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OZET

Meme Epiteli ve Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Sinarin Bilesiginin

Apoptoz Uzerine Olan Etkilerinin Arastiriimasi

Amag: Enginarda yiliksek oranda yer alan bir polifenol olan sinarin’in oksidatif
strese kars1 koruyucu etkisinin oldugu ileri siiriilmektedir. Bu caligmanin amaci,
sinarin’in proliferasyon ve hiicre 6liimii lizerindeki etkilerinin in vitro ortamda meme
kanseri hiicrelerinde arastirilmasi ve bu baglamda sinarin’in apoptoz siirecindeki roliiniin
aydimlatilmasidir.

Materyal ve Metod: Bu ¢alismada, MCF-10A normal meme hiicresi ve MDA-
MB-231, MCF7 meme kanseri hiicreleri kullanilmistir. Uygulanan sinarin tedavisiyle
hiicrelerde bu tedavinin hiicre proliferasyonu MTT ile, koloni olusturma yetenekleri ise
koloni olusturma testi ile test edilmistir. Hiicre dliimiindeki roliiniin aydinlatilmasi igin
western blotting yontemi ve annexin P1 boyama testi kullanilmustir.

Bulgular: Sinarin uygulanan hiicrelerde hiicre proliferasyonunun ve hiicrelerin
koloni olusturma yeteneklerinin MCF-7 ve MDA-MB 231 hiicre hatlarinda sirastyla 160
uM ve 180 uM konsantrasyonlarda, yiizde 70’in tlizerinde bir oranda azaldigi
belirlenmistir. MCF10A hiicresinde %10, MDA-MB-231 hiicresinde %63 ve MCF-7
hiicre hattinda ise %69 oraninda-apoptoz meydana geldigi saptanmistir. Ve biitiin bu
sonuglar student T testi kullanilarak analiz edilmis ve istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05).

Sonug: Sinarin’in in vitro’da meme kanseri hiicreleri ve meme epitel hiicresinde
etkileri analiz edilmis ve sinarin’in apoptozu uyarici, hiicre proliferasyonunu azaltici etki
yaptig1 belirlenmistir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglardan beklenen etkilerin ortaya
¢iktig1 bu calisma sonucunda Sinarin bilesiginin kanser tedavisi i¢in yeni bir {imit olacagi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sinarin, Epitel, Meme Kanseri
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ABSTRACT

Investigation the Apoptotic Effects of Sinarin Compound On Breast
Epithelium and Cancer Cells

Aim: it is suggested that sinarin, a polyphenol that is highly involved in artichoke,
has a protective effect against oxidative stress. In addition, the purpose of this study is to
investigate the effects of sinarin on proliferation, cell death in breast cancer cells. And in
this context, to clarify the role of sinarin in the cancer death process.

Material and Method: In this study, MCF10 normal breast cell and MDA-MB-
231, MCF7 breast cancer cells were used. With the sinarin treatment applied, cell
proliferation of this treatment in cells was tested with MTT, and colony forming abilities
were tested with colony forming test, western blotting and annexin PI test were used to
clarify its role in cell death.

Results: It was determined that cell proliferation and colony formation ability of
cells in cells treated with sinarin decreased over 70 percent at concentrations of 160 uM
and 180 uM, respectively, in MCF-7 and MDA-MB 231 cell lines. Apoptosis occurred
in 10% in MCF10A cell, 63% in MDA-MB-231 cell and 69% in MCF-7 cell line. And
all these results were analyzed using the student's T test and found statistically significant
(p <0.05).

Conclusion: In this study, the effects of sinarin on breast cancer cells and breast
epithelial cells were analyzed. It was determined that sinarin compound had an effect on
increasing apoptosis and decreasing cell proliferation. As a result of this study in which
the effects expected from the drugs used in cancer treatment appeared, it was determined
that sinarin substance would be a new hope for cancer treatment.

Keywords: Sinarin, Epithelium, Breast Cancer



SIMGELER VE KISALTMALAR DIZiNi

ATCC : Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
(American Type Culture Collection)

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medyum

DMSO : Dimetil Siilfoksit

FBS : Fetal Bovine Serum

kDa :Kilo dalton

MEBM : Memeli Epitel Hiicre Biiyiime Ortami
(Mammary Epithelial Cell Growth Medium)

ng : Mikrogram

nL : Mikrolitre

ml Mililitre

mM :Milimolar

NAF : Sodyum Floriir

NA3VOs : Sodyum Ortovanadat

PBS : Fosfat Tamponlu Salin (Phosphate Buffered Saline)

Pl : Propidyum lyodit

SDS : Sodyum Dodesil Siilfat

WB : Western Blot

DCQA - Dicaffeoylquinik asit

TNBC : Uclii Negatif Meme Kanseri

BRCA1 : Meme Kanseri Yatkinlik Geni 1

BRCA2 : Meme Kanseri Yatkinlik Geni 2

ER : Ostrojen Reseptorii

PR : Progesteron Reseptori

CGA : Klorojenik Asit (Chlorogenic acid)
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1GIRIS

Kanser simdiye kadar tanimlanmis olan en eski hastaliklardan biridir ve eski Misir
doneminden simdiye kadar bu hastaligi tedavi etmek igin girisimlerde bulunulmustur (1).
Kanser biyolojisindeki diger gelismeler, sistemik tedaviler, hormonal tedaviler ve hedefli
ilaglarin gelistirilmesine izin vermistir. Meme kanserinin molekiiler intrinsik alt tiplerinin
tanimlanmasi, meme kanserinin farkli klinik sonuclar ve terapétik firsatlarla iliskili bir
grup heterojen hastalik olarak anlasilmasini netlestirmistir (1).

Meme Kanseri, diinyada en ¢ok kadinlarda goriilen kanser tiiriidiir. Meme kanseri
kadinlar arasinda tiim kanser vakalarinin %23’iinii ve kanser Sebebiyle o6liimlerin
%14’{inii olusturmaktadir (2).

Meme kanseri, ileriki yaslarda daha sik goriilmekle birlikte 25-30 yaslarinda da
nadir olarak goriilmektedir. Meme kanseri, multifaktoriyel yani genler ve g¢evresel
faktorlerin birlikte etkilesim igerisinde bulundugu bir hastaliktir (2). Bu kanser tiiriinde
en biiyiik risk ailesel yatkinliga neden olan genler olan BRCA1 ve BRCAZ2 olarak bilinse
de multifaktoriyel bir hastalik oldugundan dolayr tek faktor olarak goriilmez, gevre
etkiside 6nemli bir etken olarak goriiliir (2).

Giiniimiizde ilaglarin anlamli sayida bir kismi dogal iiriinlerden gelistirilip
sentezlenen bilesiklerden elde edilmektedir (3). Ayrica pek ¢ok gelismis ve gelismekte
olan iilkede de ayni1 sekilde dogal bitkilerden elde edilen bilesiklerden ¢esitli ilag
hammaddeleri saglanmaktadir (4).

Meme kanserinin tedavisi i¢in yapilan arastirmalarda bir¢ok yeni ilacin etkinligi
tizerinde durulmakta, meme kanseri tedavisinde etkinligi one ¢ikmaktadir. Meme kanseri
tedavisinde etkin ilag olma potansiyeli olan yeni bilesiklerin arastirilmasi ve

gelistirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.

Apoptotik hiicre 6liimii, hiicre 6liimiintin eriskin dokularinin korunmasinda ve
embriyonun gelisiminde anahtar rol alan normal fizyolojik bir ¢esididir. Apoptoz, hiicre
Oliimiiniin diizenlenmis bir dizi olay araciligiyla gerceklestigi fizyolojik bir siiregtir (5).
Bitkilerde yer alan bilesiklerin kullanilarak kotii huylu olan malign tiimorlerde apoptozun
uyarilmasi vasitasiyla kanser tedavisinde kullanilmasi yoniinde pek ¢ok ¢alisma bulunup
bunlar hastaligin tedavisi i¢in umut vaat etmektedir.

Pek c¢ok fizyolojik ve patolojik durumda, organizma yiiksek oranlarda

oksidanlarlarla ve serbest radikallerle kars1 karsiya kalabilir.



Oksidatif stres pek ¢ok hastaligin gelisimine molekiiler olarak temel olugturur.
Oksidatif stresin neden oldugu hastaliklar arasinda; diyabet hipertansiyon, kanser,
otoimmiin bozukluklar parkinson ve hipoksi yer almaktadir (6). Yapilan literatiir
taramalar1 neticesinde enginarda yiiksek oranda yer alan bir polifenol olan sinarin’in
oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin oldugu ileri siiriilmektedir (7).

Sinarin'in insanlarda yapilan ¢alismalarda antioksidan savunma sistemi {izerinde
potansiyel olumlu etkileri oldugu saptanmistir (8). Sinarin, enginarin (Cynara scolymus)
igeriginde yer alan bir polifenoldiir (9).

Ayrica yapilan bir caligmada sinarin bilesiginin Hela hiicre hattinda 400 uM doza
kadar bir etkisine rastlanamadig belirtilmigken, 16kemik hiicre hatlarinda %20 oraninda
sitotoksik etkisi oldugu kanitlanmistir (10, 11).

Yapilan bazi ¢alismalarda sinarin igeren enginarlarin hepatoprotektif, kolesterol
distiriicii, safra salgilayan ve idrara ¢ikaran, anti bakteriyel, antioksidatif etkileri oldugu
gorilmustiir (12-14).

Biitiin bu insan sagligini olumlu yonde etkileyen faydali etkileri bu bitkinin bas
ve yaprak kisimlarinda ¢ok fazla oranda bulunan temel kafeoilkinik asit tiirevlerinden
sinarin’e atfedilmektedir (15).

Bu ¢alismada, Sinarin’in farkli konsantrasyonlarinin normal meme epitel hiicresi
MCF10A ve meme kanseri hiicre hatlar1 olan MDA- MB 231, MCF7 tzerindeki

potansiyel etkileri ve apoptoz tizerine etkisi aragtirilmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser, kontrolsiiz bliyiime ve anormal hiicrelerin yayilim gostermesiyle ile
karakterize bir grup hastaliktir. Eger yayilmasi kontrol altina alinamazsa, oliimle
sonuglanmasi olasidir (16).

Kanser kelimesinin Yunan hekim Hipokrat (MO 460-370) tarafindan verildigi
tahmin edilmektedir. Hipokrat ilk kez “karkinos” ve “karkinoma” terimlerini malign
lyilesmeyen tiimorleri tanimlamak igin kullanmigtir (17).

Kansere neden olan faktorlere kanserojenler denir. Bu faktorlerden bazilarina
ornek olarak sigara, radyasyon ultraviyole isinlar, x-ray, aflotoksin ve bazi viriisler
verilebilir. Radyasyon ve birgok kimyasal karsinojen etkilerini DNA hasar1 yaparak ya
da mutasyonlar1 uyararak gosterirler. Her karsinojen mutasyon yapmaz direkt olarak
proliferasyonuda uyarabilir. Bunlara ‘timor kamgilayicilar’ denir. Ornek olarak, protein
kinaz C’yi aktif hale getirerek hiicre ¢ogalmasini uyaran “’forbol’’ esterleri verilebilir
(18). Kanser; cerrahi, radyasyon, kemoterapi, hormon tedavisi, biyolojik terapi ve hedefe
yonelik terapi ile tedavi edilir (16).

Peki kanser oOnlenebilir mi? Buna cevap olarak; biiyiik oranda onlenebilir
denilebilir. Sigara ve agir alkol kullanimindan kaynaklanan tim kanserler tamamen
Onlenebilir (17).

Diinya Kanser Arastirma Fonu, ABD'de gerceklesmesi beklenen yeni kanser
vakalarinin yaklagik dortte licliniin asir1 kilo veya obezite, fiziksel hareketsizlik ve
yetersiz beslenme ile ilgili olacagini ve bu nedenle de 6nlenebilecegini tahmin ediyor.
Ayrica, insan papilloma viriisii (HPV), hepatit B viriisii (HBV), hepatit C viriisit (HCV),
insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ve helikobakter pilori (H. pylori) gibi etkenlerin
neden oldugu kanser tiirlerinin birgogu; davranis degisiklikleri, asilar veya
antibiyotiklerle dnlenebilir.

Her yil teshis edilen 2 milyondan fazla cilt kanserinin ¢ogu, cildi asir1 giinese
maruz kalmaktan koruyarak ve i¢ mekanda bronzlasmay1 6nleyerek onlenebilir.

Risk faktorlerinden kacinarak kanseri Onlemeye ek olarak, prekanseroz
biiylimelerin saptanmasina ve cerrahi olarak g¢ikarilmasina izin veren diizenli tarama

testleri ile serviks, kolon ve rektum kanserleri 6nlenebilir (18).



Genellikle daha az kapsamli tedavi ve daha iyi sonuglarla sonuclanan kanser
tirlerinin erken tespiti, bu kanser tiirlerinin taranmasiyla da elde edilebilir. Taramanin
meme, kolon, rektum ve serviks kanserleri i¢in mortaliteyi azalttifi bilinmektedir.
Memedeki veya derideki degisiklikler hakkinda artan farkindalik, bu tiimorlerin daha
erken asamalarda tespit edilmesini neden saglayabilir (19). Bu onlenebilir kanserlerin
yansira ¢esitli genetik yatkinlik ve cevresel etmenlerle gelisen diger kanser tiirleri
karsinogenez asamalarini gegirerek tliimdrler olusturmaktadir.

Karsinogenez normal hiicrelerin kanser hiicrelere donlismesi siireci olarak
tanimlanir. Karsinogenez esnasinda hiicreler, bir seri genetik mutasyon kazanirlar.
Hiicreler bu mutasyonla birlikte, boliinme ve hayatta kalma kabiliyetlerini artirir ve bu
mutasyon kazanan hiicreler malign tiimdrler olusturmak tizere ¢ogalmaya devam ederler.

Daha az sayida mutasyona sahip hiicreler ise benign timor olusturmaktadir. Bir
hiicrenin tiimor olusturabilme kapasitesi zamanla kazandigi mutasyon sayisiyla dogru

orant1 gostermektedir (19).

kimyasal,

fiziksel, mutajenler
biyolajik

ajanlar

N
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Proto onkogenlerde, Timdr baskilayia genlerde mutasyonlar ...

Normal hiicreler . - nvazyon
Preneoplastik lezyon Metastazlar

Sekil 2.1. Karsinogenez Asamalari (20)

Karsinogenez, genel olarak ii¢ asamaya ayrilir (Sekil 2.1.). Baslatic1 olan
etken direkt DNA’yla etkilesime girer ve irreversibl mutasyona neden olur. Ayrica

genotoksiktir. Proliferasyonu uyaran bolge ise, DNA dizisini etkilemeyen fakat



fenotipinde farkliliklara neden olabilen, genellikle tersine ¢evrilebilir olan epigenetik
degisikliklere yol agar (21).

2.2. Dogal Uriinler ve Kanser Tedavisi

Giliniimiizde artan kanser 6liim oranlart ve tedavilerin yiiksek maliyetleri, yeni
tedavi yaklasimlarina ve dogal kaynaklardan yeni kemopreventif ajanlarin kesfine olan
ilgiyi artirmaktadir. Dogal bitkiler kanserin tedavisi igin 6nemli kaynaklardir (22).

Bununla birlikte kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan anti kanser bir ilag
olan taxol tibbi bitkilerden elde edilmektedir (23).

Ornegin, artik ilaglarin yaridan ¢ogunun dogal kaynakli oldugunu ve bunlarin
yiizde elliden fazlasiin kanser tedavisinde kullanildigi goriilebilir. Sentezlenen
bilesiklere gore dogal bilesiklerin, daha fazla etkili ve ¢ok az bir toksik etkiye sahip
olmalar1 da dogal olarak ondan elde edilen ilaglarin 6nemini gostermektedir (24, 25).

Bitkilerin iceriklerinde; fenoller, flavanoidler ve terpenoidler gibi pek ¢ok dogal
bilesik oldugunu gorebiliriz. Bu dogal bitkisel iriinlerin anti bakteriyel, anti fungal,
ozellikleri, biyolojik aktivitelerdeki oynadiklari roller ayrintili olarak ¢aligilmistir (25).

Dogal bilesiklerin tedavilerde kullanilmasi i¢in detayli in vitro ve in vivo
arastirmalarin yapilmasi gereklidir. Pek ¢ok dogal bilesik, hiicre sinyal yolaklarinda
molekiiler mekanizmalart tetikleyerek etki gostermektedir.

Modern tipta kanserin tedavisi amaciyla kullanilmakta olan birgok ila¢ ¢ok pahali
ve toksiktir. Bu sebepten otiirii, kanserin tedavisinde ve oOnlenmesinde yeni dogal
kaynakli ilaglarin bulunmasina duyulan ihtiyag gittik¢e artmaktadir. Bu dogal bilesiklerin
giivenilirliklerinin saglanmasi i¢in daha fazla molekiiler ve klinik arastirmalara ihtiyag

vardir.



2.3. Kanserde Dogal Uriinlerin Hedefleri

Kansere kars1 onleyici oldugu bilinen en yaygin aktif bilesenlere 6rnek olarak
kurkumin,genistein,resveratrol,silmarin,lutein,izoflavonlar,saponinler,selenyum,vitamin
ler 6rnek olarak verilebilir (26). Dogal bilesiklerin kanser olusturma siirecinde in vitro ve
in vivo deneylerde agiklanmis temel molekiiler hedeflerinden bazilari ise;

Niikleer Faktor kappa B: serbest radikaller, sitokinler, karsinojenler UV ve X
isinlartyla  aktive olmaktadir. Aktive olduktan sonra apoptozu baskiladigi ve
proliferasyonu tetikledigi bilinen 200 ‘den fazla genin ifadesini indiikler (26,
27).Kurkumin,emodin,likopen,anetol gibi bilesikler NF kappa B iizerinde giiglii
engelleyici (inhibe edici) etkilere sahiptir ve dogal kemopreventif ajanlardir (27).

Aktivator Protein -1: Biiylimenin diizenlenmesi, inflamasyon ve immiin cevap ile
iligkilidir. Siklin D -1 aktivasyonuyla hiicre proliferasyonunu tetikleyerek ve P53,
p21/cipl/wafl ve pl6 gibi tiimor baskilayici genleri baskilar ve apoptozdan sorumlu
genlerin diizenlenmesinde aktif rol oynar. Kurkumin, kapsaisin, kuercetin, anetol gibi
cesitli fitokimyasallarin AP-1 aktivasyon siirecini baskiladig cesitli in vivo ve in vitro
deneylerle kanitlanmistir (26-28).

Hiicre dongiisii: Siklinler ve siklin bagimli kinazlar (CDK, cyclin dependent
kinase) hiicre dongiisiiniin 6nemli kontrol noktalarinda gérev yapan molekiillerdir[29].
Kurkumin, resveratrol, genistein, apigenin ve silibinin kanser hiicrelerinde hiicre
dongiistinin  durdurdugu gosterilmistir. Siklin D1’in bas boyun, meme ve prostat
kanserlerinde asir1 ifade edildigi gosterilmistir (26).

Kurkumin ’in siklin D-1 ifadesini baskilayarak hiicre dongiisiinii inhibe ettigi
gosterilmistir (29). Apoptoz ve hiicre yenilenmesi arasinda dengeyi saglayan énemli bir
mekanizmadir. Bel-2, Bel-XL, survivin gibi NF-KB sinyal yolagmim hedef genlerinin

ifadesi, apoptoz yolunu bloke ederek etki gosterir.

2.4 Flavanoidler

Flavonoidler, meyve ve sebzelerde bulunan g¢esitli bitki besinleri (bitki
kimyasallar1) grubudur. Flavonoidler, 6000'den fazla tiirii ile en biiylik bitki besin
grubudur.

Polifenolik flavanoidler gii¢lii antioksidanlardir (30). Flavonoidler, flavonoller,
flavonlar, flavanonlar, flavan-3-ollar, antosiyanidinler ve izoflavonlar dahil olmak tizere

alt siniflara ayrilir.



Flavanoid ve polifenol bilesikleri kanser hiicrelerinde antiproliferatif ve apoptozu
uyarmasi seklinde etkiler gostermektedir (31).
Flavonoid tiirevleri ile yapilacak ileri ¢alismalar kanserin tedavisi ve 6nlenmesi

i¢in 6nem arz etmektedir.

2.4.1. Enginar

Genellikle enginar olarak bilinen Cynara scolymus L., devedikeni benzeri ¢ok
yillik bir bitkidir ve Asteraceae ailesinin bir {iyesidir(32).Posasi, vitaminleri, fenolik

bilesikleri, sinarin ve mineralden zengin bir bitkidir(33).

Sekil 2.2. Enginar Bitkisi

Enginarlardan gelen hem yapraklar hem de iist kisim, farkli siniflara ait fenolik
bilesikler bakimindan zengindir; benzoik ve sinnamik tiirevler, flavonoidler ve tanenler
gibi. Bu fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteler gosterdigi ve farkli serbest radikal
tiplerini inhibe ettigi durumlar vardir. Bu nedenle, serbest radikal kokenli farkl
hastaliklarin ~ 6nlenmesi  ve tedavisindeki rolleri nedeniyle koruyucu olarak
kullanilabilirler (34).

Enginar bitkisi eskiden beri alternatif tipta kullanilmaktadir. Calismalarda
dispeptik, antioksidatif, koloretik, kolestrol diisiiriicii ve antikarsinojenik etkileri oldugu

gosterilmistir (35).
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Sekil 2.3. Sinarin’in Kimyasal Yapis1 (33)

2.4.2. Sinarin

Enginarin bas ve yaprak kisimlarinda bolca bulunan Sinarin, bir dikafeoilkinik asit

tiirevidir. Enginarlarin en 6nemli biyolojik aktif maddesi olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 2.4. Sinarin’in Yapist (36)

Sinarin, bir hidroksisinamik asit tlirevidir ve bazi bitki ve yiyeceklerden olusan
biyolojik olarak aktif fonksiyonel gruplara sahiptir. Sinarin'in antioksidan aktivitesi
aciklanmustir. Sinarin'in belirgin antioksidan, anti-kolinerjik, radikal temizleme ve metal
baglama aktivitelerine sahip oldugu agikca gosterilmistir (37).

Yapilan bir ¢alismada Sinarin'in 16semi hiicreleri {izerinde dogrudan sitotoksik
etkisinin %20 oraninda oldugu kanitlanmistir (11).

Yapilan bir ¢alismada, Echinacea purpurea'nin kanserli olmayan hiicreleri
apoptozdan korudugu bildirilmistir. Yapilan bir diger ¢alismada ekinezya ekstreleri,
doksurubisin ile muamele edilmis olan hiicrelere verilmistir. Doksorubisin, hiicrelerde
apoptozise neden olan bir anti kanser ilacidir, ancak kardiyotoksisite, kanda kalabilecek
kiimiilatif dozu sinirlandirir.

Calismada doksorubisin ile muamele edilmis olan hiicrelerde Chinacea
Angustifolia koklerinden elde edilen fraksiyonlar ve bilesiklerin hiicreleri korudugu tespit

edilmistir.



Servikal ve meme kanseri hiicreleri, Echinacea ornekleri ve doksorubisin ile
tedavi edilmis ve 0.05 ve 0.5 uM doksorubisin ile muamele edilmis hiicrelerde, sinarin
'in HeLa hiicre biiylimesini sirasiyla %48 ve %29 arttirdigi gosterilmistir (p <0.01).

0.05 uM doksorubisin konsantrasyonunda, Kikrik asitin hiicre biiylimesini %23
arttirdi@i gosterilmistir (p <0.01). MCF-7 hiicreleri, Echinacea ve doksorubisin ile
muamele edildiginde, etil asetat fraksiyonunun hiicre biliylimesini %20-25 arttirmis
oldugu ve kicorik asitin ise hiicre biiylimesini %10-15 arasinda arttirdig1 gosterilmistir.

Sinarin’in, hela hiicreleri lizerinde proliferatif aktivite gostermis oldugu, ancak
doksurubisin ile muamele edilmis MCF-7 hiicreleri iizerinde antiproliferatif aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Sonuglar fenolik bilesiklerin proliferatif aktiviteden sorumlu
oldugunu gostermektedir. Yapilan ¢alismalar, kikrik asit ve sinarin'in, 0.5 uM
doksorubisin ile islenmis hiicrelere etki ettigini gostermektedir[38]. Bir bagka ¢alismada
ise; 400 uM’ kadar sinarin ile muamele edilen HeLa hiicreleri tizerinde herhangi bir

sitotoksik etki gozlemlenmemistir (15).

2.5. Apoptozis ve Oksidatif Stres

Apoptoz, hiicrelerin belirli gérevlerini yerine getirdikten sonra giivenli bir sekilde
ortadan kaldirilmalarin1 saglayan, genetik regiilasyona sahip programlanmig bir hiicre
olim seklidir.

Organizmanin gelisiminde rol oynayan hayati bir islemdir. Apoptoz terimi
yunanca asilli “’ayrilma’’ anlamina gelen “’apo’’ ve “’dlisme’’ anlamina gelen ‘’ptoz’’
kelimelerinin birlesiminden olusur. Bu terim ilk olarak Hipokrat tarafindan ‘’pargalarin
kemik tistiinden diismesi’’ anlamiyla kullanilmistir(39). Daha sonralari, apoptozis terimi
1972 yilinda nekrozdan farkli bir sekilde gergeklesen hiicre 6liimiinii ifade etmek i¢in ilk
olarak J.F.K.Kerr tarafindan kullanilmistir (40).Programli hiicre 6liimii olan apoptozis
normal embriyonik gelisim,doku homeostazisinde 6nemli rolleri bulunan bir siiregtir
(39).

Apoptoz baslangicta hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlasmasi1 ve niikleer
parcalanma gibi morfolojik 6zellikleri ile tanimlanmistir. Apoptozun gene yonelik bir
program oldugunun farkina varilmasi, gelisimsel biyoloji ve doku homeostazi1 hakkindaki
anlayis lizerinde derin etkiler olusturmustur, ¢ilinkii hiicre sayilarin, hiicre yasamini
etkileyen faktorlerin yani sira proliferasyon ve farklilasmay1 kontrol eden faktorler

tarafindan diizenlenebilecegini gostermektedir (41).
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Apoptozdaki 6nemli oyuncu molekiillere bakildiginda, apoptotik siireci
tetiklemek ve etkilemekle ilgili dort ana fonksiyonel molekiil grubunun oldugunu
goriiriiz. Bunlar, baslatict kaspazlarin aktivasyonunu kontrol eden adaptér proteinler,
timor nekroz faktorii (TNF), reseptorii (TNF-R) siiper ailesinin tiyeleri, ve bcl-2 protein
ailesinin tiyeleridir (42).

Apoptozun gergeklesebilmesi icin ilk olarak kaspaz adi verilen bir grup sistein
proteazi gereklidir. Kaspaz aracili apoptoz igin 6liim sinyallerinin gonderilmesi igin i¢sel
ve digsal yolaklar olmak iizere belirgin olarak iki farkli yol vardir. digsal yolak hiicre
ylizeyiyle, igsel yolak mitokondriyal olaylarla iligskilendirilmistir (42).

Icsel yol esas olarak i¢ uyaranlara yanit olarak apoptozu tetikler: biyokimyasal
stres DNA hasari1 (bu hiicre dongiisiinii durduran ve DNA onarimini baslatan p53 genini
aktive eder. Bu onarim denemesi basarisiz olursa apoptoz indiiklenebilir).

Igsel yol, Bel-2 ve Bax olmak iizere iki grup molekiil tarafindan modiile edilir.
Bax'im aktivasyonu, Bax-Bax dimerlerinin olusumuna yol agar, bu da ¢esitli apoptotik
uyaranlarin etkisini arttirir ve bir hiicrenin apoptoza duyarliligini artirir. Bel-2 ailesi hem
pro- hem de anti-apoptotik tiyelerden olusur ve bir hiicrenin apoptoza ne kadar duyarl
olabilecegini belirleyen bunlar arasindaki dengedir (43).

Bu molekiil gruplar arasindaki denge, bir hiicrenin i¢ uyaranlara yanit olarak
hayatta kalacagin1 veya apoptoza girip girmeyecegini belirleyen bir 'molekiiler anahtar'

olusturur.
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Sekil 2.5. Apoptoz Yolaklar1 (44)

Digsal yol, dis uyaranlara yanit olarak apoptozu, yani hiicre yiizeyinde '6lim'
reseptorlerinde ligand baglanmasi ile tetikler.

Bu reseptorler tipik olarak TNFR1 veya FAS gibi Timor Nekroz Faktori
Reseptorii (TNFR) gen ailesinin iiyeleridir. Bu reseptorlere baglanma, asag: akis kaspaz
aktivasyonunu baglatmak icin hiicre yiizeyinde gruplanan reseptdr molekiillerine yol acar
(45).

Sekil 2.5°te goriildiigii tizere her iki yoldan da apoptozun baglatilmasi, kaspazlarin
kaskad bir aktivasyonuyla sonuglanir. Bunlar normal olarak hiicre i¢inde aktif olmayan
onciiler olarak bulunan 6zel proteazlardir.

Apoptozun baslatilmast ilk olarak, rolii diger pro-kaspazlari aktif "yiiritiici"
kaspazlara ayirmak olan kaspaz 8 gibi baslatic1 kaspazlar1 aktive eder. Bu uygulayici
kaspazlar daha sonra hiicre iskeleti ve ¢ekirdek gibi ¢esitli hiicresel yapilarin bozulmasina
neden olur.

Ornegin, kaspaz 3 DNAaz'1 aktive eder. DNA’nin parcalanmasia yol acar. Bu
stirecler, hiicre i¢inde niikleer biiziilme (piknoz) ve parcalanma (karyorrheksis) gibi ¢esitli

morfolojik degisikliklere yol agar. Bununla birlikte, hiicrenin kendisi kii¢iiliir, ancak daha
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da 6nemlisi, saglam bir plazma membranini korur. Olii hiicreler hemen komsu hiicreler
tarafindan fagositozlanir veya apoptotik cisimler olarak bilinen daha sonra fagositoz olan

daha kii¢iik, membrana bagh vezikiillere ayrilir.

2.5.1. Apoptoz ve Kanser Tedavisi

Cok hiicreli canlilarda homeostazi hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimii arasindaki
denge ile saglanir. Bu dengeyi diizenleyen pek ¢ok mekanizma apoptoz ile iliskili
oldugundan dolay1 ¢ok 6nemlidir. Giinlimiizde ¢ogu anti-kanser ilac1 kanser hiicrelerini
hedef alarak 6ldiirmek tizere tasarlanmiglardir. Anti-kanser ajanlarin gogunun apoptozu
indiikledigi asikardir (46).

Son deneysel kanitlar, apoptozun, radyoterapi ve kemoterapi dahil olmak iizere
cesitli kanser tedavisi formlarina tiimor biiytimesinin ve tiimdr yanitinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadigini disiindiirmektedir. Apoptoz, sitotoksik tedavilerden sonra
saatler i¢inde hizla gelisir ve doza bagimhdir. Tiimorler sitotoksik ajanlara apoptotik
yanitlarinda farklilik gosterir, karsinomlar sarkomlardan daha duyarlidir. Apoptozu
diizenlemek, tiimor tedavisini iyilestirmek i¢in etkili bir yol olabilir; terapdtik kazang,
timorlerin apoptotik yanitinin arttirilmasiyla veya normal dokularin apoptotik yanitinin
inhibe edilmesiyle elde edilecektir (47).

Bu bilgiler 15181nda, apoptotik sinyal yolaklarmin aktif hale getirilmesiyle hedef

hiicrede etkisini gosterebilen yeni kanser tedavileri giiglii bir hedef olarak goriinmektedir.

2.5.2. Oksidatif stres

Oksidatif stres, viicuttaki serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki bir
dengesizliktir durumudur. Oksidatif denge sabit oldugu siirece canli organizma, serbest
radikallerden etkilenmemektedir (48).

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortalanmamis elektron ihtiva eden atom veya
molekiillerdir. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en ¢ok elektron transferi sonucu
meydana gelirler (49). Viicutta serbest radikal tepkimeleri bagisiklik sistemindeki
notrofil ve makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi igin bir ihtiyactir, ancak
serbest radikallerin gereginden fazla tretilmesi doku hasart ve hiicre 6limii ile

sonuglanmaktadir (50).
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Oksidatif stres pek cok hastaligin olusmasina molekiiler anlamda temel
olusturmaktadir.Sekil2.6.’da da gosterildigi tizere oksidatif stresin sebep oldugu
hastaliklar arasinda; basta kanser olmak iizere ; diyabet, miyokardiyal enfarktiis,
hipertansiyon, yaslanma, alzheimer, parkinson, huntington sendromu, otoimmiin

bozukluklar yer almaktadir (51).
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Sekil 2.6. Oksidatif Stresin Neden Oldugu Cesitli Hastaliklar (52)

Insan viicudu oksidanlarm etkisini dengelemeye yarayan cesitli antioksidanlarla
donatilmistir. Tiim pratik amaglar i¢in bunlar; enzimatikler, enzimatik olmayanlar ve
yapay antioksidanlar olarak ii¢ kategoriye ayrilabilir.

Oksidatif strese karsi tedavi i¢in hali hazirda kullanilan pek ¢ok antioksidan
bulunmaktadir. Bu antioksidanlar sayesinde serbest radikal hasarlariyla savasilmaktadir
(53).

2.5.3. Antioksidanlar

Oksijen radikallerinin hiicre ve dokularda sebep olacaklar1 zararl etkilere karsi,
organizmada kendilerini radikallere karsi korurlar. ROS’larin olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta baz1 savunma sistemleri vardir ve bunlar

antioksidan sistemlerdir.
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Enzimatik olanlar, enzimatik olmayanlar ve yapay antioksidanlar olarak ii¢
kategoriye ayrilabilirler (Sekil 2.7.) (54).

Antioksidanlar
Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar
/ BHT, BHA, Troloks,
Enzimatik Enzimatik olmayan SOD mimikleri ve
¢esitli selat olusturu-
SOD Endojen Ekzojen cu maddeler
Katalaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon peroksidaz Seruloplazmin p-Karoten
Glutatyon S transferaz Bilirubin Askorbik Asit
Sitokrom oksidaz Ferritin Flavonoidler
Laktoferin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 2.7. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi (54)

Antioksidan molekiilleri diger molekiillerin neden oldugu hasari hiicre i¢inde ve

disinda etkisiz hale getirir, Serbest radikallerin yapisin1 bozar ve inaktive ederler.

Antioksidanlar Serbest Radikalleri Nasil Azaltir?
eslesmemis
elektron

elektron
bagis

ANTIOKSIiDAN SERBEST RADIKAL

Kimyasal olarak reaktif eslesmemis + elektron bagisi: kararli elektron cifti
olusur,serbest radikal nétrolize edilir.

Sekil 2.8. Antioksidanlar Serbest Radikallerin Etkilerini Inaktive Ederler. (55)
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Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda vitaminler (C ve E vitaminleri), P-
karoten, tirik asit ve GSH gibi diisiik molekiiler agirlikli bilesikler bulunur. Bunlardan C
vitamini; Suda ¢oziiniir 6zellige sahiptir ve oncelikle oksijensiz radikalleri atarak hiicre
i¢i ve hiicre dis1 sulu faz antioksidan kapasite saglar. E vitamini serbest radikallerini E
vitaminine doniistiiriir.

Bir diger enzimatik olmayan antioksidan olan E vitamini ise; lipitte ¢oziiniir ve
hiicre zarinin hidrofobik i¢ bolgesinde yogunlasir ve oksidan kaynakli membran hasarina
karst temel savunma mekanizmasidir. E vitamini, lipit peroksidasyonu esnasinda
tiretilmis olan peroksil radikaline elektron gonderir. A-tokoferol, E vitamininin en aktif
formudur ve hiicredeki membrana bagli ana antioksidandir. E vitamini kanser

hiicrelerinin apoptozunu tetikler ve serbest radikal olusumlarini inhibe eder (53).

2.6. Meme Kanseri ve Etiyolojisi

Meme kanseri, ¢esitli uzmanlik alanlarindaki hekimler i¢in biiytik ilgi ve dnem
tastyan onemli bir halk sagligi sorunudur. Meme kanseri, diinyada en sik goriilen ikinci
kanser tiiriidiir. Kadinlarda ise birinci sirada goriilen kanser tiirtidiir. 2012 yilinda 1,67
milyon kadina meme kanseri tanis1 koyulmustur ve bu say1 biitiin kadin kanserlerinin
%25’ini olusturmaktadir (56).

Meme kanseri gelisme olasiligini artirabilecek cinsiyet, yaslanma, Gstrojen, aile
Oykiisii, gen mutasyonlar1 ve sagliksiz yasam tarzi gibi bir¢ok risk faktorii vardir. Meme
kanseri kadinlarda erkeklere oranla daha fazla goriiliir. Ayrica meme kanseri ile ilgili
olarak birgok gen tanimlanmistir. Hem onkogenlerin hem de anti-onkogenlerin
mutasyonlart ve anormal amplifikasyonu, tiimoér baslatma ve ilerleme siireglerinde

anahtar rol oynar (57).
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Sekil 2.9. Meme Kanserinde Risk Faktorleri (57)

Meme kanserinin erken teshisi, bu hastaligi dnlemek i¢in en iyi yaklagimlardan
biridir. Tarama, kemoprevensiyon ve biyolojik korunmayi igeren mevcut Onleme
yontemleri ge¢gmiste oldugundan daha dogrudan ve etkilidir. Meme kanserinin mortalitesi
azalmistir. Bununla birlikte, meme kanseri hala 20-59 yas arasi kadmlar i¢in kanser
6liimiiniin 6nde gelen nedenidir.

Meme kanseri Onlenebilir. Risk faktorlerini azaltmak ve kemoprevent almak
meme kanserini 6nlemek i¢in gereken iki temel onlemdir. Dizileme teknolojisindeki
ilerlemelerle, bireysel genom dizilenmesi, meme kanseri riskini 6ngérmek i¢in giiglii bir
yontem olabilir.

Gelecekte daha az yan etki ve daha iyi bir risk-fayda oran1 olan daha iyi ilaglarin

gelistirilmesi gerekmektedir (57).

2.6.1. Meme Kanseri Siniflamasi

Meme kanserleri dort semaya gore smiflandirilabilir. Bu semalarin her biri
kanserleri farkli kriterlere gore siiflandirir ve farkli bir amaca hizmet eder. Bunlardan

bazilar1 sunlardir:
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Patolojiye dayal simiflandirma: Kanser hiicresel yapisina ve mikro anatomisine gore
siiflandirilir. Bu, meme kanserinin siniflandirilmasi veya yazilmasi i¢in en yaygin
olanidir.

Derecesine gore simflandirilmasi: patolog kanseri dereceye gore siiflandirir. Ornegin
"iyi ayirt edilmis" tiimor diisiik dereceli ve normal dokuya benziyor. "K&tii farklilagmig"
tiimor daginik hiicrelerden olusur ve bu nedenle normal dokuya benzemez ve yiiksek
dereceli olarak adlandirilmistir. Bazilar1 "orta derecede farklilasmis" veya orta siniftir.
Evreye gore simflandirilmasi: kanserin evresini ve TNM evrelemesi ig¢in en sik
kullanilan smiflandirmadir. Kanserin timoér boyutunu, lenf node tutulumunu ve
metastazini dikkate alir.

Protein ve Gen durumuna gore siniflandirilmasi: bugiinlerde tiim meme kanserleri
Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve HER2/neu proteinlerinin
ekspresyozii veya tespit edilebilir etkisi i¢in test edilir. Bu testler immiinhistokimya
ilkelerinden yararlanir ve bu proteinlerin durumu bilindikten sonra prognoz tahmin
edilebilir ve tedavi igin belirli yeni tedaviler segilebilir[58, 59].Meme kanserinin
siiflandirilmasi, tiimoriin morfolojisi, tiimdriin derecesi goz Oniine alinarak ve timoriin
Ostrojen reseptorlerini igermesine bagli olarak siniflandirabilmektedir. Meme kanseri
genellikle histolojik goriiniimiine gore siniflandirilir. Histolojik tiplerden bazilar

sunlardir: (60)

Diiktal Karsinom in situ (DCIS): yayilmamis ¢ok erken bir kanser tiiriine isaret eder.
DCIS, diiktal sistemin iginde bulunan ve yakindaki dokuya saldirmamis bir tiir erken

meme kanseridir. Yaygin invaziv olmayan kanser tiirlerinden biridir.

Sizan veya invaziv diiktal karsinom (IDC): bu meme kanserinin en yaygin tiiriidiir. Stit
kanallarinda baglar ve ¢evre dokulara yayilir. Ayni1 zamanda lenf kanallar1 ve kan akis1

yoluyla viicudun diger bdlgelerine de yayilabilir.

Lobular Karsinom in situ (LCIS): invaziv olmayan timériin daha nadir goriilen bir
seklidir. Genellikle invaziv kansere doniismez. LCIS daha ¢ok meme kanserinin
gelisebileceginin bir "belirteci" veya sinyalidir. LCIS son zamanlarda lobuler neoplazi

olarak yeniden adlandirilmistir.

Lobular Karsinom 'a (ILC) Sizma: invaziv diiktal karsinomdan sonra en sik goriilen
ikinci meme kanseri tiiriidiir. Kanser loblarda veya loblarda baslar ve viicudun diger

bolgelerine yayilir. Memenin iist-dis kisminda bir kalinlasmanin ilk goriiniimii vardir.

18


https://www.news-medical.net/health/What-is-Breast-Cancer.aspx
https://www.news-medical.net/health/What-is-Breast-Cancer.aspx

Bunlar genellikle dstrojen ve progesteron reseptorleri igin pozitiftir ve bu nedenle hormon

tedavisi ile basarili bir sekilde tedavi edilebilir.

Tiibiiler karsinom: Kanser hiicreleri kiiciik tiibiiller gibi goriiniir. Bu tip meme kanseri

tipik olarak 50 yas ve iizeri kadinlarda goriiliir. Bu tiimor tedaviye iyi yanit verir.

Musinoz karsinom veya kolloid: lenf diigiimlerine nadiren yayilan nadir invaziv meme
kanseri tlirtidiir. Kanser hiicreleri mukus iiretir ve bu hiicreler mikroskop altinda normal
hiicrelerden farklidir. Mukoza ve kanser hiicreleri birleserek jole benzeri tlimorler

olusturur. (59)

Ayrica meme kanserinin ilerlemesinde ve olusmasinda gorev hiicrelerin
reseptorleri (Progesteron reseptorii veya HER2;human epidermal reseptor-2), ve molekiil
alt tiirlerine gore degisik siniflandirmalar (luminal A, luminal B, basal-like,Her2 pozitif
gibi) da olabilmektedir (61).

Meme kanser tiirlerinin fazlaligi, tedavi se¢eneklerinin artmasi ile dogru orantil
olarak azalma imkanina sahip olabilecektir. Her bir farkl: tiir meme kanseri farkli ilaglara
farkli yanitlar verebilir. Bu sebeple farkli ilaglarin arastirilip tasarlanmasi 6nem arz

etmektedir. Bu kapsamda, dogal bilesiklerden yararlanmak gerekebilir.

2.7.Hipotez

Bir polifenol olan ve enginar bitkisinde de yiiksek oranda bulunan sinarin’in
oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin oldugu bilinmektedir. Sinarin’in proliferasyon,
hiicre canlilig1 iizerinde baskilayict etkisi oldugu hipotez edilmistir. Antiproliferatif
ozelliginin tespiti ve apoptoz siirecindeki etkilesiminin in vitro ortamda meme kanseri
hiicrelerinde arastirilmasi ve aciklanmasi hedeflenmektedir. Ayrica bu ¢alismanin hayvan

testlerini icerecek sekilde birinci basamak ¢alisma olmasi planlanmaktadir.
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3.1. Materyaller

3. MATERYAL VE METOT

3.1.1. Cihazlar
Azot Tanki Taylor-Wharton
Buz Cihazi Scotsman AF 80
Hassas Terazi Ohaus
Is1 Blogu Benchmark
Inkiibator Euro Elone
Kemoliiminesans ChemiDoc-It?
Laminar Kabin Cell line
Manyetik Karistirict Heidolph
Mikroskop Olympos
PH Metre Mettler Toledo
Santrifiij Niive
Santrifiij Hermle
Shaker (Calkalayici) Benchmark Scientific
Spektrofotometre Biotek
Su Aritma Cihazi Direct-Q 3UV
Su Banyosu Benchmark
Western Blot Tanki Bio-Rad
Vorteks Heidolph
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3.1.2. Sarflar

5 mI’lik Pipetler

10 mI’lik Pipetler

15 ml’lik Santrifiij Tiipi

50 ml’lik Santrifiyj Tiipi

1.5 ml Mikro Santrifiij Tiipi

6 Kuyucuklu Plate

96 Kuyucuklu Plate

Neubauer Lami

Hiicre Dondurma Tiipti

PVDF Transfer Membrani, 0.45 mikron
30x30cm

Western Blot Filtre Kagidi 20 cm x 20 cm

Nitroselliiloz Transfer Membrani, 0.45 mikron, 30 cmx30cm

Mini Trans-Blot Filtre Kagidi

75 cm?’lik ve 25 cm2’lik Hiicre Kiiltiir Kaplar

3.1.3. Kimyasallar ve Reaktifler

Akrilamid Acros Organics
Amonyum Persiilfat %98 Acros Organics
Bovin Serum Albiimin Sigma

Dimetil Siilfoksit Fisher Scientific
DMEM F12 1:1 mix Lonza

Etanol Sigma-Aldrich
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Fetal Bovin Serum Sigma
Glisin Carlo Erba
L-glutamin Lonza
Luminol Sigma
MEBM Lonza

2-Merkaptoetanol, %99ekstra saf

Acros Organics

Metanol Sigma-Aldrich
N, N-Metilenbisakrilamid Sigma,
Penisilin-Streptomisin PAN Biotech
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Zymed

Prism Ultra Protein Ladder Abcam,
2-Propanol, minimum %99 Sigma
Propidyum iyodit Sigma

Protogel (%30 Acr., %0.8 Bis)

National Diagnostics

Resolving Buffer

National Diagnostics

Skim Milk Powder

Sigma Aldrich

Sodyum klorit

Carlo Erba, Cat No:
368257
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Sodyum dodesil siilfat

Fisher Scientific, Cat No:
BP166-500

Sodyum hidroksit

Sigma-Aldrich, Cat No:
6203

Sodyum florit, %99

Acros Organics, Cat No:
201295000

Sodyum ortovanadat, %99

Acros Organics, Cat No:
205330500

Stacking Buffer

National Diagnostics, Cat
No: EC-893

Stripping Buffer

Thermo

Tetrametiletilendiamin %99

Acros Organics, Cat No:
138455000

Tripsin-EDTA PAN Biotech

Tris Base Sigma

Tween 20 Sigma-Aldrich, Cat No:
P1379

Sinarin 5mg Sigma Aldrich
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3.1.4. Kitler

CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation
Assay

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit |

Protein assay kit

3.1.5. Antikorlar

[-aktin NeoMarkers, Cat No: RB-
9421-P

Donkey anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz, Cat No: sc-
2313

Goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz, Cat No: sc-
2004

Goat anti-mouse 1gG-HRP Santa Cruz, Cat No: sc-
2005

Bcl-2 antibody Cell Signaling

Rabbit anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz, Cat No: sc-
358920

Parp-1 antibody Cell Signalling #9542

3.1.6. Calismada kullanilan hiicre hatlar

Meme kanseri iizerine yapilmis olan ¢aligmalarda kullanilan pek ¢ok hiicre hatti
vardir.Bu hiicre hatlarinin 6zellikleri birbirlerinden farklilik gostermektedir(tablo 3.1.).
Ornegin; MCF-7 hiicre hattt ER+PR+ hiicre hatlar1 olarak bilinirken, MDA-MB-231,
hiicre hatlar1 ER- PR - hiicre hatt1 olarak bilinmektedir (60).
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Tablo3.1. Calismada Kullanilan Hiicreler ve Hiicrelerin Ozellikleri

Hiicre: MCF10A
Doku: Meme

Hiicre Tipi: Epitel
Hastalik: Normal (Fibrokistik)
Organizma: Homo sapiens

Biiyiime Ozelligi: Adherent (Yapisan)

Hiicre: MDA-MB-231
Doku: Meme

Hiicre Tipi: Epitel
Hastalik: Adenokarsinom
Organizma: Homo sapiens
Biiyiime Ozelligi: Adherent (Yapisan)
(ER-, PR-, Her2-)

Hiicre: MCF7

Doku: Meme
Hiicre Tipi: Epitel
Hastalik: Adenokarsinom
Organizma: Homo sapiens
Biiyiime Ozelligi: Adherent (Yapisan)
(ER+, PR+, Her2+)
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Tablo 3.2. Besiyeri Igerikleri

DMEM: F12 Besiveri
%10 FBS

100 pg/ml penisilin streptomisin

2 mM L-glutamin

MEBM Besiveri
%5 At serumu
0.5 ml Hidrokortizon
%5°lik 200pl Kolera toksini
0.5 ml Insiilin
0.5 ml EGF
0.5 ml GA-1000
2 ml BPE

Hiicre kiiltiirii islemleri laminar akimli kabinde yapilmistir. Hiicreler 37°C’de, %5
CO: igeren, nemlendirilmis inkiibatorde DMEM ve MEBM besiyerleri ile kiiltiire

edilmistir.
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3.2.Metotlar
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

%10 Fetal Sigir Serumu (FBS), 5 ml Penisilin/streptomisin ve 2ml L-Glutamin
iceren DMEM F-12-1:1 biiyiime medyumu ile 25cm?’lik flasklara ekilen MDA-MB 231
ve MCF7 hiicreleri 2 giin sonra yiizde 75 oraninda ¢ogalinca 75 cm?'lik flaska ekimi
yapilmustir. Hiicrelerin haftada 2 kez %0.05 konsantrasyonda tripsin ile kiiltiir kabindan
kaldirilarak pasajlanmasi yapilmistir. Hiicre kiiltiirii islemleri laminar akimli kabin iginde
gergeklestirilmis ve hiicreler %5 CO2 ve 37°C de kiiltiire edilmistir.

MCF10A hiicreleri ise, MEBM kiti (2ml BPE, 0.5ml EGF, 0.5ml Insiilin, 0.5ml
hidrokortizon, 0.5mI GA-1000), %5°lik 200ul kolera toksini, Sml Pen/Strep ve %10 at
serumu igeren MEBM biiyiime medyumu ile 25cm? lik flasklara ekilip yiizde 75 oraminda

cogalinca 75 cm? lik flaska alinip ekimi yapilmistir.

3.2.2. Hiicrelerin Coziilmesi

DMEM F-12-1:1 ve MEBM besi yerleri 37°C ye su banyosuna koyulmustur. Her
bir hiicre hatt icin 25 cm?’lik flasklar hazirlanmistur.

Dondurma tiipiinde bulunan hiicreler azot tankindan ¢ikarilarak ¢oziilmiistiir.
Cozilinen hiicreler pipet ile birkag¢ kez siispanse edilerek 15ml’lik tiiplere alinmistir.
Hiicreler tizerine 5ml besiyeri eklenmistir ve 1300 rpm’de 5 dK. santrifiij yapilmustir.
Siipernatant atilmistir ve altta kalan peletin {izerine 4 ml besi yeri eklenmistir ve 25

cm?’lik flasklara alinmistir ve hacim 6 m1’ye tamamlanmustir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin kiiltiir ortamlar1 atilmistir. Flasklara 3-4 ml tripsin ilave edilmistir.
Tripsin eklenen kiiltiir kaplar1 5-6 dakika %5 CO: igeren 37°C deki inkiibatorde
bekletilmistir. Faz kontrast mikroskop ile iizerinde ¢alistigimiz hiicrelerin morfolojilerine
bakilmistir. Daha sonra tripsinin etkisini inhibe etmek i¢in 5-6’sar ml besi yeri
eklenmistir. Hiicreler steril 15 ml’lik falkon tiiplere alinmig ve 1300 rpm de 5 dk.
santrifiijlenmistir. Siipernetant atilmis ve elde edilen pellet miktarina gore hiicreler
DMEM F-12-1:1 ve MEBM besi yerleri ile siispanse edilmistir ve 25 cm?’lik flasklara
alinmistir. Hiicrelerin durumu faz kontrast 1sik mikroskobunda degerlendirilmistir.

Hiicreler %5 COz igeren 37°C deki inkiibatore kaldirilmistir.

27



3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

T25 kiiltiir kabinin yiizeyini %80 kaplayan hiicreler laminar akimli kabin altinda
PBS ile yikanmis ve daha sonra tripsin ile kaldirilip 15 ml’lik falkon igerine alinmistir ve
1500 rpm’de, 5 dk. santrifiij edilmistir.

Ust kisim atildiktan sonra pelet iizerine 1:10 oraninda DMSO: besiyeri hazirlanmis
her bir dondurma tiipiine 2 ml eklenmistir. Dondurma tiipleri igerisine alinan hiicreler -

80°C’ de bir gece muhafaza edildikten sonra azot tankinda -196 °C’ de saklanmustir.

3.2.5. Hiicrelerin Sayilmasi

Yapilan testler i¢in belirli sayida hiicrelerin bulunmasini saglamak i¢in hiicre
sayimi1 yapilmistir. Hiicre sayimi i¢in neubauer lami kullanilmistir. Hemositometre veya
neubauer bélmesi neubauer bolmesinin sayim 1zgarast 3 mm X 3 mm boyutundadir.
Izgaranin 1 mm genisliginde 9 kare alt bolimii vardir (Bkz. Sekil 3.1.). Bu isaretli dort

bdolmenin ortalamasi alinarak hesaplama yapilmis ve hiicreler ekilmistir.
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Neubauer lami

Sekil 3.1. Neubauer Lam
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3.2.6. Hiicre Lizat1 Elde Edilmesi

Kiiltiirti yapilan hiicreler, pasajlanma basamaginda anlatildigi gibi kaldirilmistir.
Hiicreler 15 ml’lik tiiplere alinmig ve ardindan 1700 rpm de 5 dk. santrifiijlenmistir.
Stipernetant atilmis ve pellet iizerine 1 ml PBS ilave edilerek hiicreler ependolf tiiplere
alimustir.

Ependolf tiipler 5000 rpm de 3 dk. santrifiijlenmistir. Siipernetant atilmis ve pellet
lizerine hiicre sayisina bagli olarak (2 milyon hiicre icin 160ul lizis tampon) lizis
soliisyonu (2mL Lizis soliisyonuna 2pL NaF ve 2 pL. NasVOas gelecek sekilde) ilave
edilmistir. Karisim 15 saniye vorteks yapildiktan sonra ve buz ilizerinde 10 dakika
bekletilip, bu yapilan islem 3 kez tekrar edilmistir. Ardindan siispansiyon 13000 rpm’ de

10 dakika +4 °C de santrifiijlenip, siipernatant yeni bir ependolf’e alinmistir.

3.2.7. Protein Miktarinin Ol¢iilmesi

Elde edilen hiicrelerdeki total proteininin belirlenmesi ig¢in Protein Assay Kit
(Biorad) alinarak Bradford yontemi kullanilmistir. Bradford yontemi icin 3 soliisyonun

karigimi kullanilmastir.

Protein Assay Reagent A
Protein Assay Reagent B
Protein Assay Reagent S

BSA (Bovine Serum Albumin) Standardi olusturulmustur. Bunun i¢cin 1 ml
distile suda 10 mg BSA, ¢oziilerek stok soliisyon olusturulmustur. Bu stoktan seri
diliisyon ile 0.25, 0.5, 1 ve 2ug/ul’lik 5 adet standart hazirlanmigtir.

Standartlardan 5’er ul ilk 5 kuyucuga eklenmistir. Daha sonra reagent S ve
Reagent A ‘dan sirasiyla 20 ve 1000 ul oraninda 6rnek sayisina gore karisim olusturulup
her bir kuyucuga standart disindaki 25 ‘er ul eklenmistir. Sonrasinda reagent B
soliisyonundan 200 ul tiim kuyucuklara eklenmistir. Hazirlanan 6rnekler 96 kuyulu

plate’e yiiklenip 750nm’de plate okuyucuda 6lgiim yapilmistir.
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3.2.8. Western Blot Analizi

%6’k Stacking Jel icin ; %12’lik Resolving jel i¢in;
e 2.6mldH0 e 2.6mldH20
* 1ml %30 ACA/bISACA o 3.2ml %30 ACA/bisACA
e 1.25ml 0.5M Tris-HCI pH

e 2ml 1.5M Tris-HCI pH
8.8

6.8
e 50ul %10 SDS
e 50 ul%10 APS
e 5 ul TEMED kullanildi. o 30ul %10 APS

e 80ul %10 SDS

Her hiicre hatti lysis edildikten sonra 40ug total protein igeren 6rnekler %8-12’lik
jellere sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide jel (SDS-PAGE) elektroforezi ile 90V’da
yiritiilerek PVDF membrana transfer edilmistir. Transfer islemi sonrasinda membran,
Tween 20 igeren TBS(Tris-Buffer-Salin) (TBS/T) ile hazirlanan %S5°lik siit tozu
sollisyonunda 1 saat blotlanmig ve 3 kez TBS/T ile 10’ar dakika aralarla yikanmis ve
%2.5’1uk siit tozunda 1:1000 oraninda seyreltilen bcl-2 ve Parp 1 antikoru ile bir gece
+4°C de inkiibe edilmistir. Ardindan 3 kez TBS/Tween 20 ile 10’ar dakika yikanmig ve
TBS/Tween20 de hazirlanan %2.5’1uk siit tozu soliisyonunda sekonder antikoru ile oda
sicakliginda 1 saat muamele edilmistir.

Membran yapilan yikamalarin sonrasinda 1:1 oraninda karistirilan luminol ve
peroksit ile muamele edilerek seffaf bir petri kabi igerisinde UVP ChemiDoc-It?
kemoliiminesans ile gorintiilenmistir. Yiikleme kontrolii olarak p-aktin antikoru
kullanild1 ve sekonder antikor muamelesinden sonra TBS-Tween ile yikamalar yapilarak

goriintiilenmistir. Bant yogunluklar1 ImagelJ kullanilarak belirlenmistir.

3.2.9. Annexin V Boyamasi ile Apoptozun Belirlenmesi

Hiicreler Tripsin ile kaldirilmis ve 1500 rpm’de Sdk santrifiij edillmistir. Daha
sonra Hiicreler 500 ul soguk PBS ile resiispanse edilmistir ve 5 dk 1500 rpm’de santrifiij
edilmistir.Her bir hiicre ig¢in 400 ul 1X binding hazirlanmis ve buza koyulmustur.

Ayrica her bir hiicre i¢in 100 ul anneksin inkiibasyon karisimi Tablo 3.3.’e gore

hazirlanmastir.
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Tablo 3.3. Anneksin V Boyamasi I¢in Karisim Oranlari

10X Binding 10 pl
PI 10 yl
Annexin 10 pl
Distile Su 79 pl
Toplam hacim 100 ul

Bu karisim buzda ve karanlhikta 10 dk kadar bekletilmistir. Annexin buzdan
alinmig Ve her bir tiipe 100 ul eklenmistir.15 dk oda sicakliginda bekletilmis ve 400 pl
Binding 1X eklenmis ve oda sicakliginda30 dk-1 saat arasi bekletilip ve akis

sitometrisinde 6l¢iim yapilmistir.

3.2.10. Hiicre Proliferasyon Testi (MTT)

Hiicre canlilik testlerinden birsi olan MTT yonteminde mitokondriyal aktivitesi
devam eden hiicrelerin 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid ile
tepkimeye girerek formazan bilesikleri olusturmalari {izerine dayanir (62).

96 cukurlu plakalarin ¢ukurlarina 2000 hiicre fenol kirmizisi igermeyen besiyeri
ile ekilerek hiicreler kiiltiire edilmistir.Hiicre kiiltiir kabinin yiizeyini %70 kaplayan
hiicrelerin besiyeri degistirilmis ve sinarin ile ¢esitli dozlarda muamele edilmistir.

72 saat sonra hiicrelerin iizerine 100 ul fenol kirmizisi icermeyen tam besiyeri
ilave edilmistir.Her bir 6rnegin tizerine 50 ul 5mg/ml konsantrasyondaki MTT ¢ozeltisi
eklenmigtir.Hiicreler 3 saat inkiibatorde inkiive edilmis Vve inkiibasyon sonrasi
cukurlardaki karisim uzaklastirillmistir.Her ¢ukura 160 ul DMSO ilave edilmistir ve
formazon kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in her bir c¢ukur pipetlenmistir.570 nm’de

absorbanslar1 okutulmustur.

3.2.11. Koloni Olusturma Testi (Colony Formation Assay)

MDA-MB-231, MCF10A ve MCF7 hiicreleri 6 kuyucuklu platelere her kuyucukta

5000 hiicre toplam voliim 2 ml olmak {izere ekilmistir. Ekim igsleminden 1 giin sonra
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tutunan hiicreler iizerine sinarin tedavisi uygulanmistir. Tedaviden 24 saat sonra hiicreler
tizerindeki besiyeri atilmistir. Hiicreler 7 giin boyunca bekletilmistir.

Bu siire sonunda ikinci kez sinarin tedavisi uygulanmistir. Yine ayni islem
yapilarak 24 saat sonra besiyeri atilip taze besiyeri eklenip hiicreler tekrar 7 giin inkiibe
edilmistir. En son olarak hiicre yiizeyinden besiyeri atilarak 5 dakika metanol ile muamele

edilmis ve kristal viyole ile hiicreler boyanmistir. Hiicrelerin fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.12. Yazilim ve Veritabanlari

Image J Western Blot sonuglarini  analiz  etmek igin
kullanilmuastir.

Microsoft Office Sonuglarin grafik haline getirilmesi i¢in kullanilmustir.

365 Excel

Western Blot sonuglarinin elde edilmesinde ilgilenilen antikorlarin ifade
seviyelerini sayilara dokmek i¢in image J analiz programi kullanilmistir. Daha sonrasinda

bu sayisal veriler excel’de hesap yapilarak ve grafikler ¢izilerek analiz edilmistir.

3.2.13. istatistiksel Analiz

Dansitometrik analizler Image J programi ile yapilmistir, akis sitometri ve

dansitometrik analizlerde gruplar arasindaki farklar student t testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahismada Kullamlan Hiicrelerin Canhlik ve Doluluk Oranlari

Bu deneylerde meme epitel hiicre hatt1 (MCF10A) ve iki meme kanseri hiicre hatti
(MDA-MB-231ve MCF7) kullanilmistir. MCF10A, MDA-MB-231, ve MCF7 hiicre
hatlar1 %80 doluluga ulasinca pasajlanmistir. Sekil 4.1.°de ¢alismada kullanilan
hiicrelerin morfolojik yapilar1 goriilmektedir. Hiicrelerin %80 doluluk oraninda

morfolojilerinin sagliklt oldugu tespit edilmistir.
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MCF-10A EPITEL HUCRE HATTI

Sekil 4.1. Calismada Kullanilan Hiicrelerin Faz-Kontrast Mikroskobundaki
Goriintileri
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4.2. Hiicrelerin ila¢ Uygulamas1 Sonrasindaki Mikroskop Gériintiileri

-
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MDA-MB 231 180uM

Sekil 4.2. MDA-MB 231 Hiicresinde Tedavisiz Grup ile Vehicle ve Sinarin
ile Muamele Edilen Hiicrelerin Mikroskop Goriintiilerinin Karsilagtirilmasi (72 saat)

Sekil 4.2.’deki MDA-MB 231 hiicreleri 180 uM sinarin ile 72 saat siireyle tedavi
edilmis ve kontrol gruplari olan NT ve vehicle uygulamasi ile karsilastirilmistir. Bu
karsilagtirmaya gore NT ve Vehicle gruplarinda anlamli bir azalma goriilmezken tedavi

grubunda yiizde 50’nin {izerinde bir azalma saptanmustir.
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MCF-7 NT MCF-7 Vehicle

MCF-7 160 uM

Sekil 4.3. MCF7 Hiicresinde Tedavisiz Grup ile Vehicle ve Sinarin ile
Muamele Edilen Hiicrelerin Mikroskop Goriintiilerinin Karsilagtirilmasi (72 saat)

MCFT7 hiicreleri 160 uM sinarin ile 72 saat tedavi edilmis ve kontrol gruplar1 olan
NT ve vehicle uygulamasi ile karsilagtirilmistir. Bu karsilastirmaya gére NT ve Vehicle
gruplarinda anlamli bir azalma goriilmezken tedavi grubunda yiizde 65’°in iizerinde bir

azalma saptanmuistir.
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MCF-10A Hiicre hatt

MCF10-ANT

MCF10-A 550 pM

Sekil 4.4. MCF10A Hiicresinde Tedavisiz Grup ile Vehicle ve Sinarin ile
Muamele Edilen Hiicrelerin Mikroskop Goriintiilerinin Karsilagtirilmasi (72 saat)

MCF10A hiicreleri 500 uM sinarin ile 72 saat tedavi edilmis ve kontrol gruplart
olan NT ve vehicle uygulamasi ile karsilastirtlmistir. Bu karsilagtirmaya gore NT ve
vehicle gruplarinda anlamli bir azalma goriilmezken, tedavi grubunda ise yine istatistiksel

olarak anlamli olmayan yiizde 25-30 gibi bir azalma saptanmistir [Sekil 4.4.].
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4.3. Proliferasyon ve Hayatta Kalim

Proliferasyonda azalma ve apoptozda artisi saglayan dozlari elde etmek igin,
enginar bitkisinde bulunan sinarin bilesiginin in vitro ¢ogalmaya etkileri MTT hiicre
canlilik testi ile gosterilmistir. Hiicre proliferasyonunu belirlemek amaciyla hiicreler
sinarin ile muamele edildikten 72 saat sonra MTT testi ile analiz edilmistir. Bu test ile
hiicre canlilig1 belirlenmistir.

Deneylerde kullanilan MCF7, MCF10-A VE MDA-MB 231 hiicrelerinin sinarin
ile muamele edilince elde edilen doz-hiicre oliimii sonuglarina goére IC50 oranlari
hesaplanarak ileri asamali deneyler yapilmistir.

Sekil 4.5. ‘te MCF7 hiicresinin spektrofotometre sonrasi sonuglar1 grafik haline
getirilip analiz edilmis ve elde edilen sonuglar yiizde olarak ifade edilmistir. IC 50 degeri
160 uM, MDA-MB 231 hiicre hatt1 i¢in 180 uM ve MCF 10A igin ise 550 uM olarak

hesaplanmustir.

MCF-7 Hiicre Hatta

100

% canlilik

NT 25 7S 100 200 300

Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 4.5. MCF 7 Hiicresinde Farkl1 Sinarin Konsantrasyonlar1 Sonrast Hiicre
Canlilig1 Yiizdesi (72 saat)
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MDA-MB-231

100

50

% canlilik

NT 25 75 100 200 300

Konsantrasyonlar (unM)

Sekil 4.6. MDA-MB 231 Hiicresinde Farkli Sinarin Konsantrasyonlari
Sonras1 Hiicre Canlilig1 Yiizdesi (72 saat)

Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da goriildiigi tizere hem  MCF7 hem de MDA-MB-
231 hiicresinde sinarin muamelesi ile hiicre canliliginin tedavisiz gruba gore azalmis
oldugu ve bu azalmalarin ise 100 uM sonras1 giderek arttig1 belirlenmistir.

Sekil 4.7.’de MCF10A hiicresinde hiicre canliliginin tedavisiz gruba gére 300 uM

sinarin konsantrasyonundan sonra belirgin olarak azaldigi belirlenmistir.

MCF-10A

100 2

L 2
L 4

% canlilik

NT 25 75 100 200 300

Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 4.7. MCF10-A Hiicresinde Farkli Sinarin Konsantrasyonlar1 Sonrasi
Hiicre Canlilig1 Yiizdesi (72 saat)

38



4.4. Anneksin Pl1 Boyanmasi ile Apoptoz Tespiti

Calismada apoptoz degerlendirilmesi igin annexin boyama ile akis Sitometri
uygulamasi yapilmistir.Sinarin’e maruz kalan MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10-A
hiicre hatlar1 72 saat tedaviden sonra hasat edilmis ve anneksin V boyama i¢in iglemler
yapilmistir. Sekil 4.8.” de MDA-MB-231 hiicresinin akis sitometrisi ile elde edilen analiz

sonuglar1 gosterilmistir ve elde edilen sonuglar ylizde olarak ifade edilmistir.

a) Tedavisiz Hiicre b)  Vehicle
23 -
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Sekil 4.8. MDA-MB 231 Hiicre Hatlarinda Tedavisiz, Vehicle ve 160 uM
Sinarin Uygulamas1 Sonucu Olusan Apoptoz Yiizdeleri

39



120,00

p>0.05
100,00 -

*
80,00 - <05

60,00 -

40,00 -

20,00 -

0,00 -
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Sekil 4.9. Sinarin Uygulamasi Sonrasi MDA-MB 231 Hiicrelerinde Hiicre
Canlilik Yiizdesi (p<0.05)

Sekil 4.9.’da gosterildigi tizere, MDA-MB-231 hiicresinin sinarin muamelesi ile

hiicre canliliginin tedavisiz gruba gore azalmis oldugu ve bu azalmanin yaklasik

olarak %55-60 oraninda apoptoz tipi hiicre 6limii oldugu belirlenmistir(p<0.05).
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Sekil 4.10.” da MCF7 hiicresinin akis sitometrisi ile elde edilen analiz sonuglari

gosterilmistir ve elde edilen sonuglar yiizde olarak ifade edilmistir.

TEDAVISIiZ VEHICLE
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Sekil 4.10. MCF-7 Hiicre Hatlarinda Sirasiyla Tedavisiz, Vehicle ve160 uM
Sinarin Uygulamast Sonucu Olusan Apoptoz Yiizdeleri
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Sekil 1.11. 160 uM Sinarin Uygulamas1 Sonras1t MCF-7 Hiicrelerinde Hiicre
Canlilik Yiizdesi (p<0.05).

Yapilan degerlendirme sonucunda MCF- 7 hiicre hatti1 igin MDA-MB 231 hiicre
hattindaki durum s6z konusu olup, apoptoza ugrama oraninin anlaml oldugu gortilmiistiir
(Sekil 4.11.).

MCF-7 hiicresinin MDA-MB-231 hiicrelerinde sinarin ile tedaviden sonra
hesaplanan apoptoz oranina gore daha yiiksek hiicre 6liimii oranina sahip oldugu tespit

edilmistir.

550 puM sinarin muamelesinin ardindan 72 saat inkiibasyon uygulanmis ve yine
anneksin V boyamasi i¢in gerekli islemler uygulanmistir. Sekil 4.12.°de elde edilen

apoptoz yiizdeleri gosterilmektedir.

MCF10A hiicresi i¢in yapilan analizde sekil 4.12. ve 4.13.’te goriildiigii gibi
sinarin ile muamele edilen hiicrelerde apoptoz oraninin %10-15 civarinda oldugu

saptanmis ve bu oranin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu sonucuna varilmstir.
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4.5. Hiicrelerin Koloni Olusturma Yeteneklerinin Belirlenmesi

Hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerini 6lgmek igin kristal viyole
kullanilmistir. Sinarin ile muamele edilen hiicrelerin 72 saat sonra besiyeri degistirilip 7
giin inkiibatorde inkiibe edilmistir. Daha sonra tekrar sinarin tedavisi uygulanip ayni
islem uygulanmistir. Toplam 2 hafta sonunda kristal viyole ile hiicreler boyanmistir. Her

plak analiz igin elde edilen hiicre hatlarinin goriintiileri Sekil 4.14. ve 4.16.’da verilmistir.
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Sekil 4.12. MCF10A Hiicre Hattinda Tedavisiz, Vehicle ve Sinarin
Uygulamas1 Sonucu Olusan Apoptoz Yiizdeleri

43



120,00

' p>0.05

p>0.05

100,00 -

80,00 -

60,00 -

40,00 -

20,00 -

0,00 -
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Sekil 4.13. 550 uM Sinarin Uygulamasi1 Sonrast MCF10A Hiicrelerinde
Hiicre Canlilik Yiizdesi (p>0.05)

MDA-MB 231 NT MDA-MB 231 Vehicle MDA-MB 231 180 uM

Sekil 4.14. MDA-MB 231 Hiicresinin Koloni Olusturma Yetenegi

MDA-MB 231 hiicre hattinda yapilan koloni olusturma deneyinde tedavisiz grup
ve vehicle grubu arasinda fark goriillmemektedir(Sekil 4.14.). Tedavisiz grup ve sinarin
ile tedavi edilen grup karsilastirildiginda MDA-MB-231 hiicresinde de hiicrelerin

koloni olusturma becerilerinin azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.15’te MCF7 hiicresi boyamasina bakildiginda tedavisiz grup ve 160 uM
sinarin grubu arasinda yiizde 50 oranda bir fark goriilmektedir. Tedavisiz grup ve 160 uM
sinarin ile muamele edilen grup Kkarsilastirildiginda hiicrelerin koloni olusturma

yeteneklerinin tedavisiz gruba gore azaldig1 saptanmustir.

MCF7 NT MCF 7 Vehicle MCF7 160 uM

Sekil 4.15. MCF7 Hiicresinin Koloni Olusturma Y etenegi

Sinarin, hiicrenin MCF-7 hiicresinde 160 pM'de koloni olusturma kabiliyetini
inhibe ettigini géstermektedir (Sekil 4.15.).

MCF10-ANT MCF10-A Vehicle MCF10-A 550 pM

Sekil 4.16. MCF 10A Hiicresinin Koloni Olusturma Yetenegi

MCF10A hiicresi icin yapilan koloni olusturma testinde MCF10A hiicresinin
sinarin ile muamelesi sonucunda hiicrelerin koloni olusumlarinin az oranda etkilendigi,
ancak bunun diger hiicrelere kiyasla daha az oldugu Sekil 4.16.’da oldugu gibi

belirlenmistir.

Sonug olarak her li¢ hiicre grubunda da vehicle ile muamele koloni olusumunu

onemli oranda etkilememistir. Sinarin ile muamele ise koloni olusumunu

45



azaltmistir Ancak MCF7 ve MDA-MB 231 hiicre hatlarinda bu oran MCF10A’ya oranla

daha fazla gézlenmistir.

4.6. Sinarin'in Hiicre Oliimiindeki Roliiniin Western blot ile Belirlenmesi

MCF7 hiicresinde bcl-2 ifadesinin sinarin muamelesi ile azaldigi (p<0.05), vehicle

ve tedavisiz grup arasinda belirgin bir fark olmadigi sekil 4.17.”de goriilmektedir.

NT
Vehicle
160 uM

‘“ s Bcl-2

25 kDa

— 43 kDa

Sekil 4.17. MCF- 7 Hiicresinde Bcl-2 Gen ifadesinin Baskilanmasi

WB analizi ile elde edilen veriler sekil 4.18’de grafik haline getirilmistir. Grafikte
tedavisiz grup ile vehicle grubu arasinda belirgin bir fark olmadigi, 160 uM sinarin

muamelesi ile baskilanmanin %70 civarinda oldugu saptanmistir(p<0.05)
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Sekil 4.18. Sinarin ile Muamele Edilen MCF7 Hiicresinde Western Blot
Analizi ile Bant Yogunluklarmin Karsilagtirilmasi (p<0.05)

MCF 7

Z g Z
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Sekil 4.19. Sinarin ile Muamele Edilen MCF7 Hiicresinde Western Blot
Analizi ile PARP 1 ifadeleri
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, PARP aktivasyonu, Sinarin tedavisinden
sonra her iki hiicre hattinda 6nemli 6l¢iide artmistir. EK olarak, Sinarinile indiiklenen

apoptoza ayrica Bcl-2'de belirgin bir azalma gozlenmistir.

MDA-MB 231
s 3
s 5 8

Bcl-2

e —— 25 kDa

Beta
aktin
43 kDa

Sekil 4.20. MDA MB 231 Hiicre Hatt1 Western Blot Sonuglari

p=0,05
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Sekil 4.21. Sinarin ile Muamele Edilen MDA-MB 231 Hiicresinde Western
Blot Analizi ile Bant Yogunluklarinin Karsilastirilmasi (p<0.05)
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Mda-Mb-231 hiicresinde yapilan 180uM Sinarin muamelesi ile  hiicre

canliliginin tedavisiz gruba gore azalmis oldugu ve bu azalmanin yaklasik olarak
%63 civarinda oldugu belirlenmistir (p<0.05).

MDA MB 231 hiicresinde sekil 4.22.’de goriildiigii gibi sinarin muamelesiyle
PARP 1’in aktiflesmis (cleaved) oldugu saptanmustir.

T
Vehicle
18 OuM

PARP 1

L | h b4 89 kD
5;’:': ".,‘ .‘: . i

-

Wovrite - w» .. Beta

aktin
43 kDa

.

Sekil 4.22. Sinarin ile Muamele Edilen MDA-MB 231 Hiicresinde Western
Blot Analizi ile PARP 1 Ifadeleri

Bu sonuglar, sinarin'in esas olarak meme kanseri hiicrelerinde apoptozu

indiikleyerek bir tiimdr baskilayici etki gosterdigini dogrulamistir.

MCF10 A hiicresinde bcl-2 ifadesinin sinarin ile anlamli olmayan bir oranda

azaldig1 (p>0.05), vehicle ve tedavisiz grup arasinda belirgin bir fark olmadigi sekil

4.24.de goriilmektedir.
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Sekil 4.23. Sinarin ile Muamele Edilen MCF10A Hiicresinde Western Blot
Analizi ile Bcl-2 Ifadeleri
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Sekil 4.24. Sinarin ile Muamele Edilen MCF10A Hiicresinde Western Blot
Analizi ile Bant Yogunluklarinin Karsilastirilmasi (p>0.05)

MCF 10-A hiicresinde yapilan 550 uM sinarin muamelesi ile hiicre canliliginin
tedavisiz gruba gore ¢ok az oranda oldugu ve bu azalmanin yaklasik olarak %18-
20 civarinda oldugu ve anlamsiz oldugu belirlenmistir(p>0.05).Tedavisiz ve vehicle

grup karsilagtirildiginda aradaki farkin anlamsiz oldugu saptanmugtir (p>0.05)
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5. TARTISMA

Diinyada ¢ogunlukla kadinlar1 etkileyen hastaliklarin basinda meme kanseri
gelmektedir. Yapilan pek ¢ok calisma bunun her gegen yil arrttigini gdstermekte ve daha
hizli gareler bulmaya itmektedir.Meme kanseriyle ilgili yapilan ¢calismalardan pek ¢ogu
dogal dirlinlerden elde edilebilen, ayn1 zamanda da diger saglikli hiicrelere zarar
vermeyecek bilesiklerden yapilmaktadir.Yine en ¢ok c¢alisilan alanlardan biri de
polifenoller ve onlarin etkilesimleridir.

Bu ¢alismada, bir polifenol tiirii olan sinarin bilesiginin, insan meme kanseri hiicre
hatlar1 olan MCF7, MDA-MB 231 ve insan meme epitel hiicre hatt1 olan MCF10A
lizerinde proliferasyon ve apoptoz iizerine olan etkileri deneysel olarak test edilmistir.
Farkli sinarin konsantrasyonlarinin meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonu, hayatta
kalmas1 ve apoptozu iizerinde olumlu etkileri vardir. Bu sebeple ‘sinarin bilesigi
potansiyel anti kanserdir’ hipotezi test edilmistir.

MTT tahlilleri, yasama kabiliyeti izerindeki 6nleyici etkinin zamana ve doza bagh
bir sekilde gerceklestigini gostermistir. MTT testi ile olusturulan doz-yanit egrileri,
MCF7 ve MDA-MB 231 meme kanseri hiicrelerinin canliligini, 100 uM’1n tizerindeki
sinarin konsantrasyonlarinda MCF10A normal hiicrelerinden daha belirgin sekilde
azalttigini ortaya koymustur.

Yapilan bu calisma ile sinarin’in  etkilerinin doza ve hiicre tipine bagli olarak
degismekte oldugu gosterilmistir. Sinarin, MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde MCF-7'den
daha belirgin bir sitotoksik etki gdstermistir. Tedavi edici dozlar olan bu teste gore
belirlenen IC50 degeri hesaplandiktan sonra, MCF7, MDA-MB231 ve MCF10A hiicre
hatlarina sirasiyla 160 uM, 180 uM ve 550 uM konsantrasyonlarda sinarin tedavisi
yapilmis ve bu hiicre hatlarinda apoptoz belirteci olan genlerin ifadeleri, sinarin’in
apoptozu indiikleyip indiiklemedigini belirlemek i¢in western blot yoOntemiyle
incelenmistir. Hiicre 6liimi tipini saptamak i¢in, hiicre apoptozu i¢in isaretler olarak
PARP-1 antikoru ve bcl-2 kullanilmistir. Sonuglar sinarin'in boliinmiis (cleaved) Parp 1'in
ifadesini arttirdigin1 ve bcel-2 protein ifadesinin azaldigini géstermistir.

Hiicreler tedavi ve tedavisiz ve ayrica vehicle olarak gruplara ayrilarak koloni
olusturma kabiliyeti testi uygulanmig, MTT deneylerinde gosterildigi gibi sinarin
tedavisinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri {izerinde gii¢lii bir sitotoksik etkiye sahip

oldugu goriilmiistiir. Bu hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerinin anlamli oranda
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azaldig1 gozlenmistir. MCF10-A hiicresinin ise kanser hiicrelerine oranla daha diisiik
oranda azaldig1 gézlenmistir.

Yapilan deneyler neticesinde; sinarin muamelesi ile MDA-MB 231 ve MCF-7
hiicre hatlarinin canliliginin tedavisiz gruba goére azalmis oldugu ayrica sinarin’in
apoptozu uyardig1i, western blot ve anneksin V boyama yontemleriyle ulasilan sonuglar
ile gosterilmis, bu azalmanin tedavisiz ve vehicle grup karsilastirildiginda aradaki farkin
anlamsiz oldugu saptanmuistir.

Polifenollerin, antioksidan sistemini aktiflestirerek kanser hiicrelerinin
ilerlemesini Onlemede potansiyel etkileri bulunmaktadir. Polifenollerin toksinleri
arindirict (detoksifiye edici) enzimlerin aktivasyonu, immiin sistemin uyarilmasi, hiicre
cogalmast ve apoptoz ile ilgili genlerin ifadelerini, hormonlarin metabolizmasini,
antibakteriyal, antiviral etkileri diizenleyerek de etkili olduklari bilinmektedir (3,4).

Literatiirde, bir polifenol tiirii olan sinarin’in kanserle olan iligkisi hakkinda sinirl
sayida calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar indirekt ¢alismalar olup dogrudan sinarin
bilesiginin degil daha ¢ok bitki ekstraktalarinin kullanildig1 ¢alismalar ya da diger benzer
polifenol tiirevleri ile ilgili yapilan caligsmalardir. Ayrica, Sinarin ve tiirevleri ile ilgili
yapilan calismalarda daha cok antioksidan etkisi iizerine yogunlasilmis olup
calismalarda  tek basina sinarin degil farkli tiirevleri bir arada kullanilmis ve
proliferasyon, giiglii radikal atma aktivitesi in vitro olarak yapilan deneylerle
gosterilmistir (63).

Ornegin bir ¢alismada, kahve polifenolleri ile yapilan deneylerde, CGA'lar gibi
kahve polifenollerinin, insan hiicrelerinde antioksidan, anti-enflamatuar, antiproliferatif
etkileri tesvik etmede anahtar oyuncular oldugu sonucuna varilmistir (64). Bizim
caligmamizda da bir polifenol ve di-kafeoilkinik asit tiirevi olan sinarin’in MCF 7 ve
MDA-MB 231 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkileri MTT testleri sonucunda
gosterilmistir.

Sinarin’in genotoksik ajanlara karsi potansiyel bir kemoterapi 6nleyici olarak
hareket edip etmediginin arastirildig: bir caligmada ise, sinarin’in antioksidan kapasitesi
nedeniyle giiglii bir kemo-6nleyici aktivite gosterdigi belirtilmistir (65).

Biitiin bu etkilerinden yola ¢ikarak sinarin’in potansiyel bir anti-kanser olabilecegi

ve bu bilesigin daha fazla arastirilmasi gerektigi sonucuna varilabilir.

Biitlin bu antioksidan 6zelliklerinin yaninda etkiledigi yolaklarin arastirildigi bir

calismada ise,PI3K / Akt / mTOR yolaginin agonistleri olan, sinarin bilesigi ve
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MHY1485’in, PI3K / Akt / mTOR'u aktive ettigi ve hiicrenin, harin bilesiginden
kaynaklanan stresi korumasina ve dengelemesine yardimci oldugu gézlenmistir (66).

Bizim ¢alismamiz sonucunda ise bcl-2’nin sinarin tarafindan tedavi edilen kanser
hiicre hatlarinda ifadesinin azalmasindan dolay1r mitokondriyal aracili hiicre 6lim
yolaginin aktive edildigi sonucuna ulasilmistir. Ayrica, bcl- 2 apoptotik geninin NF-xB
sinyal yolagmin hedef genlerinden biri oldugu diisiiniildiigiinde, sinarin’in bu yolagida
inhibe ettigi sonucuna varilabilir.

Bazi polifenol bilesiklerin metaztaz ve proliferasyon ile ilgili 6zel proteinleri hedef
alarak calistigi ve bunlardan biri olan 14-3-3 t proteininin, meme kanserinin timor
olusumu ve metastazinda kritik bir rol oynadigi ve yeni ilag hedef proteini olarak
kullanilabildigi bilinmektedir (67).Yapilan giincel bir ¢alismada, DCQA'lerin meme
kanseri hiicreleri MCF-7, MDA-MB-231 hiicre hatlarinda, 14-3-3 t 'ye baglanabilen
DCQA!'ler igin tarama yapilmistir. Bu tarama neticesinde, 1,3 DCQA'in meme kanseri
hiicre proliferasyonu ve metastaza karst hedef protein olan 14-3-3 1 proteinine baglandigi
ve hiicre canliligin1 ve hareketliligini engelledigi gosterilmistir. Molekiiler yerlestirme
simiilasyonu, asir1 ifade ve nakavt deneyleri yoluyla, 14-3-3t'nin sinarin’in hedef
proteinlerinden biri oldugu dogrulanmustir (68).

Bizim ¢alismamizda burada elde edilen sonuglara benzer olarak proliferasyonda
azalma gozlenmistir. Ancak bu c¢aligmada bilesigin yaklasik 90 mikro molar etkinligi
gozlenirken, ¢aligmamizda farkli olarak 100 mikro molardan sonra gozlenmistir. Ayrica
bu calismadan farkli olarak, ¢alismamizda sonuglar sinarin'in boliinmiis (cleaved) Parp-
1'in ifadesini gostererek apoptozu uyardigini diistindiirmektedir.

G.Soykut ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise, yine polifenol olan
kuersetin ve kafeoilkinik asitler gibi antioksidan 6zellikler gosteren giiclii fitokimyasallar
iceren C. Olitorius bitkisinin kolon kanseri hiicrelerine uygulanmasiyla genellikle kanser
ve hiicre ¢ogalmasinin azaltilmasinda etkili oldugu gosterilmistir (69). Corchorus
olitorius L. yapraklarinin iki farkli 6ziitiiniin, 50 ug / ml konsantrasyonda apoptozu
indiikledigi ve sonug olarak, ekstraktlarin kolon kanser hiicre hatlarimin ikisinde de
apoptozu indiiklerken, metastatik kolon adenokarsinom hiicre hatlarinda daha etkili
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma, ekstrelerin icerisinde bulunan kafeoilkinik asit
tiirevlerinin potansiyel anti-kanser etkilere sahip olabilecegini ve kolon kanseri
tedavisinin Onciisii olarak kullanilma olasiliginin olabilecegini gostermekte ve yine bir
kafeoilkinik asit tiirevi olan sinarin’in de aymi etkileri gosterebilecegini

diisiindiirmektedir. Daha 6nce DCQA’lerin proliferasyonu ve apoptozu etkileyen
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biyolojik aktivitelere sahip olabilecegi ve bunu PI3K/Akt sinyal yolunu aktiflestirerek
yapabilecegi gosterilmistir (70). Bununla birlikte, bu etkilerin genel toksisiteden
kaynaklanip kaynaklanmadig1 veya kanser hiicresi segiciligi sergileyip sergilemedikleri
hi¢bir zaman degerlendirilmemistir. Bizim ¢alismamizda, kanser hiicresine 6zgii etkilerin
tanimlanip tanimlanamayacagin1 goérmek icin de normal insan epitel hiicresi olan
MCF10A, meme kanseri hiicreleri olarak ise MCF7, MDA-MB 231 hiicreleri kullanilarak
karsilastirmali bir yaklasim ile deneyler yapilmistir. Calismada meme epitel hiicre hatti
MCF10A ile MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 sinarin muamelesi sonrasinda
apoptoz ve prolliferasyon agisindan kiyaslandiginda MCF7 hiicre hattinda daha yiiksek
oranda hiicre canliliginda azalma ve apoptozda artis, MDA-MB-231 hiicre hattinda ise
daha az oldugu tespit edilmistir (sekil 18-21).

Ayrica, MCF10A meme epitel hiicre hattinda ise istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir oranda hiicre canliliginda azalma ve apoptoz goriilmiistir (sekil 4.12. ve
Sekil 4.13.).

Sonugta literatiirden farkli olarak bu bilesigin normal meme epitelinde ve meme
kanseri hiicre hatlarinda proliferasyon ve apoptoz tlizerine etkileri ilk kez karsilagtirmali
olarak belirlenmistir.Bu sonuca gdre sinarin, tiimor hiicrelerinde apoptozu indiiklerken
normal hiicreler i¢in toksik degildir.

Hiicre hatlar1 arasindaki bu farkli sonuglara yorum getirilirse; bu farklilik
kullanilan hiicre hatlarimin  kendilerine has 06zelliklerinden kaynaklaniyor olmasi
muhtemeldir. Kullanilan hiicrelerin 6zellikleri ile bu durum agiga kavusur. MCF7 hiicre
hatt1, ER ve PR agisindan pozitif iken , MDA-MB-231 hiicre hatt1 bu yonlerden triple-
negatif hiicre hatti olarak bilinir (71).

Ozetle, bu tez sinarin ile muamele edilen meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunun azaldigin1 ve bu bilesigin kanser hiicreleri igin sitotoksik etkiye
sahipken normal hiicreler i¢in glivenli oldugunu gostermistir.Caligma, sinarin bileseninin,
normal ve tiimor hiicrelerinde paralel olarak tiimor secici sitotoksisite i¢in caligilmig
olmasi bakimindan benzersizdir.

Ulagilan bu sonuglar géz Oniine alindiginda sinarin icin gelecek calismalarin

Oonemi daha fazla anlasilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Elde edilen sonuglarin 6zeti;

1. Sinarin bilesiginin yapilan MTT testi sonuglarina goére belirlenen
konsantrasyonlar1 72.saatte, MCF7 ve MDA-MB 231 hiicre hatlar1 icin MCF10A hiicre
hattina gore daha ¢ok toksik etki gostermistir. Bu konsantrasyonlarda MCF10A
hiicrelerine kiyasla daha fazla MCF7 ve MDA-MB 231 hiicresi 6lmiistiir.

2.MDA-MB 231 ve MCF7 hiicrelerinde sinarin bilesiginin muamelesi ile, Bcl-2
genlerinin ifade seviyelerinin sirasiyla %63 ve %69 oranlarinda azaldigi saptanmustir.
PARP 1 antikoru ile muamele sonucu ise, PARP 1 aktifleserek  (cleaved) devreye
girdigini ve kanser hiicrelerinin tedaviye yanit verdigini gostermistir.

3. MCF10A hiicrelerinin sinarin bilesigi ile muamelesi sonucunda ise, Bcl-2
genlerinin ifade seviyelerinin anlamli bir degisim gostermedigi saptanmustir.

4.Yapilan annexin Pl akis sitometri analizleri ise western blot sonuglarini destekler
nitelikte sonuglar ortaya ¢iktigini1 gostermektedir.

5.Ayrica yapilan koloni testi sonucunda da yine hem MDA-MB 231 hem de MCF
7 hiicre hatlarinda koloni olusturmada ¢ok belirgin bir azalma goézlenirken, MCF10A
epitel hiicre hattinda ise onlara kiyasla daha az bir koloni olusturmada azalma
gbzlenmistir.

Ozetle, bu arastirma, Sinarin’in meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonuna ve
apoptozuna kars etkili bir bilesik olarak etkili olup olmadigini taramis ve kanser hiicreleri
icin sitotoksik etki gosterirken ayni konsantrasyonlarda normal hiicreler i¢in giivenli
oldugu sonucuna ulagilmistir.

Meme kanseri hiicrelerinde bcl-2 / PARP 1 gibi apoptoz belirteglerinin ve annexin
testi sonuglarinda 6nemli derecede anlamli sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle sinarin,
TNBCl'yi tedavi etmek i¢in yeni ilag kombinasyonlariin gelistirilmesi ve meme kanseri
hiicre proliferasyonuna ve metastaza karst koruyucu bir 6ncii bilesik olarak kullanilabilir

sonucuna ulagilmistir.
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