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OZET

MEME KANSERINDE USNiK ASIiTIN INFLAMASYON UZERINE OLAN ETKILERINIiN
ARASTIRILMASI

Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanilan kanser tiiriidiir. inflamasyonun kanseri tetikledigi
bilinmektedir. Inflamasyon, aktive olmus inflamatuar faktérlerin veya immiin hiicrelerin aracilik
ettigi viicudun bir¢ok bolgesinde gerceklesen bir siirectir. Bu siire¢ gerceklesirken makrofajlar ve
monositler inflamasyonun akut faz cevabinin kaskadinda énemli gérevlere sahiptirler. Stimiile
edildiklerinde tiimoér nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin 1 (IL-1f), IL-6, IL-10, indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi sitokin ve enzimler ilretilmektedir.
Boylece inflamasyon gelisiminde 6nemli genlerden olan COX-2 ve iNOS’un hedeflenmesi kanserin
erken teshisinin yani sira tedavide yeni stratejilerin gelistirilmesinde 6nem arz etmektedir. Usnik
asit antibiyotik olarak bilinmesinin yani sira antiviral, antiinflamatuvar, antiproliferatif etki gibi
bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir. Bu ¢alismada, usnik asitin MCF-7 hiicre hattinda COX-2 ve
iNOS genlerinin ekspresyonuna ek olarak bu genlerin son liriinleri olan prostaglandin E2 (PGE2),
nitrik oksit (NO) diizeyleri ayrica TNF-a ve IL-6 sitokin seviyeleri iizerine etkisi incelenmistir.
Hiicreler 6 gruba ayrilmistir. Hicbir uygulama yapilmayan grup kontrol olarak kabul edilmistir.
Usnik asitin MCF-7 hiicrelerinde LDso diizeyi xCELLigence sistemi ile 15,638 uM olarak
belirlenmistir. 48 saatlik usnik asit uygulamasindan sonra calisma gruplarinda COX-2, iNOS gen
ekpresyonu Real time PCR ile TNF-a, IL-6, NO, PGE; diizeyleri ise ELISA yontemi ile 6l¢ilmustiir.
Calisma sonuglarimiza gore, usnik asit COX-2 ve iNOS gen ekspresyon seviyesini ve NO, PGE2
diizeyini, ayni zamanda TNF-q, IL-6 seviyeleri doza bagh olarak azalttig1 gosterilmistir. (p<0,05).
Bulgularimiza gore, usnik asitin MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik ve antiinflamatuvar role sahip

olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: antiinflamatuvar, COX-2, prostaglandin, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz,

sitokin, meme kanseri, MCF-7

Danisman: Prof. Dr. Serap YALIN, Mersin Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim

Dali, Mersin



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF USNIC ACID ON INFLAMATION IN BREAST CANCER

Breast cancer is the most common type of cancer among women. Inflammation is known to
trigger cancer. Inflammation is a process that occurs in many parts of the body mediated by
activated inflammatory factors or immune cells. While this process is taking place, macrophages
and monocytes have important roles in the cascade of the acute phase response of inflammation.
Cytokines and enzymes such as tumor necrosis factor a (TNF-a), interleukin 13 (IL-1), IL-6, IL-
10, inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2) are produced when
stimulated. Thus, targeting of COX-2 and iNOS, which are important genes in the development of
inflammation, is important for the early detection of cancer as well as the development of new
strategies in treatment. Usnic acid is known as antibiotic as well as antiviral, anti-inflammatory,
antiproliferative effect has many biological activities. In this study, the effect of usnic acid on the
expression of COX-2 and iNOS genes in MCF-7 cell line, as well as the end products of these genes,
PGE2, NO levels and TNF-a , IL-6 cytokine levels were investigated. Cells were divided 6 groups.
The group of cells with no treatment was considered as the control group. LDso of usnic acid value
was determined 15.638 uM by xCELLigence system in MCF-7 cells. After 48 hours of usnic acid
administration, COX-2, iNOS gene expression was measured by Real-time PCR and TNF-, IL-6,
NO, PGE2 levels were measured by ELISA method. Our study showed that usnic acid was
decreased gene expression levels of COX-2 and iNOS and NO, PGE2 in the meantime cytokines
(TNF-q, IL-6) levels in dose depended manner. According to our findings, usnic acid may have

cytotoxic and antiinflammatory role in MCF-7 cell line.

Keyword: anti-inflammatory, COX-2, prostaglandin, iNOS, cytokine, breast cancer, MCF-7

Advisor: Prof. Dr. Serap YALIN, Mersin University, Faculty of Pharmacy, Department of

Biochemistry, Mersin.
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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlar arasinda en ¢ok o6liime neden olan kanser tiridiir. Yapilan
arastirmalara gore gelismis tlilkelerde her 7 kadindan birinde meme kanseri goriildiigii, bununla
birlikte Tiurkiye’de meme kanseri goriilme sikliginin son 20 yilda 2 kattan daha fazla arttig
bildirilmistir. Meme kanseri tedavisinde son yillarda bircok gelisme kaydedilmistir. Birgok
biyolojik yaklasimda, meme kanseri ve alt gruplarinin daha iyi anlasilmasinin yani sira daha etkili

tedavi ve gen ekspresyon profillemesi hedeflenmistir.

Likenler mantarlar ve fotosentetik alglerden meydana gelen simbiyotik birlikteliklerdir
ve asirlardir medikal amacla kullanilmaktadirlar. Birgok likenin antibakteriyal aktivite
gostermesi sebebiyle likenlerden elde edilen ekstraktlar veya etkin maddeler klinikte antibiyotik
olarak kullanilmaktadir. Bu etkin maddelerden biri olan usnik asit antibiyotik olarak bilinmesinin
yani sira antiviral, antiinflamatuvar, antiproliferatif etki gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir.
Buna ragmen usnik asit'in antiinflamatuvar aktivitesi ve mekanizmasi Ulzerine calismalar

kisithdir.

inﬂamasyon; fiziksel ve iskemik hasar, enfeksiyon, toksinlere maruziyet, kimyasal
iritasyon ya da diger travma tiplerine cevap olarak doku hasari ile sonuglanan fizyolojik bir
stirectir ve aktive olmus inflamatuar faktorlerin veya immiin hiicrelerin aracilik ettigi viicudun
bir¢ok bolgesinde gerceklesir. Bu siire¢ gergeklesirken makrofajlar ve monositler inflamasyonun
akut faz cevabinin kaskadinda énemli gorevlere sahiptirler. Stimiile edildiklerinde tiimér nekroz
faktor alfa (TNF-a), interlokin-1f (IL-1p), interlokin-6 (IL-6), interlokin-10 (IL-10),
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi sitokin ve enzimler
tretilmektedir. Pro-inflamatuarin yami sira anti-inflamatuar sitokinlerin ve mediyatorlerin
aktivasyonu inflamatuar reaksiyonlarin anahtar basamagidir. Nitrik oksit (NO), iNOS tarafindan
sentezlenmekte ve vaskiiler diiz kaslarin gevsemesinde, merkezi sinir sisteminde
norotransmitter, konak hiicre savunmasi, vazodilatasyon, trombosit yapismasinin engellenmesi
gibi cesitli etkileri bulunmaktadir. NO’in asir1 liretimi cesitli inflamatuvar hastaliklara neden
olmaktadir. Niikleer faktér kappa B (NF-kB), apoptoz, tiimor olusumu ve cesitli otoimmiin
hastaliklar ve inflamasyonda kritik rol oynayan IL-1, IL-6, TNF-a ve iNOS dahil olmak tizere ¢esitli
genlerin ekspresyonunu diizenleyen bir niikleer transkripsiyon faktoriidiir. Bu nedenle, bu
faktorlerin baskilanmasi, inflamatuar reaksiyon ve hastaliklarin 6nlenmesi igin etkili bir

terapdtik strateji olabilir.

Inflamatuvar hastaliklar bircok kanser tiiriiniin gelisiminde rol oynarken, bazi streoid
olmayan antiinflamatuvar ilaglar meme gibi c¢esitli kanser tiirlerinin olusum riskini

azaltmaktadir. Inflamasyonun tiimér gelisiminin 3 asamasi (baslama, gelisme ve metastaz) ile

1
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iliskili oldugu bilinmektedir. Sitokinler, kemokinler, biiyiime faktorleri ve cesitli genler kanser
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Bu proteinler inflamatuvar stliregten 6nce ve inflamatuvar
siire¢ boyunca ifade edilmekte ve hastaligin c¢esitli asamalarinda spesifik kanser belirteci
olabilecegi diisliniilmektedir. Sitokinlerin kompleks aginin yani sira iNOS, COX-2 genleri ve bu
genlerin tUriinleri prostaglandin E; (PGE2) ve NO ol¢limlerinin kanser gelisimini takip etmenin
yani sira bu hastaligin tedavisinde yenilik¢i sistemlerin gelismesine katkida bulunabilecegi
diistiniilmektedir. 2017 yilinda yapmis oldugumuz literatiir taramasinda meme kanserinde usnik
asitin inflamasyon iizerine etkileriyle ilgili calisma bulunmadigindan bu calismay1 planladik.
Usnik asitin meme kanserinde meydana gelen inflamasyonu baskilayip baskilamayacagi

konusuna katkida bulunacagi diisiiniilmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Kanser

Kanser tanimi, MO (460-370) yillarinda tinlii fizikci olan ve ayn1 zamanda tibbin babasi

olarak kabul géren Hipokrat tarafindan yapilmistir.

Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi'nin yapmis oldugu tanima gore viicudun gesitli
bolgelerinde hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olusan 100’den fazla hastalik gurubudur.
Birbirinden farkli kanser tipleri olmasina ragmen, bu hastaligin baslama siireci hiicrelerin kontrol

dis1 anormal sekilde biiylimesine dayanmaktadir [1].

Saglikli hiicreler, boliinme yetenekleri sayesinde yenilenerek olen hiicrelerin yerini
doldurmakta ve bunun sayesinde doku hasarinin énlenmesinde rol almaktadir. Bu béliinme ve
¢ogalma islemi DNA vasitasiyla kontrol edilmekte ve dlizenlenmektedir. DNA’da meydana gelen
bir kisim hasar sonrasinda hiicreler kontrolsiizce béliinmeye ve cogalmaya baslamaktadir.
Kontrolsiizce ¢ogalan bu hiicreler tiimorleri meydana getirmekte ve bu tiimorler iyi huylu ve kotii
huylu olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Kétii huylu tiimérler, biiyiidiikce saglikli dokulara zarar
vermekte ve kanser hastalif1 ortaya ¢ikmaktadir. Bazen kanser hiicreleri meydana geldikleri
dokudan kan ve lenf dolasimi vasitasiyla baska dokularda bu hastaligin tasinmasina sebep
olmakta ve bu olaya metastaz adi1 verilmektedir [2].

Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanliginin verilerine gore iilkemizde her y1l 174 bin kisi
kansere yakalanmaktadir. Bunlarin % 40’1 kadinlar olustururken % 60’11 erkekler
olusturmaktadir. Tiirkiye’de kadinlarda en sik goriilen kanser tipi meme, akciger, rahim, bagirsak
ve tiroid kanseri iken; erkelerde akciger, mesane, bagirsak, mide ve prostat kanseri olarak

bilinmektedir [1].

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri diinya genelindeki kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii (yeni kanser
vakalarinin % 22’si) olmakla beraber, kanser nedenli 6liimlerin en fazla oldugu (kanser nedeniyle
6lenlerin % 14’1) tiridir. Her yil 2,1 milyon kadin meme kanserinden etkilenmektedir. Diinya
Saghk Orgiitiiniin (DSO) 2018 verilerine gére 627.000 kadin meme kanseri nedeniyle 6lmiistiir.
Bu durum kadinlarda kanser nedeni ile dliimlerin % 15'ni kapsamaktadir [3]. Meme kanserli
bireylerde erken teshis hayati 6nem tasimaktadir. Meme kanserinin belirlenmesi icin iki farklh
strateji mevcuttur. Bunlar erken teshis ve goriintiilemedir. Zayif saglk sistemleri ve sinirh
kaynaklara sahip kadinlarda meme kanseri gec¢ evrelerde teshis edildiginden dolayi1 erken belirti

ve semptomlarin farkindaligina dayanan erken tani programlarina dncelik verilmeli ve tedaviye

3
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hemen sevk edilmelidir [4]. Diinya genelinde kadinlarda meme kanseri gortilme orani $ekil

2.1./de verilmistir [5].
Meme kanseri belirtileri;

e (GoOgus veya koltuk alt1 bolgesinde ele gelen sislik,

e Meme basindan akint1 gelmesi,

e Meme basinda sekil bozuklugu, ¢okme ve renk degisimi,

e Meme basinda egzama benzeri deri dokintiileri ve soyulmalar,
e Meme ucunda kizariklik ve yara olusumu,

e Kilo kaybs,

e Meme agrisi,

e Halsizlik ve cabuk yorulma, seklindedir [4].

Her 100.000 kadinda
meme Kanseri olusum orani

M -6.48

I 45-8-64-8
(33-9-458
C1241-339
<241

[ data mevcut degil

Sekil 2.1. Diinya genelinde kadinlarda meme kanseri goriilme orani [5].

2.3. Meme Kanserinin Nedenleri

Meme kanserinin nedeni sadece etiyoloji ile agiklanamaz. Meme kanseri, yillar boyunca
memedeki hiicrelerin maruz kaldig1 hasarin birikimi sonucunda goriilebilmektedir. Genellikle iki
tip molekiler travma kanserin olusumunu saglayabilir. Bunlar DNA'nin mutasyonu sonucunda
hiicre proliferasyonunun tetiklenmesi digeri ise hiicre biliylimesini, 6liimi, farklhlasmasi,
kromozomal replikasyondan sorumlu olan ve DNA’y1 meydana getiren kritik genlerin mutasyonu

ile meydana gelmektedir [6-8].
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2.4. Kanser Gelisimindeki Genetik Modeller

Kanser gelisimindeki genetik model, normal olan meme hiicrelerinin dénlistimiinii temel
almaktadir. Internal ve eksternal faktérlerler tarafindan genetik degisimler indiiklenmekte ve bu
teoriye gore biitiin meme kanserlerinin patogenezi genetik temele dayanmaktadir. Boylece
mutasyonlar, proliferasyonun ve hiicre oliimiiniin indiiklenmesi gibi hiicresel hasarlar meme
kanserine neden olmaktadir [6]. Internal ve eksternal ajanlar genetik degisime neden olmaktadir.
Eksternal ajanlar, bat1 tarz1 beslenme, radyasyon, sigara iken internal ajanlar ise, 6strojen ve
genetik mutasyonlardir (Sekil 2.2). Meme kanserinin internal sebepleri c¢esitli intraseliiler ve
ekstraseliiler stireclere baghdir. Meme kanserinde ekstraseliiler faktér olarak 0Ostrojen
bilinmektedir. Kadinlarin yasamindaki yiiksek miktarda dstrojen maruziyetinin meme kanseri
icin 6nemli risk faktorii oldugu bilinmektedir [9]. Erken menars, ge¢c menopoz ve cocuk sahibi
olmama meme kanseri icin risk arttirici faktérlerdir [10]. Ostrojen, dstrojen reseptérii yoluyla
meme hiicrelerinin cogalmasina neden olmaktadir. intraseliiler siireg ile iliskili olarak, bu siirecte
her hiicre béliinmesi sirasinda meydana gelen DNA sentezinde olusan hatalardan ileri
gelmektedir. Bazen tiimor baslamasina ve gelismesine neden olan kritik genlerde mutasyona
sebebiyet vermektedir. Meme kanseri gelisimindeki bireysel en biiyiik risk aileden gegen

mutasyonlu genlerdir [11].

internal
Radyasyon
Sigara

Bati tarzi beslenme Eksternal

Ostrojen
Gen mutasyonu

/

@ A M m»/ \
Meme '
Hiicresi

Sekil 2.2. Genetik degisime neden olan internal ve eksternal ajanlar [12].
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2.5. Risk Faktorleri ve Risk Tahminleri

Yas, kisinin veya ailesinin gogiis hastaliklar ile ilgili gecmisi, cevresel faktorler ve genetik
yatkinlik, erken menars, hormon, obezite, radyasyon kadinlarda meme kanseri olusumunda risk

faktori oldugu bilinmektedir [13].

2.5.1.Yas

Meme kanseri goriilmesinde yas oldukca 6nemli bir faktordiir. Yas artisi ile birlikte

goriilme siklig1 artar. 45-49 yas araliginda pik yapmaktadir. [14].

2.5.2. Aile oyKkiisii

Yakin akrabalarinda meme kanseri 6ykiisii bulunan kadinlarda bu hastalifin meydana
gelme ihtimali daha yiliksektir. Meme kanseri hastaligina sahip kadinlarin % 15’nin yakin

akrabalarinda meme kanseri mevcuttur [15].

2.5.3. Genetik yatkinlik

Yaklasik % 20-25 oraninda meme kanseri hastasi pozitif aile dykiisiine sahipken, sadece
% 5-10 meme kanser vakasi otozomal dominant kalitim gostermektedir. Genetik yatkinlikla ilgili
alleller belirlenmistir. Bunlar BRCA 1/2, p53, PTEN veya diger genetik mutasyonlardir. BRCA1,
BRCAZ2 ve TP53 mutasyonlari1 Li-Fraumeni sendromuna, PTEN Cowden sendromuna, STK11 ise
Peutz-Jegher sendromuna neden olmaktadir. Genetik yatkinliga bagli meme kanseri

sendromlarinin yarist BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari ile iligkilidir [16].

2.5.4. Erken menars

Erken yastaki menars meme kanseri risk faktorlerinden biridir. Menarsdaki iki yillik
gecikme risk oranini % 10 diisiirmektedir. Yapilan bir ¢alismada, erken yasta menars (<13 yas)

olan kadinlarda hormon reseptor pozitif tiimor riskinin iki kat arttig1 bildirilmistir [17].
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2.5.5. Emzirme

Yapilan calismalara gore, emzirme meme kanseri gelisimine karsi koruyucu etki
gostermektedir. Emzirme ovulasyon dongiisiiniin diizene girmesini erteleyebilir ve endojen seks

hormonlarinin seviyelerini azaltabilmektedir [18].

2.5.6. Testosteron

Premenopoz ve postmenopoz donemlerdeki kadinlarda endojen seks hormonlarinin
yiksek seviyeleri meme kanseri icin risk olusturmakatadir. Postmenopoz doénemindeki
kadinlarin dolasimdaki testosteron diizeylerinin yiiksek olmasi meme kanseri riski ile

iliskilendirilmistir [19].

2.5.7. Fiziksel aktivite

Fiziksel aktivitenin meme kanseri riski lizerine etkileri incelendiginde, orta siddetli
aktivitenin riski % 2 azalttig1 belirtilirken ytliksek siddetli aktivitenin bu riski % 5 azalttig1
belirtilmistir [20].

2.5.8. Obezite

Obezitenin 6zellikle postmenopoz dénemdeki kadinlarda meme kanseri riskini arttirdigi
belirtilmistir. Yapilan bir ¢alismada fazla kilolu (BKI 25-29) ve obez kadinlar (BKI> 30.0) ile
normal kilo araliginda olan kadinlar karsilastirildiginda, meme kanseri olma riskinin % 28 arttig1
bildirilmistir [21]. Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi kardiyovaskiiler hastalik, diyabet ve obezite
ile iligkilidir. Insiilin, hiicresel metabolizma iizerine anabolik etki gostermekte ve insan kanser
hiicrelerinde insiilin reseptor geninin yiiksek diizeyde eksprese oldugu gosterilmistir [22].
Hiperinsiilinemi, postmenopoz déneminde diyabet tanisi konulmamis kadinlarda meme kanseri
icin bagimsiz bir risk faktorii olarak belirlenmis ve bu bilgi obezite ile meme kanseri arasindaki

iliskinin agiklanmasina yardimci olabilecegi diisliniilmiistiir [23].
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2.5.9. Radyasyon

Medikal tedavi sirasinda cesitli kaynaklardan gelen radyasyon ve niikleer maruziyet
meme Kkanseri riskini arttirmaktadir [24]. Cocukluk doéneminde radyasyon tedavisi goren
hastalarda radyasyonun dozuyla korele olarak meme kanseri olma riski artmaktadir [25].
Hirosima ve Nagasaki niikleer bomba saldirilar1 sonrasinda Japon kadinlarda radyasyonla iliskili
olarak meme kanserinin arttig1 belirtilmistir [26]. Cernobil facias1 sonrasinda ise genc yaslarda
radyasyona maruz kalan Belarus ve Ukraynali kadinlarda meme kanseri goriilme siklig1 artmistir

[27].

2.6. Teshis

Meme muayenesi, mamografi, meme ultrasonu ve (manyetik rezonans goriintiilenmesi)
MRI sadece meme kanserinin teshisinde kullanilmaktadir. Memede normal olmayan bir yumru
alani ultrason veya MRI ile incelenmektedir. Ancak bir sonraki tani icin en 6énemli adim histolojik
acidan belirlenmesidir. Primer tani diger goriintiileme sistemleri ile yapilsa bile, meme kanseri
ultrason ile% 80-90 oraninda belirlenebilmektedir. Kor biyopsi, histolojik taninin konunmasina
yardimal olmaktadir. invazif duktal, invazif lob meme kanserinin yan1 sira HER2, progesteron ve

Ostrojen reseptori durumunu belirlememizi saglamaktadir [28].

2.7. Meme Kanseri i¢cin Tarama ve Gériintilleme

Meme kanseri tedavisinde basarili bir tedavinin anahtari erken teshistir. T1 tiimérlerine
(2 cm’den daha az) sahip hastalarin 10 y1l yasamda kalim orani % 85 iken, T3 tiimoriine sahip ge¢
tan1 konulmus hastalarda 10 yi1l yasamda kalim oram1 % 60’dir [29]. Meme kanserinin

belirlenmesinde 4 temel teshis prosediir dnciiliik etmektedir. Bunlar;

1- Klinik tetkik,
2- Mamografi,
3- Meme ultrasonu,

4- MRI dir.

Bunlar arasinda klinik tetkik en pratik olanidir. Meme biiyiikliigline ve bolgeye gore tiimor 1 ile
2 cm arasinda veya daha biiytiktiir. Giin gectikce bu tetkik metodu yaygin hale gelmektedir. Bu
yontem bu hastalifin tanis1 ve tedavisi icin olduk¢a 6nemlidir. Kadinlarin bu konuda

bilin¢lendirilmesi ve diizenli olarak kendi baslarina giinliik tetkiklerini gerceklestirmeleri
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gerekmektedir (Sekil 2.3.) [30]. Erken teshis ve sistemik goériintiilemenin yani sira mamografi
meme kanserinin teshisinde ¢ok biiyiik bir 6neme sahiptir. Uygulamanin kolayligi, tekniksel
hazirligin kolay olmasi, basit olarak standardize edilmesi, daha ©6nceki mamografiler ile
dogrudan karsilastirilmasi mamografinin en 6nemli avantajlarindan biridir. Gelismis tilkelerde,
meme kanseri 6liim oranini diisiirmek icin 50-70 yas arasindaki kadinlara her 2 senede bir
sistemik mamografi gérintiilemesi yapilmaktadir (Sekil 2.4.). Meme ultrasonu, meme kanserinin
yonetilmesinde oldukca énemli bir aragtir. MRI ve mamografi ile goriitiilenen cogu meme kanseri
ultrason ile de goriintiilenebilir. Ancak ultrasonun basarisi ¢esitli parametrelere baglidir. Bunlar;
memenin boyutu, doku yogunlugu, daha 6nceki cerrahi ve radyasyon miidahaleleridir. Bir¢ok
radyolog tarafindan tercih edilen en hassas ve en pahali yontem goriintiileme sistemi MRI'dir

(Sekil 2.5) [31].

Sekil 2.3. Elle meme muaynesi [12].
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MAMMOMAT Inspiration

Sekil 2.4. Mamografi [32]

Sekil 2.5. Memenin manyetik rezonans goriintiillenmesi (MRI) [33].
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2.8. Meme Kanseri Tipleri

2.8.1. invasiv Karsinoma

Kanser tiirlerinin yaklasik olarak %75-80’i invasiv karsinomadir. Kanser hiicrelerinin
invaziv 6zelligi, biyolojik olarak son derece énemlidir ve bu hiicrelere, cevresindeki lenfatik ve
vaskiiler kanallara niifuz etme yetenegi vermektedir. Lenfatik ve vaskiiler kanallara penetrasyon
bolgesel lenf bezleri veya uzak organlara timo6r metastazi ile sonuglanabildigi i¢in klinik agidan

onemlidir [34].

2.8.2. Non-invaziv Meme Kanseri

Non-invaziv meme kanseri hiicreleri, meme kanallar1 bélgeleri ile sinirlanmis olup,
memenin yag ile cevreli dokular1 ve buna bagh olarak da dokulara yayillmamaktadir. Duktal

karsinoma in stu non- invaziv meme kanser formudur [34].

2.8.3. Duktal Karsinoma in situ

Duktal karsinoma in situ, invaziv olmayan meme kanser tiirleri arasinda en siklikla
goriilen memenin duktal bolgesinde meydana gelen kanser tiirii olarak tanimlanmaktadir (Sekil
2.6.). Bu taniya sahip bireylerde invaziv meme kanseri olma ihtimali 5 kat artmistir (Sekil 2.7.).

Mamografi sonucu incelendiginde amorf mikrokalsifikasyon kiimeleri mevcut bulunmustur [34].

Normal hiicre

Sekil 2.6. Duktal karsinoma in stu [35].
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Sekil 2.7. Invaziv duktal karsinoma [34].

2.8.4. Lobular karsinoma in situ

Lobular karsinoma in situ, in situ terimi kanserin basladig1 ve gelistigi bolgeden
yayllmadigi anlamina gelmektedir. Bu kanser tiirlinde memenin siit bezleri icerisindeki hiicre
sayis1 oldukea artmaktadir. Mamografi ile tan1 koyulamaz. Ancak sans eseri biyopsi sonrasinda

farkina varilabilmektedir [34].

2.8.5. Meme Bas1 Paget Hastalig1

Ingiiliz cerrah James Paget ile anilan bu hastalik meme basi ve areola’da bulunan kanser
tipidir. Ciltte kitle yoktur ancak egzama bulgular1 mevcuttur. Biyopsi ile tan1 koyulmaktadir. Bu

hastaligin patolojisinde biiyiik, soluk, vakuollu paget hiicreleri mevcuttur [36].

12
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2.8.6. inflamatuvar Meme Kanseri

Bu meme kanseri tiird, tiim invaziv meme kanseri tiirleri arasinda % 1 ile % 3 arasi
siklikla goriilmekle birlikte, tahmini en zor olan ve ¢ok hizli gelisen tiirtidiir. Memenin bulundugu
cilt dokusunda kizariklik mevcuttur, lenf kanallar1 ve damarlar1 kanserli hiicreler tarafindan

tikanmistir. Mamografi ile tan1 konulmaz biyopsi yapilmasi gerekmektedir [34].

2.9. Meme Kanseri ile Miicadele
2.9.1. Cerrahi Miidahale

Tlmoriin tipine ve asamasina gore lumpektomi ya da mastektomi islemi gerceklestirilir.
Standart uygulama dokunun ¢ikarilmasindan sonra bolgede herhangi bir kanserli bolge
bulunmamasini saglamaktir, aksi takdirde kanserin tamamen temizlenmesi icin daha ¢ok doku
¢ikarilmasi gerekmektedir. Son zamanlarda sentinel lenf nodu diseksiyonu moda haline gelmistir.
Bu metod sayesinde uzaktaki lenf nodu temizlenirken bile yan etkiler olduk¢a azdir. Lumpektomi:
Kanserli olmayan dokunun etrafindan ¢ok az doku alinarak yapilir. Kadranektomi: Memenin 4’te

1’i alinir. Mastektomi de ise; memenin tamami alinir (Sekil 2.8) [34].

/

/
/
f

N

/{ ’,/f /{ |
Y /’ Y / Y / Y
/umf.-‘.r | | | /

1

Lumpektomi 0eM§  Kadwnektomi Mastektomi
kesim

Sekil 2.8. Meme kanserinde cesitli cerrahi uygulamalar (34).
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2.9.2. Radyoterapi

Radyoterapi, yliksek enerjili X-1s1nlar1 ya da gama 1sinlarinin tiimoériin hedeflenmesi veya
cerrahi miidahale sonrasi tiimor bolgesine uygulanmasi islemidir. Bu radyasyon cerrahi
miidahale sonrasinda kalmis veya tekrarlamis tiimorlerin dldiiriilmesinde oldukga efektif bir
yontemdir. Meme kanserinde uygulanan radyoterapi genellikle cerrahi miidahaleden sonra
uygulanmakta ve memenin korunmasinda uygulanan tedavinin ayrilmaz bir parcasidir.
Radyoterapinin kanserli hiicreyi temizlemesi icin dozunun yeterince kuvvetli olmasi
gerekmektedir. Genellikle bu tedavi 5 ile 7 hafta arasinda, haftada 5 giin uygulanmaktadir. Her
tedavi yaklasik olarak 15 dakika siirmektedir [37].

2.9.3. Kemoterapi

Kemoterapi, kanserli hiicrelerin elimine edilmesinde kullanilan ila¢ tedavisi olarak
tanimlanmaktadir. Meme kanserinde kullanilan ila¢ tedavisi genel saghga, hastanin klinik
gecmisine, yasina, kanserin tiiri ve evresine, cesitli tedavilere olan toleransina baghdir.
Kemoterapi genellikle bir dongii seklinde yapilir. Bu déngtiler, belirli bir tedavi dénemi ve bunu
takiben toparlanma siiresi ardindan ikinci bir tedavi seklinde yapilmaktadir. Kemoterapi bazen

tlimore cerrahi miidahale yapmadan tiimoriin kiigtltiilmesi icin kullanilir [37].
2.9.4. Kanser Tedavisinde Kullanilan Dogal Uriinler

Uzun siiredir, meme kanseri tedavisinde hormonal terapi, cerrahi miidahale, kemoterapi
ve radyoterapi gibi tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Birgok yan etkinin yani sira ilaglara karsi
direnc bu tedavilerin kullanilmasini etkisiz hale getirmektedir. Bunlarin yanina kullanilabilecek
dogal kaynaklardan elde edilecek bilesik ve tiirevleri sayesinde bu sorunun ortadan
kaldirabilecegi diisiiniilmektedir. Dogal bilesikler, agresif meme kanserine karsi savasabilmekte,
kanserli hiicre proliferasyonunu azaltabilmekte ve kansere bagl yolaklar: diizenleyebilmektedir.
Meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek bitkisel kdkenli yeni dogal ve diyet takviye bilesikleri
lizerine bircok calisma yapilmaktadir [38]. Cesitli bitkisel kaynakli etkin maddelerin meme
kanseri gelisiminde 6nemli role sahip epigenetik modifikasyonlar, aromataz aktivitesi, arasidonik
asit yolagi, apoptoz yolagi, NF-kB yolagi lizerine calismalar1 yapilmaktadir. Bu fitokimyasallar
tedavi sirasinda meydana gelen yan etkileri azaltmalarinin yani sira anksiyete ve olusabilecek
stresle miicadelede yardimci olabilmektedirler. Bircok c¢alismaya gére meme kanserinin

tedavisinde bitkilerden elde edilen dogal bilesikler etkili sonu¢ vermistir [39].

14



Metin Yildirim, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2019
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Sekil 2.9. Meme kanserinde dogal bilesiklerin molekiiler hedefleri [39].

Meme kanserinde, DNA hipermetilasyonu ile birlikte histon asetilasyonu ya da
metilasyonu anormal histon modifikasyonu genomik stabilizasyonun bozulmasi ve timor
baskilayici genlerin susturulmasi ile iligkilidir [40,41]. Dogada bulunan dogal fitokimyasallar ve
ikincil metabolitler epigenetik olaylar1 diizenlemektedirler. Bununla birlikte epigenetik
bozukluklarin kanseri tetiklemeden once duzeltilmesinde rol almaktadirlar. Fitokimyasallar
spesifik anahtar transkripsiyon faktorlerini hedefleyerek Kkinazlar ve biiylime faktori
reseptorleri yolaklarini diizenler. Apoptozun baslatilmasi, timor baskilayici genlerin yeniden
aktivasyonu, hiicre dongiisiiniin bloklanmasi lizerine gesitli etkileri mevcuttur (Sekil 2.9.) [42,43].
Chlebowski ve arkadaslarinin yapmis oldugu klinik bir ¢alismada eksemestan, anastrozole’'unda
icinde bulundugu ¢esitli aromataz inhibitorleri ve tamoksifenin kemopreventif etkisini
incelemislerdir [44]. Bu ilaglar ¢ok etkili olmasina ragmen, oérnegin tamoksifenin endometriyal
kanseri riskini arttirmasi gibi ¢esitli yan etkilere sahiptirler. Sentetik ilaglara kiyasla dogal
bilesikler meme kanseri kemopreventif olma konusunda daha ¢ok umut vaadetmektedir. In vitro
ve in vivo ¢alismalara gore daha az toksisite ve yan etki gosterdikleri bildirilmistir [45]. Sitokrom

p450 enzim ailesinin liyesi ve membrana bagli aromataz enzimi, androstenedionu estron’a (E1),
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testosteronu ise estradiol’e doniistiiriir ve 6strojenin biyosentezinde 6nemli role sahiptir. Bir ¢ok
calismaya gore fitokimyasallar 6strojene benzer kimyasal yapir gostermekte ve aromataz
aktivitesini inhibe edebilmektedirler [46]. Buna ek olarak bitkisel kaynakl iirtinler arasidonik
asit (AA), sikloksijenaz enzimi (COX), fosfolipaz A2’ler (PLA:;) ve lipoksijenazlar1 (LOX)
hedefleyerek kemopreventif etki gosterirler [47]. Kurkumin, likopen, apigenin gibi bir ¢ok
fitokimyasal prostaglandin ve l6kotrien gibi metabolik iirtinlerin biyosentezini inhibe ederler ve
boylece bu bilesiklerin meme kanserinin kemopreventasyonunda terdpatik ajan olabilecegi
diistiniilmektedir. In vivo ve in vitro olarak yapilan calismalara gore fitokimyasallarin malign ve
premalign hiicrelerde apoptozu indiikledigi bildirilmistir. Apoptoz, embriyonik gelisim ve doku
homeostazi i¢in ¢ok 6nemli rol oynayan programlanmis hiicre 6liimii anlamina gelmekte ve
disregiilasyonu tiimér olusumuna hatta kanser hiicresi ila¢ direncinin gelismesine neden

olabilmektedir [48].

2.10. inflamasyon ve Meme Kanseri

Kanser ve inflamasyon arasindaki iliski 1863 yilinda Rudolf Ludwig Carl Virchow
tarafindan kurulmustur [49]. Timor gelisimini normal olmayan inflamasyon gelisim stireci
olarak tanimlamistir [50]. Doku hasarinin tedavisinde kimyasal sinyal aglarini kullanarak venoz
sistemden hasar alanina dogru lokositlerin alimi ve infiltrasyonu saglanir ve tedavi siireci
baslatilir. Hiicre proliferasyonu ve doku tedavisine ek olarak inflamasyon 6lii dokularin ve diger
yabanci maddelerin temizlenmesinden sorumludur. Bu tarz inflamatuvar cevap sinirlidir ve
onarim tamamlandiktan sonra kendini durdurur [51]. Ancak inflamasyon diizenlenmez ise
kronik hale gelir, proliferatif epitelin DNA's1 ile etkilesime giren ve kalic1 genomik degisikliklerle
sonuglanan, reaktif oksijen ve azot tiirlerinin yani sira biiyiime faktorlerinin stirekli iiretimi
nedeniyle dokuda maling tiimér olusumuna ve biiyiimesine neden olabilir. inflamasyon tiimér
gelisiminde ve metastazda rol alir. Sitokinlerin, kemokinlerin, prostaglandinlerin, serbest
radikallerin, bliylime faktoriiniin, proteolitik enzimlerin icinde yer aldig1 bir¢ok inflamatuvar
mediyator timor gelisimini stimiile edebilir. Bu faktorler bazen kanserli hiicreler tarafindan
bazen ise tiimor mikroaleminde mevcut olan makrofaj, notrofil, lenfosit, dendritik hiicreler
tarafindan tretilir. Bu faktorlerden bazilar1 dogrudan kanser hiiclerinin proliferasyonunu ve
olimiini engellerken, onkogenik mutasyonlara neden olabilir. Digerleri ise protiimorgenik
aktivite gosterebilir [52,53]. Epidemiyolojik c¢alismalar tiim kanserlerin %20’sinin kronik
inflamatuvar hastaliklarin sonucunda ortaya ¢iktifin1 géstermistir. inflamasyonun énlenmesi

veye azaltilmasi kanserin kontroliinde 6nem arz etmektedir [54,55].
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2.11. Siklooksijenaz 2 (COX-2) Yapisi ve fonksiyonu

Insan COX ailesi 3 izoenzimden olusmaktadir. Bunlar: COX-1, COX-2 ve son zamanlarda
kesfedilen COX-3’tiir. COX-1 ve COX-2 prostanoid biyosentezinde ilk iki basamakla iligkilidir.
Hiicre membran fosfolipidlerinden fosfolipaz A2, C ya da D tarafindan salinan arasidonik asit,
dihomo y-linolenik asit gibi doymamis yag asitlerinden metabolik donilisiimtinii kataliz ederler.
COX enzimi arasidonik asiti 15-Hidroperoksid-PGG:‘e ¢evirir ve PGG2 nin PGH;’ ye indirgenmesi
prosesinde gorev almaktadir. COX-1 ve COX-2 homodimerik, hem grubu igeren glikolize
proteinlerdir. COX-1 ve COX-2 farkli kromozomlarda lokalize ve birbiri ile siki iliski igerisinde

bulunan genler tarafindan kodlanir.

COX-1 geni, tiim dokularda eksprese olmaktadir. Housekeeping gen olarak hiicre dongiisi
boyunca eksprese edilmektedir. Bu nedenle konstitiitif izoenzim olarak adlandirilmistir. COX-2,
biiylime faktoriine, tiimor promotorlerine, hormonlara, sitokin ve strese karsi hizlica

indiiklenmektedir. COX-2 invasiv duktal ve lobiiler karsinomada eksprese olmaktadir [56].

2.11.1. COX-2'nin Karsiyogenezdeki Mekanizmasi

COX-2 ekspresyonu postranskripsiyon, transkripsiyon seviyeleri, protein sentezi ve
degradasyon oram tarafindan diizenlenmektedir. insan COX-2 geni, IL-6, cAMP gibi ¢oklu
transkripsiyon faktér bolgesine sahiptir. Habis tiimoriin olusturdugu kimyasal ortam COX-2
transkripsiyonu icin idealdir. Disregiile onkogenler, sitokinler, biiytime faktorleri ve hormonlar
COX-2 ekspresyonunu indiiklerler. Bunun yaninda tiimor baskilayici genlerin ekspresyon
fonksiyonunu kaybetmesi COX-2'nin asir1 ekprese edilmesine neden olmaktadir. Bir¢ok tiimor
baskilayict1 genin fonksiyonunu kaybetmesi de COX-2’'nin asir1 ekspresyonu ile

aciklanabilmektedir [57-62].
2.11.2. Meme Kanserinin Tedavisi ve Onlenmesi Stratejilerinde COX’un Yeri

Steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglar (NSAID) secimli veya secimsiz olarak COX'u
baskilayabilmektedirler. Bir¢cok c¢alisma NSAID’lerin meme Kkanseri riskini azalttigini
gostermistir. Son calismalara gore NSAID kullanan bireylerde meme kanseri riskinin % 24

azaldig1 gosterilmistir [63].
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2.12. Prostaglandin E; (PGE:)

PGE;, inflamasyon ve kanserle iliskili ¢ok cesitli biyolojik etkileri ortaya cikarabilen
biyolojik olarak aktif bir lipittir. PGE,, yaygin olarak membran fosfolipidleri icinde bulunan 20-
karbon esansiyel yag asitlerinin oksidasyonu ile tliretilen eikosanoidlerin bir alt sinifi olan

prostanoid lipid ailesine aittir. Prostaglandinlerin sentezi 3 asamada gerceklesmektedir;

1. Membran fosfolipidlerinden yag asidlerinin olusmasi
2. Serbest yag asitlerinin siklooksijenazlarla siklik endoperoksidlere oksidlenmesi

3. Prostanoid tiiriiniin olusmasi

PGE_, Prostaglandin E;, (PGF2.), Prostaglandin D, (PGD>), Prostaglandin I, (PGI;) ve tromboksan
A2 (TXA2) dahil prostanoidler, oldukca spesifik enzimler ile cesitli basamaklar sonucunda
sentezlenir.

Prostaglandinlerin sentezi, membran fosfolipidlerinin hidrolozi fosfolipaz a2(PLA2)ler ile baslar.

Serbest yag asitlerinin fosfolipidlerden olusumu 2 yolak ile meydana gelir.

1. Fosfolipaz A; yolagi

2. Fosfolipaz C yolagi

Memelilerde fosfolipidler sonucunda meydana gelen ve eikozanoidlerin prekiirsérii olan 3
farkli yag asidi mevcuttur bunlar; AA, 5,8,11,14,17-eikozapentaenoik asit, 8,11,14-
eikozatrienoik asid dir. Membranla salinan AA, ilk 6nce PGG: ye daha sonra PGH; ye doniisiir,
her iki asama da COX enzimleri tarafindan sirayla katalizlenir. COX burada hem siklooksijenaz
hem peroksidaz aktivitesi gosterir. Ug farkli PGE sentaz PGE; sentezine katkida bulunur. Bu
terminal sentazlar, cesitli kosullar altinda sikica diizenlenen ii¢ izoformdan olusur ve
mikrozomal PGE sentaz-1 (mPGES-1), mPGES-2 ve sitozolik PGE sentaz (cPGES) icerir.
mPGES-1, PGE; seviyelerinde gecici bir yilikselme meydana getirmek icin cesitli
proinflamatuar uyaricilar tarafindan COX-2 ile birlikte siklikla indiiklenir. mPGES-2 ve cPGES
temel PGE2 seviyelerini korumak icin eksprese olur ve islevsel olarak COX-1 ile birlikte gérev
alir. mPGES-1, glutatyon (GSH) bagimli olmasina ragmen, mPGES-2 ve cPGES biyosentetik
aktiviteleri icin kofaktore gerek duymaz [64,65].
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2.12.1. PGE; nin Pro-inflamatuvar Aktivitesi

Inflamatuar yamitin ilk asamasinda, PGE, ve PGI, gibi prostanoidler, enfeksiyon, doku

yaralanmasi, sisme ve 6dem gibi durumlarda nétrofillerin, makrofajlarin ve mast hiicrelerinin

doku girisini kolaylastirmak icin vazodilator olarak hareket ederler [66]. Buna ek olarak, PGE>

agri yanitini arttirmak i¢in duyusal sinirleri uyarir ve pirojenik etkileri arttirmak icin preoptik

alandaki noronlara etki eder. PGE2'nin inflamasyon iizerine olan etkisi mPGES geni knock out

farelerde yapilmistir [67].
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2.12.2. PGE2’nin Kanserdeki Rolii

Kanser baglaminda, PGE;'nin genel olarak giiclii tiimor tesvik edici aktiviteye sahip
oldugu diistiniilmektedir. Bu veri, deney hayvani calismalarindan elde edilen 6nemli kanitlarin
yani sira, NSAID'lerin kanser riski lizerindeki etkileri iizerine yillarca siiren klinik arastirmalara
dayanmaktadir. Aspirin ve diger NSAID'lerin tiimor olusumu iizerindeki koruyucu etkileri, biiylik
olasilikla COX enzimlerinin inhibisyonu ve bunun sonucunda prostanoid metabolitlerin, 6zellikle
de PGE2'nin sentezinin azalmasindan kaynaklidir. Waddell ve Loughry yapmis oldugu calismada
Gardner sendromu bulunan hastalarda sulindac tedavisinin poliplerin yok olmasina neden

oldugunu bildirmislerdir [68-70].

2.13.NO

NO, organizma tarafindan sentezlenen viicutta bircok biyolojik aktivitesi olan serbest
radikaldir. 1980’lerin sonunda ilk kez vazoaktif kiiciik molekiil olarak tanimlandiktan sonra NO’in
kardiyovaskiiler aktivitesi daha ¢ok vaskiiler relaksasyon 6zelliklerinin yani sira antitrombotik
ve antiinflamatuvar etkisinden kaynaklidir [71,72]. Kan akisini diizenlemesinin yaninda, NO, anti
patojenik cevap, immiin cevap ve norotransmitter gibi cesitli fizyolojik gérevleri vardir. Normal
fizyolojik sartlar altinda, L-argininin L-sitruline dontlisiimi sirasinda nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimi varliginda NO iiretilir [73-75]. NOS’'in 3 izoformu mevcuttur. Bunlar néronal NO sentaz
(nNOS, NOS1 olarak ta bilinir), indiiklenebilir NO sentaz (iNOS, NOS2) ve endotel NO sentaz
(eNOS, NOS3)'dir (Sekil 2.11.) [76].
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Sekil 2.11. NO’in biyosentezi ve mekanizmasi (77).
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cNOS ailesine ait eNOS ve nNOS aktive edildiklerinde dakikada nanomolar diizeyde NO tiretirken
iNOS daha yiliksek miktarda tretilmesini saglamaktadir [78]. Her iki cNOS fiyesinin aktivitesi
kalsiyum iyon konsantrasyonuna bagli olmasina ragmen iNOS bu parametreden bagimsiz hareket
etmektedir. NO birka¢ yildir onkogenik molekiil olarak gosterilmesine ragmen NOS enzim
aktivitesine ve salinmis NO’e daha olumlu bakilmaktadir [77]. Bu kismen NO salgilayan
bilesiklerin kalp hastaliklarina karsi farmakolojik basarisi ve ayrica bazi kanserlere karsi
kemoterapi gibi etkilerinden kaynaklanmaktadir. NO’in karsiyogenezde DNA hasari, onkogen
aktivasyonu, DNA tamir mekanizmasi enzimlerinin ve tiimoér baskilayici genlerin inhibisyonu,
apoptozun ve metestazin diizenlenmesi gibi 6nemli rolleri bulunmaktadir [78]. Immiin savunma
sistemi tarafindan tiretilen NO'in antitimor aktivitesi cesitli hayvan ¢alismalarinda gosterilirken
NO’in protiimor etkisi, ilerlemis tlimorlerde ve metastaz olan dokularda da NO {ireten enzimlerin
ekspresyonunun artmasi ile iliskilendirilmistir. Yillar gectikce NO’in kanserdeki dual rolu kabul

edilmistir [77].

Yiksek N0, DNAHasan Diisiik NO
seviyesi T \skeviyesi
¥ ROS/RNS [ NO resistant tumor cells I
| Sitotoksik etki |
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Sekil 2.12. NO'in cesitli yolaklar iizerine etkileri [77].
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2.13.1. NO’in Kanserde Cesitli Aktiviteleri

Meme kanseri kadinlarda en sik gériilen kanser tiirtidiir. NO’in meme kanseri gelisiminde
etkisi arastirilmistir [79]. Meme kanseri dokularinda ve hiicrelerinde NOS ekspresyonu
mevcuttur [80]. Normal ve bening meme dokusuna kiyasla invaziv meme kanseri dokusunda
yliksek NOS aktivitesi mevcuttur. In situ karsinomada yiliksek oranda NOS mevcut oldugu
bildirilmistir. Ayrica meme kanseri ilerlemis hastalarda NOS aktivitesi yiiksek bulunmustur [81].
NO’in tiimoriin kontrolil iizerinde 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir. Fibrokistik hastaligin
meme apokrin metaplastik hiicrelerinde eNOS'un bulunmasinin, metaplastik epitelinin
karsinoma ilerlemesini tesvik edebilecegini ileri siirmiislerdir [82]. NO tiimoérde kan akisini ve
anjiyogenezi arttirmaktadir. Buda tiimoriin derecesi ile NO {retimi arasindaki pozitif

korelasyonu aciklamaktadir [81].

2.13.2. NO ve Hormonlarin Meme Kanseri ile iliskisi

Diger kanser tiplerinin aksine, meme kanserinde tiimorler steroid hormonlar tarafindan
oldukga etkilenmektedirler. Son calismalara gore, NO yolaginin bu hormonlar {izerine etki ettigi
gosterilmistir. Ostrojen ve progesteron NOS'u diizenleyebilir ve bunun sonucunda iiretilen NO,
tiimor hiicresi homeostazi iizerinde énemli etkilere sahiptir. Ostrojenin, meme dokusunda NOS
salinimin arttirdigi bulunmustur [83]. eNOS ekspresyonunun meme kanserinde meydana gelen
Ostrojen reseptor ekspresyonu ile korele oldugu gorilmiistir [84]. Progesteron, iNOS
ekspresyonunu artirir. eNOS tarafindan iretilen diisiik NO seviyesinin 0strojenin proliferatif
ozelligini diizenlemektedir. Diger taraftan, progesterona cevap olarak apoptozdaki bir artis, iNOS

ekspresyonunun indiiklenmesi ile liretilen yiiksek NO seviyelerine neden olabilmektedir [85].

2.13.3.iNOS ve NO

Hiicrelerdeki li¢ farkli NOS enziminin varligi, tretilen NO seviyelerinin bir yansimasi
oldugundan, raporlar NO'nun tiimér biiylimesinin dinamikleri ile iliskisinin belirli 6zelliklerle
baglantili oldugunu goéstermistir. Bunlar; her izoformun trettigi NO miktar1 ve hiicredeki NOS
tiirevli NO'nun kimyasal etkilesimleri NOS izoformlarinin ifadesi olarak tanimlanmaktadir [86].
Bu ii¢ NOS enzimi arasinda en cok nitrik oksit liretimini iNOS yapmaktadir. Malign déntisiim,
anjiyogenez ve metastaz gibi timo6r bagimli 6nemli olaylar ve sitokin maruziyeti sonucunda
eksprese olmaktadir [87]. iNOS ekspresyonu, pek cok insan ve deneysel hayvan modellerinde

olusan tiimorlerde indukleyici etki gosterdiginden dolayi, kanser patogenezinde 6nemli bir
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gostergedir ve iNOS ekspresyonunu secici inhibitor gibi hareket eden bilesiklerin kemopreventif

olarak kullanilabilecegi diisiintilmektedir.

iNOS vasitasiyla sentez edilen NO, anjiogenezi, timor hiicre migrasyonunu, invazyon ve
metastaz lizerine etki gostererek tlimorogenezin baslamasinin yani sira ilerlemesine neden olur.
iNOS’un, anjiogenezin indiiklenmesinde gorev alan, vaskiiler endotel bliytime faktoériiniin (VEGF)
ekspresyonunu indiikleyerek mikrovaskiiler yogunlugu ve tiimoér gelisimini artirdigi, iNOS
geninin insan kolon kanser hiicrelerine transdiiksiyonunun, VEGF ekspresyonunda artisa sebep
oldugu ve L-NAME ve L-NMMA gibi NOS inhibitorlerinin, murin ve insan tiimorlerinde kan

akiminin azalmasina neden oldugu bildirilmilstir [88].

2.13.4. iNOS Geni ve Diizenlenmesi

iNOS’un hiicre cogalmasi ve anti-timor kinetigi tizerindeki roliinti anlamak i¢in, iNOS geni
ve iNOS diizenlenmesinin bilinmesi gerekmektedir. Insan 17q11.2-q2 kromozomunda
lokalizedir. iNOS promotorunda farkli polimorfizimler tanimlanmistir [89]. iNOS geni lizerinde
meydana gelen SNP, B- ve T-hiicreli non-Hodgkin lenfoma riskini 2 kat arttirmaktadir [90]. iNOS,
temel olarak inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonu, oksidatif stres, hipoksi, endotoksinler ve Hsp

70 ile diizenlenmektedir [91].

Transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel mekanizma sonucunda bir¢ok hiicrede iNOS

ekspresyonu indiiklenir. En 6nemli hiicre i¢i sinyal yolaklar1 NF-kB ve JAK-STAT yolaklaridir [92].

iNOS ekspresyonunun glukokortikoit, TGF-B1 ve antioksidanlar gibi cesitli ajanlar ile
inhibisyonu sonucunda NF-kB ve STAT-1 aktivasyonu inhibe olmaktadir (Sekil 2.13.) [93]. MAPK
yolag1 iNOS gen ekspresyonuna ETS ailesinden cAMP-respons elementi, NF-xB, AP1, ATF2 gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile katki saglamaktadir [94]. iNOS gen ekspresyonunun
transkripsiyon sonrasi diizenlemesi, agirlikli olarak, mRNA stabilitesini etkileyen mekanizmalar

yoluyla gerceklesir [95].
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Sekil 2.13. iNOS diizenlenmesinde transkrisiyon faktéri NF- kB’'nin rolu (77).

2.13.5. Farmakolojik Yaklasim

Statinler ve kolesterol, HMG-CoA rediiktaz inhibe edici ajanlardir. Bu ajanlar iNOS
indiiksiyonu diizenleyerek apoptotik aktivite ve tiimorsidal aktivite gosterirler [96]. Literatiire
gore, statinler meme kanserinin de igerisinde bulundugu bir¢ok kansere karsi anti-kanser
aktivite gostermektedir. Menopoz sonrasi meme kanseri vakalarinda hastalarin statin
kullanimlar1 sonucu kanser tedavisinde basar1 goézlemlenmistir. MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde, simvastatin ve fluvastatinin iNOS mRNA ve protein ekspresyonunu indiikledigi,
proliferasyonu azalttif1 ve apoptozu indiikledigi bildirilmistir [97]. ER-negatif ve 3’lii negatif
metastatik meme kanserinde fluvastatin, iNOS tiirevli NO artisi ile anti-proliferatif ve anti-invaziv
etki gostermistir. Anti-timor aktiviteye sahip kanser kemoterapi ajanlari ile iNOS indiiklenmesi
ve inhibisyonuna karsi ¢alismalar yapilmistir [98]. Karaciger kanseri hiicrelerinde 5 flurourasilin,
iNOS tiirevli NO ve apoptozu indiiklemektedir. Diger yandan NO-donorleri ve kemoterapi ilaclari
ornek olarak verecek olursak, aspirin (NO-doénorii steroid olmayan anti inflamatuvar ilag),
sitokinler ile indiiklenmis iNOS ekspresyonunu azaltmakta ve bunun sonucunda HT-29 kolon
kanseri hiicre hattinda biliylime azalmaktadir [99]. Bir baska calismada azoksimetan ile
olusturulmus kolon tiimoérii modelinde, NO dondérii aspirin ve ibuprofen iNOS ekspresyonu ve

aktivitesini inhibe ederek tlimor insidansini azaltmistir [100].
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Hiicre ve hayvan modellerinden ve insan kanserlerinden birgcogunu agiklamak i¢in, timér
gelisimi, immiin hicreler, tiimérle iliskili makrofajlar, kanser gelisiminde ve metastazda iNOS
aracili endotel ve epitel hiicreleri arasindaki etkilesime iliskin daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir

[101].
2.13.6. NO’in inflamasyon ile iliskisi

Serin/Treonin kinaz diizenledigi Akt Ailesi sinyal yolagi, proliferasyon ve yasamda kalim
gibi cesitli hiicresel siirecleri etkiler ve bu hiperaktivasyon kanser ile iliskilidir. NO tiretimindeki
artis Akt'nin PI3 kinaz yolagiyla fosforilasyona/aktivasyonuna neden olmaktadir. Meme
kanserinde NOS2'nin ekspresyonundaki artis, fosforile Akt'nin ekspresyonundaki artis ile
iligkilidir. Reaktif oksijen ve nitrojen tirler ve inflamatuvar hiicrelerin fonksiyonlar: ile
diizenlenmektedir. Kronik inflamasyon kanserin gelismesine neden olmaktadir. Sitokinler
inflamasyonun kritik diizenleyicileridir ve tiimor gelisimini arttirici ve azaltici etki
gosterebilirler. interferon gamma (IFNy), TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinler
NOS2’yi aktive etmekte ve bunun sonucunda da NO iiretimi gerceklesmektedir. Buna ragmen
NO'’in iiretim ve sekresyonu TNF-a, IL-6 ve IL-8’inde icinde bulundugu farkl sitokinler tarafindan
diizenlenebilir. Lipopolisakkarid ve INFy uygulanmis murin makrofaj hiicre hattinda NO, TNF-a’y1

upregiile ederken, IL-6’y1 downregiile etmektedir [102].
2.14. Likenler

Likenler, mantarlar ile alglerin birleserek morfolojik ve fizyolojik bir biitiin halinde
meydana getirdikleri simbiyotik birliklerdir. Genellikle agaclarin dal ve govdelerinde, kayalarin
Ustiinde yasarlar. Krutoz likenleri taslarda, fosillerde biyiirken, frutikoz likenler toprakta,
agaclarda biiytirler. Temiz havada yasarlar besine ihtiyaglari ise oldukga azdir. Yapisal olarak 3
farkli grupta toplanabilirler bunlar kabuksu likenler, yapraksi likenler ve calimsi likenlerdir
[103]. Bu organizmalari, parfiimeri, sabun endiistrisi, kozmetikte fiksatoér olarak, floral
dekorasyon ve medikal sektérde kullanilmaktadir [104]. Kemotaksonomik calismalara gore en
onemli liken metabolitleri depsides, depsidones ve dibenzofuran sinifina aittir. Genellikle zorlu
yasam kosullarinda yer almalar1 ve yavas biiylimelerinden kaynakli koruyucu metabolitlerin
tiretilmesi likenler icin bir zorunluluk haline gelmektedir ve yapisinda bulunan birgok ikincil
bilesenin antimikrobiyal, antiproliferatif, antiviral, antiprotozal o6zelliklere sahip oldugu
diisiiniilmektedir [105]. Usnik asit, Ulzerinde en c¢ok calisma yapilan yiizlerce liken
metabolitlerinden biridir. Cladonia (Cladoniaceae) (Sekil 2.14.), Usnea (Usneaceae) (Sekil 2.15.),
Lecanora (Leca- noraceae), Ramalina (Ramalinaceae), Evernia, Parmelia (Parmeliaceae) ve diger
liken tiirleri arasinda Alectoria (Alectoriaceae) tiirtiniin (Sekil 2.16.) usnik asit bakimindan

oldukga zengin oldugu ve bu bilesigin yaklasik olarak %6 oldugu bildirilmistir [106].
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Sekil 2.14. Cladonia Portentosa bitkisi [107].

Sekil 2.15. Usnea Barbata bitkisi [108].
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Sekil 2.16. Alectoria bitkisi [109].

2.14.1. Usnik Asitin Kimyasal Yapisi ve Biyosentezi

Kimyasal formuli [2,6-diasetil-7,9-dihidroksi-8,9b-dimetil-1,3(2H,9bH)-dibenzo-
furandion] (Sekil 2.17.) olan usnik asit ilk olarak 1844 yilinda izole edilmistir [110].

Sekil 2.17. Usnik asitin yapis1 [110].
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Sari, kortikal pigment yapida olup kiral 9b pozisyonundaki acisal metil grubundan

kaynakli iki enantiyomer formu mevcuttur (Sekil 2.18).

1
O OH . O O
HaC CHs
HO ~o OH

CHs
2

Sekil 2.18. Usnik asitin enantiyomer yapisi [110].

(+) usnik asit streokimyasi ilk olarak 1981 yilinda X-ray ile aydinlatilmistir. 1,3 keto-
enolik ve 1,3 diokso olas1 tautomer formlaridir. Enol formundaki 3 numarali hidroksil grubu, keto
grubunun indiiktif etkisinden dolay1 kuvvetli asidik karaktere sahiptir (pKa 4.4.). Fenolik 9-
OH’nin asitligi, 6 pozisyonunda para asetil grubun indiiktif etkisiyle artmistir. Likenlerde (+)

usnik asit, (-) usnik asitin yani sira izo (+) usnik asit, izo (-) usnik asit mevcuttur.
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Sekil 2.19. Usnik asidin sentez semasi [105].

Usnik asitin biyosentezi sekil 2.19.da gdsterilmistir. Asetati poliketite, poliketiti ise
metilfloroasetofenona onuda C1 fragmenti ile aromatize hale getirir. Daha sonra, hidratlanmis
usnik asit ve son olarak eter baglantisi olusumuna yol acan dehidrasyon saglamak icin iki metil

asetofenon iinitesinin baglanmasidir [105].
2.14.2. Usnik Asit iceren Likenlerin Medikal Kullanimi

Diinya genelinde usnik asit iceren likenler ham ilag olarak kullanilmistir. Birgok Cladonia
tiird akciger tiiberkilozunun tedavisinde kullanilmistir. Asya, Afrika ve Avrupada Usnea tiirleri
agr1 kesici ve ates diisiiriicli olarak kullanilmaktadir [110]. Usnea barbata’dan izole edilen usnik
asitin farmasotik preparatlar ve kozmetikte kullanilmistir. Arjantin’de Barba del Piedra olarak
bilinen Usnea densirostra gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [112]. Finlandiya da
atletlerin ayaginda meydana gelen yara ve diger yaralanmalarin yani sira dis agris1 ve bogaz

agrisina karsi tedavide Ramalina thrausta kullanimi yaygindir [113].
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2.14.3. Antioksidan ve Pro-Oksidan Aktiviteleri

Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirleri nérodejeneratif bozukluklar, inflamatuvar,
kanser gibi ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisinde rol almaktadir [113]. Normal fizyolojik
sartlarda, ROS/RNS intraseliiler mesaj ve diizenleyici molekiil olarak rol almaktadir. Bu denge
antioksidan enzimler, molekiiller ve proteinler tarafindan diizenlenmektedir [114]. Biyolojik

sistemlerdeki ikincil metabolitlerinin ana rolii redoks 6zellikleri ile iliskilendirilmistir [115].

Indomethasin’e maruz birakilmis gastrik ilserli sicanlarda usnik asitin antioksidan
ozellik gosterdigi bulunmustur. Usnik asit uygulamasindan sonra siliperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimleri artarken, malondialdehid (MDA)
diizeyinin azaldigr bulunmustur [116]. Antioksidan ve pro-oksidan ajanlar oksidatif stresin
Onlenmesi ve diizenlenmesinde oldukc¢a 6nemli role sahiptirler. usnik asit’in redoks aktif 6zellige
sahip oldugu ve farkl kosullar altindan kimi zaman pro-oksidan kimi zaman antioksidan 6zellik
gosterdigi literatiirde belirtilmistir [117]. Usnik asitin antioksidan etkisi likenin ikincil
metabolitinin peroksil radikali temizleyici 6zellik gdstermesi, hidroksil radikalini baskilamasi ve
nitrit olusumunu azaltmasindan ileri gelmektedir [115]. Diger taraftan usnik asit pro-oksidan
kapasite gostermektedir. N6ron hiicrelerinde, hiicre i¢i ROS iiretimini arttirarak hiicre canliligini
azalttig1 bildirilmistir. UV-B uygulanmis insan lenfosit hiicrelerinde Xanthoparmelia farinosadan
ekstrakte edilmis usnik asit uygulmasi sonucunda yiiksek konsantrasyonda hiicre zari ve
metabolizmasina letal hasara sebep verirken, diisiik konsantrasyonda antioksidan o6zellik
gosterdigi belirlenmistir [118]. Murin ve insan hiicrelerinde - ve + usnik asit izomerleri ortadan
kuvvetliye dogru sitotoksik aktivite géstermistir [119]. Doz ve zamana bagli olarak murin l16semi
hiicrelerinde usnik asit izomerinin apoptozu indiikledigi bildirilmistir [120]. Diger ¢alismalarda
usnik asitin A2780 (over kanseri), MCF-7 (meme kanseri), HT-29 (kolon kanseri), HL-60, Jurkat
(T-hiicre lenfosit 16semi), HeLa (serviks kanseri), SK-BR-3 (meme kanseri), HCT-116 p53 +/+
(kolon kanseri) gibi ¢esitli kanser hiicre hatlarinda sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir [121].
Brisdelli ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada 25 mM’dan daha yiliksek konsantrasyondaki

usnik asit’in ytliksek sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir [122].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Madde ve Coziiciiler

AN N NN Y N N N W R N

Mutlak etil alkol (Reidel-Haen, Almanya)

Bidistile su

RPMI 1640, Glutamin, 25 mM Hepes (Biowest, Amerika Birlesik Devletleri)
Fungizon (Amfoterisin B) 250 pg/mL, (Biowest, Amerika Birlesik Devletleri)
L-Glutamin 200 mM, (Biowest, Amerika Birlesik Devletleri)
Penisilin-Streptomisin, (Biowest, Amerika Birlesik Devletleri)

Fetal Bovin Serum (Biowest, Amerika Birlesik Devletleri)

Tripsin-EDTA w/ Phenol Red, (Biowest)

DPBS-10X w/o Ca*+, Mg++ (Biowest, Amerika Birlesik Devletleri)

Usnik asit (Sigma, Amerika Birlesik Devletleri)

Dimetil siilfoksid (DMSO) (Sigma, Amerika Birlesik Devletleri)

3.1.2. Alet, Gereg ve Cihazlar

AN NN Y N U U N N D N N

Santrifiij (Sigma 1-14, Almanya)

Etliv (Binder ED53, Almanya)

-20 °C Derin dondurucu (Ugur Derin Dondurucu, Tiirkiye)

-80 °C Derin dondurucu (Jouan, Danimarka)

+4 °C Sogutucu (Ugur, Turkiye)

1,5 mL’lik ependorf tiip (Isolab, Almanya)

Otomatik ayarlanabilir pipet (Eppendorf, Almanya)

Gercek zamanlh PCR cihazi (Roche, Amerika Birlesik Devletleri)

ELISA okuyucu (Multiskan Go, Thermo Fischer Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)
ELISA yikayicisi1 (Wellwash Versa, Thermo Fischer Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)
Distile su cihazi (Millipore, Fransa)

MicroAmp® Optical Adhesive Film (Kat No: 4360954, Thermo Fischer Scientific, Amerika
Birlesik Devletleri
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3.1.3. Kullanilan Kitler

Cedex Smart Slide (Roche, Amerika Birlesik Devletleri)

E-plate 16, 1x6 plates (Acea)

PGE; ELISA kiti (Kat No: L190109551, Uscn Life Science Inc., Wuhan, Cin)

IL-6 ELISA kiti (Uscn Life Science Inc., Wuhan, Cin)

DNA izolasyon kiti (Kat No: K182002, PureLink® Genomic DNA Mini Kit, Thermo Fischer

DN N NN

Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

TNF-o ELISA kiti (Kat No: L190109552, Uscn Life Science Inc., Wuhan, Cin)

<

v' Tagman Realtime PCR gen ekspresyon Kkiti (Kat No: 4440038, Thermo Fischer Scientific,
Amerika Birlesik Devletleri)

3.1.4. Calismada Kullanilan Hiicre Hatti

Calismada kullanilan insan meme adenokarsinomuna 6zgii MCF-7 hiicre hatt1 Ankara Sap
Enstitiisti Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu'ndan (HUKUK) temin edildi. DMEM’e % 10 FBS, 2 mM L-
glutamin, % 1 penisilin, streptomisin, amfoterisin-B eklendi. Hiicreler 37°C, % 5’lik CO;

atmosferinde inkiibe edildi.

3.2 Yontem
3.2.1. Usnik Asitin Hazirlanisi

Usnik asit sigma firmasindan ticari olarak satin alinmistir. 14 mM DMSO (Sigma)

¢ozeltisinde hazirlandi.

3.2.2. Hiicre Kiiltiiri Ortami

Deneysel calismalar Mersin Universitesi Ileri Arastirma Merkezi (MEITAM) ve Eczacilik
Biyokimya laboratuvarlarinda yapildi. Hiicre kiiltiirii calismalari laminar kabinde yapildi. Calisma
oncesi ve sonrasinda laminar kabin steril edilmek icin etil alkol (% 70) ile silindi. Deney sirasinda
kullanilacak ekipmanlar UV 1s1gina maruz birakildi. Calisma bitiminde kabin 1 saat UV 1s181na

maruz birakildi.
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3.2.3. Hiicre Pasajlama

Hiicre pasajlamasi hiicre tipine goére uygun yontem ve laminar kabin icerisinde steril sartlar

altinda asagida yazilan siralama ile yapilmalidir.

1. Hicrelerin bulundugu flasktan hiicre kiltiirii mediumu atik sisesine aktarildi.

2. Flaskin hacmine goére uygun PBS miktar: ile yikandi (10 cm?lik alan i¢cin 2 mL PBS
kullanilmali).

3. Yikama soliisyonu flasktan uzaklastirildi.

4. Flaska Tripsin-EDTA karisimindan 3 mL eklenir ve 3 dakikada etlivde bekletildi. Bu islem
sonunda hiicreler yiizeyden kaldirildi.

5. Etlivden alinan flaska daha 6nce eklenen Tripsin-EDTA karisimi hacmi kadar hiicre
mediumu eklendi.

6. Flaskta kaldirilan hiicreler 15 mL hacimli falkona aktarilir ve 2000xg de 5 dakika santrifiij
edildi.

7. Santrifiij sonrasi siipernatan dokiiliir, pelet halindeki hiicrelerin iizerine taze 10 mL

medium eklenir ve yavasca otomatik pipet ile karistirma islemi gergeklestirildi.

3.2.4. Hiicrelerin Sayimi

Calismamizda Roche firmasina ait Cedex Smart Slide 6zel lamlar kullanildi. Hiicre sayimi 20

uL hiicre 20 pL tripanblue boyasi kullanilarak CEDEX XS hiicre sayim cihazinda gergeklestirildi.

3.2.5. Sitotoksisite Testi

Hiicrelere sitotoksisite testi ACEA firmasinin xCELLigence sistemi ile yapildi. E-plate’e
100 pL hiicre uygulandi (Sekil 3.1.). Bu islemden 24 saat sonra farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 2,
5,10, 15, 20 uM) usnik asit uygulamasi gerceklestirildi. 48 saat sonunda veriler kaydedildi (Sekil

3.2.). Elde edilen verilere gore % inhibasyon egrisi ¢ikarildi ve LDso degeri belirlendi.
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Sekil 3.1.

Hiicrelerin xCELLigence plakalarina eklenmesi.

Sekil 3.2.

xCELLigence sistemi.
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3.2.6. Hiicrelere Usnik Asit Uygulamasi

Calisma gruplar:1 Grup I (kontrol), Grup II (LD1o), Grup III (LD2o), Grup IV(LD30), Grup V
(LDa4o) ve Grup VI (LDso) olarak belirlendi. 6 kuyulu plaka’ya 1x106 hiicre ekimi gergeklestirildi.
48 saat sonra farkh konsantrasyonda (LD1o, LD2o, LD30, LD4o, LDso) usnik asit uygulamasi yapildi.

Uygulama yapildiktan 48 saat sonra hiicreler plakadan kaldirilip mRNA’lar1 izole edildi.

3.2.7. mRNA izolasyonu:
mRNA izolasyon islemi Roche firmasinin “High Pure RNA Isolation Kit” ile yapild1.
Uygulanan yontem asagidaki gibidir:

1. 200 pL PBS’de resiispanse edilen hiicrelere 400 pL Lizis/Binding Tamponu eklenir ve 15
saniye vorteks islemi uygulandi.

2. Ornekler toplama tiipiine eklenir, 15 saniye 8000x g.’'de santrifiij edildi.

3. Toplama tiipiinden filtre ayrilir, toplama tiipiinde biriken siv1 dokiildii.

4. Filtre tekrar toplama tiipiine yerlestirilir. 90 pL Dnaz I inkiibasyon tamponuna 10 pL Dnaz
[ eklenir ve karistirildi. Filtre tizerine eklendi. 15-25 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonunda 500 pL yikama tamponu I eklenir ve 15 saniye 8000x g’de santrifiij
edilir. Toplama tiipiinde biriken s1v1 dokiildii.

6. 500 pL yikama tamponu II eklenir ve 15 saniye 8000x g'de santrifiij edilir. Toplama
tiiptinde biriken siv1 dokiildii.

7. 200 pL yikama tamponu II eklenir ve 2 dakika 13000x g’de santrifiij edilir. Toplama
tiiptinde biriken siv1 dokiildii.

8. 85 plL eliisyon tamponu eklenir -80 °C’de cDNA sentez edilecek zamana kadar bekletildi.

3.2.8. cDNA Sentezi
cDNA sentezi ThermoFisher Scientific firmasinin kit protokoliine gore yapildi.
2X RT Master Miksi hazirlanmasi:

RT master miks buz lizerinde hazirlandi. Tablo 3.1.’e gére hazirlanip buz lizerinde karistirildi.
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Tablo 3.1. cDNA sentezi i¢in olusturulan reaksiyon karisimi.

Bilesim Hacim
10x RT Tamponu 2 pL
25x dNTP mix (100 mM) 0,8 pL
10x RT random primerler 2 uL
MultiScribe Revers Transkriptaz 1L
RNaz inhibitori 1 uL
Niikleaz-free su 3,2 uL
Total 10,0 uL

Tiplere 10 pL 2XRT master miks eklendi.

10 pL RNA 6rnegi tiiplere eklendi ve karistirildi.

1
2
3. Baloncuklari gidermek icin santrifiij edildi.
4

Tipler Termal Cycler Cihazina ytiklendi ve inkiibe edildi. (Tablo 3.2.).

Tablo 3.2. inkiibasyon asamalari.

Ayarlar 1. Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85 °C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika 0

3.2.9. Gen Ekspresyonu Ol¢iimii

1. Ornekler’den elde edilen cDNA’larin bulundugu ependorf tiipler buza konuldu.

2. Tabloya uygun sekilde total PCR reaksiyon karisimi hazirlandi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Gen ekspresyonu 6l¢iimii i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi.

Komponenet Reaksiyon i¢in kullanilan
hacim
Master miks (2X) 10 uL
TagMan® Gen ekspresyon Assay (20X) 1 uL
Nukleaz-free su 7 uL
Total PCR reaksiyon karisimi hacmi 18 pL
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3. Plak’a uygun hacimde PCR karisimi dagitildi.
4. Plak’a uygun miktarda cDNA eklendi.

5. Vortekslendi.

6. Santrifiij edildi.

Real-Time PCR protokoliinde, inkiibasyon asamasinda 50 °C'de 2 dakika UDG enzyme aktive
olmasi icin bekletildi. 95 °C’de 10 dakika AmpliTaq Gold, UP enzyme aktive olmasi i¢in bekletildi.
Amplifikasyon 2 asamada gergeklestirilmistir, asagidaki dongii 40 defa tekrarlandi. 1. asamada
95 oC’de 15 saniye DNA'nin ¢ift iplikli yapidan tek iplikli yapiya gecmesi (denatilirasyon), 2.
asamada 60 °C’de 60 saniye (Amplifikasyon) Sogutma asamasinda ise 40 °C’de 30 sn bekletildi.

Gen ekspresyon olciimii iNOS geni icin (Hs00167257_m1), COX-2 geni i¢in ise (Hs00153133_m1)
rn kodlu tagman probe ile 6l¢iildi. B-aktin kontrol geni olarak kullanildi. Elde edilen veriler. 2-

AACT metodu ile analiz edildi.
3.2.10. Hiicrelerde PGE: Diizeyi Ol¢iimii

Hiicrelerin PGE; dlizeyleri sandvi¢ enzim bagh imminoassay (ELISA) yontemiyle ticari kit
kullanilarak Multiskan (Thermo Scientific) cihazinda 6lciildii. Testin prensibinde plak
kuyucuklari PGE;’e karsi gelistirilmis spesifik bir antikor ile kaplanmistir. Biotin ile etiketlenmis
PGE2 analoglari ile etiketlenmemis antijen (standartlar veya 6rnekler) arasinda rekabetci bir
inhibisyon reaksiyonu baslatilir. Avidin ile isaretli peroksidaz enzimi biyotinle isaretli
konjugatlara baglanir ve renk degisimi meydana gelir. Stop sollisyonun eklenmesi ile bu degisim
son bulur. Cozelti rengi maviden sariya doner olusan bu rengin yogunlugu 450 nm’de

spektrofotometrik olarak 6lciildii. Orneklerin konsantrasyonu standart egriye gore hesaplandu.

1. Bitun ornekler, standartlar ve reaktifler hazirlandi.

2. Her kuyuya 50 mL standart ya da 6rnek konulur ve ardindan 50 mL Detection Reagent A
hemen uygulandu.

Karistirildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Aspire edildi ve 3 kez yikama solusyonu ile yikand.

100 mL Detection Reagent B eklendi. 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Aspire edildi ve 5 kez yikama solusyonu ile yikandi.

90 mL substrat soliisyonu eklendi ve 37 °C’de 10-20 dakika inkiibe edildi.

© N o U &~ W

50 mL stop soliisyonu eklendi ve 450 nm dalga boyunda okundu.
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3.2.11. NO Ol¢iimii

Nitrik oksit, yar1 6mrii ¢ok kisa olan bir madde olup oksidasyon ile stabil metabolitleri
olan nitrat ve nitrite doniisliir. Bu mekanizma, NO seviyesinin dolaylh olarak 6l¢lilmesine imkan
saglar ve genellikle bu metabolitlerin tespiti ile NO diizeyi degerlendirilir. Bu baglamda nitrik
oksit miktar1 Miranda ve ark.’nin “Vanadium-3-kloriir-Gries Reaksiyonu” yéntemi ile belirlendi

[123].

Prensip: Ol¢iim, Vanadium kloriir’iin, 37 °C’lik ortamda nitrat1 nitrite déniistiirmesi ve Gries
Reaksiyonu olarak tanimlanan, nitritin asidik ortamda primer bir aromatik amin olan stilfanilamit
ile diazotizasyonu ve N-(1-naphthyl) ethylenediamin (NEDD) ile renkli bir azo tiirevi olusturmasi

esasina dayanmaktadir.
Reaktifler:

-Vanadium Klorir c¢ozeltisi: 50 mL % 2’lik hidroklorik asitte, 400 mg vanadium Kloriir

¢Ozdiriilmesiyle hazirlandu.

-Stilfanilamit ¢6zeltisi: 2 g siilfanilamitin, % 2’lik hidroklorik asit ile 100 mL’ye tamamlanmasi ile

hazirlandi.
-NEDD ¢dzeltisi: Distile su ile hazirlanmis % 0,1’'lik NEDD ¢ozeltisidir.

Yontemin uygulanisi: Hiicre homojenizatlari tizerine 100 pL vanadium kloriir ¢ézeltisinden
eklendi, bunun iizerine seri halde 50 pL siilfanilamit ve 50 uL. NEDD cozeltileri ilave edildi.
Ornekler, 37°C’'de 30 dk inkiibe edildikten sonra 550 nm’de absorbans degerleri okundu.
Sonuclar, daha 6nce degisik konsantrasyonlardaki sodyum nitratin absorbans degerlerine gore

hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi kullanilarak degerlendirildi.

3.2.12. Hiicrelerde TNF-o. Diizeyi Olgiimii

Hiicrelerin TNF-a diizeyleri ELISA yontemiyle ticari kit kullanilarak Multiskan (Thermo
Scientific) cihazinda o6lgiildi. Testin prensibinde plak kuyucuklari TNF-o proteinlerine karsi
gelistirilmis spesifik bir antikor ile kaplanmistir. Standartlar ya da 6rnekler plak kuyucuklarina
uygun miktarda eklenmesi ile birlikte ortamda mevcut durumdaki TNF-a proteinleri sabit faza
yapisik antikorlarca tutulurlar. Daha sonra TNF-a proteinleri spesifik antikor olan bir biyotinle

isaretlenmis konjugatla tekrar baglanir ve sandvi¢ yapist meydana getirir. Avidin ile isaretli
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peroksidaz enzimi biyotinle isaretli konjugatlara baglanir ve renk degisimi meydana gelir. Enzim-
substrat reaksiyonu siilfirik asit sollisyonu iceren stop soliisyonun eklenmesi ile son bulur.
Cozelti rengi maviden sariya doner olusan bu rengin yogunlugu 450 nm’de spektrofotometrik

olarak o6l¢iildii. Orneklerin konsantrasyonu standart egriye gore hesaplandi.
Calisma prosediirii:

Biitlin ornekler, standartlar ve reaktifler hazirlandi.

=

Kit icerigi ve 6rnekler oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

2. Standartlar seri sulandirildi.

3. Ik 7 kuyucuga farkh konsantrasyonda hazirlanan standartlar pipetlendi 8. kuyucuga ise
kor pipetlendi.

4. Geri kalan kuyucuklara 100 pL standart ya da drnek konulur ve ardindan 100 pL
Detection Reagent A hemen uygulandi.

5. Karnstirilir ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

6. Aspire edilir ve 3 kez yikama solusyonu ile yikandi.

7. 100 mL Detection Reagent B eklendi. 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

8. Aspire edildi ve 5 kez yikama solusyonu ile yikandu.

9. 90 mL substrat soliisyonu eklendi ve 37 °C’de 10-20 dakika inkiibe edildi.

10. 50 mL stop soliisyonu eklenir ve 450 nm dalga boyunda okunur.

3.2.13. Hiicrelerde IL-6 Diizeyi Ol¢iimii

Hiicrelerin IL-6 diizeyleri ELISA yontemiyle ticari kit kullanilarak Multiskan (Thermo
Scientific) cihazinda 6l¢iildi. Testin prensibinde plak kuyucuklari IL- 6 proteinlerine karsi
gelistirilmis spesifik bir antikor ile kaplanmistir. Standartlar yada érnekler plak kuyucuklarina
uygun miktarda eklenmesi ile birlikte ortamda mevcut durumdaki IL-6 proteinleri sabit faza
yapisik antikorlarca tutulurlar. Daha sonra IL-6 proteinleri spesifik antikor olan bir biyotinle
isaretlenmis konjugatla tekrar baglanir ve sandvi¢ yapisi meydana getirir. Avidin ile isaretli
peroksidaz enzimi biyotinle isaretli konjugatlara baglanir ve renk degisimi meydana gelir. Enzim-
substrat reaksiyonu sulfirik asit soliisyonu iceren stop soliisyonun eklenmesi ile son bulur.
Cozelti rengi maviden sariya doner olusan bu rengin yogunlugu 450 nm’de spektrofotometrik

olarak o6l¢iildii. Orneklerin konsantrasyonu standart egriye gore hesaplandi.
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Calisma prosediirii:

[EEY

Kit icerigi ve 6rnekler oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

Standartlar seri sulandirildi.

Ik 7 kuyucuga farkh konsantrasyonda hazirlanan standartlar pipetlenir 8. kuyucuga ise

kor pipetlendi.

Geri kalan kuyucuklara 100 pL standart ya da 6rnek konulur ve ardindan 100 pL

Detection Reagent A hemen uygulandi.

Karistirilir ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

. Aspire edilir ve 3 kez yikama solusyonu ile yikandi.

5
6
7.
8
9

100 mL Detection Reagent B eklendi. 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

. Aspire edildi ve 5 kez yikama solusyonu ile yikandi.

90 mL substrat soliisyonu eklendi ve 37 °C’de 10-20 dakika inkiibe edildi.

10. 50 mL stop soliisyonu eklendi ve 450 nm dalga boyunda okundu.

3.3. istatistiksel yontemler

Istatistiksel analizler icin SPSS 25 (Statistical Package for Social Scicences) paket

programi kullanildi. TNF-o, NO, IL-6, PGE; diizeyleri ile COX-2 ve iNOS gen ekspresyon

degiskenlerinin Shapiro-Wilk testine gore normal dagilima sahip oldugu goriildii (p>0,05).

Birbirinden bagimsiz olan gruplarinin karsilastirilmasi igin normal dagilima uyan degiskenler

icin ANOVA ve alt grup karsilastirmalarinda Bonferroni ¢oklu karsilastirma testleri kullanildi.

Sonuclar ortalama # standart sapma olarak ifade edildi. Testlerde istatistiksel anlamlilik derecesi

ise p<0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular

Yapilan sitotoksisite testine gore LD1o, LD2o, LD3o, LD4o, LDso degerleri sirasiyla 0,623, 4,376,
8,130, 11,884, 15,638 uM olarak bulundu.

4.1.1. MCF-7 Hiicrelerine Uygulanan Usnik Asit'in iNOS Gen Ekspresyonuna Etkileri

Her grubun iNOS gen ekspresyonu, ayni 6rnegin beta aktin gen ekpresyonlari ile
oranlandi. Herhangi bir uygulama yapilmayan Grup I kontrol grubu olarak kabul edilerek diger

gruplarin gen ekspresyonlar1 kontrol grubuna oranlanarak hesaplandi. Calisma 3 kez tekrar

edildi.

Buna gore Grup I, Grup II, Grup III, Grup IV, Grup V ve Grup VI'nin rolatif gen
ekspresyonlan sirayla 1+0, 0,876+0,015, 0,783+0,01, 0,521+0,01, 0,411+0,01, 0,190+0,006
bulundu. Tiim gruplarin iNOS gen ekspresyonu Sekil 4.1."de gosterildi. Grup II, Grup III, Grup IV,
Grup V ve Grup VI'nin iNOS gen ekspresyonu doza baglh olarak Grup I'e kiyasla istatistiksel olarak
diistik bulundu (p<0,05).

1.5-

=
c
(o)
>
(7))
2 1.0-
E‘ = *kk

m el
W
c = Fokk
8 0.5+ Kk
8 *kk
>
=00 IN—
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Usnik asit Konsantrasyonu (M)

Sekil 4.1. iNOS gen ekspresyonu diizeyleri (n=3)

*** Grup I'e kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,05).
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4.1.2. MCF-7 Hiicrelerine Uygulanan Usnik Asit'in COX-2 Gen Ekspresyonuna Etkileri

Gruplarin COX-2 gen ekspresyonu, ayni O6rnegin beta aktin gen ekpresyonlar ile
oranlandi. Herhangi bir uygulama yapilmayan Grup I kontrol grubu olarak kabul edilerek diger
gruplarin gen ekspresyonlar1 kontrol grubuna oranlanarak hesaplandi. Calisma 3 kez tekrar

edildi.

Buna gore Grup I, Grup II, Grup III, Grup IV, Grup V ve Grup VI'nin rolatif gen
ekspresyonlarn sirayla 1+0, 0,750,003, 0,632+0,003, 0,55+0,004, 0,261+0,005, 0,181+0,002
bulundu. Tim gruplarin COX-2 gen ekspresyonu Sekil 4.2.’de gosterildi. Grup II, Grup III, Grup IV,
Grup V ve Grup VI'nin COX-2 gen ekspresyonu doza bagh olarak Grup I'e kiyasla istatistiksel
olarak diisiik bulundu (p<0,05).
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COX-2 gen ekspresyonu
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Sekil 4.2. COX-2 gen ekspresyonu diizeyleri(n=3)

*** Grup I'e kiyasla istatistiksel olarak diistik bulundu (p<0,05).
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4.1.3. MCF-7 Hiicrelerine Uygulanan Usnik Asit'in PGE; Diizeyi Uzerine Etkisi

Her gruptaki 6rneklerinin PGE; seviyesi ELISA yontemiyle 6l¢iildi. Calisma 3 kez tekrar

edildi. Sonuclar pg/mL olarak ifade edildi.

Grup I, Grup I, Grup III, Grup IV, Grup V ve Grup VI'nin PGE; seviyesi sirayla 73,67+5,82,
69,4+1,64,57,43+1,40,50,43%£1,91,42,5+1.15, 30,47+1,30 bulundu. Tiim gruplarin PGE; seviyesi
Sekil 4.3."de gosterildi. Grup III, Grup IV, Grup V ve Grup VI'nin PGE; seviyeleri doza bagh olarak
Grup I'e kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,05). Grup II'nin PGE; diizeyi kontrole gore

diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml degildir. (p>0,05).
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0 0,6235 4,377 8,130 11,884 15,638
Usnik asit Konsantrasyonu (M)

Sekil 4.3. Gruplarin PGE; seviyeleri (n=3).

*** Grup I'e kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,05).
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4.1.4. MCF-7 Hiicrelerine Uygulanan Usnik Asit'in NO Seviyesi Uzerine Etkisi

NO seviyesi Griss yontemiyle 6lciildii. Calisma 3 kez tekrar edildi. Buna gére Grup I, Grup
I, Grup III, Grup IV, Grup V ve Grup VI'nin NO seviyeleri sirayla 80,33+1,15, 76,27+ 1,12, 43,2+
2,44,40,67+3,22,32,8+1,95, 28,60+3,18 olarak saptandi (Sekil 4.4.). Grup III, Grup IV, Grup IV ve
Grup VI'nmin NO seviyeleri doza bagh olarak Grup I'e kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu
(p<0,05). Grup II" deki NO diizeyindeki azalma istatistiksel olarak anlami saptandi (p>0,05).
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Sekil 4.4. Gruplarin NO seviyeleri (n=3).

*** Grup I'e kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,05).
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4.1.5. MCF-7 Hiicrelerine Uygulanan Usnik Asit'in TNF-«a Seviyesi Uzerine Etkisi

TNF-a seviyesi ELISA yontemiyle 6l¢iildii. Sonuclar pg/mL olarak ifade edilmistir. Calisma
3 kez tekrar edildi.

Buna gore Grup I, Grup I, Grup III, Grup IV, Grup V ve Grup VI'nin TNF-a seviyesi sirayla
3,293+0,08, 2,51+ 0,068, 2,21+ 0,1, 2,11+0,8, 1,80+0,04, 1,30+0,01 bulundu. Tiim gruplarin TNF-
a seviyesi Sekil 4.5."de gosterildi. Grup II, Grup III, Grup IV, Grup V ve Grup VI'nin TNF-a seviyeleri
kontrole gore istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,05).
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Sekil 4.5. Gruplarin TNF-«a seviyeleri (n=3).

*#* Grup I'e kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,05).
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4.1.6. MCF-7 Hiicrelerine Uygulanan Usnik Asit’in IL-6 Seviyesi Uzerine Etkisi

Her grubun 6rneklerinin IL-6 seviyesi ELISA yontemiyle 6l¢iildii. Sonug¢lar pg/mL olarak

ifade edildi. Calisma 3 kez tekrar edildi.

Grup I, Grup I, Grup III, Grup IV, Grup IV ve Grup VI'nin IL-6 seviyesi 391,67+9,61, 332,33+17,79,
306%18,52, 284,33+9,02, 280+9,85, 222+9,85 olarak bulundu (Sekil 4.6.). Grup II, Grup III, Grup
IV, Grup V ve Grup VI'nin IL-6 seviyeleri doza bagh olarak Grup I'e kiyasla istatistiksel olarak
diisiik bulundu (p<0,05).
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Sekil 4.6. Gruplarin IL-6 seviyeleri (n=3).

*** Grup I'e kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,05).

46



Metin Yildirim, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2019

4.2. Tartisma

Meme kanseri kadinlar arasinda en ¢ok tanisi konan ve 6liime sebebiyet veren kanser
tiirtdir [3]. Yeni tedavi stratejileri tasarlanirken ¢esitli molekiiler yolaklar: hedeflemeli saglikli
hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerini yok etmeli ya da en azindan bu hiicreleri
¢ogalmalarinin engellenmesine yardimci olabilmelidir. Dogal {iriinler, kanser tedavisinde yeni
ilac formiilasyonlari acisindan potansiyel kaynak olusturmaktadir [124]. Baz1 arastirmacilar son
zamanlarda biyolojik organizmalardan elde edilen dogal metabolitlerin kanser hiicreleri
lizerindeki etkilerini géstermislerdir [125]. Son yillarda, bazi bitkisel kokenli metabolitler ila¢
endiistrisinde kullanilmaktadir ve bir¢ok potansiyel metabolitin ila¢ endistrisinde yer almasi

adina halen arastirilmasi gerekmektedir.

Liken tiirleri ve bunlardan izole edilen metabolitler ila¢ endiistrisinde kullanilabilir.
Likenden elde edilen ikincil metabolitlerden biri usnik asittir [126,127]. Literatiirde usnik asidin
kanser hiicre hatlarinda giiclii bir sekilde etkili oldugu gosterilmistir. Yapmis oldugumuz literatiir
taramalarinda MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda usnik asitin antiinflamatuvar etkisi ile ilgili
calisma bulunamamistir. Kili¢ ve ark. yapmis olduklar1 calismada usnik asid’in LDso degerini
13,11uM olarak bulmuslardir; bizim ¢alismamizda ise bu deger 15,638 uM olarak belirlenmistir
[128]. HeLa, MDA-MB-231, A549 ve MiaPaca kanser hiicre hattinda usnik asit antiproliferatif etki
gosterdigi Mallavadhani ve ark. tarafindan gosterilmistir. Bizim calismamiza gére usnik asit doza
bagimli olarak MCF-7 hiicre hattinda antiproliferatif etki gostermistir Liken metabolitlerinin

mitotik etki gdostermesinin yani sira apoptozu baslattigi rapor edilmistir [129].

Farmakolojik calismalar usnik asitin antioksidan 6zellikleri tizerine odaklanmistir. Usnik
asit bazi antioksidanlar gibi farkl sartlar altinda pro-oksidan aktivite gdstermistir. Polat ve
arkadaslari, usnik asitin konsantrasyona bagl olarak antioksidan ve prooksidan etki gésterdigini
bildirmistir. ROS iiretimi ve oksidatif stresin usnik asit toksisitesi ile iliskili oldugu ortaya
cikmistir [130]. Han ve arkadaslarina gore, usnik asit fare karaciger hiicrelerinde oksidatif stresi

indiiklemistir [131].

Inflamasyon; patojen, uyarici, aberant hiicreler gibi cesitli zararli uyaricilara kars
vaskiiler dokularda meydana gelen kompleks biyokimyasal ve immiin bir siirectir. Fizyolojik
olarak bakildiginda viicudun savunma mekanizmasinin doku hasarindan sonra veya enfeksiyona

kars1 gostermis oldugu reaksiyondur.

Inflamasyonun kanseri tetikledigi bilinmektedir [49,52]. Eikosanoidler iizerinde yapilan
bircok farmakolojik calismada, kanser gelisimi ve prognoz iizerindeki rollerine vurgu

yapilmaktadir [136,137]. PLA2, COX-1, COX-2 ve mPGES-1 genleri nakavt edilmis hayvan
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modelleri lizerinde yapilan bir arastirmada genlerin knock out edilmesi sonucunda prostaglandin
sentezinin inhibe olmasindan kaynakli tiimoér hiicrelerinin gelisiminin baskilandigi gosterilmistir
[134-136]. COX-2 ve LOX enzimatik aktiviteleri ve bunlarin yan irtnlerinin, birgok kanserin
gelisimi i¢in gerekli oldugu kanitlanmistir. mPGES-1 ve COX2 genlerinin meme, kolon, prostat
kanserlerinde asir1 eksprese olduklari gériilmiistiir. COX-2 aracilifiyla meydana gelen PGE2'nin,
anjiyogenezi tesvik edilmesi, hiicresel proliferasyonu, anjiyogenezi uyarimasi sonucunda
kanserin gelismesini saglamaktadir [137-139]. Bagisiklik sisteminin baskilanmasi tiimor gelisimi
ile iliskili en yaygin klinik tablodur [140]. Timér hiicresinin asir1 miktarda immiinsiipresif

mediator lireterek immiin siirveyansi zayiflattig1 gosterilmistir.

COX-2'nin kristal yapisinin aydinlatilmasi ve izolasyonu, yeni tedavi secenekleri ve ilag
tasarimlar i¢in 6nemli bir yol agmistir. NSAID'lerin istenmeyen yan etkilerinin, COX1'i inhibe
etmesinden kaynaklandigl yaygin bir algiydi COX2'nin kesfi, antiinflamatuar tedavide devrim
yarattl. Bu nedenle, secici COX-2 inhibitorlerinin kullanilmasi klasik NSAID'ler gibi benzer
terapdtik aktivite liretmesi ve daha az yan etkiye sebep vermesi beklenmistir [141]. Denbinobin,
NF-kB aktivasyonunu inhibe ederek konsantrasyona bagli bir sekilde iNOS ve COX-2 aktivitesini
azaltir [142]. Genistein’in, MCF10A’da TPA kaynakli COX-2 ekspresyonunu ve NF-kB'nin
transkripsiyonel aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir [143]. Bir baska ¢alismada, resveratroliin
COX-2 ekspresonunu azalttig1 bildirilmistir [144]. Silibinin'in, ERa'nin ekspresyonunu azaltarak
meme kanseri hiicre hattinda sitotoksik aktivite sergiledigini ve silibinin antikanser aktivitesinin,
Wnt / LRP6 sinyalinin baskilanmasiyla iliskili oldugunu ayrica, meme kanseri hiicrelerinde COX-
2 ekspresyonunu inhibe ederek TPA kaynakli MMP-9 ekspresyonunu diisiirdiigii bildirilmistir
[145,146]. Calismamizda usnik asitin COX-2 gen ekspresyonu seviyesini konsantrasyona bagh
olarak azaldig1 ve Grup I'e oranla Grup II, Grup III, Grup IV, Grup V ve Grup VI'nin rélatif gen
ekspresyonlari sirayla % 25, % 36,8, % 45, %73,9, %81,9 oraninda azaldig1 belirlenmistir. Kontrol
grubu ile usnik asit uygulanmis gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit

edilmistir (p<0,05).

iNOS (NOS2) ve eNOS (NOS3) NOS'1n izoformlaridir ve MCF-7’nin de igerisinde oldugu
bir¢ok kotii huylu tiimoér ve hiicre hattinda eksprese edilirler. Zeybek ve ark., MCF-7 hiicre
hattinda Gemcitabine ve Vinorelbine'nin eNOS ve iNOS iizerine olan etkilerini incelemisler ve bu
ilaclarin iNOS tlizerinde bir degisime sebebiyet vermedigini bulmuslardir. Ca*2 bagimsiz iNOS, ¢ok
miktarda NO iiretilmesine neden olmustur. NO miktarinin fazlalif1 DNA ve protein yapisina zarar
verebilir. Literatiirde tiimor gelisiminin ilk evrelerinde iNOS’un meme neoplazisinin artisinda rol
aldig1 belirtilmistir [147]. Crowel ve ark., yapmis olduklar1 hayvan ¢alismalariyla iNOS'un kolon
kanserinde karsiyogenezi arttirici etkisi oldugunu ayrica iNOS inhibitérlerinin kemopreventif

etki gosterdigini bildirmislerdir [148].
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Oktem ve ark., doksorobisin ve dotatakselin MCF-7 hiicre hattinda iNOS, NO iiretimi ve
sitotoksisite iliskilerini incelemisler, meme kanserinde kullanilan dotatakselin iNOS
ekspresyonunu inhibe ettigi bununla birlikte NO iiretim seviyelerinin azalttigini bildirmislerdir
[149]. Bu ¢alismada usnik asitin iNOS gen ekspresyon seviyeleri Grup I’e oranla diger gruplarda
konsantrasyona bagh olarak % 12,4 % 21,7 % 47,9 % 58,9 % 81 oraninda azaldig1 ve bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

NO, timoér kan akisini ve anjiyogenezi arttirdifindan dolay1 kanser biyolojisinde
paradoksal role sahiptir. NO yarim 6mrii kisa siireli olan serbest radikaldir. Daha 6nceki
calismalara gore fazla ve dilizensiz NO sentezi tiimor hiicrelerinin metastazini ve timor
olusumunu desteklemektedir. NO ayrica hiicre proliferasyonunu azaltmakta ve yiliksek
konsantrasyonlarinda apoptozu indiiklemektedir. Meme kanserinde artmis NO tiretimi TNF-q,
forbol ester, peptid hormonlar gibi cesitli apoptotik ajanlar ile diizenlenmistir. Kumar ve ark.,
MCF-7 hiicre hatti lizerinde Fraxinus micrantha ekstraktinin doza bagh olarak antiproliferatif

aktivite gosterirken NO iiretimini arttirdigini1 géstermistir. [150].

Rezakhani ve ark., yengec¢ kabugundan elde ettikleri ekstraktlar1 MCF-7 meme kanseri
hiicre hattina uyguladiklarinda doza bagh olarak anti-proliferatif aktivitenin yani sira NO
seviyelerinde diisiis gozlemlemislerdir. MCF-7 hiicrelerinde inhibitér o6zelligi NO
sekresyonundaki diisiis, COX-2 ekspresyonundaki azalmaya ve sitokin ekspresyonunda

azalmadan ileri geldigini diistiniilmektedir [151].

Calismamizda usnik asitin NO seviyesini konsantrasyona bagh olarak azalttigi Grup I,
Grup II, Grup III, Grup 1V, Grup V ve Grup VI'nin 80,33+1,15, 76,27+ 1,12, 43,2+ 2,44, 40,67+3,22,
32,8+1,5, 28,60+£3,18 belirlenmis olup. Kontrol grubu ile usnik asit uygulanmis gruplar (Grup II
disinda) arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Elde

ettigimiz sonuclar literatiir ile korelasyon géstermistir.

Boylece inflamasyon gelisiminde 6énemli genlerden olan COX-2 ve iNOS’un hedeflenmesi
kanserin erken teshisinin yani sira tedavide yeni stratejilerin gelistirilmesinde 6nem arz

etmektedir.

TNF-a viral replikasyon, proliferasyon ve apoptoz gibi 6nemli fizyolojik olaylarda énemli
role sahiptir. Dahasi, artmis TNF-a seviyeleri NF-kB’y1 aktive ederek tiimor gelisimine sebep
olmaktadir. TNF seviyeleri invaziv meme kanserli hastalarda beningli olan dokulara goére daha

ylksek oldugu bildirilmistir [148].

Hem o6strojen pozitif hem 6strojen negatif hiicre hatlarinda IL-6 invazivligi ve tiimoér

biiylimesini indiiklemektedir. Buna ek olarak, pro ve anti inflamatuvar sitokin olarak akut faz
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cevabidir. Deniz siingeri Geodia cydonium’den elde edilen ekstrakt MCF-7 hiicre hattinda IL-6,

TNF-a ve IL1p sitokinlerini inhibe etmistir.

Calismamizda IL-6 seviyeleri Grup I'e kiyasla Grup II, Grup IlII, Grup 1V, Grup V ve Grup
VI'da % 15,15, % 21,87, % 27,4, % 28,51, % 43,32 oranda azaldigini ve bu azalmanin istatistiksel

olarak anlamli oldugunu gérmekteyiz (p<0,05).

TNF-a ve NO’in asir1 iretimi insan viicudu icin zararli olan asir1 inflamasyon
reaksiyonlarin artisina sebep olmaktadir [152]. Usnik asitin, LPS-ile indiiklenen RAW 264.7

makrofaj hiicrelerinde TNF-a ve NO iiretimini doza bagimli olarak azalttig1 bildirilmistir [153].

Farkli konsantrasyonlarda usnik asit uygulanan deney gruplarina baktigimizda TNF-a
seviyesi konsantrasyona bagh olarak azaldig1 bu degerin Grup II'de % 23,7, Grup III'de % 32,9,
Grup IV’ de % 36, Grup V'de % 45 ve Grup VI’ da % 60 oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu ile
usnik asit uygulanmis gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goérilmiistir

(p<0,05).

Vijayakumar ve arkadaslari, deney hayvanlarinda olusturulmus kronik ve akut
inflamasyon modellerine karsi1 Roccella montagnei likeninden izole edilen usnik asitin doza
bagimli olarak antiinflamatuvar 6zellik gosterdigini ve sicanlarda karagenin ile olusturulmus
pence 6demini doza bagiml olarak azalttig1, analzejik ve ates diisiiriicii etki gdstermesinin yani
sira mekanizma olarak diger steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglar gibi prostaglandin

sentezini inhibe ettigini belirlemislerdir [154].

Su ve arkadaslari, farelerde LPS ile olusturulmus akut akciger hasarina karsi usnik asit’in
koruyucu etki géstermesinin yani sira inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttigini ve usnik asit’in
TNF-a, IL-6, IL-8, makrofaj inflamatuvar protein-2 (MIP-2) ekpsresyonunu azalttigi da
bildirilmistir [155]. Huang ve arkadaslari, LPS ile stimiile edilmis RAW-264.7 hiicre hattinda
yaptiklar1 calismada doza bagiml olarak usnik asit'in TNF-a, IL-6, IL 1-f ve iNOS ve COX-2

ekspresyonunu azalttigini bulmuslardir [156].

Engel ve arkadaslar1 usnik asitin ana natural kaynaklarindan Usnea Barbata ekstraktini
HACAT hiicre hattinda anti-inflamatuvar etkisini incelemislerdir. Elde edilen verilere gére bu
bitki ekstraktinin COX-2 protein ekspresyon seviyelerini doza bagimli olarak diisiirdiigiini

bulmuslardir [157].

Parmelia saxatilis’den izole edilmis usnik asitin, RAW-264.7 makrofaj hiicre hattinda TNF-

a, IL-1 and IL-6'nin yani sira TNF-a, iNOS ve COX-2 gen ekspresyonunu baskiladigi
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gosterilmistir. NF-kB niikleer transkripsiyon faktori, inflamasyon siiregte IL-1f3, TNF-a, iNOS ve

COX-2 gibi ¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenler [158].

C. monachoum etanol ekstrakti PGE; diizeylerini doza bagiml olarak azaltmistir. Alplerde
yetisen 17 liken tiiriinden elde edilen etanol ekstraktlarinin antiinflamatuvar o6zellikleri
incelenmis ve diisiik dozlarda bile PGE; seviyesini doza bagiml olarak diisiirdiigii bildirilmistir

[159].

Yaptigimiz ¢alismada meme kanseri hiiclerine farkli konsantrasyonda usnik asit
uygulamasi PGE; diizeylerini konsantrasyona bagh olarak % 5,79, % 22, % 31,54, % 42,24 %
58,63 azalttig1 bulunmus olup. Kontrol grubu ile usnik asit uygulanmis gruplar (Grup II disinda)

arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Bilen ve ark., Usnea barbata likeni ekstraktin1 Lactococcus garvieae infeksiyonuna sahip
alabaliklarin tedavisinde ve immun sistem baglantili IL-8, TGF- {3, [L-12 Beta, TNF-q, IL-10, COX-
2, IL-6, TLR5, C3, IGM, MHC-II, iNOS, IgT, IFN1, IFN2 genlerinde ¢alismislardir. Usnea barbata
likeni metanol ekstraktinin antibiyotik yerine organik bir {riin olarak etkili bir sekilde

kullanilabilecegi sonucuna varmislardir [160].
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda;

Usnik asitin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda antiproliferatif 6zellik gosterdigi
gozlemlenmistir.

Kontrol ve usnik asit uygulamasi yapilan hiicrelerde NO diizeyleri incelendiginde NO
degerinin kontrol grubunda daha yiiksek oldugu bu yiiksekligin usnik asit uygulanmis
gruplarda doza bagiml olarak azaldigi bu azalmanin ise istatistiksel olarak anlamh
oldugu bulunmustur.

Kontrol ve usnik asit uygulamasi yapilan hiicrelerde PGE; diizeyleri incelendiginde
PGE;degerinin kontrol grubunda daha yiliksek oldugu bu yiiksekligin usnik asit
uygulanmis gruplarda doza bagiml olarak azaldig1 bu azalma ise istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur.

Kontrol ve usnik asit uygulamasi yapilan hicreler TNF-a, dizeyleri acisindan
karsilastirildiginda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.

Kontrol ve usnik asit uygulamasi yapilan hiicrelerde IL-6 diizeyleri incelendiginde IL-
6 degerinin kontrol grubunda daha yiiksek oldugu bu ytiksekligin usnik asit uygulanmis
gruplarda doza bagimh olarak azaldigi bu azalma ise istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda usnik asitin doza bagimli olarak iNOS ve COX-2 gen
ekspresyonunu diistirdiigii, bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.
Bu bilgilerin 1s181nda usnik asitin kanserli hiicredeki inflamasyonu baskilayabilecegi
gorilmiistiir. Usnik asitin c¢esitli formiilasyonlarla meme kanserinde inflamasyonu

baskilamak amaciyla kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.
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