L3-Y>80) L) Cs) AP b ep dpdl &)

- + + +

3§ $ saf% oy
+ + + +
@ @ @ COOH
(AR /
5623 [AnkG] | CaM |
NH; G610
Intraseliiler A

COOH
Sekil 1.12. Voltaj-kapili Na kanal1 o altiinitesi yapis1 (Chahine ve ark 2005).

Inaktivasyon kapist D3-D4 arasindaki intraseliiler kivrim {izerindedir. Hiicre
membrani depolarize oldugunda VGSC agilisindan sonra birka¢ milisaniye i¢in inaktivedir.
3 hidrofobik amino asit rezidiisii Ile-Phe-Met (IFM motif) ayn1 agilir-kapanir bir kapak gibi
por blokaji ile etkilesime girer (Sekil 1.13).

1V IV

DIS

ic
+H,N
CO; CO;

Sekil 1.13. Voltaj-kapili Na kanali inaktivasyon kapisi (Yu ve Catterall 2003).
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VGSCa genleri farkli kromozomlar {izerinde lokalize olmus en az 20 ekzondan

olusmaktadir (Goldin 2001). Na® kanallar1 esas olarak farmakolojik ozellikleri ile

karakterize edilmektedir. Ayn1 kromozom iizerinde bulunan genler genellikle sekans,

biyofiziksel ve farmakolojik karakteristiklerde benzerlikler gosterirler. Tetrodotoksin

(TTX) nanomol araliginda sinir (6rn. Nay1.1-1.3) ve iskelet kasi (Nav1.4) izoformlarin

bloklarken, kardiyak (Nav1.5) izoform bloke edilmek i¢in mikromolar konsantrasyonlara

gereksinim duymaktadir (Cizelge 1.3). Dl'de 387 pozisyonundaki glutamat TTX-

duyarliligini belirler (Cummins ve ark 1999, Akopian ve ark 1996, Satin ve ark 1992).

Ancak kanalin kardiyak izoformunda D1 bélgesinde pozisyon 385'de tirozin ya da

fenilalaninin sisteinle olan degisimi beyin ve iskelet kas1 izoformlari ile karsilagtirildiginda

TTX affinitesinde 200-kat bir azalmaya neden olur (Heinemann ve ark 1992).

Cizelge 1.3. VGSCoa'nin kromozomal ve doku dagilimi ile TTX duyarlilig

Hiicreleri

VGSC Alt Tipi Kromozom Doku Lokalizasyonu | TTX Duyarhihg
Navl1.1 2024 SSS, PSS, Kalp TTX-Duyarl
Nav1.2 2023-24 SSS TTX-Duyarl
Nav1.3 2024 SSS, Kalp TTX-Duyarlt
Navl1.4 17923-25 Iskelet Kas1 TTX-Duyarlt
Nav1.5 3p21 Kalp, SSS TTX-Direngli
Nav1.6 12913 SSS, PSS, Kalp, TTX-Duyarl

Glia, Ranvier
Bogumlari
Nav1.7 2024 PSS, Schwann TTX-Duyarl
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Nav1.8 3p22-24 PSS TTX-Direncli

Nav1.9 3p21-24 PSS TTX-Direngli
Nax 2021-23 Kalp, Uterus, TTX-Direngli
Akciger, PSS, Diiz
Kas, Glia

1.1.6.1. VGSC'lerin doku dagilim

VGSC'lerin sinir, kalp ve iskelet kasi gibi uyarilabilir hiicrelerde eksprese
edildikleri bilinmektedir. Calismalar VGSC mRNA ve proteinlerinin bu hiicrelerde
bulunduklarin1 gostermistir. Elektrofizyolojik calismalar kalp kasi hiicrelerinin plazma
membranlar1 iizerinde fonksiyonel VGSC proteinini belirlemislerdir ve bu proteini
immunohistokimyasal olarak miyositler boyunca elektrik depolarizasyonun tiniform
iletimini sagladiklar1 kiimeler halinde lokalize etmislerdir (Cohen 1996). Santral Sinir
Sistemi (SSS) ve Periferik Sinir Sistemi'nde (PSS) farkli hiicreler farkli VGSC alt tipleri
icermektedirler. Beyinde VGSC mRNA ve proteini graniil hiicrelerinin aksonlarinda
(Nav1.2), Purkinje hiicrelerinde (Nav1.2), korteksin piramidal hiicre katmanlarinda ve
noronal hiicre govdelerinde (Nav1.1) tespit edilmistir (Whitaker ve ark 2001, Chung ve ark
2000). PSS'de VGSC'ler esas olarak Ranvier bogumlarinda ve aksonlarin internodal
alanlarinda kiimelenmislerdir (Shrager 1989). Bunlar dorsal kdk gangliyon noronlari,
Schwann hiicreleri ve néroendokrin hiicrelerde de tespit edilmislerdir (Sangameswaran ve
ark 1997, Belcher ve ark 1995, Klugbauer ve ark 1995).

Uyarilamayan hiicreler de VGSC'lerin varligi acisindan  incelenmistir.
Elektrofizyolojik ¢alismalar sonucu VGSC'ler glia (Chiu ve ark 1984), osteoblastlar (Black
ve Waxman 1996), fibroblastlar (Bakhramov ve ark 1995) ve endotelyal hiicrelerde (Walsh
ve ark 1998, Gosling ve ark 1998) tespit edilmistir. Bir diger in vitro ¢alismada insan
umbilikal endotelyal hiicrelerinin (HUVEC) kayma gerilimi-aracili ERK1/2 aktivasyonunu
inhibe eden Nav1.4 ve Navl.6'y1 eksprese ettikleri bulunmustur. Bu bulgu VGSC'lerin
sinyal iletiminde bir role sahip olduklarini ileri siirmiistiir (Traub ve ark 1999). RNA
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tabanl bir ¢aligmaya gore Nav1.9 testisin spermatogonia ve spermatositleri gibi non-noral
hiicrelerinde, oositleri ¢evreleyen graniiler hiicrelerde, plasentanin sinsityotrofoblastlarinda
ve ince bagirsaklarin goblet hiicrelerinde eksprese edilmektedir (Ogata ve ark 2000). Bunu
takiben kardiyak VGSC'nin bir izoformu, Nav1.5 jejunal sirkiiler diiz kasta tanimlanmustir.
Bu tanimlanmis Nay1.5'in bilinen Nay1.5ten D2-D3 arasindaki baglayici (linker) bolgede
8 amino asit farkliligina sahip oldugu tespit edilmistir (Ou ve ark 2002). Enfeksiyon
alanina hareket eden lenfositlerin de VGSC'leri icerdikleri bilinmektedir. Model bir
sistemdeki detayli arastirma, hiicrelere invaziv kapasite kazandiran Nay1.5'in

ekpresyonunu tanimlamistir (Fraser ve ark 2004).
1.1.6.2. VGSC ve kanser metastaz

Kiigiik-hiicreli akciger karsinomu (SCLC) gibi bazi kanser hiicrelerinde VGSC'lerin
varhigi bilinmektedir (Marx ve ark 1991, Pancrazio ve ark 1989). Grimes (1995), prostat
kanser hiicrelerinde hiicre metastaz1 ve VGSC ekspresyonu arasindaki iligkiyi belirlemistir.
Daha sonra molekiiler analizler Nav1.7'yi metastatik hiicrelerdeki bu akimlarin nedeni
olarak tanimlamistir (Diss ve ark 2001). Daha ileri in vivo analizler VGSCa proteininin
farkli derecelerde prostat kanseri dokularindaki epitelyal hiicre membranlarinda lokalize
oldugunu gostermistir (Abdul ve Hoosein 2002b, Diss ve ark 2005). Fonksiyonel
calismalar VGSCa iliskili hiicresel aktivitelerin prostat kanserinde metastaz i¢in gerekli
oldugunu belirlemistir (Fraser ve ark 1999, Fraser ve ark 1998, Djamgoz ve ark 2001,
Mycielska ve Djamgoz 2004).

Farkli metastatik yeteneklere sahip meme kanseri hiicreleri iizerine yapilan
caligmalarda fonksiyonel VGSC proteininin sadece son derece metastatik meme kanseri
hiicrelerinde var oldugu belirlenmistir (Roger ve ark 2003, Fraser ve ark 2005). VGSC'nin
cesitli hiicresel davraniglar iizerine olan etkisinin incelenmesi VGSC'nin proliferasyonla
degil, metastatik meme kanseri hiicrelerinin invazyonu ile iliskili oldugunu gdstermistir
(Roger ve ark 2003). VGSC'nin metastazin temel basamaklar1 olan yonlii motilite ve
endositoz ile de iliskili oldugu gosterilmistir (Fraser ve ark 2005). Bu ¢alismada metastatik
meme kanseri hiicreleri ve dokularinda kardiyak sodyum kanali Nay1.5'in neonatal splice
formunda (nNav1.5) upregiilasyon belirlenmistir. Kiigiik bir hasta grubunda nNav1.5
ekspresyonu ile metastaz arasinda pozitif bir korelasyon tanimlanmistir (Fraser ve ark
2005). Daha ileri bir ¢alismada nNayv1.5'in alternatif splicing alaninin adult izoform ile

karsilastirildiginda 31 niikleotid (7 amino asit) farkliligt ile sonuclandigi D1:S3

46



ekstraseliiler kivrimi {izerinde oldugu bulunmustur (Sekil 1.14). Amino asitler arasinda
bdylesine bir farklilik nNav1.5'e kars1 spesifik bir antikor (NESO pAb) gelistirilmesine
olanak saglamaktadir. Epitop ekstraseliiler kivrim iizerinde oldugu i¢in antikorun in vitro
uygulanmasi nNay1.5 transfekte hiicrelerde Na* akimini spesifik olarak hedefler ve bloke
eder. NESOpAb'in duyarliligit ve segiciliginin Tetrodotoxin (TTX) gibi VGSC
blokorlerinden daha iyi oldugu belirlenmistir (Chioni ve ark 2005).

5 3"
...... ‘ l—
Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8
*Adult’ Na 1.5 (57) YTTEEFVDLGNVS ALRTFRY LRALKTISVIS
‘Neonatal’ Na 1.5 (3°) YVSENIKLGNLS ALRTFRVLRALKTISVIP
[ “NESO pAb ]

D1:S3/4

COOH

Sekil 1.14. nNayv1.5 gen ve proteininde alternatif splicing alaninin lokalizasyonu (Chioni
ve ark 2005).

Son yillarda VGSC'lerin yiiksek diizeyde agresif bir kanser olan kiiclik-hiicreli
akciger karsinomunda (SCLC) da varlig1 incelenmistir (Onganer ve Djamgoz 2005). SCLC
hiicreleri tizerindeki in vitro analizler prostat ve meme kanseri olgularinda oldugu gibi
VGSC'nin endositozdaki roliinii gostermistir (Fraser ve ark 2005, Mycielska ve ark 2003).
Bu caligmanin ilk gozlemi test edilen hiicre hatlarinda Nav1.3, Nav1l.5 ve Navl.6

genlerinin ekspresyonunu belirtmektedir.

Noroblastoma tiimor hiicrelerinin analizi bu hiicrelerin farkli tipte VGSC'ler
igerdiklerini gostermistir (Urbano ve ark 1997). Karakterizasyon calismalart Nayl1.5'in
hastaligin fizyopatolojisi tizerindeki etkisi heniiz bilinmeyen iki farkli splice varyantinin

ekspresyonunu tanimlamistir (Ou ve ark 2005).
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1.1.6.3. VGSC'lerin diizenlenmesi

VGSC diizenlenmesi transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel diizeylerde
olabilmektedir. Bu gibi modifikasyonlar kanalin  fonksiyonel d&zelliklerinde,
transkripsiyon/translasyon diizeylerinde ve lokalizasyonunda farkliliklara neden olabilir.
Sinir Biiyiime Faktorii (NGF), Fibroblast Biiylime Faktorii (FGF) ve bunun homolog
faktori 1B (FHF1B/FGF12), Glial Kaynakli Norotrofik Faktor (GDNF), Epidermal
Biiylime Faktorii (EGF) gibi ¢esitli biiyiime faktorleri ve hormonlar (6rn: androjen ve
deksametazon) hiicre tipine ve kanalin alt tipine bagli olarak VGSC ekspresyonunu
velveya aktivitesini etkilemektedir (Avila ve ark 2003, Cummins ve ark 2000, Waxman ve
ark 2000, Liu ve ark 2003). NGF ve GDNF her ikisinin de spinal duyusal ndronlarda
Nav1.8 ve Nav1.9'u upregiile ettigi, buna karsin Nayv1.3'd downregiile ettigi bulunmustur
(Black ve ark 1997, Fjell ve ark 1999). FHF1B'nin Nayl.5'e baglandigi ve kanalin

inaktivasyon durumunu modiile ettigi gosterilmistir (Liu ve ark 2003).

Transkripsiyonel diizeyde VGSC regiilasyonunun incelenmesi Nayl1.2'nin
promotoru iizerindeki RE-1 elementi istlinde transkripsiyon baskilayict REST icin bir
baglanma alani belirlemistir (Kraner ve ark 1992, Mori ve ark 1992). Baglanma sonrasinda
noronal hiicrelerde VGSC ekspresyonu sinirlandirilmistir. Alternatif splicing VGSCa'nin
fonksiyonel cesitliliginin artirilmasinin bir diger yoludur. Su ana kadar farkli VGSCa
genlerinde 5 farkli splice alani tanimlanmigtir. Bunlar D1:S3, interdomain 1-2 (ID1-2),
ID2-3, D3 ve D4:S3 alanlarinda bulunmaktadir (Diss ve ark 2004). Splice olmus triinler
proteinin ylksek diizeyde korunmus bdlgelerinde biiyiik farkliliklara sahip olabilirler.
Bunlar diger VGSCo varyantlari ile birlesebilir, tam uzunlukta bir proteinin
sentezini/aktivitesini engeller ya da fonksiyonel olmayan bir protein iretirler. Trans-
splicing eksonlarin sayisinda artisa ya da ekson sirasinda degisikliklere neden olabilir. Bu

gibi olaylar VGSC'lere yeni fonksiyonlar kazandirabilir (Diss ve ark 2004).

VGSC'lerin post-translasyonel modifikasyonlar1 a-alt iinitesinin fosforilasyonu,
glikozilasyonu ve palmitolasyonunu kapsar. VGSCa PKA, PKC, Kalsiyum kalmodulin
kinaz II (CAM kinaz II) ve tirozin kinaz tarafindan fosforile edilebilir (Sekil 1.15). PKA
VGSCa'yt Sekil 1.15'teki kivrim 1-2 iizerinde bulunan Ser 573, 610, 623 ve 687
pozisyonlarindaki 4 serin rezidiisii iizerinden (kirmizi yuvarlak fosforilasyon P alanlari)
fosforile eder (Murphy ve ark 1993). PKC fosforilasyonu ise inaktivasyon kapisindaki (Ser

1506) serin rezidiisinde ve kivrim 1-2'deki ser 576'da (kirmizi karo fosforilasyon P
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alanlar1) meydana gelmektedir (Numann ve ark 1991, West ve ark 1991, Cantrell ve ark
2002) (Sekil 1.15).

Fosforilasyonun etkisi hiicre tipine ve VGSC'nin alt tipine baghdir. Ornegin;
Nav1l.2 ve Navl.l'in PKA fosforilasyonu kanalin aktivitesinde bir azalmaya neden olan
iyon akim amplitiidiinii azaltirken (Sekil 1.15) (Smith ve Goldin 1996), Nav1.5'in iyon
iletkenligini (Marban et al., 1998) ve Nayv1.8'in aktivasyon hizimi (Fitzgerald ve ark 1999)
artirmaktadir. Nav1.2'min PKC fosforilasyonu PKA'da oldugu gibi iyon akimlarim1 ve
kanalin aktivitesini azaltir (Schreibmayer ve ark 1991). Tek kanallarin detayli analizi iyon
akimindaki azalisin ya mevcut kanallarin sayisindaki azalmadan ya da kanalin agik
formundaki azalmadan dolay1 oldugunu gostermistir (Numann ve ark 1991). Ote yandan
PKC Nay1.8'deki Na* akimini artirir (Gold ve ark 1998).

p2 o B1
i il
d4 NH,+
R\ 3 D1 . 3 - +H;N )
l ‘ Glikozilasyon
~= ot A\ ‘//(
\ e\
DIS C o o °
+ O +
1 11213 11213] 1121314
ic 1+ 4

-0,C 7 T CO,-
/ Por
Voltaj

Sensorii inaktivasyon
Kapisi
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Modiilasyon
Sekil 1.15. VGSCa’nin gesitli kinazlar araciligiyla ugradig: fosforilasyon ve glikozilasyon

paterni. Kirmizi yuvarlak alanlar PKA fosforilasyon bolgeleri, kirmizi karo alanlar PKC
fosforilasyon bolgeleri, ¥: Glikozilasyon bolgeleri (Yu ve Catterall 2003).
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VGSC'nin fosforilasyonunun kanalin fonksiyonu i¢in esansiyel olan plazma
membrani iizerindeki lokalizasyonunu etkiledigi ileri siiriilmektedir. Fonksiyonel bir
VGSC'nin islenmesinin  Endoplazmik Retikulum’dan Golgi'ye gegis Yyoluyla oldugu
bulunmustur. PKA'nin farkli hiicrelerde Na* akimlarini aktive ettigi iyi bilinmektedir. Zhou
(2000) ve Vijayaragavan (2004) bu aktivasyonun, bir hiicre igi vezikiiler trafik
inhibotiiriinlin iyon akimini bloke etmesinden dolayr ilave VGSC'lerin Golgi'den hiicre

membranina transportu ve inkorporasyonundan dolay1 kaynaklandigini ileri siirmiislerdir.

Serum ve glukokortikoid indiiklenebilir kinazlar SGK1 ve SGK3 gibi protein
kinazlar Navl.5 tarafindan olusturulan Na® akimini artirir ve kanalin fonksiyonunu
diizenlerler (Boehmer ve ark 2003). CAM kinaz II de VGSC akim amplitiidiinii artirir
(Carlier ve ark 2000). Diger CAM kinazlarin VGSC'lerin kanal inaktivasyonunu ve g¢esitli
elektrofizyolojik ozelliklerini alt tipe spesifik bir bi¢imde modiile ettikleri bilinmektedir
(Deschenes ve ark 2002).

VGSChin fosforilasyonu protein fosfatazlar tarafindan tersine dondiiriiliir.
Reseptor benzeri protein fosfataz p (RPTPB), Ca*?/Kalmodulin-bagimli protein fosfataz
2B, Kalsinérin ve Protein fosfataz 1-2'nin VGSC'leri defosforile ettigi ve Na* akimlarini

artirdig1 gosterilmistir (Ratcliffe ve ark 2000).

VGSCa'nin glikozilasyonu D1 ve D3'lin por kaplayan bolgelerindeki spesifik
alanlar tlizerinde belirlenmistir (Sekil 1.15) (Bennett 2002). Her bir VGSCa alt tipindeki
glikozilasyonun orani oldukga farklidir. Orn: asir1 glikozilasyon Nav1.1-Nay1.4'te (%15-
30) gozlemlenmistir fakat Nav1.5 ve Nav1.9'ta (%5) gozlemlenmemistir (Marban ve ark
1998, Tyrrell ve ark 2001). Karbonhidrat gruplarinin varligi kanallarin yapisini,
lokalizasyonunu/hiicre yilizey ekspresyonunu ve elektrofizyolojik 6zelliklerini etkiler
(Zhang ve ark 2003). Calismalar glikozilasyonun gelisimsel olarak diizenlenebildigini
(Tyrrell ve ark 2001) ve glikozilasyon paternindeki degisimin kardiyak aritmi ve néropatik
agri gibi belirli hastaliklarda VGSC fonksiyonunu bozabildigini gostermistir (Zhang ve ark
2003).

VGSC'lerin palmitolasyonunun Golgi'de meydana geldigi ve plazma membranina
VGSC tagmimina aracilik ettigi ileri siiriilmiistiir. Bu geri doniisiimlii olan dinamik bir
siirectir ve bu ylizden kanalin ¢esitli fonksiyonlarin1 diizenlemek icin 6nemli bir arag

olabilir (Huang ve El-Husseini 2005).
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VGSC iizerindeki modifikasyonlardan ayr1 olarak proteinler ve VGSCP ile
etkilesimler kanalin fonksiyonunu, bulunabilirlik ve kullanilabilirligini diizenler. VGSC ile
etkilesen proteinler sitoplazmik elemanlar, baglayici proteinler (6rn:aktin), enzimler, iyon
kanallar1 (6rn: voltaj-bagimli anyon kanali), membran iligkili proteinler ve motor
proteinlerdir (dinein, ara ve hafif zincir) (Malik-Hall ve ark 2003). VGSC-protein
etkilesimleri alt tipe spesifik olabilir ve VGSC ekspresyonunu ve/veya hiicresel yaniti
diizenlerler. Ornegin, kompakt myelinin sirasiyla retinal gangliyon hiicrelerinde ve Ranvier
bogumlarinda Nay1.2 ve Nav1.6'nin lokalizasyonunu diizenledigi bulunmustur (Boiko ve
ark 2001). Bir FGF ailesi iiyesi olan FHF2B Nav1.6 ile etkilesir ve Ranvier bogumlarinda
kolokalizedir (Wittmack ve ark 2004). Distrofin ve sintrofinin de Nav1.4 ve Nav1.5 ile, bu
kanallarin ndromiiskiiler kavsaga lokalizasyonlarini diizenleyebilir sekilde etkilesime
girdikleri ileri siirtilmektedir (Caldwell 2000). Distrofinin VGSCa'ya baglanmasi kanali
aktin sitoskeletona ve ekstraseliiler matrikse baglayabilir. Sitoskeletal elemanlar ile
etkilesim VGSC'nin agilma olasiligin1 ve kalict aktivitesini indiiklemektedir (Maltsev ve
Undrovinas 1997, Undrovinas ve ark 1995). Ubiquitin-protein ligazlar Nedd4 ve Nedd4-
2'nin Navl.5 tarafindan aracihik edilen Na* akimini azalttigi gosterilmistir. Sonrasinda
Nedd4 ve Nedd4-2'nin néronal VGSC'lere baglandigi, ubikutinasyon ve endositoz yoluyla
kanal aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur (Fotia ve ark 2004). Arastiricilar dokuz adet
VGSC'den yedisinin Nedd4 ve Nedd4-2 i¢in baglanma motifi igerdigini ve bunlarin
dongiisiiniin  bu proteinler yoluyla ubikutinasyon {izerinden olabildigini ileri

surmektedirler.

Bilgiler meme kanserinin tan1 ve tedavisinde problemlerin varligin1 gostermektedir.
Mevcut durumda kullanilan isaretciler mikroskopik metastazlar1 belirleyememektedir. Bu
nedenle hastalarin onemli bir kismi yasam kalitelerini azaltan destekleyici tedaviler
almaktadirlar. Bunlara ek olarak hastaligin ilerleyen sathalarinda hormon tedavisine direng
gelismektedir. Cesitli ¢alismalar VGSCa'nin kanser metastaz1 ile ilisigi oldugunu
gostermistir ve bunlardan biri nNayv1.5'in erken dénem bir isaret¢i olarak kullanimini ileri
stirmiistiir. Ancak kanalin ekspresyonunu kontrol eden molekiiler mekanizmalara ve
nNav1.5'in hiicresel davranislar1 diizenledigi sinyalizasyon yolaklarina iliskin ¢ok az bir
bilgi mevcuttur. Biiyiime faktorleri ve hormonlarin (6rn: Ostrojen) meme kanserinin
ilerlemesi icin ve uyarilabilir hiicrelerde VGSC aktivitesinin diizenlenmesinde onemli
oldugu ¢ok iyi bilinmektedir. nNav1.5 ekspresyonunun kanser metastaziyla iligkisinin daha

fazla sayida olguda dogrulanmasi1 gerekmektedir ve meme kanseri metastazinda bu kanalin
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spesifik ekspresyonu prognostik bir isaret¢inin gereksinimlerini basariya ulastirmak igin
test edilmelidir. Buna ek olarak nNav1.5'in metastatik hiicre davranigini regiile etmesinin

altinda yatan mekanizmanin tanimlanmasi gerekmektedir.
1.1.7. RNA Interferans (RNAi) Mekanizmasi

Klasik bilgimiz dahilinde olan ve protein sentezinde rol oynayan RNA’larin
(mesajct RNA (mRNA), tasiyict RNA (tRNA) ve ribozomal RNA (rRNA)) yanisira
protein kodlanmasina dahil olmayip hiicrede daha baska fonksiyonlar gerceklestiren farkli
kiigiik RNA tipleri de (SIRNA, miRNA, piRNA) bulunmaktadir.

Son yillarda yapilan bazi calismalarda, degisik organizmalarda yaklasik 300’e
varan sayida niikleotid igeren, ¢esitli boyutlarda pek c¢ok kiigliik diizenleyici RNA’larin
varhigi tespit edilmistir (Gerald 2002, Grobhans ve Filipowicz 2008). 20-30 niikleotid
iceren kiiciik diizenleyici RNA’lar, kiigiik boyutlara sahip olmalari, birgok miRNA’nin
karmagik gorev agi, biyokimyasal analizlerde kolay bir bigimde kaybolmalar1 ve klasik
genetik yontemlerle inaktivasyonda zayif hedefler olduklar igin ge¢ kesfedilmislerdir. ilk
olarak Caenorhabditis elegans’da yapilan genetik denemelerde 1990’larda lin-4 ve let-7
adli iki miRNA kesfedilmistir (Gerald 2002, Grobhans ve Filipowicz 2008, Karagiizel ve
ark 2007). Daha sonra hayvanlarda, bitkilerde ve mantarlarda da etkin siRNA’lar tespit
edilmistir (Grobhans ve Filipowicz 2008, Giindogdu ve Celik 2009, Karagiizel ve ark
2007).

RNAI, evrimsel anlamda iyi korunmus, biyolojik transkripsiyon sonrasi post-
transkripsiyonel bir RNA sessizlestirme mekanizmasidir (Gartel ve Kandel 2006, Gerald
2002, Giindogdu ve Celik 2009, Karagiizel ve ark 2007, Pan ve ark 2006). Ilk olarak 1990
yilinda iki botanikgi tarafindan Petunya’da gen sessizlestirmesi kesfedilmistir. 1998 yilinda
Andrew Fire ve Craig Mello bir nematod olan C.elegans’da dsRNA (double-strand RNA)
molekiilleri tarafindan meydana getirilen gen sessizlestirme mekanizmasina RNAi adimn
vermisler ve 2006 yilinda Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel ddiiliinii kazanmiglardir. 2001
yilinda da Tom Tuschl ve ekibi, siRNA’larin memeli hiicrelerinde gene spesifik
sessizlesmeye sebep olduklarini gostermislerdir (Gartel ve Kandel 2006, Gerald 2002,
Grobhans ve Filipowicz 2008, Giindogdu ve Celik 2009, Karagiizel ve ark 2007, Pan ve
ark 2006, Pehlivan ve ark 2006).
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Hedef bir gen transkriptinin, sekansa spesifik bir sekilde, ¢ift zincirli RNA
(dsRNA) ile durdurulmasi olayi, RNAi olarak tanimlanmaktadir. Aslinda dsRNA, hiicrede
normal bir savunma sistemine ait katalitik yolu aktifler. Bu mekanizmanin temeli, hedef
MRNA zincirine komplementer olan dsSRNA’nin tek bir zincirini kullanmaktir (Antisense
zincir, 21 baz). Oncelikle dsRNA, aktarildig1 hiicrelerde kiiciik interfere edici RNA’lara
(SIRNA) pargalanir. Bu hiicresel bir mekanizmadir ve hiicrede olduk¢a kompleks bir
regililator mekanizma olarak rol oynamaktadir. RNAI, hiicrede istenmeyen yabanci genlerin
(eksternal RNA’lar ve viral genler, transpozonlar v.b. gibi) eliminasyonu ve bunun yaninda
gen ekspresyonunun transkripsiyonel olarak regiile edilmesinde hiicrede yogun sekilde
kullanilan bir mekanizmadir (Fire ve ark 1998).

1.1.7.1. siRNA (Small interfering RNA, Kiiciik sessizlestirici/interferans RNA)

siRNA’lar eksojen kaynakli molekiillerdir ve ¢ift zincirli yapida olup hedef
RNA’nin komplementeridirler. Endonukleolitik yikim yaparlar ve 21-23 nukleotidlik
uzunluga sahiptirler (Gerald 2002, Giindogdu ve Celik 2009, Karagiizel ve ark 2007,
Pehlivan ve ark 2006).

Sentetik olarak sentezlenerek hazirlanan siRNA’lar, RISC ile kompleks
olusturduklart bir mekanizma iizerinden mRNA’lar1 yikarlar. Bu mekanizmada; 21-23
nukleotid uzunlugunda kiigiik ¢ift zincirli sessizlestirici RNA olan siRNA’lar hiicre igine
lipid yapidaki transfeksiyon ajani vasitasiyla verilirler ve bu siRNA’lar, RNA ile
indiiklenen sessizlestirme kompleksine (RNA-inducing silencing complex=RISC) baglanir.
RISC’in molekiiler agirligi 500 kDa’dir, yap1 olarak endoniikleaz, ekzoniikleaz ve helikaz
enzimlerine sahip, niikleaz aktiviteli RNA-multiprotein kompleksidir (Karagiizel ve ark
2007, Song ve ark 2004). RISC’in temel bileseni olan Argonaute (Ago) proteini, mMRNA
kesimi i¢in temel katalitik bolgedir ve bu protein, antisense zincirin 3' ucuna baglanmada
gorev yapan Piwi — Argonaute - Zwille (PAZ) bolgesini ve ayrica yapisal olarak RNaz
H’m aktif bolgesine benzeyen, hedef mRNA’nin kesiminde rolii oldugu diisiintilen PIWI
bolgesini igermektedir (Giindogdu ve Celik 2009, Pehlivan ve ark 2006, Song ve ark
2004). Ago, sense siRNA’ya baglandiktan sonra antisense siRNA’y1 dalindan ayirir ve
uzaklastirir. Geriye kalan antisense siRNA ile RISC, hedef mRNA’daki komplementer
bolgeye yapisip endonukleolitik olarak parcalanmasina, dolayisiyla da protein sentezinin
post-transkripsiyonel diizenlenmesine neden olur (Gerald 2002, Giindogdu ve Celik 2009,
Karagiizel ve ark 2007, Song ve ark 2004). Bu olaya, post-transkripsiyonel gen
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sessizlestirilmesi (post-transcriptional gene silencing=PTGS) adi verilmektedir (Sekil
1.16).

RNA interferans canli organizmadaki normal mekanizmalardan biri olup, in vitro
olarak sentezlenen siRNA’larin kullanilmasiyla da endojenik genlerin ekspresyonunu
baskilamak miimkiin olmaktadir. RNAi diger tekniklerle kiyaslandiginda daha hizli ve
ucuz bir yontem olmasi yanisira, fonksiyonel genomik arastirmalarda da ¢ok ideal bir
teknik olarak etkin bir bigimde kullanilmaktadir. RNAi tekniginin kullanilmasi ile gen
ekspresyonunun baskilanmasi sadece gen fonksiyonunu arastirmada degil, ayn1 zamanda
gen tedavisinde de onem arz etmektedir. Genetik altyapiya sahip bir hastalik durumunda
normal bir proteinin fazla miktarda ekspresyonu ya da mutant bir proteinin ekspresyonu
soz konusu ise RNAI bu hedef proteinin diizeyini azaltmak ya da onun zararli etkilerini
ortadan kaldirmak icin kullanilabilmektedir (Giindogdu ve Celik 2009). Ozellikle RNAI,
kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii i¢in 6nemli olan genlerin, anti-apoptotik genlerin ya da
proliferasyon/invazyon/migrasyon ile iligkili genlerin ekspresyonlarin1 baskilayarak
kanserin tedavisinde ve tanisinda kullanilmaktadir (Duursma ve Agami 2003, Giindogdu
ve Celik 2009, Reddy ve ark 2007, Scholzova ve ark 2007).
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dsRNA

Wldnaslnl ¢ M A BEEEEERFEFERE]
(o } | | &

Translasyonel baskilanma mRNA klevaji ve
yada mRNA degradasyonu degradasyonu

Sekil 1.16. RNA Interferans Mekanizmas1 (Merritt ve ark 2008).
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1.2. Amacg

Meme kanserinin Diinyada ve Tiirkiye’de kadinlar arasinda en sik goriilen kanser
oldugu, kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturdugu, ayrica kanser
tedavisi i¢in yapilan ekonomik harcamalarin diinya iilkeleri igin saglik harcamalarinin
biiyiik bir kismint olusturdugu, 6nceki boliimlerde ayrintili bir bigimde vurgulanmistir. Bu
amagcla daha ekonomik ve etkin yeni ilag ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinin hem
tilke ekonomilerine hem de bireylerin yasam kalitesine getirecegi faydalar diistiniildiigiinde

gilinlimiiz bilim diinyasi i¢in en ilgi ¢ceken konular arasinda 6nem arz etmektedir.

Ekspresyonlar1 kanserde degisim goOsteren bazi plazma membrani iyon kanallar
timor metastazinin sekillenmesinde ve hastaligin ilerlemesi igin ¢ok onemli olan hiicre
migrasyonu, motilitesi ve invazyonu siireglerinde rol oynamaktadirlar (Prevarskaya ve ark
2010). Kanser hiicrelerinde VGSC’ler ilk olarak 1995 yilinda si¢an prostat kanser hiicre
hattinda tespit edilmistir (Goldin ve ark 2000). Ardindan insan prostat kanser hiicre
hattinda da benzer yapida bir kanal bulunmustur (Grimes ve ark 1995). Aktif VGSC’lerin
kanser hiicrelerinde galvanotaksis, motilite ve invaziv potansiyel ile iligkili olduklar tespit

edilmistir (Laniado ve ark 1997 Mycielska ve Djamgoz 2004, Fraser ve ark 2000).

Prostat ve meme kanserlerinde yapilan ¢alismalarda eksprese edilen iki izoformun
da fotal izoformlar oldugu belirlenmistir (fNay1.7 ve fNav1.5). Meme kanserine iliskin
VGSC’ler ile yapilan ¢alismada bu fotal izoforma uygun antikorlar tarafindan metastatik
hiicrelerde Nav1.5 fotal izoformunun ekspresyonu gosterilmistir. Birgok calisma
VGSC’lerin kanser gelisimi, invazyonu ve metastazi tizerine oldukga etkili oldugunu ileri
stirmektedir. Meme kanseri gelisiminde ve metastatik yolaklar ile iliskili hiicre i¢i olaylar1
etkilemede Nav1.5 kanalinin ozellikle neonatal izoformundaki ekspresyon ve aktivite
artisinin onem tasidig1 belirtilmistir (Fraser ve ark 2005). Ancak bu konuda literatiirde
kanalin meme kanserine olan etkilerine iliskin detayli bir mekanizma, hiicre i¢i protein
degisimleri vb. ortaya konulmamistir. Eldeki umut verici veriler Nay1.5 kanalinin meme
kanserine klinik yaklasimda yeni bir terapdtik hedef olarak degerlendirilebilecegini

gostermektedir.

Tiim bu nedenlerden dolayi ¢alismada Nav1.5 kanalinin Adult ve Neonatal tiplerine

spesifik siRNA’lar araciligiyla genetik olarak sessizlestirilmesi ve inhibisyonun in vitro ve

56



farede in vivo olarak meme kanseri lizerine olan etkileri arastirilmistir. Bu baglamda

asagidaki hipotezlerin ve sorularin cevaplarinin arastirilmasi hedeflenmistir;

e Jn vitro meme kanseri hiicre hatlarinda Adult ve Neonatal Nayv1.5 siRNA’larinin

meme kanseri hiicre proliferasyonu iizerine olan etkilerinin aragtirilmast,

e In vitro normal meme epiteli hiicre hattinda Adult ve Neonatal Nayl.5

siRNA’lariin olas1 sitotoksik etkilerinin arastirilmasi,

e In vitro meme kanseri hiicre hatlarinda Adult ve Neonatal Nay1.5 siRNA’larinmn
standart kemoterapdtiklerle olan kombine etkileri ve ilag direngliligi iizerine olan

etkilerinin arastirilmasi,

e In vitro metastatik meme kanseri hiicre hatlarinda Adult ve Neonatal Nayv1.5
siRNA’larinin meme kanseri hiicrelerinin invazyon/migrasyon/yara iyilesmesi

yetenekleri lizerine olan etkilerinin arastirilmast,

e In vitro meme kanseri hiicre hatlarinda Adult ve Neonatal Nay1.5 siRNA’larinmn
meme kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii (Apoptoz) iizerine olan etkilerinin

arastirilmasi,

e In vitro meme kanseri hiicre hatlarinda Adult ve Neonatal Nay1.5 siRNA’larinin

meme kanseri hiicrelerinde hiicre siklusu iizerine olan etkilerinin arastirilmasi,

e In vitro meme kanseri hiicre hatlarinda Adult ve Neonatal Nay1.5 siRNA’larinin
meme kanseri hiicrelerinde Nav1.5 kanali mRNA diizeylerine olan etkilerinin

arastirilmasi,

e In vitro meme kanseri hiicre hatlarinda Adult ve Neonatal Nay1.5 siRNA’larinimn
olas1 tiim bu etkilerine iliskin hiicre i¢i mekanizmalar ve gorev alan proteinlerin

ekspresyon diizeyleri ve iligkilerinin arastirilmasi,

e In vivo atimik nude farelerde ksenograft ortotopik meme kanseri modelinin
olusturulmas1 ve Adult - Neonatal Nav1.5 siRNA’larmin timor biliylimesi ve

progresyonu iizerine olan terapotik etkilerinin arastirilmasi,
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e In vivo atimik nude farelerde ksenograft akciger metastaz modelinin olusturulmasi
ve Adult - Neonatal Nay1.5 siRNA’larmmin meme kanseri metastazi iizerine olan

terapotik etkilerinin arastirilmasi.
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2. GEREC VE YONTEM

Calisma Tiibitak-BIDEB 2214 kodlu Yurt Disi Doktora Sirast Arastirma Burs
Program1 kapsaminda Texas Medical Center, Houston, TX, USA’da yer alan University of
Texas MD Anderson Cancer Center’deki Department of Experimental Therapeutics’de

gerceklestirildi.
2.1. Gerec
2.1.1. Hiicre Hatlar

Insan meme epitel hiicre hatt1 (MCF-10A) ve meme kanseri hiicre hatlar1 (MDA-
MB-231, MDA-MB-231-luc, MDA-MB-468 ve MCF-7), University of Texas MD
Anderson Cancer Center’deki Experimental Therapeutics Departmaninin American Type

Culture Collection'dan (Manassas, VA) satin aldig1 hiicre hatlar1 stogundan temin edildi.
2.1.2. Kimyasallar, Tamponlar ve Soliisyonlar

Calismalarda kullanilan kimyasallar, tamponlar ve soliisyonlar asagida verilen

icerik listelerine gore hazirlandi.
2.1.2.1. 10 X PBS (Phosphate buffered saline)

80 g NaCl, 2.25 g KCI, 23.27 g Na;HPO4.12H,0 ve 2.05 g KH2PO4 1000 ml
bidistile su i¢inde ¢ozdiiriildii ve pH 7.4'¢ ayarlandi.

2.1.2.2. 10 X TBS (Tris buffered saline) stok seliisyonu

80 g NaCl ve 31.5 g Tris-HCI 1000 ml bidistile su ig¢inde ¢ozdiiriildii ve pH 7.6'ya
ayarlandi.

2.1.2.3. Yiiriitme/Transfer tamponu stok soliisyonu

10 X stok soliisyon i¢in 30 g Tris-Base ve 144 g Glisin 1000 ml bidistile su i¢inde

¢Ozdirildii.
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2.1.2.4. 1 X Yiiriitme tamponu

10 X yiiriitme stok soliisyonundan 100 ml, 10 ml %10'luk SDS ¢ozeltisi 890 ml

distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.
2.1.2.5. 1 X Transfer tamponu

10 X transfer stok soliisyonundan 100 ml ve 200 ml methanol, 700 ml distile su ile

1000 ml'ye tamamland.
2.1.2.6. 1 X TBS-Tween-20

10 X TBS stok soliisyonundan 100 ml ve 1 ml Tween-20 alindive 899 ml distile su
ile 1000 ml'ye tamamlanda.

2.1.2.7. Protein lizis tamponu stok soliisyonu

250 ml lizis tampon stok soliisyonu i¢in; 200 ml H20, 2.19 g NaCl, 0.76 g Tris +
%1’lik Triton X (2.5 ml) eklendi ve pH 7.6'ya ayarlandi. 50 ml H;O eklendi ve santrifiij
edildi.

2.1.2.8. Protein lizis tamponu ¢alisma soliisyonu

Stok soliisyonun her 1 ml'si i¢in 4 pl NaF (1M), 4 ul NazVOs4 (1M) ve 10 pl proteaz
inhibitor kokteyli eklendi ve hafifce vortekslendi.

2.1.2.9. % 10’luk stok SDS c¢ozeltisi
10 g SDS tartilip son hacim 100 ml olacak sekilde distile su igerisinde ¢ozdiiriildii.
2.1.2.10. PCR yiiriitme tamponu (Tris Borat EDTA-TBE 10 X Stok)

108 g Tris Base, 55 g Borik Asit ve 40 ml 0.5 M EDTA (pH ~ 8.0) distile su ile
1000 ml'ye tamamlandi.

2.1.2.11. 3X yiikleme tamponu

1.8 ml Gliserol, 1.2 ml %30’luk SDS, 0.9 ml Beta-Mercaptoetanol, 0.18 ml B-Blue
(%2.5), 1.1 ml Tris-HCL (0.5 M) (pH 6.8) ve 0.82 ml distile su karistirilarak hazirlandi.
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2.1.2.12. Kullanilan diger malzemeler, kimyasallar, soliisyonlar ve Kitlerin listesi

Katolog no Malzemenin Cinsi Marka
Hiicre kiiltiirii malzemeleri
21875034 | DMEM Besiyeri 10 x 500 ml (paket kodu) Invitrogen/Gibco
10082-147 | FBS Is1 ile inaktive edilmis 500 ml Invitrogen/Gibco
25200056 | Tripsin 0.25% EDTA 100 ml Invitrogen/Gibco
15140122 | Penisilin/Streptomisin Soliisyonu 100 ml Invitrogen/Gibco
SH30028.03 | Steril DPBS Thermo
18082E | Steril Filtre Unitesi (12 x 500 mL; kutu) Nalgene
13-680-65 | Steril 75 cm2 flask, (60 adet/kutu) 353631 FISHER
10-126-9 | Steril 25 cm2 flask, (100 adet/kutu) 353108 FISHER
353046 Steril 6 kuyucuklu plate, (100 adet/kutu) BD FALCON
353047 Steril 24 kuyucuklu plate (100 adet/kutu) BD FALCON
353072 Steril 96 kuyucuklu plate, 100 ad/kutu BD FALCON
352096 Steril 15 ml mavi kapakli falcon tiip (500 adet/kutu) BD FALCON
352070 Steril 50 ml mavi kapakli falcon tiip(500 adet/kutu) BD FALCON
357525 Steril pipet 25 ml (200 adet/kutu) BD FALCON
357551 Steril pipet 10 ml (200 adet/kutu) BD FALCON
357543 Steril pipet 5 ml (200 adet/kutu) BD FALCON
357528 Steril aspirasyon pipeti,(200 adet/kutu) BD FALCON
NC9390742 | Cryovial FISHER
09-719C | Siringa i¢in steril filtre (50 adet) FISHER
T8154 Trypan Blue soliisyonu SIGMA

Cryoboxes (81 adetlik ve numaralandirilmig kutular)
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Ependorf (1,5ml) DNaz, RNaz free; 500 ad/pk

Ependorf (0,5 ml) DNaz, RNaz free; 1000 ad/pk

Ependorf (0,2 ml) PCR igin 1000 ad/pk

Pipet ucu (0-10 ul)

Pipet ucu (10-100 pl)

Pipet ucu (200-1000 pul)

FB69000 | Sarj edilebilir pipetleme cihazi FISHER
Western Blot malzemeleri
IPVH00010 | PVDF membran Millipore
161-1158 | 4-15% Ready Gel® Tris-HCI Gel, 10 kuyucuk, 50 pl BioRad
2108-10 3X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu; 5x2 ml Biovision
106008 Metanol, 2,5 L MERCK
E590808(§‘ EDTA; 500 Gram Sigma
8570%0;- Borik asit Sigma
BP36031 | EZ-Run Prestained Rec Protein Marker Fisher
500-0202 | Quick Start™ Bradford Protein Assay Kit 2 (Protein BioRad
Kuantifikasyon Kiti)
21059 Western Blot Stripping Buffer; 500 ml Thermo
B6404 BCIP/NBT soliisyonu; 100 ml Sigma
PCR Malzemeleri
15596018 | Trizol Reagent, 200 ml Invitrogen
B9673 1-Bromo-3-chloropropane, 200 ml Sigma
19030 Izopropil alkol, 1200 ml Sigma
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1000983 | Etanol, 2,5 Lt Merck
10966030 | PLATINUM TAQ DNA Polimeraz ,500 reaksiyon Invitrogen
EP0402 Taq IZ_)NA Polymerase (rekombinant) (5 U/uL), 500 Thermo

reaksiyon
K1612 First strand cDNA sentez kiti (100x20 uL) Thermo
R0192 dNTPmix 10mM 1ml Thermo
Adult ve Neonatal Nav1.5 primerleri forward 100 nmol DT
PCR Grade , 22 bazlik
Adult ve Neonatal Nav1.5 primerleri reverse 100 nmol DT
PCR Grade , 22 bazhik
BP1356 | Agaroz, 100 Gram Fisher
10488-058 | TrackIt™ 100 bp DNA Marker Invitrogen
10816-015 | 10X BlueJuice™ Jel Yiikleme Tamponu Invitrogen
10977015 | UltraPure™ DNaz/RNaz-Free Distile Su; 500 ml Invitrogen
301806 HiPerFect HTS Transfeksiyon Ajani (2 X 1 ml) Promega
Otomatik Pipet Seti (0.5-10uL, 10-100puL, 100-1000uL) Eppendorf
E1385 Etidium bromide soliisyonu; 5 ml Sigma
E1270 ECM jel; 5 ml Sigma
354230 Matrigel; 10 ml Corning
353097 BD Falcon Hiicre Kiiltiirii invazyon Insertleri BD Biosciences

2.1.3. Primerler

Calismada Real-Time PCR ve klasik PCR yontemleri i¢in farkli primer ciftleri

kullanildi.

Real-Time PCR Primer Ciftleri:

Adult Nav1.5 Forward Primer: 5'-CATCCTCACCAACTGCGTGT-3'

Adult Nayv1.5 Reverse Primer: 5'-ACATTGCCCAGGTCCACAAA-3'
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Neonatal Nav1.5 Forward Primer: 5'-CATCCTCACCAACTGCGTGT-3'
Neonatal Nav1.5 Reverse Primer: 5-CCTAGTTTTTCTGATACA-3'
B-Aktin Forward Primer: 5'-TCACCCACATGTGCCCATCTACGA-3'
B-Aktin Reverse Primer: 5-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3'

Klasik PCR icin Primer Ciftleri:

Neonatal Nav1.5 Forward Primer: 5-TACACCTTCACCGCCATTTACACCTT-3'
Neonatal Nav1.5 Reverse Primer: 5-CTGGCTGATGTGATGGTCCT-3'
Integrin 1 Forward Primer: 5'-CCTACTTCTGCACGATGTGATG-3'
Integrin B1 Reverse Primer: 5-CCTTTGCTACGGTTGGTTACATT-3'
Cyclin D1 Forward Primer: 5-GGATGCTGGAGGTCTGCGAGGAAC-3'
Cyclin D1 Reverse Primer: 5-GAGAGGAAGCGTGTGAGGCGGTAG-3'
GAPDH Forward Primer: 5-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3'
GAPDH Reverse Primer: 5-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3'
2.1.4. siRNA Sekanslari

Caligmada kontrol amaciyla anlamli herhangi homolojisi olmayan hedeflenmemis
dizilerden olusan Kontrol siRNA, tedavi ve etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla Adult
Nav1.5 kanalina spesifik olarak Adult Nav1.5 siRNA ve Neonatal Nayv1.5 kanal tipine
spesifik olarak da Neonatal Nav1.5 siRNA (1) ve (2) olacak sekilde siRNA’lar kullanildi.
Bunlarin bazilar1 iretici firma olan Sigma’nin hazir siRNA listesinden en 1iyi
susturma/sessizlestirme derecesine sahip olanlardan segildi, digerleri ise literatiirden

etkinligi gosterilmis sekanslar {izerinden istege bagl olarak firmaya sentez ettirildi.
Kontrol siRNA: 5-AAUUCUCCGAACGUGUCACGU-3'

Adult Nav1.5 siRNA: SASI_Hs02_00320579 (Sigma Aldrich SCN5A siRNA

listesinden)
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Neonatal Nav1.5 siRNA (1): 5-UUUGUCGGCUCUUCGAACU-3'
Neonatal Nav1.5 siRNA (2): 5-GAGUCCUGAGAGCUCUAAA-3'
2.2. Yontem
2.2.1. Hiicre Kiiltiirii
2.2.1.1 Sterilizasyon

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan tim malzeme ve ajanlar steril edilerek kullanildi.
Radyasyona maruz birakilan hiicre kiiltiirii flasklari ve kullanima hazir durumdaki steril
besiyerleri ticari firmalardan elde edildi. Cok yiiksek 1siya dayaniksiz materyaller, 8 kg
basing ve 115°C’de 20 dk, cam malzemeler ise 160°C’de 60-90 dk otoklavlandi. Sivi
ajanlar por biiyiikligii 0.22 um olan mikrobiyolojik filtreden gegilerek steril edildi. Cam
pipetler, kromat ¢ozeltisinde bekletilerek steril edildi. Zefiran, %70 alkol ve 0zel
dezenfektanlarla ¢alisma ortami ve steril kabinin temizligi yapildi. Steril kabine alinacak

malzemeler %70 alkolle silindi. Tiim islemler sirasinda steril eldiven kullanildi.
2.2.1.2. Calismada kullanilan hiicre hatlarimin ¢cogaltim ve idamesi

Hiicre kiiltlirii islemleri steril laminar hava akimli c¢alisma kabinlerinde
gerceklestirildi. -80°C‘de saklanan hiicreler, 37°C’lik su banyosunda ¢ozildi ve 75

cm?’lik filtreli hiicre kiiltiir flasklarina aktarildi.

Tim hiicre hatlart DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential
medium) besiyerine %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu eklenerek ¢ogaltildi.
MCF-10A hiicreleri ise ayni besiyerine EGF, hidrokortizon, insiilin, %5 1s1 ile inaktive
edilmis at serumu ve Kkolera toksini eklenerek, 37°C sicaklikta, %5 CO2 ve nem igeren

inkiibatorde cogaltildi. Tiim besiyerlerine penisilin ve streptomisin eklendi (100 tinite/ml).

Hiicre hatlar1 canlilik, ¢ogalma ve enfeksiyon acisindan inverted mikroskopta
giinliik olarak izlendi. Flasklarda %80’in iizerinde hiicre yogunlugu goézlendiginde hiicreler

pasajlanarak ¢ogaltildi.
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2.2.1.3. Pasajlama

Yeterli cogalma olan flaskdaki besiyeri tek kullanimlik steril pipet yardimiyla
cekildi. Besiyeri ¢ekilmis flaska, por biiyiikliigii 0.22 um olan filtreden gecilerek enjektor
yardimiyla 6nceden 37°C su banyosunda 1sitilan 1X’lik Tripsin-EDTA’dan 1-2 ml (hiicre
yogunluguna gore) eklendi. Bir iki dakika beklenip, steril cam pastor pipeti yardimiyla bu
stvi ¢ekildi. Tripsini ¢ekilen flasklara yine ayni miktarda Tripsin-EDTA eklendi. Flasklar
%5 COz iceren etiivde 37°C’de 5-7 dakika bekletilerek flask tabanina tutunmus hiicrelerin
ayrilip ayrilmadiklar1 inverted mikroskopta kontrol edildi. Flask tabanindan ayrilan
hiicreler, her flask i¢in bir tane olmak iizere, iginde 3 ml besiyeri bulunan, 6nceden
hazirlanmis kapakli santrifiij tiiplerine steril cam pastor pipet yardimiyla aktarildi. 1000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiipiin dibinde kalan hiicrelerle birlikte
0.5 ml s1v1 da birakilarak, iistte kalan siipernatant atildi. Tiipiin dibinde kalan hiicreler steril
cam pastor pipeti yardimiyla alinarak, 6nceden iglerine 4 ml besiyeri konmus 2 ayr1 kiiltiir
flaskina (hiicre yogunluguna gore, 2-4 flask olabilir) esit miktarda dagitildi. Pasajlanan
hiicrelerin flask i¢indeki yogunluklari her giin inverted mikroskopta gozlendi. Taban1 hiicre

ile tamamen kapl1 olan flasklar 6l¢ltime alindi.
2.2.1.4. Hiicre stoklama, dondurma ve ¢é6zme

Tripsin ile muamele edilen hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santriifiij edildikten
sonra, pelet halindeki hiicreler stok medyum (%10 DMSO + %90 biiyiime medyumu veya
serum) icerisinde yavasca siispanse edilerek 1,5 ml’lik kriyo tiiplere alind1 ve -80°C’de bir
gece birakildiktan sonra sivi azot tankina aktarildi. Her bir kriyo tiipe 1 ml hiicre

stispansiyonu kondu.

Sivi azotta depolanan hiicreler 37°C’de hizli sekilde ¢ozdiriildii, daha sonra
DMEM:F12 besi yeri ilave dilerek 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve sivi kisim
uzaklastirildi. Pelet, taze DMEM:F12 ile tekrar siispanse edilerek hiicrelerin

toplanabilmeleri amaci ile 25 cm?’lik flasklara alindu.
2.2.1.5. Hiicrelerin sayimi

Hiicrelerin sayimi i¢in Oncelikle flask zemininden ayrilmalari saglandi. Bu islem
icin, MCF10-A, MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicrelerini igeren flasklardaki besiyerleri
dokiildii. Uzerine 4 ml Tripsin EDTA eklenen hiicreler yaklasik 10 dakika 37°C’lik
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inkiibatorde bekletildi. Mikroskopta kontrol edilen hiicreler, zeminden ayrilinca 1:1
oraninda besiyeri ile noétralize edilip, 15 ml’lik steril santrifiij tliplerine aktarildi.
Santrifiijlenen hiicrelerin siipernatantlar1 atilarak dibe ¢oken hiicre peleti 10 ml besiyeri
iginde tekrar homojenize edildi. Bu siispansiyondaki hiicrelerin sayis1 Tripan Blue boyama

yontemi yardimiyla Neubauer laminda sayilarak belirlendi.
2.2.1.6. Tripan Blue boyama yontemi

Tripan Blue boyama ydntemi, hiicre sayimi i¢in kullanilan ¢esitli yontemlerden
biridir. Tripan blue boyasi 6lii hiicreleri veya dokular1 boyamada kullanilan canli (vital) bir
boyadir. Hiicreler zardan gecen bilesenlere karsi ¢cok segici olduklarindan tripan blue canli
hiicreler tarafindan absorbe edilemeyip boyanmazken, oOlii hiicrelerde zar biitliinliigi
bozuldugu igin 6l hiicreler tripan blue boyasi ile boyanirlar. Dolayisiyla 6lii hiicreler
mikroskop altinda mavi renkte goriiliir. Bu yonteme gbre boyama islemi asagida belirtilen

sira takip edilerek yapildi:

1. Kiigiik bir ependorf tiipiine Tripan Blue soliisyonu ile hiicre siispansiyonundan

alinan 6rnek 1’e 1 olacak sekilde kondu ve pipetlenerek karistirildi.
2. Bu siispansiyondan pipetle bir damla alinarak Neubauer lam1 {izerine kondu.

3. Neubauer lamimin ortasindaki 1 mm alandaki karelerde bulunan tiim hiicreler

sayildi. Bu islem 3 kez tekrarlanarak her hiicre 6rnegi i¢in ortalama bir say1 belirlendi.
4. Mavi boyanan cansiz hiicreler ile boyanmayan canli hiicreler ayr1 ayr1 sayildi.

Hiicrelerin kiimeler halinde goriilmesi %10’dan fazla oldugunda, hiicrelerin

yayildigindan emin oluncaya kadar tiim yontem tekrarlandi.

5. Neubauer lammin her bir karesi 0.1 mm? ya da 10 cm® toplam hacmi gésterir.
1cm?®, yaklasik Iml’ye esit oldugu igin, her ml’deki hiicre sayis1 asagidaki formiil ile

hesaplandi:

Hiicre Sayisi= Her Karedeki Sayim X Diliisyon Faktér (2) X 104 ml
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2.2.2. siRNA Transfeksiyonu

RNAI yontemi ile gen sessizlestirmeyi kanitlamak ve siRNA dagiliminin optimize
edilmesi icin sentetik siRNA molekiilleri kiiltiir hiicrelerine verilirken, kimyasal
transfeksiyon ajan1 olarak HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen, Valencia, CA)
kullanildi.

2.2.2.1. Kiiltiir hiicrelerine siRNA’larin dagitilmasi

Meme kanseri hiicre dizileri i¢in Adult Nay1l.5 ve Neonatal Nayl.5 siRNA’lar1
kullanild1. Ayrica kontrol siRNA (nonsequence-specific siRNA) da kullanildi. Kontrol
siRNA, anlamli homolojisi olmayan hedeflenmemis diziler olup, hiicrede belli spesifik
mRNA ve protein seviyeleri tizerine etkili degildir; boylece, hedef siRNA’nin etkilerini

6lecmek i¢in bir temelin olusturulmasini saglar.
siRNA’larin kiiltiir hiicrelerine dagitilmasi islemi asagidaki gibi yapildi:

1. Uygulanacak deney protokoliine iligkin sayida hiicre yine uygun deney ortamina

transfeksiyondan 24 saat dnce pasajlandi ve hiicrelerin yapigsmasi beklendi.

2. Kontrol, Adult Nayl.5 ve Neonatal Nayl.5 siRNA’lar1 i¢in DNAz-RNAz

bulundurmayan su ile {iriin bilgilerine gore konsantrasyonlar hazirlandu.

3. Transfeksiyon igin serumsuz besiyeri ve bir transfeksiyon ajani olan HiPerFect

Transfection Reagent oda 1sisina getirildi.

4. Steril bir kriyo tlip i¢inde serumsuz besiyeri, siRNA ve HiPerFect asagida
belirtilen miktarlarda hazirlandi ve 20 dakika oda 1sisinda laminar kabin igerisinde

bekletildi (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. SIRNA hesaplama yontemi

siRNA (50-200
NnM doz i¢in)

Karnisima
eklenecek
SiIRNA

miktari

Karisima
eklenecek
serumsuz

besiyeri miktari

Karisima
eklenecek
HiPerFect

miktari

Eklenecek
son hacim

miktari

Western Blot ve invazyon/Migrasyon (T25’lik flask icin) (50 nM doz)

siRNA ana stok
konsantrasyon
(20 pM)

10 pl

180 ul

15 pl

205 ul

siRNA ana stok
konsantrasyon
(10 pM)

20 ul

180 pl

15 pl

215 ul

siRNA ana stok
konsantrasyon
(50 uM)

4 ul

180 pul

15 pul

199 pl

siRNA ana stok
konsantrasyon
(250 uM)

0.8 ul

180 pul

15 ul

195.8 ul

Hiicre Proliferasyon Testi /MTS Testi (96 kuyulu plak i¢in) (200 nM doz)

siRNA ana stok

konsantrasyon

konsantrasyon 1 ul 25 pl 0.9 pl 26.9 pl
(20 uM)
siRNA ana stok 2l 25 pl 0.9 pl 27.9 ul

69



(10 uM)

siRNA ana stok
konsantrasyon 0.4 pl 25l 0.9 pl 26.3 pl
(50 uM)

SiRNA ana stok
konsantrasyon 0.08 ul 25 pl 0.9 pl 25.98 ul
(250 M)

Klonojenik ve Yara Iyilesmesi Testi (6 kuyulu plak icin) (50 nM doz)

siRNA ana stok
konsantrasyon 5ul 95 ul 7.5 pl 107.5 ul
(20 pM)

siRNA ana stok
konsantrasyon 10 pl 95 ul 7.5 ul 112.5 ul
(10 uM)

siRNA ana stok
konsantrasyon 2 ul 95 ul 7.5 pl 104.5 pl
(50 uM)

siRNA ana stok
konsantrasyon 0.4 pl 95 ul 7.5 ul 102.9 ul
(250 uM)

5. Inkiibasyon sonunda olusan karisim, 24 saat dncesinde ekimi gergeklestirilmis
hiicreler iizerine yukarida bahsedilen son hacimler dikkate alinarak eklendi. Tim bu
gruplarin disinda deneylere kontrol amaciyla herhangi bir SiIRNA ya da transfeksiyon ajani
muamelesi yapilmayan (non-treated/NT) grup eklendi.
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6. Farkli deney protokolleri icin farkli siirelerde transfeksiyon gerceklestirildi.
Ancak siRNA ile transfeksiyon ajani karigimi, hiicrelere en az 10 saat siireyle uygulandi ve

bu siire sonunda ortam serumlu besiyeri ile degistirildi.
2.2.3. In Vitro Deneyler
2.2.3.1. MTS hiicre proliferasyon testi

Hiicre canliligin1 ve proliferasyonunu tayin etmek igin kullanilan MTS testi (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium
salt), 37°C’de yasayan hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu, tetrazolium tuzunun
(suda ¢ozilinebilen formazan iiriinii), renkli bir yapiya doniistiiriillmesi ve bunun 6lg¢iilmesi
temeline dayanir. Dehidrogenaz enzimlerinin iirettigi formazan miktari, kiiltiirdeki canli

hiicre sayisiyla dogrudan orantilidir ve 490 nm’de 6lciilebilir.

Meme kanseri hiicre hatlarinin herbiri igin reaksiyonlar kuruldu ve her reaksiyon ti¢
kere tekrarlandi. Hiicreler, 100 pl’de ortalama 1-1,5 x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96-
kuyulu plaklara ekildi. 24 saat sonra, besiyeri uzaklastirildi ve hiicrelere SIRNA

transfeksiyonlar1 gergeklestirildi (8-10 saat transfeksiyon).

Hiicreler siRNA (200 nM) ile 120 saat inkiibe edildikten sonra besiyeri yenilendi ve
CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferasyon Assay kiti (Promega) kullanilarak
MTS deneyi yapildi.

MTS ve PMS (phenazine methosulfate) igeren soliisyondan (20:1 v/v) 20 pl
alinarak 100 pl besiyeri i¢eren her bir kuyuya eklendi, 37°C’de 2-3 saat inkiibasyondan
sonra spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda okuma yapildi. Ortalamalar hesaplandi ve
Microsoft Excel programi yardimiyla ortalama absorbsiyon + standart sapma baz alinarak

grafikler ¢izildi.
2.2.3.2. Klonojenik testi (Klon olusturabilme yeteneklerinin incelenmesi)

Meme kanseri hiicreleri, 6 kuyulu plaklara her 2 ml'de ortalama 750-1000
hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. 24-48 saat inkiibasyon sonrasi hiicrelerin ylizeye
tutunduklarindan emin olunduktan sonra siRNA transfeksiyonlar1 gerceklestirildi. 1 hafta
sonra ikinci kez siRNA transfeksiyonlar1 yapildi ve yaklasik 2. hafta sonunda tedavi

uygulanmamis kontrol kuyusundaki koloni sayist ve yogunlugu dikkate alinarak deney
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sonlandirildi. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra kuyular bir kez PBS ile yikandi. 40 ml
metanol icinde 0.2 g kristal viyole eklenerek hazirlanmis stok soliisyon distile su ile 1/10
oraninda diliie edilerek calisma soliisyonu elde edildi. Bu soliisyondan kuyulara 1 ml
eklendi ve 5 dk beklendi. Sonrasinda kuyular 3 kez distile su ile birer dakika siireyle
yikandi. Ardindan plaklar kapaklari acik vaziyette kurumaya birakildi. Son olarak da
plaklardan resimler cekilerek kuyulardaki koloni sayilar1 ya da histogramik degerleri

karsilastirilarak sonuglar degerlendirildi.
2.2.3.3. Invazyon testi (Hiicrelerin invazyon yeteneklerinin incelenmesi)

Bu yontemde BD Falcon Cell Culture Inserts Sistemi (BD Biosciences, Cat
N0:353097, 8 mikronluk porlardan olusan PET membrani) ve onun iizerini ince bir
matrijel bazal membranla kaplamak i¢in BD Matrigel Basement Membrane Matrix (BD
Biosciences, Cat N0:354234) ile 24 kuyucuklu plaklar kullanildi. Matrijel matriks in vitro
sartlarda bazal membran olarak fonksiyon gérmekte ve membranin porlarini tikayarak non-
invaziv hiicrelerin membrandan invazyonunu engellemektedir. invaziv 6zellikteki hiicreler,

matrijel matriksden ve 8 mikronluk porlardan gecerek invaze olurlar.

Kontrol ve Nay1.5 siRNA'lar1 ile tedavi sonrast meme kanseri hiicrelerinin

invazyon kapasitesi "BD Falcon Cell Culture Inserts" sistemi ile 6lgtildii.

Bu insert sisteminin kuyucuklarina éncesinde 3 ml soguk serumsuz besiyerine 200
ul matrijel eklenerek hazirlanan karisimdan 100’er pl dagitildi. 24 kuyucuklu plaklar
icinde matrijel eklenmis insertler 6nce oda 1sisinda (Laminer flow iginde) 1 saat kurumaya
birakildi. Bu siirenin sonunda membrana zarar vermeden iizerindeki kalan matrijel
uzaklagtirildi. Ardindan bu plaklar +4°C'de bir gece bekletildi. Sonrasinda deneye
baglamadan serumlu besiyeri iceren (500 pl) kuyucuklara, hava kabarcigi kalmamasina

dikkat edilerek steril forseps ile insertler transfer edildi.

Takiben 6l¢iimii yapilacak siRNA ile tedavi uygulanmis hiicre siispansiyonlarindan
200%er pl (Her birinde 5xI0* hiicre olacak sekilde) serumsuz besiyeri icinde insertler
tizerine eklendi. Sonrasinda bu insertler 24 saat inkiibatérde birakildi (37°C). 24 saat
sonunda plak inkiibatérden ¢ikarildi. Invaziv 6zellik gdstermeyen hiicreler membranin iist
yiizeyinden steril pamuklu bir ¢ubuk yardimiyla uzaklasirildi. Membrana invaze olan
hiicreler PROTOCOL™ Hema 3™ Manual Staining System (Fisher HealthCare;
PROTOCOL, Cat No: 22-122-911) ile boyandi. Boyama sonrasi insertler bir gece
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kurumaya birakildi. Sonraki gilin tekrar membranlarin iist ylizeyinden pamuklu bir ¢ubuk
kullanilarak boya artiklar1 ve kalan hiicreler uzaklastirildi. Boyanan membran, keskin bir
bistiiri (No: 11) ile ¢ikarilip forseps yardimiyla lam tizerine yerlestirildi. Membranlarin alt
kismina dogru lam {izerine yaklasik 100-150 pl Permount™ Mounting Medium (Fisher
Chemical, Cat N0:SP15-100) birakildiktan sonra hava kabarcigi kalmamasma dikkat
ederek lamel kapatildi. Kamera entegre edilmis 151k mikroskobunda her bir membran igin
en az 5 farkli alanin resmi alinip, bu resimlerden ImageJ programi vasitasiyla hiicre sayimi
yapilarak invaze olmus ortalama hiicre sayilar1 + standart sapmalar degerlendirilerek

Microsoft Excel'de grafikler hazirlandi.
2.2.3.4. Migrasyon testi (Hiicrelerin migrasyon yeteneklerinin incelenmesi)

Bu yontemde yine "BD Falcon Cell Culture Inserts™ sistemi ve onun iizerini bu kez

ince bir bazal membranla kaplamak i¢in %10 jelatin ile 24 kuyucuklu plaklar kullanildi.

Kontrol ve Navl.5 siRNA'lar1 ile tedavi sonrasi meme kanseri hiicrelerinin

migrasyon kapasitesi BD Falcon Cell Culture Inserts Sistemi ile 6lgtildii.

Bu insert sisteminin kuyucuklarina 100 pl %10'luk jelatin eklenerek hazirlanan 24
kuyucuklu plaklar 6nce oda 1sisinda (Laminer flow iginde) 1 saat kurumaya birakildi. Bu
stirenin sonunda membrana zarar vermeden iizerindeki jelatin uzaklastirildi. Sonrasinda
deneye baglamadan serumlu besiyeri iceren (500 nl) kuyucuklara, hava kabarcigi

kalmamasina dikkat edilerek steril forseps ile insertler transfer edildi.

Takiben 6l¢iimii yapilacak siRNA ile tedavi uygulanmis hiicre siispansiyonlarindan
200%er pl (Her birinde 10-15x10* hiicre olacak sekilde) serumsuz besiyeri i¢inde insertler
tizerine eklendi. Sonrasinda bu insertler 8-10 saat inkiibatorde birakildi (37°C). Bu siire
sonunda inkiibatérden plak ¢ikarildi. Migrasyon gosteren hiicreler PROTOCOL™ Hema
3™ Manual Staining System (Fisher HealthCare; PROTOCOL, Cat No: 22-122-911) ile
boyandi. Boyama sonrasi insertler bir gece kurumaya birakildi. Sonraki giin membranlarin
ist yiizeyinden pamuklu bir cubuk kullanilarak boya artiklar1 ve kalan hiicreler
uzaklastirildi. Boyanan membran, keskin bir bistiiri (No: 11) ile ¢ikarilip forseps
yardimiyla lam {izerine yerlestirildi. Membranlarin alt kismina dogru lam {izerine yaklasik
100-150 pl Permount™ Mounting Medium (Fisher Chemical, Cat No0:SP15-100)
birakildiktan sonra hava kabarcigir kalmamasina dikkat ederek lamel kapatildi. Kamera

entegre edilmis 151k mikroskobunda her bir membran igin en az 5 farkli alanin resmi alinip,
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bu resimlerden Imagel programi vasitasiyla hiicre saymmi yapilarak migrasyon
gerceklestiren ortalama hiicre sayilar1 + standart sapmalar degerlendirilerek Microsoft

Excel'de grafikler hazirlandi.
2.2.3.5. Yara iyilesmesi testi (Wound-healing assay)

Yara iyilesmesi testi basit, ucuz, kolay uygulanabilir ve in vitro hiicre
migrasyonunun degerlendirilmesinde ilk olarak gelistirilmis bir metottur. Bu yontem in
Vivo yara iyilesmesi sirasindaki hiicre migrasyonunu mimik etmektedir. Temel olarak tek
katli hiicre katmaninda bir yara olusturmak, baslangic zaman noktasindaki goriintiileri
almak, diizenli araliklar ile yaranin kapanmasi sirasindaki hiicrelerin migrasyonuna iliskin
goriintiilerin alinmas1 ve son olarak bu gorlintiilerin karsilastirilarak hiicrelerin migrasyon

oraninin degerlendirilmesinden olugmaktadir.

Meme kanseri hiicreleri 6-kuyulu plaklara 15x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi
ve 24 saat kadar inkiibasyona birakildi. Sonrasinda uygun siRNA'lar ile 10 saatlik bir
transfeksiyon gerceklestirildi. Transfeksiyon sonrasi her bir kuyu i¢in 100 ul'lik pipet ucu
ile c¢izik atilarak yara modelleri olusturuldu. Yiizeyden kalkmis hiicre ve kalintilari
uzaklastirmak i¢in kuyular besiyeri ile yikanarak yenilendi. Hemen ardindan inverted
mikroskopta her kuyu i¢in olusturulan yaralarin yaklasik ayni bolgelerinden 3'er adet
goriintii alind1 ve bu siire 0 saat olarak kaydedildi. Hiicreler siRNA'lar ile 72 saat kadar
tedaviye birakildi. Olusturulan yaralar iizerindeki 3 ayr1 noktadan mesafeler O, 12, 24 ve

48.saat i¢in gorsel olarak karsilastirilarak degerlendirildi.
2.2.3.6. Total RNA eldesi

Meme kanseri hiicreleri 2 ml medium igeren 6-kuyulu plaklara 3 x 10° hiicre/kuyu
veya 4 ml medium iceren T25 flasklara 4-5 x 10° hiicre olacak sekilde ekilerek 37°C de
inkiibe edildi. 24 saat sonra hiicreler ylizeye yapigsmasinin ardindan Adult ve Neonatal
Nav1.5 siRNA'lar1 ile uygun konstrasyonda 72 saat boyunca tedavi edildi. 72 saatlik
tedavinin sonunda kuyulardaki eski besiyerleri uzaklastirildi ve bir kez PBS ile yikama
yapildi. Sonrasinda her bir kuyu i¢in 1 ml TRIzol reagent (Invitrogen) eklendi ve yaklasik
1 dk beklendi. Kuyular i¢indeki TRIzol ile yikama islemi yapilarak icerikler RNAz
icermeyen Steril Ependorf tiiplere toplandi. Kisa siireli bir vorteksin ardindan 5 dk kadar
oda 1sisinda bekletildi. Bekleme sonrasi her bir tiipe 200'er pul %100°lik kloroform eklendi
(3 faz ayrimi; iist faz RNA-renksiz, orta faz DNA-beyaz, alt faz protein ve organik
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molekiiller-renkli). 20 saniye kadar vortekslendi ve oda 1sisinda 3 dk beklemeye birakildi.
Sonrasinda tiipler 10500 rpm ve +4°C'de 15 dk kadar santrifiije edildi. Santrifiij sonrasi
dikkatli bir sekilde fazlar1 birbirine karistirmadan ve ortaya degmeden 200-300 pl
siipernatant cekilerek yeni RNAz icermeyen steril ependorf tiiplere aktarildi. Bu kez
tiiplere 500'er pl soguk %100 izopropanol (2-propanol) eklendi (1 ml TRIzol'e 500 pl
izopropanol eklenir). Kisa bir vorteksin ardindan tiipler 10 dk oda i1sisinda bekletildi.
Ardindan tiipler yine 10500 rpm ve +4°C'de 10 dk kadar santrifiije edildi. Supernatanlar
dipteki RNA peletini kaybetmeden uzaklastirildi ve ardindan her tiipe %75°1ik etanolden
I'er ml eklendi. Tiipler alt-iist edilip ¢cok kisa (1sn) vortekslendi. Ardindan 7000 rpm ve
+4°C'de 5 dk santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi slipernatanlar ¢ok dikkatli bir pipetleme ile
dipteki pelete dokunmadan uzaklastirildi ve tiipler agz1 acik ters bir sekilde kurulama
kagitlar1 tizerine kapatildi. Bu sekilde yaklasik 10 dk kadar oda 1sisinda kurumaya
birakildi. Bu siire sonunda DNAz-RNAz bulundurmayan 80 pl su eklenerek kisa siire
vortekslenip ardindan santrifiij edildi. Daha sonra 55-60°C'ye getirilmis 1siticiya tlipler
yerlestirilip 10-15 dk kadar ¢oziinmeye birakildi. En sonunda ¢6ziinmiis RNA'larin
miktarlart  spektrofotometrede okundu (Nanodrop, Thermo Scientific, ABD).
Kullanilmayan RNA 6rnekleri -80°C'de sakland.

2.2.3.7. Total RNA miktar tayini

Elde edilen RNA oOrneklerinin konstrasyonlar1 ve safligt NanoDrop 2000C
spektrofotometrede (Thermo Fischer Scientific, USA) 260 ve 280 nm'deki optik
dansitelerin  Ol¢imii  yoluyla belirlendi (ng/puL). 260 nm'deki absorbans RNA
konsantrasyonunun hesaplanmasinda kullanilirken, 260 nm/280 nm absorbans orani
RNA'nin safligin1 gostermektedir. Saf RNA 6rnekleri i¢in referans A260/A280 orani (1.6-

2.1 arasinda olmali) 2.0+0.1 olarak alindi.
2.2.3.8. Revers transkripsiyon (cDNA sentezi)

cDNA sentezi i¢in Reverse Strand ¢cDNA sentez Kiti (Thermo Scientific, USA)
kullanildi. RNA 6rneklerinden 1000 ng ¢ekildi ve bu miktar DNAz-RNAz bulundurmayan
su ile 11 pl'ye tamamlandi. Bu karisima kit i¢indeki Oligo dT'den 1'er pl eklendi ve tiipler
vortekslenip, santrifiij edilerek 65°C'de 5 dk siireyle RNA'nin sekonder yapilarint elimine
etmek i¢in 6n uzatmaya (annealing) maruz birakildi. Bu siire sonunda 6rnekler +4°C'de

bekletildi. Sonrasinda ise master mix hazirlandi. Bu amagla her bir 6rnek i¢in 4 pl Reaction
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Buffer, 2 pul dNTPmix ve 1 ul RNAZ inhibitorii karistirildi ve en son olarak 1 pl Reverse
Aid RT enzimi eklendi. Mix 3 kisa vorteksin ardindan santrifiij edildi ve drneklere 8'er pl
olacak sekilde paylastirilarak pipetleme yapildi. Son bir kisa vorteks ve santrifiijiin
ardindan Ornekler thermal cycler'da 42°C'de 60 dk, ardindan 70°C'de 5 dk ve en son
+4°C'de diger islemler bitirilene kadar tutuldu. Bu sekilde hazirlanan cDNA'lar hemen
kullanildi1 ya da PCR i¢in -20°C'de saklandi.

2.2.3.9. Primerlerin hazirlamsi

PCR analizi 6ncesinde firmadan temin edilen liyofilize primerler uygun reaksiyon
kosullarina hazir hale getirildi. Bu amacla klavuzda yer alan miktar baz alinarak, bu
degerin 10 kati, 6rnegin: 36.7 nM i¢in 367 ul DNAz-RNAz bulundurmayan su eklenerek
primerler ¢ozdiriildi. Boylece 100 pM'lik stok elde edildi. Ancak normal PCR
reaksiyonlar1 igin primerler 10 uM olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple primerlerden 10 pl
stok + 90 ul DNAz-RNAz bulundurmayan su olacak sekilde yeni diliisyonlar hazirlandi.
Bunun i¢in Once liyofilize primerlerin tlipleri santrifiij edildi. Coziilmeleri i¢in su
eklendikten sonra 2-3 kez kisa bir vorteks ve ardindan 37°C'de 3 dk 1sitici tablada

bekletildi. Bunun ardindan tekrar kisa bir siire vortekslendi.
2.2.3.10. Real-Time PCR (QRT-PCR)

Realtime metodu, her bir amplifikasyon dongiisiiyle PCR iirlinii birikirken, ayni
anda artig gosteren floresan 151ma yapan isaret¢i molekiillerinin tespitine dayanmaktadir.
Bu molekiiller ¢ift-iplikli DNA’ya baglanan boyalar (SYBR Green) ya da DNA dizisine
0zgii proplar1 (Tagman vb.) igcermektedir. Her bir dongii sonundaki PCR {iriiniiniin kesin
veya goreceli kantifikasyonuna olanak tamiyan qPCR, geleneksel PCR yontemlerinin
siirlamalarini asan bir tekniktir. Metodun hassasligi amplifikasyon halen eksponansiyel
fazdayken verilerin toplanmasina olanak vermektedir. Floresan emisyon yogunlugunun
‘background noise’ iizerine ¢iktigr nokta esik degerdir. Esik degerin amplifikasyonun
eksponansiyel fazinda olacak sekilde ayarlanmasi, dogru degerlendirme i¢in gereklidir.
Tedavi 6rnegi reaksiyonunun bu degere ulastigi siklus ise Cycle Threshold (Ct) olarak
adlandirilir. Ct degeri hedefledigimiz DNA kalibinin kopya sayisi ile ters orantilidir; yani
kalip ekspresyonu ne kadar yiiksek ise Ct degeri o oranda kiiciiktiir.

Realtime (kantitatif) PCR amplifikasyonlari, elde edilen total cDNA kalip olarak
kullanilarak iQ™ SYBR® Green Supermix Kiti (Bio-Rad) ile gergeklestirildi.
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5 ul 2x iIQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad), 0.2 pl gene 6zgiil forward
primer, 0.2 ul gene ozgiil reverse primer, 3 pul cDNA (daha o6nceden 5x oraninda
sulandirildi) ve 1.6 pl bidistile su ile reaksiyon hacmi 10 pl’ye tamamlandi. Master mix
hazirlanirken primer dimerlerini 6nlemek i¢in 6nce su konuldu, ardindan primerler ve son

olarak SYBR Green eklendi.

384 kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna 6nce bu karisimdan 7 pl eklendi ve
ardindan 3'er pul kalip cDNA'ler bu karisimlarin {lizerine pipete edildi. Negatif kontrol i¢in
cDNA vyerine yine 3 ul bidistile su kullanildi. Sonrasinda plaka seffaf kaplama jelatini ile
kapatilip, ¢ok kisa siireli vortekslenip ardindan baloncuklar uzaklasana dek santrifiije
edildi. Bunun sonunda plaka iCycler iQ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
USA) cihazina yerlestirildi.

PCR, 95°C’de 3 dk’lik ilk denatiirasyonu takiben 40 dongi, 95°C’de 30 sn
denatiirasyon, 55°C’de 45 sn baglanma ve 72°C’de 30 sn uzatma adimini i¢erecek sekilde
uyguland: (iCycler iQ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, USA). Her bir cDNA
kalibinin normalizasyonu i¢in her molekiiliin yaninda deney igi kontrol olarak Beta Actin
kullanildi. Elde edilen veriler Bio-Rad CFX Manager yazilimi ile analiz edildi. Siire
sonunda orneklerin, ekspresyon miktarinin belirlenmesinde 6nemli olan CT degerleri elde
edildi. CT degeri esik-deger dongiisii (treshhold cycle) ya da ilk anlamli ekspresyonun
gerceklestigi dongli degeridir. Bu deger, sistem basladigindan itibaren, {istel oranda iiriin
olugmasi ve logaritmik lineer faza gegis noktasidir. Bir CT degeri 40 veya daha yiiksekse
bunun anlami amplifikasyonun olmadigi ve bu degerin hesaplanamayacagidir. Gen
ekspresyonunun relatif kuantifikasyonunun hesaplanmasi igin karsilastirmali AACT
metodundan yararlanildi. SIRNA ile muamele edilmis ve edilmemis (kontrol) hiicrelerdeki

gen ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi i¢in asagidaki formiil kullanildi:

Gen ifadesi oran1 degisimi = 2°24¢T
AACT = ACT (ilagla muamele edilmis) — ACT (kontrol).
ACT; Hedef gen ve housekeeping gen arasindaki CT degerleri farkinin logaritmasi.

2.2.3.11. Klasik PCR

Real-Time PCR sonrasit dogrulama amaciyla klasik PCR yapildi ve iiriinler jelde

yiiriitiilerek, bantlara ait goriintiiler degerlendirildi. Dogrulama amaciyla ilk olarak
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Western Blot tekniginin uygulanmasi planlandi ancak Neonatal Nav1.5 kanali i¢in ticari
olarak hazir bir antikor bulunmadigindan dolay1 klasik PCR yontemi uygulandi. Bu amagla
oncelikli olarak neonatal Nay1.5 kanalinin mRNA diizeyi, bununla birlikte Integrin B1 ile

Cyclin D1 ve kontrol olarak GAPDH gen ekspresyonu mRNA diizeyi degerlendirildi.

PCR igin Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) kiti kullanildi. Once
cDNA'lar buz iizerinde ¢ozdiiriildii ve kisa bir vorteks sonrasinda 2'ser ul steril PCR
tiiplerine konuldu. 25 pl final PCR hacmi i¢in 6ncelikle master mix hazirlandi. Master mix
icin 10 X reaksiyon tamponundan 2,5 pl, dNTPmix'ten 0,5 ul, MgClz'den 0,75 ul ve
otoklavlanmis ya da DNAz-RNAz bulundurmayan sudan 17,15 ul 6rnek sayist + 1 olacak
sekilde karigtirildi. Bunun ardindan 10 puM'lik primerlerden (forward ve reverse) ayri ayri
l'er ul yine 6rnek sayist + 1 kadar master mix'e eklendi. En son olarak da Taq polimeraz
enzimi Ornek basina 0,1 pl olacak sekilde bu karisima eklendi ve kisa bir vorteksin
ardindan santrifiij edildi. Bu master mix'ten 23'er ul PCR tiiplerindeki cDNA'ler iizerine
eklendi ve yine kisa bir vorteksin ardindan santrifiij edildi. Tipler termal cycler'a
yerlestirildikten sonra 94°C’deki 2 dk’lik ilk denatiirasyonu takiben 35 dongii, 94°C’de 30
sn denatiirasyon, 55°C’de 45 sn baglanma ve 72°C’de 1 dk’lik uzatma ile 72°C’de 5 dk

son uzatma ve reaksiyon sonunda da +4°C’de sabit tutma siireci gergeklestirildi.

PCR fiirtinleri, %1,2’lik (w/v) agaroz jel ve 1 X TBE tamponu kullanarak yatay
elektroforez yontemiyle ayristirildi. %1,2°1ik agaroz jeli hazirlamak i¢in 0,6 g toz agaroz
50 ml 1 X TBE tamponu iginde ¢6zdiiriildii. 1 X TBE tamponu hazirlamak igin 10 X TBE
tamponundan 100 ml alinip 900 ml distile su eklendi. Iyi ¢6ziiniim i¢in mikrodalga firinda
1sitma gergeklestirildi. Ardindan biraz soguma sonrasi jel karigimina 5 pl Etidyum Bromiir
eklendi. Sonrasinda jel elektroforez i¢in uygun sayida yuva bulunduran tarak takili jel
kalibina dokiildii ve sogumaya birakildi. Ardindan 1 X TBE tamponu da eklendi. Yiikleme
i¢in oncelikle 10 X ylikleme tamponundan (BlueJuice™ Gel Loading Buffer) her bir 6rnek
icin 3'er pl parafilm iizerine kondu ve ardindan PCR &rneklerinin her birinden 12'ser pul bu
yiikleme tamponlar ile karistirildi. Bu karisimdan 12 pl alinarak kuyulara yiiklendi. 6 pl de
TrackIt™ 100 bp DNA Ladder marker'indan yiiklendi. Elektroforez, 1L 1 X TBE tamponu
icinde baslangi¢c olarak 50V, ornekler kuyulardan tamamen ayrilip belli bir seviyeye
geldikten sonra ise 90 V'a ¢ikilarak yaklasik 1 saat iginde tamamlandi. Elektroforez

sonunda jel UV 151k altinda incelendi ve fotograflandi. Goriintiideki bant yogunluklarinin
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dansitometrik Slgtimleri ImageJ yazilimi (ImageJ, Image processing and analysis in Java,
USA) kullanilarak gergeklestirildi.

2.2.3.12. Western Blot (WB) yontemi

mRNA diizeyinde elde edilen sonuglarin protein diizeyinde dogrulanmasi ayrica
hedeflenen siRNA tedavileri sonucundaki protein degisimlerinin degerlendirilmesi icin
Western Blot ydntemi uygulandi. Oncelikle normal meme epitelyumu ve kanser hiicre
hatlar1 Nav1.5 protein ekspresyonu agisindan degerlendirildi. PCR sonuglarina ait kisimda
bahsedildigi iizere neonatal Nav1.5 kanalina spesifik ticari bir antikor bulunmadigi icin
Western Blot ile degerlendirilemedi. Ayrica Adult Nayv1.5 ve Neonatal Nav1.5 siRNA'lari
ile MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlar1 tedavi edilerek sonrasinda iliskili

olabilecek yolaklar ve bunlara ait proteinlerin ekspresyonlari incelendi.
2.2.3.12.1. Protein izolasyonu

Meme kanseri hiicreleri 4 ml besiyeri iceren T25'lik flasklara 2.5-5 x 10°
hiicre/flask olacak sekilde ekilerek 37°C de yaklasik olarak 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler
yiizeye yapisma sonrasi siRNA ile tedavi edilip 72 saat inkiibe edildi. Normal hiicre ve
kanser hatlar1 karsilagtirmasi icin ise hiicreler uygun sayida ekildikten sonra yaklasik yine
72 saat %80 konfluent olana kadar inkiibe edildi. Bu siirelerin sonunda protein
1zolasyonuna gecis amacli ilk olarak flask icindeki besiyerleri ayr1 ayr1 falcon tiipler igine
bosaltildi. Ardindan T25 flasklar i¢in yaklasik 2 ml tripsin eklendi ve flasklar inkiibatérde
5-7 dk bekletildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrildig1 inverted mikroskopta belirlendikten sonra
bu flask i¢indeki tripsin miktarinin 2 kati kadar taze besiyeri ile flask i¢leri yikandi ve tiim
hiicreler toplanarak bu karisim ilk bastaki falcon tiiplerin i¢ine bosaltildi. Bu tiipler 1000
rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Sonrasinda tiiplerdeki siipernatantlar uzaklastirildi, dipteki
peletler 1'er ml soguk PBS ile ¢ozdiiriilerek 1,5 ml'lik ependorf tiiplere alindi. Tiipler 5000
rpom'de 3 dk +4°C'de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ust kisim uzaklagtirildiktan sonra

kalan peletler lizis islemine tabi tutuldu.

Lizis islemi i¢in ilk olarak lizis tampon stok soliisyonu hazirlandi. Lizis tampon
stok soliisyonu i¢in; sirastyla 200 ml H2O, 2.19 g NaCl, 0.76 g Tris + %1 Triton X (2.5 ml)
eklendi ve pH 7.6'ya ayarlandi. Sonra 50 ml H>O eklendi ve santrifiij edildi. Stok
soliisyonun her 1 ml'si i¢in 4 ul NaF (1M), 4 ul NasVOs (1M) ve 10 pl proteaz inhibitor

karisimindan eklendi ve hafifce vortekslendi. Bu hazirlanmis soliisyondan peletin
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biiytikligiine gore 80-100 ul alinarak Ependorf’lardaki peletler iizerine kondu, pipetleme
yapilarak peletin kalkmasi saglandi. Ardindan yaklasik 30-40 saniyelik vorteksleme
sonras1 10 dk kadar tiipler buzda bekletildi. Pelet tamamen pargalanana dek bu islemler
ortalama 3 kez tekrarlandi ve sonunda tiipler 13000 rpm'de 10 dk +4°C'de santrifiij edildi.
Bu santrifiij sonunda stteki siipernatantlar dipteki pelete dokunmadan yeni Ependorf
tiiplerine aktarildi. Her 6rnek igin bu yeni tiiplerde proteinler izole edildi ve bu drnekler

-80°C'de sakland1 ya da direkt protein miktari tayini islemine gegildi.
2.2.3.12.2. Protein miktarimn 6l¢iimii

Total protein miktariin 6lglimiinde DC Protein Assay Kiti (Bio-Rad) kullanildi.
Protein Standard Il (Bio-Rad) kullanilarak konsantrasyonlar1 25 pg ile 1250 pg arasinda
degisen bes adet Bovine Serum Albumin (BSA) diliisyonlar1 olusturuldu. Hi¢c BSA
bulunmayan standart i¢in distile su kullanildi. Standartlar uygun konsantrasyonda (pg/pl)
hazirlandiktan sonra 96 kuyucuklu plak iizerinde yan yana her standarttan 2 tekrar olacak
sekilde S'er pl konuldu. Buz iizerinde ¢ozdiiriilen drnekler plak kuyucuklarina konulmadan
once vortekslendi. Ornekler de ayni standartlar gibi yan yana 2 tekrar seklinde yukaridan
asag1 sekilde konuldu. Bu sekil siitindan Ornegin yogunlugu baz alinarak 2x ve 4x
(gerekirse daha yiiksek) oraninda diliie edilerek her bir kuyucuga oOrneklerden S'er pl
konuldu. 2x diliisyon i¢in 5 pl 6érnek + 5 pl distile su; 4x diliisyon igin 5 pl 6rnek + 15 ul

distile su konuldu.

Kit igerisinde bulunan Reagent A (Bio-Rad, Cat.No: 500-0113)'dan 980 ul ve
Reagent S (Bio-Rad, Cat.No: 500-0115)'den 20 pl alinarak ayri bir falcon tiip iginde
yavasca karigtirildi ve baloncuk olusturmamaya dikkat edilerek. 2-3 sn kadar vortekslendi.
Hazirlanan bu karigimdan 20'ser pl bir 6nceki kuyucuklarin iizerine balon yapmayacak
sekilde orta hattan birakildi. Sonra her bir kuyucuga 175 ul Reagent B (Bio-Rad, Cat.No:
500-0114) soliisyonundan eklendi. Plak 3 dakika kadar orbital karistiriciya birakildi. Siire
sonunda absorbanslar Molecular Devices VMax® Kinetic Microplate Reader cihazinda
595 nm dalga boyunda 6lgiilerek degerlendirildi. Cihazin yazilimi iizerinden plak i¢indeki
standartlar tanitilip standart egri hazirlandi. Standartlar ile olusturulan egrinin korelasyon
katsayisinin (Correlation Coefficient - R? degeri) bire yakin olmasi saglandi. Hiicrelerden
izole edilen protein 6rneklerinden 6l¢iilmiis absorbans degerleri olusturulan standart egri
yardimiyla yazilim {izerinden karsilastirilarak protein miktarlart belirlendi. Her yeni deney

icin standart egri yeniden elde edildi.
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2.2.3.12.3. Proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezinde (SDS-PAGE)

yiiriitiilmesi

Elde edilen proteinlerin elektroforezde yiiriitiilmesi i¢in % 4-15 Ready Gel® Tris-
HCI Gel, 10 kuyulu, 50 pl hacimli hazir jeller (Bio-Rad, Cat. N0:161-1158) kullanildu.
Elektroforez oncesi gerekli tamponlar hazirlandi. Bunun i¢in Oncelikle 10 X
Yirtitme/Transfer tamponu stok soliisyonu yapildi. Jel elektroforezinde yiiriitme igin
kullanilacak ¢alisma soliisyonu, 100 ml stok soliisyonu, 10 ml %10'luk SDS ¢6zeltisi ve
890 ml distile su kullanilarak hazirlandi. Transfer islemi i¢in kullanilacak soliisyon, 100 ml
stok soliisyonu, 200 ml methanol ve 700 ml distile su ile 1000 ml'ye tamamlanip -20°C'de

sogutulduktan sonra kullanildi.
2.2.3.12.4. Orneklerin yiikleme i¢in hazirlanmasi

Daha onceden toplam protein konsantrasyonlar1 belirlenmis olan 6rneklerin her
birinden 40 pg olacak sekilde (1.3 hata pay1 da hesaba katilarak) protein karigimi alindi ve
yeni ependorf tiiplere konuldu. Uzerine, 40 pl olan total yiikkleme hacminin yine 1.3 olan
hata pay1 dahil edilerek (52 pl) bu hacmin 2/3"'inii tamamlayacak kadar distile su eklendi.
Son olarak yine hata pay1 dahil olmak iizere total yiikleme hacminin 1/3'i oraninda 3X
yiikleme tamponu eklendi. 4-5 kez pipetaj ile tiip igerikleri karistirildi. Boylece her bir
ornek 40 pl icinde 40 ug protein igerecek sekilde hazirlanmis oldu. Sonrasinda tiipler
100°C'ye ayarlanmis 1siticida 5 dakika bekletilerek proteinlerin  denatiirasyonu
saglandiktan sonra yiiklenmeden 6nce 13000 rpm'de 1-2 sn kadar santrifiij edildikten sonra

direkt yiikleme islemine baslandi yada buz tizerinde bekletildi.
2.2.3.12.5. Orneklerin jele yiiklenmesi ve elektroforez islemi

Yiritmeden 1 saat kadar once hazir jel 4°C’den alinip elektroforez tankina
yerlestirildi. Taraklar ¢ikartilarak dikey elektroforez tankina yerlestirilmis jelin lizerine 1X
yiirtitme tamponundan dokiildii. Tankin orta kismi dolana kadar tampon ilave edildi ve
enjektor yardimi ile kuyucuklardaki baloncuklar uzaklastirildi. Tercihe gore ilk bastaki ya
da sondaki kuyuya 7 pul EZ-Run™ Prestained Rec Protein Ladder (Fisher BioReagents,
Cat.No: BP3603-500) molekiiler agirlik belirteci yiiklendi. Sonrasindaki kuyulara 1siticida
denatiire edilmis, yiikleme tamponu ile karismis ve santrifiij edilmis olan protein
orneklerinden 40'ar pl yiiklenerek elektroforez islemi baslatildi. Jelin yiginlama kisminda

ornekler kuyulardan diizgiince ¢ikip ayni hizaya gelene dek 50 V akim uygulanirken,
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ornekler ayirma jeline gectiginde ise voltaj 100’e ¢ikartildi ve ylikleme tamponu boyasi

jelin alt kismindaki beyaz ¢izgi hizasina gelince islem sonlandirildi.
2.2.3.12.6. Elektroblotting (Protein 6rneklerinin nitroseliilloz membrana aktarilmasi)

Bu islem i¢in 1slak transfer yontemi kullanildi. Elektroforez islemi bittikten sonra
c¢ikartilan jelin kenarlarindaki bantlar kesilerek camlardan ayrildi. Bu arada jel boyutuna
uygun PVDF membran kesilip hazirlandi. Hidrofobik olan bu membran metanolde 30 sn
bekletilip, 2-3 defa distile su ile yikandi ve 1 X transfer tamponu i¢inde bekletildi. Jelin
kuyularin bulundugu {iist kismi ve alt kisimlar1 PVDF membran biiyiikliigiine uygun olacak
sekilde kesilip atild1 ve jel 1 X soguk transfer tamponu igeren kabin igerisine alindi. Bagka
bir kabin igerisinde de HyBlot 17™ Blotting Paper (Cat.No: B6017-20) filtre kagitlari
koyularak transfer tamponu igerisinde 1slatildi. Transfer kasedinin negatif kutba (siyah)
bakacak olan kismina bir adet siinger yerlestirildi. Sonra ayr1 bir kapta bir filtre kagidinin
tizerine jel ve bu jelin dstiine de daha 6nceden transfer tamponunda bekletilen PVDF
membran yerlestirildi. Membranin {istiine de yine bir adet filtre kagidi konuldu. Ardindan
membran ile jel arasindaki hava bir spatiil aracilig ile dikkatlice uzaklastirildiktan sonra bu
sekilde hi¢ yon degistirmeden (alttan itibaren; sirastyla filtre kagidi, jel, PVDF membran,
filtre kagidi) negatif kutup iizerindeki siinger iistiine yerlestirildi (jel katot, membran anot
yakiinda olmali). Uzerine yine 1slatilmis siinger konuldu. Bundan sonra transfer kasedi
kapatilarak elektroblotting tankina yerlestirildi (negatif-negatif; siyah-siyaha bakacak
sekilde) ve tank soguk 1 X transfer tamponu ile dolduruldu. Tank i¢ine manyetik balik
karistirict atildi ve buz kalibi konuldu. Ardindan +4°C'lik soguk odadaki manyetik
karigtiric1  iizerine tank yerlestirildi ve soliisyonun c¢ok hizli olmamak kaydi ile
karistigindan emin olundu. Transfer islemi i¢in kapak kapatildi ve tank akim iireticiye
baglandi. Transfer 23-24 V akimda bir gece siireyle gerceklestirildi. 20-24 saatlik siire

sonunda transfer sonlandirildi.
2.2.3.12.7. Bloklama

Bloklama 6ncesi membran transfer kasedinden cikartildi ve uygun sekilde jelin
temas etmedigi kisimlari kesilip uzaklastirildi. Isaretgilerin oldugu bantlarin orta kisimlar
tizerine kiiciik noktalar seklinde isaretler konuldu. Sag iist kdsesine isim ve deneyin kodu
yazildi. Antikorun membran yiizeyine 6zgiil olmayan baglanma yapmasini engellemek i¢in

1 X TBS-Tween ile hazirlanmis %5'lik yagsiz siit tozu (Bio-Rad, Blotting-Grade Blocker,
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Cat.N0:170-6404) kullanildi. %5'lik siit tozu ile bloklama islemi oda 1sisinda bir saat

stireyle ve orbital karistirict {izerinde gergeklestirildi.
2.2.3.12.8. Membran iizerindeki proteinin immunolojik olarak gosterilmesi

Bloklama siiresi sonunda membran 5 kez 5'er dk kadar TBS-Tween tamponu ile
orbital karistiricida yikandi. Dokuda ifade edilen proteinin gosterilmesi i¢in, primer antikor
bloklama amagl kullanilan %5'lik yagsiz siit tozu igerisinde 1:1000 oraninda seyreltildi.
Sonrasinda antikor igeren bu %5'lik siit tozu membran tizerine dokiildi ve +4°C’de orbital
karistiricida bir gece inkiibe edildi. Siire sonunda membran yine TBS-Tween tamponu
icerisinde 5 kez S'er dk kadar yikandi. Sonra proteinleri goriiniir hale getirebilmek igin,
primer antikorlari tantyacak olan 1:2000 oraninda sulandirilan HRP konjuge anti-rabbit
yada anti-mouse IgG sekonder antikoru ile oda 1sisinda 1 saat kadar inkiibe edildi. Siire

sonunda membran tekrar 5'er dk siireyle 3 kez yikandi ve gorlintiileme islemine gegildi.
2.2.3.12.9. Membran goriintiileme islemi

Membran,  reaktifleri 1:1 oraninda  karistinlan  ChemiGlow  West
Chemiluminescence Substrate Kit (Protein Simple, Cat.N0:60-12596-00) materyali ile
kaplandi ve 1-2 dakika kadar bekletildi. Sonrasinda FluorChem 8900 Imager (Alpha
Innotech, San Leandro, CA) igerisine yerlestirilerek uygun pozlandirma ayari ve siire
tanimlandi. Optimal ayarlarda membranin goriintlisii ve ayrica isaretcilere ait goriinti tif
formatinda kaydedildi. Cekilen fotograflarin dansitometrik analizi Alpha Imager

Application Program (Alpha Innotech, San Leandro, CA) yazilimi ile gergeklestirildi.
2.2.3.12.10. Membranin tekrar Kullanimi

Membran, {izerindeki bagka bir proteinin incelenmesi icin tekrar kullanilabilir. Bu
amagcla oncelikle membran Restore Plus Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific,
Cat.No: 46430) ile yaklasik 20 dk kadar orbital karistiricida yikandi. Sonrasinda membran
yine TBS-Tween tamponu ile 3 kez 5'er dk kadar yikanarak antikor vb. kalintilar

uzaklastirildi ve tekrar primer antikor ile muamele edilmeye hazir hale getirildi.

Aynt membran ¢ok yipratilmadan ilk olarak fosforile ve zayif sinyal veren
proteinler goriintiilenmeye c¢alisildi. Hedeflenen proteinler bakildiktan sonra en son olarak

-aktin goriintiilendi ve yiikleme kontrolii olarak kullanildi.
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2.2.3.13. Flow Sitometri ile hiicre olitmiiniin arastirilmasi

Normalde hiicre zarmin sitoplazmik ylizeyinde membran lipidlerinden biri olan
fosfatidilserin (PS) mevcut bulunmaktadir. Eger hiicrede apoptoz baslarsa, normalde i¢
yilizeyde bulunan PS molekiilleri hiicre zarmin dis yiizeyine translokasyon sekillendirirler.
Membran biitiinligliniin  bozulmadig1 apoptozun erken donemlerinde bahsedilen yer
degistirme meydana gelmektedir. AnneksinV, hiicrenin dig yiizeyine transloke olan
fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugundan, floresan bir maddeyle (FITC)
isaretleme yoluyla apoptotik hiicre goriniir hale getirilebilir. FITC-Anneksin-V
kompleksinin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma miktar1 Flow Sitometri ile
oOl¢iilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerde de Anneksin-V baglanmas1 goriilebildigi i¢in ikinci
boya olarak propidyum iyodiir kullanilmaktadir. Annexin V-FITC (yesil floresan) ve non-
vital boya propidyum iyodiir (kirmizi floresan) ile ayn1 zamanda boyanan hiicreler, canli
hiicreler (FITC-PI-), erken apoptotik hiicreler (FITC+PI-) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik
hiicrelerin (FITC+PI+) birbirinden ayirt edilmesine imkan tanimaktadir (Kockx ve ark
1998, Overbeeke ve ark 1998).

Meme kanseri hiicrelerine uygulanan siRNA'larin apoptoza neden olup olmadigi
Annexin V boyasi kullanilarak gergeklestirilen Flow Sitometri (Fluorescence-activated cell
sorting (FACS)) ile incelendi. Once hiicreler T25'lik flasklara 3 x 10° hiicre/flask olacak
sekilde ekildi. Hiicreler 24 saat sonra siRNA'lar (50 nM) ile transfekte edildi ve 72 saat
kadar tedavi edildi. Ardindan Annexin V/propidium iodide (PI) (BD Pharmingen FITC-
Annexin V Kkit, San Diego, CA) boyast uygulandi. Apoptotik hiicrelerde membran
fosfolipidi fosfatidilserin (PS), membranin i¢ kismindan disa dogru translokasyona
ugramakta ve PS-baglayan protein, Annexin V kullanilarak tespit edilebilmektedir. Bu
sekilde Annexin V ile baglanmis pozitif hiicreler tespit edilerek FACS yontemi ile
degerlendirildi (Vermes ve ark 1995). FACS analizi, orneklerin protokole gore
hazirlanmasinin ardindan MD Anderson Cancer Center’deki Flow Cytometry and Cellular

Imaging Core Facility’de ger¢eklestirildi.
2.2.3.14. Flow Sitometri ile hiicre siklusunun arastirilmasi

DNA, ¢ift sarmala baglanabilen floresan boyalarla isaretlenerek sitokiyometrik
olarak boyanabilir ve boya miktar1 hiicrede bulunan DNA miktariyla dogru orantili

olmaktadir. Propidyum iyodiir bu teknikte kullanilan boyalardan birisidir. Diploid bir
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hiicredeki DNA miktar1 2n olarak tanimlanmaktadir. incelenen hiicredeki DNA nin normal
hiicrelerdeki DNA miktarlarina oranlanmasi ile elde edilen deger DNA indeksidir ve
hiicrenin DNA igerigini yansitmaktadir. Bu degerin normal olarak 1 = %10 olmasi
beklenmektedir; bundan farkli degerler bulundugunda anaploididen bahsedilebilir. DNA
indeksi >1 ise hiperploidi, <1 ise hipoploidi olarak tanimlanir. Flow Sitometri yontemiyle
hangi boliinme fazinda ne miktarda hiicre bulundugu tespit edilebilmektedir. Bu sayede
hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 hakkinda bilgi edinilir. Diploid hiicreler, G0/G1 (istirahat)
fazinda yer alirken, sentez (S) fazindaki hiicrelerin DNA igerigi diploid ile tetraploid
hiicreler arasinda bulunmaktadir. G2 ve mitozdaki (G2/M) hiicreler ise 4n miktarinda DNA

tasidiklarindan tetraploid olarak tespit edilmektedir (Dalva 2012).

Meme kanseri hiicrelerinde uygulanan siRNA'lar ile hiicre siklusunda ve gecis
fazlarinda degisikliklerin meydana gelip gelmedigi Propidium lodide (PI) boyasi
kullanilarak gergeklestirilen Flow Sitometri (Fluorescence-activated cell sorting (FACS))
ile incelendi. Bu islem igin once hiicreler T25'lik flasklara 3 x 10° hiicre/flask olacak
sekilde ekildi. Hiicrelerin flasklara yapismasinin ardindan sikluslarinin senkronize
olabilmesi icin yaklasik 8 saat kadar serumsuz besiyeri i¢inde inkiibe edildi. Sonrasinda
hiicreler siRNA'lar (50 nM) ile transfekte edildi ve 72 saat kadar tedavi edildi. Etiivden
alinan flasklarin igerisindeki besiyeri 15 ml’lik bir falkon tiipine alindi. Tripsinize
edildikten sonra hiicreler daha once {lizerlerindeki besiyerlerinin konuldugu 15 ml’lik
falkonlara alindi ve santrifijlendi. Sonrasinda bu peletler 1 ml soguk PBS ile 2 kez
yikandi. Fikse etmek icin vorteks iizerinde karistirilarak 2 ml soguk %70’lik etanol ile
muamele edildi ve -20°C’de yaklasik 4-5 saat kadar fiksasyon saglandi. Fiksasyon
isleminin ardindan ortamdaki etanolii uzaklastirmak i¢in tekrar 2 ml PBS eklenerek
santrifiij gerceklestirildi. Santrifiij sonras1 slipernatant atildiktan sonra hiicreler iizerine 70
ul RNAz ve 50 pl Propidium lIodide eklendi, karigtirildiktan sonra 20 dakika oda 1sisinda
karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 Flow Sitometri cihazinda (Beckman Coulter,
USA) 10.000 hiicre sayilarak hiicre siklusu analizi yapildi. FACS analizi, orneklerin
protokole gore hazirlanmasinin ardindan MD Anderson Cancer Center’deki Flow

Cytometry and Cellular Imaging Core Facility’de gergeklestirildi.
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2.2.4. In Vivo Deneyler
2.2.4.1. Ksenograft akciger metastaz modeli olusturulmasi

Bu amagla MD Anderson Cancer Center’daki Experimental Radiation Oncology
Departmani’ndan temin edilen 5 haftalik disi atimik nude fareler (nu/nu fareler: UT
MDACC’de fiiretilen, timusu bulunmayan, bagisikligi baskilanmis fareler) kullanildi.
Fareler standart akrilik cam kafeslerde kafes basina 3 fare olacak sekilde sabit sicaklik ve
neme sahip bir odada 12 saat karanlik 12 saat aydinlik siklusunda, yem ve suyu ad libitum
alacak sekilde barindirildi. Tiim ¢alismalar M.D. Anderson Institutional Animal Care and
Use Committee tarafindan onaylanmis etik kurul onayr ve deneysel protokole gore
gerceklestirildi. Metastaz modeli igin kullanilan ve goriintiileme gergeklestirilen hiicre olan
MDA-MB-231-luc hiicre hatt1 lusiferaz geninin transfeksiyonu yolu ile elde edildi ve UT
MDACC Experimental Therapeutics Departmani’ndan temin edildi. MDA-MB-231-luc
hiicrelerine farelere enjeksiyon oncesi T25 flasklar icinde 50 nM siRNA tedavisi uygulandi
(Kontrol-Nav1.5-nNayv1.5). siRNA’larin transfeksiyonu yapildiktan 24 saat sonra hiicreler
tripsinize edildi ve sayimlar1 yapildi. Ardindan her bir gruba (n=3) uygun siRNA ile islem
gérmiis MDA-MB-231-luc hiicrelerinden 1 x 10° olacak sekilde kuyruk veninden enjekte
edildi. 24 saat sonra her bir fareye i.p D-luciferin enjeksiyonu yapildiktan 5 dakika sonra
anestezi altinda Xenogen (Caliper LS) Biyoluminesans goriintiileme (BLI) cihazinda
gruplarin ilk giin gorlintiileri alindi. Takiben her bir fareye DMPC-nanolipozomal
tastyicilar iginde 150 mg/kg (4 mg/fare) dozunda ve haftada 2 kez kontrol ve hedef gen
siRNA enjeksiyonlar1 (Kuyruk veninden 100 mL serum fizyolojik i¢inde i.v enjeksiyonlar
seklinde) yapildi. Bu siireg ii¢ hafta siirdii. Ilk goriintiilerden sonra her hafta olacak sekilde
yine Xenogen goriintilleme cihazi yoluyla hayvan gruplarinin haftalik goriintiileri

kaydedildi, haftalik ve deney sonu degisimler degerlendirildi.
2.2.4.1.1. Biyoluminesans goriintiileme sistemi (BLI)

Son yillarda BLI, hayvan modellerinin incelenmesinde kullanilmaya baslanan yeni
bir yontem olup primer tiimor odaklari ile metastazlarin kantitatif olarak

degerlendirilmesine ve kanser ilaglarina yanitin takip edilmesine imkan saglamaktadir

(Edinger ve ark 2002).
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BLI, lusiferaz-lusiferin enzimatik reaksiyonu sonucu ag¢iga ¢ikan fotonlarin CCD
kameralarla algilanmasi prensibine dayanmaktadir (Sekil 2.1). Ac¢iga ¢ikan 1518in emisyon

spektrumu 400-620 nm arasinda degismektedir (Shepherd ve Rinker 2004).

Lusiferaz
ATP + D-lusiferin + O, ———  Oksilusiferin + AMP + Ppi + CO> + Isik

Goriintiileme sisteminde kullanilan CCD kameralar maviden infrarede kadar hemen
hemen tiim dalga boylarinda yliksek ve sabit sensitiviteye sahiptir ve 512 X 512 piksellik
CCD kameralar -40°C’ye kadar sogutulmustur. Isiga duyarli olan CCD kameralar 1s1k
gecirmeyen kapali bir kutuda tutulmakta ve goriintiilenecek objeden istenilen uzakliga

otomatik olarak ayarlanabilmektedir.

Bu yontemin tani ve takip amagli kullanilabilmesi i¢in ¢alisilacak hiicre serisinin
lusiferaz ile transfekte edilmesi gerekmektedir. Hazirlanan hiicre serisi kuyruk veni yoluyla
sistemik olarak veya direkt ilgili organ i¢ine (mesane, pankreas, meme) enjekte edilerek
timor olusturmas: beklenir. Deney hayvanlar1 haftada bir diizenli olarak BLI ile
goriintlilenerek, kontrol grubundaki tiimor gelisimi veya tedavi grubunun terapdtik ajana
verdigi yanit kantitatif olarak takip edilir. Goriintiilemeden Once lusiferazin substrati D-
lusiferin 1 X PBS iginde 25 mg/ml olacak sekilde sulandirilir ve in vivo deneyler igin 6
mg/kg kullanilir. Isiga sensitif oldugundan 4°C’de ve karanlikta saklanir. D-lusiferin,
intraperitoneal, intravendz yolla veya cilt altina verilebilir, intravendz yolla elde edilen
sinyal digerlerinden 4-10 kat daha fazladir. Intraperitoneal yolla verildikten 10 dk sonra
maksimum sinyal elde edilmektedir ve sinyalin siddeti 60-70 dk icinde giderek azalarak

kaybolmaktadir.
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Sekil 2.1. Biyoluminesans goriintiileme sistemi (BLI) (Li ve ark 2013).

D-lusiferin, hiicre membranlarin1 ve kan-beyin bariyerini gecebilmektedir, ayrica
kullanilan dozlarda toksik ve immunojenik degildir. BLI goriintileme sistemi ile
hayvanlara zarar vermeden birden fazla goriintii alinabilmesi miimkiindiir. Normal
dokulardan kaynaklanan luminesansin diisiik olmas1 ve lusiferinin immunojenik olmamasi,
bu metodu arastirmalar i¢in ideal bir goriintiileme yontemi yapmaktadir (S6ling ve Rainov
2003, Nogawa ve ark 2005). BLI ile peritoneal kavitedeki 10°, cilt alti alandaki 10%
dolagimdaki 10° ve kemik iligine metastaz yapmis 2 X 10* kadar az sayidaki hiicrenin
saptanabilmesi miimkiindiir (Wetterwald ve ark 2002).

2.2.4.2. Ksenograft ortotopik meme kanseri modeli olusturulmasi

5 haftalik disi atimik nude fareler MD Anderson Cancer Center’daki Experimental
Radiation Oncology Departmani’ndan temin edildi ve standart akrilik cam kafeslerde kafes
basina 3 fare olacak sekilde sabit sicaklik ve neme sahip bir odada 12 saat karanlik 12 saat
aydinlik siklusunda, yem ve suyu ad libitum alacak sekilde barindirildi. Tiim ¢aligmalar
M.D. Anderson Institutional Animal Care and Use Committee tarafindan onaylanmis etik
kurul onay1 ve deneysel protokole gore gerceklestirildi. Model i¢in kullanilan MDA-MB-
231 hiicreleri (1 x 108 hiicre/ 100 pl besiyeri) her bir farenin sag orta kadrandaki meme yag
dokusuna (mammary fad pad) %10 Matrigel igerecek sekilde 100 ul besiyeri i¢inde enjekte
edildi. Hiicre enjeksiyonundan 2 hafta sonra timdrler yaklagik 3-5 mm boyuta

ulastiklarinda nanolipozomal siRNA tedavisi baslatildi. Her bir gruba (Kontrol siRNA-
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Nav1l.5 siRNA-nNayvl.5 siRNA) DMPC-nanolipozomal tasiyicilar i¢inde her bir fareye
150 mg/kg (4 mg/fare) dozda haftada 2 kez olmak iizere kontrol ve hedef gen siRNA
enjeksiyonlar1 5 hafta boyunca uygulandi (Kuyruk veninden 100 ml serum fizyolojik
icinde i.v enjeksiyonlar seklinde). Tliimorlerin baglangi¢ boyutlar1 6lgiildii ve hayvanlarin
canlt agirliklar1 kaydedildi. Bu nanolipozomal enjeksiyon siireci boyunca da her hafta
timor boyutlar1 Olciildii. Tedavi siirecinin sonunda farelere CO: ile Gtenazi yapildi.
Hayvanlarin son agirliklar1 ve tiimor Olgiimleri tamamlandi. Ardindan hayvanlardan

cikarilan tiimorlerin de agirliklart tartildi ve kaydedildi.
2.2.5. Istatistiksel Analiz

Calismada gergeklestirilen in vitro deneyler birbirinden bagimsiz olarak 3 kez
tekrarlandi. /n vitro veriler grafiklerde ortalama + SD (Standart Sapma) degerleri olarak
ifade edildi. /n vivo deney sonuglari ise ortalama + SEM (Standart Hata) seklinde
diizenlendi. Sonuglar hem GraphPad Prism 5.0 hem de SPSS v15.0 paket programi
kullanilarak degerlendirildi. ikiden fazla farkli grubu karsilastirmak igin tek yonlii varyans
(One-way ANOVA) analizi ve Tukey's Post Hoc testi uygulandi. Onemlilik diizeyi P<0.05

olarak alindi.
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3. BULGULAR

3.1. In Vitro Deney Bulgular1
3.1.1. Hiicre Proliferasyonu Uzerine Olan Etkiler

Navl.5 kanalimin adult ve neonatal formlarinin spesifik siRNA’larin
kullanilmasiyla genetik olarak susturulmasinin MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve MCF7

meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonu tlizerine etkileri degerlendirildi.

Spesifik Nay1.5 siRNA’larinin protokole gore uygulamasindan sonra MDA-MB-
231 hiicre hattinda hiicre ¢ogalma diizeyleri, kullanilan kontrol siRNA’ya gore, uygulanan
Adult Nav1.5, Neonatal Nay1.5 (1) ve Neonatal Nav1.5 (2) siRNA tedavilerinde 6nemli
diizeyde azalma gosterdi. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.0001) (Sekil
3.1.1).

120 MDA-MB-231

100
30 #*¥ P<0.0001
60
4
0

Hiperfect Kontrol siRNA Nav1.5siRNA nNav1.5(1) nNavi1.5(2
SiRNA SiRNA

% Hiicre Proliferasyonu
o

o

Sekil 3.1.1. Spesifik Nav1.5 siRNA’larinin MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre

profilerasyonu iizerine etkileri

MDA-MB-468 hiicre hattinda da benzer sekilde hiicre c¢ogalma diizeyleri,
kullanilan kontrol siRNA’ya gore, uygulanan Adult Nay1.5 ve Neonatal Nav1.5 siRNA
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tedavilerinde 6nemli diizeyde azalma gosterdi. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P<0.0001) (Sekil 3.1.2).

120

100

80

60

40

% Hiicre Proliferasyonu

20

I

MDA-MB-468

**¥ P<0.0001

I " .

Hiperfect

I(ontrol SiIRNA Nav1.5siRNA nNaVv1.5 siRNA

Sekil 3.1.2. Spesifik Nav1.5 siRNA’larinin MDA-MB-468 hiicre hattinda hiicre

profilerasyonu iizerine etkileri

Benzer sekildeki siRNA uygulamasindan sonra MCF7 hiicre hattinda da ¢ogalma

diizeyleri, kullanilan kontrol siRNA’ya gore, uygulanan Adult Nav1.5 ve Neonatal Nay1.5

SIRNA tedavilerinde 6nemli diizeyde azalma gosterdi.

anlaml1 bulundu (P<0.0001) (Sekil 3.1.3).

Bu azalma istatistiksel olarak
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Sekil 3.1.3. Spesifik Nayv1.5 siRNA’larmin MCF7 hiicre hattinda hiicre profilerasyonu

tizerine etkileri
3.1.1.1. Normal meme epiteli hiicre hatti iizerine olan etkiler

MCF10A normal meme epiteli hiicre hatt1 96 kuyulu plaklara 2000 hiicre/kuyu
olacak sekilde ekildi. SIRNA dozlar1 ve protokol kanser hiicre hatlarindakiyle ayni olacak
sekilde uygulandi. Pozitif kontrol amaciyla da normal epitel hiicresinde de hiicre
proliferasyonunu azaltabilecek, yiiksek etkinlik diizeyine sahip IF2a siRNA’s1 deney
gruplarina eklendi. Deney sonunda MCF10A hiicre hattinda kullanilan kontrol siRNA’ya
gore, uygulanan Adult Nay1.5, Neonatal Nay1.5 (1) ve Neonatal Navl.5 (2) siRNA
tedavilerinde hiicre ¢ogalma diizeylerinde 6nemli bir azalma gozlenmedi (P>0.05). Ancak
kontrol siRNA’ya gore [F2a siRNA grubunda hiicre proliferasyonunda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma goriildii (P<0.0001). Bu sonuglara gore adult ve neonatal Nayl.5
siRNA’larinin normal meme epiteli hiicre hattt MCF10A iizerinde hiicre proliferasyonunu

azaltic1 ve sitotoksik etkilere sahip olmadiklart belirlendi (Sekil 3.1.4).
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Sekil 3.1.4. Spesifik Nay1.5 siRNA’larinin MCF10A hiicre hattinda hiicre profilerasyonu

lizerine etkileri
3.1.1.2. Hedef tedavinin ila¢ direncliligi iizerine olan etkileri

Tedavi gruplart olarak 0,5 nM Paklitaksel, 1 nM Paklitaksel, Adult Nayv1.5 ve
Neonatal Nav1.5 siRNA’lart ile ayrica bu gruplarin birbirleri ile olan kombinasyonlari
uygulandi. Deney sonunda MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre ¢ogalma diizeylerinde
kullanilan kontrole gére, Adult ve Neonatal Nay1.5 siRNA’lar1 uygulanan tiim gruplarda
onemli diizeyde azalma gozlendi (P<0.0001). Ayrica paklitakselin her iki dozunun
siRNA’lar ile ayr1 ayr1 kombinasyonlari, kendilerinin tek baglarina olan uygulama
gruplarina gore hiicre ¢ogalma diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar gosterdi
(Sirasiyla: P<0.0001, P<0.001). Bu sonuglar ile Adult ve Neonatal Nav1.5 kanalinin
downregiilasyonunun standart bir kemoterapotik olan paklitakselin etkinligini artirdigi ve
metastatik meme kanseri hattt MDA-MB-231’de paklitaksele karsi ilag direngliligini
azalttig1 gosterildi (Sekil 3.1.5).
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Sekil 3.1.5. Spesifik Nay1.5 siRNA’lariin MDA-MB-231 hiicre hattinda Paklitaksel ile

kombinasyonunun hiicre profilerasyonu lizerine etkileri
3.1.2. Hiicrelerin Koloni Olusturabilme Yeteneklerine Uzerine Olan Etkiler

MDA-MB-231 hiicre hattinda koloni sayilari kullanilan kontrol siRNA’ya gore,
uygulanan Adult Nav1.5 ve Neonatal Nayv1.5 siRNA tedavilerinde 6nemli diizeyde azalma
gosterdi (P<0.0001) (Sekil 3.1.6).
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Sekil 3.1.6. Spesifik Nayv1.5 siRNA’lariin MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicrelerin

koloni olusturabilme yetenegi lizerine etkileri

MDA-MB-468 hiicre hattinda da benzer sekilde koloni sayilarinda kullanilan

kontrol siRNA’ya gore, uygulanan Adult Nayv1.5 ve Neonatal Nav1.5 siRNA tedavilerinde

onemli diizeyde azalma goézlendi ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu

(P<0.0001) (Sekil 3.1.7).
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Sekil 3.1.7. Spesifik Nav1.5 siRNA’larinin MDA-MB-468 hiicre hattinda hiicrelerin

koloni olusturabilme yetenegi lizerine etkileri

Benzer sekildeki siRNA uygulamasindan sonra MCF7 hiicre hattinda da koloni
sayilar1 kullanilan kontrol siRNA’ya gore, uygulanan Adult Nay1.5 ve Neonatal Nav1.5
siRNA tedavilerinde 6nemli diizeyde azalma gosterdi (P<0.0001) (Sekil 3.1.8).
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Sekil 3.1.8. Spesifik Nay1.5 siRNA’lariin MCF7 hiicre hattinda hiicrelerin koloni

olusturabilme yetenegi iizerine etkileri
3.1.3. Hiicrelerin invazyon Yetenekleri Uzerine Olan Etkiler

Spesifik Nav1.5 siRNA’lar1 72 saat 6ncesinden hiicrelere uygulandi ve sonrasinda
insertlerde gecen 48 saatlik protokoliin ardindan MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicrelerin
invazyon diizeyleri kullanilan kontrol siRNA’ya gére, uygulanan Adult Nayv1.5, Neonatal
Nav1.5 (1) ve Neonatal Nav1.5 (2) siRNA tedavilerinde 6nemli diizeyde azalma gosterdi.
Bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.0001) (Sekil 3.1.9).
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Sekil 3.1.9. Spesifik Nav1.5 siRNA’lariin MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicrelerin

i Mool '

invazyon yapabilme yetenegi iizerine etkileri

Benzer sekildeki uygulamanin ardindan MDA-MB-468 hiicre hattinda da hiicrelerin
invazyon diizeyleri kullanilan kontrol siRNA’ya goére, uygulanan Adult Nav1.5, Neonatal
Nav1.5 (1) ve Neonatal Nav1.5 (2) siRNA tedavilerinde 6nemli diizeyde azalma gosterdi
(P<0.0001) (Sekil 3.1.10).

98



160 - MDA-MB-468
140
*** P<0.0001
120
e 100 -
o
&
©
E 80 -
xX
60 -
40 -
20 -+
0
NT Kontrol siRNA Nav1.5 siRNA nNav1.5 siRNA (1) nNav1.5 siRNA (2)
NT Kontrol siRNA Nav1.5 siRNA nNav1.5 siRNA (1) nNav1.5 siRNA (2)
Vs~ " . ' v ' @ " R ; ~ TR _
vf_&!t(;AS"' ) L ‘*D'g‘ S oo J
- ";’ '."‘ @ r;;‘ X ¥ . : P ,'.. 6
'\. L v : .‘: A ..1’? .. ( P ‘ 1 Q » o rd‘ R
: L s « g‘ ‘at @ 9 ) . A '3 r L ¢ 2 U
bl "'o“". F‘ 3ol i I‘" ' ¢ ,“ B e o'i, s’ Q. ¢
. . i TR 9. N e Pt o U 2
P ﬂ& gl'( P 9 ~‘md"‘ L A3 ST
TR Vg A NN : ’
B s ] b ol S A , S g o il PN SN St

Sekil 3.1.10. Spesifik Nay1.5 siRNA’larinin MDA-MB-468 hiicre hattinda hiicrelerin

invazyon yapabilme yetenegi lizerine etkileri

3.1.4. Hiicrelerin Migrasyon Yetenekleri Uzerine Olan Etkiler

Calismada kullanilan en invaziv meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 oldugu

icin migrasyon yeteneginin degerlendirilmesinde sadece bu hat kullanildi. Hiicrelerin

migrasyo

n diizeyleri kullanilan kontrol siRNA’ya gére, uygulanan Adult Nav1.5, Neonatal

Nav1.5 (1) ve Neonatal Nav1.5 (2) siRNA tedavilerinde 6nemli diizeyde azalma gosterdi
ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.0001) (Sekil 3.1.11).
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Sekil 3.1.11. Spesifik Nay1.5 siRNA’larinin MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicrelerin

migrasyon yapabilme yetenegi lizerine etkileri
3.1.5. PCRile Tlgili Bulgular
3.1.5.1. Real-Time PCR metoduna iliskin bulgular

Nav1.5 kanalinin adult ve neonatal alt tiplerinin gen ekspresyon diizeyleri yiiksek
diizeyde metastatik MDA-MB-231 ve metastatik olmayan MCF7 hiicre hatlarinda
degerlendirildi. MDA-MB-231 ve MCF7 hiicre hatlar1 i¢in kontrollerdeki ve her bir
deneysel oOrnekteki Adult Navl.5 ve Neonatal Nay1.5 ekspresyonu B-aktin mRNA

diizeyine normalize edildi.

Tedavi uygulanmamais hiicre hatlarindaki ekspresyonlara bakildiginda Adult Nav1.5
kanali ekspresyonu MDA-MB-231 hiicre hattinda MCF7 hattina gore daha yiiksek diizeyde
gozlendi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.0001). Neonatal Nav1.5
kanal1 ekspresyonu ise MDA-MB-231 hiicre hattinda MCF7 hattina gore belirgin artig
gosterdi (P<0.0001) (Sekil 3.1.12 ve Sekil 3.1.13).
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Spesifik Nav1.5 siRNA’larmin protokole gore uygulanmasindan sonra MDA-MB-
231 hiicre hattinda kanallara spesifik Adult Nav1.5 ve Neonatal Nav1.5 siRNA
tedavilerinde bu kanallarin ekspresyonlarinda kontrol siRNA tedavi grubu ile
karsilastirildiginda 6nemli diizeyde azalmalar gézlendi ve bu azalmalar istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P<0.0001). Ayrica sonuglar detayli incelendiginde, Adult Nayl1.5
siRNA’simin spesifik olarak sadece Adult Nav1l.5 mRNA ekspresyon diizeyini azalttigi
ancak Neonatal Nay1.5 mRNA ekspresyonu lizerine herhangi bir etkide bulunmadigi, yine
Neonatal Nav1.5 siRNA’sinin da benzer sekilde kanal tipine spesifik olarak etki ettigi
gozlendi ve galismaya bu spesifik siRNA sekanslari ile devam edildi (Sekil 3.1.12 ve Sekil
3.1.13).

Adult Na,/ 1.5 mRNA Ekspresyonu
3,5 - * Kk *** P<0.0001

2,5

1,5

0,5

Relatif Na, 1.5 mRNA ifade orani

MCF7 NT MDA-MB-231 NT MDA-MB-231 MDA-MB-231 MDA-MB-231
Kontrol siRNA NaV1.5 siRNA nNaV1.5 siRNA

Sekil 3.1.12. MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda Spesifik Nay1.5 siRNA’lariin Adult

Nav1.5 mRNA ekspresyon diizeyi iizerine etkileri
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Neonatal Na, 1.5 mRNA Ekspresyonu

I * %k %k

3,5

2,5

1,5

0,5

Relatif nNa, 1.5 mRNA ifade orani

MCF7 NT MDA-MB-231 NT MDA-MB-231 MDA-MB-231 MDA-MB-231
Kontrol siRNA NaV1.5 siRNA nNaV1.5 siRNA

Sekil 3.1.13. MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda Spesifik Nay1.5 siRNA’larinin

Neonatal Nav1.5 mRNA ekspresyon diizeyi lizerine etkileri

3.1.5.2. Klasik PCR metoduna iliskin bulgular

Spesifik Nav1.5 siRNA’lariin protokole gore uygulanmasindan sonra MDA-MB-
231 hiicre hattinda Neonatal Nav1.5 kanalinin mRNA diizeyi spesifik neonatal Nav1.5
siRNA tedavi 6rneginde kontrol siRNA’ya gore belirgin diizeyde azalma gosterdi (Sekil
3.1.14).
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Sekil 3.1.14. MDA-MB-231 hiicre hattinda Spesifik Nay1.5 siRNA’lariin Neonatal

Nav1.5 mRNA ekspresyon diizeyi iizerine etkileri

MDA-MB-231 hiicre hattinda Integrin f1 mRNA diizeyi spesifik Navl.5 ve
nNav1.5 SsiRNA tedavi orneklerinde kontrol siRNA’ya gore azalmalar gosterdi (Sekil
3.1.15).

MDA-MB-231

Integrin 1 mRNA

GAPDH mRNA

Sekil 3.1.15. MDA-MB-231 hiicre hattinda Spesifik Nay1.5 siRNA’larmnin Integrin 1

mRNA ekspresyon diizeyi iizerine etkileri
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MDA-MB-231 hiicre hattinda Cyclin D1 mRNA diizeyinde de spesifik Nayv1.5 ve
nNav1.5 siRNA tedavi orneklerinde kontrol siRNA’ya gore azalmalar gozlendi (Sekil
3.1.16).

MDA-MB-231

Cyclin D1 mRNA

GAPDH mRNA

Sekil 3.1.16. MDA-MB-231 hiicre hattinda Spesifik Nav1.5 siRNA’larinin Cyclin D1

mRNA ekspresyon diizeyi lizerine etkileri
3.1.6. Western Blot ile ilgili Bulgular

Normal meme epiteli hiicre hattt MCF-10A ve tedavi uygulanmamis meme kanseri
hiicre hatlarina bakildiginda Adult Nay1.5 kanalinin protein ekspresyonu MDA-MB-231
ve MDA-MB-468 hiicre hattinda MCF7 hiicre hattina gore daha yiiksek diizeyde
belirlendi. MCF-10A hiicre hattinda ise bu kanalin ekspresyonu meme kanseri hiicre
hatlarindakinden oldukga diisiik diizeyde tespit edildi. Bu bulgular da Nav1.5 kanalinin
invaziv meme kanseri gelisimine ve metastaz yapabilme kapasitesi lizerine 6nemli etkileri
olabilecegini ve bu kanalin hedeflenmesinin normal meme epiteli ilizerinde 6nemli bir
sitotoksik etki gostermeyecegini dogruladi. Ayrica yine MDA-MB-231 ve MDA-MB-468
meme kanseri hiicre hatlarinda Adult Nav1.5 protein diizeyine bakildiginda spesifik adult
Nav1.5 siRNA tedavi orneklerindeki ekspresyon diizeyleri kontrol siRNA’ya gore onemli
diizeyde azalmalar gosterdi. Membranlarda yilikleme kontrolii olarak B-Aktin protein
diizeyi degerlendirildi (Sekil 3.1.17).
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Sekil 3.1.17. Meme kanseri hiicre hatlarinda Adult Nay1.5 kanalinin protein ekspresyon
diizeylerinin karsilastirilmasi ve spesifik Nav1.5 siRNA’sinin MDA-MB-231 ve MDA-
MB-468 hiicre hattinda Adult Nav1.5 protein ekspresyon diizeyi lizerine etkileri

Spesifik Nav1.5 siRNA’larinin protokole gore uygulanmasindan sonra MDA-MB-
231 hiicre hattinda 6ncelikle metastaz ve invazyon yetenegi ile iliskili proteinler incelendi.
Bu amagla P-SRC, P-FAK, Integrin B1, Integrin a5, P130Cas, P-PI3K ve P-Paxillin
protein ekspresyon diizeyleri incelendi. Tiim bu protein diizeylerine bakildiginda spesifik
Adult Nav1.5, Neonatal Navl.5 (1) ve (2) siRNA tedavi orneklerindeki ekspresyon
diizeyleri kontrol siRNA’ya gore belirgin azalmalar gosterdi. Total Src ve Total FAK
protein diizeylerinde ise herhangi bir degisim gozlenmedi. Bu durum kanalin
susturulmasmin Src ve FAK fosforilasyonunun inhibisyonu fizerinden etkilere sahip
olabilecegini gosterdi. Neonatal Nav1.5 kanalina yonelik siRNA’larin invazyon, migrasyon

ve metastaz ile iliskili yolaklar {izerine olan etkileri daha fazla ve onemli bulundu, bu
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sonuglar da kanalin bu tipinin metastazik meme kanserinde oynadigi rolii dogrulad: (Sekil

3.1.18).
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Sekil 3.1.18. MDA-MB-231 hiicre hattinda Spesifik Nayv1.5 siRNA’larinin metastaz ve

invazyon yetenegi ile iliskili protein diizeyleri lizerine etkileri

MDA-MB-468 hiicre hattinda da metastaz ve invazyon yetenegi ile iliskili P-SRC,
P-FAK, Integrin f1, P130Cas protein ekspresyon diizeylerine bakildi. Spesifik Adult
Nav1.5, Neonatal Nav1.5 (1) ve (2) siRNA tedavi orneklerindeki ekspresyon diizeyleri
kontrol siRNA’ya gore onemli diizede azalmalar gosterdi. Benzer sekilde Total Src ve
Total FAK protein diizeylerinde herhangi bir degisim gézlenmedi. Yine Neonatal Nav1.5
kanalina yonelik siRNA’larin invazyon, migrasyon ve metastaz ile iligkili yolaklar {izerine

olan etkileri daha fazla ve 6nemli bulundu (Sekil 3.1.19).
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Sekil 3.1.19. MDA-MB-468 hiicre hattinda Spesifik Nay1.5 siRNA’larinin metastaz ve

invazyon yetenegi ile iliskili protein diizeyleri tizerine etkileri

Bu yolaklarin ardindan MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda meme

kanseri gelisimi, hiicre proliferasyonu, biiylime ve translasyon ile iligkili proteinler

incelendi. Bu amagla P-AKT, P-ERK, P-IF20, EF2k, PKCs, P-NF«B, c-myc ve cdc2

protein ekspresyon diizeylerine bakildi. Tiim bu protein diizeylerine bakildiginda spesifik
Adult Nav1.5, Neonatal Nav1.5 (1) ve (2) siRNA tedavi Orneklerindeki ekspresyon

diizeyleri kontrol siRNA’ya gore belirgin diizeyde azalmalar gosterdi. Total AKT, Total

ERK ve Total IF2a protein diizeylerinde ise herhangi bir degisim gozlenmedi (Sekil

3.1.20).
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Sekil 3.1.20. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda Spesifik Nay1.5
siRNA’larinin meme kanseri gelisimi, hiicre proliferasyonu, biiyiime ve translasyon ile

iligkili protein diizeyleri iizerine etkileri

Elde edilen bulgulardan sonra her iki hiicre hattinda da bu kez hiicre siklusu ile
iliskili proteinler degerlendirildi. Bu amagla Cyclin D1, Cyclin E1, Cyclin B1, p21 ve p27
protein ekspresyon diizeylerine bakildi. Cyclin proteinlerinde spesifik Adult Nav1.5,
Neonatal Nav1.5 (1) ve (2) siRNA tedavi orneklerindeki ekspresyon diizeyleri kontrol

siRNA’ya gore onemli diizeyde azalmalar gosterdi. p21 ve p27 diizeylerinde ise benzer

sekilde azalig gozlendi (Sekil 3.1.21).
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Sekil 3.1.21. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda Spesifik Nay1.5

siRNA’lariin hiicre siklusu ile iliskili protein diizeyleri lizerine etkileri

Kanalin inhibisyonunun hiicre 6liimii iizerine olan etkileri de degerlendirildi. Bu
amacla her iki hiicre hattinda PARP, Caspase-3 ve Caspase-9 protein ekspresyon
diizeylerine bakildi. PARP ekspresyonunda o6zellikle spesifik Adult Nav1.5 SiRNA
tedavisinin Cleaved-PARP’1 artirdigi ve Total-PARP’1 azalttigi gozlendi. Cleaved-
Caspase-3 ve Cleaved-Caspase-9 diizeylerinin spesifik Adult Nav1.5, Neonatal Nayv1.5 (1)
ve (2) siRNA tedavi drneklerinde kontrol siRNA’ya gore belirgin artig gosterdigi ve Total
Caspase-3 ile Total Caspase-9 diizeylerinde de buna karsilik azalma sekillendigi tespit
edildi. Bu bulgular Adult ve Neonatal Nay1.5 kanalina yonelik siRNA’larin meme kanseri

hiicreleri {izerine apoptotik etkiye sahip olabilecegini gosterdi (Sekil 3.1.22).
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Sekil 3.1.22. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda Spesifik Nay1.5

siRNA’larmin apoptoz ile iligkili protein diizeyleri iizerine etkileri

Son olarak EMT  (Epithelial-Mesenchymal  Transition) ve  yine
invazyon/migrasyon/metastaz iliskili MMP-2, Caveolin-1 ve Vimentin protein ekspresyon
diizeylerine bakildi. Spesifik Adult Nayv1.5, Neonatal Nav1.5 (1) ve (2) siRNA tedavi
orneklerindeki ekspresyon diizeyleri kontrol siRNA’ya gore onemli diizeyde azalmalar

gosterdi (Sekil 3.1.23).
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Sekil 3.1.23. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda Spesifik Nay1.5
siRNA’larimin EMT (Epithelial-Mesenchymal Transition) ve invazyon/migrasyon/metastaz

iliskili (MMP-2) protein diizeyleri lizerine etkileri
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3.1.7. Yara lyilesmesi Testine iliskin Bulgular

Spesifik Nav1.5 siRNA’larmin protokole gore uygulanmasindan sonra MDA-MB-
231 hiicre hattinda hiicrelerin yara iyilesmesi testindeki migrasyon diizeyleri kullanilan
kontrol siRNA’ya gore, uygulanan Adult Nayv1.5, Neonatal Nav1.5 (1) ve Neonatal Nay1.5
(2) siRNA tedavilerinde belirgin azalmalar gosterdi (Sekil 3.1.24).

NT Kontrol siRNA Nav1.5 siRNA nNavl1l.5 siRNA (1) nNavl.5 siRNA (2)

Osaat [

12
saat

24
saat

48
saat

Sekil 3.1.24. Spesifik Nay1.5 siRNA’larinin MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre 6limii

tizerine olan etkileri
3.1.8. Hiicre Oliimiine liskin Bulgular

MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptoz diizeyleri kullanilan kontrol siRNA’ya gore,
uygulanan Adult Nay1.5, Neonatal Nav1.5 (1) ve Neonatal Navl.5 (2) SiRNA
tedavilerinde 6nemli diizeyde artiglar gosterdi ve bu artislar istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P<0.0001) (Sekil 3.1.25).
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Sekil 3.1.25. Spesifik Nay1.5 siRNA’larinin MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre dliimii

uzerine olan etkileri

3.1.9. Hiicre Siklusuna Iligkin Bulgular

MDA-MB-231 hiicre hattinda uygulanan Adult Nav1.5, Neonatal Nay1.5 (1) ve
Neonatal Nav1.5 (2) siRNA tedavi ornekleri kontrol siRNA ile karsilastirildiginda
hiicrelerde 6nemli diizeyde G1 arresti gozlendi (Sekil 3.1.26).
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Sekil 3.1.26. Spesifik Nav1.5 siRNA’larinin MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre siklusu

uzerine olan etkileri

3.2. In Vivo Deney Bulgular

3.2.1. Ksenograft Akciger Metastaz Modeli

MDA-MB-231-luc hiicre hatt1 ile olusturulan modelde kontrol siRNA alan gruba

gore, Adult Navl.5 ve Neonatal Navl.5 siRNA tedavisi alan gruplarda hiicrelerin

enjeksiyonundan 24 saat sonrasindaki donemde akcigerdeki tiimor biiyiikliigiinde ve birim

alan basina diisen foton sayisinda onemli diizeyde azalma goriildii (P<0.0001) (Sekil

3.2.1).
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Sekil 3.2.1. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti ile olusturulan Ksenograft akciger
metastaz modelinde spesifik Nav1.5 siRNA’larinin akciger metastazi iizerine olan

etkilerine ait 1.hafta goriintiileme verileri

Ayni gruplarda ilerleyen haftalarda da bu azalmanin belirgin olarak ilerledigi tespit
edildi. Deneyin sonunda alinan goriintiilere bakildiginda yine Adult Nay1.5 ve Neonatal
Nav1.5 siRNA tedavisi alan gruplarda kontrol siRNA alan gruba goére akcigerlerdeki timor
biiyiikliigiinde ve birim alan basia diisen foton sayisinda dnemli diizeyde azalma tespit

edildi (P<0.0001) (Sekil 3.2.2).
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Sekil 3.2.2. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt ile olusturulan Ksenograft akciger
metastaz modelinde spesifik Nav1.5 siRNA’larinin akciger metastazi iizerine olan

etkilerine ait son hafta goriintiileme verileri
3.2.2. Ksenograft Ortotopik Meme Kanseri Modeli

MDA-MB-231 hiicre hatt1 ile olusturulan modelde kontrol siRNA alan gruba gore,
Adult Nav1.5 ve Neonatal Nayv1.5 siRNA tedavisi alan gruplarda ilk haftalardan baslayarak
ilerleyen bir sekilde tiimor biiyikliigiinde 6nemli diizeyde azalmalar goriildii ve bunlar
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.0001). Ayn1 gruplarda ilerleyen haftalarda da bu
azalmanin belirgin olarak ilerledigi tespit edildi. Deneyin sonunda yapilan olgiimlerde
Adult Nav1.5 ve Neonatal Nayl.5 siRNA tedavisi alan gruplarda kontrol siRNA alan
gruba gore timdr biiylikligiinde ve timor agirliginda dnemli diizeyde azalma tespit edildi
(P<0.0001) (Sekil 3.2.3 ve Sekil 3.2.4). Tedavi grubundaki farelerin hi¢ birinde su
iciminde ve yem tiiketiminde azalma, kilo kaybi, kanama egilimi ve tetani vb. gibi toksisite

belirtileri gozlenmedi (Sekil 3.2.5).
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Sekil 3.2.3. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 ile olusturulan Ksenograft ortotopik

meme kanseri modelinde spesifik Nay1.5 siRNA’larinin tiimor hacmi iizerine olan etkileri

MDA-MB-231 Ksenograft Ortotopik Meme Kanseri Modeli
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Sekil 3.2.4. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 ile olugturulan Ksenograft ortotopik

meme kanseri modelinde spesifik Nay1.5 siRNA’larimnin timor agirligi iizerine olan etkileri
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Sekil 3.2.5. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt ile olusturulan Ksenograft ortotopik

meme kanseri modelinde spesifik Nay1.5 siRNA’larinin fare agirlig1 iizerine olan etkileri

Benzer sekildeki protokoliin ardindan MDA-MB-468 hiicre hatt1 ile olusturulan
modeldeki sonuglara bakildiginda kontrol siRNA alan gruba gore, Adult Navl1.5 ve
Neonatal Nav1.5 siRNA tedavisi alan gruplarda hem haftalar ilerledik¢e hem de deneyin
sonunda yapilan ol¢iimlerde tiimor biiyiikliigiinde ve tiimor agirlifinda énemli diizeyde
azalma tespit edildi (P<0.0001) (Sekil 3.2.6 ve Sekil 3.2.7). Yine tedavi grubundaki
farelerin hi¢ birinde su iciminde ve yem tiiketiminde azalma, kilo kaybi, kanama egilimi ve

tetani vb. gibi toksisite belirtileri gézlenmedi (Sekil 3.2.8).
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Sekil 3.2.6. MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hatt1 ile olusturulan Ksenograft ortotopik

meme kanseri modelinde spesifik Nay1.5 siRNA’larinin tiimor hacmi iizerine olan etkileri

MDA-MB-468 Ksenograft Ortotopik Meme Kanseri Modeli
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Sekil 3.2.7. MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hatt1 ile olusturulan Ksenograft ortotopik

meme kanseri modelinde spesifik Nay1.5 siRNA’larimnin timor agirligi iizerine olan etkileri

118



MDA-MB-468 Ksenograft Ortotopik Meme Kanseri Modeli

30
29
£ 28
©
S
&)
w7
=
leTs]
<
2 26
©
[V
25
24

Kontrol siRNA Navl1.5 siRNA nNavl.5 siRNA

Sekil 3.2.8. MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hatt1 ile olusturulan Ksenograft ortotopik

meme kanseri modelinde spesifik Nay1.5 siRNA’larinin fare agirligi iizerine olan etkileri
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4. TARTISMA

Kanser diinya genelinde 6liim sebepleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. 2012
yilinda tahminen 14.1 milyon yeni kanser vakasi1 gozlenmistir. Meme kanseri kadinlarda en
siklikla karsilasilan kanser tiiriidiir. Kadinlardaki kanser tiirlerinin %23’{inden ve kansere
bagli 6liimlerin %14’linden sorumludur. Kanserle iligkili 6liimlerde ise akciger kanserinin
ardindan ikinci sirada yer almaktadir. 40-59 yas arasi kadin 6liimlerinin temel nedenini
olusturmaktadir. Her sekiz kadindan birinde hayati boyunca invaziv meme kanseri
gelisecegi disiinilmektedir. 2010 yili Tiirkiye verilerine gore kadinlarda en sik goriilen
kanser meme kanseridir. Yaklasik her dort kadin kanserinden biri meme kanseridir (Ozkan
ve Keskinkili¢ 2015). Kadinlarda 2012 yilinda diinyada en siklikla goriilen bes kanser
meme, kolorektal, akciger, serviks ve mide kanseridir (Stewart ve Wild 2014). 1990-2002
arasindaki on iki yillik siire icerisinde, diinyada meme kanserinin siklik ve mortalite
oranlarinda %25°lik bir artis goriilmiistiir (Ozmen 2008). Ayrica diinyada sekiz kadindan
birinde meme kanseri tanist1 konmustur (Akinoglu 2002, Onat 1997). Giiniimiizde bu
oranin her dort kadindan birine yiikseldigi ve kadinlarda meme kanser insidansinin bir
onceki tahminlere gore %20, meme kanserinden oOliimlerin ise %14 oraninda arttig1

belirlenmistir (Ferlay ve ark 2012).

Timor hiicreleri yiiksek migrasyon, motilite ve invazyon potansiyelleri nedeniyle
kan ya da lenfatik damarlardan penetre olabilir, intravaskiiler sistem boyunca sirkiile olarak
baska bir alanda proliferasyon gosterebilirler. Bu siire¢ metastaz olarak adlandirilir.
Metastatik fenotipin altinda yatan hiicre migrasyonu, hiicrelerin 6n kisminda tekrarlayan
invadopod/lamellipod uzamasini, adhezyon alanlarinin sekillenmesini, hiicre gdvdesinin
kontraksiyonunu ve kuyruk adhezyon alanlarinin ortaya ¢ikmasini kapsayan dongiisel bir
siirectir. Artmis metastazin, uyarilabilir membranlarin karakteristigi olan akimlar ve
membran kanallarinin varligiyla iligkili oldugu gosterilmistir. Bu durum oncelikle yiiksek
derecede metastatik kanser hiicre hatlar1 yani sira metastatik meme, prostat ve servikal
karsinoma biyopsilerinde artmis ekspresyonu tespit edilmis olan voltaj-kapili Na*
kanallariyla (VGSC) ilgilidir (Diaz ve ark 2007). Bu kanallarin aktivitelerinin motiliteyi,
endositozu ve invazyonu destekledigi belirlenmistir. Ozellikle Nay1.5 kanalinin in vitro
yiiksek metastatik potansiyele ve Klinik olarak meme kanseri gelisimiyle iliskili oldugu
tespit edilmistir. Bu baglamda lenf nodu metastazi goriilen hastalarda Nayv1.5 ekspresyonu

artist ile korelasyon bulunmaktadir. Buna karsin zayif metastatik ya da tiimorojenik
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olmayan hiicre hatlarmim fonksiyonel voltaj-kapili Na* kanali eksprese etmedikleri

gorilmiistir.

2000’11 yillarin basinda iki farkli arastirma grubu ayni donem iginde yiiksek
derecede metastatik meme kanseri hiicre hatti MDA-MB-231°de voltaj-kapili Na*
kanallarinin ekspresyonunu gostermislerdir (Roger ve ark 2003, Fraser ve ark 2002).
Yapilan elektrofizyolojik ¢alismalarda MDA-MB-231’de gériilen Na* akimlari, MCF-7 ve
MDA-MB-468 gibi daha az metastatik hiicre hatlarinda tespit edilmemistir (Roger ve ark
2003, Zhang ve ark 1991). Hepsi birlikte ele alindiginda ve ¢alismalar incelendiginde
Voltaj-kapili Na* kanallarinin metastazla olan iligkisi bildirilmekte, ancak bunun altinda
yatan sinyalizasyon yolaklar1 ve molekiiler mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Bu
nedenlerle gergeklestirdigimiz tez ¢alismasinda Oncelikle Adult Nayl.5 ve Neonatal
Nav1.5 kanallarinin yiiksek derecede metastatik MDA-MB-231 ve goreceli olarak daha az
diizeyde metastatik kapasiteye sahip MCF7 meme kanseri hiicre hatlarindaki ekspresyon
diizeylerine bakildi. Onceki ¢alismalar1 dogrular sekilde Real-Time PCR yontemi ile tedavi
uygulanmamis hiicre hatlarindaki ekspresyonlara bakildiginda Adult Navl.5 kanali
ekspresyonu MDA-MB-231 hiicre hattinda MCF7 hattina gore daha yiiksek diizeyde
gozlendi. Benzer sekilde Neonatal Nav1.5 kanali ekspresyonu da MDA-MB-231 hiicre
hattinda MCF7 hattina gore yiiksek diizeyde tespit edildi. Western blot yontemi ile de
dogrulama yapildiginda Adult Nay1.5 kanalinin MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 meme
kanseri hiicre hatlarinda daha yiiksek diizeyde eksprese oldugu tespit edildi. Neonatal
Nav1.5 kanalina ait ticari antikor bulunmadigi i¢in RT-PCR ile inceleme yapildi ve benzer
sonuglar elde edildi. Bu da 6zellikle Neonatal ancak genelde her iki tipin de metastatik
meme kanseri gelisimi, progresyonu ve metastaz sekillendirmesinde 6nemli role sahip
olduklarin1 ve bu nedenle her iki kanalin da hedeflenmesinin yeni bir potansiyel terapotik

girigim olabilecegini ortaya koydu.

Calismamizda Nav1.5 kanalimin Adult ve Neonatal tiplerine 6zgiil spesifik
siRNA’lar kullanildi. Kontrol amaciyla da herhangi bir susturma etkisi gostermeyen
kontrol siRNA’lar temin edildi. Brackenbury ve ark. (2007) ¢alismalarinda neonatal tip
icin bahsedilen bu 2 spesifik sekansi denemistir. Bu iki sekans ile yapilan 3 gilinlik
tedavinin ardindan nNayv1.5 mRNA diizeyi yaklasik %80-90 oraninda azalis géstermistir.
Bununla birlikte kontrol amaciyla incelenen Adult Nay1.5 mRNA diizeyinde herhangi bir

degisim gozlenmemistir. Boylece bu iki sekansin 6zgiilligii dogrulanmistir. Calismamizda
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kullanilan bu spesifik siRNA’larin kontrol siRNA ile karsilastirildiginda meme kanseri
hiicre hatlarinda Adult ve Neonatal Nayv1.5 kanallarinin mRNA ve protein diizeylerini
bahsedilen ¢alismaya benzer sekilde 6nemli diizeyde azalttigi belirlendi. Bu yiizden
caligmanin geri kalaninda fonksiyonel etkileri ve ilgili mekanizmalar1 incelemek igin

yapilan deneylerde bu siRNA sekanslar1 kullanildi.

Bu kanal tipleri ve benzerlerinin kanser hiicre proliferasyonu {izerine olan
etkilerinin incelendigi arastirma sayisi oldukca azdir ve farkli sonuglar ortaya koymaktadir.
Ornegin, Voltaj-kapil1 K kanalinin bloke edilmesinin meme, serviks, prostat, kolon kanseri
gibi farkli hiicre tiplerinin proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir (Pardo ve ark
2005). Yine Voltaj-kapili Na kanali blokorlerinin  prostat kanseri hiicrelerindeki
proliferasyonu inhibe ettigine dair ¢alismalar mevcuttur (Abdul ve Hoosein 2002,
Anderson ve ark 2003). Ancak Roger ve ark. (2007) Voltaj-kapili Na kanali
inhibisyonunun kiiciik-hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonuna etkisinin olmadigini belirtmiglerdir. Ayn1 sekilde Brackenbury ve ark.
(2007) da voltaj-kapili Na kanallarinin spesifik siRNA’lar ile susturulmasinin ve spesifik
antikor ile hedeflenmesinin meme kanseri hiicre hatlarindaki proliferasyona etkisinin
olmadigini ifade etmislerdir. Calismamizda ise Adult ve Neonatal Nayvl.5 kanallarina
spesifik siRNA’lar ile MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlarindaki tedavinin kanser hiicrelerindeki proliferasyonu 6nemli 6lgiide inhibe ettigi
tespit edildi. Bu inhibisyonun apoptoza bagli hiicre 6liimiinden ya da hiicre siklusundaki
arreste baglh olarak sekillenip sekillenmedigi ¢alismanin ilerleyen kisimlarinda incelendi.
Ancak tekrarlayan deneylerle ortaya konan bu inhibisyon, Nayv1.5 kanalinin meme kanseri
hiicre proliferasyonu iizerine 6nemli etkileri oldugunu ve altinda yatan mekanizmalarin

incelenmesinin gerekliligini gosterdi.

Nav1l.5 kanalmin siRNA ile hedeflenmesinin meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe edici etkisinin goriilmesinin ardindan bu tedavinin normal meme
epiteli hiicre hatt1 lizerinde olabilecek etkileri degerlendirildi. Kanalin susturulmasinin ya
da blokor ile inaktive edilmesinin kanser hiicre hatlar1 proliferasyonu iizerine etkileri ile
ilgili farkli bilgiler bulunmasina ragmen, bu hedeflemenin normal meme epiteli hiicreleri
tizerindeki etkilerine dair herhangi bir degerlendirme yapilmadigi goriillmektedir. Buna
bagl olarak calismamizda Adult ve Neonatal Nav1.5 kanalinin spesifik siRNA ile

susturulmasinin MCF-10A normal meme epiteli hiicre hattinda proliferasyona etkisinin,
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susturulmast normal hiicrelerde de onemli etkiye sahip olabilecek olan IF2a SIRNA
tedavisi ile karsilastirildiginda kontrol siRNA diizeylerinde kaldigi ve proliferasyonda
herhangi bir inhibisyona neden olmadigi gézlendi. Dolayisiyla da spesifik olarak Nay1.5’in
hedeflenmesinin normal meme epiteli tizerinde proliferasyonu inhibe edici ve sitotoksik bir
etkiye sahip olmadigi, béylece bunun hem in vivo hem de sonrasinda klinik uygulamaya

aktarilabilecek onemli yeni bir tedavi girisimi olabilecegi sdylenebilir.

Hiicre proliferasyonuna iliskin bulgularin ardindan Nay1.5 kanalinin meme kanseri
hiicrelerinin koloni sekillendirme kapasitesi tizerine de etkisi degerlendirildi. Buna iliskin
Gillet ve ark.(2009)’1n gergeklestirdigi tek bir ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismaya gore
TTX ile voltaj-kapili Na kanalinin bloke edilmesi, meme kanseri hiicre hattinda hiicre
proliferasyonu artis1 ile gelisen koloni sekillendirme kapasitesinde (%50 oraninda), yine
koloni biiyiikliigli ile koloniden kagan hiicre sayisinda da azalmaya neden olmaktadir.
Calismamizda spesifik Nay1.5 siRNA’larinin meme kanseri hiicre hatlarinda koloni
sekillendirme kapasitesini kontrole gore 6nemli olgiide azalttigi tespit edildi. Bu sayede
elde ettigimiz bulgular hem literatiirdeki veriyi hem de Navl.5 kanalinin koloni
sekillendirme kapasitesi ve dolayli olarak da meme kanseri hiicre proliferasyonu iizerine
olan etkisini dogrulayarak in vivo ve klinik anlamda meme kanseri gelisimi ve biiyiimesine

yonelik 6nemli bir tedavi opsiyonu olabilecegini gosterdi.

Metastazin  tiimor  hiicrelerinin  yiiksek migrasyon, motilite ve invazyon
potansiyelleri nedeniyle kan ya da lenfatik damarlardan penetre olarak, intravaskiiler
sistem boyunca sirkiile olup baska bir alanda proliferasyon gosterebildikleri bir siireg
olarak adlandirildigindan bahsedilmisti. Metastatik fenotipin altinda hiicre migrasyonu,
invadopod/lamellipod uzamasi, adhezyon alanlarmin sekillenmesi, hiicre gdvdesinin
kontraksiyonu ve kuyruk adhezyon alanlarimin ortaya ¢ikmasinin yattigi bilinmektedir.
Ekspresyonlar1 kanserde degisim gdsteren bazi plazma membrani iyon kanallari tlimor
metastazinin sekillenmesi ve hastaligin ilerlemesi i¢in ¢ok 6nemli olan hiicre migrasyonu,
motilitesi ve invazyonu siireclerine karismaktadir (Prevarskaya ve ark 2010). VGSC
aktivitesinin metastaz i¢in onemli olabilecek bir¢ok hiicre davranigina dahil oldugu ve rol
oynadig1 gosterilmistir. Voltaj kapili Na kanallarinin rol oynadig1 gosterilen bazi hiicresel
davranig ve siiregler; migrasyon (Fraser ve ark 2003, Fulgenzi ve ark 2006, Chioni ve ark
2010), invazyon (Fraser ve ark 2005, Roger ve ark 2003, House ve ark 2010, Hernandez-
Plata ve ark 2012, Roger ve ark 2007, Chioni ve ark 2010, Smith ve ark 1998),

123



galvanotaksis (Fraser ve ark 2005, Djamgoz ve ark 2001), adezyon (Palmer ve ark 2008)
ve invadopod sekillenmesi (Brisson ve ark 2013) gibi 6zellikleri kapsamaktadir. Grimes ve
ark. (1995)’in yaptig1 ¢alismada voltaj-kapili Na kanalinin TTX ile blokajinin prostat

kanseri hiicrelerinde invazyon yetenegini azalttigi belirtilmistir.

Benzer sekilde Brackenbury ve ark.(2007)’in gerceklestirdigi calismada ise
nNav1.5 kanalinin spesifik siRNA ve antikor ile tedavi edilmesinin MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattinda migrasyon kapasitesini azalttig1 ve yine sadece spesifik antikorun
uygulanmasinin invazyon kapasitesini diisiirdiigii gosterilmistir. Calismamizda ise Adult
ve Neonatal Nav1.5 kanallaria spesifik siRNA’larin uygulanmasinin meme kanseri hiicre
hatlariin invazyon kapasitesini 6nemli Ol¢iide azalttigi tespit edildi. Yine ayni hiicre
hatlarinda da Nayl1.5 kanalinin spesifik siRNA’lar ile hedeflenmesinin meme kanseri

hiicrelerinin migrasyon yeteneginde de ciddi anlamda diisiis sekillendirdigi ortaya konuldu.

Metastaz kapasitesi ile iligkili baska bir degerlendirme kriteri olabilen yara
iyilesmesi diizeyi ¢alismalarda az da olsa Navl1.5 ile iliskilendirilmistir. Pappalardo ve
ark.(2014)’in yaptigi ¢alismada Navl.5 kanalinin TTX ve siRNA ile inhibisyonunun
astrositlerde yara kapanma diizeyini ciddi anlamda azalttigi gosterilmistir. Bagka bir
calismada (Xing ve ark 2014) ise, nNavl.5 kanalinin spesifik siRNA ile
downregiilasyonunun astrositoma hiicrelerinde yara iyilesmesi diizeyini azalttigina dair
sonuclar ortaya konulmustur. Calismamizda da Adult ve Neonatal Nay1.5 kanallarinin
spesifik siRNA ile downregiilasyonunun MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda yara
iyilesmesi diizeylerini 6nemli diizeyde diisiirdiigii tespit edildi. Tim bu bulgulara
bakildiginda elde ettigimiz veriler az sayida g¢alismayr dogrulayarak Navl1.5 kanalinin
metastatik stireglerde kritik hiicresel davraniglar olan invazyon, migrasyon ve yara
iyilesmesi siire¢lerinde 6nemli bir role sahip oldugu ve hedeflenmesinin meme kanseri
metastazin1 6nlemede yeni ve etkili bir tedavi girisimi olabilecegi hipotezimizi giiglii bir

sekilde destekledi.

Kanser tedavisindeki ana sorunlardan ve zorluklardan birisi de kemoterapiye karsi
sekillenen ¢oklu ilag direncidir (Multi-drug resistance-MDR). Bu yiizden mevcut ilaglarin
etkinligi artirilmaya calisilmaktadir. Kanser hiicrelerinde ilag direncinin gelismesinde
farkli mekanizmalar sunulmasimna ragmen, iyon kanallarmmin ekspresyonlarindaki
degisimler bunlarin arasinda yer almaktadir. Bazi aragtirmalarda pro-apoptotik ve anti-

apoptotik iyon kanallarindan bahsedilmektedir ve bunlarin ila¢ direncliligine olan
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etkilerine deginilmektedir (Hoffmann ve Lambert 2014). Yine baska bir derlemede voltaj-
kapil1 K kanallariin, NHE1 (Na/H degistiricisi) ve bazi Na pompalarinin kemoterapotik
ilag direngliliginde rol oynadiklarini gosteren arastirmalara yer verilmistir (Arcangeli ve
Becchetti 2010). Meme kanserinde kullanilan kemoterapotiklerden Tamoksifen ile Na
kanal aktivitesi arasindaki iligskiye dayali bazi ¢alismalar da bulunmaktadir (Wang ve Jiao
2009, Smithermann ve Sontheimer 2001, He ve ark 2003). Calismamizda MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattinda Adult ve Neonatal Nay1.5 kanalinin spesifik siRNA’lar ile
susturulmasinin standart kemoterapotiklerden biri olan paklitakselin etkinligine olabilecek
etkileri de degerlendirildi. SiRNA ve paklitakselin kendi baslarina olan uygulamalari ile
karsilastirildiginda kombinasyon tedavilerin hiicre proliferasyonunu daha énemli diizeyde
inhibe ettigi tespit edildi. Boylece c¢alismamizda Nayl.5 kanalinin SiRNA ile
downregiilasyonunun kemoterapotik etkinligi ve direngliligi tizerinde potansiyel bir role
sahip oldugu ortaya konuldu. Ancak etkili olan mekanizmalarin gelecekteki ¢aligmalar ile

aciklik kazanmasi beklenmektedir.

Hiicre proliferasyonu iizerindeki inhibisyonun gozlenmesinin ardindan bunun
apoptoz ya da hiicre siklusundaki arrestten mi kaynaklandigi sorusunu incelemek igin flow
sitometri analizine bagvuruldu. Iyon kanallarinin apoptoz iizerindeki etkilerine dair bircok
bilgi bulunmaktadir (Lehen'kyi ve ark 2011). Apoptoz ile ilgili en ¢ok caligmanin yapildigi
kanallar K, Ca, Cl, TRP gibi kanallardir. Ozellikle K kanali aracili K iyon hareketinin
hiicre voliimiiniin ayarlanmasi ve apoptoz ile iliskisini gosteren bir¢ok ¢alisma kaynaklarda
yer almaktadir. Voltaj-kapili Na kanallarina bakildiginda ise apoptoz ile iliskisine dair ¢ok
az sayida ¢alisma vardir. Ozellikle VGSC’lerin apoptozdaki roliine iliskin ulagilabilen tek
caligma Jurkat hiicre hattinda gerceklestirilmistir (Roselli ve ark 2006). Calismamizda
Nav1.5 kanalinin apoptoz ile olan iliskisi degerlendirildiginde, MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattinda Adult ve Neonatal Nav1.5 kanallarmin spesifik siRNA’lar ile
downregiilasyonunun 6nemli diizeyde apoptoz sekillendirdigi tespit edildi. Bu etkinin
Adult Nav1.5’in susturulmasinda daha belirgin olarak ortaya ¢iktig1 gézlendi. Western blot
yontemi ile de apoptoza iliskin destekleyici bulgular elde edildi. Boylece hiicre
proliferasyonundaki azalmaya, sekillenen apoptozun belli oranda etkisi oldugunu séylemek

mumkiin olabilecektir.

Apoptozun diginda hiicre proliferasyonundaki inhibisyona katilabilecek bir diger

durum ise hiicre siklusundaki arresttir. Iyon kanallarmin hiicre proliferasyonu {izerindeki
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etkilerinin bu kanallarin aktivitelerinin hiicre siklusundaki kontrol noktalarini diizenlemesi
tizerinden olduguna isaret eden bir¢ok calisma bulunmaktadir (Becchetti 2011). Ca
kanallarinin ve intraseliiler Ca diizeyinin neoplastik proliferasyonda bu kontrol noktalarini
diizenledigine iliskin ¢alismalar yapilmistir (Panner ve Wurster 2006, Monteith ve ark
2007). Yine voltaj kapili K kanallarinin ve akuaporin-1’in hiicre siklusunun
diizenlenmesinde rola sahip olduklarini gdsteren galismalar bulunmaktadir (Vacca ve ark
2001, Saadoun ve ark 2002, Moon ve ark 2003). Lee ve ark.(2015), KV9.3 kanalinin
siRNA ile susturulmasinin kolon ve akciger kanseri hiicrelerinde hiicre siklusu arrestine
neden oldugunu gostermislerdir. Calismalarda iyon kanallarinin hiicre siklusunu
diizenlemede 6zellikle hiicre i¢i Ca diizeyleri, membran voltaj1 ve yiizey potansiyellerini
degistirmeleri yanisira kendi aktiviteleri sonucu alt tnitelerinin enzimatik fonksiyonu
sayesinde hiicre i¢indeki bazi proteinler ile etkilesime gecerek onlari aktiflemeleri ve hiicre
ici sinyalizasyonlar1 tetiklemelerinin da payr olduguna dair bilgiler bulunmaktadir

(Becchetti 2011).

Bununla birlikte Voltaj-kapili Na kanallarinin kanser hiicrelerinde hiicre siklusu
tizerindeki etkilerine iliskin herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle
calismamizda Nay1.5 kanalinin siRNA ile downregiilasyonunun hiicre siklusu {izerine
etkileri de incelendi. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda Adult ve Neonatal
Nav1.5 kanalinin spesifik siRNA ile susturulmasmin hiicrelerde onemli diizeyde Gl
arrestine neden oldugu gozlendi. Nav1.5 siRNA tedavileri sonrast Western blot ile yapilan
analizlerde de hiicre siklusunda role sahip siklin bagimli kinazlari diizenleyen bazi siklin
proteinlerinin ekspresyonlarinda azalma tespit edildi. Boylece ¢alismamizda meme kanseri
hiicre hatlarinda Nav1.5 downregiilasyonu sonucu olusan hiicre proliferasyonundaki
inhibisyonda bu hiicrelerde meydana gelen hiicre siklusu arrestinin de 6nemli rol oynadigi

ortaya konuldu.

Voltaj-kapili Na kanallarinin kanser hiicrelerinde etkilesime girdikleri hiicresel
olaylara ait mekanizmalarin tam olarak agiklandigi calismalarin sayisi azdir. Bu hiicresel
davraniglar arasinda en ¢ok incelenerek agiklanmaya calisilan Na kanallarinin kanser
metastaz1 lizerine olan etkileridir. Bugiine dek yapilan birka¢ calismada degisik
mekanizmalardan bahsedilmektedir (Onkal ve Djamgoz 2009). Bunlardan biri pH
diizenlenmesi yolu tizerindendir. VGSC’ler iizerinden hiicre i¢ine dogru sekillenen Na*

akiminin hiicre i¢inde alkalinizasyon, hiicre disinda plazma membranma yakin bolgede
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asidifikasyona neden oldugunu, ayrica Na/H degistiricisi olan NHE1’in de voltaj-kapili Na
kanallar1 ile ko-eksprese olarak ice dogru Na® akiminin artis1 ile disa dogru H akisimi
artirdigi boylecede ekstraseliiler matrikste degredasyona ve invazyona katki sagladigi
seklinde bilgiler ileri stiriilmistiir (Gillet ve ark 2009, Brisson ve ark 2011). Bir diger
etkinin ise bu kanalin kanser hiicrelerinde gen ekspresyonunu diizenlemesi iizerinden
meydana geldigi ileri siiriilmektedir. VGSC’lerin noronlar ve kardiyomiyositler gibi
uyarilabilir hiicreler ile kanser hiicrelerinde gen ekspresyonunu diizenleyebildiklerine
iliskin baz1 ¢alismalar bulunmaktadir (Chioni ve ark 2009, Brackenbury ve Djamgoz 2006,
Mycielska ve ark 2005, Lopez-Santiago ve ark 2007, Tolon ve ark 1996). Kolon kanseri
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada VGSC’lerin invazyon ile iligkili bir gen sebekesini
regiile ettigi ve invazyondan sorumlu sinyalizasyon yolaklarinin erken donem
diizenlenmesinde fonksiyon gorebildigi ifade edilmektedir (House ve ark 2010). Son
olarak da VGSC’lerin bu hiicresel etkilerini intraseliller Ca diizeyini diizenlemesi
tizerinden gergeklestirdiginden bahsedilmektedir. Bu kanallar tizerinden gerceklesen Na*
akiminin voltaj-kapil1 Ca kanallar1 tizerinden hiicre i¢indeki Ca miktarin artirdigi ve bu Ca
artisinin hiicrede invadopod olusumu ile invazyon gelisiminde etkili olabildigine yonelik
calismalar da mevcuttur (Dravid ve ark 2004, Fekete ve ark 2009, Carrithers ve ark 2009).
VGSC’lerin  oncelikle invazyon-metastaz {iizerine olan etkilerine dair hiicre ici
sinyalizasyon mekanizmalarinin tam olarak acgiklanamamasi ve daha ylizeysel diizeyde
farkli goriiglerin bildirilmis olmasi sebebiyle ¢alismamizda, tespit edilen tiim bu hiicresel
etkilere iligkin hiicre igindeki protein yolaklarinin spesifik siRNA tedavileri sonrasi

degisimleri incelendi.

Nav1.5 kanalinin meme kanseri metastazi ve invazyonuna olan etkilerine iliskin
potansiyel mekanizmalart degerlendirmede ilk olarak non-reseptdr tirozin kinaz c-Src
proteininin olasi katilimi degerlendirildi. Non-reseptor protein tirozin kinazlardan olan Src
ailesinin meme kanseri hiicrelerinde proliferasyonun yanisira adhezyon, migrasyon ve
invazyonda kritik rol oynadigi bilinmektedir (Finn 2008), ve c-Src tedaviye yonelik
molekiiler bir hedef olarak dikkate deger diizeyde ilgi ¢ekmektedir (Summy ve Gallick
2006). c-Src, EGFR ailesini de kapsayacak sekilde reseptdr tirozin kinazlarin asagi yonli
(downstream) birgok etkisinin énemli bir mediyatoriidiir ve esas olarak MDA-MB-231
hiicrelerinde aktiftir ve asir1 eksprese olmaktadir (Biscardi ve ark 1998). c-Src aktivasyonu
Tyr-416 fosforilasyonu ve negatif diizenleyici bolgedeki Tyr-527 defosforilasyonu ile
iliskilidir (Roskoski 2004). Fokal adhezyon kinaz (FAK) da hiicre adhezyonu ve
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migrasyonunu diizenlemekte ve Tyr-397 alaninda oto-fosforile olmaktadir. Ayrica bu
proteinin integrinler ile olan etkilesimleri kinaz aktivitesinde artisla sonuglanmaktadir
(Schaller ve ark 1994). Fokal adhezyon kinaz, Src ile birlikte integrin-bagiml
sinyalizasyon yolaginin en temel bilesenlerini olusturmaktadirlar (Playford ve Schaller
2004, Thomas ve Brugge 1997). Integrinler de hiicre invazyonunun onemli
mediyatorlerindendir (Blasi ve Sidenius 2010, Mitra ve Schlaepfer 2006). Adhezyon
fonksiyonu sunmalar1  yamisira  integrinler ekstraseliiler matriks  proteinlerine
baglamalarinin ardindan tirozin kinazlarin (6rn: Src) aktivasyonlar1 ve asagi yonli
substratlarin tirozin fosforilasyonlar1 gibi etkileri kapsayan intraseliiler sinyallerin
transdiiksiyonunu ortaya koymaktadirlar (Hood ve Cheresh 2002, Giancotti ve Tarone
2003). Ayrica yine intergin kiimelenmesi tiimor hiicrelerinde proliferasyonu, sagkalimi ve
migrasyonu tetikleyen intraseliiler sinyalizasyon yolaklarini tetikleyebilmektedir (Gabarra-
Niecko ve ark 2003). Integrin B1’in Src aktivasyonunu FAK/Src kinaz kompleksinin bir
araya gelmesi ve aktivasyonu iizerinden indiikledigi bilinmektedir (Mitra ve Schlaepfer
2006). Integrin a5/B1 tiimdr metastazi ve anjiyojenezi kapsayan birgok biyolojik fonksiyon
ile iligkilidir ve fibronektin ligandi ile etkileserek hiicre adhezyonu, migrasyonu, matriks
ve  hiicre iskeleti  organizasyonunu  diizenleyen sinyal transdiiksiyonunu
gerceklestirmektedir (Kabir-Salmani ve ark 2004, Kim ve ark 2000, Miyamoto ve ark
1995). Bu kompleksin disinda p130Cas proteinin tirozin fosforilasyonunun motilite,
proliferasyon ve sagkalim gibi hiicresel davraniglarin integrin kontroliinde anahtar bir
sinyalizasyon basamagi oldugu, FAK/Src kompleksi ile olan iligkisi gosterilmistir (Ruest
ve ark 2001). FAK ile etkilesime giren bir diger protein olan Paxillin, integrin
sinyalizasyonunun anahtar bilesenlerinden birisidir ve tirozin fosforilasyonu integrin-
aracili hiicre iskeleti organizasyonu i¢in gereklidir (Turner 2000). Src/FAK/Fosfoinozitid
3-kinaz (PI3K)/AKT yolag: ¢esitli bliyiime faktorleri, integrinler gibi faktorler tarafindan
tetiklenerek hiicre biiylimesi, hiicre siklusuna girisi, hiicre migrasyonu ve sagkalimini
koordine eden onemli bir yolaktir (Cantley 2002). Bu yolagin aktivasyonuyla prostatik
metastaz, kolon kanser hiicre invazyonu ve postoperatif tiimor bitylimesinin korele oldugu,
yumurtalik ve kolon kanserini igeren ¢esitli insan kanserlerinde de bu yolagin asiri
ekspresyonu gozlenmektedir (Cooper ve ark 2002, Kermorgant ve ark 2001, Coffey ve ark
2005, Shayesteh ve ark 1999, Phillips ve ark 1998). PI3K’nin integrin aktivasyonu, aktin
organizasyonunun diizenlenmesi ve hiicre adhezyonu i¢in anahtar bir sinyalizasyon

molekiilii oldugu ifade edilmektedir (Vanhaesebroeck ve ark 2001). Ayrica EF2K’nin de
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invazyon/metastaz iligkili bu yolaklar {zerine diizenleyici etkileri oldugu ortaya

konulmustur (Tekedereli ve ark 2012, Ashour ve ark 2014).

Tim bu bilgiler g6z 6niinde bulundurularak Nav1.5 kanalinin spesifik olarak
susturulmasinin meme kanseri hiicre hatlarinda metastaz, invazyon ve migrasyon
kapasitesini hangi mekanizmalar {izerinden etkileyebilecegi incelendi. Adult ve Neonatal
Nav1.5 kanalinin spesifik siRNA’lar ile MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda
downregiilasyonunun Src proteinin fosforilasyonunu ciddi anlamda azalttig1, buna karsilik
total Src diizeyinde herhangi bir degisime neden olmadigi gozlendi. Src ile kompleks
olusturan FAK proteininin fosforile formunda da 6nemli bir azalma gozlenirken, total FAK
diizeyinde ise herhangi bir degisim tespit edilmedi. Yine bu kompleks ile iligkili Integrin
B1 ile Integrin a5 diizeylerinde de kontrole gore dnemli diizeyde downregiilasyon izlendi.
Integrin/Src/FAK kompleksi ve invazyon/metastaz lizerine etkilere sahip pCas130, P-
Paxillin, P-PI3K ile bu kompleksler iizerine énemli etkilere sahip oldugu bilinen EF2K
diizeylerinde de Nayl.5 kanalinin susturulmasinin ardindan yiliksek diizeyde diisiis
gozlendi. Bu bulgulara bakildiginda Nav1.5 kanalinin in vitro ve in vivo olarak meme
kanseri metastaz1 iizerine goriilen etkilerini bu yolaklar iizerinden gerceklestirdigini ve
spesifik siRNA ile hedeflenmesinin terapotik anlamda Onemli bir potansiyele sahip
oldugunu sdylemek miimkiin olacaktir. Elde edilen bulgular kanalin etki mekanizmalari
konusunda literatiire katki saglayacak ve daha detayli analizler ile net bir regiilasyon

mekanizmasini ortaya koyabilmek miimkiin olabilecektir.

Calismamizda, Navl1.5 kanalinin hedeflenmesinin ardindan meme kanseri hiicre
proliferasyonunda goriilen azalmaya hem hiicre siklusu arrestinin hem de belli oranda
apoptozun katkist oldugu gosterildi. Bunun altinda yatabilecek mekanizmalar1 irdelemek
adina Oncelikle hiicre siklusu regiilasyonu ile iliskili proteinlerin ekspresyonlari
degerlendirildi. Cyclin D1 kanser hiicrelerinin hiicre siklusunun G1 fazindan S fazina
girmelerini tetikleyerek, proliferasyonu indiiklemekte ve malign transformasyona neden
olabilmektedir (Tekedereli ve ark 2012). Cyclin D1 ekspresyonu ve stabilitesi biiyiime
faktorli reseptorleri (Graham ve Asthagiri 2004, Yano ve ark 2003) ve fokal adhezyon
iligkili sinyalizasyon yolaklar1 tarafindan kontrol edilmektedir (Parsons 2003, Cary ve
Guan 1999). Cyclin DI’in ekspresyonu MAPK-ERK kaskadi ya da AKT/NF-KB yolagi
tizerinden aktive olabilmektedir (Shie ve ark 2000, Albanese ve ark 1995, Guttridge ve ark
1999). CDK-inhibitorii p27, G1-S gecisinin anahtar diizenleyicisidir ve kanser hiicrelerinde
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metabolik yeniden programlama ile iligkili genlerin ekspresyonunu diizenledigi de bilinen
c-Myc tarafindan inhibe edilmektedir (Alkarain ve ark 2004, Liao ve ark 2007, Dang ve
ark 2008). Cyclin E1’in asir1 ekspresyonu tumorogenez ile korelasyon gostermektedir ve
meme, kolon, sidik kesesi, deri ve akciger kanserini igeren ¢esitli tip kanserler ile iliskilidir
(Donnellan ve Chetty 1999). Cyclin E1 meme kanserinde prognostik bir belirtectir ve
tiimoriin derecesi ile safhasi arttik¢a ekpresyonu da artig gostermektedir (Keyomarsi ve ark
1994). Cyclin B1’in hiicre siklusu diizenlenmesi tiizerine etkileri yanisira Cyclin Bl
ekspresyonunun meme kanseri dokularinda 6nemli derecede arttigi ve meme kanseri lenf
nodu metastazinda artisa neden oldugu ifade edilmistir (Winters ve ark 2001, Kawamoto
ve ark 1997). c-Myc’nin de MDA-MB-231 hiicrelerinde eksprese oldugu ve Cyclin D1’
diizenledigi bilinmektedir (Daksis ve ark 1994). Calismamizda MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattinda Adult ve Neonatal Nayl.5 kanalinin spesifik siRNA’lar ile
susturulmasinin Cyclin D1, Cyclin E1, Cyclin Bl ve c-Myc protein ekspresyonu
diizeylerinde kontrol siRNA’ya gore onemli diizeyde azalmaya neden oldugu goriildii ve
bu bulgular flow sitometride tespit edilen G1 arestini dogruladi. Bu tedavi gruplarinda p27
ekspresyon diizeylerinde ise 6nemli bir artis gozlenmedi. Benzer bulgular MDA-MB-468
hiicre hattinda da elde edildi. EF2K’nin da bu protein diizeylerinde benzer etkilere sahip
oldugu gosterildiginden kanalin hedeflenmesinin bu etkileri EF2K downregiilasyonu
tizerinden meydana getirebilecegi disiiniilmistiir (Tekedereli ve ark 2012). Calismamiz
Nav1.5 kanalinin hedeflenmesinin meme kanseri hiicre proliferasyonunu hiicre siklusu
arresti lizerinden azaltabildigini altinda yatan mekanizmalar ile destekleyerek ortaya

koymaktadir.

Apoptoz ¢esitli genler tarafindan diizenlenen ve bunlarin c¢ogunun insan
tiimorlerinde mutant ya da disfonksiyonel olarak regiile oldugu fizyolojik programli bir
hiicre 6liimii mekanizmasidir. Apoptoz uyarisi alan hiicre membrani biiziisiir, ¢ikintilar
gosterir, kromatini yogunlasir piknotik bir goriinim alir. DNA’s1 niikleozomlarindan
kesilir ancak hiicre organelleri yapisal biitiinliiklerini korur. Hiicre zar1 yapisinda bulunan
fosfotidil serin hiicre zarinin i¢ yiiziinden dis yiiziine transloke olur. Cekirdek kiigiiliir,
pargalara ayrilir. Hiicre zarla sarili tomurcuklar halinde kopar, apoptotik cisimciklere
ayrilir (Brown ve Attardi 2005). Apoptoz kanser hiicre 6limii agisindan ozellikle arzu
edilen tiptedir ¢ilinkii inflamasyona neden olmamakta ve tiimoriin ¢evre dokulara zarar
vermeden kendi iginde yok olmasina sebep olabilmektedir (Maioli ve ark 2012). Kaspazlar

hiicrede normalde inaktiftirler, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Hiicre
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iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarmin tomurcuklanmasina neden olurlar (Adams ve

Cory 2001, Adrain ve Martin 2001, Spierings ve ark 2004).

Apoptoz intrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik olmak iizere iki yolla gergeklesir
(Maioli ve ark 2012). Hiicre igi sinyaller araciligi ile apoptotik uyar1 alindiktan sonra
proapoptotik proteinlerden Bid; antiapoptotik protein Bcl-2‘yi inaktive eder, Bax ile Bak’1
aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri membraninda zar potansiyelini degistirerek
por olusumunu indiikler (Spierings ve ark 2004). Sitokrom-c mitokondriyal porlardan
salinarak Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktér) ve ATP’nin katilimiyla sitozolde
Apoptozom adi verilen kompleksi olusturur (Adams ve Cory 2001, Adrain ve Martin 2001,
Strasser ve ark 2000). Apoptozom kaspaz-9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-
3’4 aktif kaspaz-3 haline getirir. Ekstrinsik yolda ise hiicre yiizeyindeki oliim
reseptorlerine (Fas, DR5 gibi) o6lim sinyallerinin (FasL, TNF-alfa, TRAIL gibi)
baglanmasiyla aktiflenen reseptorler bazi kompleksler {izerinden inaktif durumdaki
prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollarim1 keserek aktif kaspaz-8’i meydana getirirler. Aktif
kaspaz-8 direkt ve dolayli olacak sekilde 2 ayr1 yolla kaspaz-3’ii aktive eder. ilkinde direkt
kapsaz-8 kaspaz-3’ii aktive etmekte, digerinde ise Bid’i kesip dolayli olarak instrinsik
mekanizma tizerinden kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive etmektedir. Her 2
sekilde de aktive olan kaspaz-3 CAD (Kaspaz ile aktive DNAZz) aktivasyonu yoluyla DNA
fragmantasyonuna neden olmaktadir (Adams ve Cory 2001, Spierings ve ark 2004, Curtin
ve Cotter 2003).

Calismamizda, flow sitometriden elde ettigimiz bulgulari dogrulamak igin Nay1.5
kanalinin hedeflenmesinin apoptotik kaskadlar iizerine olan etkileri Western blot analizi ile
incelendi. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda Adult ve Neonatal Nay1.5
kanallarna spesifik siRNA uygulanan gruplarda kontrol siRNA grubuna gore Oncelikle
kaspaz-9’da aktivasyon artis1 (kaspaz-9 klevajinda artig), bunu izleyen efektor kaspaz-3’de
benzer artis ve son olarak PARP klevajinda indiiksiyon tespit edildi. Ozellikle bu etkiler
Adult Nav1.5 kanalina spesifik siRNA tedavi grubunda daha belirgin olarak goriildii.

TNF iliskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL), TRAIL-R1 (DR4) ve TRAIL-R2
(DRS5) reseptorlerine baglanarak bir¢ok tiimor hiicresinde apoptozu indiikleyen TNF
reseptor ailesinin bir tiyesidir (Kim ve Gupta 2000). TRAIL-indiiklemeli apoptoz yolagi
ligand reseptdor baglanmasi, bununla birlikte o©liim reseptérleri DR4 ve DRS5’in

stimiilasyonu, ekstrinsik yolagin baslaticis1 kaspaz-8’in aktivasyonu ve bunu takip eden
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sekilde apoptozom formasyonu ile efektor kaspaz-3’iin aktivasyonu gibi bir¢ok basamagi
icermektedir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda Adult ve Neonatal Nav1.5
kanallarina spesifik siRNA uygulanan gruplarda kontrol siRNA grubuna gére DR4, DRS
ekspresyonu ve kaspaz-8 klevajinda herhangi 6nemli bir degisim gozlenmedi. Benzer
bulgularin bazilar1t MDA-MB-468 hiicre hattinda da elde edildi. Boylece Nav1.5 kanalinin
Ozellikle Adult tipinin hedeflenmesinin meme kanseri hiicre hatlarinda proliferasyonu
azaltic1 etkisine hiicre siklusu arresti kadar meydana getirdigi apoptozunda katkis1 oldugu
ortaya konuldu ve bunun da intrinsik yolak tizerinden gerceklestigine dair bulgular elde
edildi.

PI3K/Akt yolagi kanser hiicrelerinde hiicre sagkalimi, hiicre siklusu progresyonu ve
hiicre biliylimesi gibi diizenlemelere katilan c¢esitli substratlarin fonksiyonlarini modiile
etmektedir (Testa ve Bellacosa 2001, Blume-Jensen ve Hunter 2001). PI3K ve Akt gen
amplifikasyonlar1 meme, yumurtalik, pankreas ve serviks gibi kanser tiirlerinde tespit
edilmistir (Shayesteh ve ark 1999, Ma ve ark 2000, Bellacosa ve ark 1995, Cheng ve ark
1996). Cesitli reseptorler tarafindan indiiklenen sagkalim sinyallerine PI3K/Akt yolagi
aracilik etmektedir, dolayisiyla bu yolagin son yapilan ¢aligmalar ile kemoterapdtik ilag ve
radyasyon tedavisine direngliliginin gelisiminde &nemli bir rol oynayabilecegi ileri
stirilmektedir. Bagka bir caligmada PI3K/Akt yolaginin aktivasyonunun insan meme
kanseri hiicrelerinde ¢oklu-ila¢ direncliliginin diizenlenmesinde énemli bir rol oynadig1 ve
bu nedenle Akt’nin meme kanseri hastalarinin tedavi sonuglarini iyilestirebilecek yeni bir

molekiiler hedef olabilecegi ileri stiriilmektedir (Knuefermann ve ark 2003).

Calismamizda da MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda Adult ve Neonatal
Nav1.5 siRNA tedavi gruplarinda kontrol siRNA’ya gore P-PI3K ve P-Akt ekspresyon
diizeylerinde 6nemli diizeyde azalma tespit edildi. Meme kanseri hiicrelerinde EF2k
siRNA ile hedeflendiginde Src downregiilasyonu iizerinden Akt ekspresyonunda azalma
gerceklestigi gosterilmistir (Tekedereli ve ark 2012). Calismamizda yine benzer sekilde
Nav1.5 downregiilasyonu sonucunda EF2k ekspresyonunda da azalmanin tespit edilmesi
MDA-MB-231 hiicrelerinde boyle bir yolagin normalde aktive oldugunu ve ilerleyen

caligmalarda Nav1.5-EF2k iligkisinin incelenmesi gerektigini gosterdi.

Hiicre tipine bagli olarak PKCd, bir tiimor supresor ve proapoptotik faktor olarak
fonksiyon gorebilmekte ve hiicre proliferasyonu ile hiicre sagkalim fonksiyonlarinm

diizenleyebilmektedir (Jackson ve Foster 2004). PKCd akciger kanseri hiicrelerinde hiicre
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sagkalimini ve kemoterapotik ilag karsiti direnci artirmaktadir (Clark ve ark 2003). PKCo
anti-sens oligoniikleotidi MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde sagkalimi
azaltmaktadir (McCracken ve ark 2003). Ayrica PKCd’da artis meme kanseri hiicrelerinin
metastatik potansiyeli ile de iliskilendirilmistir (Kiley ve ark 1999). Elde edilen bulgularda
da her iki tip Navl.5 kanalinin spesifik siRNA ile downregiilasyonunda PKCS

ekspresyonunda azalma goriildii.

NF-kB DNA transkripsiyonunu kontrol eden bir protein kompleksidir. NF-xB
sinyalizasyonu CD44 upregiilasyonu ve EMT aktivasyonuna neden olarak kanser hiicre
invazyon kapasitesinin artigina ve peritoneal yayilimina katkida bulunmaktadir (Yakubov
ve ark 2013). NF-kB’nin yine meme kanseri hiicrelerinde Integrin B1’in promotor
bolgesine baglanarak ekspresyonunu onemli diizeyde artirdigt ve bdylece motiliteye
katkida bulundugu bildirilmistir (Ahmed ve ark 2013). NF-«B’nin blokaji timor
hiicrelerinin proliferasyonu durdurmasina, apoptoz sekillenmesine ya da bu hiicrelerin anti-
timor ajanlara daha duyarl hale gelmesine neden olabilmektedir. Bu nedenle NF-«B ilag
firmalar1 tarafindan kanser tedavisine yonelik bir hedef olarak yogun sekilde
arastirtlmaktadir (Escarcega ve ark 2007). Bu anlamda Nayl1.5 kanalinin her iki tipine
spesifik siRNA tedavi gruplarinda kontrol siRNA grubuna gére NF-kB ekspresyonunda
ciddi anlamda azalma tespit edildi. Bu bulgu, kanalin ¢ok yonlii etkilerine daha da detayli

incelenmek tizere 151k tutmaktadir.

Kanserdeki oneminden dolay1 ERK yolagi (Ras-Raf-MEK-ERK Yolag) ilag
gelistirme c¢alismalari igin bir hedef potansiyeli tasimakta ve ilgi ¢cekmektedir (Downward
2003, Kohno ve Pouyssegur 2006). Aktif ERK Kkinazlar, fosfatazlar, transkripsiyon
faktorleri ve hiicre iskeleti proteinleri gibi ¢esitli sayida sitoplazmik ve niikleer hedefleri
fosforile etmektedir (Yoon ve Seger 2006). ERK sinyalizasyonu belirli bir hiicre tipine
bagl olarak proliferasyon, diferensiyasyon, sagkalim, migrasyon, anjiyogenez ve kromatin
yeniden modelleme gibi ¢esitli islemleri diizenleyebilmektedir (Dunn ve ark 2005, Yoon
ve Seger 2006). Uzun siireli ERK sinyalizasyonu artist sadece Cyclin D1 gibi hiicre siklusu
girisi icin gerekli genlerin akiimiilasyonunu tetiklemekle kalmayip ayni zamanda
proliferasyonu inhibe eden genlerin ekspresyonunu da baskilayabilmektedir (Yamamoto ve
ark 2006). ERK yolagi bazal membran degredasyonunda gorevli proteazlarin
ekspresyonunu diizenlemesi yanisira FAK ve Paxillin gibi hiicre migrasyonu ile iliskili bir

dizi proteini de fosforilleyebilmektedir (Reddy ve ark 2003). Calismamizda da MDA-MB-

133



231 ve MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hatlarinda Adult ve Neonatal Nay1.5 SiRNA
tedavi gruplarinda kontrol siRNA’ya gore P-ERK ekspresyon diizeylerinde Onemli

diizeyde azalma tespit edildi.

elF2a (elongasyon inisiyasyon faktdr 2 alfa)’nin aktivite artigt translasyonun
baslamasinda hiz sinirlandirici bir basamaktir ve IF2a’nin fosforilasyonu translasyonun
inhibisyonu ile sonuglanmaktadir (Clemens ve Bommer 1999, Dever 2002, Sudhakar ve
ark 2000, Datta ve ark 1999, Leroux ve London 1982). Ancak IF2a ile hiicreler transfekte
edildiginde normal hiicrelerin malign transformasyona ugradiklari, bu nedenle IF2a’nin
hiicre proliferasyonunu kontrol eden hiicresel yolaklarda kritik bir rol oynadigi ileri
stiriilmektedir (Clemens 2004, Donze ve ark 1995, Lazaris-Karatzas ve ark 1990, Eberle ve
ark 1997). Son yillarda tiimor biiylimesi ve sagkaliminda 6nemli bir yere sahip olan elF2a
kanser tedavileri i¢in yeni bir hedef olarak goriilmektedir (Ozpolat ve ark 2012). Tez
calismamizda da meme kanseri hiicre hatlarinda Adult ve Neonatal Nay1.5 SIRNA tedavi
gruplarinda kontrol siRNA grubuna gore P-IF2a diizeylerinde belirgin bir azalma gézlendi
ancak total IF2a diizeyine bakildiginda da kontrole goére spesifik siRNA tedavi gruplarinda
azalma tespit edildi. Bu nedenle ilerleyen ¢alismalarda Nayl.5 kanalinin IF2a-ER
(Endoplazmik Retikulum) stresi-hiicre 6limii baglantisinin incelenmesi yeni bakis agilari

gelistirilebilmesi anlaminda yarar saglayabilecektir.

MMP aktivite diizeylerindeki ve ekspresyonlarindaki degisimler gesitli formdaki
kanserlerin progresyonu ve metastazi ile giiglii bir bigimde iligkilendirilmigtir. MMP-2
aktivitesinin artis1 kolorektal, melanom, meme, akciger, yumurtalik ve prostat gibi farklh
tiplerdeki kanserlerde kotii prognoz ile korelasyon gostermektedir (Bjorklund ve Koivunen
2005). MMP’lerin kanser progresyonundaki temel etkilerinden birisi bunlarin ekstraseliiler
matriks degredasyonundaki roliidiir. Bu degredasyon kanser hiicrelerine primer tiimor
alanindan kurtulup baska bir bolgeye metastaz yapabilme olanagi saglamaktadir. Daha
belirgin olarak MMP-2 tip 4 kollajeni degrede edebilme kapasitesine sahiptir ve bu tip
kollajen bazal membranin en ¢ok bulunan bilesenidir. Bazal membran doku
organizasyonunun saglanmasi, hiicreler i¢in yapisal destek saglama ve hiicre
sinyalizasyonu ile polarizasyonunu etkilemede oldukc¢a 6nemlidir. Cogu kanser tipinde
bazal membranin degredasyonu metastatik progresyon icin esansiyel bir basamagi
olusturmaktadir (Mook ve ark 2004) MMP-2, metastatik pankreas kanserinde diger

MMP’lere gore daha fazla aktivedir, normalde inaktif olarak sekrete olmakta ve belli
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aktivasyon islemlerine gereksinim duymaktadir (He ve ark 2007). Benzer sekilde in vivo
olarak bazi tiimorlerde Caveolin-1’in asir1 ekspresyonu tiimor agresifliginin artmast,
metastatik potansiyel ve apoptozun baskilanmasi ile iliskilendirilmistir (Williams ve
Lisanti 2005). Bu ¢alismalardan birinde yiiksek diizeyde Caveolin-1 eksprese eden akciger
kanseri hiicre hatlarinda Caveolin-1’in siRNA ile hedeflenmesinin her iki metastatik hattin
da proliferasyonunu azalttig1 gosterilmistir (Pancotti ve ark 2012). Epitelyal-Mezenkimal
Gegis (EMT) de kanser invazyonunu ve progresyonunu tetikleyen Onemli bir
mekanizmadir (Barr ve ark 2008). EMT esnasinda meydana gelen morfolojik degisimler
bir seri molekiiler degisimler lizerinden yiiriitiilmektedir, 6rnegin; epitelyal belirtecler
azalirken (Claudin, E-cadherin gibi), mezenkimal belirtegler ise (Vimentin, N-cadherin
gibi) yeniden eksprese olmaktadir (Thiery ve ark 2009). Vimentin’in asir1 ekspresyonu
metastaz ile iliskilendirilen EMT belirteclerinden birisidir (Cowling ve Cole 2007).
Calismamizda yine Adult ve Neonatal Nay1.5 siRNA tedavi gruplarinda kontrol siRNA
grubuna gore MMP-2, Caveolin-1 ve Vimentin ekspresyonlarinda onemli diizeyde
azalmalar tespit edildi. Bu bulgularla kanalin meme kanseri metastazi lizerine olan etkisi

ve giiclii terapotik potansiyeli bir kez daha ortaya konuldu.

Gen sustarmayi diizenleyen miRNA ve SiRNA’y1 kapsayan RNA interferansin kesfi
son yillarda biyolojideki en 6nemli ilerleme olarak goriilmektedir (Fire ve ark 1998,
Hammond ve ark 2000, Elbashir ve ark 2001). Spesifik olarak dizayn edilmis bir siRNA
hedef gen mRNA’smma sekansa spesifik bir bigimde baglanabilir ve mRNA
translasyonunun degredasyonunu indiikleyebilir (Elbashir ve ark 2001). siRNA tabanl
tedavilerin sistemik olarak kullanimindaki temel kisitlayici faktorler niikleazlar tarafindan
hizl1 degrede edilmesi (serumda yar1 omrii 15 dk) ve sistemik uygulama sonrasi renal
atilim1 kapsamaktadir (Tabernero ve ark 2013). Bu nedenle daha dnceleri yapilmis siRNA
tabanli tedavi arastirmalari klinik denemelere intravitreal ve intranazal gibi lokal
uygulamalar tlizerinden giris yapmustir (Burnett ve Rossi 2012, Tabernero ve ark 2013).
siRNA tabanli tedavilerin basarili klinik uygulamalara dontisebilmesi i¢in giivenilir, stabil,
efektif ve tiimor-spesifik tasiyici sistemlerin kullanilir hale getirilmesi gerekmektedir.
Nanoteknoloji bu anlamda siRNA tabanli tedavilerin genis ¢apli klinik uygulamalari i¢in
umut vadetmektedir. Nanotasiyicilar normal dokularda siRNA iligkili toksisiteleri
azaltmada ve istenmeyen, hedef-dis1 etkilerin 6nlenmesinde biiyiik potansiyele de sahiptir
(Jackson ve Linsley 2010). Cap1 200 nm’den kiigiik olan nanopartikiiller pasif olarak timor

dokularinda akiimiile olmaktadir (Ozpolat ve ark 2010). Bu akiimiilasyon normal doku
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damarlan ile karsilastirildiginda tiimor damarlariin anormal yapisi, endotel hiicreleri
arasindaki genisliklerin ve fenestrasyonlarin daha genis olmasindan dolayr meydana gelen
permeabilite artis1 ve retensiyon etkisi (EPR etkisi) ile iliskilendirilmektedir (Greish 2007).
Timor damarlanmasinin bu sizinti yapan dogast 200-1200 nm arasinda degisen endotel
acikliklarindan (normal endotel arast 10-50 nm) kaynaklanmaktadir ve pasif olarak
nanopartikiillerin akiimiilasyonuna neden olmaktadir. Bunun disinda partikiiliin fiziksel
Ozellikleri, elektriksel yiikii ve sekli nanopartikiiliin dolasimdaki kaderini belirlemektedir,
bu ylizden uygun sekilde ve hedefe yonelik olarak dizayn edilmek zorundadir (Tabernero
ve ark 2013).

Cesitli tipte nanotasiyicilar bulunmaktadir ancak herbirinin farkli avantaj ve
dezavantajlar1 s6z konusudur. Tez calismamizin gerceklestirildigi boliimdeki arastiricilar
tarafindan dizayn edilen nétral 1,2-dioleoyl-sn-glisero-3-fosfatidilkolin (DOPC)-tabanli
nanolipozomlar farkli siRNA’lar ile birgok farkli kanserin ortotopik ve subkutan6z hayvan
modellerinde denenmis ve 6nemli diizeyde anti-tiimor etkileri ortaya konulmustur (Ozpolat
ve ark 2014). Bu tipteki nanolipozomlar, hedef siRNA’y1 in vivo timor hiicrelerine
katyonik lipozomlar ve ¢iplak siRNA’ya gore 10-30 kat daha efektif olarak
tasiyabilmektedir ve tek bir doz uygulandiktan sonra tiimdrdeki hedef protein
ekspresyonunu 3 giinden daha fazla siireyle inhibe edebilmektedir (Landen ve ark 2005,
Halder ve ark 2006).

Navl1.5 ile ilgili yapilmig c¢alismalarda herhangi bir in vivo timoér modeli
olusturulmamig, ayrica Nayl.5’in in  vivo sistemik olarak  hedeflenmesi
gerceklestirilmemistir. Yine Nav1.5’e spesifik, giiclii, yan etkileri olmayan ve sistemik
olarak uygulanabilecek herhangi bir ila¢ uygulamasi bulunmadigindan dolay1
calismamizda siRNA tabanli tedavi yontemi tercih edildi. /n vitro deneylerden elde edilen
onemli ve umut verici verilerin ardindan, literatiirdeki eksikligi gidermek ve in vitro
sonuglara destek olmak adina c¢alismamizin in vivo kismi iki farkli hayvan modeli ile
gerceklestirildi. Bu modellerde de yukarida bahsedilen avantajlar1 ve olasi toksisite ile
olumsuz etkileri minimuma indirgemesi nedeniyle noétral lipid tabanli nanolipozomlardan
DMPC-tabanli nanolipozomal formiilasyon hayvanlara haftada iki kez cift doz olarak
kuyruk veninden uygulandi. Boylece DOPC’den farkli olarak bu formiilasyonun da siRNA
dagitim etkinligi degerlendirilmis oldu. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 meme kanseri

hiicre hatlar1 ile olusturulmus Ksenograft ortotopik meme kanseri modellerinde kontrol
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SIRNA alan gruba gore, Adult Nay1.5 ve Neonatal Nav1.5 siRNA tedavisi alan gruplarda
ilk haftalardan baslayarak deney sonuna kadar tiimor biiyiikliiglinde ve timor agirliginda
onemli diizeyde azalma goriildii. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti ile olusturulmus
Ksenograft akciger metastaz modelinde de hem hiicrelerin enjeksiyonundan 24 saat
sonrasindaki donemde hem de deneyin sonunda alinan BLI goriintiilerine bakildiginda yine
kontrol siRNA alan gruba gore, Adult Nay1.5 ve Neonatal Nav1.5 siRNA tedavisi alan
gruplarda akcigerlerdeki tiimor biiyiikligiinde ve birim alan basina diisen foton sayisinda
onemli diizeyde azalma tespit edildi. Boylece in vivo deneylerden elde edilen veriler, in

vitro bulgular ile uyumlu bulundu.

Tim bu bulgulara bakildiginda Nayv1.5 kanalinin meme kanseri metastazinda,
gelisimi ve progresyonunda onemli bir role sahip oldugu goriilmektedir. SIRNA ve
nanolipozom tabanli bu sistemik girisim ile kanalin hedeflenmesinin giiclii terapotik, anti-
metastatik ve anti-timor etkiler ortaya koydugu, dolayisiyla klinik ¢alismalarin
yapilmasina yonelik umut verici bilgiler sundugu gériilmektedir. /n vitro ve in vivo olarak
elde edilen bu veriler bir ilk olmasi ve hem mekanizma hem de pre-klinik anlamda bir¢ok

soruya 151k tutmasi agisindan biiylik 6nem ve deger tasimaktadir.
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5. SONUC

Diinyada ve lilkemizde kanser vakalarinin sayist her gecen giin artmaktadir. Kanser,
tiim diinyada toplam 6liimlerin en 6nemli nedenidir. Yapilan tahminler, kanser insidansinin
Oniimiizdeki yillarda da yiiksek olacagini gostermektedir. Bunun sonuglari; insan émriinde
ve yasam kalitesindeki azalmanin yani sira bu hastalik nedeniyle saglik sektoriiniin ve
tilkelerin kars1 karsiya kalacagi ekonomik yiikiin de artmasidir. Bu nedenlerle kansere karsi
acilan savasta terapOtik amacgla potansiyel giicii ve popiilaritesi artan yeni girisimlerin
etkinliginin, kullandigi mekanizmalarin ve gizli olan yonlerinin incelenmesi hem diinya

hem de tilkemiz i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu c¢aligma daha dnce yapilan ¢alismalarda one siiriilen Nay1.5 kanali ile metastatik
meme Kkanseri iliskisini ayrintili bicimde incelemek amaciyla planlandi. /n vitro ve farede
in vivo meme kanseri modellerinde Nay1.5 kanali inhibisyonunun invazyon ve metastaz
lizerine nasil bir etkide bulundugu, standart tedavilerin etkilerindeki olas1 rolleri, ayrica bu
kanalin siRNA ile inhibisyonuna yanit olarak hiicrede rol alan sinyalizasyon yolaklar1 ve

molekiiler mekanizmalar tanimlanmaya ¢alisildi.

Calismamizda oncelikle Adult Nayl.5 ve Neonatal Nav1.5 kanallarmin yiiksek
derecede metastatik MDA-MB-231 ve goreceli olarak daha az diizeyde metastatik
kapasiteye sahip MCF7 meme kanseri hiicre hatlarindaki ekspresyon diizeylerine bakildi
ve her iki tip kanalin mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinin MDA-MB-231 hattinda
daha yiiksek diizeyde oldugu tespit edildi. MDA-MB-231 hiicre hattinda Adult Nay1.5
siRNA’smin spesifik olarak sadece Adult Navl.5 mRNA ekspresyon diizeyini azalttig
ancak Neonatal Nav1.5 mRNA ekspresyonu iizerine herhangi bir etkide bulunmadigi, yine
Neonatal Nav1.5 siRNA’smin da benzer sekilde kanal tipine spesifik olarak etki ettigi
gbzlendi ve ¢aligmaya bu spesifik siRNA sekanslari ile devam edildi. Ardindan Adult ve
Neonatal Nav1.5 kanallarina spesifik siRNA’lar ile MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve
MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarindaki tedavinin kanser hiicrelerindeki proliferasyonu
onemli Olglide inhibe ettigi gozlendi. Bununla birlikte siRNA’lar ile spesifik olarak
Nav1.5’in hedeflenmesinin normal meme epiteli lizerinde proliferasyonu inhibe edici ve
sitotoksik bir etkiye sahip olmadigi, bdylece yukarida bahsedildigi iizere nanolipozomal
formiilasyon ile olasi diger etkileri en aza indirgeyerek klinik anlamda denenebilecek
potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Deney sonug¢larimiza gore yine spesifik Nay1.5

siRNA’larmin meme kanseri hiicre hatlarinda koloni sekillendirme kapasitesini dnemli
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ol¢iide azalttig1 belirlendi ve bu sonug da proliferasyon iizerine olan etkiyi destekledi.

Calismamizin ana hipotezini olusturan Nayvl.5-meme kanseri metastazi iligkisine
dair yaptigimiz deneylerde Adult ve Neonatal Nay1.5 kanallarina spesifik siRNA’larin
uygulanmasinin meme kanseri hiicre hatlarinin invazyon, migrasyon ve yara iyilesmesi
kapasitesini 6nemli dl¢iide azalttigi tespit edilmistir. Bundan ayri olarak da yine ayni1 hiicre
hattinda ~ Adult ve Neonatal Nayl.5 kanalimin hedeflenmesinin  standart
kemoterapotiklerden biri olan paklitaksel ile kombinasyonu sonucunda ilacin etkinliginin
artigi ve ilag direngliligini azaltict yonde etkisi olabilecegi belirlendi. Hiicre
proliferasyonunda olan azalmanin iizerine yapilan flow sitometri degerlendirmelerinde
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda Adult ve Neonatal Nayl.5 kanallarinin
spesifik siRNA’lar ile downregiilasyonunun kontrol siRNA’ya gore karsilastirildiginda
onemli diizeyde apoptoz ve hiicre siklusu arresti (G1 arresti) sekillendirdigi, apoptozun
ozellikle adult tipin hedeflenmesi iizerine daha yiiksek oranda meydana geldigi de ortaya

konulmustur.

Western blot ile yapilan analizlerde ise in vitro deneylerimizi dogrular sekilde
bulgular saptandi. Ozellikle Nay1.5’in metastaz, invazyon Ve migrasyon iizerine olan
etkilerine iligkin olarak incelenen yolaklardaki proteinlere bakildiginda, Adult ve Neonatal
Navl.5 kanalinin siRNA ile hedeflendigi gruplarda P-Src ve P-FAK’in fosforile
formlarmin ekspresyonlarinda azalma goriildiigti ancak total diizeylerinde degismenin
olmadigi, bunun yanisira Integrin 1, Integrin o5, P-Paxillin, pCasl30 ve P-PI3K
ekspresyon diizeylerinde de azalma gergeklestigi belirlendi. Hiicre proliferasyonu ve
kanser progresyonu ile iligkili olarak yine her iki spesifik siRNA tedavisini alan gruplarda
P-PI3K/P-AKT, P-ERK, P-IF2a, PKCS ve NF-kB ekspresyonlar: 6nemli diizeyde azaldi.
Bu yolaklar iizerine olan dnemli etkileri gosterilmis olan EF2K’nin ekspresyonu Nay1.5 alt
tiplerinin hedeflendigi gruplarda ciddi azalma gosterdi. Metastaz lizerine etkilere destek
olacak sekilde invazyon ve migrasyon da etkili olan MMP-2 ve Caveolin-1 ile Epitelyal-
Mezenkimal Gegiste (EMT) yine invazif ozellikleri destekleyen belirteclerden Vimentin
ekspresyon diizeylerinde de 6nemli azalmalar tespit edildi. Flow sitometri sonuglarindan
elde ettigimiz apoptoz ve G1 arrestini dogrular sekilde Nav1.5’in hedeflendigi gruplarda
kaspaz-9, kaspaz-3 ve PARP klevajinda artis ile Cyclin D1, Cyclin E1, Cyclin B1 ve c-
Myc ekspresyon diizeylerinde azalma ortaya konuldu.

Tez calismamizda in vivo analizler 2 farkli hayvan modelinde gerceklestirildi.

Ksenograft ortotopik meme kanseri modellerinde Adult Nay1.5 ve Neonatal Navl.5
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SIRNA tedavisi alan gruplarda ilk haftalardan baglayarak deney sonuna kadar tiimor
biiyiikliigiinde ve timér agirhiginda onemli diizeyde azalma sekillendi. Meme kanseri
metastazina iliskin hipotezimiz dogrultusunda gerceklestirdigimiz Ksenograft akciger
metastaz modelinde ise Adult Nay1.5 ve Neonatal Nav1.5 siRNA tedavisi alan gruplarda
akcigerlerdeki tiimor biiyiikliiglinde ve birim alan basina diisen foton sayisinda Snemli
diizeyde azalma tespit edildi. Boylece in vivo elde ettigimiz verilerin, in vitro bulgularimiz

ile uyumlu oldugu gosterildi.

Sonug olarak bu tez calismasi ile Nayl.5 kanalinin meme kanseri gelisimi ve
metastazindaki dnemi detayli bir sekilde ortaya konuldu. Metastaz odakli ¢alismamizda
kullanilan diger yontemler ile bu kanalin meme kanseri lizerine olan metastaz disindaki
diger etkileri de agiga cikarildi. Invazyon, migrasyon ve motilite disinda hiicre
proliferasyonu, apoptoz ve hiicre siklusu arresti gibi diger etkiler birlikte gozlendi. siRNA
tabanl tedavi ile kanalin etkilerinden sorumlu hiicre i¢i sinyalizasyon yolaklar1 miimkiin
oldugunca agiga kavusturuldu ve bdylece daha detayli inceleme igin arastiricilara 11k
tutulmaya calisildi. In vitro ¢alismalara ek olarak in vivo fare meme kanseri modellerinde;
bu kanalin nanolipozomal-siRNA tabanli bir tedavi ile hedeflenmesinin hiicrelerin
invazyon ve metastaz yetenekleri lizerine ciddi etkilerde bulundugu, timor gelisimini ve
metastaz kapasitesini azalttigi bilgilerimiz dahilinde ilk kez g¢aligmamizda gdsterildi.
Ayrica standart kemoterapétiklerden Paklitakselin - Nayl.5 spesifik siRNA ile
kombinasyonunun ilacin etkinligi ilizerine ve meme kanseri hiicrelerinin ilaca olan
direncliligine karsin 6nemli etkiler gosterdigi ve klinik anlamda bu kombinasyonun da
denenebilecegi ortaya konuldu. Nanolipozomal-siRNA tabanli tedavi yonteminin sagladig:
avantajlar sayesinde bu yontemin ileride klinik anlamda da kullanilabilecek degere sahip
oldugu goriildii. Bu nedenlerle ¢alismamiz bircok konuda ortaya koydugu veriler ile
literatiirde ilk olmasi bakimindan 6nem arz etmektedir. Calismamizin sonunda elde edilen
verilerin, uygulanan sagaltim modelinin meme kanserinin organizmadaki yayilimini ve
iletisimini keserek onu kronik bir hastalik haline doniistiirebilecek, rutin tedavilerin
etkinligini artirabilecek, hatta meme kanserini tamamen yenebilmek icin yapilacak yeni

calismalara temel teskil edebilecek potansiyele sahip oldugu kanisina varildu.
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OZET

ERDOGAN MA. Yeni Bir Tedavi Olarak In vitro ve Farede In Vivo Metastatik
Meme Kanseri Modellerinde Nay1.5 Kanalinin Hedeflenmesi.

Kansere kars1 agilan savasta terapdtik amagla potansiyel giicii ve popiilaritesi artan
yeni tedavi girisimlerin gelistirilmesi ve etkinliginin incelenmesi hem diinya hem de
iilkemiz igin bilyiik énem arz etmektedir. Iyon kanallar1 kanser hiicresinde proliferasyon,
apoptozis, migrasyon, anjiyogenez ve metastaz ile iliskilendirilmektedir. Ozellikle Nay1.5
kanaliin in vitro yiiksek metastatik potansiyel ve in vivo olarak meme kanseri gelisimiyle
iliskili oldugu tespit edilmistir. Meme kanseri gelisiminde ve metastatik yolaklar ile iliskili
hiicre i¢i olaylar1 etkilemede Navl.5 kanalinin o6zellikle neonatal izoformundaki
ekspresyon ve aktivite artisinin dnem tasidigi belirtilmistir. Ancak bu konuda kanalin
meme kanserine olan etkilerine iligkin detayli bir mekanizma ve hiicre i¢i protein

degisimlerini degerlendiren ayrintili bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Tez calismamizda meme kanseri gelisimi ve metastazi tizerinde Nav1.5 kanalinin
Adult ve Neonatal alt tiplerinin olasi rolleri ve etkileri degerlendirildi. Bu amagla kanala
spesifik siRNA ile gen susturma yontemi kullanildi. /n vitro deneyler olarak hiicre
proliferasyonu testi, koloni olusturma kapasitesi, invazyon ve migrasyon yetenegi ile
iligkili testler, flow sitometri ile apoptoz ve hiicre siklusu analizi, kemoterapotik
direncliligine olan etkiler, tiim bunlar ile iligkili protein yolaklarin degerlendirilmesi i¢in
Western blot analizi ve kanal tiplerinin mRNA ekspresyonlari i¢in Real-Time ve RT-PCR
deneyleri gergeklestirildi. In vivo ksenograft ortotopik meme kanseri modeli ve ksenograft
akciger metastaz modeli gerceklestirilerek nanolipozomal tastyicilar i¢indeki Nay1.5
siRNA tedavilerinin hem meme kanseri tiimoér biiyiimesi hem de metastaz kapasitesi

tizerine olan etkileri degerlendirildi.

Calismamizda MDA-MB-231 hiicre hattinda MCF7’a gore Adult ve Neonatal
Nav1.5 mRNA ekspresyonunun daha yiiksek diizeyde oldugu ayrica bu iki tipe spesifik
siRNA’larm kanali etkin bir sekilde downregiile ettigi PCR ve Western blot yontemleri ile
tespit edildi. MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve MCF7 meme Kkanseri hiicre hatlarinda
Spesifik Nav1.5 siRNA tedavilerinin meme kanseri hiicrelerinin proliferasyon diizeyleri ve
koloni olusturabilme yeteneklerinde 6nemli diizeyde azalma gergeklestirdigi belirlendi.

Ancak Navl.5 siRNA’larinin normal meme epiteli hiicre hattt MCF10A {izerinde hiicre
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proliferasyonunu azaltict ve sitotoksik etkilere sahip olmadiklart tespit edildi. MDA-MB-
231 hiicre hattinda spesifik Nayv1.5 siRNA tedavilerinin standart bir kemoterapotik olan
paklitaksel ile kombinasyonlariin ilacin etkinligini artirdifi ve ilag direngliligini
azalttigina iliskin bulgular tespit edildi. Bu sonuglarin yanisira Nav1.5 siRNA’lariin
metastatik meme kanseri hiicre hatlart MDA-MB-231 ve MDA-MB-468’de meme kanseri
hiicrelerinin invazyon, migrasyon ve yara iyilesmesi migrasyonu kapasitelerini 6nemli
Olgiide azalttigi gozlendi. MDA-MB-231 hiicre hattinda bu siRNA’larin hiicrelerde
apoptoz diizeylerinde artis sekillendirdigi ve hiicre siklusunda G1 arrestine neden oldugu
flow sitometri yontemi ile belirlendi. /n vitro MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre
hatlarinda Nav1.5 siRNA’larinin tiim bu etkilerine iligskin hiicre i¢i mekanizmalarda gorev
alan proteinlerin ekspresyon diizeylerinde 6nemli azalmalar gozlendi. In vivo olarak da
MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 Ksenograft ortotopik meme kanseri modellerinde
spesifik Nav1.5 SiRNA tedavilerini alan gruplarda timor biyiikligiinde ve timor
agirhginda 6nemli diizeyde azalma gorildi. Bunun yanisira MDA-MB-231 Ksenograft
akciger metastaz modelinde de aym tedavi gruplarinda akcigerlerdeki timor metastazi

biiyiikliigiinde ve birim alan basina diisen foton sayisinda dnemli diizeyde azalma tespit

edildi.

Tiim bu sonuglar ile Nay1.5 kanalinin meme kanseri metastazinda, gelisimi ve
progresyonunda dnemli bir role sahip oldugu ortaya konuldu. Calismamiz bir¢ok konuda
ortaya koydugu veriler ile literatiirde ilk olmas1 bakimindan 6nem arz etmektedir. Boylece
kansere kargi savasta bu yeni tedavi yaklasiminin etkinliginin ve ayrintilarinin ortaya
cikmasiyla meme kanserinin organizmadaki yayilimini ve iletisimini keserek onu kronik
bir hastalik haline doniistiirebilmek, rutin tedavilerin etkinliini artirabilmek, yapilacak

yeni galigmalar ile meme kanserini tamamen yenebilmek miimkiin olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Nav1.5, Nanolipozom, Meme kanseri, Metastaz/invazyon,
SIRNA.
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SUMMARY

ERDOGAN MA. Targeting of Nay1.5 channel in metastatic breast cancer models

in vitro and in vivo mice as a novel therapy.

Development and examination of the effectiveness of new therapeutic interventions
which the potential strength and popularity are growing for therapeutic purposes in the
fight against cancer have great importance for both our country and the world. lon
channels are associated with proliferation, apoptosis, migration, angiogenesis and
metastasis in cancer cell. It has been found that especially Nayv1.5 is associated with high
metastatic potential in vitro and the development of breast cancer in vivo. The importance
of an increase in Nav1.5 channel especially the neonatal isoform expression and activity
for influencing the intracellular events that are associated with breast cancer development
and metastatic pathways was mentioned. Nevertheless, there is not a detailed study that
evaluates intracellular protein changes and elaborative mechanism about the effects of the

channel protein on breast cancer.

Possible roles and effects of neonatal and adult subtypes of the Nay1.5 channel on
breast cancer development and metastasis were evaluated in our study. In this study, gene
silencing method by channel-specific sSIRNA was used. As in vitro experiments, cell
proliferation test, colony formation capacity, tests associated with invasion and migration
ability, apoptosis and cell cycle analysis by flow cytometry, the effects on
chemotherapeutic resistance, western blot analysis for the evaluation of protein pathways
that are associated with all these effects and Real-Time/RT-PCR experiments for mRNA
expression of channel types were performed. Effects of Nayl.5 siRNA treatments in
nanolipozomal carriers on both tumor growth and metastasis capacity of breast cancer were
evaluated by performing xenograft orthotopic breast cancer model and xenograft lung

metastasis model in vivo.

In our study, expression of Adult and Neonatal Nay1.5 mRNAs are higher levels in
MDA-MB-231 cell line compared to MCF7 and siRNAs that are specific to these two
types downregulates the channel effectively were detected by PCR and Western blot
methods. Specific Nav1.5 siRNA treatments realize a significant reduction in proliferation
levels and colony formation abilities of breast cancer cells in MDA-MB-231, MDA-MB-
468 ve MCF7 breast cancer cell lines were determined. However Nayv1.5 siRNAs have not

effects that are reducing cell proliferation and cytotoxic on normal breast epithelium cell
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line MCF10A were identified. Findings in relation with combinations of specific Nayv1.5
siRNA treatments with a standard chemotherapeutic drug Paclitaxel increase the efficacy
of the drug and reduce the drug resistance in MDA-MB-231 cell line were found. In
addition to these results, it was observed that specific Nay1.5 siRNAs reduce significantly
invasion, migration and wound-healing capacities of breast cancer cells in metastatic breast
cancer cell lines MDA-MB-231 and MDA-MB-468. In MDA-MB-231 cell line, these
siRNAs increase the level of apoptosis and cause G1 arrest in cell cycle on cells were
determined by flow cytometry method. /n vitro in MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cell
lines, significant reductions in the level of expression of the proteins that are involved in
intracellular mechanisms regarding to all these effects of Nayv1.5 siRNAs were observed.
As in vivo experiments in MDA-MB-231 and MDA-MB-468 xenograft orthotopic breast
cancer models, significant decrease in tumor size and tumor weight was seen in specific
Nav1.5 treatment groups. On the other hand also in MDA-MB-231 xenograft lung
metastasis model, significant decrease in size of tumor metastasis and photon counts per

area in the lungs was found in same treatment groups.

It was revealed with all these results that Nav1.5 channel has an important role in
the metastasis, development and progression of breast cancer. Our study is of great
importance in terms of being the first in the literature with the data that has revealed on
many issues. Thus, with the appearance of effectiveness and details of this new treatment
approach in the battle against cancer, it will be possible to transform it into a chronic
disease by cutting off propagation and communication of breast cancer in organism, to
increase the effectiveness of routine treatments and to completely defeat breast cancer by

new studies to be made.

Key Words: Breast cancer, Nanoliposome, Nav1.5, Metastasis/Invasion, siRNA.
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