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TGF-B, Hesperitin ve Kuersetinin MCF-7 Hiicresinin
uPA Aktivitesi Uzerine ve PAI-1 Ekspresyonuna EtkKisi

Hatice Miige Samanci Dursun
Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA-2015

Sitokin ailesinin baglica iiyesi olan transforme edici bilyiime faktdrlerinden TGF-p; hiicrenin
proliferasyonu, diferansiasyonu, motilitesi, adhezyonu ve oliimii gibi hiicresel siiregleri diizenleme
yetenegine sahiptir. Epidemiyolojik ve deneysel in vivo ve vitro ¢aligmalarda kanser iizerine etkinligi
gosterilmistir.

Bitki kaynakli flavonoidler, &zellikle antiproliferatif ve antioksidan ozellikleri tagimast
yoniiyle son zamanlarda arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Hiicre kiiltiirii ve deney hayvan
calismalariyla, karsinogenezde flavonoidlerin kanser onleyici etkilerinin oldugu ortaya konmustur.
Fakat antikanserojenik olarak degerlendirilen flavonoidlerin halen molekiiler etki mekanizmalari
anlagilamamustir.

Calismamizda TGF-f ve flavonoid tiiriinde olan, kuersetin (3,3',4',5,7-pentahidroksi flavon)
ve hesperetin (3°,5,7-trihidroksi—4’-metoksiflavon)’in, MCF-7 meme kanseri hiicre serisinde, farkli
konsantrasyon ve siirelerde hiicre proliferasyonu iizerine etkisini, gercek zamanli hiicre elektronik
algilama sistemiyle (xCELLigence,) ortaya koymayi amagladik. Ayrica proteazlardan biri olan uPA
ve inhibitdrii olan PAI-1 iizerine ne gibi etki ettigini ortaya koyarak birbirleriyle baglantilarini
aciklamaya calistik.

Bu amagla hiicre kiiltiirii laboratuvarinda TGF-B, hesperetin ve kuersetinin farkli
konsantrasyonlar1 ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin doz ve zaman bagimh olarak
proliferasyonunun inhibisyonu gozlemlendi. Hiicrelerin proliferasyonundaki degisiklikler, gergek
zamanli hiicre algilama sistemi kullanilarak degerlendirildi. Hiicre sayisindaki degisiklikler, mikro
elektrot iceren 6zel hiicre kiiltiirii kuyucuklarinda, deney siiresince 15’er dakika boyunca bir siirekli
olarak izlendi. Bu sistemde belirlenen 1Csy dozuyla hazirlanmig olan hiicre lizatlarindan alinan
orneklerde, uPA aktivitesi ve PAI-1 diizeyi analizleri gergeklestirildi.

Sonug olarak, TGF-f, hesperetin ve kuersetinin meme kanseri hiicresi proliferasyonunu doz
ve zamana bagimli olarak inhibe ettigi ve bunu uPA aktivitesini ve PAI-1 diizeyini etkileyerek
gosterdigi gozlenmistir. Bu degerlendirmeyle birlikte, TGF-B, hesperetin ve kuersetinin hiicre
proliferasyonuna etki mekanizmaszyla ilgili daha ileri ¢aligmalar bu konuda aydinlatici olacaktir.

Anahtar Sozciikler: hesperetin; kuersetin; MCF-7; TGF-f; uPA aktivitesi.
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The Effect of TGF-p, Hesperetin and Quercetin on uPA Activity and PAI-1
Expression of MCF-7 Cell Line.

Hatice Miige Samanci Dursun
Department of Medical Biochemistry

MASTER / KONYA-2015

TGF-B, which is one of the transformer growth factors and the main member of Cytokine
family, is able to arrange cellular processes like cell proliferation, differentiation, motility, and
adhesion and cell death. Its efficiency on cancer in epidemiological and experimental in vivo and vitro
studies is shown.

Phyto-flavonoids have recently drawn the attention of researchers for anti-proliferative and
antioxidant features. With cell culture and experimental animal studies, it was revealed that flavonoids
had anti-carcinogenic effects in carcinogenesis. However, molecular effect mechanisms of flavonoids
that are considered as anti-carcinogenic still can’t be understood.

In our study, it is aimed to prove the effect of quercetin (3,3',4',5,7-pentahidroksi flavon) and
hesperetin (3°,5,7-trihidroksi—4’-metoksiflavon), which are in type of TGF-f and flavonoid, on cell
proliferation in different concentration and durations through real-time cell electronic sensing system
(XCELLigence,). Besides, the study reveals how it has an effect on uPA, one of the proteases and its
inhibitor, PAI-1 and their links with each other.

To this end, inhibition of MCF-7 cells’ proliferation in a dose and time dependent manner is
observed in cell culture laboratory. These MCF-7 cells have been treated with different concentrations
of TGF-B, hesperetin and quercetin. Changes in cells’ proliferation have been evaluated by using real-
time cell sensing system. Changes in cell number have been monitored in every 15 minutes during the
experiment in special cell culture boxes containing microeiectrode. In the patterns of cell lysates
prepared with 1Csgdose determined in this system uPA action and PAI-1 level analyses have been
conducted.

Consequently, it is observed that TGF-p, hesperetin and quercetin inhibits proliferation of
breast cancer cell in a dose and time dependent manner and also that it indicates this by effecting uPA
action and PAI-1 level. With this fact, further studies on TGF-B, hesperetin and
guercetine’smechanism of action on cell proliferation will be informative.

Key Words: hesperetin; MCF-7; quercetin; TGF-B; uPA.



1. GIRIS

Meme kanseri tiim diinyada kadinlar arasinda en sik gériilen malign timordiir
ve kanser oliimlerinin basta gelen nedenidir (Jemal ve ark2011, Youlden ve ark2012).
Ulkemizde akciger kanserinden sonra 2. sirada goriilen kanserdir. Meme kanseri;
meme dokusundaki hiicrelerin farklilagmasi ve kontrolsiiz biiylimesi sonucu lokal
gelisen timor olusumu ve/veya timoriin diger dokulara metastaz yapmasi
durumudur. Meme kanseri; yas, sigara kullanimi, fertil-gag siiresi, sosyo-ekonomik
cevrenin etkileri gibi pek ¢ok ¢evresel ve genetik faktoriiniin etkisi altinda gelisim
gosteren bir kanser tipidir (Baum2002).GLOBOCAN verilerine gore 2012 yilinda
Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasinin gelistigi ve en ¢ok tan1 konulan
kanserlerin sirasiyla akciger kanseri (%13,0) ve meme kanseri (%11,9) oldugu

belirtilmistir (Globocan 2012).

Kanser olusumu, "transforming growth factor beta" (TGF-B) gibi birgok
biiyltime faktorlerinin de rol aldig1 cesitli patogenetik mekanizmalar ile agiklanmustir.
TGF-B"nodal", "activin", BMP ("bone morphogenic protein") ve AMH
("antimullerian hormone")’1 de kapsayan, doku homeostazinin siirdiiriilmesi ve
embriyonik gelisimin kontroliinde 6nemli rolleri olan genis bir sitokin ailesinin
baglica tiyesidir. TGF-Bhiicre boliinmesi (proliferasyon),
farklilagmasi(diferansiasyon), adhezyon, morfogenez,ekstraseliiler matriks olusumu
ve programli hiicre 6limii gibi ¢esitli hiicresel siireclerinkontroliinii saglamaktadir.
Bu biiylime faktoriiniin sinyalizasyon yolu birgok farkli yollar ile etkileserek
hiicrenin homeostazini saglamaktadir (Siegel ve Massague 2003,Feng ve Derynck
2005,Ten ve Hill 2004).

Son yillarda TGF-f’nin kanser gelisimindeki roliiniin arastirilmasi biiytik bir
onem kazanmistir. TGF-Bhem timor supresér, hem de onkogen gibi
davranabilmektedir. TGF-Bepitelyal hiicrelerin boéliinmesini  baskilayarak timor
supresif etkisini gostermektedir. Tiimor hiicreleri bu biiyiime faktdriiniin antitiimoral
etkisini yok etmektedir. Tiimoral dokularda TGF-f onkogenik &zellikler gostererek,
kontrolsiiz proliferasyon, metaplazi, displazi ve aplazi gelismesi,invazyon ve
metastaz gibi olaylarin gergeklesmesine aracilik etmektedir (Derynck2001,
Wakefield ve Romerts 2002)



Plazminojen aktivatorleri (PA’lar) ve plazminin fonksiyonlari arasinda
fibrinoliz, doku yapilanmasi, hiicre migrasyonu ve doku yikimi sayilabilir. Plazmin
aktivasyonu piht1 yikiminda, inflamasyonda, tiimor yayiliminda, yara iyilesmesinde,
anjiogenez ve trofoblast invazyonunda rol alir. Timor hiicreleri invazyon igin
proteolitik aktiviteye ihtiya¢ duyar; plazmin ile beraber diger doku yikim enzimleri
de tiimor hiicre metastazinda rol alir. Plazminojen ve plazminojen aktivatorleri hiicre
ylizeyine baglanir ve plazminojen plazmine doniigiir. Tiimor dokusunda tlirokinaz tipi
plazminogen aktivatorii (uPA) ve/veya bunun inhibitorii plazminojen aktivator
inhibitér-1 (PAI-1)‘in yiliksek diizeylerinin kotii prognozla iliskili oldugu
bulunmustur. Plazminojen aktivasyonu, plazminojen aktivator inhibitorleri ileregiile
edilmektedir. PAI-1, serpin smifindan bir proteazdir. uPA ve doku tipi plazminojen
aktivatoriiniin (tPA) asil regiilatorii PAI-1“dir (Scherrer ve ark.1999).

Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir. Yaklasik 6500 farkli
flavonoid bilinmektedir (Saldamli 2007). Genel olarak 6 sinifa ayrilirlar; flavonlar,
flavonoller, flavononlar, catechinler, antosiyanidinler, izofiavonlar(Ross ve Kasum
2002).

Flavonoidlerle in vivo ve iv vitro olarak yapilan calismalar kansere karst

koruyucu birgok mekanizmada rol oynadigini géstermistir.

Bunlar; dstrojenik/antidstrojenik aktivite, antiproliferasyon, hiicre siklusunun
durdurulmasimnin  ve apoptozisin indiiksiyonu, oksidasyonun engellenmesi,
deoksifikasyon enzimlerinin indiiksiyonu, immiin sistemin diizenlenmesi ve hiicre i¢i

sinyal iletimindeki degisikliklerdir (Diane ve ark. 2001).

Antioksidan, anti-inflamatuar, anti-allerjik, hipolipidemik, damar koruyucu
ve anti-karsinojenik etkiye sahip olan Hesperetin, portakal ve limonda en g¢ok
bulunan flavonoid grubu bilesiklerinden olan bir flavanondur (Erlund ve ark. 2001).
Yapilan caligmalarda Hesperetinin insan meme ve andorojen bagimli prostat kanser

hiicrelerinde proliferasyonu baskiladigi saptanmistir (Lee ve ark.2010).

Kuersetin ~ flavonoidlerin  en  oOnemli  bilesigi  ve  flavanoller
grubundandir.Sogan, salatalik, brokoli, domates, ¢ay, kirmizi sarap, yemisler,

zeytinyag1 ve elma kabugunda bol miktarda bulunur (Lu ve ark.2005).

Kuersetin’in  biyolojik etkilerinin; anti-kanser, anti-viral, anti-



trombotik, antiiskemik, anti-inflamatuar, anti-alerjik oldugu, arterosklerozisi ve
koroner kalp hastaliklarini1 6nleyici bir etkisinin oldugu, selliiler immiiniteyi stimiile
ettigi cesitli ¢alismalarla gosterilmistir (Gryglewski ve ark.1987, Deschner ve ark.
1991, Hertog ve ark. 1993, Formica ve Regelson 1995).

Meme kanseri tiim diinyada kadinlarda en yaygin goriilen kanser tipidir.
Hastaligin erken tanisi tedavi sansini arttirsa da metastatik formunda oldukga yiiksek
mortalite ve morbidite ile seyretmektedir. Hastaligin primer tiimor boyutundan ¢ikip
invasiv forma doniismesi mortalite ve morbidite ac¢isindan Onemlidir. Literatiirde
TGF-B erken evrelerde, tiimor hiicre proliferasyonu inhibe ederek bir tiimor
baskilayici roliindeyken ge¢ asamalarinda ise, tiimdr hiicre invazyonu ve metastazini
uyararak timorii agreve ettigi belirtilmektedir. Literatiirler PAI-1 diizeyinin invazyon
acisindan 6nemli bir markir oldugu ve primer doku PAI-1 diizeyinin k&tii prognostik
faktor oldugu belirtilmektedir. Bu c¢alismanin amaci; TGF-B, Hesperetin ve
kuersetinin antitiimoral etkinliklerinin invaziv parametrelerden olan uPA ve PAI-1
lizerine etkisini hiicre diizeyinde arastirmaktir. Literatiirde TGF-B1 ile caligilmig
yaymlar bununmaktadir. Bu yiizden bizde calismamizi TGF-B2 ile calismayi
planladik.

1.1. Kanser

Kanser biiyiime 6zellikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilimidir. Somatik
ve genetik hastaliklarin en sik, en yaygin ve ayni zamanda en komplike olanidir

(Futreal ve ark 2001).

Tim kanserler, DNA dizisindeki birtakim anormalliklerle olusmaktadir.
Kanserlerin %10-15’inin, kalitimsal oldugu %85-90’1ik kisminin ise yasam boyunca
canli hiicrelerdeki DNA’nin, mutajenlere maruz kalmasi, hiicre DNA’sindaki hafif
progressif degisiklikler ve replikasyonda hatalar olugmast ile sekillendigi
diisiiniilmektedir. Bazen olusan bu mutasyonlardan biri, icinde bulundugu hiicrenin
bliylimesini ve bu hiicreden tiireyen bir kanser klonunun olusmasini saglar.Kanser
multifaktoryel olup, bakterilerden viriislere, radyasyondan kalitima, c¢evresel
faktorlerden beslenme aliskanlifina ve kimyasallara kadar bir¢ok faktdr kanser

olusumuna neden olmaktadir (Williams 1992, 2001).



Kansere sebep olan etmen her ne olursa olsun, sonugta hiicrenin genetik
malzemesinde bozulma meydana gelir. Tek bir gendeki mutasyondan ¢ok, birkag
gende birden olusan hasar (hiicre sayisinin artmasi yoniinde ¢alisan genler
onkogenler, timor 6nleyici genler ve DNA onarim genleri) kanser olusumunda rol
oynamaktadir. Kanserde degisiklige ugramig genler, normalde doku homeostazisi ve
hiicre biliylimesini diizenleyen iic ana biyolojik yolu (hiicre siklusu, apopitoz ve

diferansiasyon) etkiler (Corn ve El-Deiry 2002).

1.1.2. Kanserin Karakteristik Ozellikleri

Tek bir genin mutasyonu kanser olusumu igin yeterli degildir. Karsinogenez,
coksayida gende mutasyon birikimi sonucu kansere ozgii fenotipik ve genetik
degisikliklerin olusumuyla ¢ok basamakli olarak gerceklesir. Her kanserde kismi
veya tam olarak bir¢gok malign fenotipik degisiklikler gozlenmektedir(Kumar ve ark.
2007).

Blytme sinyallerinde
kendi kendine yeterlilik

Buyltme karsiti
sinyallere duyarsizlik

Surekli Doku invazyonu ve
anglogenez metastaz

Cogalma potansiyelinde
sinirsizlik

Sekil 1.1. Kanserin Karakteristik Ozellikleri (Kumar ve ark 2007).



1.2.Hiicre Siklusu ve Siklusa Etkili Faktorler

Hiicre siklusunun kontrol noktalarinda ve diizenlenmesinde olusan
anormallikler kanser gelisimine yol agar. Mutasyona ugramis hiicre siklusu
bilesenlerinin bazilari onkogen ve tiimdr baskilayict gen (antionkogenler,

hemerogenler, satogenler) olarak da bilinir (Pucci ve Giordan 1999).

Hiicre siklusu, hiicre biiylimesi ve hiicre ¢ogalmasi i¢in programlanmistir (HO
ve Dowdy 2002). Organizmanin yiriittiigii bir program olan ve hiicreler arasinda
farklilik gosteren hiicre dongiisiiniin siiresi, bir dakika ile bir sene arasinda

degismektedir.Hiicre siklusu dort evrede gergeklesmektedir. (Sekil 1.2)

S-siklin-Cdk
Siklin A Cdk-2 ’
G1-S-siklin-Cdk

OB

Siklin E  Cdk-2 -

M-siklin-Cdk

Siklin D Cdk-4 Cdk-1 Siklin B

20

Cdk-6

G1-siklin-Cdk

Sekil 1.2. Hiicre dongiisiinde gérev alan siklinler ve dongiideki yerleri
(Cogulu ve ark 2007).

1. S evresi (Sentez): DNA replikasyonu, kromozom ciftlenmesi, RNA ve protein

sentezi gerceklesir.

2. G-2 evresi (G=Gap): DNA replikasyonu olmaz, RNA ve protein sentezi devam

eder.
3. M evresi (Mitoz): Mitoz ve sitokinez gergeklesir.

4. G-1 evresi: Ilk boliinmede olusan eshiicrelerin tekrar hiicre boliinmesine girmeden
S evresine hazirlandig1 evredir. DNA replikasyonu olmaz. RNA ve protein sentezi

devam eder.



Mitozdan G-1 evresine gegen hiicreler bolinmeye devam etmekte yada
bolinmeleri durmaktadir. G-1 ve S evresi arasindaki G-0 evresi ise, son
farklilasmasin1 tamamlamishiicrelerin dinlenme evresidir. Boliinmesi duran ve tiim
biyokimyasal olaylarin aktif olarak siirdiigli hiicrelerin gectigi, G-0 evresindeki hiicre
tekrar boliinecegi zaman dongliye G-1 evresinden katilmaktadir. Biiylime faktorleri,
sitokinler ve tiimdr viriisleri gibi mitojenik iletiler, hiicrenin S evresine gegis
hazirliklartyaptigr G-1 evresine girmesini saglar. Hiicre dongiisiinlin kontrol altinda
tutuldugu  noktalar G-1, G-2 evrelerinde ve M  evresinin  son
asamalarindabulunmaktadir (Weinberg 1995, Ho ve Dowdy 2002).

Hiicre dongiisiiniin her agamas1 siklinler olarak bilinen bir dizi protein
ailesi tarafindan diizenlenmekte ve bir grup siklinin gorevini tamamlamasindan
sonra, diger grup aktif hale gelmektedir (Heuvel ve Harlow 1993, Scriver ve ark
2001, Ho ve Dowdy 2002). Hiicre kopyalanmasi kesin bir hiicresel mekanizma ile
yonlendirilmektedir. Bu mekanizmanin motoru, hiicrenin metabolik aktivitelerini ve
hiicre boliinmesini diizenleyen, hiicre dongilisii evrelerini kontrol eden siklin-
bagimlikinazlardan (CDKs) olusmaktadir (Kopnin 2000, Scriver ve ark 2001). Hiicre
dongiisiiniin 6zel fazlarinda sentezlenen degisik siklinler, baglandiklar1 bu inaktif
CDKmolekiillerini aktive etmektedirler (Ho ve Dowdy 2002, Weinberg 1995 Heuvel
ve Harlow 1993).

Hiicre boliinme evresi 6ncesinde, DNA hasarinin engellendigi ve/veya tamir
edildigi asamalar yer almaktadir. Bu dongiinlin evreleri, biiyiime faktorleri,
sitokinler, onkogenler, siklinler, CDK gibi proteinler ve MPF (Maturation Promoting
Factor) ile birlikte diizenlenmekte, evrelerin herhangi birinde aksaklik (DNA hasar)
oldugunda, tiimor baskilayicit genler dongiliyli hemen durdurmaktadir. Sentezlenen
DNA hasarli veya replike edilmemisse dongii M evresine girmeden G-2 evresinde
durdurulmaktadir. G-1 evresinde, saptanan DNA hasar1 orta derecede ise timor
baskilayict gen (p53) tarafindan p21 proteininin sentezlenmesi saglanmaktadir. Siklin
CDK kompleksi inhibe edilerek dongii G-1 veya G-2 evresinde durdurulmakta veya
askiya alinmaktadir. Eger DNA hasar1 ¢ok biiyiik ise, p53 hiicrenin apopitoza
girmesine sebep olmaktadir (Pediconi ve ark 2003, Kopnin 2000).



1.3. Hiicre Biiyiimesini Uyaran Molekiiller

Hiicre boliinmesini kontrol eden mekanizmalardaki bir bozukluk, kontrolsiiz
hiicre boliinmesine ve asir1 hiicre ¢ogalmasina neden olur. Hiicre bdliinme ve
bliylimesinden sorumlu biyokimyasal mekanizmalar, hiicre c¢ekirdegindedir ve
ekstraselliiler diizenleyici molekiillerle (mitojenler) yonlendirilir. Hiicre biiylimesini
uyaran molekiiller, biiylime faktorleri ve sitokinlerdir. Biiyiime faktorleri, hiicre
bliylime ve proliferasyonu olaylarinin baglamasinda temel rolii oynayan; hiicre
boliinmesini uyaran veya inhibe eden veya Ozellesmis hiicreye farklilasmasini
baslatan peptidlerdir. DNA sentezi i¢in, bliylime faktorii-reseptor etkilesimi yoluyla
sinyal iletiminde yer alan faktorler, “mitogenesisin biiyiime faktorii proto-onkogen
yolu” olarak isimlendirilen kaskat sistemini olusturur. (Onat ve ark 2002, Cotran ve
ark 1998).

Biiyiime faktorlerini ve reseptorlerini kodlayan genlerin mutasyonu, biiyiime
faktorlerini onkogenik hale getirmektedir. Bliylime faktorleriyle iligkili protein kinaz
reseptorlerinin baglandigr ileti yolundaki proteinlere baglanan bazi onkoproteinler,
biliylime faktorlerinin etkilerini engellemekte veya degistirmektedir. Aktif biiyiime
faktorii reseptoriinden uyariy: alan ve ¢ekirdege ulastiran bu onkoproteinlerin 6nemli
tiyeleri arasinda c-ras ve c-abl bulunmaktadir. Ras gibi onkogen tiirleri, biiylime
faktor genlerinin asir1 iiretimine yol agmakta ve hiicreyi transforme edici biiylime
faktorii-a (TGF-a) gibi biiylime faktorlerinin asir1 salinimina yonlendirmektedir.
Degismis biiylime sinyalinin sonucu siklikla kanserdir. (Onat ve ark 2002, Cotran ve
ark 1998).

Sitokinler hiicre donglisii ve biiylimesindeki kontrol mekanizmasinda etkili
olmakta veya bu fonksiyonlar: listlenen diger molekiillerin iiretimini uyarmaktadir.
Mitoz, hiicre gogleri, hiicre yasami ve hiicre 6limii olaylarinda diizenleyicidirler.
Hiicre ¢ogalma hizini etkileyen sitokinler hiicrenin farklilasma durumunu ve/veya
farklilasmig fonksiyonlarindan bazilarinin da ekspresyonunu degistirmektedirler.
Biiyiime hormonlar1 ile ayni mekanizma veya farkli mekanizmalarla etkili olup,
biiylime faktorlerinin izledikleri hiicresel yollarda etki gosterebilmektedirler (Onat ve
ark 2002, Abbas ve Lichtman 2003).



1.4. Protoonkogenler ve Onkogenler

Protoonkogenler, hiicrelerin sinyal ileti mekanizmasinda (biiyliime, ¢ogalma,
farklilasma ve apopitoz i¢in alinan iletiler) islev goren birgok proteinin sentezinden
sorumlu genlerdir. Normal hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde islev goren
proteinler (biiyiime faktorleri, biiylime faktorlerinin reseptdrleri, ileti ¢eviricileri ve
transkripsiyon  faktorleri), = protoonkogenler = ve  onkogenler tarafindan
sentezletilmektedir.Hiicre ileti yollarindaki proteinleri kodlayan protoonkogenlerin
(sis, hst-1, int-2, erb-B1, erb B2, fms, ret, ras, abl, myc, N-myc, cyclin D, CDK4 vb.)
mutasyona ugramalar1 sonucunda, biiyiime faktorlerinin ¢ok fazla iiretimi, hiicre
membrant ve ¢ekirdek arasindaki ara yollarin kontrolsiiz uyarilmasi, transkripsiyon
faktorlerinin sentezinin artmasi, hiicre boliinmesine engel olunamamasi gibi sonuglar
ortaya ¢ikmaktadir.Bliylimenin diizenlemesini kontrol eden proteinler olan
protoonkogenlerin, onkogen haline doniisiimii hiicre biiyiimesinin  kontrol
mekanizmasin1i  bozmakta, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmalarina ve
biiylimelerine yol agmaktadir. Biiyiime ve diferansiasyonun biyokimyasal yollarinda
yeralan enzimlerin aktivitesini ve ekspresyonunu bozan mutasyonlar onkogenezin
aktivasyonu ile sonuglanabilir (Cotran ve ark 1998, Scriver ve ark 2001, Onat ve ark
2002).

Normal kosullarda  transformasyon olusturmayan protoonkogenler;
delesyonlar, eklentiler, gen amplifikasyonlari, nokta mutasyonlari, DNA yeniden
diizenlenmeleri ve translokasyonlar gibi genetik degisimlerle aktive olarak, onkogen

haline doniismektedirler. (Liu ve Wang 1994, Kopnin 2000, Scriver ve ark 2001).

1.5. Tumor Baskilayic1 Genler

Tiimor baskilayict genler ve onkogenlerin belirlenmesi, hiicre biiylimesinin
diizenlenmesinin ve kanser olusu mekanizmasinin anlagilmasina 6nemli katkilar
saglamigtir (Corn ve El-Deiry 2002). Normalde hiicre bdliinmesini baskilayan
proteinleri kodlayan tiimdr baskilayici genlerin, birinde veya birkagindaki mutasyon
timor olusumuna neden olmaktadir.Onkogenlerin aksine mutant tiimor baskilayici
genlere bagli kontrolsiiz hiicre biiyiimesi, genetik olarak resesiftir ve etkili olmasi
icin her iki kromozom c¢iftinin de defektif geni icermesi gerekmektedir. Kromozom

ciftlerinden biri saglamsa hastalik ortaya ¢cikmamakta fakat bu bireyin her hiicresinde



genin bir hasarli kopyasi bulunmaktadir. pRb, p53 veya p21 proteinini kodlayan
genlerin her iki kopyasinda bulunan mutasyonun, hiicre biiyliimesinin baskilanmasini
engellemesi sonucu tiimor olugmaktadir. Tiimorsuppressor genler, ilk kez kalitsal
kanserlerde tanimlanmustir. Ilk bulunan kanser baskilayici gen, retinoblastoma (Rb)
genidir. Rb lokiisiinde heterozigot olan hiicre normaldir ve normal Rb geninde
heterozigotlugun kaybi kanser gelismesine yol agmaktadir (Almasan ve ark 1995,
Kopnin 2000, Scriver ve ark 2001).

1.6. DNA Onarim ve Apopitosis Genleri

Insan hiicreleri DNA hasarmi onarabilme yetenegine sahiptirler. Hiicreler,
DNA’da cevresel etkiyle ve replikasyon esnasinda olusan spontan hasarlarin
onarilmamasi1 durumunda, neoplastik transformasyona ugramaktadir. DNA onarim
genleri, organizmanin diger genlerdeki (protoonkogen, tiimor baskilayic1 gen,
apopitoz genleri) onarilmast miimkiin hasarlar1 onararak, dolayli olarak hiicre
proliferasyonunu etkilemektedir. DNA onarim genlerinde islev kaybi icin, her iki alel
birden inaktive olmalidir. Bdylece bu genlerin timér baskilayict genler gibi
davrandig1 disiiniilebilir. DNA onarim genlerinde kalitimsal mutasyon olanlarda
kanser riski bulunmaktadir. Yasamsal islevini bitiren hiicreler programlanmis hiicre
olimii (Apopitoz) ile yok edilmektedirler. Hiicrede apopitozun diizenlenmesinde
sistein proteazlar (kaspazlar; kaspaz-8, 9 ve 3) ve Bcl-2 (kaspaz aktivasyonunu

diizenlerler) gen ailesi olmak tizere iki protein ailesi nemli rol oynar.

Apopitozu diizenleyen genlerin mutasyonu da kanser olusumuna yol
acmaktadir. Hiicrenin yasamasi apopitozu uyaran ve inhibe eden genlere baglidir. Bu

genler; Bcl-2 (antiapopitotik), Bax ve p53 (apopitotik) genleridir (Kopnin 2000).

1.7. Meme Kanseri

Meme kanseri, biitiin diinyada kadinlar arasinda en sik rastlanan kanser
tiridiir. Erkeklerde c¢ok nadir olup, tim meme kanserlerinin  %1°1 kadaridir.
Goriilme sikhigr gittikce artmakta olan meme kanseri, kanserden 6liim nedenleri
arasinda da ikinci sirada yer almaktadir (Aslan ve ark 2007, Yarbro ve ark
2010). Uluslararas1 Kanser Enstitiisii (NCI) 2000-2004verilerine gore her sekiz

kadindan birinde hayat1 boyunca meme kanseri gelisebilecegi ve her 30 kadindan



birinin meme kanseri nedeniyle dlecegi tahmin edilmektedir (Curado ve ark 2007).
IARC online giincel veri taban1 olan GLOBOCAN 2012 verilerine gore 2012 yilinda
diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon kansere
bagli 6liim olmustur. Diinya’da tanit konulan kanserler; akciger (%13,0), meme
(%11,9) ve kolon (%9,7) oldugu belirtilmistir (Cancer 2013). Ulkemizdeki duruma
bakildiginda ise, saglik bakanlig: istatistiklerine gore tiim kanser tiirleri arasinda
meme kanseri goriilme oraninin %24 oldugu ve kadinlarda daha yaygin gorildigi
bildirilmektedir. Ulkemizde mevcut verilere gore meme kanseri goriilme sikligmin,
dogu bolgelerimizde 20/100.000, batt bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda
oldugu tahmin edilmektedir (Ozmen ve ark2009, Somunoglu 2009).

Meme, siit bezleri ve iiretilen siitii meme basina tasiyan kanallardan olusur.
Meme kanseri, lobiilleri ya da siit kanallarii olusturan hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmalart ve viicudun cesitli yerlerine giderek cogalmaya devam etmeleriyle
gelismektedir. Meme kanserleri, kanser hiicrelerinin lokalize oldugu yere veya
yayllma egilimlerine gore smiflandirilabilirler. Siit kanallarindan kaynaklanan
kansere duktal karsinom, lobiillerden kaynaklanan kansere de lobiiler karsinom adi
verilmektedir. Eger kanser hiicreleri kaynaklandiklar1 yerle sinirlt kalirlarsa in situ,
yayilma egilimi gdsterirlerse invaziv meme kanseri olarak adlandirilirlar. Meme
kanseri metastazlar1 akciger, kemik, lenf nodu ve beyinde ortaya c¢ikmaktadirlar

(Society 2007).

1.7.1. Meme Kanserinde Etkili Onkogenler

Memekanserinin ortaya c¢ikisina, ilerlemesine ve metastazina katilan bir¢ok
faktoriin varligi bilinmektedir (Beckmann ve ark 1997). Meme kanserlerinin bir
boliimii, baz1 onkogenlerde ve tiimorbaskilayici genlerde meydana gelen cesitli
degisimler sonucu ortaya c¢ikar.Meme i¢in ayirici Ozellikler tasiyan onkogenler
bulunmaktadir. Hem normal hemde kanserli meme dokularinda ¢ogunlukla saptanan
bu 6zel onkogenler ras,myc ve cerbB-2 (veya HER2/neu) olarak siralanabilir (Klijn
ve ark 1992).

Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (EGFR);Hiicre membran resept6rii olan

EGFR ailesi; EGFR, HER2, HER3 ve HER4’den olusur. EGFR, tirozin kinaz
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aktivitesine sahiptir. Bu aileye ait lyeler transfosforilasyon sonucu bir seri
etkilesimler ile heterodimerler olusturabilirler ve farkli protein ailelerinin
aktivasyonunu diizenlerler. EGF’nin reseptoriine baglanmasi ile reseptoriin uyarilir
ve EG hiicre i¢ine alinir, ayn1 zaman EGFR’nin otofosforilasyonuna ve diger hiicre
ici substratlarin fosforilasyonuna yol acgar. Bu yol ile nukleusta transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu artar, hiicre bdliinmesi uyarilir. Hiicre membranindan
nukleusa dogru sinyal iletiminin aktarilmasinda proto-onkogen ailesinden bazi iiyeler
(ras, src ailesi gibi) buna aracilik etmektedir. Bu sinyal iletim selalesinde yer alan bir
cok proto-onkogen ¢esitli kanserlerde etkili bulunmustur. Bu selale boyunca ortaya
cikan onkogenik mutasyonlar devamli olarak mitozu aktifleyen sinyallerin
tasinmasinda rol alirlar (Klijn ve ark 1992, Dickson ve Lippman 1997, Gelmann
1998). EGFR gen amplifikasyonun koti prognoz ile iliskili oldugu birgok
karsinomda gosterilmistir (Klijn ve ark 1992).

Kanser hiicrelerinde EGFR gen amplikasyonunun gézlenmesi onun onkogen
oldugunun gostergesidir. Hormona bagimli ve bagimsiz meme kanseri hiicre soylari
karsilagtirildiginda ER yoklugu ve yiiksek EGFR diizeyleri gézlenmektedir. Meme
timorlerinde yiksek EGFR diizeyleri, ER’den bagimsiz olarak kotii prognozla
iliskisini gosterir (Klijn ve ark 1992).

459 hasta ile yapilan prospektif bir ¢calismada EGFR ekspresyonu ile hem
hastaliksiz donem hemde yasam siiresi arasinda oldukg¢a yakin bir baglant1 oldugu
tespit edilmistir. EGFR ekspresyonunun 6&zellikle invazif lobular karsinomlu
hastalarda daha 6nemli oldugu, EGFR ekspresyon seviyesi yiiksek olan bu hastalarda
diger meme kanser alt tiplerine gore survinin ¢ok kisa oldugu bildirilmistir ve bu tip
i¢cin 6nemli bir prognostik belirte¢ olabilecegi vurgulanmistir (Sainsbury ve ark 1988,

Dickson ve ark 1997).

CerbB-2 (HER2/Neu); HER-2/Neu, diger ad1 ile cerbB-2 veya p185 olarak
isimlendirilen bu onkogen 17. kromozomda ql2 ye yerlesmistir ve protein iiriinii
hiicre boliinmesi ve farklilagsmasina katilir. Ancak gen amplifikasyonu ve asiri
ekspresyon nedeniyle kanser patogenezine katilan bu onkogen, meme kanserleri i¢in
onemli bir prognostik belirteg olarak kabul edilmektedir. CerbB-2 onkoproteini
plazma membranma yerlesmis EGFR’ne benzer bir membran reseptordiir
(Yamamoto ve ark 1986).
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CerbB-2, meme kanseri arastirmalarinda ve tedavisinde en yogun calisilan
onkogenlerden biridir. HER2 ve diger iiyeler (HER1, HER3 veya HER 4) arasindaki
liganda bagli bir heterodimerizasyon cerbB-2 sinyal yolunu aktifler. Bu onkogonenin
kopya sayilarmin yiliksek bulunusu, timoér siddeti ile dogru orantili olarak
saptanmistir  (Perren 1991, Oztirk ve ark 1998, Erensoy ve ark 1998,
Kurebayashi2001).

Erken donem meme kanserinde cerbB-2 gen amplifikasyonu kotii prognoz ile
yakin iligkili bulunmustur. Cok sayidaki c¢alisma ile cerbB-2 amplifikasyonunun
diger kotii prognostik faktorlerin varligi, tedaviye diisiik cevap ve lenf nodu pozitif
meme kanserlerinde hastalarin yasam siireleriyle iliskili oldugu, tek basmna bir
prognostik faktor olabilecegi desteklenmistir. CerbB-2 ekspresyonu ile ilgili verilerin
cogu lenf nodu pozitif hastalardan elde edilmesine ragmen uzun siireli takip
sonrasinda lenf nodu negatif hastalarda da cerbB-2 amplifikasyonu olanlarin daha

kot prognoza sahip olduklari gozlenir (Allred ve ark 1992 ).

Sinyal iletimi ile iliskili Nuklear Onkogenler

Farkli dokularda biiylimeyi indiikleyici steroidlerin ve biiylime faktorlerinin
etkileri nukleer protoonkogenler araciligi ile gergeklestirilmektedir. Hiicrelerin
mitojenle etkilesimlerinden kisa bir siire sonra c-fos, c-myc, c-myb ve c-jun proto-
onkogenleri indiiklenir. Bu onkogenlerin indiiksiyonu ile hiicre proliferasyonu
arasinda bir baglant1 vardir. Meme kanserinde Gstrojen ve progesteron ile c-myc, c-

fos ve c-jun proto-onkogenlerinin aktisestikleri gosterilmistir (Burg ve ark 1992).

c-Mycgeni kromozom 8q24’e¢ yerlesmistir. c-myc proteini hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi ve apoptoz ile iliskili genlerin transkripsiyonlarini
diizenleyen bir fosfoproteindir. c-myc’in gen amplifikasyonu ise hiicre dongiisiiniin
bozulmasina neden olur ve p53’e bagli yoldan hiicrenin apoptoza gonderilmesinde
rol oynar. c-myc geninin agir1 iiretimi veya gen yapisindaki degisikliklermeme
kanserine neden olmaktadir.Myc ekspresyonu tek basina meme karsinogenezi i¢in
yeterli olabilir. Hatta myc’in hormona yanit vermemede veya kemoterapiye direngten
sorumlu oldugu ileri siiriiliir. Yashh kadinlarda meme kanseriile c-myc proto-

onkogeni arasinda yakin bir iligki bulunmustur. c-myc gen amplifikasyonu
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memekanserindeki en sik rastlanan genetik degisikliklerden biridir. (Gelmann 1998,
Liao ve ark 2000, Osborne ve ark 2004).

Ras proteinleri 21 kD’dur (p21) ve G proteinleri ailesinden olup guanosin
nukleosidlerini baglama yetenegindedir. Sinyal iletiminde Onemli bir araci
molekiildiir. Genellikle plazma membranindakibiiylime faktérii reseptorlerinin
sitoplazmik parcalarina yakin bolgeye yerlesirler ve GTP ile aktiflenirve protein
kinazlar ile iligkiye girerek mitozun aktiflenmesinde rol alirlar. Ras’in onkogenik
Ozellikkazanmasi nokta mutasyonu veya gen ekspresyonunun artisi ile olur (Dickson

ve Lipp 1997, Gelmann 1998, Lintig ve ark 2000).

Mutasyonlarin ~ veamplifikasyonun  nadiren  gdzlenmesi ras  gen
aktivasyonunun diger mutasyon mekanizmalar1 tarafindanetkilendigini gosterir.
Meme kanserlerinde ras onkogenlerinde en sik rastlanan mutasyon asiri
ekspresyondur. H ras’in artmis ekspresyonu lenf nodu metastazlarinda ve ileri

histolojik dereceyesahip tiimorlerde goriilmiistir. (Whittaker ve ark 1986).

H-rasl allel kaybinin histolojik grade III tliimoérlerde, Ostrojenve/veya
progesteron reseptor kaybir ve kotii klinik gelisime sahip hastalar ile 6nemli derecede
iliskilioldugu gosterilmistir (Theillet ve ark 1986). Boylece H-rasl lokusunun
genotipik analizi meme kanser riski tasiyanhastalarin tayininde prognostik bir deger
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. p21 in seviyelerinin, hormonacevapveren meme kanser
vakalarmin herbirinde yiiksek bulunmasma ragmen hormon ile iliskisiz timor

vakalarinda da saptanmistir (Pethe ve Shekhar 1999).

Siklinler, Sikline bagimh kinazlar ve inhibitorleri

Siklinler, sikline bagimli kinazlar (CDK) ve inhibitorleri (CDKI) hiicre
dongiisiinii dogrudan kontrol eden proteinlerdir. Meme kanserlerinde siklin-D1
(PRAD1) ve siklin-E’nin prognostik faktér olabilecekleri ileri siiriilmiistiir
(Kemomarsi ve ark 1995, Zukerberg ve ark 1995).

Meme kanserlerinde tespit edilen bir diger gen kromozom 9p21°e yerlesen
CDK-2 dir. Meme kanseri hiicrelerinde bu genin yerlestigi kromozom bdlgesinin

mutasyonu ve homozigot delesyonu bildirilmistir (Cairns ve ark 1995). CDKI-4
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(siklin bagimli kinaz inhibitér-4)’in ise delesyon yada mutasyon tasidigi
bilinmektedir. Amplifiye siklinleronkogen gibi davranirken siklin inhibitdrlerinde

tiimor baskilayici olma olasiligi yiiksektir (Dickson ve Lippman 1997).

CDK aktiflesince Rb (retinoblastoma) ve diger bazi niiklear proteinleri
fosforiller ve GO fazinin geg¢ilip hiicrenin mitoza girmesi saglanir. CDK’larin
islevleri siklinlertarafindan diizenlenir. SiklinD1 ve siklinE ekspresyonlarindaki asir
artiglar hiicre dongiisiiniin kontroliiniin bozulmasina yol agar. (Kemomarsi ve ark

1995).

Steroid Reseptorleri

Ostrojen reseptorii (ER), Progesteron reseptorii (PR);ER ve PR gen
regiilasyonunda rol alan reseptorlerdir. ER geni, ER’nin bir alt {initesini kodlar. Bu
alt linite farkli proteinler ile 6rn: 1s1 sok proteini ile kompleks olusturur ve ER aktif
formu ortaya ¢ikar. Meme kanserlerinde ER genine ait alternatif kirpilma olaylar ile
farkli protein sentezleri ve mutasyonlar1 gézlenmistir. PR geni ise meme dokusunda
3 farkli izoformu kodlar. Homodimer veya heterodimerler olusturarak rol alirlar.
Meme kanserlerinde ER ve PR izoformlarinin cesitliligi dimerizasyonda onemli
farkliliklara, ayrica ligandin baglanma oOzgilliigiinde degisikliklere neden olarak

hedef genin farkli bir sekilde diizenlenmesine neden olabilirler (Smith ve Toft 1993).

Meme kanserinin gelismesinde disi seks hormonlar1 nin rolii vardir ve her
zamangegcerli olmasa da, antithormonal terapiye cevap verdikleri i¢in tiimdrlerde ER
veya PR’niin tayini iyi prognoz olarak kabul edilir. Tiimoriin prognozu agisindan ER
tayininin daha giivenilir olmasi i¢in dstrojen ile diizenlenen PR protein diizeyine de
bakilir. Meme kanseri ER pozitif dokularda PR’de pozitif bulunur. Hormona bagimh
meme kanserlerinde ER ve PR’niin aktivasyonu normale gore daha fazladir.
Hormona cevapsiz olanlarda, ya reseptorde bir mutasyon veya reseptor
kontroliindeki bir proteinin etkisi veya reseptdr izoformlarmin farkli se¢iminden

dolayi olabilir(Dickson ve Lippman 1997).
1.7.2. Meme Kanserinde Etkili Tiimor Baskilayic1 Genler

P53 geni 17. kromozomun p13-1 bandina yerlesmistir ve molekiiler agirlig

53 kD’luk nuklear bir proteini kodlar. UV 1s1k, karsinojenler ve sitostatiklerin
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DNA’da olusturduklar1 hasar1 ortadan kaldirmak {izere aktiflesir. Hasar diizeltilemez
ise hiicre apoptoza yonlendirilir. P53 geninin her iki alleldeki kayb1 (heterozigotluk
kayb1) veya nokta mutasyonlar1 ¢esitli tlimdrlerde ve meme kanserlerinde
gosterilmistir. Meme kanserlerinde 17p’nin kaybi ile malign histopatolojik 6zellikler
arasinda yakin iliski vardir (Lane 1992, Norberg ve ark 1996, Cattoretti ve ark 1998,
Sirvent ve ark 2001).

Meme kanserlerinde asir1 p53° protein {retimi kotii prognoz igin bir
indikatordiir. Meme kanserlerinde yapilan ¢alismalar, p53 ekspresyonu ile yiiksek
tiimor derecesi, yliksek proliferasyon indeksi, aneploidi ayrica ER ve PR yoklugu
arasinda yakin iligki oldugu fikrinde birlesilmistir.Bu parametreler kisa omiir ile
iligkili oldugundan p53 pozitifligi kotii prognoz ile de yakin iliskilidir (Sirvent ve ark
2001).

Meme kanserlerinde P53 mutasyonlarinin tespiti in situ’dan invazif
karsinomaya gegis i¢in bir marker olarak kullanilabilir. In situ duktal karsinomlar da
p53 mutasyonu gozlenmedigi, buna karsilik meme karsinogenezinin erken
devrelerinde p53‘in mutasyona ugradigi bildirilmistir. Primer meme kanserli
vakalarda p53, %15 oraninda pozitif saptanmis, EGFR pozitif ve ER-negatif
vakalarda ise anlamli olarak yiliksek bulunmustur ve p53’lin  meme

kanserininprognozundaki 6nemi belirtilmistir (Cattoretti ve ark 1998).

1.7.3. Meme Kanserinde Etkili Diger Genler

Bcl-2 - Apoptoz genleri;Bcl-2 mitokondrion, endoplazmik retikulum ve
nukleus membranina yerlesik bir proteindir ve apoptotik hiicre 6liimii ile iligkilidir.
Meme tiimoér dokularinda Bcl-2 nin asiriekspresyonunu gosteren c¢aligmalar vardir.
Genelde Bcl-2 ekspresyonu ER varligr ile yakin iligki gosterirken EGFR ve p53
ekspresyonu ile iligkisi yoktur. Bel-2 ekspresyonunun bagimsiz bir prognostik faktor
oldugu konusunda yeterli destek yoktur. Duktal meme karsinomlarinda apoptoz
kaybr ile iliskili Bcl-2 asir1 ekspresyonunun, p53 negatif tlimorler arasinda, hastaligin
ilerlemesi ile yakin iligkisinin yaninda ilave genetik lezyonlarinda katkist oldugu

bildirilmistir (Sierra ve ark 2000).

Telomeraz;Meme kanserlerinde ve diger bir¢ok kanser ile iliskili bulunan bir

diger gen ve gen Uriiniide telomerazlardir. Bu enzim DNA replikasyonu sirasinda
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kisalan kromozom ucundaki tekrarlanan DNA dizilerinin (telomerlerin)
tamamlanmasinda rol alir. Telomeraz somatik hiicrelerde aktivasyon gostermez iken

kanser hiicrelerinde ve germ hiicrelerinde, ayrica, siirekli boliinen hiicrelerde aktiftir.

(Gelmann 1998, Herbert ve ark 2001).

ATM geni (Mutant ataxia-telengiectasia);ATM resesif olarak kalitilir.
Kromozom 11 de yerlesmistir. ATM geni ¢ok uzun ve komplekstir, ¢ok sayida ¢esitli
ve mutasyonlar gozlenir. Iki hasarli (mutant) allel hastalik gelisimine neden olur.
Meme kanseri i¢in yiiksek risk tasir. Bir mutant allel tasiyanlarda ise meme kanseri
riskinin ¢ok yiiksek oldugu gosterilmistir. ATM tastyicilart olduke¢a yaygindir. 1/200
ila 1/100 kadinda bu mutasyon orta derecede artmis genetik risk olarak kalitilir.
Toplumdaki meme kanserinin %2-7 sinden bu gen sorumludur (Ahmed ve Rahman
2006).

1.7.4. Ailesel Meme Kanseri ve Yatkinlik Genleri

Kalitsal meme kanserinde nadir gozlenen yiiksek penetransa sahip meme
kanserine yatkinlik genleri olarak BRCA1 ve BRCA2 genleri bulunmustur (Polyak
2002).

BRCA1 ve BRCA2 genleri;BRCA1 geni, kromozom 17q21°e, BRCA2 ise
kromozom 13q12’¢ yerlesik bir gendir. BRCA1 geni 1863 aminoasitlik (aa) |,
BRCA2 geni ise 3418 aa’lik bir proteini kodlar. Her iki protein de hiicrenin diger

bazi proteinleri ile baglanarak iglev goriir.

BRCA1 ve BRCAZ2 proteinlerinin; hiicre proliferasyonunun kontroliinde
timor baskilayici proteinler, DNA hasarina ve tamirine katilan proteinler,
transkripsiyonun diizenlenmesinde rol alan proteinler, hiicre siklusunun kontrol
noktalarinin 6nemli proteinleri ve DNA’da rekombinasyonda rol alan proteinler ile

yakin iligkileri gosterilmistir.

BRCA1 ve BRCA2’deki mutasyonlar ve BRCA proteinlerinin inaktivasyonu
timor baskilayici proteinlerin ve diger “genom koruyucu” rolii olan proteinlerinde

inaktivasyonuna neden olarak hiicreyi timér olusumuna gotiiriirler (Miki ve ark

1994, Wooster ve ark 1994, Polyak 2002).
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1.7.5. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanserine neden olan tek bir faktor bulunmamakla beraber birtakim
risk faktorlerinin bu hastalifa yakalanma ve gelisim siirecini hizlandirdigi
belirtilmektedir(Topuz ve ark 2003). Meme kanserinin goriilme sikligi, bu risk
faktorleriyle baglantili olarak degiskenlik gostermektedir(Aslan ve Giirkan 2007).

Meme kanseri olusumundan sorumlu bir¢ok risk faktorii tanimlanmistir. Bunlar;

e Yas

e Ailevi meme kanseri dykiisii

e Dogurganlik dykiisii

o Kisisel meme kanseri dykiisii

e Menstriiel aktivite

e Meme kanseri gelisimine yatkin genleri tasimak
e Gegirilmis meme biyopsisi

e Isinlanma (radyoterapi)

e FErken menars

e Ostrojen replasman tedavisi

e Oral kontraseptiflerin kullanilmas1
e Alkol ve sigara kullanimi

e Obezite ve beslenme aliskanliklari
e (Geg menopoz

e Emzirme

e Dogum ve ilk dogum yas1

e Over veya uterus kanser oykiisii

1.7.6. Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanserinin tedavisi, tan1 konuldugunda hastaligin sathasi, kanserin
hiicre yapisi, reseptdr durumu, onkojenlerin olup olmamasi, hastanin yasi, hastanin
saglik durumuna gore farkliliklar gosterir. Glinlimiizde meme kanseri tedavisi genel
cerrahi, tibbi onkoloji, radyasyon onkolojisi, patoloji, radyoloji ve niikleer tip gibi
uzmanlik dallarinin koordineli ¢alismasi, dogru tedavinin se¢imi ile etkili bir noktaya

gelmistir,
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1) Cerrahi tedavi: Cerrahi operasyonun birka¢ farkli uygulamasi vardir. Bu
uygulamalar temelde iki ana gruba ayrilir. Bunlardan birincisi meme koruyucu
cerrahisi denilen kanserli dokunun ve/veya g¢evresindeki invazyon riski tasiyan bir
miktar saglikli dokunun alinip ¢ikartildig1 cerrahi operasyondur. Digeri ise, radikal
mastektomi denilen memenin tiimiiniin alinmasi islemidir.

2) Radyoterapi: Radyoterapi tiimor dokusuna yada timdr ¢ikarildiktan sonra gevre
dokuya verilen yiiksek enerjili lokal 1s1n tedavisidir. Meme koruyucu cerrahi
sonrasinda korunan meme dokusuna yapilan radyoterapinin lokal niiks riskini %70-
80 oranlarinda azaltildig1 bilinmekte olup, gliniimiizde radyoterapi rutin olarak meme
koruyucu tedavi sonrasinda kullanilmaktadir. Radyoterapi, koltuk alt1 lenf nodlarinin
ileri sathada oldugu durumlarda da uygulanmaktadir.

3) Kemoterapi: Kanser hiicrelerini 6ldiirmek ya da timér biiyiimesini durdurmak
tizere farkli ilag veya ila¢g kombinasyonlarinin agizdan veya damardan verilerek bu
sayede diger organlara yayilan tiimorlerin yok edilmesini hedefleyen bir tedavi
yontemidir. Meme kanserinde etkili bir tedavi yontemidir.

4) Hormon Tedavisi: Kanser hiicrelerinin biiylimek i¢in ihtiya¢ duydugu hormonlari
engellemek amaci ile uygun hormonlarin hastaya verilmesi yontemidir. Ostrojen
hormonu, meme kanseri hiicrelerinin igerdikleri hormon reseptorlerini etkileyerek
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engellemektedir. Hormon reseptorii-pozitif
meme kanserlerinde hormon tedavisi dstrojen aktivitesini durdurarak olumlu etkiler
gostermektedir.

5) Biyolojik Tedavi: Monoklonal antikorlar ve bazi spesifik asilar araciligi ile viicut
savunma sistemlerinin harekete ge¢irilmesi esasina dayanan bir tedavi yontemidir.
Trastuzumab gibi bazi monoklonal antikorlar, meme kanserinde asir1 miktarda
eksprese edilen HER2/neu proteinine baglanarak onlar1 inaktive eder.

Bu sayede kanserli  hiicrelerin  bliylimesi ve  boliinmesi  Onlenir

(http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-tedavisi.html).

1.8. Sitokinler
Hiicresel diizenleyici proteinler olan sitokinler, ¢esitli uyarilara karsi cevap

olarak &zel hiicreler tarafindan salgilanarak hedeflenen hiicrelerin davranislarini
etkileyen molekiillerdir. Her sitokin kendine 06zgili hiicre ylizey reseptoriine
baglanarak, hiicre i¢i sinyal yolaklarinin etkinliginin degismesine sebep olur. Bu

degisimler diger molekiiller i¢in hiicre ylizey reseptorlerinin sayisinin artmasi ya da
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hiicrenin kendi etkilerinin degismesine neden olabilir. Hiicrelerden sitokinlere gelen
yanit genellikle gen ifadesinin degisimidir. Boylece hiicreler yeni fonksiyonlar
gelistirebilir ya da prolifere olurlar. Sitokinler yapisal ve fonksiyonel benzerlikler ile
etki mekanizmalar dikkate alinarak siiflandirilmaktadir (Koleske ve Young 1994).

Sitokinler 6 gruba ayrilmaktadir.

1. Biiyiime Faktorleri (Epidermal biiyiime faktorii, EGF; Insiilin benzeri
biliylime faktorii-1, IGF-1; Insiilin benzeri biiyiime faktorii-2, IGF-2; Platelet
orjinli blylime faktorii, PDFG; Noral biiyime faktori, NGF; Asidik
fibroblast biiylime faktorii,aFGF; Bazik fibroblast biiyiime faktorii, bFGF vb)

2. Lenfokinler (Interlokin-1a, IL-1a; IL-1b; IL-2; 1L-3; IL-4; IL-5 vb.)

3. Koloni Stimiile eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni stimuli eden
faktér, GM-CSF; Multi-CSF; Eritropoietin, EPO; Losemi Inhibitor faktor,
LIF)

4. Transforme edici biiylime faktorleri (TGF-a; TGF-B)

5. Timor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-f)

6. Interferonlar (IFN-a; IFN-B; IFN-y)

1.8.1. Transforming Growth Factor-§

Transforming growth factor-f (TGF-B), 25 kDa agirliginda homodimerik bir
proteindir ve 3 izoforma sahiptir. TGF- B1, TGF-B2 ve TGF-Bslenfositmakrofajlarin
da dahil oldugu gesitli normal ve transforme olmus hiicreler tarafindan tiretilir (Onat

ve ark 2002).

TGF-B "nodal”, "activin®, BMP ("bone morphogenic protein”) ve AMH
("antimullerian hormone")’1 de kapsayan, doku homeostazinin siirdiiriilmesi ve
embriyonik gelisimin kontroliinde 6nemli rolleri olan genis bir sitokin ailesinin

baslica tiyesidir (Feng ve Derynck 2005).

Hiicre  proliferasyonu  karsiti  sinyalleri  diizenleyen  molekiillerin
endnemlilerinden biri olan TGF- siiper ailesi, organizmanin gelisimini ¢ok yonlii
kontrol eden ekstraselliiler biiyiime faktorlerinin biiyiik bir grubudur. Organizmanin
tiim dokulariin gelisiminde, homeostazisinde ve onariminda ¢ok énemli rol oynayan
TGF-B ailesi, yapisal olarak iliskili ¢ok sayida polipeptid yapida biiyiime faktorleri

icerir. Bunlarin her biri hiicrenin proliferasyonu, diferansiasyonu, motilitesi,
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adhezyonu ve oOlimii gibi hiicresel siiregleri diizenleme yetenegine sahiptir
(Massague1998).

TGF-p hem tiimér baskilayict supresér, hem de onkogen gibi
davranabilmektedir. TGF-p epitelyal hiicrelerin boliinmesini baskilayarak tiimor
supresif etkisini gostermektedir. Tiimor hiicreleri bu biiyiime faktoriiniin antitiimoral
etkisini bertaraf etmektedir. Tiimoral dokularda TGF-B onkogenik o6zellikler
sergileyerek, kontrolsiiz proliferasyon, metaplazi, displazi ve aplazi gelismesi
(epitelyal-mezenkimal gegis = EMT), invazyon ve metastaz gibi olaylarin
gerceklesmesine aracilik etmektedir(Derynck ve ark 2001, Wakefield ve Romerts
2002).

TGF-B Sinyalizasyon Yolu

TGF-B sinyal yolagiin aktivasyonu ligandin reseptorlerine baglanmasi ile
baslar. Hiicre membraninda TGF-f tip I (TBRI) ve TGFtip II (TPRII) olmak iizere
iki tip reseptdr bulunur. TGF-B tip III reseptorleri (TBRII) TGF P’nin ilk iki tip
reseptorlerine baglanmasini kolaylastirir. TGF-Btip II reseptoriin membran disi
bolgesine, sonra da tip I reseptdriine baglanir. Olusan ligand/reseptor kompleksi
ikiser TPBRI ve TPRII iceren bir heterotetramerdir. TPRI ve TPRII reseptorleri
serin/treonin kinaz oOzelligindedir. TGF-f’nin tip II reseptdriine baglanmasi, bu
reseptoriin kinaz aktivitesinin ortaya ¢ikmasini ve tip I reseptoriin yapisinda bulunan
GS (glisin, serin) bolgesinin fosforilasyonunu saglamaktadir. Bu sekilde aktiflenmis

TPRI sitozolde bulunan Smad proteinlerin fosforillenmesini saglar (Shi ve Massague
2003).

Smad'lar, yapisal ve fonksiyonel olarak 3 alt gruba ayrilir:

(@) Reseptor ileregiile edilen Smad'lar (R-Smad'lar); TGF-beta ailesi reseptor
kinazlarinin direkt substratlaridir,

(b)“‘common-partner” Smad'lar (Co-Smad'lar); R-Smad'larla birleserek sinyal
iletimine katilirlar,

(c)inhibitor Smad'lar (I-Smad'lar); diger 2grubun sinyal fonksiyonunu inhibe

eden antagonistler (Soyoz ve Ozgelik 2007, Kaminska ve ark 2005).
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R-Smad'lar da kendi iglerinde 2 alt gruba ayrilirlar; BMP Smad'lar ve TGF-
beta/aktivin Smad’lar. BMP Smad'lar, Smad 1 ve birbirine yakin homologlardan olan
Smad 5 ve Smad 8’ten olusmakta olup, BMP reseptor I'in substratlar1 ve BMP
sinyallerin aracilar1 olarak gorev yaparlar. TGF-beta/aktivin Smad'lar ise Smad 2 ve
3’ten olusur ve TGF-beta ile aktivin sinyallerinin aracilariolarak gorev yaparlar.
Memeli epitel hiicrelerinde Smad 2 ve 3, gelisimin inhibisyonuna ve haberci
genlerden TGF-beta ve aktivinin transkripsiyonunun aktivasyonuna aracilik ederler.
R-Smad'lar sinyal iletimi gorevlerini yerine getirmek i¢in diger bir Smad'a ihtiyag
duyarlar. Omurgalilarda, Co-Smad'lar grubuna dahil olan Smad 4'tur. R-Smad'lar
fosforile oldugu zaman Smad 4'le birleserek hiicre nukleusuna girerler. Bu kompleks
nukleus i¢inde yalniz DNAbaglanma alt birimi ile birlesik halde bulunabilirler ve
spesifik promotdr elemanlarina baglanarak hedef genleri aktive ederler. TGF-beta
sinyal yolunda negatif regiilator olarak gorev yapan I-Smad'lar, Smad 6 ve Smad
7’denolusurken; Smad 6, BMP sinyallerini, Smad 7 ise TGF-beta ve BMP
sinyallerinin her ikisini de inhibe eder (Soyoz ve Ozgelik 2007, Kaminska ve ark
2005).

Sekil 1.3. TGF-f signalizasyon yolu (Derynck ve Zhang 2003).

TGF-p’nin fonksiyonlari

TGF-B’nin antiproliferatif etkisi;TGF p’nin normal hiicrelerde baslica
fonksiyonu prolifereasyonu baskilamasi ve diferansiasyonu hizlandirmasidir.
Epitelyal ve hematopoetik hiicrelerde TGF-f antiproliferatif etkilidir ve hiicre

sikliisiniin G1 fazinda durmasini saglamaktadir (Siegel ve ark 2003).
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TGF-B hiicre sikliisiiniin ilerlemesi i¢in gerekli olan sikline bagimli kinazlarin
(CDK) inhibitorleri olan p21 ve p15 proteinlerinin sentezini aktifler (Pardali ve ark
2000, Seoane ve ark 2001). Ayrica, bir transkripsiyon faktér olan c-Myc, ve
diferansiasyonu inhibe edici faktorler olan Id1, 2 ve 3 genlerinin inaktivasyonunu

saglamaktadir (Chen ve ark 1994, lavarone ve ark 2002).

TGFbeta
¥

Rezeptor Id1,2 3= diferensiasyonu

inhibe eden takiarier

L

Smad

Ko-aktivtorier
Kafaktorlar = i

l Ko-represiler | aNTIPROLIFERATIF ETEI / ST,

Sekil 1.4. TGF-f’nin antiproliferatif etkisini sagladig1 aract molekdiller.

TGF-B’nin proapoptotik etkisi;Baz1 hiicre tiplerinde TGFp, apoptozu
indiiklemektedir. TGF-f Smad yolun etkisi ile TIEG-1(TGF-B -inducible-early-
response gene) geni indiiklenir. TIEG-1 apoptozu indiikleyen ve prolifeasyonu
baskilayan bir transkripsiyon faktoriidiir (Tachibana ve ark 1997). Hepatoma
hiicrelerinde ise TGF-f tarafindan baslatilan apoptoz siirecin indiiksiyonu DAPK
(death-associated protein kinase)’in aktivasyonu ile gergeklestirilir(Jang ve ark
2002). Mide karsinom hiicrelerinde TGF-p Fas reseptorlerine baglanarak sitozolde
cesitli kaspazlarin aktivasyonunu ve hiicrenin apoptoza ugramasini saglamaktadir
(Kim ve ark. 2004). Prostat karsinomu hiicrelerinde TGF-B’nin baslattigi apoptoz
siirecine  ARTS (apoptoz regulatorii) ve Daxx (Fas reseptorlerine baglanan)

proteinlerinin de katildigi bildirilmistir (Larisch ve ark 2000, Perlman ve ark 2001).

TGF-B’ nin anti-inflamatuar etkisi:TGF-B bilinen en gii¢lii immiinsupresif
molekiillerdenbiridir. TGF-B immiin sistemin efektor T (Th1l ve Th2) ve sitostatik T
hiicrelerini baskilayarak, diizenleyici T-reg hiicrelerini ise aktifleyerek immiin ve

inflamatuar cevabi baskilamaktadir (Li ve ark 2006).
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Kanser Olusumu ve TGF-B

Kanser olusumunda TGF-B bazi durumlarda tiimor supresor, bazen de
onkogen gibi davranabilmektedir. Normal durumlarda hiicreler TGF-f’nin sitostatik
ve diferansiasyonu hizlandirict etkisini kullanirlar. TGF-B yolunda bir duraksama
oldugunda hiperplazi gelisir. Hiperplazide hiicre g¢ogalmasi kontrol altindadir.
Premalign durumlarda ise hiicreler TGF-B’nin proapoptotik etkisini kullanirlar. TGF-
B yolunun baskilanmasiyla hiicreler kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya baslar ve
neoplaziler (timorler) olugmaktadir. Tiimor hiicrelerinde TGF-B’nin antiproliferatif
ve timor supresif etkisi ortadan kalkar. TGF-f onkojenik 6zellikler kazanir, kanser
hiicreleri TGF-B kendi avantajlart i¢in kullanip kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya
baslar, timoér komsu dokulara yayilir (invazyon) ve metastazlar olusur
(Massague2008).

TGF-B sinyalizasyon yolu sitoplazmik kolu elemanlarinin genlerindeki
mutasyonlar, bu yolun inaktivasyonuna ¢esitli kanserlerin gelismesine neden olurlar.
Tip II reseptdr geninde meydana gelen delesyon veya duplikasyonlar, reseptoriin
inaktivasyonuna veya kinaz 6zelliginin kaybina neden olurlar. Kolon, mide, akciger,
karaciger, safra kesesi ve over kanserlerinde Tip II reseptor mutasyonlar1 sik

goriilmektedir (Levy ve Hill2006).

Tip I reseptor geninde olusan mutasyonlara 6zofagus, over, bas/boyun
bolgesi kanserlerinde sik rastlanilmaktadir (Kaklamani ve ark 2004). Ayrica,
ekspresyonun azalmasina neden olan her iki reseptdr genin promoter bolgesindeki
mutasyonlar, akciger, prostat, mesane ve mide kanserlerinde goriilir (Levy ve
Hill2006). TGF-f yolundaki kilit rollerine ragmen kanserde RSmad genlerinde
mutasyonlara daha az rastlanilmaktadir. Kolon, mide kanserlerin ve lenfomalarin ¢ok
kiiclik bir kisminda Smad2 ve Smad3 proteinlerinin ekspresyonu azalmistir. Smad 2
ve 3’lin aksine, pankreas karsinomlarinin %50 ve kolon kanserlerin %10’ nunda
Smad4 geninde bir mutasyon s6z konusudur (Levy ve Hill 2006, Sjoblom ve ark
2006). TGF-B yolundaki inhibitor etkili Smad6 ve Smad7 genlerinin artmis
ekspresyonu da endometrium ve tiroid kanserine neden olabilmektedir(Cerutti ve ark
2003, Dowdy ve ark 2005).
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TGF-B yolu sitoplazmik kolu elemanlarinin genlerindeki mutasyonlar
kolorektal, pankreas, over, mide ve bas/boyun bolgesi kanserlerine neden olur.
Bununla birlikte, meme, prostat, glioma, melanom ve hematopoetik hiicre
kanserlerinde TGF-B yolun sitoplazmik kolu etkilenmezken, yolun niikleer kolunda
bazi degisiklikler meydana gelir. (Jen ve ark 1994, Krimperfort ve ark 2007). p15 ve
p21 proteinlerinin yoklugunda TGF-B tiimor siipresif etkilerini gosterememektedir.
(Padua ve ark. 2008). Kanserde TGF-B’nin anti-tiiméral ve anti-inflamatuar immiin
cevabr baskilanir. TGF-f bir onkogen gibi davranmaya baslar. TGF-B’nin
hiicre/hiicre etkilesimi tlizerindeki kontrol mekanizmasi bozulur ve TGF-f’nin etkisi
ile hiicre/hiicre adhezyon reseptorii olan "Ecadherin" sentezi baskilanir. Bir¢ok

kanser tiplerinde "E-cadherin" genin baskilandig: bildirilmistir (Padua ve ark 2009).

Hiicreler arasinda adhezyonun bozulmasi ile birlikte hiicreler hareketlilik
kazanir ve metaplazi, displazi ve anaplaziye Onciiliik eden epitelyal-mezenkimal
gecis (epithelial-mesenchymal transdiferentiation=EMT) siireci baslatilmis olur
(Miettinen ve ark 1994, Off ve ark 1996).

1.9. Plazminojen Sistem:

Fibrinolizis, kompleks zimojen aktivatdr ve inhibitorleri iceren hemostatik
sistem tarafindan fibrinin yikilmasidir. Fibrinolitik sistem aktivitesi plazminojen
aktivatoriin etkisi ile inaktive prekiirsor plazminojenden aktif plazmin tretimi ile
tanimlanir. Plazminojen kan dolasiminda bulunan fibrinolitik sistemin bir tyesidir.
Arjinin-Valin baginin kirilmasiyla aktif formu olan plazmine doniistiiriilir. Plazmin
ise fibrinolitik yoldaki en Onemli son iirlindiir. Plazminin aktivasyonunda ve
inhibisyonunda cesitli mediatérler etkilidir. Insanda doku tipi plazminojen aktivatérii
(tPA) ve trokinaz tipi plazminojen aktivatorii (uPA) olmak {izere iki major
plazminojen aktivatorii bulunur. Bu aktivatorlerin ikisi de endotelde sentezlenir.
Plazminojen aktivitesi fibrin, uPA, tPA reseptor ve plazminojen reseptorleri ile
artmaktayken, PA inhibitorleri varliginda veya direkt plazmin inhibisyonu ile
azalmaktadir(Eitzman ve ark 1997). En onemli plazminojen aktiflestirici ajan
tPA’dir. tPA vaskiiler endotel hiicreleri tarafindan sentezlenip kan dolasima salinir ve
fibrinolizisin baslamasinda 6nemli rol almaktadir. Plazmin fibrin, fibrinojen, faktor
V ve faktor VIII’ i pargalar. Doku plazminojen aktivatorii izerindeki bolgeler fibrine

baglanmada, fibrine 0zgii plazminojenin aktiflestirilmesinde rol oynar. Fibrin
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varliginda t-PA’ nin plazminojen etkinlestirici 6zelligi belirgin bir sekilde artar.

Dolagimdaki t-PA PAI-1 tarafindan inhibe edilmektedir (Irigoyen ve ark 1999).

| tPA, u-PA @
t-PA-PAI1 : t-PA
’» complex T 1@ -
-—

: Fibrin
\ aktivasyonu ol
|
e l A }'t.PA
tPA  Plazminojen-> Plazmin L
Fibrinojen _,S°1“¥’1 S Bhn - e~
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Sekil 1.5.Fibrinolitik yollarin aktivasyonu ve inhibisyonu (Irigoyen 1999).

tPA’nin ¢ok biiyiikk kismi plazmada PAI-1, antiplazmin ve Cl-inhibitor
gibiinhibitorlerle kompleks yapmis sekilde dolasir. Fibrinolitik sistemde PAI-1
inaktivasyonu artmis plazmin olusumuna neden olur. PAI-1 plazminojenden plazmin
olusumunu inhibe ederek koagiilasyon ve fibrinolitik sistem dengesinde 6nemli rol
oynar. Artmis plazmin fibrinolitik etki ile birlikte doku matriks metalloproteinaz
(MMP) aktivasyonuna yol agar. Aktif MMP de ekstraseliller matriks (ECM)
yikimina neden olur. Fizyolojik olarak plazmada kiigiik konsantrasyondaki tPA’ya
bagl olarak az miktarda plazmin iiretilir. Plazminojen aktivasyonu spesifik ve hizl

calisan PA/PALl ile diizenlenir (Kohler ve Grant2000, Ercan 2004).

En az dort tane PA inhibitorii bulunmaktadir, bunlar PAI-1, PAI-2, PAI-3
olarak dabilinen aktive protein-C inhibitorii ve proteaz neksindir. Her ne kadar in
vitro olarak pek ¢ok PA inhibitorii gosterilmigse de en Onemli intravaskiiler PA

inhibitorii PAI-1"dir (Eitzman ve ark 1997).
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1.9.1. Plazminojen Aktivator inhibitor-1 (PAI-1):

PAI-1 fibrinolizisin giiclii bir inhibitoriidiir. Serin proteinaz inhibit6r
(serpin)ailesindendir ve diger proteaz inhibitorleri gibi kanda bulunur. PAI-1 diger
serpin inhibitorleri gibi hedef proteaza irreversibl baglanarak intihar inhibitori gibi
davranir ve sodyum dodesil siilfat (SDS) bolgesi ile kararli kompleks olusturur. tPA
ve trokinazin major fizyolojik inhibitoriidiir. PAI-1 plazmada ortalama 20 ng/mL
(0.5nM) gibi ¢ok diistikkonsantrasyonlarda bulunmaktadir ve yar1 6mrii yaklasik 6-7
dakikadir (Moricke ve ark. 2008). Ug tipi vardir (PAI-1, PAI-2, PAI-3) (Dawson ve
ark. 1993). 7. kromozomda (7921.3-9q22) kodlanmis olup 12.2 kb yer kaplayan 9
ekson, 8 intron igermektedir. 379 aminoasitten olusan tek =zincirli globiiler
glikoprotein yapisindadir (Strandberg ve ark 1988, Lijnenn ve Colle 1986).
Molekiiler agirligr 45-kDa’dir ve reaktif peptit zinciri Arg 345-Met 346 bolgesinde
lokalizedir. Bu bolge PAI-1’in asil fizyolojik bolgesidir (Lijnen 2005). Yapisal
olarak anjiotensinojen, antitrombin ve alfa-2 antiplazminin dahil oldugu diger
serpinlere benzer (Lijnen ve Collen 1986, Lijnen 2005) PAI-1’in kaynagi
trombositler, monosit, makrofaj, endotel, plazma, fibrosarkomhiicreleri ve
hepatositlerdir. PAI-1"nin endotelden sentezlendigi disiiniilmektedir. Yapilan
calismalarda PAI-1 endotel hiicre kiiltiiriinde {iretilmistir (Tapiovaara ve ark. 1996,
Samad ve ark. 1996, Lijnen 2005). PAI-1 karaciger, vaskiiler doku ve yag dokusu
basta olmak tizere farkli dokularda aktif olarak sentezlenebilir (Vaughan 2005). PAI-
1 i¢in endotel 6nemli bir sentez bélgesidir ve PAI-1 hormonal, metabolik veya
inflamatuar uyaran yoklugunda bile endotelyal hiicre kiiltiirlerinde bolca
sentezlenmektedir (Lijnen ve Collen 1997, Vaughan 2005). PAI-1’in biiyiik kismi1 ise
aktive trombositlerden salinmaktadir. PAI-1 trombositlerdisinda hiicrelerde
depolanmaz, sentezden sonra hizlica salinir ve salindiktan ¢ok kisa siiresonra PAI-1
inhibitor aktivitesini kaybetmektedir. PAI-1’e baglanan plazma ve periseliiler matriks
kompanenti olan vitronektin PAI-1’in aktif konformasyonunu stabilize eder.
(Winman 1995, Tapiovaara ve ark 1996, Lijnen 2005).

PAI-1 sentezi platelet-derived growth faktér (PDGF), trombin, interlokin-1
(IL-1),transforming growth faktdr-p (TGF-B), fibroblast biiylime faktorii ve
endotoksin gibisitokinlerle diizenlenmektedir. Ostrojen ve insiilin gibi hormonlar da

PAI-1 iiretimini diizenlemektedir (Vaughan 2005).
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PAI-1 plazmada bir glikoprotein olan vitronektin ile kompleks olarak
dolagsmakta vevitronektin PAI-1’in stabilize olmasini saglamaktadir. tPA ve uPA ile
kompleks olustugunda bu baglanma geri doniisliidiir. Fizyolojik olarak vitronektin-
PAI-1 kompleksi ECM’de inhibitor formda bulunur. Vitronektinin ¢oklugu PAI-1
aktivitesinin korunmasima neden olur. pro-uPA, iirokinaz reseptorlerine (uPAR)
baglanir baglanmaz aktive olur. Aktive olan uPA’nin hiicre yiizeyindeki uPAR’a
baglanmas1 PAI-1 ile inhibe edilir (Czekay ve ark2003). Integrinler ve biiyiime
faktor reseptorleri uPAR’a baglanmayi aktive etmektedir (Liu ve ark 2002).

Yiiksek plazma PAI-1 diizeyleri sepsis, miyokard infarktiisii gibi akut
hastaliklar ve kanser, ateroskleroz, tip II diyabetes mellitus (tip-Il DM) gibi kronik
hastaliklarda goriilmektedir. PAI-1’in bu hastaliklarin gelismesindeki rolii oldukca
karisiktir. PAI-1’in plazminojen aktivator regiilasyonu ile fibrinolizisi etkileyerek
veya hiicre migrasyonunun regiilasyonu ile doku yeniden sekillenmesini etkiledigi

diistiniilmektedir (Natalia ve ark. 2007).

PAI-1 ve Tiimor Hiicreleri:

Plazminojen aktivatér sistemi solid tiimoér gelisimi, invazyonu ve
metastazinda rolalmaktadir. uPA yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda periseliiler
proteolizis araciligiyla tiimor hiicre invazyonu ve artmis anjiogenezden sorumludur
(Andreasen ve ark 1997). Meme, akciger, kolon, over, mide ve bobrek kanserlerinde
yapilan c¢alismalarda PAI-1’in kotii prognostik faktor oldugu saptanmistir. PAI-1’in
tiimor hiicre apoptozisini inhibe ederek tiimor biiyiimesine neden oldugu

gozlenmistir (Kwaan ve ark 2000).

Solid tiimorlerde oldugu gibi 16semide de koagiilasyon ve/veya fibrinoliz
anormallikleri bulunmaktadir. Losemili hastalarda fibrinolitik dengesizligin
uygunsuz plazminojen aktivasyonu ile olustugu ileri siirlilmektedir. Yapilan

caligmalar gostermistir ki 16semik hiicrelerden PAI-1 ve PAI-2 sentezlenmektedir.

Plasminojen aktivasyonu invaziv davraniglara katkida bulunur (Scherrer ve
ark.1999). Plazmin aktivasyonu piht1 yikiminda, inflamasyonda, tiimor hiicre
yayiliminda, yara iyilesmesinde, anjiogenez ve trofoblast invazyonunda rol alir.

Tiimdr hiicreleri invazyon igin proteolitik aktiviteye ihtiya¢ duyar, plazmin ile
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beraber diger doku yikim enzimleri de tiimér hiicre metastazinda rol alir. Timor
dokusunda uPA ve/veya bunun inhibitorii PAI-1’in yiiksek diizeyleri kétii prognoza

neden olmaktadir (Tapiovaara ve ark 1996).

1.9.2. Doku tipi Plazminojen Aktivatorii (tPA):

Iki énemli plazminojen aktivatdrlerinden biri olan tPA 527 aminoasitten
olusan birglikoproteindir. 72-kDa agirliginda serin proteazdir. Primer olarak
fibrinolizis vetrombolizisi aktive eder. tPA ilk olarak melanoma hiicre kiiltlirii ve
uterusta gosterilmistir.uPA gibi tek zincirli enzim olarak salgilanir. Hem tek zincirli
hem de iki zincirli tPA enzimatik olarak aktiftir. tPA’nin agir-A-zinciri fibrinojenle
homolog olan parmak bolgesini icerir ve plazminojen, protrombin ve uPA ile
homolog bolge icerir. Hafif zincir ise enzimin aktif bolgesini igermektedir. tPA
primer olarak endotel hiicrelerinde sentez edilir ve salgilanir. Dolagimdaki yar1 6mrii
yaklasik 5 dakika gibi olduk¢a kisadir. Tek basina plazminojenin zay1f aktivatoriidiir.
fibrin varliginda t-PA’nin plazminojene afinitesi artmaktadir. Ekstravaskiiler
hiicrelerde de sentezlenmesine ragmen, t-PA plazminojenin intravaskiiler

aktivatoriidiir (Tapiovaara ve ark 1996, Stuart ve ark 2009).

1.9.3. Urokinaz tipi Plazminojen Aktivatorii (uPA):

Tek zincirli uPA veya proiirokinaz 411 aminoasitten olusan bir
glikoproteindir. Serinproteaz bolgesinde epidermal biliylime faktorii benzeri bolge,
plazminojen benzeri bolge ve katalitik bolgeden olusan triad1 bulundurur. Plazmin ve
kallikrein tarafindan tek zincir uPA’daki Lys 159-Ile 159 peptit bag: kirilir ve distilfit
bagli iki zincirli u-PA olusur. 10. kromozomda lokalize, 11 ekson tarafindan kodlanir
ve 6.4 kb biiylikliigiindedir. Endotel hiicreleri, makrofajlar, renal epitel hiicreleri ve
bazi timér hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir. Idrar ve plazmada diisiik

konsantrasyonda saptanabilir (Lawn ve ark 1992, Webb ve ark 2001).

Lokal fibrinolizis, doku yeniden diizenlenmesi, hiicre migrasyonu,
inflamasyon, tiimdr invazyonu, atherosklerotik plak olusumu ve yara iyilesmesinde

rol alir (Schmitt ve ark 1995).
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Iki zincirli uPA hafif A zinciri ve agir B zincirini igermektedir. Her iki form
daplazminojeni aktive etmekte ancak sadece agir zincir uPA reseptorlerine (uPAR,
CD87) baglanabilmektedir. uPA’nin fibrine afinitesi tPA’dan daha azdir. Bu nedenle
hem fibrin varliginda hem de yoklugunda efektif plazminojen aktivatoriidiir. Kanser
invazyonu ve metastazinda uPA-uPAR ve PAI-1 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan
calismalarda cesitli kanserlerde diizeyleri artmis bulunmustur. uPA Ol¢limiiniin
Ozellikle meme kanserlerinde prognostik faktdr olarak kullanilabilirligi iizerinde

durulmaktadir (Duffy ve Duggan 2004).

1.9.4. Solid Tiumorlerde Plazminojen Aktivatorlerin Durumu:

Metastaz olusumu i¢in invazyon sarttir. invazyon ve neovaskiilarizasyon
timor hiicrelerinin  yayilimini saglar. Tiimor tarafindan indiiklenen anjiogenez
timoriiniin - dagilimi  i¢in  kapr gorevi goriir. U-PA  bagimli plasminogen
aktivasyonunun anjiogenezin regiilasyonunda onemli rol oynadigi gosterilmistir.
Anjiogenezis 1-3 mm’den daha kiiglik solid tiimdrlerin yayilimi i¢in gerekli ve
siklikla tiimor gelisiminin erken doneminde ortaya c¢ikan bir olaydir. Anjiogenezisin
inhibisyonu, solid tiimoérlerin biiyiimesini inhibe eden 6nemli bir olaydir. Timor
anjiogenezisi timor hiicreleri tarafindan salinan pek c¢ok pozitif ve negatif regiilator
ve Ozellikle timor ile iliskili makrofajlar TAM” lar olmak {izere tiimérle iliskili
konak hiicreleri ile iligkilidir. TAM’ lar uygun stimulus ile aktive oldugunda timor
anjlogenezisinde 6nemli rol oynayan maddeleri salar. Bu maddeleri proteazlar ve
biiyiime faktorleri (asidik fibroblast biiytime faktorii FGF, bazik FGF,graniilosit
makrofaj koloni stimiile edici faktor GM CSF, timdr biiyiime faktori alfa TGFa,
insiilin benzeri biiylime faktorii bir I GF-1 ve sitokinler (Tiimdr nekrozis faktor alfa
TNFa, interlokin alt1 IL-6, interlokin sekiz IL-8) olusturur. TAM’ lar, anjiogenezisi
inhibe edecek maddeleride salma o0zelligine sahiptir, bunu PA nin spesifik
inhibitorlerini salarak yapar. UPA’nin anjiojenik faktorler tarafindan indiiklenerek

kapiller endotel hiicrelerinin migrasyonunda rol aldig: bilinmektedir.

Ozellikle meme kanserinde, agresiflik ve invazyon ile iliskili oldugu bilinen
UPAnin aksine PAI-2 diizeyinin yiiksek olmasinin prognozu olumlu yonde etkiledigi

gosterilmistir (Ingrid ve ark 1998).
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Kolon kanser hiicre kiiltiirleriyle yapilan, subendotelyal hiicre matriks
degradasyonunun incelendigi bir ¢alismada, uPA iireten kolon kanser hiicrelerinin
yapmis oldugu matriks degradasyonu kiiltiire PAI-2 eklenmesi ile 6nlenmistir(Baker
ve ark 1990). UPA’nin timor hiicre invazyonunda proteolitik etki gosterdigi ve
metastaz sirasinda PAI-1 ile aktivitesinin regiile edildigi bilinmektedir. Meme
kanserli hastalarda yiiksek u PA ve PAI-1 diizeyinin kotii prognoz ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Foekens ve ark 1995).

Plazminojen aktivatorleri bazi normal ve malign hiicrelerden salinir.
Gastrointestinal karsinomali 80 hastanin yer aldig1 bir ¢alismada, {irokinaz antijen,
doku tipi plasminojen aktivator antijen ve plazminojen aktivator inhibitor diizeyleri
belirlenmistir. Pankreas ve kolorektal karsinomlu hastalarda metastazdan bagimsiz
olarak plazma iirokinaz seviyeleri yiiksek bulunurken, safra kesesi veya gastrik
karsinomu olanlarda kontrollerle Kkarsilastirildiginda uPA  diizeyinde artis
saptanmamigtir (Johannes ve ark 1987). Maligniteler sirasinda olusan asitlerde
fibrinolitik sistemin aktive oldugu goriilmistiir. Plazmin/antiplazmin ve t-PA/ PAI-1
oranlarinin malign olmayan asitlerle karsilagtirildiginda, malignitelerde arttig1

gosterilmistir. Malign asitlerde artan predominant protein t-PAdir (Buo ve ark1995).

1.10. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkisel kaynakli besinlerde dogal olarak bulunan ve yaklasik
6500 farkli ¢esidi olan, polifenolik bilesiklerdir (Saldamli2007). Ortak bir
fenilbenzopiron (C6-C3-C6) yapisina sahiptirler, doymusluk diizeyine ve merkezi
piron halkasinin agilmasina gore smiflandirilirlar.  Flavonlar, flavanoller,
isoflavonlar, flavonoller, flavanonlar ve flavanonoller olmak iizere genel olarak 6

sinifa ayrilirlar. (Middleton ve Kandaswami, 1986; Harbone ve Williams, 2000).
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Cizelge 1.1. Flavonoidlerin alt siniflar1 ve besinsel kaynaklari (Ren ve ark 2003).

Flavonoid
Flavonoidler Temel besin kaynaklar1
alt gruplar
Flavonoller |Kaempherol, myricetin, | Sogan, kiraz, elma, brokoli, lahana,
quercetin, rutin domates, bogiirtlen, ¢ay, kirmizi
sarap, karabugday
Flavonlar Apigenin, chrysin, Maydonoz, kekik
luteolin
Isoflavonlar |Daidzein, genistein, Sova fasiilyesi, baklagiller
glycitein, formononetin
Flavanoller |Catechin, gallocatechin |Elma, cay
Flavanonlar |Eriodictyol, hesperitin, | Portakal, greyfurt
naringenin
Flavanonoller | Taxifolin Limon, narenciye
Flavones Onl Flavonols O
HO HO A\ Y 7
“OH
o O on O
Fluvanones | OH Flavanols I W
HO HO 7 O O
|
N L OH
OH © O
Flavanonols 7 Isoflavones
H | HO
HO

Sekil 1.6.Flavonoidlerin kimyasal yapilar1 (Ren ve ark 2003)
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Flavonoidler, yenen meyve ve sebzelerde bol olarak bulunmaktadir.
Giinliiktiiketilen miktarinin birkag yliz miligram oldugu tahmin edilmektedir
(Hollman ve Katan 1999). Flavonoidlerin bir¢ok tibbi bitkide de bulundugu
belirtilmistir.Flavonoidleri igeren bitkisel ilaglar tiim Diinya’da 6zellikle Cin’de

kullanilmaktadir (Di Carlo ve ark 1999, Samuelsen 2000).

Dogada yaygin halde hemen hemen tiim bitki familyalarinda bulunurlar.
Meyve, sebze, tahil, ¢ay, kahve ve kirmizi sarap oldukca fazla miktarda flavonoid
icerir. Bitkisel kaynakli flavonoidlerin biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteleri
oldukga genistir. Antioksidan, damar agici, anti-inflamatuar, antibakteriyel, immiin-
uyarici, antiallerjik ve antiviral etkileri bu aktiviteler arasindadir (Gao ve ark 2003).
Ayn1 zamanda, insanlarda ve hayvanlarda yapilan ¢alismalar flavonoidlerin KVH ve
kanser hastaliklarina yakalanma riskini azalttigi belirlenmistir (Cirico ve Omaye
2006).

1.10.1. Flavonoidlerin Biyosentezi

Biyosentez arastirmalarindan elde edilen bilgilere gore flavonoidlerin A
halkasinin asetil koenzim-A molekiillerinden veya ii¢ molekiil malonil koenzim
A’dan, B ve C halkalarinin ise fenil alanin gibi fenil propanoid bilesiklerinden
meydana geldigi saptanmistir. A halkasin1 meydana getiren asetat tiniteleri ile B ve C
halkalarin1 meydana getiren fenil propanoid bilesiklerinin kondensasyonu ile
kalkonlar olusur (Kiigiikislamoglu 1996, Byrne 1996, Li 2006, Martens ve Mithofer
2005).

1.10.2. Flavonoidlerin Biyolojik Onemi

Baz1 flavonoidlerin biyolojik aktivite gdstermesinden dolayi, flavonoidlere
kars1 ilgi 1940’lh yillardan itibaren artmaya baslamistir. Bu ilginin baslica
nedenlerinden biri, 1936 yilinda limon kabuklarindan elde edilen flavonoidli bir

preparatin P-vitamin aktivitesi gostermesi olmustur (Harmandar ve Bilaloglu 1997).

Flavonoid arastirmalarimin en aktif alanin1 insan sagligmma sagladig
katkilarolugturmaktadir. Farkhi arastirma gruplari flavonoidlerin,

antiinflamatuar,antioksidant, antimikrobiyal, antibakteriyal ve antikanserojenik
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etkiler gosterdigini tespit etmislerdir ( Harborne ve Willlams2000, Le
Marchand1996, Shirley2002).

Flavonoidlerin ilk olarak belirlenen biyolojik o6zelligi kilcal damar
duvarlarina olumlu etkileridir. Bu bilesikler kilcal damarlarda kan sizdirmanin
Onlenmesinde,kirilganlik ve gecirgenligin ortadan kalkmasinda olumlu etkiler

gostermislerdir.

Flavonoidler kan damarlarina etkileri ile birlikte, zayif kalp kuvvetlendirici
maddeler olarakta bilinirler. Bagka bir arastirma sonuglarina gére quercetin, rutin ve
bazi flavonoller zayif kalbi kuvvetlendirme, nabzi normallestirme o&zelligine
sahiptirler.Flavonoidlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri de, karaciger fonksiyonuna
olumlu etkileridir. Flavonoidlerin safra salgilanmasini hizlandirdiklari, karacigerin
barbiturat ve arsenik gibi Dbilesiklere karsi detoksikasyonuna etki ettikleri

aciklanmistir (Harmandar ve Bilaloglu 1997).

Flavonoidlerin bitkilere renk verme, UV 1sinlarindan koruma gibi 6zellikleri
olduguda tespit edilmisti. Bu nedenle kozmetik iriinlerde Ozellikle
koruyucukremlerde 6nemli bir katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Shirley1997).
Bunlardan bagkaflavonoidler, bitkilerde enerjinin doniisiimiine ve biiyiime
hormonlarina etki ederler.Ayrica solunumu ve fotosentezi diizenleme ve bulagici

hastaliklara kars1 savunmafonksiyonlarina sahiptirler (Zeback ve ark 1989).

1.10.3. Diyetsel Flavonoidler ve Kanser

Meyve ve sebze tiiketiminin kanser riskini azalttigini gosteren caligsmalar
mevcuttur (Steinmetz ve Potter1991a, Steinmetz ve Potter1991b, Steinmetz ve
Potter1996, Ziegler ve ark 1996). 1997 yilinda; Diinya Kanser Arastirma Vakfinin,
Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisii ile birlikte hazirladigi raporda, 30 yili agkin
yapilan epidemiyolojik arastirmalar incelenmis ve diyet ile kanser arasindaki iliski
ortaya konmustur. Buna gore; meyve ve sebze tiiketiminin akciger, mide, agiz, yutak,
0zofagus, kolon ve rektum kanser riskiyle ters orantist oldugu sonucuna varilmistir

(Anonim 1997).

Flavonoidler bir¢cok biyolojik aktiviteye sahiptir. Kanser Onleyici etkileri;

anti-mutajenik, anti-proliferatif, anti-oksidan etki ve hiicre sinyal iletimi, hiicre siklus
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kontrolii ve anjiogenezdeki rollerinden kaynaklanir (Hertog ve ark1992).
Flavonoidlerin  karsinogenezi  inhibe ettikleri in  vivo ve in vitro
calismalarlagosterilmistir  (Caltagirone ve ark2000, Miyagi ve ark 2000).
Flavonoidlerin hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurdugu belirtilmistir (Ren ve ark
2003). Bunu anahtar regiilatorler olan Cdk’larin aktivitesini ve diizenlenmesini
degistirerek yaptiklar1 belirtilmistir  (Senderowicz 1999, Senderowicz 2001).
Flavonoidlerin bazi kanser hiicre hatlarinda apoptozise neden oldugu; DNA
topoizomeraz I/11 aktivitesinin inhibisyonunu (Markovits ve ark 1989,Wang ve ark
1999, Bailly 2000; Sukardiman ve ark 2000), reaktif oksijen tiirlerini (ROS) azalttig1
(Lee ve ark 2002), 1s1ya duyarli proteinlerin gen seviyesinde anlatimini diizenledigi
belirtilmistir (Rong ve ark 2000).

Bircok  flavonoidin  normal insan  hiicrelerine  toksik  etkisi
bulunmamasinaragmen, kiiltiire edilmis insan kanser hiicre hatlarinin pek ¢cogunun da
hiicrebéliinmesini inhibe ettigi gosterilmistir (Hirano ve ark 1994, Kawaii ve ark
1999, Kuntz ve ark 1999, Wenzel ve ark 2000, Pouget ve ark 2001). Anti-proliferatif
etkinin molekiiler mekanizmasi da tiimor olusumuna neden olan prooksidan olusum
siirecinin baskilanmasi ile oldugu belirtilmistir. Prooksidan enzimler gesitli tiimor
baglaticilar tarafindan aktive edilmekte, flavonoidler ise bu enzimleri inhibe
etmektedir. Ozellikle ksantin oksidaz (Chang ve ark 1993; Chan ve ark 1995), COX
veya LOX ( Markovits ve ark 1989; Iwashita ve ark 2000; Mutoh ve ark 2000).

1.10.4. Hesperetin

Bir flavonoid olan hesperetin; flavanon hesperitin ve disakkarit
rutinozdanmeydana gelmistir. Hesperetin, portakal ve limonda en ¢ok bulunan
flavonoiddir. Bumeyvelerin kabuklar1 ve zarlar1 ¢ok yiiksek konsantrasyonda
hesperetin igerirler. Hesperetin, turunggil bioflavonoidi olarak siniflandirilir ( Erlund
ve ark 2001).

Cok sayida memeli hiicre sisteminde c¢esitli biyolojik etkileri vardir. in vitro
ve invivogaligmalarda antimikrobiyal, antiviral, antihipertansif, hipolipidemik,
antidiabetik, analjezik, antiiilserojen, antialerjik, vazodilator 6zelligi, antineoplastik,

anti-inflamatuvar, antioksidan, analjezik, antihepatotoksik ve kemik dansite kaybinin
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azaltict etkileri gosterilmistir. Siganlarla yapilan ¢alismada portakal ve mandalina
suyunda bulunan Hesperetinin kolon ve akciger kanserini azaltmasi yani sira
ateroskleroz, kolesterol ve trigliserid seviyesini azalttig1r gosterilmistir. Hesperetin
askorbik asit sentezinde de rol oynamaktadir (Berkarda ve ark 1998,Guardia ve
ark2001, Etcheverry ve ark 2008).

Sekil 1.7. Hesperetinin Kimyasal Yapisi (Etcheverry ve ark 2008).

Hesperetinin Antikarsinojenik Etkisi

Hesperetinin  kuvvetli antienflamatuar 6zelligi yaninda karsinogenezde
etkinligi caligmalarla gosterilmistir (Berkarda ve ark 1998). Erkek fare idrar torbalari
tizerinde Hesperetin/diosmin kombinasyonu kullanilarak antikarsinojenik etki
incelenmistir. Kombinasyonun, N-biitil-N-(4-hidroksibiitil) nitrézamin ile indiiklenen
karsinojenezisi timor baslangi¢c fazinda 8 hafta boyunca siiren tedavi sonucunda
inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayrica siganlar lizerinde yapilan bir ¢calismada 500 ppm/kg
dozda Hesperetinin karsinojenezisi inhibe ettigi tespit edilmistir (Yang ve ark 1997).
Bir baska c¢alismada, tek basma Hesperetin ve diosmin/Hesperetinkombinasyonu
verildiginde, hem 4-nitrokuinolin-1-oksitle baslatilan tiimor gelisiminin inhibe
oldugu hem de azoksimetanla indiiklenen sigan kolon karsinojenezisine karsi
kemopreventif etki gelistigi saptanmistir. Bu sonuglar artan hiicre proliferasyonunun

baskilanmasi sonucunda olustugu bildirilmistir (Tanaka ve ark 1997).

Hesperetinin ayn1 zamanda 4-nitrokkuinolin-1-oksitle indiiklenen agiz
kanserini inhibe ettigi, lezyonlarin sayisini, dil dokusundaki poliamin seviyelerini ve
hiicre proliferasyonunu azalttigi bulunmustur (Tanaka ve ark 1994). Hesperetinin
insan meme ve andorojen bagimli prostat kanser hiicrelerinde proliferasyonu

baskiladig1 saptanmistir.(Lee ve ark 2010). Hesperetinin hepatoselliiler karsinom

35



hiicrelerinde matriks metalloproteinaz-9 gen ekspresyonunun uyardigi asetaldehiti

inhibe ettigi bulunmustur(Yeh ve ark 2009).

1.10.5. Kuersetin

Kuersetin, bir¢ok bitki ve bitkisel besin kaynaklarinda yaygin olarak bulunan
bir bioflavonoidtir (Graefe ve ark 1999). Sik tiiketilen yiyeceklerin ¢ogunda; elma,
sogan, cay, kiraz ve ¢ilek gibi yumusak kabuklu meyveler, lahana, brokoli gibi yesil
yaprakli sebzelerde, ¢ogu tohumda, yemislerde, cicekler, kabuklar ve yapraklarda
hatta medikal bitkiler; Ginkgo biloba, hypericum perforatum (St. John’s Wort),
Sambucus canadensis (Elder)’de ve pek c¢ogunda bulunmaktadir (Williamson ve
Manach 1999,Hékkinen ve ark 2005).

Tiim flavonoidler, hidroksil (OH) gruplarinin baglandigi 3 halkali molekiil
yapisina sahiptir. Flavonoidler besinlerde glikozit formunda bulunurlar. Yani,
merkez halkaya baglanmis bir seker (rhamnose, glukoz, galaktoz) molekiiliine
sahiptirler. Kuersetin; rutin, quercetrin, isoquercetrin ve hyperoside gibi bir
aglikondur, yani glikozit formdadir. Kuersetin hari¢ bu molekiillerin hepsi ayni
yaptya sahiptir; kuersetin’in C halkasindaki hidroksil grubu bu molekiillerde, spesifik
bir seker molekiilii ile yer degistirmis olarak bulunur (Cody 1986, 1988).

Sekil 1.8. Kuersetinin kimyasal yapisi (Han ve ark 2001).

Kuersetin’in biyolojik etkilerinin; anti-kanser, anti-viral, anti-trombotik,
antiiskemik, anti-inflamatuar, anti-alerjik oldugu, arterosklerozisi ve koroner
kalphastaliklarin1 onleyici bir etkisinin oldugu, selliiler immiiniteyi stimule ettigi
cesitli calismalarla gosterilmistir (Grylewski ve ark 1987, Deschner ve ark 1991,
Hertog ve ark 1993, Formica ve Regelson 1995).

Kuersetin’in genel etkisi, antioksidant aktivitesinden kaynaklanir. Bu

ozelligisayesinde, kuersetinoksijen radikallerini savar, ksantin oksidaz’1 ve in vitro
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lipidperoksidasyonunu baskilar. Tek basina veya askorbik asit ile birleserek,
deridekinorovaskiilator yapilara zarar veren oksidatif hasarin insidansini azaltir

(Conguer ve ark 1998, Monograph 1998, Ratna ve Simonelli 2002).

Kuersetin’in ~ anti-inflamatuar  etkisi  ise, inflamasyon  olusturan
enzimler(cyclooxygenase, lipoxygenase) iizerine baskilayict etkisinden ileri gelir

(Monograph 1998, Lamson ve Brignal 2000, Gee ve Jhonson 2001).

Glukozun sorbitole doniisiimiinii katalizleyen aldoz rediiktaz enzimi, goz
icindnemli olup, diyabetik katarakt olusumunda rol oynar. Kuersetin insan lens

aldozrediiktaz’1n etkili bir inhibitdriidiir (Monograph 1998, Cornish ve ark 2002).

Kuersetin ayrica, Herpes simplex virus tip 1, polio-virus tip 1, parainfluenza
viriis tip 3 ve respiratory syncytial virus (RSV) infektivitesini ve hiicresel

replikasyonu azaltir (Monograph 1998).

Kuersetin’in hiicre biiylimesini (Duthie ve ark 1997), glikolizisi (Nass-Arden
ve Breitbart 1990), laktat dehidrogenaz salinimimi (Volk ve ark 1997), nitrik oksit
iretimini  (Soliman ve Mazzio 1998), mRNA indiiklenmesini bloke eden
metallothionein’i (Conklin ve ark 1998) ve makromolekiil sentezini inhibe ettigi

gozlenmistir (Huang ve ark 1997).

Kuersetin giliclii bir mutajendir (Bjeldanes ve Chang 1977). DNA’ya
baglandiginda tek zincir kiriklarina (Fazal ve ark 1990), DNA da yeniden
diizenlenmelere (Suzuki ve ark 1991) ve kromozomal hasara neden olabilmektedir
(Ishidatejr ve ark 1988).

KuersetininAntikarsinojenik Etkisi

Kuersetin, hiicre dongiisiinii uygulanan hiicrenin tipine bagl olarak kontrol
noktalarinda durdurarak (Hosokawa ve ark 1992, Wei ve ark 1994) ve apoptozisi
indiikleyerek (Iwao ve Tsukamoto 1999, Choi ve ark 2001) malignant tiimor
hiicrelerinin biiylimesini inhibe edebilmektedir. Losemi hiicreleri (Kang ve Liang
1997), meme kanseri (Choi ve ark 2001), kolon adenokarsinomasi (Salucci ve ark
2002), prostat kanseri (Kobayashi ve ark 2002) ve endometriyal kanser (Kaneuchi ve
ark. 2003) gibi insan kanserlerinin biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Reseptor

kinazlar, protein kinaz C, siklin-bagimli kinazlar (Cdk) ve MEK-ERK sinyal iletim
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yoluyla etkilesebilmektedir (Ferriola ve ark 1989, Casagrande ve Darbon 2001,
Nguyen ve ark 2004).

Meme, kolon, over, endometriyum, mide ve kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri ve 16semi hiicre dizileri ile yapilan ¢alismalarda, kuersetin’in anti-kanserojen
oldugu ve siganlarda kimyasal olarak uyarilmis meme tiimorlerinin insidansini
azalttig1 gosterilmistir. Kuersetin i¢in Faz 1 klinik denemelerine de baslanmistir ve
anti-timor aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Guthiriel ve ark1997, Rodregs ve
Grant1998, Monograph 1998, Miodini ve ark 1999).

In vitro galismalarin biiyiik bir kismi, flavonollerin tiimér hiicreleri iizerine
antiproliferatif etkilere sahip oldugunu gdstermistir. Ornegin, kuersetin, insan gastrik
kanser hiicreleri, kolorektal kanser hiicreleri ve 16semik T hiicrelerinde, hiicre
siklusunun G1/S gegisini 6nleyerek proliferasyonu baskilamaktadir (Gee ve Jhonson
2001, Ong ve ark 2004).

Kuersetin  sayesinde 16semi, melonoma ve insan kolon kanser
hiicreleriningogalmasinin  baskilanmasi, tip II 0Ostrojen baglama bolgeleri ile
kuersetinin etkilesimine bakilarak aciklanmaktadir. Hem kuersetin hem de
tamoksifen’in, laryngeal kanser hiicre dizileri Hep2 ve CO-K3’iin biiylimelerini
baskiladig1 ve apoptozu uyardigi gosterilmistir. Bu bilesenlerin sitostatik aktiviteleri,
tip II Ostrojen baglama bolgelerini baglama yetenekleri ile iliskili olabilir (Gee ve

Jhonson 2001, Kang ve Liang 1997, Guthiriel ve ark 1997, Miodini ve ark 1999).

MCF-7 hiicrelerinde kuersetinin, p21°i aktiflestirerek apoptozu uyardigi da
gosterilmistir (Wang ve ark 2003). Ayrica kuersetin, in vitro Ostron siilfataz’in

potansiyel bir baskilayicisidir (Ratna ve Simonelli 2002).

Kuersetinin anti-kanser aktivitesi, protein tirozin kinazlar1 baskilayarak,
timor hiicrelerinin apoptozunu uyararak, DNA sentezi ve farkli insan karsinoma
hiicrelerinde hiicre biliylimesini baskilayarak, sinyal iletim yollarini down-regiile ve
modifikasyon ederek gerceklesir (So ve ark 1997, Rodregs ve Grant 1998, Huang ve
ark 1999, Middleton ve ark 2000, Erkog ve ark 2003).
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2. GEREC ve YONTEM
2.1.Gerecler

2.1.1.Kullanilan Kimyasallar

. TGF-B 2 human recombinant: Sigma-Aldrich

. SRP3170-5UG Lot: 09085185

. Human PAI-1 Elisa: BioVendor Lot: X13-093

. Hesperetin: Sigma-Aldrich H4125-10g (min % 95 HPLC)

. Kuersetin dihidrat: Calbiochem 551600-100mg

. DMSO: Dimetil Siilfoksit Sigma-Aldrich D2650-100ml

. Tris: Merck K38173887-500 g

. CeHsNasO7. 2H20: Merck A570048438-1Kg

. KH2P04:Merck A0047373 923- 1kg

. KOH: Merck B0201933 811-1 kg

. KC1: Sigma-Aldrich 12636-1 kg

. Sodyum Sitrat: Sigma-Aldrich W302600-1Kg

. C4HsKNaO 6.4H20: Merck A875387811-1 kg

. Na.C0z: Sigma-Aldrich S7795-500 g

. CuS04.5 H20: Merck A897690 739-1 kg

" Folinciocalteu’s fenol: Merck HC140610-1 It

. Cell Lysis Buffer Solution: Merck MSP010065

. NaOH: Sigma-Aldrich S8045- 500 g

. BSA (Bovin Serum Albumin): Sigma-Aldrich A9418-10 g

. Triton X-100: Sigma-Aldrich-X100- 100 ml

. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) : Biological Industries
Kibutz Haemek Israel cat no:01-1 A (500 ml)

. Penisilin-Streptomisin: Penicillin-Streptomycin Solution 10,000 units/ml
Penicil (BIO-IND,BI103-031-1C) (20 ml)
. Glutamin-L-glutamin Solution, 29.2mg/ml in Saline) (200mmol)

(BI0.IND,BI103-020-1B) (100 ml)
. Fetal Bovin Serum (FBS): Foetal Bovine Serum (FBS) European Grade Heat
Inactivated (BI0-IND,B104-127-1B) (100ml)



. Phosphate Buffered Saline(PBS): Biological Industries Kibutz Haemek
Israel Cat No:02-1A(500 ml)

. Tripsin-EDTA: Trypsin EDTA, Solution C (0.05%) EDTA (0.02%), with
Phenol(BIO. IND,BI03-053-1B) (100 ml)

. Plasminogen:human plasma derived, R&D systems Cat N0:1939-SE (200
ng)

. Rekombinant Human u-Plasminogen Activator (uPA)/Urokinase: R&D
systems Cat N0:1310-SE (10ug)

. Substrat: Instrumentation Laboratory Company-Bedford, Chromogenix Cat
No: S2251(25 mg)

2.1.2. Cihazlar ve Laboratuar gerecleri

. Laminar akimli kabin: Steril VBH Compact

= Santrifiij: Sigma 3K30

. Isik mikroskobu: LeicaDmilLed (invertedmicroscop)

. Buzdolabi (+4 °C ve -20°C): ALTUS AL 302

. -40°C buzdolabi: SANYO MDF-U425

. -80°C buzdolabi: SANYO MDF-U5186S

= Azot tanki: LS 750 Las Systems Taylor-Wharton

. xCELLigence® Gercek Zamanl Hiicre Elektronik Algilama Cihazi: Roche
Diagnostics GmbH, Penzbeerg, Germany

. E-PLATE 16: ACEA biosciences, Inc. Cat no: 05469813001

. Sicak su banyosu: Wise Bath fuzzy systems

. Thoma lami: IsoLab, Tiefedepthprofendeur 0,200mm

. CO02 inkiibatorii: SANYO 02/CO2 INCUBATOR MCO-175M

= Steril filtre: 0,45um Lot No: N0403113103

. Flask: TC Flask,75 cm?Canted Neck, Anti-Tip, Plug Seal, Sterile
(CORNING,CC430720)

. Falcon tiip: 352098 Blue max™ 50ml polypropyleneconicaltube
30x115mm style

. Kriyo tiip: REF:C12ARBIPS
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. Serolojik pipet: Corning® Costar® Stripette® serological pipettes,
bulkpacked(5 ve 10 ml)

. Mikropipet (1000, 200, 10ul): Gilson

. Spektrofotometre: Perkin Emler Lambda 25 UV/Vis Spectrometer
. ELISA: Kayto RT-2100-C Microplate Reader

2.2. Metod

2.2.1. Hiicre Kiiltiirii

TGF-B, kuersetin ve hesperetinin meme kanseri hiicresi proliferasyonundaki
etkilerinin gézlemlenmesi agisindan insan meme kanseri hiicresi MCF-7 hiicre hatt1
kullanilmigtir. MCF-7 hiicreleri, 1970 yilinda 69 yasindaki beyaz bir kadin hasta
memesinden izole edilmis meme kanseri hiicre serisidir. MCF-7 hiicreleri epitelyal
kokenli, dstrojen reseptorii pozitif ve invazif yetenegi azdir. MCF-7 hiicre serisi On
Dokuz Mayis Universitesi Tibbi Biyokimya A.B.D. Baskani Prof. Dr. Abdiilkerim
Bedir tarafindan hediye edilmistir.

MCF-7 hiicreleri nemlendirilmis, %5 CO; igeren ve 37°C’lik atmosferde,
%10 FBS ve %1 PSG iceren DMEM besiyerinde kiiltiire edilmistir.

Hiicrelerin pasajlanmast 5-6 giinde bir olacak sekilde, tripsin-EDTA ile
kaldirilmas1 ve 2500 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek 75 cm?lik flasklarda besi

yerine alinmasi seklinde yapilmstir.

Hiicre stoklanmasi ise tripsinlenen hiicrelerin, santrifiijden sonra besiyerinin
uzaklastirilmasi, %10 DMSO ve %90 FBS iceren soliisyonla karigtirilmasi ve 1,5
ml’lik kriyo tiiplere alinarak -196°C’de sivi azot tankina konularak saklanmasi
seklinde gergeklestirilmistir. Hiicreler, -20°C’de 1 gece bekledikten sonra -80°C’ye
almmistir. Bu sekilde depolanan hiicreler gerektiginde hizlica 37 °C’de ¢oziiliip,

iizerine 3 ml besi yeri ilave edilerek santrifiij edilmistir.

Stipernatant atilip, hiicre pelleti tekrar 1 ml besi yerinde coziilerek, petri

kabinda taze besi yeriyle pasajlanmistir.

Hiicre sayimu i¢in, tripsinlenen hiicreler 2500 rpm’de 3 dk santrifiij edildikten
sonra kalan hiicre pelleti, 1-2 ml besi yerine alindi. Karistirilarak 10’ar pl Thoma

laminin alt ve iist kisimlarina aktarilmig, Thoma laminin alt ve {ist boliimlerinde
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bulunan 16 kiiglik karede hiicre sayimi yapilmis ve ortalamalar1 alinarak

hesaplanmustir.

2.2.2. Ger¢ek Zamanh Hiicre Elektronik Algilama Sistemi

Hiicre canliliginin 6l¢iimii i¢in bir¢ok metot vardir. Bunlardan en yaygin
olanlar1t MTT, XTT ve WST metotlaridir. Bizim kullandigimiz metot ise, istedigimiz

zaman araliklarinda online veri veren xXCELLigence® sistemidir.

xCELLigence®sistem (Ger¢ek Zamanli Hiicre Elektronik Algilama Sistemi),
hiicre monitorizasyonunun belirlenmesi i¢in hassas, kantitatif, dinamik ve es zamanl
calisan bir sistemdir. Boylece diger metotlara gére pek ¢cok manipiilasyon azaltilmis
ve anlik veri alinabilen bu sistemde bilesik ya da renk girisimine sebep verebilecek
seylerden kacinilmistir. Elektrik empedans okuma yoluyla es zamanli olarak hiicre

canliligi Gl¢imiine izin verir. Sistem; elektronik sensor analizorii, cihaz 16 ya da

96"11ik e-platelerden ve cim-plate (Sekil 2.1.) olmak {izere ii¢ bileseni kapsar.

~

Sekil 2.1. Elektronik sensor analizori, cihaz, E-plate 16 ve Cim-blate 16
(http://www.acebio.com./productlist 2).

CI=max (i= 1....N) ((R(hiicre(fi)) / (Rb(fi)-1)
N= Empedansi 6lgiilen frekans noktalarinin sayisidir.
R(hiicre)= Hiicrenin bulundugu kuyunun hiicre elektrot empedansidir.

Rb = Medyumun bulundugu kuyunun arka plan empedansidir.
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Sekil 2.2. Hiicrelerin elektrik empedansinin 6l¢iimii(http://www.roche.com).

Plateler, kuyu tabanlarina gomiilmiis uygun geometriye sahip mikro

elektrotlardan olusur. Bunun tersine diger empedans sensorleri kuyunun yiizey

alanmin  %80’ini kaplar. Bu sistem hiicre sensor elektrot merkezli olarak

gelistirilmistir. Inkiibatdr i¢inde bulunan cihaza plateler yerlestirilir ve software
kontrolii altinda, sensor analizorii 6l¢iim i¢in kuyulari otomatik olarak seger. Bu
sistem e-platelerdeki hiicrelerin bulundugu kuyularin altinda, birlesik haldeki mikro
elektrotlar iizerindeki elektrik empedansini dlger (Sekil 2.2.). Once e-plateteki
kuyular bosken sistemden gecen elektrik akimi, bos kuyucugun empedansina esit
olur. Hiicreler elektrotlara yerlesmeye basladigindan itibaren ise sistemden gegen
akim hiicrelerin elektrik empedansina esit olur. Siirekli olarak empedans ol¢timii

yapar. Empedans verisi bilgisayara gonderilir ve software tarafindan analiz edilir.

RTCA DP cihazinin 6nemli 6zelligi 16-kuyucuklu hiicre invazyon ve
migrasyon (CIM) plate’ini ¢alistirmaktadir ki cim-plate, modifiye edilmis Boyden
kamarasinin gercek zamanli hiicre invazyon ve migrasyonunun otomatik

goriintiilenmesini saglamaktadir.

xCELLigence Sistemi, gercek zamanli invaziv olmayan bir sekilde hiicresel

durumu 6l¢gmek i¢in bir empedans okuma kullanir (Solly 2004 ve Xi ve ark 2008).
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2.2.3. Ger¢ek Zamanh Hiicre Elektronik Algillama Sistemiyle Hiicre Biiyiime
Egrisinin Belirlenmesi

Hiicre biiylime egrisinin belirlenmesi deneyinde dnce 100’er ul DMEM, 16
kuyulu e-platelerin (mikro elektrot igeren Ozel hiicre kiiltiirii kaplar1) her bir
kuyusuna koyuldu ve DMEM’in yarim saat kuyulara yerlesmesi beklendi. Ardindan
hiicre sayimi1 yapildi ve farkli sayilarda (5 000, 10 000, 15 000, 20 000, 25 000, 30
000, 40 000, 50 000) hiicre karisim1 hazirlandi. Farkli sayilardaki MCF-7 hiicreleri,
onceden i¢gine DMEM koydugumuz kuyulara 100’er ul olacak sekilde eklendi.
Hiicrelerin besiyeri 72. saatte degistirildi. Hiicre sayisindaki degisiklikler, e-
platelerde 196 saat boyunca her 15 dk’da bir inkiibator i¢indeki xCELLigence®
cihaz1 ile gozlemlendi. Buradan MCF-7 hiicrelerinin prolifere oldugu ideal hiicre

sayisini bulup sonraki deneyler bu sayiyla calisildi.

Cell Indeks (CI), elektrot igeren kuyucuklardaki hiicre durumunun niceliksel
Olciimiidiir. Ayni1 fiziksel sartlar altinda, elektrotlar iizerine hiicre yapigsmasindaki
artan say1, daha biiyiik CI degerlerine neden olur. Ayrica hiicre sayist ayni kaldigi
takdirde, hiicre morfolojisinde bir degisme CI’da degisikliklere yol agar. Belirli bir
zaman noktasinda normalize edilmis CI, referans bir zaman noktasindaki CI’nin,

zaman noktasindaki CI’ya bdliinmesi ile hesaplanir

2.2.4. TGF-p> mmn MCF-7 Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin Ger¢cek Zamanh

Hiicre Elektronik Algilama Sistemiyle Belirlenmesi

TGF-B, 10* ng/ml olacak sekilde distile suda ¢oziildii, 0,2 pm capl steril
filtreden gecirilerek -80°C’de saklandi. Diger dozlar hazirlamis oldugumuz bu TGF-
’dan dillisyon yapilarak hazirlandi.

Hiicre bliylime egrisinin belirlenmesinde yapildigi gibi, 16 kuyulu e-platelere
once 100’er ul DMEM koyuldu, ardindan hiicre sayimi yapildiktan sonra her bir
kuyucuga 10.000 hiicre olacak sekilde hiicre eklendi. MCF-7 hiicreleri, belirlenmis
olan TGF-f’nin doz gruplan (0,1, 1, 5, 10, 500 ng/ml nM) ile 24 saat sonra muamele
edildi ve bu islem her 24 saatte bir tekrarlandi. Hiicre sayisindaki degisiklikler, 114
saat boyunca her 15 dk’da bir inkiibator igindeki xCELLigence® cihazi ile gozlendi.
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2.2.5. Hesperetinin MCF-7 Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin Gercek Zamanh

Hiicre Elektronik Algilama Sistemiyle Belirlenmesi

Hesperetin, 10° M olacak sekilde %0,1°lik DMSO’da ¢oziildii, 0,2 um caplt
steril filtreden gecirilerek -40°C’de saklandi. Diger dozlar hazirlamis oldugumuz bu

hesperetinden diliisyon yapilarak ayarlandi.

Hiicre biiylime egrisinin belirlenmesinde yapildigi gibi, 16 kuyulu e-platelere
once 100’er ul DMEM koyuldu, ardindan hiicre sayimi yapildiktan sonra her bir
kuyucuga 10 000 hiicre olacak sekilde hiicre eklendi. MCF—7 hiicreleri, belirlenmis
olan hesperetinin doz gruplar1 (10, 50, 100, 125, 150, 175 uM) ile 24 saat sonra
muamele edildi ve bu igslem her 24 saatte bir tekrarlandi. Hiicre sayisindaki
degisiklikler, 168 saat boyunca her 15 dk’da bir inkiibatér igindeki xCELLigence®

cihazi ile gozlemlendi.

2.2.6. Kuersetinin MCF-7 Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin Gercek Zamanh

Hiicre Elektronik Algilama Sistemiyle Belirlenmesi

Kuersetin dihidrat, 2. 10 2 M olacak sekilde %0,1’lik DMSO’da ¢oziildii, 0,2
um capl steril filtreden gecirilerek -40°C’de saklandi. Diger dozlar hazirlamig

oldugumuz bu kuersetinden diliisyon yapilarak ayarlandi.

Once 16 kuyulu e-platelere 100’er ul DMEM koyuldu, ardindan hiicre sayimi
yapildiktan sonra her bir kuyucuga 10 000 hiicre olacak sekilde hiicre eklendi. MCF—
7 hiicreleri, belirlenmis olan kuersetinin doz gruplar1 (125, 150, 175, 200, 225, 250
uM) ile 48 saat sonra muamele edildi ve bu islem her 48 saatte bir 40 tekrarlandi.
Hiicre sayisindaki degisiklikler, 216 saat boyunca her 15 dk’da bir inkiibator i¢indeki
xCELLigence® cihazi ile gozlemlendi.

2.2.7.Hiicrelerin Protein Analizi
Hiicrelerin protein miktarlart analizi Lowry (Lowry 1951) metodu

kullanilarak yapildi. Buna gore;

v A reaktifi; 1 g sodyum-potasyum tartarat ve 0,5 g CuS04.5H20 100 ml

distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

v B reaktifi; 20 g Na,C03 ve 4 g NaOH bir litre distile suda ¢oziilerek

hazirlandi
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v C reaktifi; 50 ml B reaktifi igerisine 1 ml A reaktifi eklenerek

hazirlandi.

Protein analizinde standart olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullanildi.
BSA’nin stok c¢ozeltisi 1 mg/ml olacak sekilde distile suyla hazirlandi. Diger
standartlar (0,025-0,05-0,1-0,125-0,15-0,2-0,3 mg/ml) da, hazirlanan bu ¢ozeltiden
distile suyla diliisyonlar yapilarak hazirlandi. Calisma aralifina uygun
konsantrasyonda hazirlanan 0,2 ml’lik numune ¢dozeltileri, kor ve protein

¢ozeltilerinin her birine 1 ml C reaktifi katildi (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Protein dl¢iimiinde uygulanan 1. Islem

Numune Kor Standart
Numune 200 pl -
Standart - - 200 pl
C reaktifi 1 ml 1 ml 1ml

Cozeltiler vortekslenerek 10 dakika beklendi. Daha sonra ¢ozeltilere 0,1 ml
Folin reaktifi eklenerek (Cizelge 2.2.) tekrar vortekslenerek 30 dakika karanlikta
bekletildi. Ardindan 700 nm’de kore karsi spektrofotometre cihazinda tiim
numunelerin absorbanslart 6lgiildii. Son olarak standart egri grafigi hazirlanarak

orneklerdeki protein derisimi hesaplandi.

Cizelge 2.2. Protein 6l¢iimiinde uygulanan 2. Islem
Numune Kor Standart

Folin reaktifi 100 pl 100 pl 100 pl

Hiicre lizatlarindaki ve BSA standartlarindaki proteini belirlemek i¢in
spektrofotometrede 700 nm dalga boyunda absorbanslari o6l¢iildii. Farkh
konsantrasyonlardaki BSA standartlarina ait standart egri ve dogrusallik denklemi
sekil 2.3.”de gosterilmektedir. Elde edilen bu standart egriye gore hiicrelerin protein

miktarlar1 bulunmustur.
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Sekil 2.3. Protein standartlarina ait standart egri ve dogrusallik denklemi.

2.2.8. MCF-7 Hiicre Hattinda uPA Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Hiicrelerin uPA aktivitesinin dl¢iilmesinde Prof. Dr. Ali UNLU hocamizin

tezindeki metodu kismen degistirilerek gelistirildi. Bu metottaki reaktifler;

4 A reaktifi; 0,5 M Tris ph=7,4 10 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi

daha sonra 1:10 oraninda distile suyla dilue edildi.

v B reaktifi; %20’lik 1 ml BSA distile su igerisinde hazirlandiktan sonra

igerisine 40 ml A reaktifi eklenerek hazirlandi.

v C reaktifi; 25 mg plazminojen aktivator substrati (S-2251) 10 ml

distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

4 D reaktifi; 1,7 ml B reaktifi icerisine 0,5 ml C reaktifi eklenerek

hazirlandi.
v E reaktifi; 10 pg uPA standardi 1 ml PBS ile ¢oziilerek hazirlandu.
v F reaktifi; 200 pg plazminojen 1 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

uPA  stok  standardindan  10-50-100-500-1250-2500-5000  ng/ml
konsantrasyonlarinda olacak sekilde distile suyla hazirlandi. uPA analizinde,
onceden hazirlanmis kontrol, TGF-f, Kuersetin ve hesperetinin uygulanan hiicre
lizatlarindan ve standartlardan 10 pl alinarak 31 pl belirlenen plasminojen
miktarindan 8 pg/ml ekledikten sonra {izerine 150 ul A reaktifinden konuldu. 2 saat
37 °C inkiibatorde beklettikten sonra 150 pl C reaktifi eklendi ve hafifce calkalandi.

6 saat 37 °C inkubatorde beklettikten sonra 405 nm’de tim numunelerin absorbansi

47



ELISA cihazinda 6l¢iildii. Bu numuneler triplicate ¢alisilmistir. Son olarak standart
egri grafigi hazirlanarak numunelerdeki uPA derisimi hesaplandi. Sonuglar mg

protein basina oranlanarak verildi.

10pl std veya numune
+
31ul plasminogen
+
150pl Tris-HCI
J'2 saat inkiibasyon
150pl substrat

N2

405 nm’de okuma

Calismanin prensibi;

Reaksiyon 1;
Plasminojen + UPA—— uPA + Plasmin

Reaksiyon 2;
H-D-Val-Leu-Lys-Pna + Plasmin ENZIg H-D-Val-Leu-Lys-OH + pNA

Plasmin kromojenik substrati hidrolize ederek, kromoforik grup pNA’y1
serbest birakir. Daha sonra olusan sar1 renk fotometrik olarak 405 nm’de okutulur.
pNA olusum hizi, yani 405 nm'deki absorbansdaki artis, enzimatik aktivite ile
orantilidir. uPA’ya ait kalibrasyon ve dogrusallik ¢alismalar1 i¢in 10-50-100-500-
1000-2500-5000 ng/ml konsantrasyonlarinda uPA standartlarina ait standart egri ve
dogrusallik denklemi sekil 2.10.’da gosterilmistir. Hiicrelerin uPA degerleri ELISA
cihazinda 405 nm’de Ol¢iilmiis ve enzim aktivitesi i¢in uPA’nin tek tek protein
sonuglaria oranlanmasiyla bulunmustur. Bulunan bu uPA standartlarina ait grafik,

Sekil 2.4.”de verilmistir.
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Sekil 2.4. uPA’nin kalibrasyon ve dogrusallik egrisi

2.2.9. MCF-7 Hiicre Hattinda PAI-1 Diizeyinin Olciilmesi

BioVendor human PAI-1 elisa test prosediiriine uygun bir sekilde hiicrelerin

PAI-1 diizeyi 6lgiildii. PAI-1 analizinde kullanilan reaktifler;

Wash Buffer concentrate; 1:20 oraninda distile suyla dilue edildi.

Assay Buffer concentrate; 1:20 oraninda distile suyla dilue edildi.
Biotin-Conjugate; 1:100 oraninda Assay Buffer ile dilue edildi.
Streptavidin-HRP; 1:200 oraninda Assay Buffer ile dilue edildi.

Human PAI-1 Standard; 10* pg/ml olacak sekilde 0.29 ml distile su ile

NN

¢Ozildii.

PAI-1 stok standardi assay buffer ile seri diliisyon yapildi. 78-156-313-625-
1250-2500 pg/ml konsantrasyonlarinda olacak sekilde standartlar hazirlandi.

PAI-1 analizinde; plate 2 kez Wash Buffer ile yikama yapildiktan sonra kor
ve standartlarin ¢alisilacagi kuyucuklara 100’er pl, Assay Buffer eklendi.
Standartlardan 100’er pl kuyucuklara pipetlenirken kontrol, TGF-B, hesperetin ve
Kuersetin uygulanmis hiicre lizatlarinin ¢alisilacagi kuyucuklara Assay Buffer
eklemeden 100’er ul numunelerden pipetlendi. Tim kuyucuklara 50 ul Biotin-
conjugate koyuldu. Daha sonra oda sicakliginda (18-25°C) 2 saat shakerda
inkiibasyona birakildi. Wash Buffer ile 3 kez yikama yapilan tiim kuyucuklara 100 pl
streptavidin-HRP  eklendi ve 1 saat oda sicakhginda  (18-25°C)
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calkalayicidainkiibasyona birakildi. Wash Buffer ile 3 kez yikama yapilan tiim
kuyucuklara 100 pl TMB subsrat solusyon eklendi.10 dk karanlik bir ortamda (18-
25°C) inkiibasyona birakildi. Tiim kuyucuklara 100 pl stop solusyonu eklenip
islemler sonlandirilarak 450 nm de tiim numunelerin absorbansi ELISA cihazinda
Olciildli. Bu numuneler {i¢ kez calisilip olup sonuglar mg protein basina oranlanarak

verildi.
2 kez Yikama Tamponu ile yikama

!

100 pl Tahlil Tamponu + (100 ul std veya 100 pl numune)
!
50 pl Biotin eslenigi
| 18-25°C’de 2 saat calkalayicida inkiibasyon
Yikama Tampnu ile 3 kez yikama
100 pl streptavidin-HRP
| 18-25°C’de 1 saat calkalayicida inkiibasyon
Yikama Tamponu ile 3 kez yikama
100 ul TMB Subsrat Solusyon
| 10 dk karanlik bir ortamda (18-25°C) inkiibasyon
100 pl durdurma solusyonu
1450 nm’de okutma

PAI-1’a ait kalibrasyon ve dogrusallik ¢aligmalari i¢in 78-156-313-625-1250-
2500 pg/mlkonsantrasyonlarinda PAI-1 standartlarina ait standart egri ve dogrusallik
denklemi sekil 2.5’de gosterildi. Hiicrelerin PAI-1 degerleri ELISA cihazinda 450
nm’de Olgiilmiis ve enzim aktivitesi i¢in PAI-1’'nin tek tek protein sonuglarina

oranlanmasiyla bulundu.
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Sekil 2.5.PAI-1"nin kalibrasyon ve dogrusallik egrisi

2.3. istatistik Analizleri

Hesperetin ve Kuersetin ile muamele edilen MCF-7 hiicre serisi proliferasyon
verileri, dnce normal dagilim agisindan incelenmis ve normal dagilim gosterdigi
tespit edilmistir. Bunun iizerine, doz gruplari arasinda ve zamanlar arasindaki
farklarin etkilesimli olarak incelenmesi icin tekrarli dl¢limlerde varyans analizi
yapilmistir. Bunun sonucunda doz gruplari ile zaman arasinda etkilesim 6nemli (P =
0.001) ciktigindan sonraki analizler, her zamanda gruplar aras1 fark ayr1 ayri tek
yonlii varyans analizi ve Duncan testi ile her gruptaki zamanlar arasi fark da yine

ayr1 ayr1 eslestirilmis t testi ile analiz edildi.

TGF-B, ile muamele edilen MCF-7 hiicre serisi proliferasyonu, tim uPA
aktivitesi ve PAI-1 diizeyi verileri normal dagilima uyup uymadiginin
incelenmesinde Kolmogorov-Smirnov testi yapildi. Buna goére verilerin normal
dagilim gosterdigi goriildi. Bunun {izerine doz gruplar1 ve zamanlar arasindaki
farkliliklarin etkilesimli olarak incelenmesi icin tekrarli 6l¢limlerde One Way Anova
varyans analizi yapildi. Her doz grubundaki zamanlar acisindan farklilik Tuke testi
ile analiz edildi. Farkli zaman araliklarindaki uPA aktivitesi, PAI-1 analizi verileri
“t” testi ile degerlendirilmistir. Istatistiki farklilik icin p<0,05 kabul edilmistir.
[statistik analizler SPSS 20.0 paket programinda yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Cahsilacak Hiicre Sayisinin Optimizasyonu

Sekil 3.1.’de, 5 000, 10 000, 15 000, 20 000, 25 000, 30 000, 40 000, 50 000
gibi farkli sayilardaki MCF-7 hiicrelerinin biiylime egrileri goriilmektedir.

Hiicrelerin besiyeri 72. saatte degistirilmistir. Grafikteki ani ¢ikis ve inisler

hiicrelerin besiyerinin degistirilmesinden kaynaklanmaktadr.

Sekil 3.1.°de goriildiigii gibi 30 000 ve dsti sayidaki hiicrelerin, diger

sayidaki hiicrelere gore daha erken bir zaman diliminde Olmeye basladig

gozlemlendi. MCF—7 hiicrelerinin proliferasyonunun devam ettigi hiicre sayilar1 10

000 ve 15 000 olarak tespit edildi. Yine uygulanacak maddelerin etkili oldugu doz

araligr tespit edilirken uygulanan maddelerin etkilerinin ge¢ ortaya c¢ikmasi

nedeniyle ¢alismalar 10 000 hiicre sayisiyla gergeklestirildi.

5.0

Cell Indax

L
1M2.0

Time {in Hour)

I DMEM
B 5.000
1 10.000
I 15.000
[ 20.000

Sekil 3.1. Farkli sayilardaki MCF-7 hiicrelerinin 196 saatlik biiyiime egrileri.

3.2. TGF-p’min MCF-7 Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

25.000
30.000
40.000
50.000

TGF-B’nin MCF-7 hiicre biiylimesine doz ve zaman bagiml etkisi, ger¢ek

zamanlt hiicre elektronik algilama sistemiyle analiz edildi. TGF-B’nin 0,1, 1, 5, 10,

500 ng/ml nM konsantrasyonlarinda hiicre biiyiime oranlari, 114 saat boyunca
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izlendi. Sekil 3.2.°de anlasildig1 gibi kontrol grubu ile karsilastirildiginda TGF-

’nin, hiicreleri doz ve zamana bagimli olarak inhibe ettigi gortildii.

358

el
n

Baseline Cell Index
in

0s

Time (in Hour)

B DVEM [ ] 5ng/ml TGF-p

[ ] KoNTROL T 10 ng/ml TGF-B
B . ng/mi TGF-B I 500 ng/ml TGE-B

- 1 ng/ml TGF-

Sekil 3.2.TGF-B’nin MCF-7 hiicrelerine 114 saat boyunca etkisi

TGF-B’nin MCF-7 hiicrelerine etkisine ait sonuglar, farkli zamanlarda doz
gruplari arasi karsilastirma Cizelge 3.1.’de verilmistir. Doz gruplar1 arasindaki fark
sirastyla 64., 90. ve 114. saatlerde istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Doz gruplari arasinda anlamli bir fark olup olmadigi, kontrol grubuna gore ayr1 ayri
degerlendirildiginde; 64. ve 90. saatte, kontrol ile 500 ng/ml nM doz grubu arasinda
ve 114. Saatte kontrol ile sirasiyla 0,1, 1, 5, 10, 500 ng/ml nM doz gruplar arasinda
(p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar doz
faktorii ile zaman faktorii etkilesiminden dolayi, doz grublari arasindaki farkliligin

zamandan zamana degistigini gostermistir.
3.3. Hesperetinin MCF-7 Hiicre Proliferasyonuna Etkisi
Hesperetinin MCF-7 hiicre biiyiimesine doz ve zaman bagimli etkisi, gergek

zamanli hiicre elektronik algilama sistemiyle analiz edildi. Hesperetinin 10, 50, 100,

125, 150, 175 puM konsantrasyonlarinda hiicre biiyime oranlari, 168 saat
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boyuncaizlendi. Sekil 3.3’de de anlagildig1 gibi kontrol grubu ile karsilastirildiginda

hesperetinin, hiicreleri doz ve zaman bagimli olarak inhibe ettigi goriildii.

Cizelge 3.1. TGF-B’nin doz gruplarinin farkli zamanlarda karsilastirilmasi.

Doz  Hiicre Indeksi | Hiicre indeksi | Hiicre Indeksi | Hiicre Indeksi

gruplart 40.Saat 64.Saat 90.Saat 114.Saat

(Ort +sd) (Ort +sd) (Ort +sd) (Ort +sd)

Kontrol 1,38+018 2,19+0,16 2,45+0,12 2,91+0,43
0,1ng/ml 1,63+0,05 2,44+0,10 2,93+0,03 2,27+0,24*
1 ng/ml 1,504+0,10 2,24+0,07 2,82+0,30 1,91+0,20*
5 ng/ml 1,49+0,20 2,19+0,22 2,68+0,19 2,04+0,18*
10 ng/mi 1,54+0,03 2,15+0,05 2,37+0,39 1,44+0,13*
5(/)0 | 1,34+0,10 1,79+0,17* 1,51+0,20* 1,05+0,18*

ng/m
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Sekil 3.3. Hesperetinin MCF-7 hiicrelerine 168 saat boyunca etkisi

Hesperetinin MCF-7 hiicrelerine etkisine ait istatistiksel sonuglar; farkli
zamanlarda dozlar arasi karsilastirmasi  sekil 3.4’de  verilmistir.  Sekil
3.4incelendiginde, ilk 48 ve 72. saatlerde, doz gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamistir (P>0,05). Doz gruplar1 arasindaki fark, 96. saatte
baslamak iizere giderek artan diizeylerde (P<0,05; P<0,001), sonraki zaman
dilimlerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 96. saatte doz gruplari
arasindaki farka bakildiginda, en yliksek degeri 2,90 ile kontrol grubu, en diisiik
degeri 1,54 ile 175 uM doz grubu gostermislerdir. DMSO ve 10 uM gruplar1 kontrol
grubuna benzerken, diger doz gruplar1 kontrolden farkli bulunmustur. Ayrica, 175,
150, 125, 100 ve 50 uM doz gruplari birbirine benzer bulunmustur. Sonraki zaman
dilimlerinde, istatistiksel anlamlilik yoniinden benzer durum goriilse de, zaman
faktorii ile doz faktorii etkilesiminden dolayi, doz gruplar arasindaki farkliliklarin

derecesi zamandan zamana degismistir.
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Sekil 3.4. Hesperetinin doz gruplarinin farkli zamanlarda karsilagtirmasi.
3.4. Kuersetinin MCF-7 Hiicre Proliferasyonuna Etkisi
Kuersetinin MCF-7 hiicre biiyiimesine doz ve zaman bagimli etkisi, gercek

zamanli hiicre elektronik algilama sistemiyle analiz edildi. Kuersetinin 125, 150,

175, 200, 225, 250 uM konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyon oranlar1 182 saat
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boyunca izlendi. Sekil 3.5’te anlasildig1r gibi kontrol grubu ile karsilastirildiginda

kuersetinin, doz ve zaman bagimli olarak hiicreleri inhibe ettigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.5. Kuersetinin MCF-7 hiicrelerine ilk 182 saat boyunca etkisi

Kuersetinin MCF-7 hiicrelerine etkisine ait istatistiksel sonuglar; farkli
zamanlarda dozlar arasi Kkarsilastirmasi sekil 3.6° da verilmistir. sekil 3.6
incelendiginde, doz gruplar arasindaki fark 48. saatte baslamis ve sonraki zaman
dilimlerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,0001). 48. saatte doz
gruplar arasindaki farka bakildiginda, en yiiksek degeri 1,171 ile kontrol grubu, en
diisiik degeri 0,914 ile 250 uM doz grubu gostermisglerdir. DMSO, 200, 175, 150 ve
125 uM gruplar1 kontrol grubuna benzerken, 225 ve 250 uM doz gruplar1 kontrolden
farkli bulunmustur. Ayrica, 200, 175, 150 ve 125 uM doz gruplar1 birbirine benzer
bulunmustur. Sonraki zaman dilimlerinde, istatistiksel anlamlilik yoniinden benzer

durum goriilse de, zaman faktdrii ile doz faktorii etkilesiminden dolayi, doz gruplari

arasindaki farkliliklarin derecesi zamandan zamana degismistir.
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Sekil 3.6. Kuersetinin doz gruplarinin farkli zamanlarda karsilagtirmasi.

3.5. Hiicrelerin ICso Degerlerinin Belirlenmesi

TGF-, hesperetin ve kuersetinin doz ve zaman bagimli olarak antiproliferatif
etki gostermektedir. TGF-f verilen hiicrelerin proliferasyon egrisi grafiginden ICso
degeri sekil 3.7°de goriildiigi iizere 16 uM (r2=0,93) olarak hesaplanmistir. Bu deger

cihaz tarafindan, kontrol grubu harig¢, uygulanan tim doz gruplarinin,80.saatte
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logaritmalarinin alinmasi ve bu degerlerle birlikte hiicre indeks degerlerine kars1 bir
grafik cizilmesi seklinde hesaplanmistir. Bu grafik ¢izimlerine gore r? degerlerine de
bakilarak, sitokin ailesinden olan TGF- igin hiicrelerin yarisin1 6ldiirmeye yetecek

toksik degerler hesaplanmistir.
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Sekil 3.7. TGF-B i¢in ICs0 degerinin belirlenmesi

Hesperetin verilen hiicrelerin proliferasyon egrisi grafiginden ICsp degeri
sekil 3.8’degoriildiigii iizere 115 uM (r?>=0,99),0larak hesaplanmistir. Bu deger cihaz
tarafindan, kontrol grubu harig, uygulanan tiim doz gruplarinin, 96.saatte
logaritmalarinin alinmasi ve bu degerlerle birlikte hiicre indeks degerlerine kars1 bir
grafik cizilmesi seklinde hesaplanmistir. Bu grafik gizimlerine gore r? degerlerine de
bakilarak, flavonoid bilesigi olan hesperetin i¢in hiicrelerin yarisin1 6ldiirmeye

yetecek toksik degerler hesaplanmuigtir.

Sekil 3.8. Hesperetin i¢in ICsg degerinin belirlenmesi
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Kuersetin verilen hiicrelerin proliferasyon egrisi grafiginden 1Cso degeri sekil
3.9’dagoriildigi iizere 200 uM (r2= 0,99), olarak hesaplanmistir. Bu deger cihaz
tarafindan, kontrol grubu harig, uygulanan tiim doz gruplarimin, 96.saatte
logaritmalarinin alinmasi ve bu degerlerle birlikte hiicre indeks degerlerine kars1 bir
grafik cizilmesi seklinde hesaplanmistir. Bu grafik ¢izimlerine gore r? degerlerine de
bakilarak, flavonoid bilesigi olan hesperetin i¢in hiicrelerin yarisin1 Oldiirmeye

yetecek toksik degerler hesaplanmustir.
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Sekil 3.9. Kuersetin i¢in ICsp degerinin belirlenmesi.

3.6. TGF-B, Hesperetin, Kuersetin Uygulanan ve Kontrol Grubundaki
Hiicrelerin uPA Aktivitesi Ol¢iimii Sonuclar

TGF-B, Hesperetin ve Kuersetinin MCF-7 hiicrelerine uPA aktivitesi tizerinde
etkisi farkli zamanlar g6z Oniine alinarak istatistiki agidan anlamli olup olmadig:

degerlendirilmistir.

Elde ettigimiz sonuglarda;24. ve 48. saatlerdekontrol grubu ile TGF-B
uygulanan hiicreler arasinda sirasiyla (p<0,01) ve (p<0,001) istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark bulunmustur (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Kontrol ve TGF-B gruplariin uPA aktivitesi

TGF-f’nin farkli zamanlarda uPA aktivitesi etkisinin karsilastirilmasi ¢izelge

3.2 deverilmistir.

Cizelge 3.2. TGF-B’nin farkli zamanlarda uPA aktivitesi etkisinin karsilastiriimasi.

uPA KONTROL TGF-B P
AKTIVITESI (ORT+SD) (ORT+SD)
(I1U/mg protein)

24 SAAT 16,22 + 0,41 13,67 +£0,75 p=0,007 *

48.SAAT 14,14 £ 0,62 8,44 £ 0,08 p<0,001 *

Kontrol grubu ile Hesperetin uygulanan gruplar arasinda 24. saatte Hesperetin
igin (p < 0,05), 48. saatte Hesperetin i¢in (p < 0,001) istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur (sekil 3.11.).
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Sekil 3.11. Kontrol ve Hesperetin gruplarinin uPA aktivitesi

Hesperetin farkli zamanlarda uPA aktivitesi etkisinin karsilastirilmasi ¢izelge

3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3.Hesperetinin farkli zamanlarda uPA aktivitesi etkisinin

karsilastirilmasi.
uPA KONTROL | HESPERETIN p
AKTIVITESI (ORT+SD) (ORT+SD)

(IU/mg protein)

24 SAAT 16,4+ 1,5 12,41 £ 1,15 p=0,02*

48.SAAT 18,67 +0,42 10,11 + 0,88 p< 0,001*

Kontrol grubu ile kuersetin uygulanan gruplar arasinda 24. saatte (p < 0,01);
48. saatte (p < 0,001) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Kontrol ve Kuersetin gruplarinin uPA aktivitesi

Kuersetinin farkli zamanlarda uPA aktivitesi etkisinin karsilagtiriimasi

cizelge 3.4°de; verilmistir.

Cizelge 3.4.Kuersetinin farkli zamanlarda uPA aktivitesi etkisinin

karsilastirilmasi.
uPA KONTROL | KUERSETIN P
AKTIVITESI (ORT+SD) (ORT+SD)
(I1U/mg protein)
24 SAAT 16,4+ 1,5 2545 +1,15 p=0,001*
48.SAAT 18,67 £0,42 10,74 £ 1,2 p<0,001*

3.7.TGF-B, Hesperetin, Kuersetin Uygulanan ve Kontrol Grubundaki

Hiicrelerin PAI-1 Diizeyi Olciimii Sonuclar

TGF-p, Hesperetin ve Kuersetinin MCF-7 hiicrelerine PAI-1 diizeyi iizerinde
etkisi farkli zamanlar g6z Oniine alinarak istatistiki agidan anlamli olup olmadigi
degerlendirilmistir. Elde ettigimiz sonuglarda; kontrol grubu ile TGF-B uygulanan
gruplar arasinda 24. saatte TGF-f i¢in (p=0,001); 48. saatte ise (p<0,001) istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur. Kontrol ve TGF-f uygulanan gruplarin PAI-1
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diizeyine ait grafik sekil 3.13’de; TGF-B’nin farkli zamanlarda PAI-1 diizeyine

etkisinin karsilastirilmasi Cizelge 3.5’deverilmistir.
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Sekil 3.13. Kontrol ve TGF-§ gruplarinin PAI-1 diizeyi

Cizelge 3.5.TGF-B’nin farkli1 zamanlarda PAI-1 Diizeyine etkisinin kargilagtirilmasi.

PAI-1 DUZEYI KONTROL TGF-BETA P
(ng/mg protein) (ORT+SD) (ORT+SD)
24 SAAT 3420,67 + 121,33 2684,33 + 98,22 p=0,001*
48.SAAT 4808,67 + 131,33 2551,33 + 54,78 p<0,001*

Bulgularimizda; kontrol grubu ile Hesperetin uygulanan gruplar arasinda 24.
saatte Hesperetin i¢in (p<0,001), 48. saatte ise (p<0,001) istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur. PAI-1 diizeyi i¢in Hesperetin, uygulanan ve kontrol gruplarina
ait grafik Sekil 3.14’de hesperetinin farkli zamanlarda PAI-1 diizeyine etkisinin

karsilastirilmasi, Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.14. Kontrol ve Hesperetin gruplarinin PAI-1 diizeyleri

Cizelge 3.6.Hesperetinin  farkli zamanlarda PAI-1 Diizeyine etkisinin
karsilastirilmasi.

PAI-1 KONTROL HESPERETIN P
DUZEYI (ORT+SD) (ORT+SD)
(ng/mg protein)
24 SAAT 3420,67 + 121,33 | 4438,89 +£110,03 p<0,001*
48.SAAT 4808,67 £ 131,33 | 3351,28 +39,48 p<0,001*

Calismamizda elde ettigimiz sonuglarda; kontrol grubu ile Kuersetin
uygulanan gruplar arasinda 24. saatte Kuersetin i¢in (p<0,001), 48. saatte ise
(p<0,001) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. PAI-1 diizeyi i¢in

Kuersetin uygulanan ve kontrol gruplarina ait grafik sekil 3.15’de verilmistir.
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Sekil 3.15. Kontrol ve Kuersetin gruplarinin PAI-1 diizeyi

Kuersetinin farkli zamanlarda PAI-1 diizeyine etkisinin karsilagtirilmasi

Cizelge 3.7’de verilmistir.

Cizelge 3.7.Kuersetinin  farkli zamanlarda PAI-1 Diizeyine etkisinin
karsilastirilmasi.
PAI-1 DUZEY1 KONTROL KUERSETIN P
(ng/mg protein) (ORT+SD) (ORT+SD)
24 SAAT 3420,67 £121,33 1550 + 50,69 p<0,001*
48.SAAT 4808,67 £131,33 | 1184,62 + 74,18 p<0,001*
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4. TARTISMA

Literatiirde TGF-P erken evrelerde, tiimor hiicre proliferasyonu inhibe ederek
bir tiimdr baskilayici roliindeyken ge¢ asamalarinda ise, bu tiimor hiicre invazyonu

ve metastazini uyararak tiimori siddetlendirdigi belirtilmektedir.

TGF-B ailesi hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, motilitesi, adezyonu ve
olimii gibi birgok hiicresel siiregte yer alan ve gelisimi ¢ok yonlii kontrol eden
ekstraseliiler biiylime faktorlerinin biiylik bir grubudur. Hiicre tiimor biyolojisinde
onemli bir fonksiyonu olan TGF- bir¢ok tiimdr tipinde seviyesinin artis gosterdigi

bilinmektedir (http://www.biotech.iitm.ac.in/faculty/dk new/research.php.69).

TGF-B sinyal yolundaki eksiklik ya da hasarlar, 6rnegin SMAD mutasyonlari,
insanlardaki birgok kanser tiirii ile iliskili bulunmustur (Rasheed ve ark 1998).

Kolerektal kanserde yapilan ¢aligmalarda, primer tiimdrde yiiksek seviyede
TGF-B ekspresyonu ileri safhalarla iliskilidir. TGF-p iyi farklilasmis primer kolon
karsinomalarda biiylimeyi inhibe edici bir etki gosterirken zayif diferansiye olmus
hiicrelerin invazyonunu ve proliferasyonunu tesvik ettigi gosterilmistir. TGF-B bazi
epitelyum ve kanser hiicrelerinin biiylimesinin inhibisyonuna neden olurken, bazi
kanser tiirlerinde ise TGF-P reseptorleri ya da SMAD proteinleri tamamen inaktive
olmustur. Tam tersine, TGF-B bazi durumlarda ise kanser hiicrelerinin metastaz ve
invazyon Ozelliklerinin artmasina da neden olmaktadir. 2004 yilinda Selvemurugan
ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢aligmada, fare hiicre hatlarinda TGF-
uygulamasinin  bir ¢esit matriks metaloproteinaz olan koolojenaz 3’ {in

ekspresyonunu stimiile ettigi bulunmustur

(http://www.biotech.iitm.ac.in/faculty/dk new/research.php.69).

Benzer sekilde, meme kanserlerinin kemige metastaz yapmasinin arastirildig:
bir ¢aligmada, kemik hiicrelerinin yetistirildigi medyum meme kanseri hiicrelerine
uygulanmistir. Sonug¢ olarak, kemik hiicrelerinden kaynaklanan ve medyumda
bulunan TGF-B nedeniyle, memeli hiicrelerinde bulunan major adezyon
molekiillerinden B1 ve B3 integrinlerinin ekspresyon seviyelerinin atti§1 buna bagh
olarak meme hiicrelerinin go¢ etme 6zelliklerinin de attigi gdsterilmistir (Roman ve

ark 2001, Selvamurugan ve ark 2004).
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Meme kanserinde kemik metastazlart en sik goriilen kompliksyonlardan
oldugu i¢in bu konu ¢alisma alani olarak secilmektedir. Ozellikle hipoksik kosullarin
metastaz ile iligkisi ilizerinde yapilan bir c¢alismada, hipoksiya ile indiiklenen
genlerden olan VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ve CXCR4 (Chemokine
Receptor Type 4)’ {in transkripsiyonlarinin TGF-f yolagi araciligiyla indiiklendigi
SMAD7 ve SnoN (Ski-related Novel Protein N) reseptér proteinlerinin ise
indiiksiyonunun bloke edildigi gosterilmistir. Boylece TGF-B ve hipoksiyanin
birlikte etkisi ile, meme kanseri hiicrelerinin metastazlarinin etkili sekilde

Onlenebilecegi ileri stiriilmistiir (Wei ve ark 2008).

Literatiirler PAI-1 diizeyinin invazyon agisindan énemli bir markir oldugu ve

primer doku PAI-1 diizeyinin kotii prognostik faktor oldugu belirtilmektedir.

Kanser patogenezinde PA sisteminin rolii hakkinda yapilan g¢alismalarda,
timor hiicrelerinin 6nemli oranda plazminojen aktivatorii, ozelliklede uPA’y1
urettikleri gosterilmistir. Plazmin ECM proteinlerinin salinmasina aracilik ederek
kanser hiicrelerinin dokulara invazyonuna neden olmaktadir. Kanser patogenezinde
Ozellikle malign melanoma ve noroblastomda asil plazminojen aktivatdriiniin uPA
oldugu oOne siiriilmiistiir. Endotelyal hiicrelerden {iretilen tPA’nin ise kanser
vaskiilarizasyonunda rol aldig1 6ne siiriilmiistiir. PA sistemin hem inhibitor hem de
aktivatorleri pek ¢ok tiimdr hiicresi tarafindan sentezlenmektedir. Tiimor hiicrelerine
ek olarak stromal hiicreler ve tiimor iligkili makrofajlar PA sistemin degisik
komponentlerini tiretebilmektedir. Pyke ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada meme
kanserinde infiltrasyon alanlarindaki tiimoér iliskili makrofajlarin  uPAR
sentezledikleri gosterilmistir. Daha Once yapilan c¢aligmalarda deneysel timor
modellerinde uPA inhibisyonunun timér invazyonunu azalttigi gosterilmistir (Pyke
ve ark 1993).

Andreasen ve arkadaslar1 kanser invazyonunda PA sisteminin roliinii
arastirmak icinkanserli hastalarin tiimor dokusu ve plazma Orneklerini
incelemislerdir. Pek c¢ok kanserde; Ozellikle de meme ve kolon karsinomlarinda
yiikksek uPA diizeyleri kotii prognozlailiskilendirilmistir (Mustjoki2001, Andreasen
ve ark 2000).

Ayrica, uPA diizeyleri karsinomlarda histolojik derecelendirme ve metastaza

egilim ile dogru orantili bulunmustur. uPA’ya ilave olarak yiiksek PAI-1 ve uPAR
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diizeyleri ile azalmig PAI-2 diizeyleri de kotli prognozla iliskilendirilmistir. Yapilan
caligmalarda uPAR diizeylerinin kolon ve over kanserli hastalarda kotii prognostik
faktor oldugu gosterilmistir. Tiimor dokusunda PA sistem komponentlerinin 6l¢timii
ve standartize edilmesi ¢ogu zaman giigtiir. Bu nedenle dolasimdaki uPA, uPAR ve
PAI-1 diizeylerinin tiimor invazyonu ile korele olup olmadigini arastiran cesitli

calismalar yapilmistir (Stephens ve ark 1999).

Timoér invazyonu yaninda PA sistemi kanser hastalarindaki hemostatik
dengesizlikler ve anjiogenezde de rol almaktadir. Kanserli hastalarda trombosit sayis1
ve fibrinolitik sistem normal olmasina ragmen kanama goriilebilmektedir. Bu
hastalarda timor hiicrelerinden aktif uPA ve plazmin salgilandigr gosterilmistir

(Mustjoki2001).

PA sistemi tiimor invazyonunda diger proteinazlarla birlikte caligmaktadir.
Pek cok matriks metalloproteinazi tiimor invazyonunda rol almaktadir. MMP-2
mutasyonlu farelerde tiimor invazyonunun 6nemli derecede azaldigi gdsterilmistir.
Farelerde  yapilan  yara  iyilesmesi = modellerinde  plazminojen  ve
MMP’lerininhibisyonu ile yara iyilesmesinin durdugu gosterilmistir. Bu nedenle bu
iki sistemin kanserde doku yeniden sekillenmesinde (remodeling) onemli oldugu
kanisina varilmistir (Blobel2000, Mustjoki2001).

Reijerkerk ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada uPA ve uPAR’a karsi
antikorlarla kanser hiicre invazyonunun 6nemli derecede inhibe edildigi saptanmis ve
kanser hastalarinda yeni antiinvazif tedavi yontemlerinin gelistirilmesinin 6nemi
vurgulanmistir. Klasik proteinaz inhibit6rleri, hem uPA hem de tPA’y1 inhibe ederek
fibrinolitik dengesizlige neden olurlar. Bu nedenle selektif uPA inhibitorleri veya
uPA’nin reseptoriine baglanmasini inhibe eden inhibitérlerin kullanilmasinin kanser
tedavisinde yeri olabilecegi vurgulanmaktadir. Alonso ve arkadaglar1 farelerde
yapilan calismada uPA inhibitér B-428’in meme kanserinde invazyon ve metastazi
engelledigini gostermislerdir. Guo ve arkadaslarinin yaptigi calismada yine fare
modelinde uPA’nin uPAR’a baglanmasi engellediginde anjiogenez ve timor
metastazinin inhibe oldugu gosterilmistir (Guo ve ark 2000, Reijerkerk ve ark 2000,
Mustjoki 2001).

Meme kanseri uPA sisteminin prognostik ve prediktif etkilerinin arastirildig:

bir diger kanser tiiriidiir. Meme kanserlerinde uPA giiclii ve bagimsiz prognostik
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faktor olarak tanimlanmaktadir. Janicke ve arkadaslari, invazif meme kanserinde
PAI-1 ve uPA’nin prognostik dnemini gdstermiglerdir. Tiimor dokusu 6rneklerinde
UPA/PAI-1 diizeylerinin saptanmasi, nod-negatif meme kanseri hastalarinda
hastaligin tekrarlama riskini belirlemeyi miimkiin kilmaktadir. Lenf nodu negatif bile
olsa doku Orneklerinde yiiksek uPA ve PAI-1 diizeyleri kanserin yaygin oldugunu
gostermekte, bu durumda kemoterapi siddetle onerilmektedir. Diisiik diizeylerde ise
hastaligin tekrariin muhtemelen olmayacagi gosterilmektedir. Bu durumda ise nod-
negatif hastalarin kemoterapi yiikiinden korunmasi miimkiin olmaktadir (Janicke ve
ark 2001). Harbeck ve arkadaslari yine benzer c¢alisma ile uPA ve PAI-1 meme
kanserli hastalarda risk degerlendirmesinde kullanilabilecegini vurgulamislardir

(Harbeck ve ark 2002, Salvatore ve ark 2009).

Tecimer ve arkadaslar1 (2000) over kanserli hastalarda uPA, uPAR ve PAI-1
diizeylerininprognoza etkisini arastirmiglardir. Bu calismada uPA, uPAR ve PAI-1
diizeylerini ELISAyontemi ile kanser dokusunda oOlgiilmiistiir. uPA ve PAI-1 70
hastada, UPAR 43 hastada 6lgiilebilmistir. Bunlarin diizeyleri yas, timér histolojisi,
evre, lenf nodu, metastaz derecesi, rezidiiel hastalik, rekiirrens riski gibi prognoza
etkili faktorlerle kiyaslanmistir. uPA ve uPAR diizeyleri bu faktorlerle korele
bulunmazken, yiiksek gradeli ve rekiirrens riski yiiksek olan hastalarda PAI-1
diizeyleri yiliksek saptanmistir. Diisiik PAI-1 diizeyine sahip grupta sag kalim orani
yiiksek bulunmus ve yiiksek PAI-1 diizeyleri kotii prognozla iligskilendirilmistir.

Flavonoidlerle in vivo ve iv vitro olarak yapilan calismalar kansere karsi

koruyucu birgok mekanizmada rol oynadigini géstermistir.

Bunlar; dstrojenik/antidstrojenik aktivite, antiproliferasyon, hiicre sikliisiiniin
durdurulmasinin  ve apoptozisin  indiiksiyonu, oksidasyonun engellenmesi,
deoksifikasyon enzimlerinin indiiksiyonu, immun sistemin diizenlenmesi ve hiicre i¢i

sinyal iletimindeki degisikliklerdir ( Diane ve ark 2001).

Yapilan galismalar hesperetinin, kolon (Nalini ve ark2012), meme (Choi
2007, Ye ve ark2011), gastrointestinal (Zarebczan ve ark2011) gibi c¢esitli kanser

tiirlerine kars1 korudugu gozlemlenmistir.
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Choi ve ark (2007) yaptig1 bir bagka bir ¢alismada da antikanser etkisi olan
hesperetinin, insan meme Kkanseri hiicresi MCF-7 hiicresi tizerindeki etkisi
arastiritlmistir. Hesperetinin, hiicre siklusununda yer alan G1 fazin1 durdurmasi
yoluyla hiicre proliferasyonu inhibisyona ugramistir. Ayrica siklin bagimli kinazlar
da bu baglamda incelenmistir. MCF—-7 hiicrelerine 10, 50 ve 100 uM dozlarinda
verilen hesperetinin etkisi 24, 48 ve 72. saatlerde analiz edilmistir. Hesperetinin
hiicre proliferayonunu doz ve zaman bagimli olarak inhibe ettigini, inhibisyonun en
fazla 72. saatte ve 100 uM hesperetinin gergeklestirdigini gozlemlemislerdir (Choi ve
ark 2007). Choi ve ark yaptiklari bu ¢alismaya gore hesperetin 48. ve 72. saatte
inhibitor etkisini gostermesine ragmen, bizim c¢alismamizda bu etki uygulamadan
sonra 72. saat ve sonrasinda goriilmiistir. Bu g¢alismaya benzer olarak kendi
calismamizda 100 pM hesperetinin etkisi, 10 ve 50 uM hesperetine gore daha 6nce
gozlemlenmistir. Ayrica uygulamis oldugumuz en yiiksek konsantrasyondaki
hesperetin (175 uM) de inhbitor etkisini yine 72. saatte gostermistir. Bu ¢alismanin
sonuglariyla kendi sonuglarimiz uyumlu olarak, hesperetinin MCF-7 hiicrelerini doz

ve zaman bagimli olarak inhibe ettigi goriilmiistiir.

Gulat1 ve ark (2006) ise kuersetinin, insan meme kanseri hiicresi HCC1937
(PTEN homozigot delesyonu) proliferasyonuna etkisi arastirmasinda Akt/PKB
yolagini incelemislerdir. Kuersetinin, HCC1937 kanser hiicrelerinde yapisal olarak

aktif Akt/PKB yolunu inhibe ettigini bulmuslardir.

Chou ve ark yaptigi bir ¢alismada, insan meme kanseri hiicresi MCF-7
hiicrelerinde kuersetinin etkisini arastirmislardir. Kuersetinin hiicreleri doz ve zaman
bagimli olarak inhibe ettigi gézlemlenmistir. Ayrica hiicre siklusu da analiz edilmis
ve GO/G1 fazinda hiicre sayisinin anlamli olarak azaldigi bulunmustur. Boylece S
fazi1 da durdurulmus oldugundan kuersetinin inhibitor etkisi gézlemlenmistir(Chou
ve ark 2010).Chou ve ark yaptigi calismada kuersetin inhibitor etkisini, 24. ve 48.
saatlerde gOstermesine ragmen, c¢aligmamizda daha yiiksek konsantrasyonlarda

uyguladigimiz kuersetinin bu etkisi, ilk uygulamadan sonraki 72. saatte goriilmiistir.
Bu calismada kullanilan TGF-f’nin MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu

doz ve zaman bagimli olarak inhibe ettigi gozlemlenmistir. Kullandigimiz doz

miktarlar literatiirlerde kullanilan doz miktarlartyla uyumludur. Calismamizda TGF-
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B, MCF-7 hiicrelerinin inhibisyonuna etkisini uygulanmadan sonra ilk olarak 64.
saatte gostermistir. TGF-B, inhibitor etkisini en fazla 114.saatte 10 ile 500 ng/ml
dozda da goOstermistir. Ayrica hiicre proliferasyon inhibisyonunda istatistiksel

anlamlilik 64. saatten baslayarak artmaktadir.

Calismamizda kullanilan flavonoidlerin MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonu,
doz ve zaman bagimli olarak inhibe ettigi gozlemlenmistir. Liteatiirlerde benzer
calismalardan farkli olarak hesperetin ve kuersetinin kanser hiicrelerinin
proliferasyonuna etkisi, belirtilen dozlara gore hem yiiksek dozlarda hem de
belirtilen zamanlardan daha genis bir zaman diliminde gézlemlenmistir. Caligmada
hesperetin ve kuersetin, MCF-7 hiicrelerinin proliferasyon inhibisyonuna etkisini,
uygulamadan sonra 72. saatte gostermistir. Hesperetinin inhibitor etkisi en fazla 175
uM dozda goriiliirken, bu etkiyi kuersetin 250 puM dozda gostermistir. Ayrica
calismamizin literatiirlerden en 6nemli farki da kullanilan flavonoidlerin inhibitor

etkilerinin ger¢ek zamanli hiicre elektronik algilama sistemiyle belirlenmis olmasidir.

Duffy ve Duggan (2004)’te, negatif hastalarda uPA ve PAI-1"nin en giiglii
prognostik faktdrlerden biri oldugunu bu faktorlerin tek basina olmasindan ziyade
kombine degerlendirilmesi daha giicli prognostik olmasini saglayacaginm

belirtmisglerdir.

Urokinaz sistemi faktorlerinin kiyaslandigi bir ¢aligmada, primer hiicre
timorlerinin sitozoliinden belirlenen uPA diizeyleri, ER+ hastalarda tamoksifen
tedavisiyle 296 diisiik uPA diizeyli hastanin %68’ine, 395 yiiksek uPAdiizeyli
hastanin %51’ine fayda sagladigi gosterilmistir (Marion ve ark 2004). Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise uPA aktivite diizeyleri kontrole gore TGF-f verilen gruplar
kiyaslandigi zaman 24.ve 48.saatlerde kontrol ile hesperetin verilen gruplar
kiyaslandig1 zaman 24.ve 48.saatlerde ve kontrole gore kuersetin verilen gruplar
kiyaslandigi zaman 48.saatte azalmistir. TGF-B, hesperetin ve kuersetin uPA

aktivitesini azaltarak hiicre invazyonunu engelleyebilir.

Retrospektif bir ¢calismada, meme kanserli hastalarda yiliksek uPA, uPAR ve
PAI-1 seviyeleri, kisalmis sagkalim ile iligkili iken, yiiksek PAI-2 seviyesinin ise
daha iyi prognozla iliskili oldugu belirlenmistir. 8377 hasta i¢eren bir analizde, uPA

ve PAI-1 seviyelerinin, lenf nodu durumundan sonra, tiim hastalar i¢in hastaliksiz ve

72



toplam sagkalimin giiclii bir prediktdrii olarak gosterilmistir. Ozellikle lenf nodu
negatif hastalarda, her ikisinin birlikte ekspresyonu durumunda bu iligki daha
belirgindir(Look ve ark. 2002).Bizim yaptigimiz calismada ise PAI-1 diizeyleri
kontrole gore TGF-B verilen gruplar kiyaslandigi zaman 24. ve 48.saatlerde,
kontrolle hesperetin verilen gruplar kiyaslandigi zaman 48.saatte ve kontrole gore

kuersetin verilen gruplar kiyaslandigi zaman 24. ve 48.saatlerde azalmistir.

Calismamizda bulunan proliferasyon sonuglart literatiir ile uyumlu bir sekilde
bulunmustur. Yine uPA aktiviteleri TGF-B ile baskilanmistir. TGF-f hem uPA
aktivitesini azaltmis hem de PAI-1 diizeyini azaltmistir. TGF-B uPA protein
seviyesini de azaltmig olabilir. Azalmig uPA protein sentezi PAI-1 azalmasina

ragmen diigiik aktivitenin nedeni olabilir.

Sonuglarimizda uPA aktiviteleri 24. ve 48. saatlerde hesperetinle de
baskilanmistir. uPA aktivitesinin 24.saatte baskilanmasinin sebebi 24.saate PAI-1
diizeyindeki artig olabilir. PAI-1 diizeyinin 48. saatteki diislisii ise hesperetinin

etkisiyle uPA protein sentezinin 24.saatten itibaren azalmasiyla uyumlu olabilir.

Bulgularimizda kuersetin PAI-1 diizeyini baskilamistir. uPA aktivitesinin
24 saatte artmasi 24. saatte PAI-1 diizeyinin azalmasina bagl olabilir. 48.saatte ise
kuersetin hem uPA aktivitesini hemde PAI-1 diizeyini baskilamistir. 48.saatte
kuersetinin uPA protein sentezini azaltmig olabileceginden PAI-1 diizeyide artis

gdstermemis olabilir.
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5.SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismaTGF-B ve flavonoidlerin, insan meme kanseri hiicresi MCF-7
hiicrelerinin proliferasyonunu doz ve zaman bagimli olarak inhibe ettigini gergek
zamanlt hiicre elektronik algilama sistemiyle ortaya koymustur. Ayni sekilde kanser
hiicrelerinde TGF-B ve flavonoidlerin uPA ve PAI-1 sisteminde etkili oldugunu
gozlemlenmistir. Dolayisiyla bu ¢alisma TGF-B’nin antiproliferatif ve timor supresif
etkisi; flavonoidlerin de antiproliferatif ve antioksidan Ozellikleri nedeniyle kanser
hastalarinda diger tedavilerin yaninda destek tedavi olarak kullanilabilecegi goriigiinii

desteklemektedir.

74



6. KAYNAKLAR

Abbas AK, Lichtman AH, 2003.Cellular and Molecular Immunology;5th edition Philadelphia:
Saunders Co0.243-74.

Ahmed M, Rahman N, 2006. ATM and breast cancer susceptibility. Oncogene. 25;25(43):5906 11.

Allred DC, Cllark GM, Tandon AK, Molina R, Tormey DC,1992. Her-2/neu in node-negative breast
cancer: Prognostic significance of overexpression insuenced by the presence of in situ
carcinoma. J Clin Oncol 10:599-605

Almasan A, Yin Y, Kelly R, Lee E.Bradley A, Li W. Bertino J, Wahl G,1995. Deficiency of
retinoblastoma protein leads to inappropriate S-phase entry, activation of E2F-responsive genes,
and apoptosis. Proc Natl Acad Sci USA 92: 5436-40.

Andreasen PA, Egelund R, Petersen HH, 2000. The plasminogen activation system in tumor growth,
invasion, and metastasis. Cell Mol Life Sci; 57: 25-4.

Andreasen PA, Kjoller L, Christensen L, 1997. The urokinaze-type plazminogen activator system in
cancer metastasis. Int J Cancer;72:1-22.

Anonim, 1997. World Cancer Research Fund: Food, Nutrition and the Prevention of Cancer: A Global
Perspective. Washington, DC: American Institute for Cancer Research apoptosis inducer in
human colon carcinoma cells’. Cancer Res. 60: 3823-3831.

Aslan A, Temiz M, Yigit Y, Can R, Canbolant E, Yigit F,2007. Hemsirelik Yiiksek Okulu
Ogrencilerinin meme kanseri hakkinda bilgi, tutum ve davramslari. TSK Koruyucu Hekimlik
Biilteni; 6(3): 193-198.

Aslan FE, Giirkan A, 2007. Kadinlarda meme kanseri risk diizeyi. Meme Sagligi Dergisi; 3: 63-68.

Bailly C, 2000. Topoisomerase | poisons and suppressors as anticancer drugs. Curr Med Chem 7: 39-
58

Baker MS, Bleakly P, Woodrow GC, Doe WE, 1990. Inhibition of cancer cell urokinase PA by its
spesific inhibitor PAI-2 and subsequent effects on extracellular matrix degradation. Cancer
Res;50 4676-84

Baum M, 2002. Hormone replacement therapy and the breast. Women still want to have hormone
replacement therapy. BMJ. 324(7342): p. 915; author reply 915.

Beckmann MW, Niederacher D, Schnurch HG, Gusterson BA, Bender HG,1997.Multistep
carcinogenesis of breast cancer and tumour heterogenity. J Mol Med 75(6):429-39

Berkarda B, Koyuncu H, Soybir G, Baykut F,1998. Inhibitory effect of hesperidin on tumor initiation
and promotion in mouse skin. Res Exp Med; 93-99.

Bilaloglu GV, Harmandar M, 1997. “Flavonoidler”, AktifYayinevi, Istanbul

Bjeldanes LF, Chang GW, 1977. ‘Mutagenic activity of quercetin and related compounds’. Science.
197: 577-578.

Blobel CP,2000. Remarkable roles of proteolysis on and beyond the cell surface. Curr Opin Cell Biol;
12: 606-612.

Buo L, Karlsrud TS, Dyrhaug G, Bell H, Ergstom L, Johansen H T, Aasen AO, 1995. The fibrinolytic

system in human ascites. Scand J Gastoenterol; 30 (11): 1101-7by quercetin’. Mol Reprod Dev.
25: 369-373.

75



Byrne PF, Mcmullen ME, Snook ME, Musket TA, Theuri JM, Widsthrom NW, Wiseman BR, Coe
EH,1996. “Quantitative Trait Loci and Metabolic Pathways: Genetic Control of The
Consentration of Maysin, A Corn Earworm Resistance Factor, in Maize Silks”, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 93, 8820-8825.

Cairns P, Polascik TJ, Eby Y, Tokino K, Califono J,1995. Frequency of homozygous deletion at
p16/CDKN2 in primary breast carcinoma. Nature Genet 11:210-212

Caltagirone S, Rossi C, Poggi A, Ranelletti FO, Natali PG, Aiello FB, Piantelli M, 2000. ‘Flavonoids
apigenin and quercetin inhibit melanoma growth and metastatic potential’. Int J Cancer. 87: 595-
600.

Cancer IARC. Globocan, 2012. Estimated Cancer Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide in
2012. Lyon, France

Casagrande F, Darbon JM, 2001. ‘Effects of structurally related flavonoids on cell cycle progression
of human melanoma cells: regulation of cyclin-dependent kinases CDK2 and CDK1’. Biochem
Pharmacol. 61: 1205-1215.

Cattoretti G, Rilke F, Andreda S, Mato LDA, Delia D,1998. p53 expression in breast cancer. Int J
Cancer 41:178-183

Cerutti JM, Ebina KN, Matsuo SE, Martins L, Maciel RM, Kimura ET, 2003. Expression of Smad4
and Smad?7 in human thyroid follicular carcinoma cell lines. J Endocrinol Invest; 26: 516-21.

Chan WS, Wen PC, Chiang HC, 1995. ‘Structure-activity relationship of caffeic acid analogues on
xanthine oxidase inhibition’. Anticancer Res. 15: 703-707.

Chang WS, Lee YJ, Lu FJ, 1993. ‘Chiang HC. Inhibitory effects of flavonoids on xanthine oxidase’.
Anticancer Res. 13: 2165-2170.

Chen JR, Kang Y, Siegel PM, Massague J, 2002. E2F4/5 and p107 as Smad cofactors linking the
TGF-beta receptor to c-myc repression. Cell; 110: 19-32.

Choi EJ, 2007. Hesperetin induced G1-phase cell cycle arrest in human breast cancer MCF-7 cells:
involvement of CDK4 and p21. Nutrition and Cancer; 59: (1) 115-119.

Choi JA, Kim JY, Lee JY, Kang CM, Kwon HJ, 2001. ‘Induction of cell cycle arrest and apoptosis in
human breast cancer cells by quercetin’. Int J Oncol. 19: 837-844.

Chou CC, Yang JS, Lu, Siu HF, Ip SW, Lo C, Wu CC, Lin JP, Tang NY, Chung JG, Chou MJ, Teng
YH, Chen DR, 2010. Quercetin-mediated cell cycle arrest and apoptosis involving activation of a
caspase cascade through the mitochondrial pathway in human breast cancer MCF-7 cells. Arch
Pharm Res; 33(8): 1181-1191.

Cirico TL, Omaye ST,2006. “Additive or Synergetic Effects of Phenolic Compunds on Human Low
Density Lipoprotein Oxidation”, Food andChemical Toxicology, 44;510-516

Cody V, 1986. ‘Plant Flavonoids in Biology and Medicine’. Prog Biol Res. 213.

Cody V, 1988. ‘Plant Flavonoids Biology, Medicine, part II’. Prog Biol Res. 280.

Collen D,1986. Lijnen HR. The fibrinolytic system in man. Crit Rev Oncol Hematol;4: 249-301.
Conguer JA, Maiani G, Azzini E, Raguzzini A, Holub BJ, 1998. Supplemenation with Quercetin

Markedly Increase Plasma Quercetin Concentration without Effect on Selected Risk Factors for
Heart Disease in Healthy Subjects. Human Nutrition and Metabolism 128, 593-597

76



Conklin DR, Tan KH, Aschner M, 1998. ‘Dimethyl sulfoxide, but not acidosis induced
mettallothionein mMRNA expression in neonatal rat primary astrocyte cultures is inhibited by the
bioflavonoid, quercetin’. Brain Res. 794: 304—-308.

Corn PG, El-Deiry WS, 2002. Derangement of growth and differentiation control in onkogenesis.
Bioessays 1: 83-90.

Cornish KM, Williams G, Sanderson J, 2002. Quercetin Metabolism in The Lens: Role in Inhibition
of Hydrogen Peroxide Induced Cataract. Free Radical Biology Med 1, 63-70

Cotran R, Kumar V, Collins T, 1998. Robins Pathologic Basis of Disease. In: Cellular Pathology I:
Cell Injury and Cell Death. Cellular Pathology, 1l: Adaptations, Intracellular Accumulations, and
Cell Aging. Philadelphia: WB Saunders Co. 238-85.

Curado M, Edwards B, Shin H, Storm H, Ferlay J, Heanue M, Boyle P, 2007. Cancer Incidence in
Five Continents. Lyon, IARC Scientific Publications No:160:1X

Czekay RP, Aertgeerts K, Curriden SA, Loskutoff DJ, 2003. Plasminogen activator inhibitor-1
detaches cells from extracellular matrices by inactivating integrins. J Cell Biol; 160: 781-791.

Cogulu O, Alpman A, Durmaz B, Ozkinay F: Turkiye Klinikleri. J Med Sci 2007, 27:725-737

Dawson SJ, Wiman B, Hamsten A, Green F, Humphries S, Henney AM, 1993. The two allele
sequences of a common polymorphism in the promoter of the plasminogen activator-1 (PAI-1)
gene respond differently to interleukin-1 in HepG2 cells. J Biol Chem;268:10739-10745.

Derynck R, Akhurst RJ, Balmain A, 2001. TGF-beta signaling in tumor suppression and cancer
progression. Nat Genet; 29: 117-29.

Deschner EE, Ruperto J, Wong G, Newmark HL, 1991. ‘Quercetin and rutin as inhibitors of
azoxymethanol-induced colonic neoplasia’. Carcinogenesis.12: 1193- 1196.

Di Carlo G, Mascolo N, Izzo AA, Capasso F, 1999. ‘Flavonoids: Old and new aspects of a class of
natural therapeutic drugs’. Life Sci 65: 337-353.

Diane F,2001. Suzanne Hendrich and Weiqun Wang: Dietary agents in cancer prevention: flavonoids
and isoflavonoids. Pharmacology & Therapeutics, 90(2-3), 157-177

Dickson RB, Lippman ME, 1997. Cancer of the breast. In Cancer: Principles and Practice of
Oncology. Fifth Edition, Ed: DeVita VT, Hellman S, Rosenberg SA. Lippincott-Raven
Publishers, Philadephia, p:1541-1557

Dowdy SC, Mariani reinboiz MM, keeney GL, Spielberg TC, Podratz KC, Janknetcht R, 2005.
Overexpression of the TGF-beta antagonist Smad7 in endometrial cancer. Gynecol Oncol; 96:
368-73.

Duffy MJ, 2004. Duggan C.The urokinase plasminogen activator system: a rich source of tumour
markers for the individualised management of patients with cancer.Clin Biochem;37(7):541-8.

Duthie SJ, Johnson W, Dobson VL, 1997. ‘The effect of dietary flavonoids on DNA damage (strand
breaks and oxidised pyrimdines) and growth in human cells’. Mutat Res. 390: 141-151.

Eitzman DT, Fay WP, Ginsburg D, 1997. Plasminogen activator inhibitor-1. In: Richard C.Becker
edit. Textbook of Coronary Thrombosis and Thrombolysis. Massachusetts, Kluwe Academic
Pub; 65-77.

Ercan E, Tengiz I, Duman C,2004. Decreased plasminogen activator inhibitor-1 levels in coronary
artery aneurysmatic patients. J Thromb Thrombolysis; 17: 207-211.

77



Erensoy N, Siisleyici B, Oztirk M, Yilmazer, Kaner G, Unal H, 1998. Amplification and
overexpression of c-erbB-2 gene in breast carcinomas. Breast. 4(Suppl 1): S 55

Erkog S, Erkog¢ F, Keskin N, 2003. Theoretical Investigation of Quercetin and its Radical Isomers.
Journal of Molecular Structure (Theochem) 631, 141-146

Erlund 1, Meririnne E, Alfthan G, Aro A, 2001. “Plasma Kinetics and Urinary Excretion of the
Flavanones Naringenin and Hesperetin in Humans After Ingestion of Orange Juice and
Grapefruit Juice”, The Journal of Nutrition, 131 235-241

Etcheverry SB, Ferrer EG, Naso L, Rivadeneira J, Salinas V, Williams PA, 2008. Antioxidant effects
of the VO(IV) hesperidin complex and its role in cancer chemoprevention. J Biol Inorg Chem;
13(3):435-47.

Fazal F, Rahman A, Greensill J, Ainley K, Hadi SM, Parish JH, 1990. ‘Strand scission in DNA by
quercetin and Cu(ll): identification of free radical intermediates and biological consequences of
scission’. Carcinogenesis. 11: 2005—-2008.

Feng XH, Derynck R, 2005. Specifity and versality in TGF-beta signaling through smads. Annu Cell
Dev Biol; 21: 659-93.

Ferriola PC, Cody V, Middleton EJR, 1989. ‘Protein-kinase C inhibition by plant flavonoids. Kinetic
mechanisms and structure-activity relationship’. Biochem Pharmacol. 38: 1617-1624.

Foekens JA, Look MP, Peters HA, Von Putten WL, Portergen H, Klijn JGJ,1995. Urokinase- type
plasminogen activator and its inhibitdor PAI-1: predictors of poor response to tamoksifen
therapy in recurrent breast cancer. Natl Cancer Inst; 87(10) 751-6

Formica JV, Regelson W, 1995. ‘Review of the biology of quercetin and related bioflavonoids’. Food
Chem. Toxicol. 33: 1061-1080.

Futreal PA, Kasprzyk A, Birney E, Mullikin JC, Wooster R, Stratton M, 2001. Cancer and
genomics. Nature 6822: 850-2

Gao Z, Xu H, Chen X, Chen H, 2003. “Antioxidant Status and Mineral Contents in Tissues of Rutin
and Baicalin Fed Rats”, Life Sciences, 73 1599-1607

Gee JM, Jhonson IT, 2001. Polyphenolic Compounds: Interactions with the Gut and Implications for
Human Health. Current Medicinal Chemistry.8, 1245-1255

Gelmann EP, 1998. Oncogenes in human breast Cancer. In The Breast: Comprehensive management
of benign and malignant Diseases. Vol I. Ed:Bland KI, Copeland EM. WB saunders Company,
USA, p:499-517

Graefe EU, Derendorf H, Veit M, 1999. ‘Pharmacokinetics and bioavailability of the flavonol
quercetin in humans’. Int. J Clin Pharmacol Ther. 37: 219

Grylewski RJ, Korbut R, Robak J, Swies J, 1987. ‘On the mechanism of antithrombotic action of
flavonoids’. Biochem. Pharmacol. 36: 317-322.

Guardia T, Rotelli AE, Juardez AO, Pelzer LE, 2001. Anti-inflammatory properties of plant
flavonoids. Effect of rutin, quarcetin and hesperidin on adjuvant arthritis in rat. Farmaco;
56(9):683-687.

Gulati N, Laudet B, Zohrabian VM, Murali R, Jhanwar M, 2006. The antiproliferative effect of

quercetin in cancer cells is mediated via inhibition of the PI3K-Akt/PKB pathway -Uniyal
Anticancer Research; 26: 1177-1182

78



Guo Y, Higazi AA-R, Arakelian A, Sachais BS, Cines D, Goldfarb RH, Jones TR, Kwaan H, Mazar
AP, and Rabbani SA, 2000. A peptide derived from non-receptor binding region of urokinase
plasminogen activator (UPA) inhibits tumor progression and angiogenesis and induces tumor cell
death in vivo. FASEB J; 14: 1400-1410.

Guthriel N, Gapor A, Carroll KK, 1997.Scientific Study-Tocotrienol and Breast Cancer. Asia Pacific
Journal Clinical Nutrition 6, 41-45

Hakkinen SH, Kéarenlampi SO, Heinonen IM, 1999. Content of the flavonols quercetin, myricetin, and
kaempferol in 25 edible berries. J Agric Food Chem;47:2274-2279.

Han D-H, Tachibana H, Yamada K,2001. Inhibition of Environmental Estrogen- Induced Proliferation
of Human Breast Carcinoma MCF-7 Cells by Flavonoids. In Vitro Cell Developmental Biology-
Animal 37, 275-282, 71

Harbeck N, Kates RE, Maxima PL, 2002. Enhanced Benefit from Adjuvant Chemotherapy in Breast
Cancer Patients Classified High-Risk according to Urokinasetype Plasminogen Activator (UPA)
and Plasminogen Activator Inhibitor Type 1. Cancer Research.; 62: 4617-4622.

Harborne JB, Williams CA, 2000. “Advances in Flavonoid Research Since 1992 —a Review”,
Phytochemistry, 55, 481-504.

HC Kwaan, J Wang, K Svoboda, PJ Declerck, 2000. Plasminogen activator inhibitor 1 may promote
tumour growth through inhibition of apoptosis. Br J Cancer;82:1702-1708.

Herbert BS, Wright WE, Shay JW, 2001. Telomerase and breast cancer. Breast Cancer Res 3(3):146-9

Hertog MGL, Fesken EJM, Hollman PCH, Katan MB, Kromhout D, 1993. ‘Dietary antioxidant
flavonoids and risk of coronary heart diseas: the Zutphen Elderly Study’. Lancet. 342: 1007-
1011.

Hertog MGL, Hollman PCH, Katan MB, 1992. Content of potentially anticarcinogenic flavonoids of
28 vegetables and 9 fruits commonly consumed in The Netherlands. J Agric Food Chem; 40:
2379-2383.

Heuvel van den, Harlow E, 1993. Distinct roles for cyclin-dependent kinases in cell cycle control.
Science262: 2050-4.

Hirano T, Gotoh M, Oka K, 1994. ‘Natural flavonoids and lignans are potent cytostatic agents against
human leukemic HL-60 cells’. Life Sci. 55: 1061-1069.

Ho A, Dowdy SF, 2002. Regulation of G1 cell-cycle progression by onkogenes and tumor suppressor
genes. Current Opinion in Genetics & Development 1: 47-52

Hollman PC, Katan MB, 1999. ‘Dietary flavonoids: Intake, health effects and bioavailability’. Food
Chem Toxicol. 37: 937-942.

Hosokawa N, Hirayoshi K, Kudo H, Takechi H, Aoike A, Kawai K, Nagata K, 1992. ‘Inhibition of
the activation of heat shock factor in vivo and in vitro by flavonoids’. Mol Cell. 12: 3490-3498.

http://www.biotech.iitm.ac.in/faculty/dk_new/research.php.69

Huang Z, Fasco MJ, Kaminsky LS, 1997. ‘Inhibition of estrone sulfatase in human liver microsomes
by quercetin, other flavonoids’. J Steroid Biochem Mol Biol. 63: 9-15.

Huang YT, Hwang JJ, Lee PP, Ke FC, Huang JH, Kandaswami C, Middleton E, Lee MT, 1999.
Effects of Luteolin and Quercetin, Inhibitors of Tyrosine Kinase, on Cell Gorwth and Metastasis-
associated Properties in A431 Cells Overexpressing Epidermal Growth Factor Receptor. British
Journal of Pharmacology 128, 999-1010

79


http://www.biotech.iitm.ac.in/faculty/dk_new/research.php.69

lavarone A, Garg P, Lasorella A, Hsu J, Israel MA, 1994. The helix-loop-helix protein 1d2 enhances
cell proliferation and binds to the retinoblastoma protein. Genes Dev; 8: 1270 84.

Ingrid BJL, Joseph John T,1998. Isaacs. Macrophage role in the Anti prostat Cancer Response to
one class of antiangiogenic agents. J National Cancer Inst; 90 (21)

Irigoyen JP, Munoz-Canoves P, Montero L, Koziczak M, Nagamine Y, 1999. The plasminogen
activator system: biology and regulation. Cell Mol Life Sci;56:104-132.

Ishidate JrM, HarnoisMC, Sofuni T, 1988. ‘A comparative analysis of data on the clastogenicity of
951 chemical substances tested in mammalian cell cultures’. Mutat. Res. 195: 151-213.

Iwao K, Tsukamoto I, 1999. ‘Quercetin inhibited DNA synthesis and induced apoptosis associated
with increase in c-fos mMRNA level and the upregulation of p21WAF1/CIP1 mRNA and protein
expression during liver regeneration after partial hepatectomy’. Biochim Biophys Acta. 1427:
112-120.

Iwashita K, Kobori M, Yamaki K, Tsushida T, 2000. ‘Flavonoids inhibit cell growth and induce
apoptosis in B16 melanoma 4A5 cells’. Biosci Biotechnol Biochem. 64: 1813-1820.
J Haematol. 1999;105: 920-927.

Jang CW, Chen CH, Chen CC, Chen JY, Su YH, Chen RH,2002. TGF-beta induces apoptosis through
Smad-mediated expression of DAP-kinase. Nat Cell Biol; 4: 51-8.

Janicke F, Prechtl A, Thomssen C, Harback N, 2001. Randomized adjuvant chemotherapy trial in
high-risk, lymph node-negative breast cancer patients identified by uPA and PAI-1. J. Natl
Cancer Inst;93:913.920.

Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D, 2011. Global cancer statistics. CA Cancer
J Clin, 61(2):69-90.

Jen J, Harper JW, Bigner SH, Bigner DD, Papadopoulos N, Markowitz S, Wilson JK, Kinzler KW,
Vogelstein B, 1994. Deletion of p16 and p15 genes in brain tumors. Cancer Res; 54: 63-53-8.

Johannes C Kirchheimer,Kurt Huber, Oswald Wagner, Bernd R Binder, 1987. Patterns of fibrinolytic
parameters in patients with gastrointestinal carcinomas. British J Haematol; 66 85-89

Kaklamani V, Badi L, romsan D, Liu J, Ellis N, Oddoux C, Oster H, Chen Y, Ahsan H, Offit K,
Pasche B, 2004. No major association between TGFBR1*6A and prostate cancer. BMC Genet; 5:
28.

Kaminska B, Wesolowska A, Danilkiewicz M, 2005. TGF beta signalling an its role in tumour
pathogenesis. ABP 52(2): 329-337

Kaneuchi M, Sasaki M, Tanaka Y, Sakuragi N, Fujimoto S, Dahiya R, 2003. ‘Quercetin regulates
growth of Ishikawa cells through the suppression of EGF and cyclin D1°. Int J Oncol. 22: 159-
164.

Kang TB and Liang NC, 1997. ‘Studies on the inhibitory effects of quercetin on the growth of HL-60
leukaemia cells’. Biochem Pharmacol. 54: 1013-1018.

Kawaii S, Tomono Y, Katase E, Ogawa K, Yano M, 1999. ‘Antiproliferative activity of flavonoids on
several cancer cell lines’. Biosci Biotechnol Biochem. 63:896-899.

Kemomarsi K, Conte D.J, Toyofuku W, Fox MP, Scambia G, 1995. Deregulation of cyclin-E in breast
cancer. Oncogene:11:941-950

Kim SG, Jong HS, Kim TY, Lee JW, Kim NK, Hong SH, Bang YJ, 2004. Transforming growth

factor-beta 1 induces apoptosis through Fas ligand-independent activation of the Fas death
pathway in human gastric SNU-620 carcinoma cells. Mol Biol Cell; 15: 420-34.

80



Kim HK, Jeong TS, Lee MK, Park YB, Choi MS, 2003. “Lipid-lowering Efficacy of Hesperetin
Metabolites in High-Cholesterol Fed Rats”, ClinicaChemica Acta, 327 129-137

Klijn JGM, Berns PMJJ, Schmits PLM, Foekens JA,1992. The Clinical significance of epidermal
growth factor receptor (EGF-R) in human breast cancer: a review on 5232 patients. Endocr Rev
13:3- 17

Kobayashi T, Nakata T and Kuzumaki T, 2002. ‘Effect of flavonoids on cell cycle progression in
prostate cancer cells’. Cancer Lett. 176: 17-23.

Kohler HP, Grant PJ, 2000. Plasminogen-activator inhibitor type 1 and coronary artery disease. N
Engl J Med; 342: 1792-1801.

Koleske AJ, Young RA, 1994. “An RNA polymerase II holoenzyme responsive to activators”, Nature,
368, 466

Kopnin BP, 2000. Targets of onkogenes and tiimdr suppressors: key for understanding basic
mechanisms of carcinogenesis. Biochemistry (Mosc) 1: 2-27.

Krimperfort P, Ijpenberg A, Song JY, van der Valk M, Navijn M, Zevenhoven J, Berns A, 2007. A
critical tumor suppressor in the absence of p16Ink4a. Nature; 448: 943-6.

Kumar V, Abbas AK, Fausto N, 2007. Neoplazi. Robbins Temel Patoloji. Ugur Cevikbas (¢. Ed.). 8.
baski, Istanbul: Nobel: 173-225.

Kuntz S, Wenzel U, Daniel H, 1999. ‘Comparative analysis of the effects of flavonoids on
proliferation, cytotoxicity, and apoptosis in human colon cancer cell lines’. Eur J Nutr. 38: 133-
142.

Kurebayashi JJ,2001. Biological and clinical significance of her2 overexpression in breast cancer.
Breast Cancer 8(1):45-51

Kiiciikislamoglu M,1996. “Consolida armeniaca (Stapf ex Huth) Schrod. Bitkisi Cigeklerinin
Flavonoidleri Yoniinden Analizi”, Doktora Tezi, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Trabzon

Lamson DW, Brignal MS,2000.Antioxidants and Cancer Ill. Alternative Medicine Review 5, 196-208
Lane DP,1992. P53; guardian of the genome. Nature 358:15-16

Larisch S, Yi Y, Lotan R, Kemer H, Ejmer IS, Tony Parks W, Gotfried Y, Birkey Reffey S, de
Caestecker MP, Danjelpour D, Book-Melamed N, Timberg R, Ducked CS, Lechleider RJ, Steller
H, Orly J, Kim SJ, Roberts AB, 2000. A novel mitochondrial septin-like protein ARTS, mediates
apoptosis dependent on its P-loop motif. Nat Cell Biol; 2: 915-21.

Lawn RM, Wade DP, Hammer RE, 1992. Atherogenesis in transgenic mice expressing human
apolipoprotein (a). Nature;360:670.

Le Marchand L, 2002. “Cancer Preventive Effects of Flavonoids- A Review”, Biomedicine &
Pharmacotherapy, 56, 296-301.

Lee CJ, Wilson L, Jordan MA, Nguyen V, Tang J, Smiyun G, 2010. Hesperidin suppressed
proliferations of both human breast cancer and androgen-dependent prostate cancer cells.
Phytother Res;24 Suppl 1:15-19.

Lee CJ, Wilson L, Jordan MA, Nguyen V, Tang J, Smiyun G, 2010. Hesperidin suppressed
proliferations of both human breast cancer and androgen-dependent prostate cancer cells.
Phytother Res;24 Suppl 1:15-19.

81



Lee WR, Shen SC, Lin HY, Hou WC, Yang LL, Chen YC, 2002. ‘Wogonin and fisetin induce
apoptosis in human promyeloleukemic cells, accompanied by a decrease of reactive oxygen
species, and activation of caspase 3 and Ca(2+)- dependent endonuclease’. Biochem Pharmacol
63: 225-236.

Levy L, Hill CS, 2006. Alteration in components ofthe TGF-beta superfamily signaling pathways in
human cancer. Cytokine Growth Factor Rev: 17: 41-58.

Li MO, Wan YY, Sanjabi S, Robertson AK, Falvell RA, 2006. Transforming growth factor-beta
regulation of immune responses. Annu Rev Immunol; 24: 99-146.

Li FX, Jin ZP, Zhao DX, Cheng LQ, Fu CX, Ma F,2006. “Overexpression of The Saussurea Medusa
Chalcone Isomerase Gene in S. Involucrata Hairy Root Cultures Enhances Their Biosynthesis of
apigenin”, Phytochemistry, 67, 553-560.

Liao DJ, Dickson RB,2000. C-Myc in breast cancer. Endocr Relat Cancer 7(3):143-164

Lijnen HR, 2005. Pleiotropic functions of plasminogen activator inhibitor-1. J Thromb Haemost;3:35-
45,

Liu D, JA Ghiso, Y Estrada, L Ossowski, 2002. EGFR is a transducer of the urokinase receptor
initiated signal that is required for in vivo growth of a human carcinoma. Cancer Cell;1:445-457.

Liu D, Wang LH, 1994. Onkogenes,Protein Tyrosine Kinases, and Signal Transduction. J Biomed Sci.
2: 65-82.

Look MP, van Putten WL, Duffy MJ, 2002. Pooled Analysis of Prognostic Impact of Urokinase-Type
Plasminogen Activator and Its Inhibitor PAI-1 in 8377 Breast Cancer Patients. J Natl Cancer Inst;
94:116.

Lu, X., Jung, J.l., Cho, H.J, Lim, D.Y., Hyun, H.S., Chun, H.S., Kwon, D.Y., Park, J.H.Y., 2005.
Fisetin Inhibits the Activities of Cyclin-Dependent Kinases Leading to Cell Cycle Arrest in HT-
29 Human Colon Cancer Cells, The Journal of Nutrition, 135 (12), 2884-2890.

Marion E, Look MP, Peters HA, Schmitt M, Briinner N, Harbeck N, Klin JG, Foekens JA, 2004.
Urokinase-Type Plasminogen Activator System in Breast Cancer Association with Tamoxifen in
Recurrent Disease. Cancer Res, 1; 64(13) 4563-8

Markovits J, Linassier C, Fosse P, Couprie J, Pierre J, Jacquemin-Sablon A, Saucier JM, Le Pecq JB,
Larsen AK, 1989. ‘Inhibitory effects of the tyrosine kinase inhibitor genistein on mammalian
DNA topoisomerase II’. Cancer Res. 49: 5111-5117.

Martens S, Mithofer A, 2005. “Flavones and Flavone Synthases”, Phytochemistry, 66, 2399-2407.
Massague J, 2008. TGFb in cancer. Cell: 134: 215-30.
Massague J, 1998 TGF-beta signal transduction. Annu Rev Biochem; 67: 753-91.

Shi Y, Massague J,2003. Mechanisms of TGF-beta signaling from cell membrane to the nucleus. Cell;
113: 685-700.

Middleton EJr, Kandaswami C, 1994. ‘The impact of plant flavonoids on mammalian biology:
Implications for immunity, inflammation and cancer’. In:Harborne JB, editor. The flavonoids
advances in research since 1986. 1st edition. London: Chapman and Hall. 619-652.

Middleton E, JR Kandaswami C, Theoharidesi TC, 2000. The Effects of Plant Flavonoids on
Mammalian Cells: Implications for Inflammation, Heart Disease, and Cancer. Pharmacol Rev 52,
673-751

Miettinen PJ, Ebner R, Lopez AR, Derync R, 1994. TGF-B induced transdiferentiation ofmammary
epithelial cells to mesenchymal cells:involvement of type | receptor. J Cell Biol; 127: 2021-36.

82



Miki Y, Swensen J, Shattuck-Eidens D, Futreal PA, Harsman K,1994. A strong candidate for the
breast and ovarian cancer susceptibility gene BRCAL. Science 266:66-71

Miodini P, FioravantiL, Fronzo GD.,Cappelletti, V/, 1999. The Two Phyto-oestrogens Genistein and
Quercetin Exert Different Effects on Oestrogen Receptor Function. British Journal of Cancer 80,
1150-1155

Miyagi Y, Om AS, Chee KM, Bennink MR, 2000. ‘Inhibition of azoxymethane-induced colon cancer
by orange juice’. Nutr Cancer. 36: 224-249.

Monograph,1998. Quercetin. Alternative Medicine Review, 3, 140-143

Moricke A, Reiter A, Zimmermenn M, 2008. Risk-adjusted therapy of acute lymphoblastic leukemia
can decrease treatment burden and improve survival. Blood; 11: 4477- 89.

Mustjoki S, 2001. Urokinase, urokinase receptor and ICAM s in human leukemia. Department of
virology University of Helsinki, Academic Dissertation; 29-69.

Mutoh M, Takahashi M, Fukuda K, Komatsu H, Enya T, Matsushima-Hibiya Y, Mutoh H, Sugimura
T, Wakabayashi K, 2000. ‘Suppression by flavonoids of cyclooxygenase-2 promoter-dependent
transcriptional activity in colon cancer cells:Structure-activity relationship’. Jpn J Cancer Res.
91: 686-691.

Nalini N, Aranganathan S, Kabalimurthy J, 2012. Chemopreventive efficacy of hesperetin (citrus
flavonone) against 1,2-dimethylhydrazine-induced rat colon carcinogenesis. Toxicology
Mechanisms and Methods; 22(5): 397-408.

Nass-Arden L, Breitbart H, 1990. ‘Modulation of mammalian sperm motility

Natalia V. Gorlatova I, Jacqueline M, 2007. Mechanism of Inactivation of Plasminogen Activator
Inhibitor-1 by a Small Molecule Inhibitor. J Biol Chem;282:9288- 9296.

Nguyen TT, Tran E, Nguyen TH, Do PT, Huynh TH, Huynh H, 2004. ‘The role of activated MEK-
ERK pathway in quercetin-induced growth inhibition an apoptosis in A549 lung cancer cells’.
Carcinogenesis. 25: 647-659.

Norberg T, Jansson T, Sjogren S, Martensson C, Adereasson I, 1996. Overview on human breast
cancer with focus on prognostic and predictive factors with special attention on the tumour
suppressor gene p53. Acta Oncologica 35 (suppl 5):96-102

Off M, Peli J, Rudaz C, Schwarz H, Beug H, Reichmann E,1996. TGF-beta and Ha-Ras collaborate in
modulating the phenotypic plasticity and invasiveness of epithelial tumor cells. Genes Dev; 10:
2462-77.

Onat T. Emerk K. S6zmen EY, 2002. Insan Biyokimyas1. Ankara: Palme yayincilik 569-75.

Ong, C.S,, Tran, E., Nguyen, T.T.T.,Ang, C.K., Lee, S.K. Lee, J.J. NG, C.P., Leong, C., Huynh, H,
2004.Quercetin-induced Growth Inhibition and Cell Death in Nasopharyngeal Carcinoma Cells
Associated with Increase in Bad and Hypohosphorylated Retinoblastoma Expression. Oncology
Reports 11, 727-733

Osborne C, Wilson P, Tripathy D,2004. Oncogenec and tumorsupressor genes in breast cancer:
Potential diagnostic and therapetic applications. Oncologist. 9:361-77

Ozmen V, Fidaner C, Aksaz E, Bayol U, Dede 1, Goker E, Giilliioglu BM, Isikdogan A, Topal U, Uhri

M, 2009. Tirkiye'de meme kanseri erken tani ve tarama programlarinin hazirlanmasi-Saglik
Bakanligi meme kanseri erken tani ve tarama alt kurulu raporu. Meme Saghgi Dergisi; 5(3)

83



Oztiirk M, Bolkent S, Yilmazer S, Kaner G, Unal H, 1998. Detection of c-erbB-2 mRNAs using
diglabelled oligonucleotide probe with in situ hybridisation in human breast
carcinoma:comparison with immunohistochemical results. Anal Cell Pathol 16(4):201-209

Padua D, Massague J. Roles of TGFb in metastasis. Cell Res 2009; 19: 89-102.

Padua D, Zhang XH, Wang Q, Nadal C, Gerald WL, Gomis RR, Massague J, 2008. TGF-f primes
breast tumors angiopoietin-like 4. Cell; 133; 66-77.

Pardali K, Kurisaki A, Moren A, ten Dijke P, Kardassis D, Moustakis A, 2000. Role of Smad proteins
and transcription factor Spl in p21 (Wafl/Cipl) regulation by transforming growth factor-beta. J
Biol Chem; 275: 29244-56.

Pediconi N, lanari A, Costanzo A, Belloni L, Gallo R, 2003. Differential regulation of E2F1 apoptotic
target genes in response to DNA damage. Nat Cell Biol. 6:552-8.

Perlman R, Schiemann WP, Brooks MW, Lodish HF, Weinberg RA,2001. TGF-beta-induced
apoptosis is mediated by adapter protein Daxx that facilitates JNK activation. Nat Cell Biol; 3:
708-14.

Perren TJ,1991. CerbB2 oncogene as a prognostic marker in breast cancer. Br J Cancer 63:328 332

Pethe V, Shekhar PV,1999. Estrogen inducibility of c-Ha-ras transcription in breast cancer cells.
Identification of functional estrogen-responsive transcriptional regulatlory elements in exon 1./
intron 1 of the cHa ras gene. J. Biol Chem 274 (43): 30969-30978

Polyak K,2002. Breast cancer gene discovery. http/www.expertreviews.org

Pouget C, Lauthier F, Simon A, Fagnere C, Basly JP, Delage C, Chulia AJ,2001, ‘Flavonoids:
Structural requirements for antiproliferative activity on breastcancer cells’. Bioorg Med Chem
Lett. 11: 3095-3097.

Pucci B, Giordano A, 1999. Cell cycle and cancer. Clin Ter. 2:135-41.

Pyke C, Graem N, Ralfkaer E, Ronne E, Hoyer-Hansen G, Briinner N, Dano K, 1993. Receptor for
urokinase is present in tumor-associated macrophages in ductal breast carcinoma. Cancer Res;53:
1911-1915quercetin acidifies rat glial cells in vitro’. Neurosci Lett. 223: 121-124.

Rasheed S, Harris S, Tekkis P, Turley H., Silver A, McDonald PJ, Talbot I, Glynne-Jones R,
Northover J, Guenther T,1998. ‘‘Microvessel Density and Carbonic Anhydrase-1X Expression in
the Epithelial Cells with the Highest Proliferative Capacity’’, Journal of Histochemistry &
Cytochemistry, 46(4), 497-504

Ratna WN, Simonelli JA, 2002.The Action of Dietary Phytochemicals Quercetin, Catechin,
Resveratrol and Naringenin on Estrogen-mediated Gene Expression. Life Science 70, 1577-1589

Reijerkerk A, Voest EE, Gebbink MFBG, 2000. No grip, no growth: the conceptual basis of excessive
proteolysis in the treatment of cancer. Eur J Cancer 36: 1695-1705

Ren W, Qiao Z, Wang H, Zhu L, Zhang L, 2003. ‘Flavonoids: Promising Anticancer Agents’.
Medicinal Research Reviews. 4 (23): 519-534.

Ren W, Qiao Z, Wang H, Zhu L, Zhang L, 2003. ‘Flavonoids: Promising Anticancer Agents’.
Medicinal Research Reviews. 4 (23): 519-534.

Rodregs EH, Grant MH, 1998. The Effects of the Flavonoids, Quercetin, Myricetin, and Epicatechin

on the Growth and Enzyme Activities of MCF-7 Human Breast Cancer Cells. Chemico-
Biological Interactions 116, 213-228

84



Roman C, Saha D, Beauchamp D,2001.‘“TGF-f and colorectal carcinogenesis’’, Microscopy Resarch
and Technique, 52, 450

Rong Y, Yang EB, Zhang K, Mack P, 2000. ‘Quercetin-induced apoptosis in the monoblastoid cell
line U937 in vitro and the regulation of heat shock proteins expression’. Anticancer Res. 20:
4339-4345.

Ross JA, Kasum CM, 2002. Dietary flavonoids: Bioavailability, Metabolic Effects and Safety. Annu.
Rev. Nutr. 22, 19-34

Sainsbury JR, Nicholson S, Angus B, Farndon JR, malcolm AJ, Harris AL,1988. Epidermal growth
factor receptor status of histological sub-types of breast cancer. Br J Cancer 8:458 460

Saldamli 1, 2007. Gida Kimyas1. Hacettepe Universitesi Yayinlar1. Ankara, 463-492,

Salucci M, Stivala LA, Maiani G, Bugianesi R and Vannini V, 2002. ‘Flavonoids uptake and their
effect on cell cycle of human colon adenocarcinoma cells (Cacco2)’. Br J Cancer. 86: 1645-1651.

Salvatore U, Enke B, Savatore S, 2009. The Urokinase Plasminogen Activator System: A Target for
Anti-Cancer Therapy. Current Cancer Drug Targets; 9: 32-71.

Samad F, Yamamoto K, Loskutoff DJ, 1996. Distrubition and regulation of plasminogen activator
inhibitor-1 in murine adipose tissue in vivo. J Clin Invest;97:34-36.

Samuelsen AB, 2000. ‘The traditional uses, chemical constituents and biological activities of Plantago
major L. A review’. J Ethnopharmacol. 71: 1-21.

Scherrer A, Wohlwend A, Kruithof E, 1999. Plasminogen activation in human acute leukemias. J
Haematol;105: 920-927.

Schmitt M, Wilhelm O, Janicke F, 1995. Urokinase type plazminogen activator (u-PA) and its
reseptor (CD87); a new target in tumor invasion and metastasis. Obstet Gynacol;21:51-65.

Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D, 2001. The Metabolic & Molecular Bases of Inherited
Disease. McGraw-Hill; 613-74.

Selvamurugan N, Kwok S, Alliston T, Reiss M, Partridge NC,2004. ¢ Transforming growth factor-
beta 1 regulation of collagenase-3 expression in osteoblastic cells by cross between the Smad and
MAPK signaling pathways and their components, Smad2 and Runx2’. J Biol Chem., 279, 19327

Senderowicz AM, 1999. ‘Flavopiridol: The first cyclin-dependent kinase inhibitor in human clinical
trials’. Invest New Drugs. 17: 313-320.

Senderowicz AM, 2001. ‘Development of cyclin-dependent kinase modulators as novel therapeutic
approaches for hematological malignancies’. Leukemia. 15: 1-9.

Seoane J, Pouponnot C, Staller P, Schader M, Eilers M, Massague J, 2001. TGF-Binfluences Myc,
Miz-1 and Smad to control the CDK inhibitors p15INK4b. Nat Cell Biol; 3: 400-8.

Shirley BW,1996. “Flavonoid Biosynthesis: ‘New’ functions for an ‘Old’ Payhway”, Trends Plant
Sci, 1, 377-382.

Siegel PM, Massague J, 2003. Cytostatic and apoptotic actions of TGF-beta in homeostasis and
cancer. Nat Rev Cancer; 3: 807-21.

Sierra A, Castellsague X, Escobedo A, Lloveras B, Garcia-Ramirez M,2000. Bcl-2 with loss of

apoptosis allows accumulation of genetic alteration: a pathway to metastatik progression in
human breast cancer. Int J Cancer 89 (2):142-147

85



Sirvent JJ, Fortuno Mar A, Olona M, Orti A, 2001. Prognostic value of p53 protein expression and
clinicopathological factors in infiltrating ductal carcinoma of the breast. A study of 192 patients
Histol Histopathol 16 (1):99-106

Sjoblom T, Jones S, wood LD, Parsons DW, Lin J, Barber TD, Mandelker D, Leary RJ, Ptak J,
Silliman N, 2006. The concensus coding sequences of human breast and colorectal cancers.
Science; 314: 268-74.

Smith D, Toft D ,1993. Steroid receptors and their associated proteins. Mol Endocrinol 7:4 11

So FV, Gurhrie N, Chambers A, Carroll KK, 1997. Inhibition of Proliferation of Estrogen Receptor-
positive MCF-7 Human Breast Cancer Cells by Flavonoids in the Presence and Absence of
Excess Estrogen. Cancer Letters 112, 127-133

Society AC, 2007. Breast Cancer Facts & Figures 2007-2008. Atlanta

Soliman KF, Mazzio EA, 1998. ‘In vitro attenuation of nitric oxide production in C6 astrocyte cell
culture by various dietary compounds’. Proc Soc Exp Biol Med. 218: 390-397.

Somunoglu S, 2009. Meme kanseri: belirtileri ve erken tanida kullanilan tarama yontemleri. Firat
Saglik Hizmetleri Dergisi; 4(10): 103-122.

Soyoz M, Ozcelik N, 2007. TGF-B (transforming growth factor beta) ve sinyal iletimi. Turkiye
Klinikleri J Med Sci 27(4): 426-433

Steinmetz K, Potter JD, 1991b. A review of vegetables, fruit, and cancer. 1l. Mechanisms. Cancer
Causes Control; 2: 427-442.

Steinmetz K, Potter JD,1996. Vegetables, fruit and cancer prevention: a review. J Am Diet Assoc; 96:
1027-1039.

Steinmetz K, Potter JD, 1991a. Vegetables, fruit, and cancer. I. Epidemiology. Cancer Causes
Control; 2: 325-357.

Stephens RW, Nielsen HJ, Christensen 1J, Thorlacius-Ussing O, Serensen S, Dano K, Briinner N,
1999. Plasma urokinase receptor levels in patients with colorectal cancer: relationship to
prognosis. J Natl Cancer Inst; 91: 869-87.

Strandberg L, Lawrence D, Ny T, 1988. The organization of the humanplasminogenactivator-
inhibitor-1 gene. Implications on the evolution of the serine-protease inhibitor family. Eur J
Biochem; 176: 609-616.

Stuart H, Orkin David E, Fisher A,2009. Thomas Look Samuel E. Lux David Ginsburg David G.
Nathan editors. The Moleculer Basis of Fibrinolysis. Nathan and Oski's Hematology of
Infancy and Childhood, 7th Edition. Philadelphia. Saunders; 1425-1447.

Sukardiman, Darwanto A, Tanjung M, Darmadi MO, 2000, ‘Cytotoxic mechanism of flavonoid from
Temu Kunci (Kaempferia pandurata) in cell culture of human mammary carcinoma’. Clin
Hemorheol Microcirc. 23: 185-190.

Suzuki S, Takada T, Sugawara Y, Muto T, Kominami R, 1991. ‘Quercetin induces recombinational
mutations in cultured cells as detected by DNA fingerprinting’. Jpn. J. Cancer Res. 82: 1061-
1064.

Tachibana I, Imoto M, Adjei PN, Gores GJ, Subramaniam M, Spelberg TC, Urrutia R, 1997.

Overexpression of the TGFbeta-regulated zinc finger encoding gene, TIEG, induces apoptosis in
pancreatic epithelial cells. J Clin Invest; 99: 2365-74.

86



Tanaka T, Makita H, Kawabata K, Mori H, Kakumoto M, Satoh K, Hara A, Sumida T, Tanaka T,
Ogawa H, 1997. Chemoprevention of azoxymethane-induced rat colon carcinogenesis by the
naturally occurring flavonoids, diosmin and hesperidin. Carcinogenesis; 18(5):957-965.

Tanaka T, Makita H, Ohnishi M, Hirose Y, Wang A, Mori H, Satoh K, Hara A, Ogawa H,1994.
Chemoprevention of 4-nitroquinoline 1-oxide-induced oral carcinogenesis by dietary curcumin
and hesperidin: comparison with the protective effect of beta-carotene. Cancer Res; 54(17):4653-
46509,

Tapiovaara H, Alitalo R, Vaheri A, 1996. Plasminogen activation on tumor cell surface and its
involvement in human leukemia. Cancer research.; 69:101-133.

Tecimer C, Doering D, Goldsmith L, Meyer J, 2000. Clinical relevance of urokinase-type
plasminogen activator, its receptor and inhibitor type 1 in ovarian cancer. J Gynecol Cancer; 10,
372-381.

Ten Dijke P, Hill CS, 2004. New insights into TGF-p Smad signaling. Trends Biochem Sci; 29: 265-
73

Theillet C, Liderecu R, Escot C, Hutzell P,Brunet M, Gest J, Schlom J, Callahan R, 1986. Loss of a
cHaras-1 allele and agressive human primary breast carcinomas. Cancer Res 46:4776 4781

Topuz E, Aydiner A, Dinger M, 2003. Meme Kanseri. Istanbul, Nobel T1p Kitabevi: 349-350.

USDA Database for the Flavonoid Content of Selected Foodshttp://www.nal.usda.gov/fnic/
foodcomp/Data/Flav/ flav.pdf [Accessed on April 7, 2011]

van Der Burg B, De Groot RB ,Isbruk L, Kruijer W, DelLaat SWJ,1992. Oestrogen directly
stimulatesgrowth factor signal transduction pathways in human breast cancer cells. J Steroid
Biochem MolBiol 43:111-115

Vaughan DE,2005. PAI-1 and atherothrombosis. J Thromb Haemost; 3: 1879-1883.

Volk C, Kempski B, Kempski OS, 1997. ‘Inhibition of lactate export byquercetin acidifies rat glial
cells in vitro’. Neurosci Lett. 223: 121-124.

von Lintig FC, Dreilinger AD, Varki NM, Wallace AM, Casteel DE, Boss GR,2000. Ras activation in
human breast cancer. Breast Cancer Res Treat 62(1):51-62

Wakefield LM, Romerts AB, 2002. TGF-f signaling: positive and negative effects on tumorigenesis.
Curr Opin Genet Dev; 12: 22-9.

Wakefield LM, Romerts AB, 2002. TGF-beta signaling: positive and negative effects on
tumorigenesis. Curr Opin Genet Dev; 12: 22-9.

Wang IK, Lin-Shiau SY, Lin JK, 1999. ‘Induction of apoptosis by apigenin and related flavonoids
through cytochrome c release and activation of caspase-9 and caspase-3 in leukaemia HL-60
cells’. Eur J Cancer. 35: 1517-1525.

Wang S, Degroff VL, Clinton SK, 2003. Tomato and Soy Polyphenols Reduce Insulin-like Growth
Factor-1-Stimulated Rat Prostate Cancer Cell Proliferation and Apoptotic Resistance in Vitro via
Inhibition of Intracelular Signalling Pathways Involving Tyrosine Kinase, Journal of Nutrition
133, 2367-2376

Wei YQ, Zhao X, Kariya Y, Fukata H, Teshigawara K, Uchida A, 1994. ‘Induction of apoptosis by
quercetin: involvement of heat shock protein’. Cancer Res. 54: 4952-4957.

Wei YY, Chen YJ, Hsiao YC, Huang YC, Lai TH., Tang CH, 2008. ‘‘Osteoblasts-derived TGF-betal
enhance motility and integrin upregulation through Akt, ERK, and NF-kappaB-dependent
pathway in human breast cancer cells’’, Mol Carcinog, 47, 526

87


http://www/

Weinberg RA, 1995. The retinoblastoma protein and cell cycle control. Cell 81:323-30.

Wenzel U, Kuntz S, Brendel MD, Daniel H, 2000. ‘Dietary flavone is a potentapoptosis inducer in
human colon carcinoma cells’. Cancer Res. 60: 3823-3831.

Whittaker JL, Walker RA, Varley JM,1986. Differential expression of cellular oncogenes in benign
and malignant human breast tissue. Int J Cancer 38:651-655

Williams GM, 1992. DNA reactive and epigenetic carcinogens. Experimental and Toxicologic
Pathology. 44: 457-64.

Williams GM 2001. Mechanisms of chemical carcinogenesis and application to human cancer risk
assessment. Toxicology; 14:166 (1- 2):3-10.

Williamson G, Manach C, 2005. Bioavailability and bioefficacy of polyphenols in humans. II.
Review of 93 intervention studies. Am J Clin Nutr ;81:243S-255S.

Winman B, 1995. Plasminogen aktivator inhibitor 1 in plasma. Its role in thrombotic disease. Thromb
Haemost;74:71-76

Wooster R, Neuhausen SL, Mangion J, Quirk Y, Ford D,1994. Localization of a breast cancer
susceptibility gene BRCA2 to chromosome 13g-12-13. Science 30(265)5181: 2088-90

Yamamoto T, Ikawa S, Akiyama T, Semba K, Nomura N, Miyajima N, Saito T, Toyoshima K,1986.
Similarity of protein encoded by the human cerbB2 gene to epidermal growth factor receptor.
Nature 319,230-234

Yang M, Tanaka T, Hirose Y, Deguchi T, Mori H, Kawada Y,1997.Chemopreventive effects of
diosmin and hesperidin on N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine-induced urinary-bladder
carcinogenesis in male ICR mice. Int J Cancer; 73(5):719-724.

Yarbro C, Wujcik D, Gobel BH, 2010. Cancer Nursing: Principles and Practice. Sudbury, Jones &
Bartlett Learning; 74(2)

Ye L, Chan FL, Chen S, Leung LK, 2012. The citrus flavonone hesperetin inhibits growth of
aromatase-expressing MCF-7 tumor in ovariectomized athymic mice. J Nutr Biochem; 23(10):
1230-1237.

Yeh MH, Kao ST, Hung CM, Liu CJ, Lee KH, Yeh CC, 2009.Hesperidin inhibited acetaldehyde-
induced matrix metalloproteinase-9 gene expression in human hepatocellular carcinoma cells.
xicol Lett; 184(3):204-210.

Youlden DR, Cramb SM, Dunn NA, Muller JM, Pyke CM, Baade PD,2012. The descriptive
epidemiology of female breast cancer: an international comparison of screening, incidence,
survival and mortality. Cancer Epidemiol, 36(3):237-248.

Zarebczan B, Pinchot SN, Kunnimalaiyaan M, Chen H, 2011. Hesperetin, a potential therapy for
carcinoid cancer. The American Journal of Surgery; 201: 329-333.

Zeback R, Dressler K, Hess D,1989. “Flavonoid Compounds from Polen and Stigma of Petunia

hybridia: Inducers of the vir region of Agrobacterium tumafacions Ti Plasmid”, Plant Sci., 62,
83-91.

Ziegler RG, Mayne ST, Swanson CA,1996. Nutrition and lung cancer. Cancer Causes Control; 7:
157-177.

Zukerberg LR, Yang WL, Gadd M, Wooster R ,1995. Cyclin d1 (pradl) protein expression in breast

cancer: approximately one third of infiltrating mammary carcinomas show overexpression of the
cyclin D1 oncogene. Mol Pathol 8:560-567

88



7.EKLER

EK A: Etik Kurulu Karar

T.C.
SELGUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIG!

GIRISIMSEL OLMAYAN KLIiNiK ARASTIRMALAR ETIiK KURULU KARARLARI

rToplantl Sayisi: 2012/11 Toplanti Tarihi : 31.10.2012 I

Karar Sayist 2012/194 Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Bivokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof.Dr. Ali UNLU niin, “TGF- B. Hesperidin ve Quercetinin MCF-7 Hiicresinin uPA Aktivitesi Uzerine ve
PAI-1 Ekspresyonuna Etkisi™ bashkli arasurmasimin degerlendirilme talebi ile ilgili 18.10.2012 tarihli
dilekgesi ve ekleri goriistildi.

Yapilan inceleme ve goriismelerden sonra; Prof.Dr. Ali UNLU'niin, “TGF- B. Hesperidin ve
Quercetinin MCF-7 Hiicresinin uPA Aktivitesi Uzerine ve PAI-1 Ekspresyonuna Etkisi” adh aragtirmanin
kabuliine, BAP destegi alindiktan sonra protokoliin dosyaya ilave edilmek tizere Etik Kurul sekretaryasina
teslim edilmesine oy birligi ile karar verildi.
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