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OZET
BT474 VE MDA-MB-231 MEME KANSERI HUCRE HATTINDA RUXOLITINIiB VE

MK-2206'NIN OSTROJEN SINYAL YOLAGININ PI3K/AKT VE JAK/STAT SINYAL
YOLAKLARI UZERINDEKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Timdrli bir hiicrede, pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesinin bozulmasi
gerceklesir. PI3K/AKT, JAK/STAT ve MAPK sinyal yolaklar1 kanser hiicresinin kontrolsiiz
cogalmasinda, anjiyogenez ve metastazin diizenlenmesinde onemli bir rol oynar. Bu sinyal
yolaklarindaki genlere spesifik inhibitorlerle hiicre proliferasyonunun azaltilmasi ve hiicre
Oliimiiniin uyarilmasi terapotik yaklasimlardandir. Ruxolitinib, JAK1/2'yi hedef alan bir RTK
inhibitoriidiir. MK-2206, oldukga gii¢lii ve segici bir AKT inhibitoriidiir. Ruxolitinib’in kanser
hiicrelerinde daha etkili bir sekilde etki edebilmesi, tiimor hiicrelerindeki ilag birikiminin segici
bir sekilde arttirilmasi, ilaglarin toksik ve yan etkilerinin azaltmasi gereksinimi bulunmaktadir.
Bu ¢alismanin ilk kisminda BT474 (ER+, PR+, HER2+) ve MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2-
) meme kanseri hiicrelerinde birbiri ile sinerjistik etki gosteren Ruxolitinib ve MK-2206 nin
kombine tedavisi bu eksikligin giderilmesi hedeflenmistir. Bu ¢alismanin ikinci kisminda ise
Ruxolitinib ve MK-2206 yiiklii PCL nanopartikiiller sentezlenerek bu eksikligin giderilebilmesi
hedeflenmistir. Bu nedenle Ruxolitinib, MK-2206, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-
PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL’nin ICso degerleri MTT testiyle; anti-kanser ve anti-
proliferatif etkileri Survival, Soft Agar, Koloni Olusum, Yara iyilesme testleriyle; apoptotik
hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler Hoechst boyasiyla incelenmistir. Ilaglarin hiicrelerde
apoptoz, ERa, MAPK, PI3K/AKT ve JAK/STAT yolaklar1 iizerindeki etkileri protein
seviyesinde immunblotlamayla incelenmistir. Elde edilen sonuglarda Ruxolitinib+MK-2206
uygulamasinin BT474 hiicrelerinde PI3K/AKT, MAPK ve JAK/STAT3 yolagini inhibe ederek
ekstrinsik apoptotik yolagi, MDA-MB-231 hiicrelerinde PI3K/AKT, MAPK ve JAK/STATS
yolagini inhibe ederek intrinsik apoptotik yolagi aktive ettigi gozlemlenmistir. PCL-NP’lerin
her iki hiicrede toksik bir etkisi olmadig1 gézlemlenmistir. Ruxolitinib ve MK-2206’nin 1Cso
degerlerinin ilaglarin nanoformuyla birlikte BT474 hiicrelerinde sirasiyla 0,3267 uM ve 0,208
uM’a, MDA-MB-231 hiicrelerinde MK-2206’nin ICsp degerinin 2,08 pM’a diistiigi
gbzlenmistir. Hiicrelerde Rux-PCL-NP ve MK-PCL-NP’nin PI3K/AKT, MAPK, JAK/STAT

yolagi lizerinde benzer etkileri oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ruxolitinib, MK-2206, Ila¢ Yiiklii PCL Nanopartikiiller, Hiicre Sagkalim
Yolaklari, Apoptoz
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN RUXOLITINIB AND MK

2206'S ESTROGEN SIGNALING PATHWAY ON PI3K/AKT AND JAK/STAT
SIGNALING PATHWAYS IN BT474 AND MDA-MB-231 BREAST CANCER CELL
LINE
In a tumor cell, the imbalance of pro-apoptotic and anti-apoptotic proteins takes place.
PI3K/AKT, JAK/STAT and MAPK signaling pathways play an important role in the
uncontrolled proliferation of cancer cells and in the regulation of angiogenesis and metastasis.
Reducing cell proliferation and stimulating cell death with gene-specific inhibitors in these
signaling pathways are therapeutic approaches. Ruxolitinib is an RTK inhibitor that targets
JAK1/2. MK-2206 is a highly potent and selective AKT inhibitor. There is a need for
Ruxolitinib to act more effectively on cancer cells, to selectively increase drug accumulation in
tumor cells, and to reduce the toxic and side effects of drugs. In the first part of this study, the
combined treatment of Ruxolitinib and MK-2206, which have synergistic effects on BT474
(ER+, PR+, HER2+) and MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2-) breast cancer cells, aimed to
eliminate this deficiency. In the second part of this study, it was aimed to eliminate this
deficiency by synthesizing PCL nanoparticles loaded with Ruxolitinib and MK-2206.
Therefore, ICso values of Ruxolitinib, MK-2206, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-
NP, MK-PCL-NP and Rux/MK-PCL were determined by MTT test; its anti-cancer and anti-
proliferative effects by Survival, Soft Agar, Colony Formation, Wound healing tests;
Morphological changes in apoptotic cells were examined with Hoechst stain. The effects of
drugs on apoptosis, ERa, MAPK, PI3K/AKT and JAK/STAT pathways in cells were
investigated by immunoblotting on protein level. In the results obtained; It has been observed
that Ruxolitinib+MK-2206 application activates the extrinsic apoptotic pathway by inhibiting
PI3K/AKT, MAPK and JAK/STAT3 pathways in BT474 cells, and activates the intrinsic
apoptotic pathway by inhibiting PI3K/AKT, MAPK and JAK/STATS pathways in MDA-MB-
231 cells. It was observed that PCL-NPs did not have a toxic effect on both cells. It was
observed that the ICso values of Ruxolitinib and MK-2206 decreased to 0.3267 uM and 0.208
uM in BT474 cells, respectively, and the ICso value of MK-2206 decreased to 2.08 uM in
MDA-MB-231 cells with the nanoform of the drugs. It has been observed that Rux-PCL-NP
and MK-PCL-NP have similar effects on the PI3K/AKT, MAPK, JAK/STAT pathways in cells.
Keywords: Ruxolitinib, MK-2206, Drug Loaded PCL Nanoparticles, Cell Survival Pathways,

Apoptosis
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1. GIRIS

Kanser, hiicre biliylimesi ve farklilagmasini diizenleyen mekanizmalardaki
mutasyonlarin birikimi sonucu olusan ve bunun devaminda programli hiicre Slimi ve
proliferasyon arasindaki dengenin kayboldugu bir hastaliktir (Letai, 2017: 275). Meme kanseri,

kadinlarda en yaygin gozlenen kanser tiirlerindendir.

Ostrojen reseptorii (ER) ifadesi meme karsinomlarinin %70-75 inde énemli derecede
arttigindan tanisal bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Stanistawek vd., 2021: 12). Ostrojen
etkisini iki tip spesifik reseptorii ile gosterir; Ostrojen Reseptér Alfa (ERa) ve Ostrojen
Reseptor Beta (ERP). Bu niikleer reseptorler, Ostrojenlerin ve anti-Ostrojenlerin biyolojik
etkilerine aracilik eden ligand bagimli transkripsiyon faktorleridir (Germain, 2011: 476; C.
Williams & Lin, 2013: 2). Ostrojen reseptorleri ¢ekirdege hizla transfer olur ve inaktif halde
dururlar. Cesitli 1s1 sok proteinleri (Hsp 90, Hsp 56 gibi) Ostrojen reseptorleriyle kompleks
olusturur ve Ostrojenin reseptdre baglanmasini saglayarak reseptdrde konformasyonel bir
degisiklige neden olurlar. Aktivasyondan sonra dstrojen reseptdr monomerleri arasinda protein-
protein etkilesimine bagli olarak dimerlesme goriiliir. DNA’ya baglanma afinitesinin yiiksek
olabilmesi i¢in reseptdrler arasinda bu dimerlesmeye ihtiyag vardir. Reseptor daha sonra duyarh
genlerin promotor bdlgesindeki Ostrojen reseptorlerinden sorumlu elementlerle (ERE)
etkileserek hedef gen ifadesinin baslamasina yani hormonal etkinin baglamasina neden

olmaktadir (Moras, 1998: 389).

Meme epitel hiicrelerinde farkli sinyal yolaklarindaki diizensizlikler sonucu meme
kanseri olugsmaktadir. Kanser hiicrelerinde, sinyal iletim yollarin1 ve sinyal proteinlerini
hedefleyen onkogenik mutasyonlar ve protoonkogenler ve tiimor baskilayici genlerdeki
mutasyonlar hiicre proliferasyonu ve sagkalim kontroliiniin kaybma ve bdylelikle
karsinogeneze neden olur. Onkogenik sinyal iletiminin tiimor gelisimi ve invazyon/metastaz
siirecinde 6nemli bir etkisinin oldugu bilinmektedir. Ostrojen sinyalinin karmasiklig1 ve diger
onkogenik yolaklar ile iligkisi olabilmesi anti-Ostrojen tedavisi ile tedavi edilen hastalarda

anahtar bir rolii olabilir (Ribeiro & Freiman, 2014: 6).

Reseptor tirozin kinazlar (RTK), kanser hiicrelerinde stirekli ve kontrolsiiz bir sekilde
aktivite gosteren transmembran proteinlerdir. Fosfataz grubu proteinler RTK aktivasyonunun
sonlandirilmasinda rol alirlar. Yapilan ¢aligmalarda meme kanserinde agresifligin artmasinin
ve hiicre sagkaliminin azalmasinin RTK seviyelerinin artmast ile iliskili oldugu gosterilmistir

(Templeton vd., 2014: 1049). RTKlar, PI3K/AKT, JAK/STAT ve MAPK gibi sinyal



yolaklarini diizenler. Bu yolaklarin kanser hiicresinin kontrolsiiz ¢ogalmasinda, anjiyogenez ve
metastazin diizenlenmesinde O6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Butti vd., 2018).
Karsinogenezde rolii olan PI3K/AKT, JAK/STAT, MAPK gibi sinyal yolaklarinin inhibe
edilerek, hiicre sagkaliminin azaltilmasi ve hiicre Sliimiiniin tetiklenmesi son zamanlarda

kullanilan terapotik yaklasimlardandir (Godone vd., 2018: 30).

Programli hiicre 6liimii apoptoz ¢ok hiicreli canlilarda normal gelisim sirasinda
gerceklesen olaydir. Apoptoz mekanizmasinda, pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin
dengesinin bozulmasi, kaspaz aktivitesinin azalmasi ve 6liim reseptor sinyallerinin bozulmasi
gibi aksakliklarin olmasi apoptoz olugsumunu inhibe ederek kanser gibi hastaliklarin ortaya

¢ikmasina neden olabilir (An vd., 2019: 1; Igney ve Krammer, 2002: 277).

Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi hiicre zarindan niikleusa sinyali
ileten bir dizi protein kinazlarla hiicre proliferasyonunu, mitozu, gen ifadesini, metabolizmasini
ve apoptozu diizenleyen bir sinyal iletim yoludur (Wada & Penninger, 2004: 2838). ERK’ lar
biiyiime sinyaline cevap olarak MAPK’lar1 aktive ederken, diger MAPK aile iiyeleri p38-
MAPK ve JNK osmolarite ve metabolizmadaki degisiklikler, DNA hasari, oksidatif stres gibi
cevresel uyaranlara yanit olarak aktive olmaktadirlar (Wada & Penninger, 2004: 2838).
Serin/treonin kinaz ailesi MAPK’lar, MAP kinaz yolu reseptdr aracili sinyalin hiicre i¢ine
iletiminde gorevli bir kinaz kaskadi olarak rol alirlar. MAPK’lar RAS aktivasyonunu
sagladiktan sonra sirasi ile RAF, MEK ve ERK aktivasyonunu saglar (Wada & Penninger,
2004: 2838). Aktive olan ERK, c-FOS, c-JUN, c-MYC veya ELK1 gibi proliferasyonla iliskili
transkripsiyon faktorlerini aktive eder (Zaballos & Santisteban, 2017: 45). Ras/Rat/MEK/ERK
yolaginin agir1 aktivasyonu insan tiimorlerinin yaklasik olarak %30 unda goriiliir. Mutant Ras
proteinleri RAS-GTP formunda kalarak hiicrenin kontrolsiiz olarak siirekli uyarilmasini saglar.
Onkogenik Ras, PI3K/AKT yolaginin stirekli aktive olarak hiicre proliferasyonunu uyarir

(Blalock vd., 2003: 1058).

PI3K/AKT sinyal yolagi meme kanseri dahil ¢ogu kanser tiiriinde aktive haldedir. RTK
tarafindan aktive hale gelen fosfolipidlerdeki inositol halkasindaki 3’-OH grubunu fosforile
ederek sinyal iletimini gerceklestirir. PIP3 bagimli kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB) nin
aktivasyonundan sorumlu fosfotidilinositol trifosfat (PIP3)’1 iireterek tiimor gelisimi ve
progresyonunu i¢eren sinyal yolaklarinin iletilmesini saglar (Algahtani vd., 2019: 1). PI3K’nin
sentezinin artmasi, PTEN’ in islev kayb1 veya PKB’nin asir1 ifadesinin karsinogenez ile iligkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica calismalar PI3K ve ER yolaklarinin tiimoriin

progresyonunda sinerjistik bir etkisi olabilecegini gostermektedir (D. Zhou vd., 2019: 765).
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Ostrojenin PI3K aktivasyonu ile olusan &strojen sinyal yolagmin downregiilasyonunu
belirlemek i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ vardir. PI3K ve AKT inhibitorleri araciligiyla
PI3K/AKT sinyal yolagimin inhibe edilmesi kanserde kullanilan terapotik yaklasimlardandir.
MK-2206, AKT'm zara tasinmasii ve aktivasyonunu bloke eden PH ve kinaz alanlarina
baglanan giiclii bir allosterik AKT inhibitoridiir (Kim vd., 2016: 5; Li vd., 2019: 2). MK-2206
ile AKT inhibe edilerek PI3K/AKT sinyal yolaginin aktivasyonu durdurularak hiicre 6limii

uyarilabilir.

Memeli JAK-STAT sinyal yolagi JAK1, JAK2, JAK3 ve (Tirozin Kinaz2) TYK2
proteinlerini igeren 4 Janus Kinaz domainininden, 7 Sinyal Transdiizer ve Transkripsiyon
Aktivator (STATs) STATI, STAT2, STAT3, STAT4, STATS, STATSB ve STAT6 dan
olusmaktadir (Shuai & Liu, 2003: 900). JAK/STAT sinyal yolagmin disregiilasyonu
tiimorigenez, invazyon, metastaz, sagkalim, anjiyogenez, anti-apoptosis ve immiin kagis gibi
onkogenik fenotipin olusmasina yol agabilir (Obr ve Edwards, 2012: 8; Thomas vd., 2015: 365;
Yu vd., 2014: 1). Ruxolitinib, JAK1/JAK2'yi hedefleyen JAK/STAT sinyalini baskilayan bir
RTK inhibitoriidiir ve miyelofibrozis ve polisitemi veral1 hastalar1 tedavi etmek icin
onaylanmigtir (Stover vd., 2018: 1). JAK2’ye spesifik inhibitorler, STAT, PI3K/AKT ve
MAPK yolaklarmi inhibe eden ajanlarla kombine uygulanmasi terapdtik bir yaklasim olarak
kullanilabilir.

Kombinasyon tedavisi, kanser tedavisinde iki veya daha c¢ok terapdtik ajanlarin
kombinasyonunu kullanan bir terapotik yaklagimdir (Eroglu vd., 2019). Kombine terapi
ilaclarin etkinligini arttirdigindan tiimdr biiylimesini azaltmada ve hiicre 6liimiinii uyarmada
ilaclarin tekli olarak uygulandigi monoterapiye gore daha etkili olabilmektedir (Eroglu, Kaya,
vd., 2019; Mokhtari vd., 2017). Cesitli kombinasyon yaklagimlarinin gelistirilmesinde
nanoteknolojiden yararlanilabilir (Wang ve Minden, 2022: 2).

Geleneksel kiiclik molekiillii ve biyolojik anti-kanser ilaglari, hastalikli ve saglikli
dokulara etki ederek sistemik toksisite riskini arttirmakta ve hedef dokulara etkili ilag
konsantrasyonu ulasamamaktadir (Hamzehzadeh vd., 2016: 60). Normal hiicrelere zarar
vermeden direkt kanser hiicrelerine zarar verecek yeni yontemler gelistirilmeye calisiimaktadir.
Nanopartikiillerin (NP'ler), direkt kanser hiicrelerine daha etkili bir sekilde etki edebilen, timor
hiicrelerindeki ilag birikimini segici bir sekilde arttirabilen ve dolayisiyla ilaglarin toksik ve yan
etkilerinin azaltilmasi i¢in 6nemli bir yaklagim oldugu diisiiniilmektedir (Shafei vd., 2017:
1209). Nano-ilag tagima sistemlerinde ilag-yiiklii nanopartikiiller, miseller, lipozomlar, kati-

lipit nanopartikiiller, polimerik nanopartikiiller, dendrimerler, metalik nanopartikiiller, karbon



nanotiipler, nano boyutlu yart iletken kristal yapilar (kuantum noktalar1), fullerenler,
metaloksitler kullanilabilmektedir (Jain vd., 2020: 633; Marangoz & Yavuz, 2020; Tiylek,
2017). Polimerik nanopartikiiller (PNP), ilacin enkapsule edilebilmesinde ¢esitli polimerlerin
kullanildig1 bir nanopartikiil sinifidir. PNP’ler, ilacin stabilitesinin arttirilmasi ile o hiicreye
afiniteye sahip olan ligandina baglanarak belirli kanserli hiicreleri veya dokular1 hedeflemede
kullanilir (Shukla vd., 2019: 391) ve biyouyumluluklari sebebiyle avantaj saglarlar (Jain vd.,
2020: 635). Poli-e-kaprolakton (PCL), sentetik yar1 kristalin yapida biyog¢oziiniir ve yiiksek
oranda hidrofobik bir polimerdir ve in vitro ¢alismalarinda diger polimerlerle bilesik yapabilme
ozelligi oldugu gosterilmistir. Bu polimer fizyolojik ortamda yavas yavas degrade olmakta,
toksik metabolitlerin birikimine sebep olmamasi, biyouyumlu ve biyobozunur olmasi
nedeniyle, ilag gelistirilmesi ve uzun siireli degradasyonu birka¢ aya kadar ila¢ salimini
kolaylastirmasi nedeniyle ila¢ gelistirme calismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Sinha vd.,

2004: 1).

Bu ¢alismanin ilk asamasinda biyouyumlu PCL nanopartikiiller birbiri ile sinerjistik etki
gosterdigi bilinen JAK1 ve JAK2 inhibitorii Ruxolitinib ve AKT inhibitérii MK-2206 ile
ylklenerek ilaglarin antitimor aktivitesinin arttirilmasi, ilaglarin yaratmis oldugu sitotoksik
etkinin en aza indirgenmesi ve hiicre i¢ine alimimin kolaylastirilmas: hedeflenmistir. Bu
¢alismanin ikinci asamasinda ise BT474 (ER+, PR+, HER2+) ve MDA-MB-231 (ER-, PR-,
HER2-) meme kanseri hiicre hatlarinda Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 saf
maddelerinin, Ruxolitinib yiiklii PCL nanopartikiill, MK-2206 yiikli PCL nanopartikiil ve
Ruxolitinib+MK-2206 yiikli PCL nanopartikiillerin Ostrojen sinyal yolagi, PI3K/AKT,
JAK/STAT, MAPK sinyal yolaklar1 ve apoptotik hiicre 6liimii iizerine etkisinin anlagilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser

Kanser, proliferasyon ve programli hiicre 6liimii arasinda dengesizlik ile sonuglanan
hiicre biiylimesi ve farklilasmasini kontrol eden mekanizmalarda meydana gelen mutasyonlarin
sonucu olugsmaktadir (Letai, 2017: 275). Bu mutasyonlar, Hanahan ve Weinberg tarafindan
tanimlanan kanser hiicrelerinin 6zelliklerini olusturmaktadir. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri
bliylime baskilayicilarindan kagis, mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama,
immiin sistemden kagmak, sinirsiz replikasyon potansiyeli, inflamasyonu tesvik eden tiimér,
polimorfik mikrobiyomlar, invazyon ve metastazin aktivasyonu, vaskiilarizasyonun uyarilmasi,
hiicrelerin yaglanmasi, genom instabilitesi ve mutasyon, hiicre Oliimiine direng, hiicresel
metabolizmanin yeniden diizenlenmesi, fenotipik plastisitenin kilidinin agilmasi, proliferatif
sinyallerin siirekliligidir (Hanahan, 2022: 31) (Sekil 2.1.). Hiicrelerde meydana gelen bu
degisimler, timor hiicrelerine simirsiz replikasyon 0Ozelligi kazandirmaktadir. Kanser
hiicrelerinin hiicre/hiicre ve hiicre/matriks adezyon molekiillerinin ifadesinin yok olmasi
sonucunda metastaz 6zelligi kazanarak diger dokulara yayilabilirler (Hanahan ve Weinberg,

2000: 65).

Sinirsiz replikasyon ve metastaz 6zelligi kazanan kanser hiicrelerinde, hiicre ¢ogalmasi/
Oliimii dengesi bozuldugundan homeostatik denge de bozulmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
apoptoz, hiicre dongiisii ve DNA onarimi1 mekanizmalarinda anahtar rolii olan genlerde, timor
baskilayic1 ve protoonkogenlerde meydana gelen mutasyonlarin, hiicrelerde malign fenotipin
olusumunu uyardig1 gosterilmistir (Rohrbeck ve Borlak, 2009: 4). Ayrica yapilan ¢alismalarda
transkripsiyon faktorleri, bliyiime faktorleri ve reseptorleri, mitojenik aktivite gibi hiicresel
sinyal iletim basamaklarinda meydana gelen bozukluklarin da tiimorigenez siirecinde rolii

oldugunu gostermistir (Sanovic vd., 2009: 934).
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Sekil 2. 1. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri
Kaynak: (Hanahan, 2022: 32)

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokusunda meydana gelen patolojik bir durumdur. Cogu kanser
vakasinda siit kanalindan kdkenlenir, daha az vakalasinda ise lobiillerden meydana gelir. Duktal
bolgeden kokenleniyorsa duktal karsinoma, meme lobullerinden kdkenleniyorsa lobuler

karsinom olarak adlandirilmaktadir (Almansour, 2022: 1).
2.2.1. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi, Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Meme kanseri (BC), 2020'de 2 milyondan fazla yeni vaka ile diinya ¢apinda kadinlarda
en sik teshis edilen kanserdir (Stanistawek vd., 2021). GLOBOCAN 2020 verilerine gore
19.292.789 vakanin toplamin %11,7’sinde goriilmektedir (Sekil 2.2.). Tiirkiye’de ise Saglik
Bakanligi’nin 2017 yili istatistiklerine gore, BC goriilme siklig1 a¢isindan tiim kanserler i¢inde
% 47,7 ile kadinlarda ilk siradadir (Sekil 2.3.) (Tirkyilmaz vd., 2021: 22). En yiiksek meme
kanseri insidans1 %95,5 ile Avusturalya ve Yeni Zellanda’da, en diisiik meme kanseri insidanst

%?26,2 ile gliney Orta Asya’da goriilmektedir (Sekil 2.2.).



2020'de her iki cinsiyette, her yastald yveni vaka sayi1s1

Meme

261 419 (11.7%)

Akciger
2206771 (11.4%)
Diger Kanserler
8 275 743 (42.9%) Kolon

Yemek Borusu
604 100 (3.1%)

Rahim Agn
604 127 (3.1%)

Toplam: 19 292 789 vaka

1931 590 (10%)

Prostate

1414 259 (7.3%)
Mide
1089 103 (5.6%)

Karaciger
905 677 (4.7%)

Yasa standardize edilmis (Diinya) insidans ve dliim oranlar, meme kanseri

Mortalite
Avusturyva ve Yeni Zellanda
Bati Avrupa 156
Kuzey Amerika
Kuzey Avrupa 13.7
Giiney Avrupa
Polinezya 223
Orta ve Dogu Avrupa 15.3
Giiney Amerika 14.0
Karavipler 189
Melanezya 275 |
Giiney Afrika 157
Kuzey Afrika 188
Diinya 136
Bati Asva 16.0
Dogu Asva
Mikronezya 16.2
Ban Afrika 223
Giineydogu Asva 15.0
Orta Amerika
Bati Afrika 17.9
Orta Afrika 12.0
Giiney Orta Asva
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Sekil 2. 2. GLOBOCAN 2020 Verilerine Gére Meme Kanserinin Diinya Capinda Goriilme
Siklig1

Kaynak: (Diinya saglik orgiitii, GLOBOCAN 2020 kanser istatistikleri)



Erkeklerde

Trakea,Brons,Akciger _ 56,7
Prostat GG 35,7
Kolorektal __ 25,1
Mesane _I_ 20,1
Mide _ 14,3
Bobrek I_ 7.2
Non-Hodgkin lenfoma — 71
Tiroid _- 6,4
Pankreas __ 5,9
Larinks _I_ 5,7
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Kadinlarda

Meme _ 47,7
Tiroid G226
Kolorektal __ 14,7
Trakea,Brons,Akciger _ 11,1
Uterus Korpusu __ 10,7
Mide __ 6,4
Over _ 6,3
Non-Hodgkin lenfoma _I- 4,8
Uterus Serviksi _- 4,3
Beyin, sinir sistemi - 4,2
|

0 10 20 30 40 50 60

Sekil 2. 3. Erkeklerde ve Kadinlarda En Sik Goriilen Kanser Tiirlerinin Yasa Gore Standardize
Edilmis Hizlar1

Kaynak: (Tiirkiye Saglik Bakanlig1 2017 kanser istatistikleri)



Meme kanserinin olusumunda hormonal, genetik, biyokimyasal, psikolojik ya da
cevresel pek c¢ok faktor etkilidir. Meme kanserinin degistirilebilir ve degistirilemez risk

faktorleri Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2. 1. Meme Kanserinin Degistirilebilir Ve Degistirilemez Risk Faktorleri

Degistirilemez Risk Faktorleri Degistirilebilir Faktorler

Artan Yas Hormonal replasman tedavisi

Aile oykiisii (meme kanseri ve diger kanser | Fiziksel aktivite

tiirleri)

Genetik Faktorler Asir1 kilo/Obezite

Meme dokusunun densitesi Alkol tiiketimi

Irk Sigara kullanimi

Cinsiyet Islenmis gida alimi

Adet donglisti ve menapoz Kimyasallara maruziyet
Gebelik ve emzirme Yetersiz vitamin takviyesi
Kisinin meme kanseri dykiisii Yapay 1518a asirt maruz kalma

Kanser olmayan diger meme hastaliklar1 | Diger ilaglar

oykiisii

Onceki radyasyon terapisi

Kaynak: (Stanistawek vd., 2021: 1)
1.1.1. Meme Kanserinin Molekiiler Alttipleri

BC’nin heterojen bir yapiya sahip olmasindan dolayi, meme kanserinin molekiiler,
histopatolojik ve klinik ozelliklerine gore siniflandirilmasi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir
(Eliyatkin vd., 2015: 59). BC’nin molekiiler alttiplerinin 6zelliklerinin belirlenmesi BC
hastalarina uygulanacak yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katk1 saglar (Stanistawek vd.,

2021: 1).



Siniflandirma yapilirken histolojik tipi, koken aldigi bolge, lenf nodlarina yayilim,
histolojik 6zellikleri, insan epidermal biiylime faktorii 2 (HER2) ve Ostrojen reseptorii (ER)
pozitif yada negatiflik durumlan degerlendirilmistir (Sert & Kiiciikkiling, 2022: 47). Bu
degerlendirme sonucunda luminal A, luminal B, HER2, bazal tip, klaudin diisiik ve normal tip

olmak {iizere alttiplere ayrilmistir (Eliyatkin vd., 2015: 61; Sert & Kiigiikkiling, 2022: 47).

Luminal A: Meme kanserinin % 50-60’1n1 olusturmakta ve en sik goriilen alt tipidir.
Bu alt tipte Ostrojen (ER) ve progesteron (PR) hormon reseptorleri pozitif, negatif HER2 ve
diisiik proliferasyon hiicre niikleer antijeni (Ki-67) indeksine sahiptir. Hormon tedavisi bu
gruptaki hastalarda kullanilabilmektedir (Eliyatkin vd., 2015: 61; Sert & Kiigiikkiling, 2022:
47).

Luminal B: Meme kanserinin %10-20’sini olusturmaktadir. Immiinohistokimyasal
acidan ER+, HER2- ve Ki-67 yliksek veya ER+ ve HER2+ tiimdrlerdir. Luminal A tipine gore
daha yiiksek niiks orani, agresif bir fenotip, relaps sonras1 daha fazla progresyon goriilmesi,
daha yiiksek histolojik derece, proliferatif indekse ve daha kotli prognoz gostermektedir.
Luminal B Tipi meme kanserlerinin tedavisinde hormonal terapi ve kemoterapi
kullanilmaktadir. Ayrica bu tip meme kanserleri anti-HER2 terapisine de yanit vermektedir

(Eliyatkin vd., 2015: 61; Sert & Kiigiikkiling, 2022: 47).

HER2-pozitif meme kanseri: Meme kanserinin %15-20’sinde goriilmekte ve ER ve
PR ifadesi bulunmazken, HER2 ifadesi yiiksektir. Diger luminal tipi meme kanseri alt tiplerine
oranla yiiksek farklilasma yetenegi ve lenf nodiillerine ¢ok hizli olarak metastaz yapma egilimi
yiiziinden prognozu c¢ok kotii ve hastaligin cabuk ilerlemesine ragmen, anti-HER2 terapisine
yanit verdigi i¢in tedavide basar1 orani yiiksektir (Eliyatkin vd., 2015: 61; Sert & Kiiciikkiling,
2022: 47).

Bazal benzeri: Uclii negatif (Triple negatif) olarak tanimlanan ER, PR, HER2 reseptorii
negatif alt tiptir ve meme kanserlerinin %15-20’sinde goriilmektedir. BRCA1 ve BRCA2
geninde mutasyon olan kadinlarda goriilme orani daha yiiksektir. En agresif gruplardan biridir
ve prognozlart kotli bir sekilde ilerlemektedir. Bu tip meme kanserinde hormonal terapi ve

kemoterapi tedavileri uygulanmaktadir (Eliyatkin vd., 2015: 61; Sert & Kiiciikkiling, 2022: 47).

Klaudin diisiik: Tight junctions ve hiicreler aras1 yapismada gorevli Klaudin-3, -4, -7,
okludin ve E-kaderin gibi genlerinin ifadeleri diisiiktiir ve meme kanserlerinin %12 -14‘de

goriilmektedir (Eliyatkin vd., 2015: 64; Sert & Kiiglikkiling, 2022: 47).
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Normal meme benzeri: Bu tiimorler meme karsinomlarinin yaklasik %5-10"unu
olusturmaktadir. Luminal A tipi ile benzer 6zellikte ER ve/veya PR ifadesi pozitif ve HER2
ifadesi negatiftir. Goriilme orani az olmasindan dolay1 bu alt tiple ilgili yapilan ¢aligma sayisi

azdir (Eliyatkin vd., 2015: 64; Sert & Kiiciikkiling, 2022: 47).
1.1.1.1. MDA-MB-231 ve BT474 hiicre hatlar

MDA-MB-231 oldukga agresif, invaziv ve az farklilasmis, dstrojen reseptorii (ER),
progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime Faktorii 2 reseptorii (HER2) veya HER2
amplifikasyonu gibi hormon reseptdrlerinin ifadesinde bir eksiklik ile karakterize {i¢lii negatif
meme kanseri (TNBC) hiicre hattidir (Sekil 2.4 A.) (Franklin vd., 2020: 604; Y. Yang vd., 2018:
6515). Diger invaziv kanser hiicre hatlarina benzer sekilde, MDA-MB-231 hiicrelerinin
invazivligine hiicre dis1 matrisin proteolitik bozunmasi araciligi ile gergeklesir. Claudin-3 ve
claudinin-4'iin down regiilasyonu, Ki-67 proliferasyon belirtecinin diisiik ifadesi, epitelyal-
mezenkimal gegisle iliskili belirtecler i¢in zenginlestirmesi ve CD44+CD24-/diisiik fenotip gibi
meme kanseri kok hiicreleri (CSC'ler) ile iligkili ozellikler sergilediginden claudin-diigiik
molekiiler alt tipine ait oldugu kabul edilmektedir (Holliday ve Speirs, 2011: 2). 3D kiiltiirde
endotel benzeri morfoloji gosterir (Harrell vd., 2014: 42). Hiicre kolonileri arasinda kopri
olusturan yildiz seklindeki ¢ikintilara sahip olan agresif fenotipi ile ayirt edilir (Kenny vd.,
2007: 89).

BT474 ER pozitif, PR pozitif ve HER2 pozitif luminal B tipi meme kanseri hiicre
hattidir ve hiicre-hiicre adhezyonunda siki kohesiv yapilar goriilmektedir (Sekil 2.4 B). BT474
hiicreleri estradiole yanit olarak biiyiir ancak ER antagonisti tamoksifene kars1 direng gosterir.
Ayrica bir ¢aligmada BT474 hiicrelerinde Tamoxifen ve Herceptin’ in birlikte uygulamasinin

sinerjistik etkisi oldugu gosterilmistir (Dai vd., 2017: 3135).

BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerindeki gen mutasyonlar1 Tablo 2.2.” de gosterilmistir.

Sekil 2. 4. MDA-MB-231(A) ve BT474 (B) Meme Kanseri Hiicre Hattinin Morfolojik
Gorlintiisii (10X10).
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Tablo 2. 2. BT474 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarindaki Gen Mutasyonlar1

Hiicre Hatt1 Tiimor Histoloji Mutant Zigosite Gen Sekansi Protein
kaynag Gen Sekansi
MDA-MB-231 metastaz, Adenokarsinom BRAF heterozigot | ¢.1391G>T p.G464V
plevral
eflizyon
metastaz, Adenokarsinom CDKN2A homozigot c.1_471del47 | p.0?
plevral 1
eflizyon
metastaz, Adenokarsinom RAS heterozigot | ¢.38G>A p.G13D
plevral
eflizyon
metastaz, Adenokarsinom TPS3 homozigot c.839G>A p-R280K
plevral
eflizyon
BT474 primer Duktal karsinoma | PIK3CA heterozigot | ¢.333G>C p-K111IN
primer Duktal karsinoma | TP53 homozigot c.853G>A p.E285K

2.2.3 Meme Kanserinde Prognostik Biyobelirtecler

Prognostik belirtecler hastaya uygulanacak tedavi bi¢iminin belirlenmesi acisindan

onemlidir.
2.2.3.1. Ostrojen Reseptorii (ER)

ER, invaziv meme karsinomlarinin yaklasik olarak %70-75'inde 6nemli 6l¢iide artan ER
ifadesi ile karakterize edildiginden, 6nemli bir tanisal belirleyicidir (Stanistawek vd., 2021: 12).
Klinik uygulamalarda, birincil invaziv tiimorler ve tekrarlayan lezyonlarda basta segici dstrojen
reseptorlii modiilatorleri, saf Ostrojen reseptorii downregiilatorleri veya iiglincii nesil aromataz
inhibitorleri olmak tizere endokrin tedavisinin uygulanmasindan en fazla fayda saglayacak
hastalarin se¢imini saglamak i¢in ER ifadesinin 6l¢iimii gereklidir. Boylelikle uygun tedavinin
secimi gergeklestirilmis olmaktadir. Yiiksek ER ifadesi olan hastalarda genellikle onemli

Olciide daha iyi klinik sonuglar goriilmektedir (Duffy vd., 2017: 12).
2.2.3.2. Progesteron Reseptorii (PR)

PR, ER-pozitif meme kanseri hastalarinda yiiksek oranda ifade edilirken (>%50), ER-
negatif meme kanserli hastalarda olduk¢a nadiren ifade edilmektedir (Obr ve Edwards, 2012:
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8). PR ifadesi ER tarafindan diizenlenir, bu nedenle PR'nin fizyolojik degerleri fonksiyonel ER
yolu hakkinda bilgi verir (Obr ve Edwards, 2012: 8). Bununla birlikte, hem ER hem de PR
meme kanseri hiicrelerinde bol miktarda eksprese edilir ve her ikisi de meme kanserinin tanisal
ve prognostik biyobelirtegleri olarak kabul edilir (Wu vd., 2020: 2). Daha yiiksek PR ifadesi,
genel sagkalim, niikse kadar gegen siire ve tedavi basarisizligina veya progresyona kadar gecen
stire ile pozitif olarak iliskiliyken, diisiik PR seviyeleri genellikle hastaligin daha agresif seyri
ve daha kotii niiks ve prognoz ile iligkilidir (Patani vd., 2013: 2).

2.2.3.3. insan epidermal biiyiime Faktorii 2 reseptorii (HER2)

HER2 ifadesi, meme kanserlerinin yaklagik %15-25'"inde goriiliir ve meme kanseri
hastalarinda uygun tedavi se¢iminde Onemlidir. HER2 asir1 ifadesi, meme karsinojenezi
sirasindaki en erken olaylardan biridir. Ayrica HER?2 ifadesi, metastatik veya tekrarlayan meme
kanserlerinin saptanma oranini %50'den %80'in {izerine ¢ikarir (Stanistawek vd., 2021: 12).
HER2-pozitif kanserlerde, HER2 amplifikasyonu pro-onkogenik sinyal yolaklarinin daha fazla
asir1 aktivasyonuna yol agarak, daha kotii klinik sonuglara sebebiyet veren kanser hiicrelerinin

kontrolsiiz biiylimesine yol acar (Stanistawek vd., 2021: 12).
2.2.3.4. Ki-67

Ki-67 proteini, proliferasyon belirtecidir ve Ki-67 ¢ogalma indeksi, 6zellikle meme
kanserinde kanserli hiicrelerin proliferasyonu, tedaviye yanit ve niiks siiresi ile birlikte kanserin
agresifligi hakkinda bilgi verir (Nishimura vd., 2010: 747). Bu nedenle Ki-67, uygun tedavinin

se¢imi ve olas1 niiks nedeniyle takipler agisindan ¢ok 6nemlidir.
2.2.3.5. Mib1l

Mibl (Ki-67'ye karsi antikor) proliferasyon indeksi, Ki-67'ye benzer sekilde meme
kanseri ic¢in gilivenilir bir tanisal biyobelirtegtir. Hem Mibl hem de Ki-67’nin ifade
seviyelerindeki azalma, meme kanseri hastalarinin ameliyat oncesi tedaviye iyi tepki

vermesiyle iligkilidir (Stanistawek vd., 2021: 13).
2.2.3.6. E-Kaderin

E-Kaderin (CDHI), epitelyal-mezenkimal geciste (EMT) gorevli kritik bir proteindir;
ifadesinin kaybi, metastaz riskinin artmasiyla iliskili olan mezenkimal fenotipe kademeli
dontisiime yol acgar. E-Kaderin ifadesinin diisiik veya hatta tamamen kaybi, meme kanserinin
histolojik alt tipinin belirlenmesinde potansiyel olarak yararli olabilir. Azalan E-Kaderin

ifadesi, lenf nodu metastazi ile pozitif olarak iligkilidir (Stanistawek vd., 2021: 13).
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2.2.3.7. TPS3

TP53 genindeki islev kaybi mutasyonlari, 16semi, osteosarkomlar, adrenokortikal
karsinomlar, beyin tiimorleri ve meme kanserleri dahil olmak iizere ¢cok sayida kanser tiiriinde
goriilmektedir. P53 proteini normal hiicresel homeostazi, hiicre dongiisiiniin durmasi, apoptoz,
DNA onarimi ve hiicresel yaslanma dahil olmak iizere hiicresel stres tepkilerine aracilik ederek
genomun korunmasi i¢in gereklidir. P53 geninin inaktif hale gelmesi, kanser olusumunun erken

evrelerinde belirgin olarak goriiliir (Stanistawek vd., 2021: 14).
2.2.3.8. Dolasimdaki dairesel RNA'lar

Dolasimdaki dairesel RNA'lar (circRNA'lar), kodlayici olmayan RNA grubuna aittir ve
yakin zamanlardaki ¢aligmalarda apoptoz, artan proliferasyon veya artan metastatik potansiyel
gibi kanserin Ozellikleri agisindan ¢ok 6nemli olduklar1 gésterilmistir (Zhou vd., 2019: 765).
circFBXW?7, TNBC hastalar i¢in terap6tik bir ara¢ ve potansiyel bir tanisal biyobelirtectir.
hsa_circ_0072309 meme kanseri hastalarinda bol miktarda eksprese edilir ve genellikle daha
diisiik hayatta kalma oranlan ile iligkilidir (Tran vd., 2020). Hsa circ 0001785'in meme
kanserinin tanisal bir biyobelirte¢ olarak umut verici oldugu diisiiniilmektedir (De Palma vd.,

2022: 12).
2.2.3.9. MikroRNA

MikroRNA'lar (miRNA), bir¢cok yolakda diizenleyici rollere sahip olan endojen
kodlayici olmayan RNA molekiillerinin (19-25 niikleotit) ana siifidir (Wiemer, 2007: 1529).
Bazi miRNA'lar tiimoriin gelisimi, progresyonu ve tedaviye yaniti ile iligkilidir (Iorio ve Croce,
2012: 143). Yapilan birka¢ calismada, meme kanseri doku orneklerinde anormal sekilde
eksprese edilen miRNA'larin biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gosterilmistir (Adhami vd.,
2018: 198). miRNA-21 ve miRNA-210 siirekli olarak up regiile ve miRNA-145, miRNA-139-
5p, miRNA-195, miRNA-99a, miRNA-497 ve miRNA-205 ise down regiile oldugu
gosterilmistir (Adhami vd., 2018: 198). miRNA-21 agir1 ifade, TNBC dokularinda gézlendi ve
TNBC hiicrelerinin artan invazyonu ve proliferasyonu ve PTEN ifadesinin down regiilasyonu
ile iligkilendirildi (Fang vd., 2017: 953). Benzer sekilde, miRNA-210'un yiiksek ifadesi meme
kanseri hastalarinda proliferasyon, invazyon ve kotii hayatta kalma oranlarn ile iligkili oldugu

gosterildi (Rothé vd., 2011: 1).
2.2.3.10. Tiimorle iligkili Makrofajlar

Makrofajlar, immiinomodiilator etkileri ile bilinirler ve fenotiplerine gore M1 veya M2

benzeri durumlara boéliinebilirler (Gordon ve Martinez, 2010: 593). M1 makrofajlar,
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antimikrobiyal ve antitiimor etkileri olan IL-12 ve tiimdr nekroz faktoriinii salgilar. M2
makrofajlari, IL-10, IL-1 reseptorii antagonisti tip II ve IL-1 tuzak reseptorii dahil olmak tizere
sitokinler iiretir. Bu nedenle, M1 benzeri fenotipe sahip makrofajlar, iyi hastalik seyri ile
iliskilendirilirken, M2 benzeri fenotip, anjiyogenez, potansiyel olarak immdiin baskilama, timér
hiicresi proliferasyonu ve invazyonu tesvik etmesinden dolayr olumsuz sonugclarla
iligkilendirilmistir (C. B. Williams vd., 2016: 3). Literatiirde, tiimorle iliskili makrofajlar
(TAM'ler) tiimor biiylimesini ve metastazin1 destekleyen M2 makrofajlart ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Meme kanserinde yapilan ¢alismalar, TAM'lerin yogunlugunun hormon reseptor
durumu, histolojik derece, evre, vaskiiler invazyon. ve lenf nodu metastaz ile iligkili oldugunu

gostermistir (Gwak vd., 2015: 1; J. Yang vd., 2015: 6656).

2.2.4. Meme Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Kanser hiicresi i¢indeki mitojenik sinyaller i¢in sinyal iletim yolaklari, hiicre dongiisii
kontrol sistemleri, DNA tamir sistemleri gibi c¢esitli sistemler bozularak sinirsiz biiyiime,
bliyiime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik, apoptoza direng, invazyon ve metastaz

anjiyogenez gibi malignant fenotip gozlemlenir (Schuur ve Deandrade, 2015: 159).

Meme kanseri ile iligkili germline mutasyonlarin cogu BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
goriilmektedir. Meme kanseri 1 (BRCA1), BRCA2, kontrol noktasi kinaz 2 (CHEK2), ATM
serin/treonin kinaz (ATM) ve BRCA2'min partneri ve lokalizérii (PALB2) gibi genlerin
mutasyonu meme kanseri goriilme riskini arttirir saglar (Tungsukruthai vd., 2018: 2608). Bu
nedenle meme kanserinde yeni nesil dizileme, BRCA genlerine ek olarak PALB2, ATM,
CHEK2, RADS1C, BARDI ve TP53"i igeren gen panellerine dayanmaktadir (Loibl vd., 2021:
1750). BRCAL ile iligkili timér profilinin TNBC alt tipine benzedigi, BRCA2 ile iligkili
tiimoriin profilinin ise luminal benzeri meme kanserleri, 6zellikle Luminal B alt tipi ile korele
oldugu ortaya cikarilmistir (Incorvaia vd., 2020). Hastalarda meme kanseri ile iliskili
genlerdeki mutasyonlarin tespit edilmesi korunma, erken tani ve tedavi yonteminin

belirlenmesinde son derece dneme sahiptir (Polyak, 2002: 1).

Yapilan calismalar sonucunda Ostrojen antagonistlerinin terapotik olarak kullanilmasi
ve Ostrojen reseptdriiniin tanisal bir biyobelirteg olarak 6l¢iilmesi igin temel atilmasini sagladi.
Ostrojen etkisini Ostrojen Reseptor Alfa (ERa) ve Ostrojen Reseptér Beta (ERP) spesifik
reseptorii ile gosterir. Bu niikleer reseptorler, Ostrojenlerin ve anti-Ostrojenlerin biyolojik
etkilerine aracilik eden ligand bagimli transkripsiyon faktorleridir (Germain, 2011: 476; C.

Williams ve Lin, 2013: 2). Ostrojen reseptorleri cekirdege hizla transfer olur ve inaktif
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haldedirler. Hsp 90, Hsp 56 gibi 1s1 sok proteinleri, dstrojen reseptorleriyle kompleks olusturur
ve Ostrojenin reseptore baglanmasini saglayarak reseptorde konformasyonel bir degisiklige ve
aktivasyondan sonra dstrojen reseptor monomerleri arasinda protein-protein etkilesimine bagh
olarak dimerlesme goriiliir. DNA’ya baglanma afinitesinin yiiksek olabilmesi i¢in reseptorler
arasinda bu dimerlesmeye ihtiya¢ vardir. Reseptdr daha sonra duyarli genlerin promotor
bolgesindeki Ostrojen reseptorlerinden sorumlu elementlerle (ERE) etkileserek hedef gen
ifadesinin baglamasina yani hormonal etkinin baslamasina neden olmaktadir (Moras, 1998:
389). ER, ERE'lerden bagimsiz olarak gen ifadesini da aktive edebilir. Bunu, JUN ve AP-1
dahil olmak tizere diger transkripsiyon faktorleriyle kompleksler olusturarak yapar ve bunlar
daha sonra ovalbumin, IGF-1 ve CCND1 gibi genler i¢in gen promotdrlerindeki ayni kdkenli
baglanma bolgeleri araciligiyla transkripsiyonu uyarir. Gen ifade transaktivasyonuna ek olarak,
Ostrojen reseptorii, genomdan bagimsiz bir sekilde MAPK, PI3K sinyal yolagi gibi mitojenik
sinyal yolaklarmin aktivasyonuna aracilik edebilir (Velloso vd., 2017: 5492).

HER2 gibi biliylime faktorii reseptorlerinin meme kanseri olusumunda 6nemli roli

vardir ve kanser terapdtikleri i¢in ana hedeftir (Tungsukruthai vd., 2018: 2610).

Meme kanseri onkogenezinde yer alan TP53, ATM, CCND1 ve CHEK2 genleri, hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde rol alir. TP53, bir¢ok farkli kanser tiirlinde en sik mutasyona
ugrayan genlerden biri olan P53 tiimoér baskilayici proteini kodlar. P53 proteinini, hedef
genlerini DNA hasar1 da dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel streslere yanit olarak diizenleyen ve
boylece hiicre dongiisiinii durduran veya yaslanmayi, apoptozu, DNA onarimin1 veya
metabolizma degisiklikleri uyaran ¢ok islevli bir proteindir. CCNDI, sikline bagimli kinazlar
4 ve 6 ile etkilesime girerek hiicre dongiisiinii diizenleme islevi goren siklin D1 proteinini
kodlar. Siklin D1'in kendisi, tiimor baskilayici protein RB tarafindan diizenlenir. ATM geni,
ultraviyole radyasyon gibi kaynaklardan kaynaklanan DNA hasarina yanit olarak hiicre
dongiisii kontrol noktalarini diizenleyen bir PI3/P14-kinaz ailesi proteinini kodlar. CHEK2 geni,
bir hiicre dongiisii kontrol noktas1 diizenleyicisi ve varsayilan timor baskilayici olan bir proteini
kodlar ve bu protein, DNA hasar1 ve hiicre dongiisiiniin blokaji ile aktive edilir ve G1'de hiicre
dongiisii durmasii indiiklemek icin P53 ve diger proteinlerle etkilesime girer (Schuur &

Deandrade, 2015: 155).

Progresif DNA hasari, ¢ogu kanserin bir 6zelligidir ve onarim yolaklarinin islev
kaybindan kaynaklanir. Cift sarmalli DNA molekiiliindeki hasar birka¢ sekilde olusabilir: tek
sarmal boliinmesi veya baz yer degistirmesi, ¢ift sarmal kirilmalar1 veya sarmallar arasi ¢apraz

baglar. DNA molekiiliiniin korunmasi i¢in hiicre, meydana gelen bu hasara kars1 korunmak ve
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onarmak i¢in birden fazla sistem devreye sokar. BRCA genlerinin her ikisi de genetik olarak
timoOr baskilayic1 genler gibi davranan multifonksiyonel proteinleri kodlar. Homolog
rekombinasyon yoluyla DNA c¢ift iplik¢ik kirilma onarimini kolaylastirarak genomik stabiliteyi
korumada ¢oklu fonksiyonlara sahip proteinleri kodlarlar., BRCA  genlerinin
heterozigotlugunun kaybi, eksik DNA onarimina ve onkogeneze katkida bulunan ek DNA
hasarmin birikmesine neden olur. BRCA fonksiyonunun yoklugunda hiicreler, DNA onarimi
icin poli(adenozin fosfat-riboz) polimeraz-1'e (PARP1) geri doner. Klinik test asamasinda olan
sentetik bir oldiirticii terapotik strateji, PARP aktivitesini inhibe ederek bu mutant meme epitel
hiicrelerindeki dengeyi DNA onarimindan ziyade hiicre 6liimiine dogru yonlendirir (Fong vd.,

2009: 124).
2.2.5. Meme Kanserinde Tedavi Yaklasimlari

Meme kanserinin tedavisinde, timdriin bulundugu bdlgenin cerrahi olarak ¢ikarilmasi,
radyoterapi, kemoterapi, endokrin tedavisi ve immiinoterapi gibi ¢esitli tedavi yaklagimlari

mevcuttur (Sekil 2.5).
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Sekil 2. 5. Meme Kanserinde Kullanilan Mevcut Tedavilerin Sematik Gosterimi
Kaynak: (Wang ve Minden, 2022: 2).

2.2.5.1. Kemoterapi

Bu terapi seklinde kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin kontrol altina alinmasi veya

oldiiriilmesi hedeflenmektedir. Tiimoriin alt tipine, kullanilan ila¢ ve dozlarina gore tedavinin
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etkinligi degismektedir (Sert ve Kiiclikkiling, 2022: 49). Epirubucin, Doksorubucin gibi
antrasiklinler, Paklitaksel ve Dosetaksel gibi taksanlar, Vonorelbin gibi vinca alkaloidleri,
Kapesitabin ve Gemsitabin gibi antimetabolitler, Sisplatin ve Karboplatin gibi platin analoglari
gibi meme kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapoétik ajanlardir (Sert & Kiigiikkiling, 2022:

49).
2.2.5.2. Endokrin (Hormonal) Tedavi

Meme kanserinin endokrin tedavisinde Secici Ostrojen Reseptdr Modiilatorleri
(SERMs), aromataz inhibitdrleri ve Selektif Ostrojen reseptor downregiilatorleri (SERDs)

kullanilmaktadir.

2.2.5.2.1. SERMler

Tamoksifen ve toremifen gibi SERM’ler hormon reseptor antagonisti olarak hareket
eder. SERMler Ostrojenle yarigsarak Ostrojen baglanma bolgelerine baglanmasi ile kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu durdururlar. Ostrojen reseptdrii 1 (ESR1) genindeki veya
efektorlerindeki mutasyonlar meme kanseri hastalarinda endokrin tedavisine direng
gelistirebilecegini gostermektedir. Yapilan bir calismada, ESR1 genindeki D538G veya
Y537S/C/N mutasyonlarmin, ESR1’in ligand baglanma bodlgesinde konformasyon degisikligi
meydana getirdigi ve boylece tamoksifene olan afiniteyi diisiirerek ve hastaligin tedavisinde
tamoksifenin etkisini yitirmesine sebep oldugu gosterilmistir (Robinson vd., 2013: 17). Ayrica
hiicreler tamoksifen tarafindan gelisen Gstrojen sinyal blokajini atlatmak i¢in fosfataz ve tensin
homologu (PTEN) gibi timor baskilayict genlerin ifadesini azaltarak ER+ tlimdrlerde
PI3K/AKT’ nin fosforilasyonunu artirmak gibi alternatif yollar gelistirebilirler (Tserga vd.,
2016: 36).

2.2.5.2.2. Aromataz Inhibitorleri

Meme kanseri tedavisinde kullanilan aromataz inhibit6rleri aromataz enzimi tarafindan
androstenedion ve testosteronun aromatizasyonuyla Ostrojen sentezini inhibe eder ve hormon

reseptorii pozitif (HR+) meme kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (Trunet vd., 1997: 247).

Nonsteroid arometaz inhibitorleri: Anastrozol ve letrozol 6rnek olarak verilebilir.
Endojen ligandlar, aromataz enziminin aktif bolgesine reversible olarak baglanabilmek icin

androstendion ve testosteron ile yarisir (Kudachadkar vd., 2005: 147).
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Steroid arometaz inhibitorleri: Ekzemestan bu gruba ornek olarak verilebilir.
Aromataz enziminin aktif bolgesine irreversibl olarak baglanir ve ilag kan dolasimindan atilsa

bile metabolitleri sayesinde aromatazin kalici inaktivasyonunu saglar (Buzdar vd., 2002: 2009).

2.2.5.2.3. SERDler

SERDlIer dstrojen reseptorlerine baglanilarak dstrojen baglanma bdlgesini bloke ederler
ve bdylece Ostrojen reseptorlerini etkisiz hale getirir. Bu gruba ait olan Fulvestrant
postmenapozol metastatik meme kanserlerinde veya yumurtalik ablasyonu yapilmis pre

menapozol hastalarda kullanilmaktadir (Di Leo vd., 2010: 4599).

2.2.5.3. Anti-anjiyogenik Tedavi

Metastaz ve tiimor gelisiminde dnemli rolii olan anjiyogenezin engellenmesi terapotik
yaklasimlardandir. Bu tedavide; Bevacizumab monoklonal antikoru kullanilarak vaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) bloke edilmesi, VEGF reseptoriiniin sinyal iletiminin
Sunitib ve Sorafenib gibi tirozin kinaz inhibitorleri ile inhibe edilmesi hedeflenmektedir

(Gotink ve Verheul, 2010: 1).

2.2.5.4. Iimmiinoterapi

Meme kanserinin immiinterapisinde meme kanseri asilari ve monoklonal antikorlar

kullanilmaktadir.
2.2.5.4.1. Meme Kanseri Asilari

Kemoterapi ve radyoterapi gibi meme kanseri tedavisinde kullanilan geleneksel tedavi
yontemlerinin doku 6zgilliigiiniin olmamasi, hayatta kalma oranlarinin diisiik olmasi, ilag
direncinin geligsmesi gibi dezavantajlarinin olmasi alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir. Bu alternatif tedavi yontemlerinden biri tlimorle iligkili peptit veya
protein asilart, DNA asilari, as1 preparatlarinin immiinojenitesini iyilestiren rekombinant viral
veya bakteriyel vektorler ve hiicre bazli asilar gibi meme kanseri agilaridir (Burke vd., 2019:
355). Gen bazli as1 tedavilerinde fonksiyonel terapdtik proteinlerin liretiminin saglanmasi i¢in
hedef hiicreye verilen gen metastatik hiicrelerin ve yeni damar olusumu engellenebilir, timor
hiicresi dogrudan inhibe edilebilir veya hiicre dongiisii bloke edilebilir ve hiicrenin apoptozu

uyarilabilir (Santos-Carballal vd., 2018: 3).
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2.2.5.4.2. Monoklonal Antikorlar

Klinik uygulamada en sik kullanilan immiinoterapi yontemidir (Waldmann, 2003: 269).
Monoklonal antikorlar kanser hiicrelerinin bdliinme ve anjiogenezi ile ilgili sinyal yolaklarini
aktive eden faktorlere ve reseptorlerine baglanarak inhibe etmesi, Antikora bagimli hiicresel
sitotoksisite (ADCC) ve kompleman aktivasyonu ile kompleman bagimli sitotoksisite (CDC)
olmak iizere {i¢ esas mekanizma ile immiinoterapdtik etkilerini gosterirler (Sakalar vd., 2013:

108).

2.2.5.4.3. Kontrol Noktasi inhibitorleri

Tiimdr hiicreleri antitimdr immiin tepkilerini inhibe etmek i¢in Programlanmis Hiicre
Oliimii Ligand-1 (PD-1) ve Sitotoksik T lenfositle iliskili molekiil-4 (CTLA-4) gibi inhibitor
reseptorlerini (kontrol noktasi reseptorii olarak de bilinmektedir) asir1 eksprese ederek immiin
baskilamay1 saglamaktadir (Pardoll, 2012: 252; Zhang vd., 2018: 1). PD-1 insanlarda ve
farelerde aktive edilmis dendritik hiicreler, monositler, B hiicreleri, T hiicreleri, ve dogal
Oldiirticii T hiicrelerinde eksprese edilen esas immiin kontrol noktasi reseptorii olarak
bilinmektedir. PD-1 hiicre yapismasi, ¢ogalmasi ve sitokin sinyalinde 6nemli bir rol oynar. PD-
L1 ve PD-L2 ligandlarmin ifadesi kanser hiicreleri immiin sistem tarafindan saldiriya
ugradiginda artar ve boylelikle T hiicrelerinin baskilanmasina ve immiin kagigina sebep olur.
Meme kanserinde yiiksek PD-L1 ifadesinin yliksek histolojik derece ve proliferatif indeksle,
tiimor boyutunun artmasi gibi cesitli negatif prognostik faktorlerle iliskili olabilir. Kanser
tedavisinde kanser hiicrelerine karsit bagisiklik tepkisini arttirmak i¢in PD-1 ve PD-L1’in
etkilesiminin inhibe edilmesi hedeflenmektedir (Zhang vd., 2018: 1). CTLA-4 T hiicresi
aktivasyonundan sonra upregiilasyonu gergeklesir, CD28 kostimiilasyonuna negatif feedback
saglamak amaciyla CD80/CD86’ya baglanir ve T hiicresinin aktivasyonunu kisitlar. Boylelikle,
CTLA-4 kontrolsiiz bagisikligin 6nlenmesine katki saglar (Pardoll, 2012: 253).

2.2.5.5. flac Tasiyien Sistem Nanopartikiillerin Kullamildigi  Yeni Tedavi

Yaklasimlan

Nanopartikiiller normal hiicrelere zarar vermeden terapotik genleri hedefleyen veya
kanserli hiicrelerde yiiksek kemoterapotik dozlart azaltmada kullanilan ilag tastyici
sistemlerdir. Nanopartikiiller hedefe yonelik olmalar1 nedeniyle ila¢ direncinin iistesinden
gelmeleri, diger dokulara dagilimlarinin az olmasi ve tiimor hiicrelerinde birikimlerinin fazla
olmast, uzun siire kan dolasiminda kalmalari, ciddi sistemik yan etkilerinin daha az goriilmesi,

ilacin anti-kanser etkinliginin arttirilmasi, suda ¢oziiniirliigli diisiik ilaglarin tasinmasi gibi
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ozellikleri ile kanser tan1 ve tedavisinde yeni bir yaklasim olarak kullanilmaktadir. Kanser
tedavisinde ilag tasiyici sistemler olarak polimerler, aiseller, altin nanopartikiiller, lipozomlar,

nanojeller ve dendrimerler kullanilmaktadir (Singh vd., 2017: 6206).

2.2.5.6. Hiicre Sagkalimi1 Ve Proliferasyonu Etkileyen Sinyal Yolaklarinin Hedef

AliInmasi

Tiimor olusumunda ve metastatik ilerlemede rolii olan PI3K/AKT, JAK/STAT, MAPK
gibi sinyal yolaklarmin inhibe edilerek, hiicre sagkaliminin azaltilmasi ve hiicre 6liimiiniin
uyarilmasi son zamanlarda kullanilan terapotik bir stratejidir (Sekil 2.6) (Godone vd., 2018:
21). Histon deasetilaz (HDAC) inhibitorleri, Androjen reseptorii (AR), PARP inhibitorleri,
reseptor tirozin kinazlarin (RTK) inhibe edilmesi, CDK4/6 inhibitorleri, steroid siilfatazin
inhibisyonu, Farnesil Transferaz Inhibitorleri (FTI), tirozin kinaz inhibitdrleri, kombine terapi

son zamanlarda kullanilan terapotik bir stratejilerdendir (Sert ve Kiigiikkiling, 2022: 53).

Biiyiime Faktirleri

&waumg&mﬁd

Sekil 2. 6. Apoptoz Iliskili Yolaklar
Kaynak: (An vd., 2019: 2)

2.3. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii, gelisim boyunca meydana gelen ve tesadiifi olmayan
hiicre 6liimiinii ifade eder (Mishra vd., 2018: 2) ve ilgili sinyal yolaklarina bagl olarak ya litik
ya da litik olmayan morfoloji ile sonug¢lanir (Jorgensen vd., 2017: 151). Apoptoz, otofaji,

nekroptoz, piroptoz ve diger programlanmis hiicre dliimlerindendir. Otofaji, evrimsel olarak
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korunmus hiicre i¢i bir katabolik bozunma siirecidir (X. Li vd., 2020: 1). Nekroptoz, yiiksek
immiinojenisiteye sahip, otofaji ve apoptoz ile etkilesime giren nekrotik programlanmis bir
hiicre 6liimiidiir (Gong vd., 2019: 1). Piroptoz, litik bir tiir inflamatuar hiicre 6liimiine neden

olan inflamatuar kaspazlarin aktivasyonudur (Kesavardhana vd., 2020: 2).

Hiicre 6liimii, radyasyon ve kemoterapi sonrasinda malignant hiicrelerin 6liimiine neden
oldugu i¢in kanser terapisi ile iligkilendirilmistir, fakat kanserli hiicrelerin 6lmesinin yaninda
normal hiicrelerin de 6lmesine neden olmaktadir (Strasser ve Vaux, 2020: 1045). Apoptoz,
programlanmis bir hiicre 6limii siirecidir ve insan gelisimi ve doku homeostazinda hayati bir
role sahiptir (An vd., 2019: 1). Apoptoz mekanizmasindaki herhangi bir aksaklik, otoimmiinite,
dejeneratif hastaliklar, kanser vb. gibi cesitli hastaliklara neden olabilir (An vd., 2019: 1). Bir
diger 6liim sekli olan nekroz sadece hiicre sayisinin diizenlenmesiyle degil, belirli bir dokudaki
hiicrelerin farkli morfolojik profile sahip olmasiyla apoptozdan ayirt edilir (Fasoulakis vd.,
2021: 171; Strasser & Vaux, 2020: 1045). Apoptotik hiicre 6liimii genellikle hiicre biiziilmesi,
ekstraselliiler matrikse adhezyonun kaybi, dinamik membranda kabarcik olusumu, apoptotik
cisimcik olusumu, ¢ekirdekte kromatin materyalinin yogunlasmasi ve DNA fragmentasyonu
gibi biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler goriilmektedir (Fasoulakis vd., 2021: 172; M. Y.
Park vd., 2021: 1). Ayrica, diger biyokimyasal degisiklikler arasinda kaspazlar, yani sistein
aspartil proteazlarin aktivasyonu ve fosfatidilserinin eksternalizasyonu hiicre o6liimiiyle

sonuglanir (Ouyang vd., 2012: 489).
2.3.1. Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Apoptozun uyarilmasinda ekstrinsik (6liim reseptorii aracilt yolak) ve intrinsik yolak

(mitokondri aracili yolak) olmak {izere iki ana yolak bulunmaktadir (Ouyang vd., 2012: 488).

2.3.1.1 Ekstrinsik Yolak: Hiicre Yiizey Reseptorleri Aracihig:r ile Tetiklenen
Apoptoz

Apoptoz, hiicre dis1 6liim reseptorleri (tlimor nekroz faktorii (TNF), TNF ile iliskili
apoptozu tetikleyen ligand (TRAIL) ve Fas hiicre yiizey 6lim reseptorii (FAS)) veya besin
yoksunlugu, onarilamaz genetik hasar, osmotik stres, hipoksi gibi hiicre i¢i uyaranlar tarafindan
uyarilabilir (Mishra vd., 2018: 2). Ekstrinsik yol, TNF gibi transmembran 6liim reseptorleri ve
ekstrinsik yolak ve bu yolak ile iliskili protein ailesi iiyelerinin aracilik ettigi baglantilar
icermektedir (Mishra vd., 2018: 2). Oliim reseptorleri ve ligandlar arasindaki baglanma ile
ekstrinsik yolak uyarilir ve TNF reseptorii 1 (TNFR1), Fas-Fas-L, 6liim reseptorii 3 (DR3),
olim reseptorii 4 (DR4) ve Tiimor-Nekroz-Faktor-Iliskili Apoptoz Ligand Veya Apo2L
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(TRAIL/Apo2L)’den olusan bir "6liim dahil sinyal kompleksi"nin (DISC) gelismesiyle
sonuclanir (D’Arcy, 2019: 585). Bunun sonucunda, FAS adaptor proteini ile iliskili 6liim
alanina (FADD) baglanabilen FAS o6liim efektor alani aciga ¢ikar. RIPK1 ve TNF reseptor-
iliskili 6liim domain protein (TRADD), TNF trimeri TNF reseptorii trimerine baglandiginda
apoptoz kompleksi I olusturmak i¢in TNA reseptoriiniin sitoplazmik kismina baglanan adaptor
proteinlerdir (D’Arcy, 2019: 585). cIAP ve FLIP gibi dogal hiicre oliimiinii baskilayan
proteinlerin yoklugunda, RIP1, FADD ve kaspaz-8 gibi kompleksler sitoplazmada birleserek
kaspaz zincir reaksiyonu baslatir. Ekstrinsik yolakta, kaspaz-8 ve kaspaz-10, BH3 ile etkilesime
giren domain 6liim agonistini (BID) tBID’e parcalanir. BAX ve BCL2-antagonisti/dldiiriicii
(BAK), tBID tarafindan aktive edilir. Boylece apoptoz meydana gelir (Sekil 2.7) (D’Arcy,
2019: 590; M. Y. Park vd., 2021: 3).

2.3.2.2. Mitokondriyal Apoptotik Yolak

Apoptozun intrinsik yolagi, hipoksi, endoplasmik retikulum (ER) stresi, metabolik stres
ve DNA hasari gibi intrinsik letal uyaranlar tarafindan tetiklenmektedir (D’Arcy, 2019: 583).
Bu uyaranlar sonucunda BAX ve BAK’1 aktive eden sadece BH3 bolgesine sahip proteinlerini
uyarabilir. Aktive edilen BAX ve BAK, mitokondri transmembran potansiyelinin kaybi ile
mitokondri dig membran gegirgenligi (MOMP) uyararak apoptotik proteaz aktive edici faktor
1 (APAF1) ile apoptozom olusumunu kolaylastirmak i¢in Smac/Diablo, sitokrom C ve Ht-
A2/0Omi pro-apoptotik proteinlerinin sitozole salinmasina sebep olmaktadir. Apoptozom
kompleksi olustugunda, Kaspaz-9 uyarilir, ardindan Kaspaz-3 ve Kaspaz-7'yi aktive eden
kaskadlar gelir. Aktif Kaspaz-3 ve Kaspaz-7, apoptoz yoluyla hiicresel bilesenlerin yikimina
yol agar (Sekil 2.7) (D’ Arcy, 2019: 585; Jorgensen vd., 2017: 155; Mishra vd., 2018: 3).
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£

Sekil 2. 7. Apoptotik Yolaklar

Kaynak: (Jan ve Chaudhry, 2019: 207)

2.3.2.2.1. BCL-2 Ailesi Uyeleri

Mitokondriyal apoptotik olayin diizenlenmesinde pro-apoptotik ve anti-apoptotik BCL-
2 ailesi lyeleri rol alir (Letai, 2017: 277). Azalan BCL-2 ifadesi, antikanser ilaglara apoptotik
yanitlar1 uyarabilirken, artan BCL-2 ifadesi, kemoterapoétik ilaglara ve radyasyon tedavisine

kars1 dirence yol acar (Ouyang vd., 2012: 489).

BCL-2 ailesi iiyeleri dis mitokondri membraninda bulunurlar (Letai, 2017: 277).
Antiapoptotik BCL-2 ailesi tiyeleri (BCL-2, BCL-XL, BCL-w, MCL-1 ve BFL-1/A1)
mitokondriyal gegirgenligi onlerken, pro-apoptotik iiyelerinin (BAX, BAK, BIM, BID, BAD,
BMF ve PUMA) mitokondriyal gecirgenligi uyarici rolii oldugu anlagilmigtir (Ouyang vd.,
2012: 489). Bir oliim sinyalinin ardindan, pro-apoptotik proteinler, fosforilasyon ve

aktivasyonlarma yol acan boliinme ve apoptozun baslatilabilecegi mitokondriye
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translokasyonunu igeren post-translasyonel modifikasyonlara ugrayabilir (Shamas-din vd.,
2011: 508). Yalnizca BH3 igeren BCL-2 ailesi iiyeleri (BID, BIM, PUMA, NOXA, BAD,
BMF, HRK ve BIK), intrinsik pro-apoptotik aktivitelerini gerceklestirebilmek i¢in BAX ve
BAK proteinlerine ihtiya¢ duyar. Boylece Sitokrom C'nin ve ikinci olarak mitokondri kaynakli
aktivator kaspazlar apoptotik uyaranlara yanit olarak dis mitokondriyal membrana salinir.
Sitoplazmaya salinan Sitokrom C APAF-1’a baglanarak halkasal bir kompleks olusturur ve
boylece KASPAZ-9 APAF-1’e baglanarak aktif hale gelir (Wen vd., 2012: 218). Aktive edilen
KASPAZ-9, KASPAZ-3"i aktive eder, ardindan kaspaz kaskadini aktive eder ve sonunda

apoptozu olusturur.

P53, kanserde en sik silinen veya mutasyona ugrayan tiimdr baskilayicidir (Letai, 2017:
282). P53; PUMA, NOXA ve BAX gibi pro-apoptotik proteinlerin transkripsiyonunu aktive
eder. Bu proteinler apoptotik hiicre 0liimiinii uyarmak i¢in diger BCL-2 ailesi iiyeleriyle
etkilesime girer. Sitoplazmik P53 yeni transkripsiyonun yoklugunda bile BCL-2 ailesi
tiyeleriyle etkilesime girerek apoptozu uyarabilir (Letai, 2017: 282).

2.4. Meme Kanseri Progresyonunda Reseptor Tirozin Kinazlarin Rolii

Meme kanseri, meme epitel hiicrelerinde farkli sinyal yolaklarinin diizensizligi sonucu
ortaya cikar. Biiylime faktorleri ve kemokinler, timoér mikrogevresinde kanser progresyonuna
yol agan molekiillerle etkilesime girerek ¢esitli sinyal yolaklarini aktive eder. Reseptdr Tirozin

Kinazlar (RTK'ler) gibi reseptor ailelerine baglanirlar.

RTK'ler, tiimor mikrogevresinde de olmak iizere ¢esitli hiicre tiplerinde eksprese edilen
tek gecisli transmembran proteinlerdir. RTK’larin sitoplazmik kisimlarinda aktivasyondan
sorumlu olan tirozin kinaz bdlgesi bulunur. RTK'ler, biiylime faktorlerinin baglanmasiyla
aktive edilir ve sitoplazmada sinyal yolagiyla iligkili hedef proteinlerle etkilesime girerek
sinyali iletir. RTK aktivasyonu i¢in ligand baglanmas1 ve reseptor dimerizasyonudur gereklidir

(Butti vd., 2018: 1).

Meme kanseri de dahil olmak tizere farkli kanser tiirlerinde epidermal biiylime faktorii
reseptorleri (EGFR), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorleri (VEGFR), trombosit
tiirevli biiylime faktorii reseptorleri (PDGFR), insiilin benzeri biiylime faktorii reseptorleri
(IGFR) ve fibroblast biliyiime faktorii reseptorleri (FGFR) gibi ¢esitli RTK tiplerinin agiri
eksprese haldedir (Lemmon ve Schlessinger, 2011: 11). Artan RTK seviyeleri, meme
kanserinin agresifliginin artmasi ve hiicre sagkaliminin azalmast ile iligkilidir (Templeton vd.,

2014: 1049). RTK'lar tarafindan aktive edildigi bilinen 6nemli yolaklar arasinda mitojenle
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aktive olan protein kinaz (MAPK), Janus kinaz (JAK)/sinyal transdiiser ve transkripsiyon
aktivatorii (STAT) ve fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/AKT sinyal yolaklar1 bulunmaktadir
(Ibrahim vd., 2017: 2; J. Park vd., 2016: 43961; Wise & Zolkiewska, 2018: 2). RTK tarafindan

diizenlenen yolaklar, kanser progresyonunda 6énemli rol oynar.
2.4.1. Kanser Patogenezinde MAPK Yolag:

Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi, hiicre zarindan niikleusa sinyali
ileten bir dizi protein kinazlardan olusan bir sinyal iletim yoludur. Proliferasyon, farklilagma,
hiicre ¢ogalmasi, hareketi, gen ifadesi, metabolizma ve apoptozu diizenlemektedir (Wada ve
Penninger, 2004: 2838). MAPK yolunun hiperaktivasyonu, ndrodejeneratif ve gelisimsel
hastaliklar, diyabet ve kanser dahil olmak {izere ¢esitli patolojilerde rol oynar (Krishna ve

Narang, 2008: 3525).

Ekstraselliiler sinyal-diizenleyen kinaz (ERK), c-Jun NH2- terminal kinaz (JNK) ve
P38-MAPK aile iiyeleri MAPK’ y1 olugsmaktadirlar. ERK’lar biiylime sinyaline cevap olarak
aktive olurlar. Hem JNK'ler hem de p38-MAPK, ozmolarite veya metabolizmadaki
degisiklikler, DNA hasari, 1s1 soku, iskemi, enflamatuar sitokinler, kayma stresi, UV radyasyon
seramidi veya oksidatif stres gibi ¢esitli hiicresel ve ¢evresel streslere yanit olarak ayni anda

aktive edilir (Wada ve Penninger, 2004: 2838).

Biiytime faktorleri ve mitojenler gibi dig uyaranlar plazma membran reseptorlerine
baglandiginda, reseptor dimerizasyonunu ve src homoloji 2 alani igeren doniistiiriicii protein 1
(SHC1) ve biiylime faktorii reseptoriine bagli protein 2 (GRB2) gibi adaptor proteinler
tarafindan taninan rezidiilerin otofosforilasyonu ile sinyal aktivasyonu gerceklesir. Buna
karsilik, adaptor proteinler, RAS proteinleri ilizerinde guanin di-fosfati (GDP) GTP'ye
dontistiirmek icin Son of Sevenless (SOS) gibi degisim faktdrlerini ¢agirir. Aktive edildikten
sonra RAS, MEK ve ERK'nin sirali aktivasyonunun uyarilmasi i¢cin RAF proteinlerini plazma
zarma alir. Iki yiize kadar farkli efektdr, sitoplazma, mitokondri, golgi, endoplazmik retikulum
gibi hiicrenin organel kisimlarinda ve ozellikle c-FOS, c-JUN, c-MYC veya ELKI1 gibi
proliferasyonla iliskili transkripsiyon faktorleri ERK tarafindan aktive edilir (Sekil 2.8)
(Zaballos ve Santisteban, 2017: 45).
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Sekil 2. 8. MAPK Sinyal Patogenezi

Kaynak: (Zaballos & Santisteban, 2017: 45)

2.4.2. Kanser Patogenezinde PI3K/AKT Yolag:

Fosfoinositid kinazlar (PIK'ler), ¢esitli sinyal yolaklarinda sinyal transduser olarak islev
goren lipid kinazlardir (Algahtani vd., 2019: 1). PI3K/AKT sinyal yolaginin asir1 aktivasyonu
meme kanseri dahil bir¢ok kanser tiirtinde hiire proliferasyonu, invazyonu, metastazi ve ilag

direncinin gelisimi ile iliskilidir (Jiang vd., 2020: 4587; Pascual ve Turner, 2019: 1051).

PI3K, bir biiyiime faktoriine bagli reseptor tirozin kinaz (RTK) tarafindan aktive
olduktan sonra fosfoinositidlerin inositol halkasini1 fosforile ederek sinyali iletir ve
fosfatidilinositol 4,5 bisfosfati (PIP2) fosforile ederek ikinci mesaj olan fosfotidilinositol
trifosfat (PIP3)’ 1 Uiretir. PIP;, PI3K'nin aktivasyonu ve ardindan PIP3 iiretimi, tiimor gelisimi
ve progresyonu igeren sinyal yolaklarinin iletilmesine aracilik eder (Algahtani vd., 2019: 1).
PI3K'nin downstreaminde protein kinaz B (AKT) ve rapamisinin memeli hedefi (mTOR)
bulunur. Bu sinyal, inositol polifosfat-4-fosfataz tip II B (INPP4B) ve fosfataz ve tensin
homologu (PTEN) dahil olmak iizere ¢oklu fosfatazlar tarafindan diizenlenir (Sekil 2.9).
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Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik alt iinitesi alfa (PIK3CA) geni, PI3K'nin
katalitik alt birimi ve kanserle iliskili olan p110a proteinini kodlar. Yapilan bir¢ok ¢aligmada,
cesitli kanser tiirlerinde AKT, PDPK1 veya PIK3CA genlerini igeren genomik bdlgelerin
amplifiye oldugunu ve PI3K'nin bir onkogen gibi davrandigini belirtmistir (Knobbe; &
Reifenberger, 2003). Ayrica ovaryum ve kolon kanserlerinde PI3K’in diizenleyici altiinitesi
(P85) deki mutasyonlarin goriildiiglinii belirtmiglerdir (Philp vd., 2001: 7426). Bircok
caligmada, PIK3CA mutasyonlarinin Ostrojen reseptorii (ER)/progesteron reseptorii (PR)
pozitifligi, lenf noduna metastazin varligi, terapiye yanit gibi klinikopatolojik parametrelerle
iligkisini degerlendirmistir. PIK3CA mutasyonlarinin, normal olarak ifade edilen PTEN, ER,
PR ve ERBB2 genlerine sahip tiimdrlerde ve ayrica nodal tutulumlu tiimoérlerde siklikla
goriildigi bildirilmistir (Hu vd., 2018: 111). PIK3CA mutasyonunun, ER-pozitif tiimorleri olan
hastalarda yabanil tip (WT) PIK3CA ile karsilagtirildiginda hastaliksiz sagkalimi (DFS) 6nemli
Olciide azalttigini gosterilmistir (Deng & Li, 2019: 128). Son zamanlarda, TP53 ve PIK3CA'nin
ko-mutasyonunun, meme kanserinde neoadjuvan kemoterapi sonrasi rezidiiel hastalikta koti
prognoz ile iliskili oldugu bulunmustur (Cizkova vd., 2012: 2). Yapilan ¢alismalarda PI3K ve
ER yolaklarinin tiimoriin progresyonunda sinerjistik bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Son
zamanlarda kemoterapide Everolimus tedavisinin PIK3CA, ESR1 ve GATA3 gen
mutasyonunu baskiladigi gosterilmistir (Zhou vd., 2019: 764).

Sekil 2. 9. PI3K/AKT Sinyal Yolagi ve Apoptozun Inhibe edilmesi

Kaynak: (Rafi vd., 2022: 5)
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2.4.3. Kanser Patogenezinde JAK/STAT Yolag:

Memeli JAK-STAT sinyal yolagi JAKI, JAK2, JAK3 ve (Tirozin Kinaz2) TYK2
proteinlerini i¢eren 4 Janus Kinaz domainininden, 7 Sinyal Transdiizer ve Transkripsiyon
Aktivator (STATs) STATI, STAT2, STAT3, STAT4, STATS, STATSB ve STAT6 dan
olugmaktadir (Shuai ve Liu, 2003: 900). JAK bir transmembran proteindir ve transkripsiyon
mekanizmasini diizenlemek i¢in bir genin promotdr bolgesini hedeflemek {izere niikleusa
transloke olan STAT'lar olarak bilinen transkripsiyon faktoriinii fosforile ederek sinyali
intraselliiler ortama yonlendirir (Fiebelkow vd., 2021: 2). Ligandlar ayn1 kokenli reseptore
baglandikea, iki JAK yakinlagir ve hem reseptorlerin hem de STAT'larin C-terminal bdlgesinin
yakininda bulunan korunmus tirozin rezidiisiinde fosforilasyonuna izin verir (Morris vd., 2018:
1992). Tirozinin C-terminal bolgesindeki fosforilasyonu, SH2 domain olarak adlandirilan
korunmus bir domainin etkilesimini daha da artiran STAT'lerin dimerizasyonundan sorumludur
(Morris vd., 2018: 1992). STAT, sitoplazmada bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir.
Fosforlanmig STAT'ler daha sonra sitoplazmadan importin -5 ve Ran niikleer taginimi adi
verilen bir araci ile niikleusa aktarilir (Seif vd., 2017: 3). Bu dimerize STAT'ler daha sonra
hedeflenen genlerin aktivasyonu veya baskilanmasi i¢in belirli diizenleyici rol alirlar (Sekil
2.10) (Seif vd., 2017: 3). JAK/STAT sinyal yolaginin disregiilasyonu tiimorigenez, invazyon,
metastaz, sagkalim, anjiyogenez, anti-apoptosis ve immiin kagis gibi onkogenik fenotipin
olusmasina yol agabilir (Britschgi vd., 2012: 796; Furth, 2014: 3; Halim vd., 2020: 1; Thomas
vd., 2015: 365; Yu vd., 2014: 1).

Meme kanserinde, JAK-STAT yolagindaki degisikliklerin mekanizmasi: 1- fosfotirozin
spesifik fosfatazlarin downregiilasyonu (Shields vd., 2013: 567), 2- IL-6 ligandinin aktivasyonu
(Lieblein vd., 2008: 1), 3-ErbB1, c-Src, PI3K/AKT (Yokogami vd., 2000: 1) sinyal yolagiin
aktivasyonu, negatif regiilator STAT3’iin downregiilasyonudur. STAT3 ve STATS'in timor
gelisiminde, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ve apoptozda énemli bir rolii vardir ve meme,
akciger, prostat ve pankreas kanserleri ile diger hematolojik malignitelerde aktive haldedirler
(Sekil 2.11) (Jang vd., 2019: 2; Orlova vd., 2019: 1; Owen vd., 2019: 2). Caligsmalar,
JAK2/STATS aktivasyonunun meme kanserinde PI3K/mTOR baskilanmasia kars1 direng
gelistirdigini géstermistir (Britschgi vd., 2012: 2).

JAK/STAT sinyal yolagt MAPK ve PI3K/AKT yolaklar ile etkilesim halindedir. Bu
sinyal yolaklar1 arasindaki etkilesim pluripotensi ve farklilagma immiin diizenlenme ve

tiimorigenez slirecinde 6nemli rol oynar (X. Hu vd., 2021: 8).
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Sekil 2. 10. Meme Kanseri Patogenezinde JAK/STAT Sinyal Yolagi
Kaynak: (Velloso vd., 2017: 5502)

2.5. Kombine Terapi

Bazi meme kanseri hastalarmin tedavisinde hedefli terapi, hormon tedavisi,
immiinoterapi veya kemoterapi gibi monoterapiler iyi bir etkinlige sahip olsa da, bunlarin
etkinligi bazen zamanla zayiflar ve bazi hastalarda tedaviye direng gelisebilir (Liang vd., 2019:
9). Bu nedenle, meme kanseri i¢in daha etkili ve hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, farkli kombinasyon yaklagimlarini optimize etmek icin
nanoteknoloji, DNA dizileme teknolojileri ve hesaplamali analiz gibi destekleyici veriler
kullanilabilir (Wang ve Minden, 2022: 2).

Kombinasyon tedavisi, kanser tedavisinde iki veya daha ¢ok terapotik ajanlarin bir
kombinasyonunu kullanan bir tedavi tiirtidiir (Eroglu vd., 2019:75). Kombine terapi, antikanser
ilaglarla birlikte kullanildiginda, monoterapi yaklagimiyla karsilastirildiginda, sinerjistik veya
aditif olarak kilit yolaklar1 hedefleyerek ilaglarin etkinligini artirir. Kombinasyon tedavisi
muhtemelen ilag direncini azaltir ve timdr biiyliimesini azaltmak, mitotik olarak aktif hiicreleri

durdurmak ve apoptozu tetiklemek gibi bazi avantajlar saglar (Eroglu vd., 2019: 71). Su anda
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gelistirilmekte olan molekiiler kombinasyon tedavileri, tedaviye verilen yanit1 iyilestirmek i¢in

umut verici gériinmektedir.

2.6. Kullamlan ilaclar Ve Etki Mekanizmalar1
2.6.1. Ruxolitinib

JAK inhibitorleri, STAT inhibitorleri ve Sitokin veya reseptor antikorlarinin
kullanilarak JAK/STAT sinyal yolagmin inhibe edilerek apoptozun uyarilmasi terapotik
yaklasimlardandir (Godone vd., 2018: 30).

JAK inhibitorlerinin terapétik etkileri iki faktdre dayanmaktadir. Ilk olarak, JAK'lar
cesitli hiicresel aktivitelere aracilik eder. JAK fonksiyonunun inhibisyonu, immiinosupresyona
neden olabilir ve JAK/STAT sinyal yolunun aracilik ettigi anormal derecede yiiksek serum
proinflamatuar sitokinlerini azaltabilir. Tkinci olarak da, miyeloproliferatif hastaliklar ve gesitli
kanserler gibi hastaliklarda, fonksiyon kazanimi saglayan JAK mutantlarinin tanimlanmasi,

bunlarin inhibisyonu yoluyla tedaviye gergeklestirilebilir (Aittomaki ve Pesu, 2014: 20).

Balko ve ark (2016) meme kanserli dokularda ve triple negatif meme kanser hiicre
hatlarinda (MDA-MB-231, MDA-MB-436) yaptig1 bir ¢alismada, JAK2'nin JAK1 / STAT3'ten
bagimsiz bir sinyal yolagini kullandigin1 géstermislerdir (Balko vd., 2017: 4). JAK2’ye spesifik
inhibitorler, STAT, PI3K/AKT ve MAPK yolaklarin1 inhibe eden ajanlarla kombine olarak
kullanilmasi, JAK sinyalinin disregiilasyonunun neden oldugu malignansilerde kritik bir
kombine terapi olarak kullanilabilir. Boylelikle segici JAK2 inhibitorleri bazal meme
kanserinde (BLBC) hedef olarak kullanilabilir. JAK1/2 inhibitérii Ruxolitinib ¢esitli kanser
hastalarinda kullanilmaktadir (Bianchini vd., 2016: 682).
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Sekil 2. 11. JAK?2 Inhibitérii Ruxolitinibin Etki Mekanizmasi
Kaynak: (Lavanya vd., 2014: 42)

2.6.2. MK-2206

Hiicre proliferasyonu ile apoptoz arasindaki dengenin bozulmasi kanser hiicrelerinde
meydana gelir ve apoptoza direng gibi farkli molekiiler mekanizmalar araciligi ile kanserli
hiicrelerin agir1 ¢ogalmasina yol acar. PI3K/AKT sinyal yolunun tiimor hiicrelerinin apoptozu
tizerindeki roliinii gdsteren ¢ok sayida ¢aligma vardir. Kanser progresyonu sirasinda PI3K/AKT
sinyal yolaginin upregiilasyonu, hiicresel apoptozun inhibisyonuna yol acgabilir. Bu nedenle
prostat ve meme kanseri hiicreleri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde yapilan ¢alismalarda PI3K/AKT
sinyal yolaginin baskilanarak apoptozun uyarilmasi hedeflenmektedir (Singh vd., 2019: 2; Yan
vd., 2018: 3962; Yang vd., 2018: 699). Kanserde PI3K/AKT sinyal yolagindaki terapdtik
yaklasimlar arasinda PI3K ve AKT inhibitorleri bulunmaktadir (Rafi vd., 2022: 6).

MK-2206, su anda farkli kanser tiirlerine karsi sitotoksisitenin incelendigi klinik
deneylerin konusu olan, AKT"in zara taginmasini ve aktivasyonunu bloke eden PH ve kinaz
alanlarma baglanan gii¢lii bir allosterik AKT inhibitoriidiir (Sekil 2.12) (Kim vd., 2016: 5; Li
vd., 2019: 2). Boylelikle PI3K/AKT sinyal yolunun ve tiimor hiicresi proliferasyonun

inhibisyonuna ve tiimor hiicresinde apoptozun indiiklenmesine neden olabilir. Yeni ilag
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hedeflerinin gelistirilmesi ve kombine tedavi ile ¢oklu onkogenik sinyal yollar1 hedeflenebilir

ve ilag direnci ortadan kaldirilabilir.

RTK GPCRs

||||||||||||||||||||||| 0.00.0"

o

(PDK1) —»> )
Smf: 1A PI3K ‘ @
Suf: IB PI3K
| Akt inhibitor |
AZD5356

MK-2206
TCN-PM
Perifosine

mTORC1

Sekil 2. 12. Akt Inhibitdrii MK-2206 ‘nm Etki Mekanizmasi
Kaynak: (Kim vd., 2016: 3)

2.7. Nanopartikiiller

Nanoteknoloji nanometre (nm) boyutundaki yapilari inceler ve kemoterapétik ilaglarin
tiimdr bolgesine ulagsmasi, goriintiileme, izleme, teshis gibi cok sayida yaklasimi miimkiin kilar.
Nanopartikiillerin (NP'ler), direkt kanser hiicrelerine daha etkili bir sekilde etki edebilen, timor
hiicrelerindeki ilag birikimini segici bir sekilde arttirabilen ve dolayisiyla ilaglarin toksik ve yan
etkilerinin azaltmasi i¢in Onemli bir yaklasim oldugu ve bdylelikle ilaglarin antikanser
aktivitesini arttirabilecegi diisliniilmektedir (Jain vd., 2020: 631; Shafei vd., 2017: 1209).
Nanotip, malzeme bilimi, farmasoétikler, tip, miihendislik, molekiiler biyoloji ve bilgi
teknolojisinin birlesimidir. Nanobilimin tip ile birlikte kullanilmasi, biyolojik sistemin daha iyi
bir sekilde incelenmesini ve biyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasina yardimci olur (Jain vd.,

2020: 633).
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Geleneksel kiiciik molekiillii ve biyolojik anti-kanser ilaglari, hastaliklt ve saglikli
dokulara etki ederek sistemik toksisite riskini arttirmakta ve hedef dokulara etkili ilag
konsantrasyonuna ulasamamaktadir (Hamzehzadeh vd., 2016: 60). Normal hiicrelere zarar
vermeden direkt kanser hiicrelerine zarar verecek yeni yontemler gelistirilmeye caligilmaktadir.
Nanotastyicilar hiicre membranindan kolayca gegebilir ve boylece ilaglarin gegirgenligi ve
tasinimini kolaylastirir (Jain vd., 2020: 630). Nano-ilag tasima sistemlerinde ilag-yiiklii
nanopartikiiller, miseller, lipozomlar, kati-lipit nanopartikiiller, polimerik nanopartikiiller,
dendrimerler, metalik nanopartikiiller, karbon nanotiipler, nano boyutlu yar iletken kristal
yapilar (kuantum noktalar1), fullerenler, metaloksitler gibi bir¢ok nano-ilag sistemi
bulunmaktadir (Sekil 2.13) (Jain vd., 2020: 633; Marangoz ve Yavuz, 2020: 511; Tiylek, 2017:
91). Nano-ilag tasiyici sistemlerle hiicre membranina niifuz ederek nanopartikiillere yiiklenen
ilaglarin hiicrelere iletimi saglanabilir. Parcacigin boyutu, sekli ve ylizey kimyasi hiicresel
alimi, biyodistribiitiirii ve temizleme mekanizmalarini belirleyen faktorlerdir (Jain vd., 2020:

633).
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Sekil 2. 13. Meme Kanseri Ve Uglii Negatif Meme Kanserinin Teshis Ve Tedavisinde

Kullanilan Nanotip Yaklagimlari

Kaynak: (Jain vd., 2020: 636)
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2.7.1. Polimerik Nanopartikiiller

Farkli antikanser nanopartikiil tiplerinin terapotik aktiviteyi arttirmak igin farkl
polimerlere yiiklendigi yapilan c¢aligmalarla gdsterilmistir. Polimerik nanopartikiiller (PNP),
ilacin enkapsiile edilmesi i¢in farkli polimerlerin kullanildi§i nanopartikiil smifidir. Bu
polimerik nanopartikiiller, ilacin stabilitesinin arttirilmasi ile o hiicreye afiniteye sahip olan
ligandina baglanarak belirli kanserli hiicreleri veya dokulari hedeflemede kullanilir ve
biyouyumluluklari sebebiyle avantaj saglarlar (Jain vd., 2020: 635).

PNP’ler dogal ve sentetik polimerlerden olusmaktadir. Nanopartikiillerde kullanilan
dogal polimerler alblimin, lesitin, jelatin, visilin ve legumin gibi protein ve kitozan, aljinat,
agaroz, pullulan ve dekstran gibi polisakkaritlerdir (Yavuz ve Marangoz, 2022).
Nanopartikiillerde yaygin olarak kullanilan sentetik polimerler poli(glikolik asit) (PGA),
poli(laktit-ko-glikolid), poli(laktik asit) (PLA), poli(e-kaprolakton) (PCL) ve poliakrilik asittir
(Shukla vd., 2019: 391).

Diinyanin ilk gida ve ilag idaresi (FDA) onayli nanoilag¢ 1995 yilinda Doxil adl1 tirlindiir.
Doxil, anti-kanser ilac1 doksorubisin (DOX) ile yiklii polietilen glikol (PEG) ile modifiye
edilmis alt mikrometrik lipid vezikiillerinden (lipozomlardan) olusan, yumurtalik kanseri ve
kaposi sarkomasi tedavisinde bir atilimdi. Yarim doza 100 kat daha fazla kan dolasimi ve
serbest DOX'tan yedi kat daha diisiik kardiyotoksisite yarattigi gosterilmistir (O’Brien vd.,
2004: 440).

2.7.1.1. Poli-e-kaprolakton (PCL)

Poliesterler polimerik zincirdeki tekrardaki ester baglari igeren sentetik polimer sinifina
aittir. Poliester sinifi, PLA, PGA, PCL, PLGA ve daha fazlasi gibi kimyasal olarak tasarlanmis
cesitli polimerlerden olusur (Jain vd., 2020: 635).

Poli-e-kaprolakton (PCL) sentetik yar1 kristalin yapida biyog¢oziiniir ve yiiksek oranda
hidrofobik bir polimerdir ve in vitro ¢alismalarinda diger polimerlerle bilesik yapabilme
ozelligi oldugu gosterilmistir. Bu polimer fizyolojik ortamda yavas yavas degrade olmakta,
toksik metabolitlerin birikimine sebep olmamaktadir. Poli-e-kaprolakton ‘un biyouyumlu ve
biyobozunur dogasi nedeniyle, ilag gelistirilmesi ve uzun siireli degradasyonu birkag aya kadar

ilag salimini kolaylastirmasi nedeniyle siklikla kullanilmaktadir (Sinha vd., 2004: 1).
2.7.1.2. Polimerik Nanopartikiillerin Sentezlenme Yontemleri

PNP'lerin sentezlenmesinde onceden olusturulmus polimerlerin dispersiyonu veya

iyonik jellesme, hidrofilik polimerlerin uyumlu hale getirilmesi, monomer polimerizasyonu,
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emiilsiyon difiizyon, ¢6ziicli yer degistirmesi, evaporasyon/ekstraksiyon ve nanoc¢oktiirme gibi

yontemler kullanilir (Rizi vd., 2022: 232; Wang vd., 2016).
2.7.1.2.1. Nanocoktiirme Yontemiyle Nanopartikiil Sentezinin Mekanizmasi

Nanogoktiirme, ilk olarak Fessi ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen (Fessi, Puisieux,
Devissaguet, Ammoury, & Benita, 1989) tarafindan gelistirilen ve ¢oziicii yer degistirmesi veya
araylizey biriktirme ydntemi olarak da adlandirilmaktadir. Nanoc¢oktliirme yonteminde,
organik/yag fazi manyetik karigtirici altinda yavas yavas sivi faza eklendiginde kolloidal
stispansiyonda nanoparcaciklar elde edilir (Sekil 2.14). Bu yontemde NP'lerin olusumu aninda
gerceklesir ve yalnizca bir adim gerektirir. Bu nedenle hizli ve kolay calisma avantajina
sahiptir. Organik faz enjeksiyon hizi, sulu faz ¢alkalama hizi ve yag fazi/sulu faz orani gibi
sentez prosediiriindeki anahtar parametreler nano¢oktiirme yonteminde onemli bir etkiye
sahiptir (Mora-Huertas vd., 2010: 118). Bu yontem c¢ogunlukla hidrofobik ilaglarin
enkapsiilasyonu i¢in kullanilir, ancak bazen hidrofilik ilaglar i¢in de kullanilir. Polimer ve ilag,
aseton veya metanol gibi suyla karisabilen bir organik ¢6ziicii iginde ¢oziiliir. Cozelti daha sonra
siirfaktan iceren sulu bir ¢ozeltiye damla damla eklenir. Hizl1 solvent difiizyonu sayesinde

NP'ler hemen olusur. Bundan sonra ¢6ziiciiler ortamdan uzaklastirilir (Wang vd., 2016: 9).
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birikimi
Sekil 2. 14. Nanogoktiirme Yontemiyle Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
Kaynak: (Miladi vd., 2016: 20)

Bu arastirmanin ilk agsamasinda JAK1/2 inhibitorii Ruxolitinib ve AKT inhibitérii MK-
2206 birlikte kullanilarak BT474 (ER+, PR+, HER2+) ve MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2-)
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meme kanseri hiicre hattinda JAK/STAT, PI3K/AKT ve MAPK sinyal yolaklarinin inhibe
edilerek hiicre proliferasyonunun engellenmesi ve apoptozun uyarilarak hiicre Sliimiiniin

gerceklestirilmesi hedeflenmistir.

Bu arastirmanin ikinci asamasinda Ruxolitinib ve MK-2206’nin serbest formlarnin
hiicrede yarattig1 toksisitenin en aza indirilebilmesi ve ilaglarin konsantrasyonlarinin daha etkili
bir sekilde hiicreye ulagmasinin saglanabilmesi hedeflenmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda
Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii PCL nanopartikiiller sentezlenip
hiicrelere uygulanarak, ilaglarin nanoformlarinin BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
JAK/STAT, PI3K/AKT ve MAPK sinyal yolaklar1 ve apoptoz tizerindeki etkilerinin ilaglarin

serbest halleri ile karsilastirilmasi hedeflenmistir.

Bu ¢alisma ile BT474 (ER+, PR+, HER2+) ve MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2-) meme
kanseri hiicre hatlarinda Ruxolitinib, MK-2206, Ruxolitinib+MK-2206, Ruxolitinib ytikli PCL
nanopartikiil, MK-2206 yiikli PCL nanopartikiil ve Ruxolitinib+MK-2206 yiikli PCL
nanopartikiillerin dstrojen sinyal yolagi, PI3K/AKT, JAK/STAT, MAPK sinyal yolaklar1 ve

apoptotik hiicre 6liimiindeki etkisinin agikliga kavusturulmasi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL-YONTEM
3.1 Materyaller
3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Tablo 3. 1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihaz

Kullanilan Cihazin Markasi

Buz Makinesi

Biobase

+4 °C, -20 °C ve -80 °C Buzdolaplari

Regal, Ugur, Panasonic

Neubauer Thoma Lami

Marienfeld Superior

CO,'li inkiibator

Memmert

Laminar Flow

Scanlaf - Mars Safety Classe 2

Inverted Mikroskop Nikon Eclipse TS100-F
Florosan Mikroskop Olympus-BX53
Otoklav Niive Steamart - OT 90L
Dikey Elektroforez Sistemi Cleaver
Western Transfer Sistemi Hoefer

Jel Goriintiileme Sistemi

Syngene - G-box

Distile Su Cihazi

Mes

Etlv

Jeio Tech-IB-E

Hassas Terazi

Ohaus

pH Metre Inolab - PH 7110
Mikroplaka Okuyucu Thermo Scientific - Multiscan Go
Pipet Seti Thermo Scientific
Otomatik pipet Nichiryo
Rotator Biosan - Multi Bio RS24

Sogutmali Santrifiij Cihazi

Thermo Scientific - Micro CL 21R

Santrifiij Cihaz1 Niive - NF 800
Su Banyosu Niive- NF 800
Vorteks Jeio Tech, Lab Companion
Manyetik Karistirict MTOPS- MS300HS

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

ZEISS / Supra 40 VP

Zeta Potansiyel ve Mobilite Olgiim Cihazi

MALVERN / NANO-ZS

Liyofilizator

Biobase, BK-FD10S

Fourier Doniistimlii Kizil6tesi Spektrometresi(FTIR)

Schimadzu




3.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tablo 3. 2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Kullanilan Sarf Malzeme

Kullanilan Sarf Malzemenin Markasi

1,5 mI’lik toplama tiipii Isolab
10 ul’lik pipet ucu Isolab
10 ml Serolojik Pipet Euro clone
1000 ul’lik pipet ucu Isolab
2 ml’lik toplama tiipti Isolab
200 pl’lik pipet ucu Isolab
5 ml Serolojik Pipet Euro clone
50 mI’lik ve 15 mI’lik falkon Euro clone
6’11 well plate SPL
96’11 well plate Biologix
Beher ve Erlen S&H Labware
Cam Sise Isolab
Cryo Tiip Isolab
Enjektor Ayset
Filtre 0,22 uM Sarstedt

T75 ve T25 Flask

Thermo Scientific

Meziir S&H Labware
PVDF Membran Merck Millopore
Scraper SPL
Whatman Kagidi Bio-Rad
Dialysis tubing cellulose membrane, avg. Sigma-Aldrich

flat width 10 mm (0.4 in.), MWCO:
14000 Da
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3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

Tablo 3. 3. Kullanilan Kimyasallar

Prestained Protein Marker 11-180 kDA

Thermo Scientific- 26616

2X Laemli Sigma
Agaroz Applichem
Akrilamid / Bisakrilamid Sigma
Amonyum Asetat Merck Millipore

Amonyum Persiilfat

Thermo Scientific

PI3K primer antikor

Santa Cruz, sc-1637

AKT primer antikor Santa Cruz, sc-5298
PTEN primer antikor Santa Cruz, sc-7974
JAK?2 primer antikor Santa Cruz, sc-390539

STATS3 primer antikor

Santa Cruz, sc-8019

STATS primer antikor

Santa Cruz, sc-74442

ERa primer antikor

Santa Cruz, sc-8002

SRC-1 primer antikor

Santa Cruz, sc-32789

c-RAF primer antikor

Santa Cruz, sc-7267

ERK1/2 primer antikor

Santa Cruz, sc-514302

SAPK/JNK primer antikor

Santa Cruz, sc-7345

c-JUN primer antikor

Santa Cruz, sc-74543

P53 primer antikor

Santa Cruz, sc-126

KASPAZ-8 primer antikor

Santa Cruz, sc-56070

BCL-2 primer antikor

Santa Cruz, sc-7382

MCL-1 primer antikor

Santa Cruz, sc-12756

BAX primer antikor

Santa Cruz, sc-20067

BAD primer antikor

Santa Cruz, sc-8044

c-MYC primer antikor

Santa Cruz, sc-40

PARP primer antikor

Cell Signaling Technology, CST-9532

KASPAZ-9 primer antikor

Cell Signaling Technology, CST-9508

KASPAZ-3 primer antikor

Cell Signaling Technology, CST-9662

KASPAZ-7 primer antikor

Cell Signaling Technology, CST-12827

B-AKTIN primer antikor

Cell Signaling Technology, CST-4970

Anti-tavsan ve Anti-fare sekonder antikorlar

Cell Signaling Technology, 7074P2 ve 7076P2

Bradford Reagent Sigma
BSA Carlo Erba
Coommasie Brilliant Blue Sigma
Hoechst 33342 niiklear boya Enzo
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Merck Millipore

ECL Thermo Scientific
EDTA Carlo Erba
FBS Biological Industries

Penisilin/Streptomisin

Biological Industries
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Tablo 3.3. (Devami)

Fenol klorofom izoamil alkol Sigma

Asetik Asit Sigma

HC1 Merck Millopore
Ruxolitinib MedChemExpress
MK-2206 MedChemExpress
izopropanol Merck Millopore

KCI Merck Millipore
KH,PO4 Merck Millipore
Metanol Sigma

MTT Reagent Glentham Life Sciences
Na,HPO, Merck Millipore

NaClI Merck Millipore

PMSF Cell Signaling Technology
PVDF Membran Merck Millipore
Ponceau Red Merck Millopore
Proteinaz K Sigma

RIPA Tamponu

Cell Signaling Technology

RPMI-1640 Besiyeri

Biological Industries

DMEM Besiyeri Gibco

Non essential amino acids (NEAA) Capricorn

Insulin Sigma

Sodyum Dodesil Siilfat Sigma

TEMED Tokya Chemical Industry
Tripsin-EDTA Sigma

Tris-Base Sigma

Trypan Blue Soliisyonu (%0,4) Amresco

Tween80 Merck

Tween20 Sigma

3.1.4. Kullanilan ilaclarin ve Tamponlarin Hazirlanmasi

3.1.4.1. Kullanilan flaclarim Hazirlanmasi

Ruxolitinib ve MK-2206 MedChemExpress’ten satin alinmistir. Ruxolitinib ve MK-

2206 1 mM ana stok olacak sekilde DMSO ig¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlanmis ve uzun siire
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saklanmak iizere -20 °C dondurucuda saklanmistir. ilaglarm stok soliisyonlarmin hazirlanmasi

Tablo 3.1’ de gosterilmistir.

Tablo 3. 4. fla¢ Stok Soliisyonlarmin Hazirlanmasi

ilac Konsantrasyon Coziicii Kiitle Ek Kosul

Ruxolitinib 1 mM 3.2640 mL DMSO 1 mg -

MK-2206 I mM 2.0816 mL DMSO 1 mg Ultrasonik su
banyosunda 10
dakika
¢cozdiiriiliir.

3.1.4.2. Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi

1X PBS Tamponu: 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPO4 ve 0,24g KH>POyq tartilarak
800 ml dH2O ile ¢ozdiiriilmiis ve pH 7,4’°¢ ayarlanip hacmi 1000 ml'ye tamamlanmistir. Otoklav

ile sterilizasyonu gergeklestirildikten sonra 4 °C'de saklanmustir.

0,01 M Tris-HCI (pH: 8): 0,0121 g Tris baz1 tartilip dH>O’da ¢ozdiiriilerek pH= 8’e

ayarlanmis ve hacmi 10 ml’ye tamamlanmustir.

0,1 M EDTA (pH:8): 0,29 g EDTA 10 ml dH,O’da ¢ozdiiriilmiis ve pH:8’e

ayarlanmistir.
%10 SDS: 10 g SDS 100 ml dH>O’da ile ¢oziilmiistiir.

1X RIPA Tamponu: 100 pul 10X RIPA tampondan alinarak 1000 pl'ye tamamlanmaistir.

5 ul PMSF kullanim 6ncesinde 1 ml RIPA tamponu igerisine eklenmistir.

%10 APS: 0,1 g Amonyum persiilfat 1 ml dH>O’da ile c¢ozdiiriilerek -20 °C'de

saklanmustir.

MTT Soliisyonu: 0,05 g MTT kimyasali 10 ml 1XPBS soliisyonunda ¢ozdiiriildiikten
sonra 0,22 um lik filtreden gegirilerek -20 °C’de saklandi.

1X Towbin Tamponu: 100 ml 10X Yiiriitme tamponu, 200 ml MetOH eklenerek dH,O

ile 1000 mI’ye tamamlanir.

10X Yiiriitme Tamponu: 30 g Tris bazi, 144 g glisin ve 10 g SDS bir miktar dH>O

icinde ¢ozdiiriilerek pH:8.3’e ayarlandiktan sonra ile 1000 ml’ye tamamlanir.
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10X TBS tamponu: 86,6 g NaCl ve 12,11 g Tris bazi bir miktar dH>O iginde
cozdiiriildiikten sonra pH 8,8’e ayarlanarak hacmi 1000 ml'ye tamamlanmigstir. 100 ml 10X

TBS tamponundan alinip 1000 ml'ye tamamlanarak 1XTBS tamponu hazirlanmistir.

1X TBS-T Tamponu: 500 ml 1XTBS Tamponuna %0,1 Tween20 icerecek sekilde

hazirlanmstr.
%S Yagsiz Siit: 100 ml 1XTBS-T tamponu igerisinde 5 g yagsiz siit tozu ¢ozdiiriiliir.

SDS Poliakrilamid Jel: Tablo 3.2.'deki bilesenlerden belirtilen miktarda tartilarak

hazirlanmastir.
Tablo 3. 5. SDS-PAGE Jel igerigi
%12’lik Ayirma Jeli %4’ liik Yiikleme Jeli
Distile Su 3,4ml 3,025 ml
Tris-HCI 2,5 ml(1,5 M pH: 8.8) 1,125 ml (0,5 M pH: 6.8)
%10 SDS 0,1 ml 0,05 ml
Akrilamid/ Bis-Akrilamid | 4ml 0,67 ml
(%30)
Amonyum Persiilfat 0,05 ml 0,025 ml
(APS)
TEMED 0,025 ml 0,005 ml
TOPLAM 10,005 ml 5,05 ml

Coommasie Brillant Blue: 0,25 g Coommasie, 25 ml Glasiyel asetik asit, 100 ml

MetOH eklenerek 250 ml e tamamlandi ve +4 °C’de saklandi.

Destaining Soliisyonu: 10 ml Glasiyel asetik asit, 90 ml MetOH ve 50 ml dH>O ile
hazirlanarak +4 °C’de saklandu.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. PCL, Blank ve ilac Yiiklii PCL Nanopartikiillerin Sentezi

3.2.1.1. PCL Sentezi

5 ml e-kaprolakton ve 50 mg aluminyum izopropoksit 50 ml toluen igerisinde ¢oziiliip
argon atmosferi altinda 80°C 24 saat karistirildi. Reaksiyon sonunda toluen uzaklastirilip elde
edilen polimer 10 ml tetrahidrofuranda (THF) ¢oziinlip soguk metanolde ¢oktiirtildiikten sonra

stiziiliip vakum etiivde kurutularak saflastirildi.
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3.2.1.2. Poli-¢e-kaprolakton Nanopartikiil Sentezi

PCL nanopartikiiller nanogoktiirme yontemi kullanilarak hazirlandi. 100 mg PCL, 25
ml asetonda ¢ozdiiriildii. Bu organik soliisyon, igerisinde %0,1(w/v) asetik asit ve %0.03(w/v)
Tween80 iceren 75 ml dH>O (soguk) sulu ¢ozeltiye buz banyosunda manyetik karistiricida
damla damla eklendi. Elde edilen siispensiyon 4°C'de 16000G 75 dk santrifiij edildi.
Siipernatant uzaklagtirildi. Pellet -20°C de 24 saat donduruldu ve 24 saat liyoflize edildi
(Biobase, BK-FD10S) (Jesus vd., 2018: 102).

3.2.1.3. Ruxolitinib Yiiklii PCL Nanopartikiil Sentezi

Ruxolitinib Yiikli PCL nanopartikiiller (Rux-PCL-NP) nanogoktiirme yontemi
kullanilarak hazirlandi. 10 mg PCL, 5 ml asetonda ¢ozdiiriildii. Ardindan Ruxolitinib (1 mg) 1
ml DMSO’da ¢ozdiiriildii ve karisima eklenerek iyice karistirildi. Bu organik soliisyon,
icerisinde %0.03 Tween80 igeren 20 ml dH>O (soguk)‘a manyetik karistiricida damla damla
eklendi ve organik ¢oziicliniin tamamen buharlagmasina izin vermek ve nanopartikiillerin
cokmesini desteklemek icin oda sicakliginda 1 gece karistirildi. Elde edilen siispansiyon 4°C'de
16000G 75 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Pellet -20°C de 24 saat donduruldu
ve 24 saat liyoflize edildi (Biobase, BK-FD10S). Ornekler 4°C de kullanilana kadar saklandh.
BlankNPs (PCL nanopartikiil) kontrol olarak kullanildi (Bernabeu vd., 2014: 44; Bragta vd.,
2018: 340).

3.2.1.4. MK-2206 Yiiklii PCL Nanopartikiil Sentezi

MK-2206 vyikli PCL nanopartikiiller (MK-PCL-NP) nanogoktiirme yontemi
kullanilarak hazirlandi. 10 mg PCL, 5 ml asetonda ¢6zdiiriildii. Ardindan MK-2206 (1 mg) 1
ml DMSO’da ¢ozdiiriildii ve karisima eklenerek iyice karistirildi. Bu organik soliisyon,
icerisinde %0.03 Tween80 igeren 20 ml dH>O (soguk)‘a manyetik karistiricida damla damla
eklendi ve organik ¢oziiciiniin tamamen buharlagmasina izin vermek ve nanopartikiillerin
¢Okmesini desteklemek i¢in oda sicakliginda 1 gece karistirildi. Elde edilen siispansiyon 4°C'de
16000G 75 dk santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi. Pellet -20°C de 24 saat donduruldu
ve 24 saat liyoflize edildi (Biobase, BK-FD10S). Ornekler 4°C de kullanilana kadar saklandi.
BlankNPs (PCL nanopartikiil) kontrol olarak kullanildi (Bernabeu vd., 2014: 44; Bragta vd.,
2018: 340).

3.2.1.5. Ruxolitinib+MK-2206 Yiiklii PCL Nanopartikiil Sentezi

Ruxolitinib+MK-2206 Yiikli PCL (Rux/MK-PCL-NP) nanopartikiiller nanogoktiirme

yontemi kullanilarak hazirlandi. 10 mg PCL, 5 ml asetonda ¢ozdiiriildii. Ardindan Ruxolitinib
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(0,5mg) ve MK-2206 (0,5 mg) 1 ml DMSO’da ¢ozdiriildii ve karisima eklenerek iyice
karigtirildi. Bu organik soliisyon, icerisinde %0,03 Tween80 iceren 20 ml dH>O (soguk)‘a
manyetik karistiricida damla damla eklendi ve organik ¢oziiciiniin tamamen buharlasmasina
izin vermek ve nanopartikiillerin ¢okmesini desteklemek i¢in oda sicakliginda 1 gece
karistirildi. Elde edilen siispansiyon 4°C'de 16000g 75 dk santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildi. Pellet -20°C de 24 saat donduruldu ve 24 saat liyoflize edildi (Biobase, BK-
FD10S). Ornekler 4°C de kullanilana kadar saklandi. BlankNP (PCL nanopartikiil) kontrol
olarak kullanild1 (Bernabeu vd., 2014: 44; Bragta vd., 2018: 340).

3.2.2. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

3.2.2.1. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii PCL nanopartikiillerin ortalama
boyutu ve zeta potansiyeli zetapotansiyometre cihazi ile dl¢iilmiistir (MALVERN, NANO-
ZS). Nanopargaciklar (50 pl), 1 ml'lik bir ¢ozelti elde etmek i¢in ¢ift damitilmig su (950 pl)
icinde dagitilacak ve okumalar 25°C'de alinmistir. Ortalama biiyiikliik ve standart sapma,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli i¢in ortalama bir deger vermek tizere ii¢ farklr grup

analiz edilmistir (Bragta vd., 2018: 44).
3.2.2.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) Spektrofotometresi

FT-IR spektroskopisi, ilag ve polimerler arasindaki arasindaki kimyasal uyumsuzluklari
belirlemek amaciyla kullanilmistir. Hazirlanan polimer ilag kompozitlerinin FT-IR 6l¢iimleri,
attenuated reflection accessory (ATR) ile donatilmis Bruker Tensor 27 spektrofotometresi ile
alinmigtir. Bir elmas kristal kullanilarak 4000 ile 500 cm™! araliginda numunelerin spektrumlari

Olgiilmiistiir.
3.2.2.3. Ila¢ Yiiklii PCL Nanopartikiillerin Morfolojik Analizi

Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii PCL nanopartikiillerin ylizey
morfolojisi ve boyutlar1 taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Liyofilize Rux-
PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’ ler karbon bant yapistirilan Stuba damlatildiktan
sonra 1 dakika boyunca altin ile kaplanmistir. Ardindan SEM (ZEISS/ Supra 40 VP) 6rnek
aparatma yerlestirilerek boyutlar1 ve morfolojileri belirlendi (Unal vd., 2022: 1013).

3.2.2.4. Enkapsiilasyon Verimliligi Ve Ila¢ Yiikleme Kapasitesinin Belirlenmesi

Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 ilaglarinin biyouyumlu PCL

polimerine enkapsiilasyon islemi nanoenkapsiilasyon yontemi ile yapilmistir. Nanogoktiirme
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yontemi ile Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 ilaglartyla kapsiillenmis PCL
nanopartikiilleri hazirlanmigtir. Hazirlanan ila¢ igeren nanopartikiiller 45 dakika boyunca
16.000 rpm de santifiijleme ile numuneleri ile belirlenmistir. Siipernatantin i¢indeki serbest
nanopartikiillerin ayrilmasi saglanacaktir. Enkapsiilasyona ugramayan serbest Ruxolitinib,
MK?2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 igerigi, UV spektrofotometrede 230 nm dalga boyunda
nanopartikiil siipernatant1 blank olarak kullanilarak belirlenmistir. Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP
ve Rux/MK-PCL-NP enkapsiilasyon verimliligi (EV) ve ilag yiikleme kapasitesi (1Y) asagidaki

formiile gore hesaplanmistir:

NPlerin icindeki ila¢ Miktar1
Baslangicta Kullanilan ila¢ Miktar1

EV%) = ( ) x 100 (Bernabeu vd., 2014: 45)

NPlerin icindeki ila¢ Miktar1
NPlerin Toplam Agirlig:

iv (%) = ( ) %100 (Bernabeu vd., 2014: 45)

3.2.2.5. In Vitro Sahm Cahsmasi

Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 etkin maddelerini igeren PCL
nanopartikiillerin in vitro ilag salimi diyaliz membran teknigi ile belirlenmistir. Diyaliz
membran (MWCO: 14.000 Da) %70 EtOH ile aktive edilmistir. Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 etkin maddelerini igeren PCL nanopartikiil siispansiyonlar1 diyaliz
membranlara aktarilmistir ve 75 ml phosphate buffer saline (PBS) (pH:7.4) ortamina konularak
‘de 37 °C 200 rpm de inkiibe edilmistir. 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 24, 36, 48, 72, 96 saatlerde 2 ml
ornek alinip yerine PBS yerlestirildikten sonra 6rnekler ayni hacim ve sicaklikta inkiibe edildi.
Alinan 6rnekler UV spektrofotometrede 230 nm dalga boyunda dlgiildii. Olgiilen absorbans
degerleri ile her formiilasyon i¢in grafik cizilerek her Ol¢liim saati icin ila¢ salim miktari

belirlendi (Unal vd., 2022: 1014).

3.2.3. Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 Etkin Maddelerinin Ve
Ruxolitinib, MK-2206 Ve Ruxolitinib+MK-2206 Etkin Maddelerini iceren PCL

Nanopartikiillerin Hiicreler Uzerindeki Antikanser Etkilerinin Belirlenmesi

BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-
2206 etkin maddelerinin ve Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 etkin maddelerini
iceren PCL nanopartikiillerin Antikanser Aktivitesi belirlenirken Tablo 3.3’teki deney setleri

kullantlmistir.
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Tablo 3. 6. Bu Calismada Kullanilan Deney Setleri

Ruxolitinib ve MK- [ Ruxolitinib ve MK-2206 Yiiklii PCL
2206’ nin Serbest Formu Nanopartikiiller
PCL - - - - + + T 7
Ruxolitinib - + - - - + R
MK-2206 - - + - - - +
Ruxolitinib+MK-2206 - - - + - - - +

3.2.3.1. Hiicre Kiiltiiri

BT474 hiicreleri Orta Dogu Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyolojik
Bilimler Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ayse Elif ERSON BENSAN tarafindan yeniden
temin edilmistir. BT474 hiicreleri RPMI besiyerinde %20 1s1 ile inaktive olmus fetal sigir
serumu (FBS), %1 NEAA, %1 penisilin/streptomisin ve %0,1 insiilin katkisi ile %5 CO> i¢eren
37°C inkiibatorlerde (Memmert CO, Inkiibatér, INCO153med, Germany) biiyiitiilmiistiir.
MDA-MB-231 hiicreleri ise Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU tarafindan
yeniden temin edilmistir. MDA-MB-231 hiicreleri DMEM besiyerinde %10 1s1 ile inaktive
olmus fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin katkisi ile %5 CO; igeren 37°C
inkiibatorlerde (Memmert CO; Inkiibatdr, INCO153med, Germany) biiyiitiilmiistiir. BT474 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri inverted mikroskopta 10X10 biiyiitme ile

elde edilmistir.

Hiicrelerin pasajlanmasi i¢in hiicre kiiltiir kaplarina ekilen hiicreler %60-80 yogunluga
ulastiktan sonra ortamdaki besiyeri uzaklastirilir. Ardindan 75 cm? lik petri kaplarindaki
hiicreler 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 2 kez yikanir ve PBS ortamdan
uzaklastirilir. Hiicrelere 2 ml tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (tripsin-EDTA) (%0,25) ile
%5 CO> iceren etiivde 3 dakika bekletilir. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin zarar
gormesi icin petri kabma 2 ml besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulur ve hiicreler
santrifiij tiplerine aktarilir. 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra slipernatant atilarak,
hiicrelerin bulundugu pellet iizerine 1 ml taze besiyeri eklenir. Pipetaj ile hiicre siispansiyonu

homojen hale getirilerek hiicreler sayima hazir hale getirilir.
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Hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresine aktarilir.
Hemositometrede bulunan 25 karedeki hiicrelerin sayisi, 1 ml’deki hiicre sayisinin belirlenmesi

i¢in 10* ile ¢arpalir.
3.2.3.2. Hiicre Canlilik Testi

BT474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 saf maddelerinin ve Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206
etkin maddelerini igeren PCL nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlariyla muamelesi
sonrasinda canli hiicrelerde hidrojenaz enzimi ile indirgendiginde ¢oziinemeyen mor formazan
tuzu olusturmasi esasina dayanan 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difenil-2H-Tetrazolyum
Bromid (MTT) belirteci ile hiicre canlilig1 kolorimetrik olarak incelenmistir. BT474 ve MDA-
MB-231 meme kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 1X10* hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin petriye yapismasinin ardindan Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 saf maddelerinin ve Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206
yiiklii PCL nanopartikiillerin doza bagl uygulamas1 48 saat boyunca uygulanmstir. ilag
uygulamasinin ardindan her kuyucuga 10 ul MTT belirteci eklenip 4 saat boyunca 37°C etlivde
inkiibe edilmistir. Ardindan MTT belirteci eklenen besiyeri uzaklastirilarak kuyucuklara 100 pl
DMSO eklenmis ve karanlikta 5 dakika boyunca bekletilmistir. ELISA okuyucuda
(Multiskan™ FC Microplate Fotometre, ThermoFisher Scientific, Multiskan FC China), ikili

dalga boyunda 570 nm ve 655 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.
3.2.3.3. Ruxolitinib ve MK-2206’nin Kombinasyon Etkisinin Analizi

Ruxolitinib ve MK-2206’nin kombinasyon etkisinin incelenmesi i¢in CompuSyn

yazilim1 ve Chou-Talalay yontemi kullanildi ve kombinasyon indeksi (CI) degeri belirlendi. CI

(D)1 (D)2
(Dx)1 = (Dx)2

degeri su denklem kullanilarak hesaplandi: , (Dx)1 ve (Dx)2, Ruxolitinib ve MK-

2206 tekli uygulandiginda %x inhibisyon i¢in dozlar1 gosterir. (D)1 ve (D)2 ise Ruxolitinib ve
MK-2206’nin kombinasyon uygulamasi i¢in %x inhibisyon i¢in dozlarini temsil etmektedir.
CI>1 antagonizmayr gosterir, CI=1 aditif etkiyi gosterir ve CI<I sinerjizmi gosterir. CI

degerlerini belirlemek i¢in li¢ bagimsiz deney tekrar1 gerceklestirildi (Chou, 2010: 440).
3.2.3.4. Hiicre Sagkalim Testi

Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 saf maddelerinin ve Ruxolitinib, MK-
2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii PCL nanopartikiillerin BT474 ve MDA-MB-231 meme

kanseri hiicreleri iizerindeki sitostatik etkisi degerlendirilmistir. 6 kuyucuklu petrinin her
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kuyucuguna 5x10* hiicre ekilip ve 37°C’de bir gece yapismasi i¢in inkiibasyonun ardindan
hiicrelere belirlenen dozlarda Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 saf maddeleri
ve Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii PCL nanopartikiiller 24, 48, 72 ve
96 saat boyunca uygulanmustir. Inkiibasyon siiresinin ardindan ila¢ uygulanan hiicreleri
toplamak i¢in tripsin uygulanarak 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriilmiistiir.
Hiicre igeren pellet 50 pl besiyeri ve 50 pl 0.4 % (w/v) Tripan Mavisi boyasi ile muamele
edilerek 10 pl bu ¢ozeltiden cekilerek Neubauer hemositometre ile boyanan ve boyanmayan

hiicreler inverted mikroskopta (Nikon Eclipse TS100-F) sayilmustir.
3.2.3.5. Soft Agar Koloni Olusum Testi

Hiicrelerin ylizeye yapigsmasinin engellendigi bir ortamda biiyiiyebilme yeteneginin
gozlenmesi i¢in soft-agar koloni olusum testi ile belirlenmistir. 6 kuyucuklu petriler 6nceden
hazirlanan ve otoklavlanan %0,5’1ik agaroz ¢ozeltisi ve %20 FBS iceren 2X’lik medya 1:1
oraminda kaplanmustir. BT474 ve MDA-MB-231 hiicreleri 2,5x10° hiicre olacak sekilde
2Xmedya, %0,3 agaroz ve hiicre 1:1 oraninda %0,5 agaroz ile kaplanan petrilere ekilmistir.
Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 saf maddeleri ve Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii PCL nanopartikiiller ile belirlenen konsantrasyonlarda hiicreler
15 giin inkiibe edilmis ve %5 CO; igceren 37°C inkiibatorlerde biiyiitiilmiistiir. 2 giinde 1 {ist
medya cekilip yeni medya eklenerek hiicrelerin beslenmesi saglanmistir. Olusan koloniler 0,5
ml %0,005°1lik kristal viyole ile 20 dakika boyunca boyanmasinin ardindan inverted
mikroskopta (Nikon Eclipse TS100-F) 100X biiyiitme ile incelenmistir.

3.2.4. Metastatik Ve Anti-Metastatik EtKkinin Belirlenmesi
3.2.4.1. Koloni Olusum Testi

Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 saf maddelerinin ve Ruxolitinib, MK-
2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii PCL nanopartikiiller’ in hiicrelerdeki metastatik etkisi ve
hiicrelerin tek basina kaldigindaki davranislari koloni olusum testi ile incelenmistir. Her
kuyucugunda 4x10° hiicre ekilen 6 kuyucuklu petriler 37°C’de hiicrelerin yapismasi igin bir
gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresini takiben hiicrelere belirlenen konsantrasyonlarda
Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 saf maddeleri ve Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 yiikli PCL nanopartikiiller ile 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca
uygulanmasinin ardindan ilagh medya ilagsiz medya ile degistirilerek sonra hiicrelerin 14 giin

bliytimesi beklenmistir. Ardindan hiicreler metanol asetik asit (3:1) ile 5 dakika fikse edilmistir.
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Hiicreler 0,5 ml %0,5°lik kristal viyole ile 20 dakika boyandiktan sonra yikanmis ve morfolojik

goriintiiler trans UV ile elde edilmistir.
3.2.4.2. Yara lyilesme Analizi

Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 saf maddelerinin ve Ruxolitinib, MK-
2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 yiikli PCL nanopartikiillerin BT474 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde migrasyon tiizerindeki etkileri yara iyilesme analizi ile tespit edilmistir. Her
kuyucugunda 5x10° hiicre ekilen 6 kuyucuklu petriler 37°C’de bir gece boyunca hiicrelerin
yapismast i¢in inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan 200 pl’lik steril pipet ucu ile
kazinarak hiicrelerde yara olusturulmustur. 0, 24, 48, 72 ve 96 saatte yara genislikleri
mikrometrik okiiler ile invert mikroskopta dl¢lilmiistiir. 0. Saat degerleri (W,) ve 6l¢lim yapilan
saat degerleri (W;) not edilmistir. Asagidaki formiille migrasyon indeksi (Mol) hesaplanarak

Olctim sonuglar1 degerlendirilmistir.
Mol=1- (W¢/W,)
3.2.5. Apoptotik/Nekrotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

Apoptoz sirasinda niikleer kondensasyon ve DNA fragmantasyonu gibi morfolojik
degisikliklerin belirlenmesi i¢in hiicreler Hoechst 33342 niikleer boya ile boyanarak floresan
mikroskobunda incelenmistir. Hiicreler 2,5 x 10%> yogunlukta 6 kuyucuklu petrilerdeki
coversliplere ekilmistir. Hiicreler belirlenen konsantrasyonlara Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 saf maddelerinin ve Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206
yiiklii PCL nanopartikiiller ile muamele edilmistir. inkiibasyon siiresinin ardindan hiicreler 1x
assay buffer ile iki kere yikanmistir. 70 pl Microscopy Dual Detection Reagent (1 ml 1X assay
bufferda 1 pl Hoechst 33342 ve 2 pl CYTO-ID® Green Detection Reagent icermektedir) her
ornege eklenerek 15 dakika 37 °C de inkiibe edilmistir. Hiicreler 100 pl 1x Assay Buffer ile
yikanmis ve %4 formaldehitle 20 dakika fikse edilmistir. 1x Assay Buffer ile 3 kere yikanarak
formaldehit uzaklastirilmistir. Boyanan hiicreler floresan mikroskobunda (Olympus-BX53)

goriintiilenmistir.

3.2.6. immunblotlama Yontemi

3.2.6.1.Total Protein izolasyonu

1,5x10° yogunlukta 100 mm’lik petrilere ekilen 37°C %5 CO. de hiicreler yapismasi
icin bir gece inkiibe edilmistir. Hiicreler belirlenen konsantrasyonlara Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 saf maddelerinin ve Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206
yiiklii PCL nanopartikiiller ile muamele edilmistir. Hiicreler 1XPBS ile yikanip toplanarak 2
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dakika 13200 rpm’de ¢oktiiriilmiistir.  Santrifiijle ¢oktiiriilen hiicrelere Radyo
immiinopresipitasyon deneyi (RIPA) lizis tamponu eklenmis ve 5 dakika buzda beklenmistir.
Ornekler 20 dakika oda sicakliginda calkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
ornekler 15 dakika 13200 rpm de 4°C’de santrifiij yapilarak siipernatant yeni Eppendorf tlipiine

aktarilmistir.
3.2.6.2. Bradford Protein Miktar Tayini

Protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile belirlenmistir. 1 pg/ul, 2 pg/ul, 3 pg/ul, 4
ug/ul, 5 pg/ul BSA’ya Bradford ¢ozeltisi eklenerek 595 nm dalga boyunda absorbanslar
dlciilerek standart egri grafigi olusturulmustur. izole edilen proteinlerden 1 pg/ul alinarak ayni
dalga boylarinda absorbanslari belirlenmistir. Absorbans degerleri bilinen 6rneklerin

konsantrasyonlar1 standart grafigindeki egim esitligi (y=ax+b) kullanilarak belirlenmistir.
3.2.6.3. Proteinlerin Hazirlanmasi Ve SDS-PAGE’de Yiiriitiilmesi

50 pg protein ornekleri laemmli tamponu (2x) ile 1:1 oraninda karigtirilarak 95°C’de 5
dakika inkiibe edilecektir. Hazirlanan %4 yiikleme ve % 12’lik ayirma SDS PAGE jel sistemine
hazirlanan proteinler yiiklenmistir. Jel sisteminde ilk kuyucuga daima protein belirteg

yuklenerek 1X Tris-Gly-SDS yiiriitme tamponu ile 100V da 2 saat yiiriitiilmiistiir.
3.2.6.4. Membrana Transfer Ve Bloklama

%12 SDS jelde yiiriitiilen protein drnekleri, yiikleme jeli ortamdan uzaklastirildiktan
sonra yar1 1slan transfer sistemi (Hoefer) cihazinda PVDF (Merck Millipore) membranlara 30
Volt’da 30 dakika transfer edilmistir. Transfer isleminin ardindan membranlar %5°’lik yagsiz
stit tozu (%0,1 Tween 20 iceren 1XTBS) icerisinde 2 saat oda sicakliginda bloklama islemi
gerceklestirilmistir.

3.2.6.5. Primer Ve Sekonder Antikor isaretlemeleri

Bloklama isleminin ardindan membranlar, primer antikorlarla gece boyu 4°C sicaklikta
bekletileceklerdir. Birincil antikorlar %5°1ik yagsiz siit tozu (%0,1 Tween20 iceren 1xTBS)
icinde asagida belirtilen diliisyonlarda uygulanacaktir. PI3K, AKT, PTEN, JAK2, STAT3,

STATS, ERa, P53, SRC-1, ERK1/2, SAPK/INK, c-JUN, PARP, KASPAZ-9, KASPAZ-8,
KASPAZ-3, KASPAZ-7, BCL-2, MCL-1, BAD, ¢c-MYC, B-AKTIN her bir antikor %5’lik
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yagsiz siit tozu (%0,1 Tween 20 iceren 1XTBS) ile 1:500 oraninda 1 gece inkiibe edilmistir.
HRP-konjuge sekonder antikorlar ise 1:5000 oraninda hazirlanmigtir.

Primer antikorlarla inkiibasyonundan sonra membranlar 5 dakika TBS-Tween ile 3 kez
yikanmistir. Yikama isleminin tamamlanmasinin ardindan, membranlar 1:3000 oraninda
hazirlanan anti-tavsan ve anti-fare ikincil antikorlar ile gece boyunca +4°C sicaklikta inkiibe
edilmistir. Bu islemin ardindan 10’ar dakika TBS-Tween ile 3 kez ve 10 dakika TBS ile 1 kez
yikanan membranlar arttirilmis kemiluminisans tamponu (ECL, Thermo Fisher Scientific) ile

1 dakika muamele edilmistir.
3.2.6.6. Blotlarin Goriintiilenmesi

Membranlar kemiluminisans tamponu ile bekletilen membranlardan elde edilen

kemiluminisans Syngene G: Box Chemi XRQ cihazi ile goriintiilenmistir.
3.2.7. Istatistiksel Analiz

Her deney icin istatistiksel analiz, GraphPad Prism 9.0.0 programi kullanilarak tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile gerceklestirilmistir. Standart sapma (SD) degerleri,
grafiklerdeki hata cubuklarini belirlemek i¢in kullanilir ve en az ti¢ tekrarlh li¢ bagimsiz deneyi
gosterir. Western blot analizi ile elde edilen protein bantlarinin yogunluklar1 ImageJ programi
kullanilarak Slgiilmiistiir. Her bir protein bandi, ii¢ 6l¢iimiin ortalama degerini alabilmek i¢in
tic kez olgiilmiistiir. Her proteinin ifade seviyelerinin hesaplanmasi i¢in, her deger p-aktin
degerine boliinmiistiir. Istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilen P degerleri * P < 0.05; ** P <

0.01; ***P <0.001; **** P <0.0001 seklindedir.
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4. BULGULAR

4.1. Poli-g-kaprolakton (PCL), Ruxolitinib Yiiklii Poli(e-kaprolakton) (Rux-PCL-
NP), MK-2206 yiiklii Poli(e-kaprolakton) (MK-PCL-NP) ve Ruxolitinib+MK-2206
Yiiklii Poli(e-kaprolakton) (Rux/MK-PCL-NP) Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

PCL nanopartikiil (PCL-NP), Ruxolitinib yiiklii PCL-nanopartikiil (Rux-PCL-NP),
MK-2206 yiklii Poli(e-kaprolakton) (MK-PCL-NP) ve Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii PCL-
nanopartikiil nanog¢oktiirme metodu ile hazirlanmistir ve 6rnekler -20°C de muhafaza edilmistir

(Bernabeu vd., 2014: 44; Bragta vd., 2018: 340).

4.2. Poli(e-kaprolakton) (PCL), Ruxolitinib Yiiklii Poli(s-kaprolakton) (Rux-PCL-
NP), MK-2206 Yiiklii Poli(e-kaprolakton) (MK-PCL-NP) Ve Ruxolitinib+MK-
2206 Yiikli Poli(e-kaprolakton) (Rux/MK-PCL-NP) Nanopartikiillerin
Karakterizasyonu

4.2.1. Nanopartikiillerin Biiyiikliikleri, Zeta Potansiyel Ve Polidispersite Indeks
(PDI) Degerlerinin Olgiilmesi

Ruxolitinib ve MK-2206 saf maddelerinin ve sentezlenen PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-
PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP nanopartikiillerinin ortalama boyutu, zeta potansiyel ve PDI

degerleri zeta potansiyel ve mobilite 6l¢iim cihazi ile 6l¢iildii.

Ruxolitinib’in, MK-2206’nin, PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK -PCL-
NP ortalama boyutlart sirasiyla 564,4641+25,4505 nm, 687,8088+25,48317 nm, 159,4+74,72
nm, 219+88,66 nm, 232,8+24,56 ve 356+3,848 nm olarak belirlendi (Tablo 4.1). Sentezlenen
ilag yuklii nanopartikiillerin ortalama boyutlarinin kabul edilebilir deger araliginda oldugu

gozlenmistir (Tablo 4.1.).

Ruxolitinib’in, MK-2206’nin, PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK -PCL-
NP zeta potansiyel degerleri sirasiyla -44,6 £6,19 mV, 30,9 17,5 mV, -0,372+0,449 mV,
0,471+0,453 mV, -0,139+0,646 mV ve 0,227+0,02 mV olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo 4.1.).

Ruxolitinib’in, MK-2206’nin, PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK -PCL-
NP polidispersite indeks (PDI) degerleri sirastyla 0,696, 1,000, 0,756, 0,669, 0,676 ve 0,558
olarak bulunmustur (Tablo 4.1).
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4.2.2. Ruxolitinib yiiklii Poli(e-kaprolakton) (PCL), MK-2206 yiiklii Poli(e-

kaprolakton) (PCL) ve Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii Poli(e-kaprolakton) (PCL)

Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Verimliligi (EV) Ve ilac¢ Yiikleme Kapasitesi

(IY) Degerlerinin Belirlenmesi

Ruxolitinib’in ve MK-2206’nin tek tek ve birlikte olarak ne kadarinin PCL ile
kaplandig1 ve PCL i¢indeki Ruxolitinib, MK-2006 ve Ruxolitinib+MK-2206 konsantrasyonu
230 nm de UV/Visible spektrofotometre ile analiz edilmistir. Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve
Rux/MK-PCL-NP enkapsiilasyon verimliligi (EV) ve ila¢ yiikleme kapasitesi (IY) asagidaki

formiile gore hesaplamigtir.

NPlerin icindeki ila¢ Miktar1
Baslangicta Kullanilan ila¢ Miktar1

EV%) = ( ) x 100 (Bernabeu vd., 2014)

NPlerin icindeki ila¢ Miktar1
NPlerin Toplam Agirhig:

iv (%) = ( ) %100 (Bernabeu vd., 2014)

Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’ lerin %EV degerleri sirasiyla %61,
%66 ve %65 olarak bulunmustur. Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’ lerin %
LY degerleri ise sirastyla %6,1, %6,6 ve %6,5 olarak bulunmustur (Tablo 4.1.).

Tablo 4. 1. Ruxolitinib, MK-2206 Ve Ruxolitinib+MK-2206 Yiiklii PCL Nanopartikiillerin

Karakterizasyonu

Ornek Boyut (nm) (£SD) PDI Zeta  Potansiyel | EV(%) | TY(%w/w)
(£S.D.) (mV)(£SD)

Ruxolitinib 564,4641+£25,45057 | 0,696 -44.6 £6,19

MK-2206 687,8088+25,4831 1,000 30,9 £17,5

PCL-NP 159,4+74,72 0,756 -0,372+0,449
+0,172

Rux-PCL-NP | 219+88,66 0,669 0,471+0,453 61 6,1
+0,245

MK-PCL-NP | 232,8+24.56 0,676 -0,139+0,646 66 6,6
+0,18

Rux/MK- 356+3,848 0,558 0,227+0,02 65 6,5

PCL-NP 40,021
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4.2.3. Ruxolitinib, MK-2206 ve PCL Arasindaki Kimyasal Uyumsuzluklarin
Fourier Déniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometresi (FTIR) Spektroskopisi ile
Belirlenmesi

Ruxolitinib, MK-2206 ve PCL arasindaki kimyasal uyumsuzluklarin belirlenmesi i¢in
FTIR analizi yapilmistir. Ruxolitinib, MK-2206 ve PCL’nin kimyasal formiilleri Sekil 4.1.’de
gosterilmistir.

Saf PCL’nin spektrum grafigine bakildiginda; 2938 ve 2864 cm’' de gelen pikler
polimerin yapisindaki C-H pikleridir. 1724 cm™ de gelen pik ise polimerin ana zincirinde
karbonil gruplarma ait C=0 pikidir. 1090 ve 1158 cm™ gelen pikler polimerdeki karbon oksijen
tekli C-O baglarii gostermektedir (Sekil 4.2A.).

Rux-PCL-NP’nin spektrum grafigine bakildiginda 2938 ve 2864 cm™' de gelen pikler
polimerin yapisindaki C-H pikleridir. 1724 cm™ de gelen pik ise polimerin ana zincirinde
karbonil gruplarina ait C=0 pikidir. 1090 ve 1158 cm™ gelen pikler polimerdeki C-O baglarmi
bize gdstermektedir. 3350 cm™ de Ruxolitinib’in yapisinda bulunan sekonder amin N-H piki,
2300 cm! de nitril C=N piki ve 1580 cm-1 de alken C=C pikleri gériilmektedir (Sekil 4.2B.).

MK-PCL-NP’in spektrum grafigine gore 2938 ve 2864 cm™ de gelen pikler polimerin
yapisindaki C-H pikleridir. 1724 ¢m™ de gelen pik ise polimerin ana zincirinde karbonil
gruplarina ait C=0O pikidir. 1090 ve 1158 cm™ gelen pikler polimerdeki C-O baglarin1 bize
gostermektedir. 3350 cm™' de MK-2206’nin yapisinda bulunan amin N-H piki, 1650 cm™ de
MK-2206 nin yapisindaki amid piki 1600 cm™ civarinda ise MK-2206 yapisindaki bulunan
alken C=C pikleri goriilmektedir (Sekil 4.2C).

Rux/MK-PCL-NP’in spektrum grafigine gore 2938 ve 2864 cm™' de gelen pikler
polimerin yapisindaki C-H pikleridir. 1724 cm™ de gelen pik ise polimerin ana zincirinde
karbonil gruplarina ait C=0 pikidir. 1090 ve 1158 cm™ gelen pikler polimerdeki C-O baglarini
bize gostermektedir. 3350 cm™ civarinda Ruxolitinib’in  ve MK-2206 nin yapisinda bulunan
amin pikileri , 2300 cm™ de Ruxolitibin yapisindaki nitril C=N piki ve 1650 cm-1 de MK-2206
nin yapisindaki amid piki 1600 -1580 cm™ civarinda ise MK-2206 ve Ruxolitinib yapisindaki
bulunan alken C=C pikleri goriilmektedir (Sekil 4.2D.).
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Sekil 4. 2. PCL (A), Rux-PCL-NP(B), MK-PCL-NP(C) Ve Rux/MK-PCL-NP(D) FTIR Analiz
Olgiimleri; PCL: Poli(E-Kaprolakton), PCL-Rux: Ruxolitinib Yiiklii PCL Nanopartikiil, PCL-

MK: MK-2206-Yiiklii PCL-Nanopartikiil, PCL-RUX-MK: Ruxolitinib/MK2206-Yiikli PCL-
Nanopartikiil
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4.2.4. Ruxolitinib Yiiklii Poli(e-kaprolakton) (Rux-PCL-NP), MK-2206 Yiiklii

Poli(s-kaprolakton) (MK-PCL-NP) ve Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii Poli(s-kaprolakton)
(Rux/MK-PCL-NP) Nanopartikiillerin Morfolojik Analizleri

Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP nanopartikiillerin yiizey morfolojisi
SEM mikroskobuyla incelendi. Ruxolitinib ve MK-2206’nin molekiil boyutunun molekiil
boyutunun PCL ile enkapsiilasyonu ile azaldigi saptanmustir (Sekil 4.3. ve 4.5.). Rux-PCL-NP,
MK-PCL-NP ve Rux/ MK-PCL-NP boyutlarinin sirasiyla 97- 101 nm, 182-264 nm ve 143-234

nm arasinda degistigi gozlenmistir (Sekil 4.4., 4.6. ve 4.7.).

Sekil 4. 4. Sentezlenen Rux-PCL-NP’lerin Morfolojik Yapisi
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Sekil 4. 7. Sentezlenen Rux/MK-PCL-NP’lerin Morfolojik Yapis1
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4.2.5. Poli(e-kaprolakton) (PCL), Ruxolitinib Yiiklii Poli(e-kaprolakton) (Rux-
PCL-NP), MK-2206 Yiikli Poli(s-kaprolakton) @ (MK-PCL-NP) ve
Ruxolitinib+MK-2206 Yiiklii Poli(e-kaprolakton) (Rux/MK-PCL-NP)
Nanopartikiillerden In Vitro Etkin Madde Salim Calismalar1

Sentezlenen PCL nanopartikiillerden sirastyla  Ruxolitinib, MK-2206 ve

Ruxolitinib+MK-2206’n1n in vitro ila¢ salinim1 diyaliz membran teknigi ile gergeklestirilmistir

(Sekil 4.8.,4.9., 4.10.).

[k 24 saatte PCL nanopartikiillerden Ruxolitinibin %51 oraninda salindig1 saptanmistir

(Sekil 4.8.). MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 kombinasyonunun ise ilk 36 saatte PCL

nanopartikiillerden sirasiyla %51 ve %56’sinin salindig1 saptanmistir (Sekil 4.9. ve 4.10.).
Doksanaltinc1  saatin  sonunda ise Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206

kombinasyonun sirasiyla %77, %74 ve %75’ inin salindig1 goriilmiistiir (Sekil 4.8., 4.9., 4.10.).
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Sekil 4. 8. PCL Nanopartikiillerden Ruxolitinib Salinim Profili
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Sekil 4. 9. PCL Nanopartikiillerden MK-2206 Salinim Profili
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4.3. Poli(e-kaprolakton) (PCL), Ruxolitinib Yiiklii Poli(s-kaprolakton) (Rux-PCL-
NP), MK-2206 Yiiklii Poli(e-kaprolakton) (MK-PCL-NP) ve Ruxolitinib+MK-
2206 Yiikli Poli(e-kaprolakton) (Rux/MK-PCL-NP) Nanopartikiillerin

Antikanser Etkisinin incelenmesi

4.3.1. BT474 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinin In Vitro Ortamda

Biiyiitiilmesi

BT474 hiicreleri Orta Dogu Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyolojik
Bilimler Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ayse Elif ERSON BENSAN tarafindan yeniden
temin edilmistir. BT474 hiicreleri RPMI-1640 besiyerinde %20 1s1 ile inaktive olmus fetal s1gir
serumu (FBS), %1 NEAA, %] penisilin/streptomisin ve %0,1 insiilin katkis1 ile %5 CO; iceren
37°C inkiibatorlerde biiytltiilmiistiir (Sekil 4.11 A.).

MDA-MB-231 hiicreleri Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali1 Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU tarafindan
temin edilmistir. DMEM besiyerinde %10 1s1 ile inaktive olmus fetal sigir serumu (FBS) ve %1
penisilin/streptomisin katkis1 ile %5 CO: igeren 37°C inkiibatorlerde biiytitiilmiistiir. BT474 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri inverted mikroskopta 10X10 biiyiitme ile
elde edilmistir (Sekil 4.11 B.).
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Sekil 4. 11. BT474 (A) Ve MDA-MB-231 (B) Hiicrelerinin Morfolojik Goriintiisii (10X10).

4.3.2. Ruxolitinib ve MK-2206 Saf Maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP,

Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’lerin BT474 ve MDA-MB-231

Meme Kanseri Hiicre Hattinda In Vitro Sitotoksisitesinin Ol¢iilmesi

BT474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206 saf
maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-
NP nanopartikiillerin doza ve zamana bagli in vitro sitotoksisitesini belirleyebilmek i¢in 24, 48

ve 72 saatlik MTT hiicre canliligi testi uygulanmistir (Sekil 4.12., 4.13., 4.14. ve 4.15.).
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BT474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri saf maddelerin farkli
konsantrasyonlartyla (0-50 uM) Ruxolitinib (Civallero, Cosenza, Pozzi, & Sacchi, 2017; Lim,
Jeon, Gwak, Kim, & Suh, 2018) ve (0-7.5uM) MK-2206 (Jiao vd., 2013; B. B. Y. Ma vd., 2013;
Simioni vd., 2012; Tao vd., 2016; Wilson, Kunnimalaiyaan, Gamblin, & Kunnimalaiyaan,
2014) ve Ruxolitinib ve MK-2206 nin farkli oranlarda (1:1, 1:1.5, 1:1.75, 1:4) birbiri ile ayn
ayr1 24, 48 ve 72 saat muamele edilmistir. Hiicre canliligindaki azalmanin Ruxolitinib ve MK-
2206’nin  kendisinden mi yoksa i¢inde ¢oziindiigi DMSO’dan mi kaynaklandigini
anlayabilmek i¢in hiicrelere maksimum final konsantrasyonu %0,1 olacak sekilde DMSO
uygulanmistir. BT474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde sirasiyla 24 saatlik
Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 kombine uygulamasinin etkili olmadigi,
sirastyla 72 saatlik Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 kombine uygulamasinin
ise toksik oldugu bulunmustur. Bu nedenle deneyler 48 saatlik Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 kombine uygulamasi ile devam ettirilmistir (Sekil 4.12 A ve B, Sekil
4.13 A ve B).

BT474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (0-2500
nM) PCL-NP, (0-490 uM) Rux-PCL-NP, (0-312 uM) MK-PCL-NP ve (Rux Mk mol oranlari
1:1,6 oraninda sabit tutularak, PCL nanopartikiillerine 0,1:1:10:50:100:150 oranlarinda
enkapsiile edilerek) Rux/MK-PCL-NP’ nin herbiri ile ayr1 ayr1 24, 48 ve 72 saat muamele
edilmistir (Sekil 4.14., 4.15. A, B ve C). BT474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
PCL-NP uygulamasinin toksik etkisi olmadig1 gézlenmistir. BT474 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerinde sirastyla 24 saatlik Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP
uygulamasinin etkili olmadigi, sirasiyla 72 saatlik Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-
PCL-NP uygulamasinin ise toksik oldugu bulunmustur. Bu nedenle deneyler 48 saatlik Rux-
PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulamasi ile devam ettirilmistir.
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Sekil 4. 12. Hiicre Canlilik Testi. Ruxolitinib (A) ve MK-2206 (B) Ile BT474 Ve MDA-MB-
231 Hiicrelerinin Ayr1 Ayri 24, 48, 72 Saat Muamele Sonrasinda Hiicre Canliliginin MTT Testi

Ile Degerlendirilmesi. ****P<0.0001.
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Sekil 4. 13. Hiicre Canlilik Testi. Ruxolitinib+MK-2206 Kombinasyonu Ile BT474 (A) Ve
MDA-MB-231 (B) Hiicrelerinin Ayr1 Ayr1 24, 48 ve 72 Saat Muamele Sonrasinda Hiicre

Canliligmin MTT Testi ile Degerlendirilmesi. ****P<0.0001.
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Sekil 4. 14. Hiicre Canlilik Testi. PCL-NP ile BT474 Ve MDA-MB-231 Hiicrelerinin Ayr1 Ayri
24, 48 ve 72 Saat Muamele Sonrasinda Hiicre Canliliginin MTT Testi ile Degerlendirilmesi.
**%%P<0.0001.
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Ile BT474 Ve MDA-MB-231 Hiicrelerinin Ayr1 Ayr1 24, 48 ve 72 Saat Muamele Sonrasinda
Hiicre Canliligmin MTT Testi ile Degerlendirilmesi. ****P<0.0001.
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BT474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206 saf
maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-
NP nanopartikiillerin in vitro sitotoksisitesini belirleyebilmek i¢in MTT hiicre canlilig1 testi
uygulanmustir.

BT474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri saf maddelerin farkli
konsantrasyonlartyla (0-50 uM) Ruxolitinib (Civallero, Cosenza, Pozzi, & Sacchi, 2017; Lim,
Jeon, Gwak, Kim, & Suh, 2018) ve (0-7.5uM) MK-2206 (Jiao vd., 2013; B. B. Y. Ma vd., 2013;
Simioni vd., 2012; Tao vd., 2016; Wilson, Kunnimalaiyaan, Gamblin, & Kunnimalaiyaan,
2014) ve Ruxolitinib ve MK-2206’nin farkli oranlarda (1:1, 1:1.5, 1:1.75, 1:4) birbiri ile ayri
ayr1 48 saat muamele edilmistir. Hiicre canliligindaki azalmanin Ruxolitinib ve MK-2206nin
kendisinden mi yoksa iginde ¢6ziindiigi DMSO’dan m1 kaynaklandigini anlayabilmek i¢in
hiicrelere maksimum final konsantrasyonu %0,1 olacak sekilde DMSO uygulanmistir. MTT
testi ile ilaglarin ve sentezlenen nanopartikiillerin BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde yari-
maksimal inhibitor konsantrasyon (ICso) degerleri Tablo 4.2°deki gibidir.

BT474 hiicre hattinda kullanilacak uygun Ruxolitinib (Sekil 4.17 A.) ve MK-2206
(Sekil 4.17 B.) doz konsantrasyonlarinin 1Cso degerlerine bakilarak sirasiyla 50 uM ve 7 uM,
kombine doz konsantrasyonlar1 55 uM (Sekil 4.18 A.) (CI 0.92) olarak bulunmustur.

MDA-MB-231 hiicre hatlarinda kullanilacak uygun Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 sirasiyla 22.5 uM (Sekil 4.17 A.) ve 7.5 uM (Sekil 4.18 A.), kombine
doz konsantrasyonlar1 23 uM (Sekil 4.19 B.) (CI 0.95) olarak bulunmustur.

BT474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (0-2,5 uM)
PCL-NP, (0-490 uM) Rux-PCL-NP, (0-312 uM) MK-PCL-NP ve (Rux Mk mol oranlar1 1:1.6
oraninda sabit tutularak, PCL nanopartikiillerine 0,1:1:10:50:100:150 oranlarinda enkapsiile
edilerek) Rux/MK-PCL-NP’ nin herbiri ile ayr1 ayr1 48 saat muamele edilmistir.

BT474 hiicrelerinde Blank nanopartikiil olarak kullanilan PCL-NP artan polimer
konsantrasyonlarinda herhangi bir toksik etki gozlenmemistir (Sekil 4.16.). BT474 hiicre
hattinda kullanilacak Rux-PCL-NP (Sekil 4.17 B.), MK-PCL-NP (Sekil 4.18 B.) ve Rux/MK-
PCL-NP (Sekil 4.19 C.)’nin uygun doz konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,3267 uM, 0,208 uM ve
451 uM olarak bulunmustur.

PCL-NP’nin artan polimer konsantrasyonlarinda MDA-MB-231 hiicrelerinde de
herhangi bir toksik etki gozlenmemistir (Sekil 4.16.). MDA-MB-231 hiicre hattinda
kullanilacak Rux-PCL-NP (Sekil 4.17. B.), MK-PCL-NP (Sekil 4.18. B.) ve RUX/MK-PCL-
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NP (Sekil 4.19. C.)’ nin uygun doz konsantrasyonlar1 ise 32,67 uM, 2,08 uM ve 2,684 uM
olarak bulunmustur.

Tablo 4. 2. BT474 Ve MDA-MB-231 BT474 Ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinde
Ruxolitinib Ve MK-2206 Saf Maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-NP,
MK-PCL-NP Ve Rux/MK-PCL-NP Uygulamas: Sonrasinda MTT Testi ile Belirlenen ICso

Degerleri
BT474 MDA-MB-231
ICso Degeri 1Cs0 Degeri
Ruxolitinib 50 uM 22,5 uM
MK-2206 7uM 7,5 UM
Ruxolitinib+MK-2206 55 uM 23 uM
PCL 2,5 uM 2,5 uM
Rux-PCL-NP 0,3267 uyM 32,67 uM
MK-PCL-NP 0,208 uM 2,08 uM
Rux/MK-PCL-NP 451 uM 2,684 pM
PCL
150
<
S . 0
=Tyl
= 1007 ] 'I' T 1,6
5 T T mm 16,6
5 T - 166,6
£ 507 = 8333
S 1666,6
=
0- . = 2500
A> N
> v
2 &
&Y'

fla¢ Konsantrasyonu (nM)

Sekil 4. 16. Hiicre Canlilik Testi. PCL-NP ile BT474 Ve MDA-MB-231 Hiicrelerinin Ayr1 Ayri
48 Saat Muamele Sonrasinda  Hiicre Canliligmin MTT Testi ile Degerlendirilmesi.

*xA%P<0.0001.
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Sekil 4. 17. Hiicre Canlilik Testi. Ruxolitinib (A) Ve Rux-PCL-NP (B) ile BT474 Ve MDA-
MB-231 Hiicrelerinin Ayr1 Ayr1 48 Saat Muamele Sonrasinda Hiicre Canliliginin MTT Testi
Ile Degerlendirilmesi. ****P<0.0001.
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Sekil 4. 18. Hiicre Canlilik Testi. MK-2206 Ve MK-PCL-NP ile BT474 Ve MDA-MB-231
Hiicrelerinin Ayr1 Ayri 48 Saat Muamele Sonrasinda Hiicre Canlihiginin MTT Testi ile
Degerlendirilmesi. ****P<0.0001.
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Sekil 4. 19. Hiicre Canlilik Testi. Ruxolitinib+MK-2206 il BT474 (A) Ve MDA-MB-231(B)
Ve Rux/MK-PCL-NP ile BT474 Ve MDA-MB-231 (C) Hiicrelerinin Ayr1 Ayr1 48 Saat

Muamele Sonrasinda Hiicre Canliliginm MTT Testi Ile Degerlendirilmesi. ****P<(.0001.

74



4.3.3. Ruxolitinib ve MK-2206 Saf Maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP,

Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP Nanopartikiillerin BT474 ve

MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Hiicre Sagkalimina Etkisi

Ruxolitinib ve MK-2206 saf maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-
NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP nanopartikiillerin zamana bagl olarak hiicre sagkalim
tizerindeki etkisini belirleyebilmek icin hiicre sagkalim testi yapilmistir. Hiicre sagkalimindaki
azalmanin Ruxolitinib ve MK-2206nin kendisinden mi yoksa iginde ¢oziindiigii DMSO’dan
m1 kaynaklandigin1 anlayabilmek i¢in hiicrelere maksimum final konsantrasyonu %0,1 olacak
sekilde DMSO uygulanmistir. Sentezlenen ilag yiiklii nanopartikiillerin BT474 ve MDA-MB-
231 hiicrelerinin sagkalimindaki azalma iizerindeki etkisinde PCL nin etkisinin anlasilabilmesi
i¢in hiicreler kor nanopartikiil PCL ile muamele edilmistir.

BT474 hiicrelerinde Ruxolitinib ve Rux-PCL-NP uygulanmamis kontrol grubunda
zamana bagli olarak hiicre sayisinin artt1g1 goriilmiistiir. DMSO uygulanan BT474 hiicrelerinde
hiicre canliliginda kontrol grubuna benzer sekilde artma goriilmiistiir. PCL-NP uygulanan
BT474 hiicrelerinde hiicre canliliginin zamana bagl artmasi ile hiicrelerde sitotoksik bir etkisi
olmadig1 goriilmiistiir. Rux-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinde ise hiicre canliligindaki
azalmanin sadece Ruxolitinib uygulanan gruptakine benzer sekilde azaldig1 goriilmiistiir (Sekil.
4.20 A).

MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib ve Rux-PCL-NP uygulanmamis kontrol
grubunda zamana bagh olarak hiicre sayisinin arttig1 goériilmiistiir. DMSO uygulanan MDA-
MB-231 hiicrelerinde hiicre canlilifinin arttig1 goriilmiistiir. PCL-NP uygulanan MDA-MB-
231 hiicrelerinde hiicre canliliginin zamana bagh arttig1 ve hiicrelerde sitotoksik bir etkisi
olmadigr goriilmiistiir. Rux-PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde ise hiicre
canliliginin azaldig1 goriilmiistir (Sekil 4.20 B.).
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Sekil 4. 20. Ruxolitinib, PCL-NP Ve Rux-PCL-NP’nin BT474 (A) Ve MDA-MB-231 (B)
Hiicrelerinin Sagkalimi Uzerine Etkisi. ****P<0.000.

BT474 hiicrelerinde MK-2206 ve MK-PCL-NP uygulanmamis kontrol grubunda
zamana bagli olarak hiicre sayisinin artt1g1 goriilmiistiir. DMSO uygulanan BT474 hiicrelerinde
72. saate kadar hiicre canliliginda artis 96. Saatte ise bir miktar azalis goriilmiistiir. PCL-NP
uygulamasinin BT474 hiicrelerinde sitostatik bir etkisi olmadigi hiicre canliliginin zamana

bagli artmasi ile gozlenmistir., MK-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinde ise hiicre
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canliligindaki azalmanin sadece MK-2206 uygulanan hiicre grubundaki gibi keskin olmadig1
goriilmiistiir (Sekil. 4.21 A.).

MDA-MB-231 hiicrelerinde MK-2206 ve MK-PCL-NP uygulanmamis kontrol ve
DMSO uygulanan gruplarda zamana bagl olarak hiicre sayisinin arttigi goriilmiistiir. MDA -
MB-231 hiicrelerinde PCL-NP uygulamasinin hiicre canliliginin zamana bagli artmasin
sagladigr ve hiicrelerde herhangi bir sitotoksik etkisi olmadigi gézlenmistir. MK-PCL-NP
uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde ise hiicre canliligindaki azalmanin MK-2206 saf
maddesi uygulanan hiicre gruplari ile benzer sekilde oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.21 B.).
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Sekil 4. 21. MK-2206, PCL-NP ve MK-PCL-NP’nin BT474 (A) ve MDA-MB-231 (B)
Hiicrelerinin Sagkalimi Uzerine Etkisi. ****p<0.000.

BT474 hiicrelerinde Ruxolitinib+MK-2206 ve Rux/MK-PCL-NP uygulanmamis
kontrol grubunda zamana bagl olarak hiicre sayisinin arttig1 goriilmiistiir. DMSO uygulanan
BT474 hiicrelerinde 72. saate kadar hiicre canliliginda artma 96. Saatte ise bir miktar azalis
goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinde PCL-NP uygulamasinin toksik bir etkisi olmadigi
gozlenmistir. Rux/MK-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinde ise hiicre canliligindaki
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azalmanin sadece Ruxolitinib+MK-2206 kombinasyonu uygulanan hiicre grubundan daha az
oldugu goriilmistiir (Sekil. 4.22 A.).

MDA-MB-231  hiicrelerinde =~ Ruxolitinib+MK-2206 ve  Rux/MK-PCL-NP
uygulanmamis kontrol ve DMSO uygulanan gruplarda zamana bagli olarak hiicre sayisinin
arttigr goriilmiistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde PCL-NP uygulamasinin hiicre canliligi
tizerine sitotoksik etkisinin bulunmadigi gozlenmistir. Rux/MK-PCL-NP uygulanan MDA-
MB-231 hiicrelerinde ise hiicre canliligindaki azalmanin Ruxolitinib+MK-2206 kombinasyonu

uygulanan hiicre gruplari ile benzer oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.22 B.).
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Sekil 4. 22. Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP Ve Rux/MK-PCL-NP’ Nin BT474 (A) Ve MDA-
MB-231 (B) Hiicrelerinin Sagkalimi1 Uzerine Etkisi ****P<0.000.

Hiicrelerin yiizeye yapismasinin engellendigi ortamda hiicrelerin biiyiiyebilme

yeteneginin Ol¢iilmesi amaci ile soft-agar koloni olusum testi yapilmistir (Sekil 4.23 A. ve B.).
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BT474 hiicrelerinde ilag uygulanmamis kontrol grubu ve DMSO uygulanan grupta
benzer biyiikliklerde koloni olusumu gdzlenmistir. Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 kombinasyonu uygulanan BT474 hiicrelerinde koloni olusumunu

belirgin bir sekilde engelledigi goriilmiistiir (Sekil 4.23.A.).

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise ila¢ uygulanmayan kontrol grubu ve DMSO uygulanan
grubunda olusan koloni biiytikliiklerinin BT474 hiicrelerine oranla daha fazla oldugu
gozlenmistir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206’nin tekli
uygulamasi sonucunda hiicrelerde bir miktar koloni olusumu goriilmiistiir. Ruxolitinib+ MK-
2206’nin kombine uygulamasi ile hiicrelerde koloni olusumu ve biiylimesinin engelledigi

belirgin bir sekilde goriilmiistiir (Sekil 4.23.A.).

BT474 hiicrelerinde PCL’nin koloni olusumunu engellemedigi goriilmiistiir. BT474
hiicrelerinde Rux-PCL-NP uygulamasinin koloni olusumunu engellemede MK-PCL-NP ve
Rux/MK-PCL-NP uygulanmasina oranla daha etkili oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.23.B.).

PCL uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde de benzer sekilde koloni olusumu
engellemedigi goriilmiistiir. Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulanan
MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusumunun benzer oranlarda engellendigi goriilmiistiir

(Sekil 4.23.B.).
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Sekil 4. 23. Ruxolitinib Ve MK-2206 Saf Maddelerinin (A), PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-
NP Ve Rux/MK-PCL-NP’nin (B) BT474 Ve MDA-MB-231 Hiicrelerinin Biiyiiyebilme
Yeteneklerinin Soft Agar Koloni Olusum Testi ile Olgiilmesi.

Ruxolitinib ve MK-2206 saf maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-
NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP nanopartikiillerin BT474 ve MDA-MB-231

hiicrelerindeki metastatik etkisini belirlemek i¢in koloni olugum testi yapilmistir (Sekil 4.24 A.

ve B., Sekil 4.25 A. ve B.).

BT474 hiicrelerinde hi¢bir ila¢ uygulanmamis ve DMSO uygulamasinin sonrasinda
hiicre ¢ogalmasinda degisiklik gozlenmemistir. Ruxolitinib saf maddesi uygulanan BT474
meme kanseri hiicre hatlarinda ilag uygulanmamis hiicre hatlarina oranla hiicre
proliferasyonunda zamana bagli olarak azaldig1 goriilmiistiir. MK-2206 saf maddesi uygulanan

BT474 hiicrelerinde 72. saatte hiicre proliferasyonunda azalma goriilmiistiir. Ruxolitinib ve



MK-2206 saf maddeleri kombine olarak uygulandifinda BT474 hiicre hattinda hiicre

proliferasyonunda azalma goriilmiistiir (Sekil 4.24 A.).

MDA-MB-231 hiicrelerinde de hig¢bir ila¢ uygulanmamis kontrol ve DMSO uygulanan
gruplarda hiicre proliferasyonunda degisiklik gozlemlenmemistir. Ruxolitinib saf maddesi
uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunda belirgin bir azalma goriilmemistir.
MK-2206 saf maddesi uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunda belirgin bir
azalma goriilmemistir. Ruxolitinib ve MK-2206 saf maddeleri kombine olarak uygulandiginda
MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunda goriilen azalmanin BT474 hiicrelerindeki gibi
belirgin olmadig1 goriilmistiir (Sekil 4.25. A.).

PCL-NP uygulamasinin BT474 hiicrelerinin proliferasyonunu engellemedigi
goriilmiistiir. Rux-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinin proliferasyonunda 24, 48, 72 ve 96.
saatlerde benzer oranlarda azalma goriilmiistiir. MK-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinin
proliferasyonunda 96. saatte azalma goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP uygulanan BT474

hiicrelerinin proliferasyonunda 72 ve 96. saatte belirgin bir azalma goriilmiistiir (Sekil 4.24. B.).

PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonun engellenmedigi
goriilmiistiir. Rux-PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde 96. Saatte azalma
saptanmistir. MK-PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunda 96. saatte
azalma goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde BT474
hiicrelerindeki gibi belirgin bir sekilde azalma saptanmamustir (Sekil 4.25. B.).
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Sekil 4. 24. Ruxolitinib Ve MK-2206’nin (A), PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP Ve
Rux/MK-PCL-NP (B)‘Nin BT474 Meme Kanseri Kanseri Hiicre Hatlarinin Metastaz
Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi.
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Sekil 4. 25. Ruxolitinib Ve MK-2206’nin (A), PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP Ve
Rux/MK-PCL-NP (B)’nin MDA-MB-231 Meme Kanseri Kanseri Hiicre Hatlarinin Metastaz

Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi.

Ruxolitinib ve MK-2206 saf maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-NP,
MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’lerin BT474 ve MDA-MB-231 meme kanseri kanseri
hiicrelerinde metastaz lizerindeki etkileri yara iyilesme analizi ile tespit edilmeye c¢alisilmistir

(Sekil 4.26 A, B).
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BT474 hiicrelerinin higbir ila¢ uygulanmayan kontrol ve DMSO uygulanan gruplarinda
acilan yara genisliklerinin hiicrelerin yavas ve tist iiste biiylimesinden dolay1 kapanamadigi
saptanmistir. BT474 hiicrelerinde Ruxolitinib, Ruxolitinib+MK-2206 birlikte uygulandiginda
72 ve 96. saatlerde hiicrelerin tamamen 6ldigli gorilmiistir. MK-2206 uygulanan BT474

hiicrelerinde ise agilan yara genigligini kapatamadig1 saptanmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin hicbir ilag uygulanmayan kontrol ve DMSO uygulanan
gruplarinda acgilan yara genisliginin zamana bagli olarak yavas yavas kapandig1 goriilmiistir.
Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde acilan

yara genigliginin zamanla kapanamadig1 saptanmustir.

PCL-NP uygulamasinin BT474 hiicrelerinde 96. saatin sonunda agilan yara genisligini
kapatamadig1 bulunmustir. Rux-PCL-NP ve MK-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinde de
acilan yara genisliginin kapatilamadig1 goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP uygulanan BT474 96.

saatin sonunda hiicrelerin 61diigii goriilmustiir (Sekil 4.27. A.).

PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde agilan yara genisliginin 96. saatin
sonunda kapandig1 goriilmiistiir. Rux-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde 96. saatte agilan yara genisliginin kapandigi goriilmiistiir. MK-PCL-NP uygulanan
MDA-MB-231 hiicrelerinde agilan yara genisliginin 96. saatte kapanamadigi goriilmistiir
(Sekil 4.27. B.).
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Sekil 4. 26. Ruxolitinib Ve MK-2206’nin BT474 (A) Ve MDA-MB-231(B) Meme Kanseri
Hiicrelerinde Lateral Hiicre Hareketi Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi.
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Sekil 4. 27. PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP Ve Rux/MK-PCL-NP’nin BT474 (A) Ve
MDA-MB-231(B) Ve Meme Kanseri Hiicrelerinde Lateral Hiicre Hareketi Uzerindeki
Etkilerinin Belirlenmesi.
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4.3.4. Ruxolitinib ve MK-2206 Saf Maddelerinin (SM), Ruxolitinib+MK-2206,
PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP Nanopartikiillerin
BT474 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Apoptoz Uzerindeki

Etkisinin Incelenmesi

4.3.4.1. Ruxolitinib ve MK-2206 Saf Maddelerinin (SM), Ruxolitinib+MK-2206,
PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP Nanopartikiillerin
BT474 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Apoptoz Uzerindeki

Etkisinin Hoescht Boyama ile Incelenmesi

BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib, MK-2206, Ruxolitinib+MK-2206,
PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/PCL-NP uygulamasinin apoptotik hiicrelerdeki
morfolojik degisikliklerin tespit edilmesi i¢in Hoescht 33342 niikleer boya ile boyanmustir.

BT474 hiicrelerinde higbir ilag uygulanmayan kontrol ve DMSO uygulanan hiicrelerde
DNA fragmentasyonu goriilmemistir. Ruxolitinib tek basina ve MK-2206 ile kombine
uygulandiginda bir miktar DNA fragmentasyonu goriilmiistiir. MK-2206 uygulanan hiicrelerde
DNA fragmentasyonun arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.28 A).

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise higbir ilag uygulanmayan kontrol ve DMSO uygulanan
hiicrelerde DNA fragmentasyonu goriilmemistir. MK-2206 uygulamasi ve Ruxolitinib ile
kombine uygulanmasi sonucunda MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA fragmentasyonun arttigi
goriilmiistiir (Sekil 4.28 A).

BT474 hiicrelerinde PCL-NP hiicrelerde DNA fragmentasyonu goriilmemistir. Rux-
PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinde MK-PCL-NP uygulanan hiicrelere oranla daha fazla
DNA kg goriilmiistir. Rux/MK-PCL-NP uygulandiginda ise DNA fragmentasyonunda
azalma gorilmistiir (Sekil 4.28 B).

PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA fragmentasyonu goriilmemistir.
MK-PCL-NP uygulanan hiicrelerde Rux-PCL-NP uygulanan hiicrelere oranla da fazla oranda
DNA kg goriilmiistir. Rux/MK-PCL-NP uygulandiginda ise DNA fragmentasyonunda
BT474 hiicrelerindekine benzer sekilde azalma goriilmiistiir (Sekil 4.28 B).
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Sekil 4. 28. Ruxolitinib Ve MK-2206 Tarafindan (A) Ve PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-
NP Ve Rux/MK-PCL-NP (B) Tarafindan Tetiklenen DNA Kiriklarinin BT474 Ve MDA-MB-

231 Meme Kanseri Hiicrelerinde Belirlenmesi.

4.3.4.2. Ruxolitinib ve MK-2206 Saf Maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-
NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP Nanopartikiillerin BT474
ve MDA-MB-231 Hiicrelerinde Apoptoz Uzerindeki Etkisinin Immunblotlama

Teknigi ile Incelenmesi

BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206 saf maddelerinin,

Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP

uygulamasinin tetikledigi apoptotik hiicre 6limii yolagi iizerine etkisini protein seviyesinde
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inceleyebilmek i¢in apoptotik yolakta gorev alan proteinlerin ifadelerindeki degisiklikler

immunblotlama teknigi ile incelenmistir (Sekil 4.29).

BT474 hiicrelerinde tek basina Ruxolitinib uygulamasi sonucunda PARP, Kaspaz-8,
Kaspaz-7 ve Kaspaz-3 ifadesinin azaldigi, Kaspaz-9 ifadesinde degisiklik olmadigi
goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinde tek basina MK-2206 uygulamasi sonucunda PARP cleaved
arttigl, Kaspaz-9, Kaspaz-8, Kaspaz-3 ve Kaspaz-7 ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir. BT474
hiicrelerinin Ruxolitinib+MK-2206 kombinasyonu ile muamele edilmesi sonucunda apoptoz
belirteci olan PARP ifadesinde artma goriiliirken, Kaspaz-9, Kaspaz-8, Kaspaz-3 ve Kaspaz-7
ifadesinde anlamli bir sekilde azalma saptanmistir (Sekil 4.29).

MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib’in tek bagina uygulamasinin PARP ve Kaspaz-
9 ifadesini azalttig1 goriilmiistiir. MK-2206’nin tek basina uygulamasinin MDA-MB-231
hiicrelerinde PARP ifadesini arttirdigi, Kaspaz- 9 ifadesini azalttigi, Kaspaz-8 ve Kaspaz-3
ifadesinde ise anlamli bir degisiklik goriilmemistir. MDA-MB-231 hiicrelerinin
Ruxolitinib+MK-2206’nin kombine uygulamasi ile PARP, Kaspaz-9, Kaspaz-8 ve Kaspaz-7

ifadesinin azaldigi, Kaspaz-3 ifadesinde ise anlamli bir degisiklik goriilmemistir (Sekil 4.29).

BT474 hiicrelerinde Rux-PCL-NP uygulamasi sonucunda PARP, Kaspaz-8 ve Kaspaz-
3 ifadesinin azaldig1, Kaspaz-9 ve Kaspaz-8 ifadesinde degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. BT474
hiicrelerinde MK-PCL-NP uygulamasi sonucunda PARP ifadesinin arttigi, Kaspaz-8 ve
Kaspaz-7 ifadesinin azaldigi, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 ifadesinde degisiklik olmadigi
goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinin Rux/MK-PCL-NP ile muamele edilmesi sonucunda apoptoz
belirteci olan PARP ifadesinde artma, Kaspaz-9, -8, -7 ve -3 ifadesinde azalma goriilmiistiir

(Sekil 4.29).

MDA-MB-231 hiicrelerinde Rux-PCL-NP uygulamasinin PARP ve Kaspaz-8 ifadesini
arttirdigr goriilmiistir MK-PCL-NP uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde PARP ve
Kaspaz-8 ifadesini arttirdigi, Kaspaz- 9 ,-7 -3 ifadesini azalttig1 goriilmiistiir. MDA-MB-231
hiicrelerinin Rux/MK-PCL-NP uygulamasi ile PARP ifadesinin arttig1, Kaspaz-9, Kaspaz-8 ve
Kaspaz-3 ifadesinin azaldig1, Kaspaz-7 ifadesinin ise artti§1 goriilmistiir (Sekil 4.29).
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Sekil 4. 29. Ruxolitinib, MK-2206, Ruxolitinib+MK-2206, PCL, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP
ve Rux/MK-PCL-NP Uygulamas1 Sonucundaki Apoptotik Degisimlerin BT474 Ve MDA-MB-

231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Incelenmesi.
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Apoptozun diizenlenmesinde diizenlenmesinde pro- ve anti- apoptotik Bcl-2 ailesi
iyeleri arasindaki denge onemli bir role sahiptir. BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
Ruxolitinib ve MK-2206 saf maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-NP,
MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP nanopartikiillerin apoptotik yolaktaki etkilerinin tam olarak
belirlenmesi i¢in pro- ve anti- apoptotik protein ifadelerindeki degisimler aragtirilmistir (Sekil

4.30).

BT474 hiicrelerinde Ruxolitinib’in tek basina uygulamasi ile Pro-apoptotik Bcl-2
ailesine ait olan Bax proteininin ifadesinin arttigi, anti-apoptotik Bcl-2 ve Mcl-1 ifadesinin
azaldig1, pro-apoptotik Bad ifadesinde anlamli degisiklik olmadigi, c-Myc ifadesinin arttig1
goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinde MK-2206’nin tek basina uygulamasi ile pro-apoptotik Bax
ifadesinin arttig1, anti-apoptotik Bcl-2 ve Mcl-1 ifadesinin azaldigi, c-Myc ifadesinin arttigi,
Bad ifadesinde anlamli degisiklik olmadig1 goériilmiistiir. BT474 hiicrelerinde Ruxolitinib ve
MK-2206’ nin kombine uygulamasi ile pro-apoptotik Bax ifadesinin artt1g1, anti-apoptotik Bcl-
2 ifadesinin azaldig1, anti-apoptotik Mcl-1 ifadesinin neredeyse tamamen yok oldugu, c-Myc

ifadesinin azaldigi, Bad ifadesinde anlamli degisiklik olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.30).

MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib’in tek basina uygulamasi ile anti-apoptotik Bax
ve Bad ifadesinde anlamli bir degisiklik olmadigi, anti-apoptotik Bel-2 ve Mcl-1 ifadesinin
azaldigl, c-Myc ifadesinde anlamli bir degisiklik olmadigi goriilmiistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde MK-2206’nin tek basina uygulamasinin pro-apoptotik Bax ifadesini arttirdigi,
anti-apoptotik Bcl-2 ve Mcl-1 protein ifadelerini arttirdigi, c-Myc ifadesini azalttigi, pro-
apoptotik Bad ifadesinde anlamli degisiklik olmadig1 gozlenmisti. MDA-MB-231
hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206’nin kombine uygulamasinin sonucunda pro-apoptotik
Bax ifadesini arttirdigi, anti-apoptotik Mcl-1 ifadesinin azaldigi fakat anti-apoptotik Bcl-2
ifadesinde degisiklik olmadigi, c-Myc ifadesinin yok denecek kadar azaldig1 goriilmiistiir (Sekil
4.30).

BT474 hiicrelerinde Rux-PCL-NP uygulamasi ile Bcl-2 ve Mcl-1 ifadesinin azaldig,
Bad, Bax ve c-Myc ifadesinde anlamli degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinde
MK-PCL-NP uygulamasi ile pro-apoptotik Bax ifadesinin arttig1, anti-apoptotik Bcl-2 ve Mcl-
1 ifadesinin azaldig1, c-Myc ve Bad ifadesinde anlamli degisiklik olmadigi goriilmiistiir. BT474
hiicrelerinde Rux/MK-PCL-NP uygulamas1 ile anti-apoptotik Bcl-2 ve Mcl-1 ifadesinin
neredeyse tamamen yok oldugu, c-Myc ifadesinin azaldigi, Bad ve Bax ifadesinde anlamli

degisiklik olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.30).
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MDA-MB-231 hiicrelerinde Rux-MK-PCL-NP uygulamasi ile anti-apoptotik Bax
ifadesinin artt1g1, Bad ifadesinde degisiklik olmadigi, anti-apoptotik Bcl-2 ifadesinin azaldigi,
Mcl-1 ifadesinin olmadigi, c-Myc ifadesinin azaldig1 gériilmiistiir. MDA-MB-231 hiicrelerinde
MK-PCL-NP uygulamasinin pro-apoptotik Bax ifadesini arttirdig1, Bad ifadesini azalttig1, anti-
apoptotik Bcl-2 ve Mcl-1 protein ifadelerini arttirdigi, c-Myc ifadesini azalttig1 gézlenmistir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde Rux/MK-PCL-NP uygulamasinin sonucunda pro-apoptotik Bax
ifadesini arttirdig1, anti-apoptotik Mcl-1 ve Bcl-2 ifadesinin arttig1, c-Myc ifadesinin azaldigi
goriilmiistir (Sekil 4.30).
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Anti- Apoptotik Bcl-2 Ailesi Uyelerinde Ruxolitinib, MK-2206, Ruxolitinib+MK-2206, PCL,
Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP Uygulamas1 Sonucundaki Degisimlerinin
BT474 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Incelenmesi.
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4.4. Ruxolitinib ve MK-2206 Saf Maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP,
Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP Nanopartikiillerin BT474 ve
MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Hiicre Sagkalim Yolaklar:

Uzerindeki Etkisinin incelenmesi

4.4.1. Ruxolitinib ve MK-2206 Saf Maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP,
Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP Nanopartikiillerin BT474 ve
MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda MAPK Sinyal Yolaklarindaki

Etkilerinin immunblotlama Yontemi ile Belirlenmesi

BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206 saf maddelerinin,
Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’lerin
BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde MAPK hiicre sagkalim sinyal yolagi tlizerindeki
etkilerinin incelenmesi i¢in bu yolak ile iligkili proteinlere immunblotlama ile bakilmistir (Sekil

431).

BT474 hiicrelerinde sadece Ruxolitinib uygulamasiyla Src-1, c-Jun ifadesinin azaligi
goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinde sadece MK-2206 uygulamasiyla Src-1, ERK1/2, SAPK/JINK
ve c-Jun ifadesinin azaldigi goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinde Ruxolitinib+MK-2206"nin
birlikte uygulanmasiyla Src-1 ifadesinin yok denecek kadar azaldigi, ERK1/2 ve c-Jun
ifadesinin azaldig1 goriilmustiir (Sekil 4.31).

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise tek basina Ruxolitinib uygulandiginda Src-1, ERK1/2,
SAPK/INK ve c-Jun ifadesinin azaldigir goriilmiistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise tek
basina MK-2206 uygulandiginda Src-1 ve c-Jun ifadesinin azaldigi, ERK1/2 ve SAPK/INK
ifadesinde anlamli degisiklik olmadig1 goriilmiistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise
Ruxolitinib ve MK-2206 kombine uygulandiginda Src-1, ERK1/2, SAPK/JNK ifadesinin
azaldigi, c-Jun ifadesinin arttig1 goriilmistiir (Sekil 4.31).

BT474 hiicrelerinde Rux-MK-PCL-NP uygulamasiyla c-Jun ifadesinin azaldigi
goriilmiistiir. MK-PCL-NP uygulamasiyla ERK1/2, SAPK/JNK ve c-Jun ifadesinin azaldigi
goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP uygulanmasiyla SAPK/JINK ve c-Jun ifadesinin azaldigi
goriilmiistiir (Sekil 4.31).

MDA-MB-231 hiicrelerinde Rux-MK-PCL-NP uygulandiginda ERK1/2 ve c-Jun
ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir. MK-PCL-NP uygulandiginda c-Jun ifadesinin arttigi, ERK1/2
ve SAPK/JNK ifadesinin arttig1 goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP uygulandiginda ERK1/2,
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SAPK/INK ve c-Jun ifadesinin azaldig1 gorlilmiistiir (Sekil 4.31).
BT474 —_—
Ruxolitinib - ¥ - %
PCL + + + 4+
MK-2206 - -+ % Ruxolitinib - + - +
Sre-1 (160 kDa) MK-2206 - - +of
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SAPK/JNK (54,46 —— 4
kDo SaPNK(s4ds i -
032 033 020 023 0,59 074 062 0,56
c-Jun (48-43 kDa)
¢ D - - c-Jun (48-43 kDa)
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B-aktin (45 kDa) R — B-aktin (45 KkDa) -— G GES ==

Sekil 4. 31. Ruxolitinib, MK-2206, Ruxolitinib+MK-2206, PCL, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP

ve Rux/MK-PCL-NP Uygulamasinnn MAPK Sinyal Yolagi Uzerine Etkilerinin

Immunoblotlama Yontemi Ile MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda incelenmesi.
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4.4.2. Ruxolitinib ve MK-2206 Saf Maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP,
Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP Nanopartikiillerin BT474 ve
MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda PI3K/AKT Sinyal Yolag:

Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206 saf maddelerinin,
Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP
nanopartikiillerin hiicre sagkalim yolag1 olan PI3K/AKT sinyal yolag: lizerindeki etkilerinin

incelenmesi i¢in bu yolak ile iliskili proteinlerin ifadesindeki degisiklikler immunblotlama

yontemi ile belirlendi (Sekil 4.32).

BT474 hiicrelerinde tek basina Ruxolitinib uygulandiginda P53 ifadesinin arttig1, ERa,
PI3K ve Akt ifadesinin azaldigi, PTEN ifadesinin bir miktar azaldig1 goriilmistiir. BT474
hiicrelerinde tek basina MK-2206 uygulandiginda P53 ifadesinin arttigi, ERa, PI3K ve Akt
ifadesinin yok denecek kadar azaldigi, PTEN ifadesinin bir miktar azaldig1 goriilmiistiir. BT474
hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206 kombine uygulandiginda P53 ifadesinin arttig1, ERa,
PTEN, PI3K ve Akt ifadesinin yok oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.32).

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Ruxolitinib tek basina uygulandiginda P53 ifadesinin
arttigi, PTEN ifadesinde anlamli degisiklik olmadigi, PI3K ve Akt ifadelerinin azaldig:
goriilmiistiir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise MK-2206 tek basina uygulandiginda P53 ve
PTEN ifadesinin arttig1, PI3K ifadesinin azaldigi, Akt ifadesinin arttig1 goriilmiistiir. MDA-
MB-231 hiicrelerinde ise Ruxolitinib ve MK-2206’nin kombine uygulamasi ile P53 ve PTEN
ifadesinin arttig1, PI3K ve Akt ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.32).

BT474 hiicrelerinde Rux-PCL-NP uygulandiginda P53 ve PTEN ifadesinin arttig1, ERa,
PI3K ve Akt ifadesinin azaldigi gorilmiistir. MK-PCL-NP uygulandiginda P53 ve PTEN
ifadesinin arttig1i, ERa, PI3K ve Akt ifadesinin azaldigi goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP
uygulandiginda P53 ve PTEN ifadesinin azaldigi, ERa, PI3K ve Akt ifadesinin bir miktar
azaldig1 goriilmiustiir (Sekil 4.32).

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Rux-PCL-NP uygulandiginda P53 ve PTEN ifadesinin
artt1g1, PI3K ve Akt ifadelerinin bir miktar azaldig1 gériilmiistiir. MK-PCL-NP uygulandiginda
P53 ve PTEN ifadesinin arttig1, PI3K ve Akt ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-
NP uygulamasi ile P53 ve PTEN ifadesinin arttig1, PI3K ifadesinin yok denecek kadar azaldigi
ve Akt ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.32).
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Sekil 4. 32. Ruxolitinib, MK-2206, Ruxolitinib+MK-2206, PCL, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP
ve Rux/MK-PCL-NP’nin PI3K/AKT Hiicre Sagkalim Sinyal Yolagi Uzerine Etkisinin

Immunoblotlama Yontemi Ile MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda incelenmesi.
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4.4.3. Ruxolitinib ve MK-2206 Saf Maddelerinin, Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP,
Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP Nanopartikiillerin BT474 ve
MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattinda JAK/STAT Sinyal Yolag:

Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206 saf maddelerinin,
Ruxolitinib+MK-2206, PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP
nanopartikiillerin hiicre sagkalim yolagi olan JAK/STAT sinyal yolagi {izerindeki etkilerinin

incelenmesi i¢in bu yolak ile iliskili proteinlerin ifadesindeki degisiklikler immunblotlama

yontemi ile belirlendi (Sekil 4.33).

BT474 hiicrelerinde Ruxolitinib’in tek basina uygulamasiyla JAK2 ve STAT3
ifadesinin azaldigi, STATS ifadesinin degismedigi goriilmiistir. BT474 hiicrelerinde MK-
2206 ’n1in tek basina uygulamasi ile JAK?2 ifadesinin bir miktar daha azaldigi, STAT3 ifadesinin
azaldig1, STATS ifadesinin degismedigi goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-
2206’n1n birlikte uygulamasi ile JAK?2 ifadesinin yok oldugu, STAT3 ifadesinin yok denecek
kadar azaldig1, STATS ifadesinin bir miktar azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.33).

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise tek basina Ruxolitinib uygulamasiyla JAK2 ve STATS
ifadesinin arttig1 goriilmiistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise tek basmna MK-2206
uygulamasiyla JAK?2 ifadesinin daha da arttigi, STATS ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir. MDA-
MB-231 hiicrelerinde ise Ruxolitinib ve MK-2206’nin kombine uygulamasiyla JAK2
ifadesinin azaldigi ve STATS ifadesinin yok oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.33).

BT474 hiicrelerinde Rux-PCL-NP uygulamasiyla STAT3 ifadesinin azaldigi, JAK2 ve
STATS ifadesinde anlamli bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. MK-PCL-NP uygulamas: ile
STAT3 ifadesinin azaldigi, JAK2 ve STATS ifadesinde anlamli degisiklik olmadig:
goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP uygulamasi ile JAK2 ve STAT3 ifadesinin yok oldugu, STATS
ifadesinin azaldig1 goriilmiustiir (Sekil 4.33).

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Rux-PCL-NP uygulamasiyla JAK2, STATS ve STAT3
ifadesinde anlamli degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. MK-PCL-NP uygulamasiyla JAK2 ve
STATS ifadesinin azaldigi, STAT3 ifadesinin arttign goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP
uygulamasiyla JAK2 ve STAT3 ifadesinin arttigi, STATS ifadesinin yok oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.33).
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Sekil 4. 33. Ruxolitinib, MK-2206, Ruxolitinib+MK-2206, PCL, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP
ve Rux/MK-PCL-NP’nin JAK/STAT Hiicre Sagkalim Sinyal Yolag:i Uzerine Etkisinin

Immunoblotlama Yontemi {le MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda incelenmesi.
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

5.1. Sonu¢

Bu ¢alismada BT474 (ER+, PR+, HER2+) ve MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2-) meme
kanseri hiicre hatlarinda Ruxolitinibin MK-2206 ile kombine etkileri ve Ruxolitinib, MK-2206
ve Ruxolitinib+MK-2206’n1n sitotoksik ve hiicre proliferasyonunu inhibe edici etkileri ilk kez

incelenmistir.
Bu calismada;

» Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 saf maddeleri uygulanan BT474 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen sonuglarda JAK?2 inhibitorii Ruxolitinib, AKT
inhibitorii MK-2206 ile sinerjistik bir antiproliferatif etkiye sahip oldugu bulunmustur.
Ek olarak, Ruxolitinib ve MK-2206’nin kombine uygulamasi ilaglarin tek kullanimina

kiyasla daha etkili oldugu bulunmustur.

» Ruxolitinib+MK-2206 uygulamasinin BT474 hiicrelerinde;

e DNA fragmentasyonu arttirarak, anti-apoptotik Mcl-1 ve Bc¢l-2 ifadelerinin azalmasi, c-
Myc ifadesinin azalmasi ve pro-apoptotik Bax ifadesinin artmasi ile apoptozu
uyarabilecegini,

e Src-1, ERK1/2, SAPK/JNK ifadesinin azalmasi ile hiicre 6liimiinii engelleyebilecegini,
e Ruxolitinib ve MK-2206’nin birlikte uygulanmasi ile JAK2 ifadesinin ve STAT3
ifadesinin azaltarak JAK/STAT sinyal yolagini inhibe edebilecegini diisiinmekteyiz.

» Ruxolitinib+MK-2206 uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde;

e BT474 hiicrelerindekine benzer sekilde DNA fragmentasyonun arttirdigi, anti-apoptotik
Bcl-2 ifadesinin azalmasi, c-Myc ifadesinin azalmasi, pro-apoptotik Bax ifadesinin
artmasi ile apoptozu apoptozun uyarilmasinda farkli Bcl-2 ailesi iiyelerinin etkili
olabilecegini,

e Src-1, ERK1/2, SAPK/JNK ve c-Jun inaktivasyonunun saglanarak hiicre ¢ogalmasini
engelledigini,

e JAK2 ifadesinin ve STATS ifadesinin azaltarak farkli STAT’lar1 aktive ederek
JAK/STAT sinyal yolagini inhibe ederek apoptozun uyarilmasinda énemli bir role sahip
olabilecegini diistinmekteyiz.

» Ruxolitinib ve MK-2206’nin kombine uygulamast ilaglarin tek kullanimina kiyasla her

iki hiicre hattinda da daha etkili oldugu sdylenebilir.
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Bu calismanin ikinci asamasinda Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206
yiiklii PCL nanopartikiiller ilk kez sentezlenip hiicrelere uygulanarak, ilaglarin nanoformlarinin
BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde JAK/STAT, PI3K/AKT ve MAPK sinyal yolaklar1 ve
apoptoz tlizerindeki etkilerinin ilaglarin serbest halleri ile karsilastirilmasi hedeflenmistir.
Ruxolitinib ve MK-2206’nin nanoformlarinin sentezlenerek, Ruxolitinib ve MK-2206’nin
serbest formlarmin hiicrede yaratti1 toksisitenin en aza indirilebilmesi ve ilaglarin

konsantrasyonlarinin daha etkili bir sekilde hiicreye ulasmasinin saglanabilmesi amaglanmastir.
Bu calismada;

» Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 ile yiiklenen PCL nanopartikiillerin
ortalama boyutlariin uygun oldugu bulunmustur.

» Rux-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’nin zeta potansiyelinin pozitif degerde olmasinin
NP’lerin hiicre i¢ine alimin1 artirabilecegi bulunmustur.

» Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’lerin PDI degerlerinin 0’a yakin
oldugu ve sentezlenen nanopartikiillerin homojen oldugu bulunmustur.

» Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206’nin PCL ile enkapsiile oldugu ve
ilaglarla PCL arasinda kimyasal uyumsuzluk olmadigi bulunmustur.

» Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 kombinasyon etken maddelerinin PCL
nanopartikiillerden kontrollii bir sekilde saliniminin gerceklesebilecegi gdzlenmistir.

» PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulamasinin BT474
hiicrelerinde;

e PCL-NP’nin herhangi bir toksik etkisi olmadigi ve hiicrelerin proliferasyonunu
egngellemedigi gézlenmistir.

e Ruxolitinib’in ICso degerinin 50 uM’dan Ruxolitinib’in nanoformiilasyonu uygulamasi
ile birlikte ICso degerinin 0,3267 pM’a diistiigii bulunmustur.

o MK-2206nin ICso degerinin 7 pM’dan MK-2206’in nanoformiilasyonu uygulamasi ile
birlikte ICso degerinin 0,208 uM’a diistiigli bulunmustur.

e Ruxolitinib+tMK-2206’nin  ICso degerinin 55 pM’dan Ruxolitinib+MK-2206’nin
nanoformiilasyonu uygulamasi ile birlikte ICso degerinin 451 uM olarak degistigi ve
anlamli sonug elde edilememistir.

e Rux-PCL-NP uygulamasmin koloni olusumunu engellemede MK-PCL-NP ve
Rux/MK-PCL-NP uygulanmasina oranla daha etkili oldugu gortilmiistiir.

e Rux-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinin proliferasyonunda 24, 48, 72 ve 96.

saatlerde benzer oranlarda azalma goriilmiistiir.
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MK-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinin proliferasyonunda 96. saatte azalma
gorilmiistiir.

Rux/MK-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinin proliferasyonunda 72 ve 96. saatte
belirgin bir azalma goriilmustiir.

PCL-NP uygulamasinin BT474 hiicrelerinde 96. Saatin sonunda agilan yara genisligini
kapatamadig1 bulunmustir.

Rux-PCL-NP ve MK-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinde de acilan yara
genisliginin kapatilamadigi goriilmiistiir.

Rux/MK-PCL-NP uygulanan BT474 96. saatin sonunda hiicrelerin 61diigii gérilmiistiir.
Rux-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinde apoptozu uyarmada MK-PCL-NP
uygulamasina oranla daha etkili oldugu goriilmiistiir.

MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulamasinin BT474 hiicrelerinde apoptozun
ekstrinsik yolagini uyardig: goriilmiistiir.

BT474 hiicrelerinde MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulamasi ile pro-apoptotik
Bax ifadesinin artti81, anti-apoptotik Bcl-2 ve Mcl-1 ifadesinin azaltarak hiicre 6liimiinii
uyardig1 gorilmiistiir.

BT474 hiicrelerinde Rux-MK-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP MAPK
sinyal yolagini inhibe ederek hiicre proliferasyonunu engelledigi goriilmiistiir.

BT474 hiicrelerinde Rux-PCL-NP ve MK-PCL-NP uygulandiginda PI3K/AKT sinyal
yolagini inhibe ederek hiicre proliferasyonunu engelledigi goriilmiistiir.

BT474 hiicrelerinde Rux/MK-PCL-NP uygulamasi ile JAK2/STAT3 yolagini inhibe
ederek hiicre proliferasyonunu engelledigi gortilmistiir.

PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulamasinin MDA-MB-
231 hiicrelerinde;

PCL-NP’nin herhangi bir toksik etkisi gozlenmemistir.

Ruxolitinib’in nanoformiilasyonu uygulamasi ile birlikte ICso degerinde anlaml
degisiklik gézlenmemistir.

MK-2206’nin ICso degerinin 7.5 uM’dan MK-2206’ in nanoformiilasyonu uygulamasi
ile birlikte ICso degerinin 2,08 uM’a diistiigli gézlemlenmistir.
Ruxolitinib+MK-2206’nin ICso degerinin 23 puM’dan Ruxolitinib+MK-2206"nin
nanoformiilasyonu uygulamasi ile birlikte ICso degerinin 2,684 uM’a distiigi

saptanmistir.
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Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde koloni olusumunun benzer oranlarda engellendigi goriilmiistiir.
Rux-PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde 96. saatte azalma saptanmustir.
MK-PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunda 96. saatte
azalma gorilmiistiir.

Rux/MK-PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde BT474 hiicrelerindeki gibi
belirgin bir sekilde azalma saptanmamugtir.

PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde agilan yara genisliginin 96. Saatin
sonunda kapandig1 goriilmiistiir. Rux-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulanan MDA-
MB-231 hiicrelerinde 96. Saatte agilan yara genigliginin kapandig1 goriilmiistiir. MK-
PCL-NP uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde agilan yara genigliginin 96. saatte
kapanamadig1 goriilmiistiir.

Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-uygulamasinin MDA-MB-231
hiicrelerinde apoptozu uyardig1 goriilmiistir.

MK-PCL-NP uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptozun intrinsik yolagini
uyardigi, Rux/MK-PCL-NP uygulamasiin ise apoptozun ekstrinsik yolagini uyardigi
gorilmiistiir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulamasinin pro-
apoptotik Bax ifadesinin artmasi, anti-apoptotik Bcl-2 ve Mcl-1 protein ifadelerinin
artmasi, c-Myc ifadesini azalmasi ile apoptozu uyarabilecegi gdzlenmistir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde Rux-MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulandiginda
ERK1/2, SAPK/JNK ve c-Jun ifadesinin azalmasi ile MAPK sinyal yolagini inhibe
ederek hiicre proliferasyonunu engelleyebilecegi gézlenmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP
uygulandiginda P53 ve PTEN ifadesinin arttigi, PI3K ve Akt ifadelerinin bir miktar
azaltarak PI3K/AKT sinyal yolagii inhibe ederek hiicre proliferasyonunu inhibe
edebilecegi gdzlenmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde MK-PCL-NP uygulamasiyla JAK2 ve STATS ifadesinin
azaltarak JAK2/STATS sinyal yolagini inhibe edebilecegi gozlenmistir.
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Literatiirdeki caligmalar dogrultusunda, meme kanseri hiicre hatlarina uygulanan
JAK1/2 ve Akt inhibitorleri araciligi ile PI3K/AKT, JAK/STAT ve MAPK sinyal yolaklar1
inhibe edilerek hiicre proliferasyonunun engellenmesinin ve apoptozun aktif hale gelmesinin
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Ruxolitinib ve MK-2206 uygun nanopartikiille kaplanarak
ilaclarn etkinligi arttirilabilir. Ruxolitinib ve MK-2206 kombine uygulamasi ile PI3K/AKT ve
JAK/STAT sinyal yolaklarindaki disregiilasyon inhibe edilerek meme kanseri hastalarinda

terapotik bir yaklasim olarak kullanilabilir.
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5.2. Tartisma

5.2.1. Ruxolitinib, MK-2206 Ve Ruxolitinib+MK-2206 Saf Maddesi Uygulanan
BT474 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinin Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

Tiimdrli bir hiicre, pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesinin bozulmasi,
kaspaz aktivitesinin azalmasi ve 6lim reseptor sinyallerinin bozulmasi sonucunda apoptoz
olusumunu inhibe ettigi bilinmektedir (Igney & Krammer, 2002: 277). Kanser hiicrelerinde,
sinyal iletim yolaklarini ve sinyal proteinlerini hedef alan onkogenik mutasyonlar, ¢ogalma ve

sagkalim kontroliiniin kaybina sebep olur (Khanna vd., 2018: 1).

Sitoplazmik tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonu ve onkogenik sinyal iletimi,
transformasyon, tiimor biiyiimesi, motilite ve invazyon artis1 ile anjiyogenez gibi hiicresel
olaylar1 hizlandirmaktadir. RTKlar, PI3K/AKT, JAK/STAT ve MAPK gibi sinyal yolaklarini
diizenler. Bu yolaklarin kanser hiicresinin kontrolsiiz ¢ogalmasinda, anjiyogenez ve metastazin
diizenlenmesinde énemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. JAK2’ye spesifik inhibitorler, STAT,
PI3K/AKT ve MAPK yolaklarin1 inhibe eden ajanlarla kombine olarak kullanilmasi, JAK
sinyalinin disregiilasyonunun neden oldugu malignansilerde kritik bir kombine terapi olarak
kullanilabilir. PI3K/AKT sinyal yolaginin inhibe edilerek, hiicre sagkaliminin azaltilmasi ve
hiicre oliimiinlin uyarilmasi son zamanlarda yapilan ¢alismalarda kullanilan kemoterapdtik
yaklasimlardandir (Godone vd., 2018: 30).

Opzelura (Ruxolitinib), Amerika Birlesik Devletleri'nde kullanimi onaylanan ilk ve tek
topikal Janus kinaz (JAK) inhibitoriidiir. Ruxolitinib'in oral formiilasyonu ilk olarak 2011
yilinda Jakafi markasi altinda miyelofibrozis, polisitemi vera ve graft-versus-host hastaligini
tedavi etmek i¢in ABD Gida ve Ilag idaresi ABD Gida ve ilag¢ Idaresi (FDA) tarafindan
onaylanmistir (Mascarenhas ve Hoffman, 2012: 3009). MK-2206, su anda farkli kanser
tiirlerine kars1 sitotoksisitenin incelendigi klinik deneylerin faz II asamasinda oldugu, AKT'n
zara tasinmasini ve aktivasyonunu bloke eden PH ve kinaz alanlarma baglanan giiglii bir
allosterik AKT inhibitoriidiir (Stover vd., 2022: 2; Kim vd., 2016: 5; Li vd., 2019: 2). Bu
calismada JAK1/2 inhibitorii Ruxolitinib ve AKT inhibitérii MK-2206 kombine kullanilarak
BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde MAPK, PI3K/AKT, JAK/STAT ve apoptoz iizerine

etkilerinin ER ile iliskisi ilk kez incelenmistir.

Schneider vd. 2022 yilinda yaptiklar1 calismada, Ruxolitinib ve Calsitriol’iin hem ayr1
ayr1 hem de kombine olarak MCF-7, SKBR3 ve MDA-MB-468'de antiproliferatif etkisini BrdU
testi kullanilarak incelenmistir (Schneider vd., 2022: 2). Ruxolitinib'in MCF-7, SKBR3 ve
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MDAMB-468 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu azalttigini ve Ruxolitinibin 1Cso
degerlerinin MCF-7'de 30,42 uM, SKBR3'te 13,94 uM ve MDA-MB-468 hiicrelerinde 10.87
UM oldugunu gosterilmistir (Schneider vd., 2022: 2). Savaee ve ark. PC-3 hiicrelerinde 10 uM
MK-22061n hiicre canliligini azalttigi gosterilmistir (Savaee vd., 2022: 160). Bu calismada
ise BT474 hiicrelerinde uygun Ruxolitinib (Sekil 4.17 A) ve MK-2206 (Sekil 4.18 A) 1Cso
degerleri sirastyla 50 uM ve 7 uM, kombine doz konsantrasyonlar1 55 uM (Sekil 4.19 A)
(CI=0.92) olarak saptanirken, MDA-MB-231 hiicre hatlarinda sirasiyla 22.5 uM Ruxolitinib
(Sekil 4.17 A) ve 7.5 uM MK-2206 (Sekil 4.18 A), kombine doz konsantrasyonlar1 23 uM
(Sekil 4.19 B) (CI=0.95) olarak bulunmustur. Sekil 4.13 A, 4.14A, 4.15 A ve B’de gosterildigi
gibi BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206
uygulamasi ile hiicre canliliginin doza ve zamana bagli azaldigi gosterilmistir. Ruxolitinib,
MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206 kombine uygulamasinin TPBC ve TNBC hiicre hatlarinda

hiicre canliliginin azalmasinda etkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Tavalli ve ark., Ruxolitinib’in Lapatinib ile birlikte uygulanan SUM149 meme timor
dokularinda, Ruxolitinib’in Lapatinib ile sinerjistik etki gosterdigini koloni olusum testi ile
gosterilmistir (Tavallai vd., 2016: 5). Schneider ve ark., Ruxolitinib ve Calsitriol kombine
uygulamasinin SKBR3 ve MDA-MB-468 hiicrelerinin proliferasyonu sinerjistik olarak inhibe
ettigi BrdU testi ile gosterilmistir (SKBR3: CI 0.759-0.836, MDA-MB-468: CI 0.676—0.787)
(Schneider vd., 2022: 1). Khan ve ark., MK-2206 ile tedavi edilen primer miyelofibrozis (PMF)
hastalarindan alinan periferik kan CD34+ hiicrelerinde, doza bagimli bir sekilde koloni
olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (Khan vd., 2013: 6). Ek olarak, arastirmacilar MK-
2206'nin JAK2V617F-mutant SET?2 hiicrelerinin biiyiimesinin baskilanmasinda Ruxolitinib ile
sinerjistik bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (CI < 1) (Khan vd., 2013: 1). Sim ve ark. 5 uM
MK2206'nin HeLa hiicrelerinde %30 oraninda hiicre migrasyonunu azaltti1 gésterilmistir (Sim
vd., 2021: 144). Li ve ark. MDA-MB-231 hiicrelerinde (CI 0.21) MK-2206'"nin WZB117 ile
sinerjik bir etkiye sahip oldugu gdsterilmistir (Li vd., 2019: 1). Bu sonuglara benzer sekilde bu
calisgmada BT474 hiicrelerinde (CI 0.92) ve MDA-MB-231 hiicrelerinde (CI 0.95)
Ruxolitinib’in MK-2206 ile sinerjistik etki gosterdigi ve koloni olusumunu engelledigi
gosterilmistir (Sekil 4.23 A ve B, Sekil 4.24 A ve B, Sekil 4.25 A ve B). Ayn1 zamanda
Ruxolitinib’in MK-2206 ile kombine uygulamasinin hiicre migrasyonunu inhibe ettigi
bulunmustur (Sekil 4.26 A ve B). Ruxolitinib’in MK-2206 ile kombine uygulamasinin BT474
ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206’n1n tek basina uygulandiklarindaki
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antiproliferatif etkisinin sinerjistik olarak artmasi1 TPBC ve TNBC hiicre hatlarinin tedavisi i¢in

umut vaat edici olabilecegini diisiinmekteyiz.

Apoptoz bir seri olaylar zinciri tarafindan diizenlenir (Cakir ve Eroglu, 2021: 1).
Yapilan caligmalarda, Ruxolitinib ve MK-2206nin diger ilaglarla birlikte kullanildiginda
kanser hiicrelerinin biiylimesini sinerjistik olarak apoptozu tetikleyerek engelledigi
gosterilmistir ancak bu iki ilacin birbiriyle kombinasyonu ile ilgili herhangi bir calisma
bulunmamaktadir (Cheng vd., 2012: 1; Hirai vd., 2010: 1956; Lim vd., 2018: 5581). Mitokondri
membran potansiyelinin kaybinin, mitokondri ¢ift zar arasinda bulunan Sitokrom C’nin
sitoplazmaya salinimin1 ve apoptozun mitokondriyal yolagini aktiflestirdigi ve kaspaz
aktivasyonunu uyardigi bilinmektedir (Olson ve Kornbluth, 2005: 91). Proteaz kaspaz ailesinin
tiyeleri, apoptozun baglatilmasi ve yiiriitiilmesinde 6nemli rol oynar. Bir sinyale yanit olarak ilk
aktive olan baslatic1 kaspazlar (Kaspaz -2, -8, -9 ve -10) ve apoptozun yikim asamasini
gerceklestiren cellat kaspazlar (Kaspaz -3, -6 ve -7) olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Birgok
geleneksel kanser tedavisi, bu kaspazlari dolayli olarak devreye sokarak kanser hiicresini
ortadan kaldirmak i¢in apoptozu indiikler (Boice ve Bouchier-Hayes, 2020: 9). BCL-2 ailesinin
pro- ve anti-apoptotik iiyeleri, apoptozun diizenlenmesinde rol alirlar (Lim vd., 2018: 5581).
BCL-2 ailesinin anti-apoptotik tyeleri olan BCL-2, MCL-1, BCL-W ve BCL-XL’nin
aktivasyonundan dolay1 birka¢ kanser hiicresinin kemoterapiye direncinin artmasina sebep
olmaktadir (Kim vd., 2019: 3983). TNBC'ler gibi agresif bircok malignitede, MYC onkogeni
asir1 ifade olmaktadir (Kim vd., 2019: 3982). Li ve ark. yaptiklari calismada 48 saat Ruxolitinib
uygulamasinin LS411N ve SW620 kolorektal kanser hiicrelerinde cleaved Kaspaz -3, -8, -9 ve
PARP ifadesini arttirdigi gosterilmistir (Li vd., 2021: 4). Lim ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
Ruxolitinib ve kalsitrioliin MCF7-HER18 meme kanseri hiicrelerinde sinerjistik etkisinin
JAK?2, fosforile JAK2, c-Myc, Bcl-2 ve Bel-XL protein diizeylerinin azalmasi ve Kaspaz-3 ve
Bad proteinlerinin ifadelerinin artmasi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Lim vd., 2018: 5581).
Chen ve ark. yaptiklar1 ¢alismada MK-2206'nin MLN4924 ile kombinasyonunun sinerjik
olarak SK-BR3 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi belirtilmistir (Chen vd.,
2018: 2069). MK-2206 ve MLN4924 kombine uygulamasinin SK-BR3 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde FACS analizinde ¢ok daha yiiksek Annexin V+ popiilasyon yiizdesi, apoptotik
DNA fragmentasyonunun indiiklendigi ve cleavedPARP ve Kaspaz 3 ifadesini arttirdig:
gosterilmistir. Ayrica, MK-2206'nin MLN4924 ile birlikte AKT aktivasyonunun engelledigi ve
apoptozun uyarilmasinda sinerjistik etkisi oldugu gosterilmistir (Chen vd., 2018: 2075). Bu

caligmada BT474 hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206’nin kombine uygulamasimin anti-
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apoptotik Mcl-1 ve Bcl-2 ifadelerini azalttig1, c-Myc ifadesinin azalttig1 ve pro-apoptotik Bax
ifadesinin arttirdigr, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Ruxolitinib ve MK2206 ile birlikte
uygulanmasi sonucunda ise pro-apoptotik Bax ifadesi onemli Olciide artarken, Kaspaz-9,
Kaspaz-7, PARP, c-Myc ve Bcl-2 ifadesinin azalttigi bulunmustur (Sekil 4.29). Ilag
uygulanmayan ve DMSO uygulanan BT474 hiicrelerinde DNA fragmentasyonu goriilmezken,
Ruxolitinib ve Ruxolitinib+MK-2206 uygulandiginda bir miktar DNA fragmentasyonu
goriiliirken, MK-2206 uygulanan hiicrelerde DNA fragmentasyonun daha fazla oranda arttig1
saptanmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise kontrol ve DMSO uygulanan hiicrelerde DNA
fragmentasyonu  goriilmezken, MK-2206 uygulamasi ve Ruxolitinib+MK-2206 nin
uygulanmasi ile apoptoz belirteci olan DNA fragmentasyonun (Xu vd., 2019: 5) arttig1
gozlenmistir (Sekil 4.28 A). Elde edilen bulgulara gore, BT474 hiicrelerinde Ruxolitinib ve
MK-2206 kombine uygulamasinin Kaspaz -8, -7 ve -3 proteinlerinin ifadeleri azaltarak
ekstrinsik apoptoz yolaginin uyarilmasinda etkili olabilecegini diistinmekteyiz. MDA-MB-231
hiicrelerinde ise Ruxolitinib ve MK-2206 kombinasyonunun Kaspaz-9 ve Kaspaz-7
proteinlerinin ifadesini azaltarak apoptozun intrinsik yolunu uyarilmasinda etkili olabilecegini
diisiinmekteyiz. Her iki hiicre hattinda da Ruxolitinib ve MK-2206’nin tekli uygulamalarina
oranla Ruxolitinib ve MK-2206’nin kombine uygulamasinin apoptozun uyarilmasinda daha

etkili oldugu diisiincesindeyiz.

MAPK sinyal yolagi ERK ailesi, JNK ailesi ve p38-MAPK ailesinden olusur ve memeli
hiicrelerinde sinyal iletim kaskati olusturarak gen ifadesi, hiicre ¢ogalmasi, farklilagsma ve
apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (Wada ve Penninger, 2004: 2838). Src
kinaz ailesi GTP-baglayici protein olan Ras ile birlikte MEK/ERK sinyal yolaginin
aktivasyonunda rol alan Raf ailesinin fosforilasyonunda goérevlidir. Reseptor tirozin kinazlar ve
G-protein bagl reseptorler Ras’t daha sonra Raf-MEK-MAPK yolagini uyararak aktive
etmektedir (Avruch vd., 1994: 279). Proliferasyon iliskili c-Jun transkripsiyonel aktivitesi
SAPK/INK araciligiyla Ser63 ve Ser73’te fosforilasyon ile diizenlenir (Zaballos ve Santisteban,
2017: 45). Cao ve ark. yaptiklart bir ¢aligmada Ruxolitinib uygulamasinin MAPK sinyal
yolagin1 inhibe ederek PMN-MDSCs fonksiyonunu baskiladigi ve olgun miyeloid
farklilasmasini 6nledigi ex vivo deneylerle gosterilmistir. Ayrica STATS inhibisyonu ile
MDSCs birikiminin uyarildig1 gosterilmistir. Ruxolitinib’in JAK/STAT ve ROS-MAPK/NF-
kB sinyal yollar1 araciligryla PMN-MDSCs fonksiyonlarini arttirdigi gosterilmistir (Cao vd.,
2023: 1). Brkic ve ark. yaptiklar1 calismada JAK2 ve ERK1/2’nin Ruxolitinib ve ERK

inhibitorleri aracilifiyla birlikte inhibisyonunun Jak2V617F hiicrelerinin proliferasyonunu
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azalttigi gosterilmistir (Brkic vd., 2021: 2875). Bu c¢alismada BT474 hiicrelerinde
Ruxolitinib+MK-2206 uygulamast ile Src-1, ERK1/2, SAPK/INK ifadesinin azalmasi ile,
Ruxolitinib+MK-2206 uygulamasi ile MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Src-1, ERK1/2,
SAPK/JNK ve c-Jun inaktivasyonunun saglanarak hiicre cogalmasini1 engelleyebilecegini ve

hiicre 6liimiinii uyarabilecegini diisiinmekteyiz (Sekil 4.31).

PI3K/AKT sinyali genellikle meme kanserlerinde aktive olur ve timdr olusumu,
apoptoz ve otofajide dnemli bir role sahiptir (Vagia vd., 2020: 15). Biiylime faktorlerinin
etkisiyle membrandaki ERa, PI3K, AKT, mTOR gibi sitoplazmik kinazlar1 aktive ederek hiicre
sagkalimini saglamaktadir (Bader vd., 2005: 921). PTEN, bir tiimor baskilayici ve PI3K/AKT
sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi olarak islev goriir. Birgok kanserde, PTEN ile inaktive
hale gelerek PI3K sinyalinin upregiilasyonu gerceklesir. Ek olarak, PI3K'nin diizenleyici bir alt
birimi olan P85'teki mutasyonlar insanda tiimorlerinde tanimlanmistir (Thorpe vd., 2017:
7095). PTEN ve P53 birbiriyle siki1 bir sekilde iliskisi bulunmaktadir ve ikisi birlikte hiicre
proliferasyonunu ve apoptozu birlikte diizenlerler ve aktivasyonlar1 birbirine baglidir (Blanco-
Aparicio vd., 2007: 1381). Ayrica PTEN ve P53 PI3K/AKT Sinyal Yolagi ile iliskili timor
supressOr genlerdir. P53 ve c-MYC transkripsiyonel regiilator aktiviteleri PI3K/AKT yolu
tarafindan etkilenmektedir. Bu proteinlerin hepsi, onkogenik transformasyonla iligkilidir, ancak
rolleri PI3K aracili onkogenez sirasindaki rolleri hala tam olarak bilinmemektedir. AKT
fosforilasyonu P53 aktivitesini baskilar ve c-Myc'in aktivitesi arttirir. AKT ve PI3K timor
progresyonunda transkripsiyonel diizenleyici olarak 6nemli rol oynamaktadir. Son zamanlarda
yapilan aragtirmalarda pro-apoptotik proteinlerin Kaspaz-9 fosforilasyonunu uyarilmasinin ve
AKT inaktivasyonunu uyardigi gosterilmistir (Bader vd., 2005: 925). Karagianni ve ark.
yaptiklar1 c¢alismada MylLa Cutaneous T-Cell Lenfoma (CTCL) hiicrelerinde 24 saat
Ruxolitinib uygulamasinin p-AKT seviyelerini azalttig1 ve 48 saat uygulama sonucunda ise p-
STAT3'li 6nemli dlgiide azalttigi gosterilmistir (Karagianni vd., 2021: 7). Sim ve ark. yaptiklar
calismada 24 saat 5 uM MK-2206 uygulamasinin HeLa hiicrelerinde total AKT ifadesinde
degsiklik olmazken fosfo-AKT (Ser473-Thr308) ifadesinin azaldigi gosterilmistir (Sim vd.,
2021: 144). Savaee ve ark. yaptiklar1 calismada MK-2206 ile salinomisinin kombine
uygulamasinin, toplam AKT ifadesini azaltarak kanser hiicrelerinin apoptozunu arttirdigi
gosterilmistir (Savaee vd., 2022: 1). Hirai ve ark. yaptiklar1 c¢alisjmada MK-2206nin
antimetabolitler, topoizomeraz inhibitorleri, DNA capraz baglayicilar1 ve anti-mikrotiibiil
ajanlan gibi sitotoksik ilaclarla birlikte uygulamasinin A2780 ovaryum ve NCI-H460 akciger
tiimor hiicrelerinde AKT yolagini sinerjik olarak baskiladigi gosterilmistir (Hirai vd., 2010:

113



1956). Stottrup ve ark. 2016’da yaptiklar1 bir calismada, PI3K/AKT sinyal yolaginin
hiperaktivasyonunun insanda malignansilere yol actig1, pek¢ok PI3K ve Akt inhibitorlerinin
mekanizmasinin tam olarak anlasilamadigi belirtilmistir. Akt inhibitorlerinin hiicrelerdeki
direng tlizerine mekanizmalarin1 aydinlatilmaya calisilmistir. T47D, HEK293T ve MDA-MB-
468 meme kanseri hiicre hatlarinda AKT inhibitor direngli hiicrelerin AKT3 ekspresyonunu
arttirdigr  gosterilmistir.  AKT3 susturuldugunda ise direngli hiicrelerin Akt inhibitorii
MK2206’ya direncli hale geldigi, epitelyal belirteclerin tekrar eksprese edildigi ve ATK3
ifadesinin azaldig1 gosterilmistir. AKT3%lin terapdtik hedef olarak gelistirebilecegini
gosterilmistir (Stottrup vd., 2016: 1). Tao ve ark. (2016) yaptig1 bir calismada, Akt inhibitori
MK-2206 ve cisplatinin kombine uygulamas1 ile AGS gastrik kanser hiicre hattinda Akt
fosforilasyonunun arrtigin1 fakat MKN-45 ve MGC-803 hiicrelerinin Akt aktivasyonunun
sinirlt oldugu gosterilmistir. MK-2206 ve cisplatinin sinerjistik etki gosterdigi bulunmustur.
Ilaglarmn tekli uygulmasina oranla kombine uygulamanin daha fazla oranda apoptozu uyardig
gosterilmistir (Tao vd., 2016: 365). Khan ve ark. (2013) yaptiklart bir ¢calismada, BCR-ABL1
negatif myeloproliferatif neoplazmlar (MPN) hiicrelerinde MK-2206’n1in potensiyel allosterik
AKT inhibitorii olabilecegini, solid timdrlerde PI3K/AKT sinyal yolagini inhibe edebildigi
gosterilmigtir. MK-2206 ve Ruxolitinib’in sinerjistik etki gosterdigi, JAK2V617F mutant SET2
hiicrelerinde biiylimeyi engelledigi gosterilmistir (Khan vd., 2013: 1882). Bu calismada elde
edilen bulgulara gore, Ruxolitinib ve MK-2206 n1n birlikte uygulamasinin, ER reseptor pozitif
meme kanseri hiicrelerinde (BT474 hiicreleri) ERa ifadesinin azalmasinin, PI3K ve AKT
ifadesini belirgin sekilde azaltarak hiicre sagkalimini engelleyebilecegi sdylenebilir. MDAMB-
231 hiicrelerinde P53 ve PTEN ifadesini artirarak, PI3K ve AKT ifadesini azaltarak PI3K/AKT
sinyal yolagini inhibe ederek hiicre ¢ogalmasini engelleyebilecegini diisiinmekteyiz (Sekil

4.32).

JAK?2, STATS/STAT3 ve PI3K/AKT sinyal yolaklar1 gibi farkli sinyal yolaklarini aktif
hale getirerek kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve apoptozu diizenlenmesinde dnemli bir
role sahiptir (Ishida vd., 2018: 26834). STAT aile tiyeleri STATS ve STAT3, anjiyogenez,
sagkalim ve hiicre biiylimesinde rol alan genlerin ifadelerini diizenler (Yeh vd., 2013: 2). Bu
nedenle ilag¢ direnci ve niiks gelisebilir. STAT3 ve STATS’in hiperaktivasyonu bu genlerdeki
mutasyonlar tarafindan gerceklesir ve hastalarda kanserin progresyonu ile iliskilidir (Orlova
vd., 2019: 2). STAT3 aktivasyonu tiim meme kanseri siniflarinda bulunur, ancak ¢cogunlukla
TNBC ile iligkilidir. Aktive edilmis STAT3, agresif meme tliimorlerinin patogenezini
destekleyebilir (Walker vd., 2014: 2). STATS hem sagkalimi hem de meme bezinin terminal
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farklilagsmasini uyarir (Walker vd., 2014: 2). STATS, Bcl-XI1 gibi pro-survival genlerin ifadesini
arttirtr. STATS'in hormona yanit veren meme tiimorlerinde tiimdrlerde meme tlimorlerinde
yapisal olarak aktif haldedir (Walker vd., 2014: 3). Kim ve ark. yaptiklar calismada IL-
6/STAT3/ROS yolaginin sadece meme kanseri progresyonu ve inflamasyonuyla degil, meme
kanser kok hiicrelerinin olusumunun artmasi ile de iligkili olabilecegi gosterilmistir (S. L. Kim
vd., 2019: 1). Bak/Bax ve Bcl-2 gibi pro- ve antiapoptotik proteinler, JAK/STAT sinyal yolag:
ile de iligkilidir. Tavalli Vd. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada Ruxolitinib ve multiple sklerozis
de kullanilan dimetil fumarat (DMF) nin aktif formu mono-metil fumarat (MMF) ile kombine
terapi uyguladiklarinda, Ruxolitinib ve MMF kombinasyonun ¢esitli beyin, akciger ve meme
kanseri hiicre hatlarinda (SUM149, BT474) ERK1/2, Akt, STAT3 ve STAT5’1 inhibe ettigi,
Mcl-1, Bcel-XL, SOD2 ve TRX ifadesini azalttigi, Bim eskpresyonunun arttigi, Bad
fosforilasyonun azaldigimi ve pro-Kaspaz3 kirilmasini arttirdigi bulunmustur. Ruxolitinib ve
MMF kombinasyonun beyin, akciger ve triple meme kanseri hiicre hatlarinda sinerjistik etkisi
oldugu gosterilmistir (Tavallai vd., 2016: 1). Lim vd. 2017°de yaptiklar1 bir calisamada, JAK1
ve JAK2 inhibitérii Ruxolitinib ve vitamin D’nin aktif formu Calcitriol’tin MCF-7-HER18
meme kanseri hiicre hatlarinda antikanser etkisini incelemislerdir. AnnexinV-PI boyama ile
flow sitometri cihazi ile ilaclarin hiicreler iizerinde apoptozu uyardigi gosterilmistir. Ruxolitinib
ve Calcitriol’in kombine uygulamasinin JAK2, c-Myc protoonkogen, Siklin-D1, apoptoz
regiilatorii Bcel-2 proteinlerinin ifadesinin azaldigi, Kaspaz-3 ve Bcl-2 iligkili hiicre 6liim
proteinlerinin ifade seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. (Lim vd., 2018: 5581).

Girardot ve ark. yaptiklar bir ¢alismada, P53"in tirozin fosforile ve fosforil olmayan
(U) STATS ine etkilesimde oldugunu koimmiinopresipitasyon yontemi ile gosterilmistir
(Girardot wvd., 2015: 3). Ayrica, WT P53%n miyeloid neoplazmalarda STATS'in
transkripsiyonel aktivitesin baskilayabilecegi gosterilmistir. Son arastirmalar, kanser meme
modellerinde JAK2/STAT3 sinyal yolagina odaklanmistir. Britschgi vd. 2012 yilinda yaptiklari
calismada BEZ235 ve NVP-BSKS805 kombinasyonu uygulanan RAS mutant MDA-MB-231
LM2 ve PTEN eksikligi olan MDA-MB-468 meme hiicresi hiicreleri ve fare meme hiicresi
hiicre hatt1 4T1°’de Bim aktivasyonu ve Mcl-1 inhibisyonu ile PI3K/mTOR ve JAK2/STATS
yolagini ikili inhibe ettigi gosterilmistir (Britschgi vd., 2012: 797). Ayrica, JAK2’nin inhibe
edilmesinin PI3K/mTOR yolaginin inhibe edilmesine gosterilen direnci Onledigini ve
PI3K/mTOR ile JAK2 kombine terapisinin tiimor biiyiimesi, kanserli hiicre sayis1 ve metastazi
negatif yonde engelledigi gosterilmistir (Britschgi vd., 2012: 797; Yeh vd., 2013: 1). Li ve ark.
yaptiklari calismada, Ruxolitinib uygulanan LS411N ve SW620 kolorektal kanser hiicrelerinde
JAK1,JAK2 ve STAT] ifadesinin azaldig1 gosterilmistir (Li vd., 2021: 1). Bu ¢calismada MDA-
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MB-231 hiicrelerinde Ruxolitinib ve MK-2206 kombine uygulamasinin P53 ve PTEN tiimor

baskilayic1 genlerin ifadelerini arttirdigt ve STATS ifadesini azalttig1 ilk kez gosterilmistir.
BT474 hiicrelerinde STAT3 ifadesinin Ruxolitinib uygulmasiyla ve Ruxolitinib ve MK-2206

uygulamasiyla azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.33). Ruxolitinib+MK-2206 uygulamasinin TPBC

meme kanseri hiicrelerinde meme kanseri kok hiicrelerini de hedefleyerek anti-kanser etki

gosterebilecegini, TNBC meme kanseri hiicrelerinde anti-apoptotik genleri azaltarak hiicre

Oliimiinii uyarabilecegini diisiinmekteyiz.

BT474
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Sekil 5. 1. Ruxolitinib Ve MK-2206 Kombine Uygulamasinin BT474 Hiicrelerinde Olas1 Etki

Mekanizmasi
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MDA-MB-231 Ruxolitinib+MK2206
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Sekil 5. 2. Ruxolitinib Ve MK-2206 Kombine Uygulamasinin MDA-MB-231 Hiicrelerinde
Olas1 Etki Mekanizmasi

5.2.2. PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP Ve Rux/MK-PCL-NP Uygulanan
BT474 Ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinin Sonu¢larinin

Degerlendirilmesi

Ruxolitinib, JAK1 ve JAK2'yi hedef alan ve oral yoldan temin edilebilir bir reseptor
tirozin kinaz inhibitoridiir. Orta veya yiiksek riskli miyelofibrozlu hastalarin ve hidroksiiireya
kars1 yetersiz yanit veren veya bunlara tolerans gostermeyen polisitemi vera hastalarinin
tedavisi i¢in onaylanmistir. En sik gozlenen toksisiteler anemi, 16kopeni, trombositopeni,
morarma, bag donmesi ve bas agrisidir (Stover vd., 2018: 1). Bu zamana kadar yapilan
caligmalarda Ruxolitinib’in kanda ¢ok hizli bir sekilde ¢oziinmesi gibi sistemik yan etkilerine
rastlanmistir (Boca vd., 2017: 4). Ruxolitinib diger kemoterapotik ilaclarla birlikte
kullanildiginda anti-kanser etkisinin arttig1 bircok ¢alismada gosterilmistir (Schneider vd.,
2022: 2; Tavallai, vd., 2016: 5). Literatiirde Ruxolitinib’in hiicrede ve hastalarda meydana
getirdigi yan etkilerin fazla olmasi, Ruxolitinib’in yan etkilerinin en aza indirgenmesi ve ilag
etkinliginin arttirilmasi gereksinimini agiga ¢ikarmistir. Bu noktada direkt kanser hiicrelerine
daha etkili bir sekilde etki edebilecek, tiimor hiicrelerindeki ila¢ birikimini segici bir sekilde

arttirabilecek, ilaglarin toksik ve yan etkilerinin azaltmasi i¢in 6nemli bir yaklagim olan
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nanopartikiillerle ilacin nanoformunun sentezlenerek bu eksikligin giderilebilecegi

distiniilmistir.

PCL’nin biyouyumlu ve biyobozunur dogasi nedeniyle, ilag gelistirilmesi ve uzun stireli
degradasyonu birka¢ aya kadar ilag salimimi kolaylastirmasi nedeniyle ilag gelistirme
calismalarinda oldukga sik kullanilmaktadir (Sinha vd., 2004: 1). Literatiirde Paclitaxel (Unal
vd., 2022: 1009), Quercetin (Abamor, 2018: 1071), Irinotecan (Mahmoud ve McConville,
2021: 1), 5-Fluorouracil (Oztiirk vd., 2017: 1) ve Atorvastatin calcium (Kumar vd., 2016: 2)
yukli PCL nanopartikiil ¢aligmalart bulunmaktadir. Litertiirdeki calismalarda ruxoltinibin
nanoformuyla ilgili Ruxolitinib’in altin kapl nanopartikiiller (Boca vd., 2017: 4) ve Ruxolitinib
nanolipozom igeren topikal bir emulgel (Naeimifar vd., 2022: 75) ile ilgili iki adet ¢aligma
bulunmaktadir. MK-2206’nin nanoformuyla ilgili literatiirde herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin ikinci asamasinda literatiirde ilk kez Ruxolitinib yiiklii PCL
nanopartikiiller, MK-2206 yiiklii PCL nanopartikiiller ve Ruxolitinib+MK-2206 yiiklii PCL

nanopartikiiller sentezlenmistir.

Iki veya daha cok terapdtik ajanin kullamldigi kombine terapi (Eroglu vd., 2019: 78),
monoterapiye oranla 6nemli yolaklar1 hedefleyip ilaglarin etkinligini artirarak sinerjistik veya
aditif olmak tizere daha etkili sonuglar vermektedir (Eroglu vd., 2019: 82). Terapétik ilaglarin
birlikte kullanilmasina ek olarak nanoteknoloji uygulamalarindan yararlanilarak farkl

kombinasyon yaklasimlar gelistirilebilir (Wang ve Minden, 2022: 2).

Yeni kemoterapotik ilaclarin ¢ogu JAK/STAT ve PI3K/AKT sinyal yolag: ile iligkili
hedeflere 6zgii olarak tasarlanmaktadir. Yeni ila¢ hedeflerinin gelistirilmesi ve kombine terapi
ile birlikte birden ¢ok onkogenik sinyal yolag1 hedeflenebilir ve olusan ila¢ direncinin ortadan
kaldirilmasi saglanabilir. Bu yiizden, bu sinyal yolaklarini iyi anlamanin pek ¢ok kanser tipinin

tedavi edilmesinde 6nemli bir role sahip olabilecegi diisiintilmektedir.

[lag yiiklii nanoyapilarla birlikte ilaglarin hiicrede yarattig1 sitotoksik etkinin azaltilmasi
ve lokal ila¢ konsantrasyonu ve etkinliginin arttirilmasi da kanser ¢aligmalarinda yeni bir
yaklasim olarak kullanilmaktadir (Jain vd., 2020: 630). ilag yiiklii nanoyapilarin kombinasyonu
koleraktal kanser (CRC) uygulamalarinda lokal ilag konsantrasyonunun arttirilmasi,
kemoterapi ve tiimor hedeflenmesinin gelistirilmesi i¢in kullanilmaktadir (Ma ve Coombes,

2014: 1).

Partikiil boyutunun, NP'ler ve hiicre zar1 arasindaki etkilesimde, hiicresel alimda,

penetrasyonda ve ayrica uygulama yolunun belirlenmesinde énemli bir rolii vardir. Ozellikle
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intravendz uygulamalarda nanopartikiil ¢api, kan kilcal damarlarinda tikaniklia neden
olabileceginden belirli bir boyutun altinda olmalidir. Ote yandan, daha kiiciik parcaciklarin
daha biiytik yiizey alanlar1 nedeniyle toksik etkileri olmasi muhtemeldir (Yang vd., 2021: 275).
Unal vd. 2022 yilinda yaptiklari bir calismada sentezledikleri Paclitaxel yiikli PCL
nanopartikiillerin ortalama boyutlarinin 199-383 nm olarak kabul edilebilir dlgiiler arasinda
oldugunu ve Paclitaxel’in nanopartikiil yiizeyine yerlesmesinden 6tiirli blank nanopartikiillere
oranla nanopartiikiil boyutunun artabilecegi gosterilmistir (Unal vd., 2022: 1015). Bu ¢alismada
da benzer sekilde Ruxolitinib’in, MK-2206’nin, PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve
Rux/MK -PCL-NP ortalama boyutlar1 sirasiyla 564,46414+25,4505 nm, 687,8088+25,48317
nm, 159,4+74,72 nm, 219+88,66 nm, 232,8+24,56 ve 356+3,848 nm olarak bulundu (Tablo
4.1.). Literatiirdeki ¢alismalarda ilag yiiklii nanopartikiillerin bos nanopartikiillere oranla
boyutlarinin daha biiyiik olabilecegi, 6zellikle kanser arastirmalarinda 500 nm’den kiiciik
tagiyict sistemlerin aktif tasinmasindan dolay1 ilaglarin hedef dokuya ulagtirilmasinda daha
basarili oldugu gosterilmistir (Abamor, 2018: 1078). Ruxolitinib, MK-2206 ve
Ruxolitinib+MK-2206 ile yiiklenen PCL nanopartikiillerin tigiinde de ilaglarin nanopartikiil
ylizeyine yerlesmelerinden dolay1 nanopartikiil yiizeyine yerlesmelerinden dolay1 partikiil

boyutunun PCL-NP’ye oranla artmasina neden olmus olabilecegini diisiinmekteyiz.

Zeta potansiyeli, partikiil karakterini ve kararliligin1 etkileyen en 6énemli faktorlerden
biridir. Literatiirde, pozitif yiiklii NP'lerin, hiicre membran ylizeyi negatif yiiklii oldugundan
dolay1 hiicre membrani ile etkilesime girme olasiligimin yiiksek oldugu vurgulanmaktadir
(Miladi vd., 2015: 27). Yue vd. 2014 yilinda yaptiklar1 calismada pozitif yiikiin, NP'lerin hiicre
icine alimini daha da arttirdigimi bildirilmistir (Yue vd., 2011: 2440). Unal vd. 2015 yilinda
yaptiklar1 calismada pozitif yiiklii malzemelerle kaplanan NP'lerin, NP'ler ve mukus tabakasi
arasindaki etkilesimi onemli dl¢iide artirdigi belirtilmistir (Unal vd., 2015: 3). PCL, terminal
karboksilik gruplar1 nedeniyle negatif yiizey yiikiine sahiptir. Unal vd. 2022 yilinda yaptiklar
calismada kaplanmamis NP'lerin zeta potansiyel degerlerinin tiimi -20.1 ve -25,8 arasinda
negatifken, kaplanmig NP'lerin yiizey yiikii +29,6 ila +57,1 araliginda oldugu gosterilmistir.
Calismada kullanilan kitozan ve PCL ile kaplanan NP'lerin zeta potansiyelinin negatiften
pozitife dogru degistigi bildirilmistir (Unal vd., 2022: 1016). Bu calismaya ait Tablo 4.1°de
gosterilen degerlere gore Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP lerin ylizey
yiikiiniin -0,372” den sirastyla 0,471, -0,139 ve 0,227 mV’ye yiikseldigi belirlenmistir. Rux-

PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’nin zeta potansiyelindeki artis agisindan MK-PCL-NP’ye oranla
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daha etkili olabilecegini diisiindlirmektedir (Bilensoy vd., 2009: 179; Varan ve Bilensoy, 2017:
1449).

PDI degerleri, formiilasyondaki NP boyutunun homojenligini gosterir. 0'a yakin
degerler monodispers bir sistemi, 1'e yakin degerler ise sistemin agrega, polimer kalintilari,
farkl biiyiikliikteki partikiillerden olusan heterojen bir yapiya sahip oldugunu gosterir. Unal vd.
2022 yaptiklar1 ¢aligmada Paclitaxel yiiklii PCL ve kitozan nanopartikiillerin PDI degerlerinin
0’a yakin oldugu bildirilmistir. Bu ¢calismada elde edilen Tablo 4.1°deki verilere bakildiginda
Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’lerin PDI degerlerinin 0’a yakin oldugu i¢in

sentezlenen nanopartikiillerin homojen oldugu diisiincesindeyiz.

Literatiirdeki caligmalarda yliksek molekiiler agirlikli (Mw) PCL ile hazirlanan NP’lerin
enkapsiilasyon verimliliginin diisiik molekiiler agirlikli PCL ile kaplanan NP’lere oranla daha
yuksek oldugu belirtilmistir (Ali vd., 2017: 261; Miladi vd., 2015: 1). Artan organik faz
viskozitesinin yiiksek enkapsiilasyon verimliligine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Unal vd.
2022 yilinda yaptiklart ¢alismada 80.000 Mw PCL ile hazirlanan NP'lerin enkapsiilasyon
veriminin %59,4 ile %64,7 arasinda degisirken, 14.000 Mw PCL ile hazirlanan NP'lerin
enkapsiilasyon veriminin %51.3 ile %63.1 arasinda degistigi gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada
80.000 Mw PCL ile hazirlanan NP'lerin ilag yiikleme kapasitesinin %6,2-8,4 arasinda
degisirken, 14.000 Mw PCL ile hazirlanan NP'lerin ilag yiikleme kapasitesinin %5,2-6,6
arasinda degistigi gdsterilmistir (Unal vd., 2022: 1017). Bu tez ¢alismasindaki verilerden elde
edilen Tablo 4.1°de 66000 Mw PCL ile hazirlanan Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-
PCL-NP’lerin %EV degerleri sirastyla %61, %66 ve %65, % IY degerleri ise sirasiyla %6,1,
%6,6 ve %6,5 olarak bulunmustur. Bu tez ¢calismasinda elde edilen sonuglar literatiirdekilerle
benzerdir (Badran vd., 2018: 1464; Varan ve Bilensoy, 2017: 1450). Enkapsiilasyon
degerlerinin artmasindan dolay1 Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206" nin PCL ile

kaplanmasinin etkili olabilecegi diisiincesindeyiz.

Bragta vd. 2018 yaptiklari1 ¢aligmada Carboplatin yiiklii PCL NP’lerin (CBDCA-PCL-
NPs) FT-IR spektrofotometresi sonuglarinda ilag¢ ve polimer arasinda kimyasal
uyumsuzluklarin olmadig1 gosterilmistir (Bragta vd., 2018: 343). Bu tez ¢alismasinda elde
edilen Sekil 4.2 A, B, C ve D’deki sonuclarda literatiire paralel bir sekilde Ruxolitinib ve MK-
2206 ilaglar1 ile PCL polimeri arasinda herhangi bir kimyasal uyumsuzluk saptanmamuistir.

Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206’nin PCL ile kaplandigini diisiinmekteyiz.
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Unal vd. 2022°de yaptiklari ¢alismada 80000 Mw PCL ile hazirlanan Paclitaxel yiiklii
NP’lerin boyutlarinin 238-380 nm oldugunu ve NP formiilasyonlarmin piiriizsiiz ve kiiresel
sekilli oldugunu bulmuslardir (Unal vd., 2022: 1015). Sekil 4. 3, 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7°deki
Ruxolitinib, MK-2206, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP nanopartikiillerin
SEM analiz sonuglarina bakildiginda Ruxolitinib ve MK-2206’nin molekiil boyutunun PCL ile
enkapsiilasyonu sonucunda azaldig1 saptanmustir (Sekil 4.3 ve 4.5). Rux-PCL-NP, MK-PCL-
NP ve Rux/MK-PCL-NP boyutlarinin sirasiyla 97-101 nm, 182-264 nm ve 143-234 nm
arasinda degistiginin gézlenmesi zeta potansiyeli sonucunda sentezlenen Rux-PCL-NP, MK-
PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP’lerin ortama boyutlariyla benzer oldugu saptanmistir (Sekil 4.4,
4.6 ve 4.7). Elde edilen SEM goriintiileri, tim NP formiilasyonlarmin piiriizsiiz ve kiiresel

ylizeylere sahip oldugunu gostermektedir.

Unal vd. 2022°de yaptiklar1 calismada (Unal vd., 2022: 1018) diyaliz membran teknigini
kullanilarak PCX'in PCL NP'lerinden in vitro salim profillerini incelemislerdir. Elde ettikleri
sonuglarda Paclitaxel’in PCL formiilasyonundan 96 saate kadar belirgin bir sekilde salinim
profili gosterdigini bulmuslardir. Paclitaxel yiiklii Kitozan (CS) ve Paclitaxel yiiklii Poly-I-lizin
(PLL) nanopartikiillerden Paclitaxel’in ilk 24 saatte ani bir salinim gercgeklestigini yani kaplama
malzesine bagli olarak Paclitaxel’in salmim hizinin degisebilecegini gdstermislerdir (Unal vd.,
2022: 1018). Yine aymi g¢alismada partikiil boyutlarina gore ila¢ salimimlarinin hizlarina
bakildiginda, daha kiiclik boyutlu Paclitaxel yiiklii PCL nanopartikiillerin daha yiiksek salim
orani ve daha biiyiik boyutlu Paclitaxel yiiklii kitozan kapli PCL nanopartikiillerin daha yavas
salim gosterdigini bulmuslardir (Unal vd., 2022: 1018). Kamaraj vd. 2017°de yaptiklar:
calismada 14-deoksi 11,12-didehidro andrografolit yiiklii polikaprolakton nanopartikiillerden
(nanoDDA) DDA saliminin ilk 24 saatlerde %20 oraninda oldugunu, 192 saate kadar %50’ye
kadar arttigini1 ve 264. Saatte azaldigini belirtmislerdir (Kamaraj vd., 2017: 358). Bu caligmada
ise literatiirdekine benzer bir sekilde ilk 24 saatte PCL nanopartikiillerden Ruxolitinib’in %51
oraninda salindigi  goriilirken (Sekil 4.8) MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206
kombinasyonunun ise ilk 36 saatte PCL nanopartikiillerden sirasiyla %51 ve %56’sinin
salindig1 gozlenmistir (Sekil 4.9 ve 4.10). Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206
kombinasyonun saliniminin 96. saatin sonunda sirasiyla %77, %74 ve %75 oldugu
gbzlenmistir. Elde edilen sonuglara gére Ruxolitinib, MK-2206 ve Ruxolitinib+MK-2206
kombinasyon etken maddelerinin PCL nanopartikiillerden kontrollii bir sekilde saliniminin
gerceklesebilecegi  sdylenebilir  (Sekil 4.8, 4.9, 4.10). Ruxolitinib, MK-2206 ve

Ruxolitinib+MK-2206 kombinasyon etken maddelerinin zamana bagli salinim yiizdeleri
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arasindaki degigkenlik sentezlenen nanopartikiillerin boyutlar1 arasindaki farkliliktan

kaynaklaniyor olabilecegi diisiincesindeyiz.

Abamor vd. 2018 yilinda Quercetin, Quercetin-yiikli-PCL nanopartikiiller ve bos
nanopartikiillerin J774 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerini inceledikleri ¢alismada bos
nanopartikiillerin ve Quercetin-yiiklii-PCL nanopartikiillerin toksik etkisinin olduk¢a diisiik
oldugu gosterilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda bile nanopartikiillerin kontrolle benzer hiicre
canlilig1 gosterdigi bildirilmistir. Yine aym ¢alismada Quercitin’in yiliksek konsantrasyonda
(1000 pg/ml) uygulandigi hiicrelerde Quercitin’in toksik etkisi oldugu gosterilmistir (Abamor,
2018: 1076). Oztiirk vd. 2017°de yaptiklar1 calismada 24 saat ve 48 saat boyunca Caco-2
hiicreleri i¢in serbest 5-FU, 5-FU yiikli PCL2PVA2 nanoparcaciklarmin in vitro sitotoksik
etkilerini incelenmistir. 5-FU-yiiklii-PCL NP’lerde daha diisiik hiicre canlilig1 elde edildigi
gosterilmistir. Bos PCL nanopartikiillerin  Caco-2 hiicrelerinin canliligmi etkilemedigi
gosterildi (Oztiirk vd., 2017: 6). Erdogar’in 2022 de yaptig1 ¢aligmada A20 hiicrelerinde Dox
yiiklii PCL NP'lerin 24 saat ve 48 saatteki biyolojik etkinligi, MTT kullanilarak incelenmistir.
Optimum dozu belirlemek i¢in Dox ve Daratumumab'in 1Cso degerleri 24 saatte sirasiyla 7,36
ve 0,64 uM olarak gosterilmistir. Dox yiiklii PCL NP'lerin sitotoksisitesinin zamana bagl
olarak arttig1 gdsterilmistir. Bos nanopargaciklarin ise higbir toksisitesi olmadigi gosterilmistir

(Erdogar, 2022: 200).

Sekil 4.16’de bos PCL nanopartikiillerin BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
caliligin1 etkilemedigi gosterilmistir. Sekil 4.17 A ve B’de gosterildigi gibi BT474 meme
kanseri hiicrelerine uygulanan Ruxolitinib’in ICso degerinin 50 pM’dan Ruxolitinib’in
nanoformiilasyonu uygulamasi ile birlikte ICso degerinin 0,3267 pM’a diistiigli saptanirken,
MDA-MB-231 hiicrelerinde ise anlamli degisiklik gozlenmemistir. Sekil 4.18 A ve B’de
gosterildigi lizere BT474 meme kanseri hiicrelerine uygulan MK-2206’nin 1Cso degerinin 7
uM’ dan MK-2206’in nanoformiilasyonu uygulamasi ile birlikte ICso degerinin 0,208 uM’a
diistiigii saptanirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise MK-2206’nin ICso degerinin 7.5 uM’dan
MK-2206’nin nanoformiilasyonu uygulamasi ile birlikte ICso degerinin 2,08 pM’a diistiigii
gozlemlenmistir. Sekil 4.19 A, B ve C’de belirtildigi gibi BT474 meme kanseri hiicrelerine
uygulan Ruxolitinib+MK-2206’nin ICso degerinin 55 puM’dan Ruxolitinib+MK-2206’nin
nanoformiilasyonu uygulamasi ile birlikte ICso degerinin 451 uM olarak degistigi ve anlamh
sonu¢ elde edilemezken, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Ruxolitinib+MK-2206’nin 1Csq
degerinin 23 pM’dan Ruxolitinib+MK-2206’nin nanoformiilasyonu uygulamasi ile birlikte

ICso degerinin 2,684 uM’a diistiigii saptanmistir. BT474 hiicrelerinde Rux-PCL-NP ve MK-
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PCL-NP uygulamasi ile MDA-MB-231 hiicrelerinde ise MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP
uygulamasi ile daha diisiik doz konsantrasyonlar1 uygulanarak serbest Ruxolitinib, MK-2206

ve Ruxolitinib+MK2206 uygulamasi ile benzer sonuglar alinabilecegini diisiinmekteyiz.

Bhattacharya 2022°de yaptiklar1 ¢alismada farkli polimerik nanoformiilasyon (Gefitinib
PCL10,000NPs, Gefitinib PCL45,000NPs ve Gefitinib PCL80,000NPs)
konsantrasyonlarindaki (5, 25 ve 75 mg/mL) NCI-H460 hiicre hatlarinin biiylime egrileri
incelenmistir. Gefitinib nanopargaciklar1 {izerine daha yiiksek molekiiler agirlikli PCL
kaplamanin NCI-H460 hiicre biiylimesi lizerinde antagonistik etkileri oldugu gosterilmistir. 75
mg/mL  Gefitinib PCL10.000NP, Gefitinib PCL45.000NP ve Gefitinib PCL80.000NP
uygulandiginda NCI-H460 hiicre biiyiimesinin sirasiyla %50, %35 ve %28,57 inhibisyon ile
kademeli olarak inhibe edildigini gdsterilmistir. Aksine, daha yiiksek konsantrasyonlarin ve
daha uzun bir inkiibasyon siiresinin NCI-H460 hiicrelerinde nanopartikiil etkilesimlerini
artirabilecegi ve hiicre biiylimesinde olasi bir azalma oldugu gosterilmistir (Bhattacharya, 2022:

235).

PCL-NP uygulamasinin BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin  biiylimesini
engellemedigi saptanmistir. Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulamasi
sonrasinda BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunda azalma goriilmiistiir (Sekil
4.20 A ve B, 4.21 A ve B, 4.22 A ve B). Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP
uygulanan BT474 hiicrelerinin proliferasyonundaki azalisin MDA-MB-231 hiicrelerine oranla
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Iki hiicre arasindaki bu farklilik TNBC hiicre hatt1 olan MDA-
MB-231 hiicrelerinin, ii¢lii pozitif meme kanseri (TPBC) hiicre hatti olan BT474 hiicrelerinden
daha agresif olmasindan kaynaklaniyor olabilir. BT474 hiicrelerinde PCL-NP, Rux-PCL-NP,
MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulamasi sonucunda acilan yara genisliklerini
kapatamadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.26 B). MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Rux-PCL-NP ve
Rux/MK-PCL-NP uygulamasi sonucunda agilan yara genisliklerinin kapandigi, MK-PCL-NP
uygulanan hiicrelerde ise kapanamadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.27 B). PCL-NP’nin BT474 ve
MDA-MB-231 hiicrelerde toksik bir etkisi olmadig1 diisiincesindeyiz. MK-PCL-NP nin her iki
hiicre hattinda da hiicre proliferasyonunu engellemede etkili olabilecegi diislincesindeyiz. Rux-
PCL-NP’nin hiicre proliferasyonunu engellemede BT474 hiicrelerinde daha etkili olabilecegi

diisiincesindeyiz.

PCL-NP uygulanan BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA fragmentasyonu
goriilmedigi i¢in hiicreler lizerinde sitotoksik etkisi olmadigi diisiincesindeyiz. Rux-PCL-NP

uygulanan BT474 hiicrelerinde MK-PCL-NP uygulanan hiicrelere oranla daha fazla DNA kirig1
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goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP uygulandiginda ise DNA fragmentasyonunda azalma
goriilmiistiir (Sekil 4.28 B). MK-PCL-NP uygulanan hiicrelerde Rux-PCL-NP uygulanan
hiicrelere oranla da fazla oranda DNA kirig1 goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP uygulandiginda
ise DNA fragmentasyonunda BT474 hiicrelerindekine benzer sekilde azalma goriilmiistiir
(Sekil 4.28 B). Hiicre oliimiiniin uyarilmasinda Rux-PCL-NP’nin BT474 hiicrelerinde, MK-
PCL-NP’nin ise MDA-MB-231 hiicrelerinde daha etkili oldugu diisiincesindeyiz.

Bragta ve ark. 2018 yilinda yaptiklar1 caligsmada Carboplatin-ytiklii-poli-(e-kaprolakton)
nanopartikiillerin (CBDCA-PCL-NP) B16F1 melanoma hiicreleri %57,6, CBDCA-PCL-NPs-
Gel ise %80,2 oraninda apoptoza gotiirdiigii flow sitometre analizleri ile gosterilmistir (Bragta
vd., 2018: 345). Yine ayn1 ¢alismada CBDCA-PCL-NPs-Gel uygulamasinin tiimor dokularinda
Bcl-2 ifadesini 2,5 kat azalttigi, tiimor dokularinda ve B16F1 hiicrelerinde Bax ifadesini ise
2.03 kat arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica Carboplatin’in nanoformunun timér dokularinda ve
B16F1 melanoma hiicrelerinde Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 aracili apoptozu uyarabilecegi
gosterilmigstir (Bragta vd., 2018: 345). Bhattacharya 2022 yilinda yaptig1 calismada serbest
Gefitinib, Gefitinib PCL10,000NPs, Gefitinib PCL45,000NPs, and Gefitinib PCL80,000NPs
ile muamele edilen NCI-H460 hiicrelerinin apoptotik hiicrelerin yiizdesi Annexin V yontemi
ile degerlendirilmistir. serbest Gefitinib, Gefitinib PCL10,000NPs, Gefitinib PCL45,000NPs,
and Gefitinib PCL80,000NPs ile inkiibe edilen NCI-H460 hiicrelerinde apoptotik hiicre
ylizdesinin sirastyla %30,78 + 3,78, %31,67 + 3,67, and %46,78 + 4,56 olarak arttig1 ifade
edilmistir (Bhattacharya, 2022: 239).

Sekil 4.28 B’de Rux-PCL-NP uygulanan BT474 hiicrelerinde MK-PCL-NP uygulanan
hiicrelere oranla daha fazla DNA kirig1 goriildigi, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise MK-PCL-
NP uygulanan hiicrelerde Rux-PCL-NP uygulanan hiicrelere oranla da fazla oranda DNA kirig1
oldugu gosterilmistir. BT474 hiicrelerinde Rux-PCL-NP uygulamasi sonucunda PARP,
Kaspaz-8 ve Kaspaz-3 ifadesinin azaldigi goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinde MK-PCL-NP
uygulamas1 sonucunda PARP ifadesinin arttigi, Kaspaz-8 ve Kaspaz-7 ifadesinin azaldigi
goriilmiistiir. BT474 hiicrelerinin Rux/MK-PCL-NP ile muamele edilmesi sonucunda apoptoz
belirteci olan PARP ifadesinde artma, Kaspaz-9, -8, -7 ve -3 ifadesinde azalma goriilmiistiir
(Sekil 4.29). BT474 hiicrelerinde MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulamasi ile pro-
apoptotik Bax ifadesinin artt1g1, anti-apoptotik Bcl-2 ve Mcl-1 ifadesinin azaltarak apoptozun

ekstrinsik yolagini inhibe edebilecegi diisiincesindeyiz.

Sekil 4.29°da MDA-MB-231 hiicrelerinde Rux-PCL-NP uygulamasinin PARP ve
Kaspaz-8 ifadesini arttirdigi gorilmiistir MK-PCL-NP uygulamasinin MDA-MB-231
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hiicrelerinde PARP ve Kaspaz-8 ifadesini arttirdigi, Kaspaz- 9 ,-7 -3 ifadesini azalttig
goriilmiistiir. MDA-MB-231 hiicrelerinin Rux/MK-PCL-NP uygulamasi ile PARP ifadesinin
artt1g1, Kaspaz-9, Kaspaz-8 ve Kaspaz-3 ifadesinin azaldigi, Kaspaz-7 ifadesinin ise arttigi
goriilmiistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde MK-PCL-NP uygulamasimin pro-apoptotik Bax
ifadesinin artmasi, anti-apoptotik Bcl-2 ve Mcl-1 protein ifadelerinin artmasi, c-Myc ifadesini
azalmasi ile apoptozun intrinsik yolaginin uyarilabilecegi, Rux/MK-PCL-NP uygulamasi ile de

MDA-MB-231 hiicrelerinde ekstrinsik apoptotik yolagin uyarilabilecegi diisiincesindeyiz.

BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve
Rux/MK-PCL-NP’nin MAPK sinyal yolag: iizerine etkileri ile ilgili yapilmig bir ¢alismaya
literatiir taramamizda rastlanmamistir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglarda, BT474
hiicrelerinde MK-PCL-NP uygulamasiyla ERK1/2, SAPK/JNK ve c-Jun ifadesinin azaldig1 ve
Rux/MK-PCL-NP uygulanmasiyla SAPK/JINK ve c-Jun ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir (Sekil
4.31). MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulamasinin BT474 hiicrelerinde MAPK sinyal
yolagini inhibe ederek hiicre proliferasyonunu engelleyebilecegi diisiincesindeyiz. MDA-MB-
231 hiicrelerinde Rux-MK-PCL-NP uygulandiginda ERK1/2 ve c-Jun ifadesinin azaldigi
goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP uygulandiginda MDA-MB-231 hiicrelerinde ERK1/2,
SAPK/INK ve c-Jun ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.31). MDA-MB-231 hiicrelerinde
Rux-MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP uygulandiginda ERK1/2, SAPK/INK ve c-Jun
ifadesinin azalmasi ile MAPK sinyal yolagini inhibe ederek hiicre proliferasyonunu

engelleyebilecegi diisiincesindeyiz.

BT474 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde PCL-NP, Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve
Rux/MK-PCL-NP’nin PI3K/AKT sinyal yolag1 tizerine etkileri ile ilgili yapilmis bir ¢alismaya
literatiir taramamizda rastlanmamistir. BT474 hiicrelerinde Rux-PCL-NP uygulandiginda P53
ve PTEN ifadesinin artti§1, ERa, PI3K ve Akt ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir. MK-PCL-NP
uygulandiginda P53 ve PTEN ifadesinin arttigi, ERa, PI3K ve Akt ifadesinin azaldigi
goriilmiistiir (Sekil 4.32). BT474 hiicrelerinde Rux-PCL-NP ve MK-PCL-NP uygulandiginda
PI3K/AKT sinyal yolagini inhibe ederek hiicre proliferasyonunu engelledigi diisiincesindeyiz.
MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve Rux/MK-PCL-NP
uygulandiginda P53 ve PTEN ifadesinin arttigi, PI3K ve Akt ifadelerinin bir miktar azaldigi
goriilmiistiir (Sekil 4.32). MDA-MB-231 hiicrelerinde Rux-PCL-NP, MK-PCL-NP ve
Rux/MK-PCL-NP uygulandiginda P53 ve PTEN ifadesinin arttig1, PI3K ve Akt ifadelerinin bir
miktar azaltarak PI3K/AKT sinyal yolagini inhibe ederek hiicre proliferasyonunu inhibe

edebilecegi diislincesindeyiz.
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PI3K/AKT ve JAK/STAT sinyal yolaklari, mitokondriyal apoptozu diizenleyen
genlerin ifadelerini kontrol eder. Bu zamana kadar yapilan ¢aligmalarda Ruxolitinib i¢in altin
kapli Ruxolitinib’in sadece hiicre i¢ine alinimi ve JAK2 {izerine etkisi incelenmis, hiicre
sagkalim yolaklar1 ile iligkisi arastirilmamis ve baska bir polimerle nanoformuna ait bir
caligmaya rastlanmamaistir (Boca vd., 2017: 7). Boca vd. 2017 yilinda yaptiklar ¢aligmada altin
nanopartikiille kaplanan Ruxolitinib’in fibroblast hiicrelerinde JAK2 ifadesini engelleyerek
fibroblastlarin proliferasyonunu engelledigi belirtilmistir (Boca vd., 2017: 7). BT474
hiicrelerinde Rux-PCL-NP uygulamasiyla STAT3 ifadesinin azaldigi, JAK2 ve STATS
ifadesinde anlamli bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. MK-PCL-NP uygulamasi ile STAT3
ifadesinin azaldigi, JAK2 ve STATS ifadesinde anlamli degisiklik olmadig1 goriilmiistiir.
Rux/MK-PCL-NP uygulamasi ile JAK2 ve STAT3 ifadesinin yok oldugu, STATS ifadesinin
azaldig1 gorilmistiir (Sekil 4.33). BT474 hiicrelerinde Rux/MK-PCL-NP uygulamasi ile
JAK2/STAT3 yolagint inhibe ederek hiicre proliferasyonunu engelleyebilecegi
diistincesindeyiz. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise Rux-PCL-NP uygulamasiyla JAK2, STATS
ve STATS3 ifadesinde anlamli degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. MK-PCL-NP uygulamasiyla
JAK?2 ve STATS ifadesinin azaldigi, STAT3 ifadesinin artti§1 goriilmiistiir. Rux/MK-PCL-NP
uygulamasiyla JAK2 ve STAT3 ifadesinin artti§1, STATS ifadesinin yok oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.33). MDA-MB-231 hiicrelerinde ise MK-PCL-NP uygulamasiyla JAK2 ve STATS
ifadesinin azaltarak JAK2/STATS sinyal yolagmi inhibe ederek hiicre proliferasyonunu

engelleyecegi diisiincesindeyiz.
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5.3. Oneriler

Molekiiler kombinasyon tedavisi, meme kanseri hastalarinda tedavinin olumlu yanit
vermesini arttirmak i¢in umut verici bir mekanizmadir. Cok sayida preklinik ve klinik ¢aligsma

ile ilaglarin kombine tedavisinin, tekli tedavisinden daha etkili olabilecegi gosterilmistir.

Kombinasyon terapiler, radyoterapi, kimyasal terapi, endokrin terapi, hedefe yonelik
terapi, immiinoterapi ve diger ilag terapilerini igerebilen multidisipliner bir yaklagimdir.
Hastaligin evresine ve alt tipine bagli olarak, kombinasyon terapisi, ilaglarin toksisitesini,
ilaglarin yan etkilerini ve kanser hiicrelerinin niiksiinii en aza indirerek, monoterapiden daha

etkili kisisellestirilmis tedaviler elde etmede terap6tik bir yaklagim olarak kullanilabilir.

Bu tedavilerin kullaniminin ve ydnetiminin optimize siireclerinin devam etmesi son
derece dnemlidir. Kanser genomik teknolojisinin, nanoteknolojinin ve diger multidisipliner veri
analizlerinin gelecekteki kullanimi, kanser tedavisine olumlu yamit i¢in kisisellestirilmis

tedavilerin gelistirmesinde dnemli bir yere sahip olacaktir.
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