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MEME KANSERi HUCRE HATLARINDA
THYMUS VULGARIS VE THYMBRA SPICATA EKSTRAKLARININ
ANTITUMOR AKTIiVITESININ INCELENMESI

Doktora Tezi
Tarik SALMAN

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTU

Molekiiler Tip Anabilim Dah

OZET

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik tani konulan kanser tipi olup
diinya genelinde degerlendirildiginde kanserin neden oldugu oliimlerde ise ikinci
sirada yer alir. Her yi1l tan1 konulan hasta sayisinin arttig1 meme kanserinin tedavisinde
de siirekli yeni gelismeler olmaktadir. Ozellikle hedefe yonelik tedaviler,
immiinoterapi, ila¢ antikor konjugatlar1 alaninda 6nemli basarilar elde edilmistir fakat
hastalarin yasam siiresini uzatmak ve yasam kalitesini arttirmak i¢in yeni molekiillere
ihtiyag vardir. Fitokimyasallar tarih boyunca kanser dahil pek c¢ok hastaligin
tedavisinde geleneksel tedavisinde yer almistir. Thymus vulgaris (TV) ve Thymbra
spicata (TS), Lamiaceae familyasina ait bitki tiirleridir. Antimikrobiyal, antiseptik,
antiviral ve antifungal aktiviteler dahil olmak iizere ¢oklu biyolojik ve farmakolojik
ozelliklere sahiptirler. TV ve TS ekstreleri, insan meme adenokarsinom hiicre
hatlarinda, standard kemoterapétik ajan Paklitaksel (PAC) ile kombine edilerek
sitotoksik ve metastaz tirendeki etkilerinin belirlenmesi ve varsa sinerjistik etkilerinin
karsilagtirilmast amaglanmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda T. vulgaris ve T.
spicata, insan meme adenokarsinom hiicrelerinde etkin konsantrasyonlarda kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi gozlendi. Her iki ekstrenin de insan meme
adenokarsinom hiicre hatlarinda invazyon ve migrasyonu 6nlemede basarili oldugu ve
sferoid olusumlarini azalttigi tespit edildi. Calismamizda, TV ve TS ekstrelerinin
standart tedavide kullanilan Paklitaksel ile arasinda sinerjik etki oldugu gozlenmistir.
Elde edilen bulgularin in vivo ¢alismalar ile desteklenmesi gerektigini diigiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Thymus vulgaris, Thymbra spicata, antitumor
etki

Sayfa Sayisi: 97
Damisman: Prof. Dr. Hilal KOCDOR
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BREAST CANCER IS IN THE CELL LINES
INVESTIGATION OF THE ANTITUMOR ACTIVITY OF THYMUS
VULGARIS AND THYMBRA SPICATA EXTRACTS

Doctorate Thesis
Tarik SALMAN
DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE
Department of Molecular Medicine

ABSTRACT

Breast cancer is the most diagnosed type of cancer among women in the world and
ranks second in deaths caused by cancer worldwide. There are constantly new
developments in the treatment of breast cancer, where the number of patients
diagnosed increases every year. Significant success has been achieved, especially in
the field of targeted therapies, immunotherapy, and drug-antibody conjugates, but new
molecules are needed to extend the lifespan of patients and improve the quality of life.
Phytochemicals have been used in the traditional treatment of many diseases, including
cancer, throughout history. Thymus vulgaris (TV) and Thymbra spicata (TS) are plant
species belonging to the Lamiaceae family. They have multiple biological and
pharmacological properties, including antimicrobial, antiseptic, antiviral and
antifungal activities. It was aimed to combine TV and TS extracts with the standard
chemotherapeutic agent Paclitaxel (PAC) in human breast adenocarcinoma cell lines
to determine their cytotoxic and metastasis effects and to compare their synergistic
effects, if any. In line with the findings, it was observed that T. vulgaris and T. spicata
inhibited the proliferation of cancer cells at effective concentrations in human breast
adenocarcinoma cell lines. It was determined that both extracts were successful in
preventing invasion and migration and reduced spheroid formation in human breast
adenocarcinoma cell lines. In our study, it was observed that TV and TS extracts had
a synergistic effect with Paclitaxel used in standard treatment. We think that the
findings should be supported by in vivo studies.

Key Words: Breast cancer, Thymus vulgaris, Thymbra spicata, antitumor effect
Page Number: 97
Adyvisor: Prof. Dr. Hilal KOCDOR
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1. GIRIS VE AMAC
1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Kadinlarda tan1 konulan kanserler arasinda meme kanseri %24,5 orani ile en
fazla teshis alan kanser olup, kadinlarda kansere bagli dliimlerde %15.5 oram ile
birinci sirada yer almaktadir (1). Meme kanserinin tedavisi temelde cerrahi,
radyoterapi ve uygun ila¢g (kemoterapi, hormonoterapi, hedefe yonelik tedavi ve
immunoterapi) tedavilerinden olusmaktadir (2). Meme kanseri giiniimiizde sadece
histopatolojik degil molekiiler bulgulara goére de siniflandirilmakta ve tedavi
planlamalar1 bu bilgiler dogrultusunda yapilmaktadir. Giincel olarak en temel
smiflandirma Gstrojen ve progesteron reseptorleri ile human epidermal biiytime faktor
reseptorii 2 (HER2) varligina gore yapilmaktadir (3).

Bitkiler, yeni ila¢ gelistirme i¢in birincil kaynaklardir.. 1940'lardan beri,
hastaliklarinin tedavisi i¢in FDA onayl kimyasal ilaglarin yaklasik yaris1 dogal
tiriinlerden tiiretilmis veya bunlardan ilham alinmistir (4). Bitki 6zleri, benzersiz
kimyasal cesitlilik mevcudiyeti nedeniyle yeni ila¢ kesifleri i¢in sinirsiz firsatlar
sunmaktadir (5).

Bitkisel kokenli molekiillerin arastirilmasi ile gelistirilen ve kanser tedavisinde
kullanilan ilaglar dort sinifta incelenebilir. Bunlar taksanlar (paklitaksel, dosetaksel),
epipodofilotoksinler (etoposid ve teniposide), kamptosetin deriveleri (kamptosetin ve
irinotekan) ve vinka alkoloidleri (vinblastin, vinkristin ve vindesin). Bunlardan
taksanlar meme kanserinin tiim tiplerinde, tedavide en yaygin kullanilan kemoterapi
ilaglaridir. Sadece tedavide degil, tedaviye bagh yan etkilerin yonetiminde ve kanserin
onlenmesi i¢inde bitkisel kokenli molekiiller kullanilmakta ve arastirllmaya devam
edilmektedir (6,7,8).

Diinyada yiizden fazla ¢esidi olan Thymus vulgaris (T. vulgaris) (kekik) yiyecek
olarak yaygin kullanildigi kadar tibbi amaclarla da kullanilmaktadir. Ozellikle
esansiyel yag formunda giiclii antioksidan 6zelligi sahip olup basta solunum yolu
hastaliklar1 (amfizem, astim) ve enfkesiyonlarda kullanilmaktadir (9). Sitotoksik
etkilerinin gosterilmesi sonrast Thymus vulgaris ile yapilan kanser alanindaki
calismalar hiz kazanmistir (10,11,12). Thymbra spicata (T. spicata) (zahter) aromatik

ve tibbi amaglarla kullanilan 6nemli oranda farmasotikal 6zellikleri olan bir bitkidir



(13). Ekstre ve esansiyel yag olarak biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri incelenmistir
(14). Antioksidan ve antimikrobiyal etkinliginin gosterilmesi lizerine kanser alaninda
caligmalarda son yillarda artan bir sekilde arastirilmaktadir (15,15,17).

Meme kanserinin Onlenmesine ve tedavisine yoOnelik caligmalar kanser
arastirmalarinin 6nemli bir kismint olusturmaktadir. Son yillarda erken tani ve
tedavisindeki Oonemli gelismelerden dolayr meme kanseri hastalarinda sag kalim
siireleri anlaml1 bir sekilde uzamistir. Fakat hala kadinlarda 6nemli bir mortalite
nedenidir. Meme kanseri aragtirmalarinda; kemoprevansiyon, tedavi veya mevcut
tedavilerle kombinasyon, tedavinin etkinligini yasam kalitesinde bozulma olmadan ve
sag kalima katki saglayacak molekiillerle gerceklestirilmesi 6nemlidir. Meme kanseri
icin molekiiler ve histolojik 6zellikler dikkate alinarak yapilan farkli siniflandirmalar
mevcuttur. Meme kanseri olgularinda, hormon reseptdr durumu (0strojen reseptorii
[ER]/progesteron reseptorii [PR]) ve HER2 ekspresyonunun artisi ve amplifikasyonu
onem arz etmektedir (18).

Calismamizda Thymus vulgaris ve Thymbra spicata’dan elde edilen ekstrelerin
meme kanseri MDA-MB-231, BT-474 hiicre hatlarinda anti timor etkisinin
arastirilmast amacglanmisti. Bu hiicre hatlarinin  yukarida bahsedilen hormon
reseptorlerini tagimasi veya yoklugu goz Oniine alinarak calisma planlanmis, elde
ettigimiz bitkilerin, total ekstrakt fraksiyonlarinin kanser hiicrelerine sitotoksisitesini,
invazyon, migrasyon, metastaz lizerindeki etkilerini ve standart kemoterapoétiklerle
etkilesimlerinde sitotoksik etkilerinin incelenerek arastirilmasi hedeflenmistir.

Calismada Thymus vulgaris ve Thymbra spicata ekstrelerinin meme kanser
hiicrelerinin gelismesini engellemesi amaciyla kullanilmasi ve antikarsinojenik etkileri
aracilifiyla tedavide basari hedeflenmektedir. Bu projeyle Thymus vulgaris ve
Thymbra spicata ekstrelerinin meme kanseri hiicreleri iizerine olan etkileri ilk kez
arastiritlmis olacaktir. Meme kanseri hiicrelerindeki, Thymus vulgaris ve Thymbra
spicata ekstrelerinin kullanilmasi ile elde ettigimiz verilerin de ileride in vivo

caligmalarimiza yol gostermesi hedeflenmistir.
1.2. Arastirmanin Amaci

Calismamizda T'vulgaris ve T.spicata’dan elde edilen ekstrelerin meme kanseri

hiicre hatlarinda (MDA MB-231 ve BT-474) antitimor aktivitesinin incelenmesi



amaclanmustir. Ekstrelerin meme kanseri hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkisi,
invazyon ve migrasyon lizerine etkisi, timorogenez kapasitesi iizerine etkisi klinikte
kullanilan standart kemoterapotik olan Paklitaksel ile karsilastirilmasi, Paklitaksel ile
kombinasyonu halinde etkilesimlerinin degerlendirilerek arastirilmasi hedeflendi.
Kullanilacak ekstrelerin tek basina etkili olabilecegi ya da Paklitaksel ile kombine
halde kullanilmasi sonucunda sinerjik etki gostermesi ve daha diisik
konsantrasyonlarda ve daha az toksisite ile etki gdosterebilecegi Ongoriisiiniin,

gosterilmesi hedeflendi.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Calismamizda iilkemizde ve diinyada en fazla tan1 alan kanserler arasinda yer
alan meme kanseri hiicre hatlar1 kullanildi. Kullanilan hiicre hatlar1, molekiiler olarak
“Uglii Negatif ve Luminal B” meme kanseri modellerini yansitmaktadir. MDA MB-
231 ve BT-474 hiicre hatlari segilerek deneysel agsamalar planlanmistir. Calismamizin
hipotezleri:

H1: T vulgaris ve T. spicata ekstreleri etkin konsantrasyonlarda meme kanseri
hiicre hatlarinda canlilig1 azaltir.

H2: T vulgaris ve T. spicata ekstreleri meme kanseri hiicre hatlarinda invazyon
ve migrasyonu engeller.

H3: Tvulgaris ve T spicata ekstreleri meme kanseri hiicre hatlarinda anti
metastatik etki sergiler.

H4: T vulgaris ve T. spicata ekstreleri ve standart kemoterapdtik ajan

Paklitaksel ile sinerjistik etki gosterir.



2. GENEL BiLGILER
2.1 Meme Embriyoloji:

Insan meme dokusu, fetal yasamin yaklasik olarak 5. ve 6. haftalarinda
gelismeye baglar. Tek bir ektodermal tomurcuktan ilerler ve meme hattinin ventral
tarafinda, koltuk altindan pelvise kadar uzanan kalinlagsmis ektoderm bantlar1 olarak
adlandirilan siit ¢izgilerinde gelismeye baslar. Meme bezi, gebeligin 9. haftasinda siit
cizgisinin pektoral bolgesinde gelisir. Bazal hiicreler, bir boliimii meme basini
olusturmak i¢in g¢ogalir. Yiizeyden skuamdz hiicreler meme basina 12. haftada
islemeye baglar ve epitelyal hiicreler meme kanallar1 olarak asagi dogru biiyiirken,
lobiiler tomurcuklarda sonlanirken, mezenkimal hiicreler meme basinin diiz kasina ve
areola'ya diferansiyasyon gosterir. Bu 6zellesmis epitelyum, Once kati epitelyal
siitunlardan olusan ve daha sonra gebeligin 20-24. haftalarinda i¢ limen gelistiren ve
sonunda laktofer kanallarin1 olusturacak sekilde kanallar halinde tomurcuklanir.
Dallanmis epitelyal dokular, ti¢lincii trimesterde lobiilo-alveoler yapilarina farklilasir.
Gebelik doneminin son haftalarinda meme bezinin kiitlesinin devamli olarak
artmasiyla meme basi-areola kompleksi gelisir (19,20).

Pubertal donem basladiginda dolasimdaki Ostrojen, kanal epitelyumu ve
cevresindeki stromay1 blyiitiir. Bu kanallar, toplama kanallar1 ve terminal kanal
lobiiler birimlerini olusturur. Bunlar daha fazla meme lobiiliinden 6nce tomurcuk
olusturur. Kanallar1 cevreleyen doku, vaskiilarite artar ve bag dokusu hacmi ve
elastikiyeti artar, yag dokusunu degistirir ve kanallarin gelisimi i¢in destek saglar.

Gebelikte memede salgi yapan alveoller ortaya ¢ikar, luteal ve plasental cinsiyet
hormonlar1 ve prolaktin etkisi altinda kanallarin, lobiillerin ve alveollerin belirgin bir
sekilde biiyiimesi gergeklesir. Ik haftalarda dstrojenin etkisiyle kanal olusumu ve
lobiiler proliferasyon meydana gelir. ikinci ayda, meme biiyiik &lgiide biiyiir, meme
basi ve areolar pigmentasyon artar.

Alveoller artik salgi hiicreleri tarafindan cevrelenen bir liimene sahiptir.
Gebeligin iki ve fgiincii ayinda progesteron, lobiiler olusumun kanal olusum
asamasinin ilerlemesine ve belirgin bir prolaktin seviyesinin artmasini saglar.
Laktasyon donemi sona erdiginde, glandiiler doku dinlenme durumuna gecer

(19,20,21).



2.2 Meme Anatomisi

Memenin tabani medialde sternal sinirdan, lateralde orta aksiller hatta kadar
uzanir ve gogiis duvarinin yiizeysel ve derin fasyasi tarafindan ¢evrelenir. Memenin
bliyiik bir kismi pektoralis major kasinin iizerinde yer alir ve mobilitesini saglar
(23,24).

Meme bezleri anterior ve lateral torasik duvarda lokalize konumdadir. 15-20
lobtan olusmaktadir. Her meme igerisinde onlarca lobiil bulunan olusur. Lobiiller,
dallanmis tubuloalveoler bezlerden olusur. Her lob biiyiik bir siit kanalina akar. Siit
veren kanallar, siit veren siniisiin altina dogru genisleyerek areola ve daha sonra meme
ucuna acgilir. Memenin apeksindeki meme basin1 ¢evreleyen pigmentli alan areola
olarak adlandirilir. Meme pektoral fasyanin 6niinde lokalizedir. Meme dokusu; cilt alt1
yag dokusu cilt, stromal ve meme parankimi dokudan olusur. Yiizeysel ve derin fasya

bulunur. Cooper'in asici baglari ile deriye baglanir (23,24,25,26).
2.3 Memenin Bilesenleri

Dermis, memenin en yiizeysel tabakasidir. Dermis yiizeysel fasya ile birlesir.
Meme basi ve areoladan olusur. Areola, meme ucunun etrafindaki koyu pembemsi
kahverengi alandir. Yapisinda yag ve kil bulunmaz. Bu bolge hamilelik ve emzirme
doneminde degistirilmis yag bezleri (Montgomery tiiberkiilleri) agisindan
zengindir. Montgomery tiiberkiillerini olusturan yag, ter ve yardimci bezlerin
birlesiminden olusur. Meme ucu ve areolanin c¢atlamasini Onleyen salgilar
tretir. Areolar kas, bag dokusu destegiyle birlikte siit kanallarini g¢evreleyen
uzunlamasina ve dairesel liflerle papillada devam eder. Kasilmasi, siit siniislerindeki
salgilarin disar1 atilmasindan sorumludur. Areolar kasin altinda papillaya yaklastikca
kaybolan ince bir yag tabakasi vardir (27,28).

Meme ucu, Areolanin merkezinde 4. interkostal boslukta yer alan papiller
silindirik bir ¢ikintidir. Derisi areolaya benzer ancak yapisinda yag bezleri yoktur.
Meme ucundan gecen c¢ok sayida siit kanali vardir. Meme ucu, uyarildiginda
diklesmesini saglayan zengin innervasyonlu dairesel ve uzunlamasina diiz kas lifleri
icerir. Meme ucunda genellikle ter bezleri, yag veya kil yoktur. Siit kanallarinin
cikisina karsilik gelen 10 ila 20 sinus boslugu icerir. Meme ucunun yliizeyinin biraz

altinda bu siniisler koni seklindeki ampullalarla sonlanir (27,29).



Yiizeysel fasya, dermisin hemen altinda bulunmakla birlikte derin fasya ile
meme parankimini sarar (28).

Meme parankimi; fibréz stroma, glandiiler epitel ve destekleyici yapilar ve yag
doku olmak tizere {i¢ ana dokudan olusur. Glandiiler epitel, yetiskin kadin memesinin
yaklasik %10-15'ini olusturur. Ana siit kanallar1 iki kat kiiboidal epitel ile kapliyken,
kiiglik kanallar tek katlidir. Duktal epitelin tiim yiizeyi, miyoepitelyal hiicrelerle
gevirilidir. Bu hiicreler siitii kanallar boyunca ileri itmeye yarar. Meme basi-areola
kompleksinin altinda genisleyeren Kanallar siit veren siniisleri olusturur ve daha sonra
meme ucundaki 10-15 delikten ¢ikar. Fibroz stroma ve destekleyici yapilarin en
bilineni Cooper'in asict baglaridir. Bu baglar, meme boyunca ilerleyen ve dermise
yapisan fibroz bag dokusu bantlaridir. Memenin geri kalan kismini yag dokusu
olusur. Yag dokunun glandiiler dokuya orani yasla birlikte artar. Yag doku memede
maksimum diizeye menopoz sonrasinda ulagir. Derin fasya, pektoralis major kasini
sarar ve meme parankiminin i¢inde bulunur ve. Kaudalde derin abdominal fasya ile
devam ederek kranialde klavikulaya kadar uzanir (30,31,32).

lis major kasi

Aksiller lenf nodlari

Meme lobiilleri

Meme yag

dokusu Alveoller Pektoralis major kasi

Laktifersz duktus Alveol igeren lobiiller

Meme dokusu loblari
Cooper
ligamentleri

Alveoller

Subkutanoz ’
yag dokusu o Laktiferoz siniis

Meme ucu
Meme ucu
Areola

Areola

Laktifer6z duktus
Alveol igeren lobiiller

Sekil 1. Meme Anatomisi (Kaynak 33’ten modifiye edilmistir.)



2.4 Kan Dolasim

Meme kanlanmasi; fizyolojik aktiviteye (gebelik ve emzirme donemi vb.) ve
meme parankimal hacmine bagh olarak degisir. Memeye kan akis1 dncelikle internal
torasik arterin dallari, interkostal arterler ve lateral torasik arterden saglanir . Yiizeysel
olarak internal ve lateral torasik arterlerin arteriyel dallart meme boyunca dallanir ve
meme parankiminin derinliklerine kadar uzanir. Internal torasik arter memeyi besleyen
en 6nemli arterdir. Kan akisinin %60'indan fazlasi internal meme arterinden ¢ikan
perforatorlerden saglanir (34).

Lateral torasik arter, siiperolateral meme parankimini besler. Torakoakromiyal
arter, subskapular arter ve torakodorsal arteri iceren subklavyen ve aksiller arterlerin

dallar1 siklikla iist meme parankiminin bir kismini besler (34,35).
2.5 Lenfatik sistem

Kadin memesindeki lenfatik sistem, lenfatik damarlar ve lenf diigiimlerini igeren
karmagik bir agdan olusur. Lenfatik damarlar memenin birincil drenaj alan1 olan koltuk
altt lenf diiglimlerine dogru uzanir. Yogun olarak subareolar bdlgede bulunur
(36,37,38).

Memede lenfatik pleksuslar memenin subareoler bdlgesinde, laktifer
kanallarinin duvarlarinda ve interlobiiler bag dokusunda bulunur. Lenfatik drenaj,
mammaria internaya, subareoler lenfatik pleksustan kontralateral memeye ve aksiller
lenf nodlarina bosalir. Mammaria interna lenf nodlari, parietal plevra dniinde lokalize
konumdadir. Lenfatik kanallar arasindaki baglantilar nedeniyle kontralateral memeye
gecis olabilmektedir. Aksiller bolgede pektoral mindr kasiyla arasindaki konuma gore
gruplandirilan 20-40 aksiller lenf nodu bulunur. (39,40).

Memedeki lenfatik sistem, interstisyel sivinin meme dokusundan drenajini
kolaylastirarak atik iiriinlerin, hiicresel artiklarin ve toksinlerin uzaklastirilmasini
saglar. Hem doku homeostazisini korur hem de meme i¢inde sivi birikmesini onler.
Meme dokusunu enfeksiyona ve iltihaplanmaya karsi korumak igin lenfositler gibi
immiin sistem hiicrelerini tagir.

Memedeki lenfatik sistemin 6zellikle meme kanserinde onemli klinik etkileri
vardir. Lenfatik yayilim, meme kanseri hiicrelerinin bolgesel lenf diigiimlerine ve uzak

bolgelere yayilmasinin baglica yollarindan biridir. Lenf diiglimlerinde timor



hiicrelerinin varlig1 6nemli bir prognostik faktordiir. Memedeki lenfatik anatomiyi ve
drenaj diizenini anlamak, dogru evreleme ve uygun tedavi planlamast i¢in kritik 6neme

sahiptir (41,42).
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Sekil 2. Memenin arteriyel beslenmesi(sag) ve koltuk alt1 lenf diigiimlerinin bes ana gruba

ayrilir(sol)(Kaynak 45’ten modifiye edilmistir.)

2.6 Meme Fizyolojisi

Meme gelisimi, pilibertenin baglangic asamalarinda artan hormonlar tarafindan
uyarilir. Piibertal donemin baglangicinda hipotalamik-hipofiz ekseni dstrojenin negatif
geri bildirimine kars1 daha az duyarli hale gelir. Bu duyarsizlastirma, hipotalamustan
gonadotropin salgilayan hormonun (GnRH) artmasina yol agar. GnRH'deki bu artis,
on hipofizden folikiil uyarici hormonun (FSH) ve luteinize edici hormon (LH)
salinmasin1 uyarir, bu da Ostrojen ve progesteron saliniminda bir artisa yol agar,
boylece diger gelisimsel degisikliklerin yan1 sira meme gelisimini de uyarir. Ostrojen
ve progesteron bu donemde meme biiyiimesinden ve gelismesinden sorumlu olan ana
hormonlardir. Ostrojen, meme gelisimi ve bakimindan sorumlu hormondur. Ostrojen
pubertal meme bezindeki dallanmanin kritik diizenleyicisidir. Duktal sistemin
bliylimesine ve ayrica meme uglarinin olgunlagsmasina ve belirginlesmesine yol agarak
duktal epitelyumun, miyoepitelyal hiicrelerin ve g¢evredeki stromanin ¢ogalmasina
neden olur. Ostrojen kadin viicudunda g¢ogunlugu ovaryum ve adrenal bezler
tarafindan {iretilir.Ostrojen, prepubertal biiyiime, alveologenez ve ge¢ gebelik
sirasindaki laktasyon da dahil olmak iizere yag yastigindaki kanallarin ve terminal ug

tomurcuklarin gelisimi i¢in gereklidir.



Ostrojen ovulasyondan sonra korpus luteum (CL) tarafindan ve hamileligin
sekizinci haftasindan sonra plasenta tarafindan {iretilir. Progesteron da overler
tarafindan tretilir, 6strojenden farkli olarak terminal kanallarin ve lobiilo-alveoler
yapilarin gelisimini indiikler. Luminal meme epitelindeki progesteron reseptor
ekspresyonu, epitelyal hiicre proliferasyonu i¢in gereklidir ancak stroma i¢in gerekli
degildir.Hem 6strojen hem de progesteron memedeki bag ve yag dokusunu artirarak,
memenin yuvarlak formuna gelmesini saglar.Prolaktin, 6n hipofiz bezinin asidofilik
hiicreleri tarafindan tretilir. Kanal gelisiminde Gstrojenle, lobiilo-alveolar gelisimde
ise progesteron ile birlikte ¢alisir. Prolaktin esas olarak tirotropin salgilatict hormon
(TRH) tarafindan uyarilarak dopamin ile inhibe edilir, ancak ayni zamanda parakrin
veya otokrin faktor gibi davranarak memedeki hiicreler tarafindan da
tiretilebilir.Oksitosin, hipotalamusta sentezlenen ve arka hipofiz bezi (ndrohipofiz)
tarafindan salinan bir peptid hormonudur. Emzirme eylemi (emme refleksi)
salinmasin1 uyarir. Oksitosin, miyoepitelyal hiicrelerin kasilmasina neden olur, bu da

stitii lobtillerden siit kanallarina dogru sikistirir (33,44,45).
2.7 Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda en sik tani alan kanser tiiriidiir ve diinyada en sik
teshis edilen neoplastik hastaliklardan biridir. Her y1l 2,1 milyondan fazla kadim
etkilemekte ve yarim milyondan fazla 6liime neden olmaktadir. Hayatlar1 boyunca
sekiz kadindan birinin meme kanserine yakalandigi diistiniilmektedir (46,47).
Epidemiyolojik calismalarla ¢ok c¢esitli risk faktorleri taninmistir. Meme kanseri
goriilme sikligindaki etnik ve cografi farkliliklar, ¢cevresel kosullarin ve yasam tarzinin
etkisini gostermektedir. Genetik olmayan bu faktorler sunlari igerir: erken menopoz,
alkol ve tiitiin, radyasyona maruz kalma, obezite, azalan fiziksel aktivite, kentlesme,
hareketsiz yasam tarzi, yiiksek yagl diyet, sik spontan diistikler, emzirme eksikligi,
hormon replasman tedavisi, yaslanma, cografi konum. konum, sosyo-ekonomik
kosullar, ireme olaylari, eksojen hormonlar, meme yogunlugu ve ailede meme kanseri
veya diger kanser Oykiisii (48).

Meme kanserine bagli Oliimiin ana nedeni uzak bolgelerdeki tiimor
metastazlaridir. Hastalarin yaklasik %30'unda, bu patolojideki en énemli prognostik

faktorlerden biri olan lenf nodu metastazi mevcuttur. Son zamanlarda spesifik lenfatik



belirteclerin ~ tanimlanmasi, metastatik  siiregte  lenfanjiyogenezin  roliiniin
belirlenmesinde 6nemli bir asamadir (49).

Meme kanseri ¢esitli tarama ve tan1 yontemlerine sahiptir. Mammografi, 6zellikle
semptomsuz kadinlar i¢in erken evrede meme anormalliklerini tespit edebilen en
yaygin kullanilan tarama aracidir. Diger tant yontemleri arasinda klinik meme
muayenesi, meme ultrasonu, MRG (Manyetik Rezonans Goriintiilleme) ve kanserin
varligin1 dogrulamak ve hormon reseptor durumu ile HER2/neu durumunu belirlemek
i¢cin ince igne aspirasyonu, ¢ekirdek igne biyopsisi veya cerrahi biyopsiler bulunur
(50,51,52).

Meme kanserinin tedavisi, hastaligin evresi ve alt tipi ile hastanin genel sagligi gibi
bircok faktére baglidir. Yaygin tedavi yoOntemleri cerrahi (lumpektomi veya
mastektomi gibi), radyasyon tedavisi, kemoterapi, hedefe yonelik tedavi (6rnegin,
HER2 hedefli ilaglar), hormon tedavisi (hormon reseptor pozitif meme kanseri i¢in)
ve immiinoterapidir. Tedavi planlar1 genellikle bireysellestirilir ve bu yaklagimlarin
kombinasyonunu igerebilir, kanser hiicrelerini temizlemeyi veya yok etmeyi, niiksii
Onlemeyi ve meme goriiniimiinii ve fonksiyonunu korumayi veya geri kazanmay1

amaclar (53).
2.8 Meme Kanserlerinin Siniflandirilmasi
2.8.1. Molekiiler Siniflandirma

Meme kanseri, klinik sonuglarin yani sira ¢esitli tedavi yontemlerine verdikleri
yanitlar agisindan farkliliklar gdsteren biyolojik olarak farkli bir¢ok alt tipten olusur.
Progesteron reseptdrlerinin (PR), Ostrojen reseptérlerinin (ER) ve insan epidermal
bliylime faktorii reseptorii 2'nin (HER2) ifadesi, invaziv meme kanserinin
siiflandirilmasi i¢in yaygin olarak kullanilir.

Meme kanseri klinikte;

1-Luminal A ve B (ER/PR+ veya her ikisi, HER2-);

2-Luminal olmayan (ER-, PR-, HER2+),

3-Bazal-like (ER/PR+ veya her ikisi, HER2-),

4-Uclii negatif (ER-, PR-, HER2-) molekiiler olarak, 4 alt tipe ayrilir (54).
Ostrojen reseptorleri (ER), progesteron reseptdrleri (PR) ve HER2'yi igeren
belirteglerin varligina/yoklugu ve Ki67 ekspresyonlarina gore proliferatif indeksleri
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icerir (55). Meme karsinomlarmin %70- 75'1 hormon reseptorii pozitif olan alt

tiplerden olusur (54).

Tablo 1. Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasi

Intrinsik Subtipler

Luminal A

Liminal B, HER2-

Luminal B, HER2+

Luminal Olmayan

Bazal Benzeri/Uclii Negatif

immiinhistokimyasal Fenotip

ER+ velveya PR+ >20%; HER2-,
diisik Ki-67 (<%14)

ER+ velveya PR+ <20%; HER-,
herhangi bir Ki-67 degeri

ER+ velveya PR+ <20%; HER2+/-,
viiksek Ki-67 (=%14 )

ER-,PR-, HER2+

ER-,PR-, HER2-

Gen Profilleri

ER ve luminal epitel iliskili genlerin

viiksek diizev ekspresyonun

ER ve luminal epitel iliskili genlerin
diisik diizev ekspresyonu, Luminal
A’ya gire daha yiiksek proliferasyon

ind eksi

ER ve luminal epitel iliskili genlerin
diisiik diizev ekspresyonu, Luminal
A’ya gire daha yiiksek HER2 iliskili

gen proliferasyonun

HER2? iliskili genlerin viiksek diizey
ekspresyvonu, ER iliskili genlerin
diisiik diizey ekspresyonn

Bazal epitel ve proliferasyon
viiksek
ekspresvonu, HER2 ve ER iliskili

genlerinin diizey

genlerin diisiik diizev ekspresyonu

2.8.2. Histopatolojik Siniflandirma

Meme kanserleri, histolojik olarak duktal- lobiiler kompartmanlari igeren
preinvazif ve invaziv alt tiplere ayrilirlar. Duktal ve lobiiler alt tipler, sirasiyla duktal
karsinoma in situ (DCIS), lobiiler karsinoma in situ (LCIS), invaziv duktal karsinoma

(IDC) ve invaziv lobiiler karsinoma (ILC) olarak siniflandirilirlar (55).
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Sekil 3. Meme Kanseri Molekiiler Alt Tipler ve Histolojik Derecelendirme (Kaynak 5d’dan
modifiye edilmistir.)

2.9 Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanserinin etiyolojisi; Aile 0ykiisii, obezite, sigara, alkol tliketimi, erken
menars, ge¢c menopoz, hareketsiz yasam tarzi, kisirlik ve hormon replasman tedavisi

gibi bir¢ok risk faktoriinii icerir (57,58).
2.9.1 Cinsiyet

Kadinlarda meme kanseri erkekler ile karsilastirildiginda 100 kat daha fazla
oldugu gozlenmistir (59). Kadinlarda daha sik goriilmesinin ana nedeni; Yiksek
Ostrojen ve progesteron maruziyetinden kaynaklidir. Menopoz sonrast kadinlarda
dolasimdaki 6strojen ve androjen miktarinin meme kanseri riskiyle pozitif iligkili
oldugu yapilan caligsmalar ile gosterilmistir. Kadinlarda oldugu gibi erkeklerde de
Ostrojen fazlalig1 beraberinde androjen eksikligi, meme kanseri riskiyle iligkilidir.
Menopoz 6ncesi ve sonrasi kadinlar, erkeklerle karsilastirildiginda yagamlar1 boyunca
seks hormonu seviyelerinde daha fazla degisim gergeklesir ve bu da daha yliksek

meme kanseri riski ile iliskilidir (57).
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2.9.2 Yas

Meme kanseri orta yasl ve yasl kadinlarda nispeten yaygin goriilmektedir. 50
yas ve lizeri kadinlar, yeni meme kanseri tanilarinin yaklagik %82'sini olusturmaktadir.
30 - 40 yasin altindaki hastalarda ise meme kanseri insidansi sirasiyla %0,6 ve
%6,5°dir (60). Tan1 yasi ile sonug prognozu arasinda da bir iligki vardir. 50'nin altinda
meme kanseri tanisi1 alan kadinlarin hayatta kalma oranlari, 50 ile 70 yaslar1 arasinda

teshis edilenlere gore daha dustiktiir (57).
2.9.3 Kalitsal Faktorler

Meme kanseri tanisi alanlarin bireylerin yaklasik olarak %10"unun kalitsal meme
kanseri oldugu ongoriilmektedir. Bunlarin yaklasik %25'ine, tiimor baskilayici genler
BRCA1 ve BRCA 2'deki (BRCA1/2) kalitsal varyantlar neden olmaktadir. HBOC,
BRCA1 veya BRCA 2'deki germ hatt1 varyantlarinin neden oldugu otozomal olarak
dominant, kalitsal bir bozukluktur (61).

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 otozomal dominant bir sekilde, kalitsaldir.
Ancak cift sarmalli DNA (dsDNA) kirilma onariminda rol oynayan tiimor baskilayici
genler olarak hiicresel diizeyde resessiv olarak etki ederler. Kadinlarda BRCA1 veya
BRCA?2 mutasyonlar1 bulunduranlarin yasam siiresi boyu meme kanserine yakalanma
orant %50-85'tir. BRCA1 mutasyonu tasiyan erkeklerde meme kanseri riski, daha
yiiksektir. Ancak bu risk; %5-10 olan BRCAZ2 tasiyicilarina gore daha azdir (62).

5.000.000'den fazla kadinla yapilan genis bir kohort ¢alismasind;a gore, ikinci
derece akrabasinda meme kanseri olan, ancak bu dykiiye sahip birinci derece akrabasi
olmayanlarda; akrabasinda karsinoma in situ oldugunda %20, meme kanseri

oldugunda ise %30 daha fazla riskoldugu gosterilmistir (63).
2.9.4 Obezite

Obezite ve fazla kiloluluk, bir¢ok kronik hastalik ve kanser i¢in yaygin risk
faktoriidiir. Obezite ile baz1 kronik hastaliklarin ve kanserlerin ortaya ¢ikmasi
arasindaki iligski agikliga kavusturulmustur. Yapilan bir calismada obez veya fazla
kilolu kadinlarda 5 yilik meme kanseri sagkalim oraninin %55,6, normal kilolu

kadinlarda ise %79,9 oldugu ortaya koyulmustur. Bu ¢aligma, ayn1 zamanda meme
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kanseri olan obez kadinlarin daha invaziv 6zellikli timorlere sahip oldugunu da

gostermistir (64).
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Sekil 4. Meme Mikrogevresi ve Obezitede Meme Kanserinin Temel Etkenleri (Kaynak 64’ten

modifiye edilmistir.)

Meme tiimorleri; adipositler, adipoz stromal hiicreler ve bagisiklik hiicreleri de

dahil olmak iizere meme yag hiicreleri ile sarilidir. Obezite, yag dokusunun

genislemesi ve artan adipokin salmiminin yani sira, bagisiklik hiicrelerinin

toplanmasima ve inflamatuar aracilarin salinmasina yol acan adiposit fonksiyon

bozuklugu ve hiicre 6liimii ile de iliskilidir. Ostrojen iireten adipoz stromal hiicreler,

aromataz ekspresyonunu artirarak tiimor mikrogevresindeki degisikliklere yanit

verirler. Bu da Ostrojen seviyesinin artmasina neden olur. Artan doku biyokiitlesi

hipoksi ve anjiyogenez ile iliskilidir (65).
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Obez yag dokusu Leptinin tiimor invazyonu ve Metastatik yayilim

hiperplazisi ve hipertrofisi metastazi iizerindeki etkileri
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Sekil 5. Leptinin Meme Kanserinde Metastatik Gelisimindeki rolii (Kaynak 65°ten modifiye

edilmistir.)

Tiimoérden uzakta ve timoér mikrogevresinde bulunan adipositler, meme
kanserinin ilerlemesine giiclii bir sekilde katkida bulunan yiiksek diizeyde leptin
uiretirler. Leptin, neoplastik hiicreler, bagisiklik hiicreleri, endotelyal hiicreler ve
kanserle iliskili fibroblastlar dahil, stromal bilesenlerde ifade edilen kendi reseptoriine
baglanir ve birden fazla sinyal yolunu aktive eder. Bu da hiicre invazyon ve

migrasyonunun artmasina neden olabilir (66).
2.9.5 Alkol tiiketimi

Alkol, IARC tarafindan meme kanseri riskiyle nedensel olarak iliskili olarak
degerlendirilmektedir. Yetigkin kadinlarda giinliik tiiketilen her 10 gram alkol igin
meme kanseri riskinde %7-10 artis goriilmektedir. Meme, diger organlarla
karsilastirildiginda alkoliin kanserojen etkilerine karsi daha duyarli oldugu
goriilmektedir. Hafif alkol tiiketimi, meme kanseri riski 6nemli 6l¢iide %4-15 oraninda
artmaktadir (67).

Etanoliin hiicre proliferasyonunu ve ligandla aktiflesen ER'nin transkripsiyonel
aktivitesini uyardigr ve bu sekilde dolasimdaki Ostrojen miktari arttirdigi

gbzlenmistir (68).
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Alkol tiiketimi ile meme kanseri riski arasindaki baglanti, alkoliin Gstrojen
metabolizmasi iizerindeki etkisi ve kan Ostrojen diizeylerinde artisa neden olmastyla
iliskili olabilecegi yapilan caligmalarla 6ne siiriildii. Menopoz sonrasi kadinlarda
meme kanseri riski ile hormon konsantrasyonu arasindaki iligkiyi inceleyen kesitsel
bir ¢aligma, Ostrojen diizeylerinin, alkol tiiketen kadinlarda tiiketmeyenlere gore
artarken, Dehidroepiandrostenedion (DHEAS) ve seks hormonu baglayan globiilin
(SHBG) diizeyleri azalmistir (57).

2.9.6. Sigara Kullanimi

Sigara, tiim kanserlerde oldugu gibi meme kanseri riskinin artmasiyla da iliskili
oldugu yapilan birgok ¢alisma ile ortaya koyulmustur. Yapilan bir meta-analize gore,
meme kanseri riski, sigara icme Oykiisii olan kadinlarda 1,10 (%95 GA 1,02-1,14)
goreceli riskle daha yiiksektir. 100.000'den fazla kadinin katildig:1 ¢alismada, sigara
igmenin, Ozellikle ergenlik doneminde sigara kullanmaya yeni baslayan kadinlarda
meme kanseri riskinde %5'lik bir artigla sebep oldugu goriilmiistiir (69).

Tiitliniin igerdigi 4-aminobifenil ve benzopiren gibi bir¢ok kimyasalin meme
kanseri olusumunu tetikledigi, yapilan arastirmalarla gdsterilmistir. Ayrica, in vivo
caligmalara ve ilgili epidemiyolojik kanitlara dayanarak, aktif sigara i¢iciliginin ve
pasif iciciligin meme kanseri etiyolojisindeki roliine iliskin kanitlar giin gectikce

artmaktadir (70).
2.9.7. Menars ve Menopoz

Menars yasi, iyi bilinen bir meme kanseri risk faktorii olup menars yasinda her
iki yillik artig icin meme kanseri riskinde %10'Tuk bir azalma oldugu gézlenmistir (71,
72). Menopoz oncesi her yas icin risk neredeyse %3 oraninda artar, dolayisiyla 45 yas
yerine 55 yasinda menopoza giren kadinlarda risk yaklasik %30 daha yiiksektir (73).

Admoun ve arkadaslari, gec baslangicli menopoza atfedilebilen goreceli meme
kanseri riskinin menopoz oncesi her yili i¢in 1,029 kat (%95 CI 1,025-1,032) arttigini
bildirdi. Erken menarsla iliskilendirilebilen meme kanseri riski, menarsta daha geng
olan her yil i¢in 1.050 kat (%95 CI 1.044-1.057) artmaktadir. Menars yasi ne kadar

erken olursa, meme kanserine yakalanma riski de o kadar artmaktadir (57).
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2.9.8 Ureme éykiisii ve Emzirme

Cok sayida calisma hem gebelik sayisindaki artisin hem de emzirmenin meme
kanserine kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugunu géstermistir. En az alt1 ay olmak
lizere emzirmenin meme kanseri riskini azalmasina sebep oldugu gosterilmistir (57).
Emzirme siiresinin artmasiyla beraber, meme kanseri riski azalmaktadir (74).

Dogum yapmamis kadinlarla karsilagtirildiginda, ilk kez 20 yasindan once
dogum yapan annelerin meme kanseri riskinde %50 azalma oldugu saptanmustir. Ote
yandan ilk bebegini 35 yasindan sonra doguranlarda ise riskin yiizde 22 arttifi
goriilmiistir (74).

30 iilkedeki 47 epidemiyolojik aragtirmadan elde edilen veriler, meme kanserli
kadinlarin ortalama olarak daha az dogum yaptigini ve emzirme ge¢misinin daha az

veya daha kisa oldugunu ortaya ¢ikarmistir (57).
2.9.9 Fiziksel Aktivite ve Beslenme

Fiziksel aktivite menstriiel dongii sayisini azaltabilir. Bir meta-analiz, kadinlarin
diizenli egzersizin meme kanseri risk oranini yaklagik %25 oraninda azaltabilecegini
ortaya koydu. Fiziksel aktivite, basta Ostrojenler olmak {izere dolasimdaki steroid
hormon seviyelerinin, leptin ve insiilin gibi diger 6nemli hormonlarin azalmasina yol
acar. Fiziksel aktivite, C-reaktif protein (CRP) gibi kronik inflamasyon faktérlerinin

diizeylerinin azalmasini saglayarak meme kanseri riskini azaltir (75).
2.9.10 Endojen Ostrojen ve Hormonal tedavi

Kadinlarda menopoz 6ncesi ve menopoz sonrast goriilen daha yiiksek Gstrojen
seviyeleri, meme kanseri riskinin artmasina neden oldugu goriilmiistiir. Yapilan
epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen veriler sonucunda, alt1 prospektif calismada,
daha sonra meme kanseri gelisen 329 kadinin serum estradiol konsantrasyonunun,
daha sonra meme kanseri gelismeyen kadinlara kiyasla daha yiiksek kan estradiol
konsantrasyonuna sahip oldugu bulundu. Bildirilen estradiol konsantrasyonu meme

kanseri tanis1 alanlarda %15 daha yiiksek oldugu gozlendi (57).
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Kombine 0strojen ve progesteron replasman tedavisi goren, total histerektomi
Oykiisii olmayan menopoz sonrast kadmlarin meme kanseri riskinin arttig

gosterilmistir (76).

2.10. Thymus vulgaris

Sekil 6. T. vulgaris (Kaynak 77’den alinmistir.)

Thymus vulgaris, Lamiaceae familyasina ait ¢igekli bir bitkisidir (78). Thymus
vulgaris, halk arasinda kekik olarak bilinen, yliksek antioksidan ve antibakteriyel
ozellikler saglamasi nedeniyle yaygin olarak kullanilan sifali bitkilerden biridir. Bu
bitkinin sentezledigi en dnemli bilesikler, sadece antioksidan 6zelliklere sahip olmakla
kalmayip ayni zamanda hiicre i¢i hayati maddelerin azalmasi ve bakteriyel enzim
sistemlerinin bozulmasi ve ayrica hiicre zar1 gegirgenliginin artmasi sonucu
mikroorganizmalari inhibe eden karvakrol ve timoldiir (79).

T vulgaris, oksijenli monoterpenler ve monoterpen hidrokarbonlar igerisinde
barindirmaktadir. Spesifik olarak timol, p -simen, cis -sabinen, karvakrol, trans -
karyofilen ve borneol, hidrat yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Ayrica Thymus spp.

rosmarinik asit ve flavonoid tiirevlerini temsil eden fenolikleri de barindirir (80).

2.11. Thymbra spicata

Sekil 7. T. spicata (Kaynak 81’den alinmustir.)
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T spicata Lamiaceae ailesine ait Akdeniz havzasinda dagilima sahip bir bitkidir.
“Zahter” olarak da bilinen Thymbra spicata, antimikrobiyal ve antiseptik 6zellikleri
nedeniyle geleneksel tipta da kullanilmaktadir. Son yapilan ¢alismalar, 7. spicata
yapraklariin antioksidan, hipokolesterolemik ve anti-steatotik aktiviteleri ile beraber
anti-inflamasyon, anti-proliferatif ve pro-apoptotik gibi ¢esitli 6zelliklerini de ortaya
koymustur. Fenolik asitler, fenolik monoterpenoidler ve flavonoidler dahil olmak
tizere 7. spicata bir¢ok fenolik bilesigi yapisinda bulundurur (82).

T. spicata, antioksidan ve antisteatotik, antihiperkolesterolemik, antitiimoral,
antiviral ve antimikrobiyal dahil farkli biyo-fonksiyonel ve biyolojik etkileri ortaya

koyulmustur (83).
2.12. Paklitaksel

Paklitaksel (PTX), Taxus brevifolia'nin kabugundan ve ignelerinden elde edilen
bir trisiklik diterpenoid bilesigidir. Kanitlanmis antikanser mekanizmasi nedeniyle en
basarili ve yaygin kullanilan antikanser ilaglardan biridir (84).

Paklitaksel, mikrotiibiillerin toplanmasini tesvik eder, tiibiilin dimerlerinin
aktivitesini arttirir. Mikrotiibiillerin stabilizasyonunu saglayarak hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini inhibe eder, mitozu 6nler ve proliferasyonu engeller (84,85,86).

Mikrotiibiillerin artan stabilitesi, hiicre dongiisii kontrol noktasini etkileyerek
G2/M fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur. Hiicrenin mitoza ilerlemesi
engelleyerek hiicre replikasyonunun inhibisyonuna yol agar. G2/M fazinda durma,
apoptozu indiikleyen hiicresel sinyal yollarini aktive eder. Ayrica hiicredeki mitotik 1§

olusumunu bozarak ¢cogalma yeteneklerini azaltir (85,86,87).
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< Yuksek konsantrasyon
¢ Dusuk konsantrasyon

Sekil 8. Paklitaksel (PAC) Eki Mekanizmasi (Kaynak 84’ten modifiye edilmistir.)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanmn Tipi

Tanimlayici aragtirmadir.

3.2 Arastirmanin Yeri, Zamani ve Plani

Sunulan doktora tezi, DEU, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali
Aragtirma Laboratuvarinda ve DEU, Fen Bilimleri Fakiiltesi, Biyokimya

Laboratuvari’nda gercgeklestirilmistir.

Tablo 2. Arastirma Plani

Temmuz- Kasim 2021 Tez Calismasiicin literatiirTaramasi
01.12.2021 Etik Kurul Onayi
Nisan 2022 Malzeme Temini
Mayis-Haziran 2022 Bitki ekstrelerinin Hazirlanmasi
Temmuz-Eyliil 2022 Hucre Kultur Calismalar
Eyliil-Aralik 2022 Canlilik Analizleri
Ocak-Mart2023 Migrasyon Analizi
Mart-Mayis 2023 Soft Agaroz Koloni Formasyon Analizi (3D Sferoid) ve
Oksidatif Stres indeksinin Belirlenmesi
Mayis-Haziran 2023 istatistiksel Analizlerin Yapilmasive Yorumlanmasi
Temmuz-Aralik 2023 Tez Yazimi

3.3 Caliyma Materyali

Aragtirmalar MDA MB-231 ve BT-474 meme kanseri hiicre hatti {izerinde
yapilmaktadir.

3.4 Arastirmanin Degiskeni

Bagimli Degigsken: Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda % Canlilik Orani.
Bagimsiz Degiskenler: Thymus vulgaris ve Thymbra spicata gruplariin

konsantrasyonlari.
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3.5. Veri Toplama Araclar

3.5.1 Projede Kullanilan Cihazlar ve Kullanim Amaclar:

Projede Kullanilan cihazlar ve Kullanim Amaglar1 tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Projede Kullanilan Cihazlar ve Kullanim Amaglari

Kullanilan Cihazlar Marka-Katalog Numarasi Kullanim Amaci

Karbondioksitli inliibatér NUVE-EC160 Hiicre kiiltir calismalari
Su Banyosu Thermo Fisher-TSGP 10 Hucre kultur galismalari
Faz Kontrast Mikroskobu Olympus CKX41 Hucre kilttr galismalari

ELIiSA Plak Okuyucu ThermoFisher Hucre kultur galismalari
Otoklav Hiramaya Hiclave Sterilizasyon saglanmasi
Pipetor isolab- 010.01.005 Hucre kultur galismalar
0.5-10 pl Mikropipet ABT-L01-02-01 Hucre kdlttr galismalari
20-200 pl Mikropipet ABT-LO1-06-01 Hucre kultur calismalari
100 - 1000 pl Mikropipet ABT-L01-08-01 Hucre kilttr galismalari
| Sogutmali Santrifiij Sigma 3-16K Hucre kilttr gcalismalari
ph Metre Hanna- Hi 2211 Sollusyonlarin pH kontrold
Ultrasonik Homojenizator Bandelin HD2200 Hucre lizati eldesi
Hassas Terazi Kern Kuru kimyasallarin ve CA'nin
tartimi
Evaporator R-100, Buchi Ekstrelerin hazirlamasi
Ultrasonik Su Banyo Elma elmasonic p Ekstrelerin hazirlamasi
Soxhlet Aparati Sartorius Ekstrelerin hazirlamasi

Isitmali Manyetik Karnistinci

VELP scientifica

Ekstrelerin hazirlamasi

3.5.2. Projede Kullanilan Sarf Malzemeler ve Kullanim Amaclart

Projede Kullanilan Sarf Malzemeler ve Kullanim Amagclar1 tablo 4’te

verilmisgtir.

Tablo 4. Projede Kullanilan Sarf Malzemeler ve Kullanim Amaglar1

Kullanilan Malzemeler

Marka-Katalog Numarasi

Kullanim Amaci

MDAMB 231 ATCC-HTB-26™ Hucre kiltiri galismalar

BT-474 ATCC-HTB-20™ Hucre kalturu galismalan

DMEM-F12 ThermoFisher-31330038 Huicre Kultdr ortami

RPMI-1640 ThermoFisher-61870010 Hucre Kdltar ortami

Tripsin 0.25% EDTA ThermoFisher-25200056 Hucrelerinenzimatik olarak kaldirilmasi
FBS (Fetal Sigir Serumu) ThermoFisher-10500064 Hucre kultur ortamininhazirlanmasi

Penisilin-streptomisin

ThermoFisher-15140122

Hucre kiltir ortamininhazirlanmasi

L Glutamin

ThermoFisher-25030081

Hucre kdltdr ortamininhazirlanmasi

PBS 7.4 1X

ThermoFisher-10010023

Yikama islemlerinin yapilmasi

6-well Clear Multiple Well
Plates

Labselect-11110

Yaraiyilesme analizi, 3D hicre kiltird
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Tablo 4. (devam) Projede Kullanilan Sarf Malzemeler ve Kullanim Amaglari

96-well Clear Multiple Well
Plates

Labselect-11510

Hiicre canlli@  analizi, ELISA

calismalan

kit

25 cm? Cell Culture Flask

Labselect-13112A

Hicre kiiltiri galismalar

75 cm? Cell Culture Flask

Labselect-13212A

Hucre kulturd galismalari

5Sml Serological Pipettes

Labselect-SP-003-5

Hicre kiltari galismalar

p10ml Serological Pipettes

Labselect-SP-003-10

Hucre kiltira caismalan

15ml Centrifuge Tubes

Labselect-CT-002-15B

Hiere klltlri galismalar

50ml Centrifuge Tubes

Labselect-CT-002-50B

Hucre kulturu galismalari

2.0ml CryogenicVial

Labselect- CV-002-200-EX

Hucrelerin dondurulmasi

Cell Scraper

ISOLAB-121.11.023

Huicrelerin mekanik olarak kaldirilmasi

1000pulUniversal Pipette

LabSelect-T-001-1000

Hicre kiltari galismalari

200pl Universal Pipette

LabSelect-T-001-200

Hucre kiltra calismalan

10pl Universal Pipette

LabSelect-T-001-10

Huicre kiiltiri galismalar

AGAROSE, ULTRAPURE 100G

ThermoFisher-16500100

3D hucre kulturunun olugturulmas

Total Antioxidant Status (TAS)

RelAssay-RLO017

Oksidatif Stres Analizinin yapilmasi

Total Oxidant Status (TOS)

RelAssay-RL0024

Oksid atif Stres Analizinin yapilmasi

MTT

Hicre canllk analizlerinin yapilmasi

Trypan Blue Solution, 0.4%

Sigma-72-57-1

Hucre sayiminin yapilmasi

ThomaLanmu

Hiicre sayiminin yapilmasi

Syringe filters, 25mm, 0.22um,

Labselect-BS-PES25-22-§

Sterilizasyonun saglanmasi

2ml enjektor - Hicre kiltari galismalar
Alkol %96 = Steril Kosullarin saglanmasi
OtoklavBandi = Steril Kogullanin saglanmasi

Aliminyum Folyo

Steril Kosullarin saglanmasi
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3.6. Uygulanacak Yontemler

T vulgaris ve T. spicata ekstrelerinin hazirlanmasi

a

Hiicre kiilttirti calismalarmin yapilmasi

¢

Hiicre canlilik analizlerinin yapilmasi

«

Yara lyilesme Analizi’nin yapilmasi

¢

Soft Agaroz Koloni Formasyon (3D Sferoid) Analizi’nin yapilmasi

‘

Oksidatif Stres Indeksi’nin belirlenmesi

b

Verilerin Istatiksel Analizi’nin yapilmasi

Sekil 9. Uygulanacak Yo6ntemler
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3.6.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi
3.6.1.1. Thymbra Spicata

Toplanan Toplanma yer ve zamani yazilmali Thymbra Spicata, iyice yikanmig
ve havayla kurutulmustur. Kurutulan ornekler ekstrasyon sirasinda homejenligin
saglanmasi icin 6giitiicii yardimyla dgiitiildii. Ogiitiilen 6rnekler, tartilarak soksletlere
yerlestirildi ve icerigindeki yaglar1 uzaklagtirmak amaciyla heksan ile ekstrasyon
islemi yapildi. T. Spicata 6rnegi i¢in hexan ekstresi alindi, evapore edildi. Elde edilen
ornek, konsantrasyonu 1000 ppm olacak sekilde %10 DMSO ile ¢oziildii. Kalan hacim

hiicre ortamui ile tamamland1. Ornek, -20°C’de saklandk.
3.6.1.2. Thymus Vulgaris

Toplanan Thymus Vulgaris, iyice yikanmis ve havayla kurutulmustur. Kurutulan
ornekler ekstrasyon sirasinda homejenligin saglanmasi igin ogiitiicli yardimiyla
ogitiildii. 3:1 oraninda methanol-su ¢ozeltisi hazirlanarak; sokslet cihazi yardimriyla
ogitiilen 6rnekler ekstrakte edildi. Elde edilen franksiyon balona alindi ve methanol-
su evapore edilerek ekstreden uzaklastirildi. Ornek, konsantrasyonu 1000 ppm olacak
sekilde %5 DMSO ile ¢oziildii. Kalan hacim hiicre ortami ile tamamlandi. Ornek -
20°C’de saklandx.

3.6.2. Hiicre Kiiltiirii

Meme kanserinin farkli sekillerde siniflandirilmalart mevcuttur. Reseptorlerin
varligina ve yokluguna gére meme kanseri prognozu belirlenir. Calismamizda buna
gore hiicre hatlar1 secilmistir. Seg¢ilen hiicre hatlariin 6zellikleri asagida, tabloda

verilmistir.

25



Tablo 5. MDA MB-231 ve BT-474 Hiicre Hatt1 Ozellikleri

Hiicre Hatti Primer Hiicrenin Orijini  Ostrojen Progesteron ERBB2 Mutant
Timor Reseptor Reseptor Amplifikasyonu P53
MDA MB- invaziv Metastaz (plevral - - - +
231 duktal efiizyon)
Kkarsinom
BT-474 invaziv Primer + + + +
duktal
karsinom

3.6.2.1. Hiicrelerin Kiiltiirii Idamesi

MDA-MB-231 ve BT-474 hiicreleri Prof. Dr. Hilal KOCDOR’un ATCC den
aliarak ¢ogaltilmis arsivinden temin edilmistir. MDA-MB-231 hiicreleri, DMEM'de,
BT-474 hiicreleri ise RPMI’da kiiltlirlenmistir. Her iki kiiltiir ortami1 da %10 fetal sigir
serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin-amfoterisin B siispansiyonu ile
desteklenmistir. Hiicreler, %5 CO02 altinda 37 °C'de inkiibe edilmistir (88,89).

Hiicre hatlar1 -80°C’den ¢ikarildiginda ilk olarak 25 cm?2’lik flasklara ekildi ve
37°C’de 5% CO> inkiibe edildi. Iki giinde bir ortam degisimi yapildi. Hiicreler %80
konfuluense ulagtiklarinda 75cm2’lik hiicre kiiltiir kaplarina alinarak pasajlama iglemi

yapildi.
3.6.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmast

Flask i¢indeki hiicre kiiltiir ortam1 uzaklastirildi Tripsin-EDTA ¢o6zeltisi eklendi.
37 °C’de %5 COz2 igeren inkiibatorde hiicreler bulunduklar1 alandan ayrilana kadar
inkiibe edildi. Hiicrelerin tamamen flask yiizeyinden ayrildiginin kontrolii mikroskop
ile gergeklestirildi. Tripsin-EDTA hacminin 2 kati kadar hiicre kiiltiir ortami ilave
edildi. Elde edilen hiicre siispansiyon 15 ml tiipe alindi. 6 dk santrifiij edildi.
Stipernatant atild1 ve peleti lizerine kiiltiir ortam1 ilave edildi, siispanse edildi. Esit

hacimlerde flasklara paylastirildi. 37 °C’de %5 CO; inkiibasyona birakildi.
3.6.2.3. Hiicrelerin Dondurulmast

Hiicreler Tripsin-EDTA ile flask tabanindan ayrildiktan sonra hiicre
siispansiyonu, 6 dk santrifiijj edildi. Pelet {izerine dondurma ortami eklenerek
resiispanse edildi. Cryoviallere esit hacimlerde dagitildi. Hiicreler 2 saat -20 °C’de

bekletildi, daha sonra -80 °C’de saklandi.
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3.6.2.4. Hiicrelerin Coziilmesi

Ortam su banyosunda optimum sicakliga getirildi (37 'C). 25 cm? hiicre kiiltiir
kabina hiicre hattinin ismi, tarih, pasaj numarasi, pasaji yapan kisinin adi1 yazildi ve
ortam eklendi. -80 °C’den ¢ikarilan hiicreler, 37°C’de ¢6zdiiriildii ve ortam eklenen 25

cm?’lik kiiltiir kabina eklendi. Inkiibatorde (37°C’de %5CO:) inkiibasyona birakilds.
3.6.2.5. Hiicrelerin Sayilmast

Hiicre sayimimin yapilacagi Thoma lami; alkol ve distile su ile temizlendi.
Stispanse hiicre ve tripan mavisi 1:1 (10ul:10pul) oraninda siispanse edildi ve elde
edilen silispansiyondan 10 pl thoma lamina aktarildi. Thoma laminin merkezi kare
igerisindeki hiicreler en az 3 kez sayildi. Hiicre siispansiyonunun 1ml’sindeki hiicre

sayist; sayilan ortalama hiicre sayisi x diliisyon faktorii x 10* formiilii ile bulundu.

3.6.3. Hiicre Canlilik Testi
3.6.3.1. Yontemin Prensibi

Canlt hiicreleri tespit etmek igin gesitli tetrazolyum bilesikleri kullanilmistir. En
sik kullanilan bilesikler: MTT, WST-1, MTS ve XTT. Bunlar iki temel kategoriye
ayrilir: 1) pozitif yiiklii olan ve canli 6karyotik hiicrelere kolayca niifuz eden; MTT ve
2) negatif yiiklii olan ve hiicrelere kolayca niifuz etmeyen MTS, XTT ve WST-1 gibi
olanlar (90).

MTT reaktifi (3-(4,5-dimetiltiazol-2-1l)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir),
mono-tetrazolyum tuzudur. MTT'nin azalmasi, ¢ekirdek tetrazol halkasinin bozulmasi

ve formazan denilen suda ¢dzlinmeyen mor-mavi bir kristalin olusmasina sebep olur

o1).
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Sekil 10. MTT’nin Caligma Prensibi (Kaynak 91°den modifiye edimistir.)

3.6.3.1. Standard Kemoterapotik Ajan ve Bitki Ekstrelerin Hazirlanmast

Paklitaksel ana stogu stogu 2000uM ’diir. Ana stoktan 200 uM, 20 uM, 2 uM
ara stok elde edilmistir. 2 puM (2000 nM) ara stoktan 1000 nM, 500 nM, 250 nM, 100
nM, 75 nM, 50 nM, 25 nM, 10 nM, 1 nM, 0,1 nM Paklitaksel konsantrasyonlar: elde
edildi. MDA MB-231 hiicre hatt1 icin DMEM-F12; BT-474 hiicre hatt1 i¢cin ise RPMI-
1640 ortami kullanildu.

Hem T spicata hem de T. vulgaris’in ana stogu 1000 ppm’dir (1mg/ml). Her iki
ekstrede 800 ng/ml, 600 pg/ml, 400 pg/ml, 200 pg/ml, 100 png/ml ve 50 pg/ml olacak
sekilde diliie edildi, dilisyon sirasinda MDA MB-231 hiicre hatt1 icin DMEM-F12; BT-
474 hiicre hatt1 i¢in ise RPMI-1640 ortam1 kullanildi.

3.6.3.2. Deney prosediirii

Hiicre canliliginin analiz edildigi MTT analizi; Paklitaksel, 7 vulgaris ve T.
spicata Ekstrelerinin hiicreler ile muamelesi sonucunda inhibitdr konsantrasyonu 50
(ICs0) dozunun belirlenmesi amaciyla yapild.

Hiicre Canlilik testi i¢in; calismada kullanilan meme kanseri hiicreleri tripsin ile
flask yiizeyinden kaldirildi. Hiicre siispansiyonu tripan mavisi yardimiyla sayilarak
96’11 well plate’in her kuyucuguna hiicreler ekildi. Hiicreler 37 C, %5 CO: ‘de inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan ortam cekildi. Tablo 6 ve 7°de gosterildigi gibi
belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan dozdaki ajanlar eklendi. 72 saatlik
inkiibasyona birakild. inkiibasyon bitiminden sonra ortam ¢ekilerek MTT soliisyonu

eklendi. 4 saat inkiibasyonun ardindan olusan formazan kristalleri, ¢oziicii soliisyon
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ile ¢oziilerek, overnight inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 450 nm dalga

boyunda 6l¢tim alindi.

Tablo 6. 7. vulgaris ve T. spicara hiicre canlilik analizi well plate diizeni

Kontrol  Kontrol 5 pg/ml 100 250 500 750

pglml uglml pg/ml Hg/ml Ho/ml Hg/ml pg/mi

B  Kontrol  Kontrol 5 pg/ml 10 25 50 100 250 500 750
Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/mi

C  Kontrol  Kontrol 5 pg/ml 10 25 50 100 250 500 750
Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml ug/mi

D  Kontrol  Kontrol 5 pg/ml 10 25 50 100 250 500 750
Hg/ml ug/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml ug/ml ug/mi

E  Kontrol  Kontrol 5 pg/ml 10 25 50 100 250 500 750
Ho/ml Hg/ml Ho/ml Hg/ml Ho/ml Hg/ml ug/mi

F  Kontrol  Kontrol 5 pg/ml 10 25 50 100 250 500 750
Hg/ml ug/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml ug/ml pg/mi

G  Kontrol  Kontrol 5 pg/ml 10 25 50 100 250 500 750
Hg/ml pg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml pg/ml pg/mi

H Kontrol  Kontrol 5 pg/ml 10 25 50 100 250 500 750

Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml ug/mi

Tablo 7. Paklitaksel hiicre canlilik analizi well plate diizeni

Kontrol ~ Kontrol 0,1 nM 10nM 25nM  50nM  75nM  100nM  250nM 500 nM 1000 nM
B Kontrol  Kontrol  0,1nM 1nM 10nM 25nM  50nM  75nM  100nM  250nM 500 nM 1000 nM
C  Kontrol Kontrol 0,1nM 1nM 10nM 25nM  50nM  75nM  100nM  250nM 500 nM 1000 nM
D Kontrol  Kontrol 0,1 nM 1nM 10nM 25npM  50nM  75nM  100nM  250nM 500 nM 1000 nM
E Kontrol Kontrol 0,1nM 1nM 10 nM 25nM 50 nM 75 nM 100 nM 250nM 500 nM 1000 nM
F Kontrol ~ Kontrol 0,1 nM 1nM 10nM 25nM  50nM  75nM  100nM  250nM 500 nM 1000 nM
G  Kontrol Kontrol 0,1nM 1nM 10nM 25nM  50nM  75nM  100nM  250nM 500 nM 1000 nM

H Kontrol Kontrol 0,1 nM 1nM 10 nM 25nM 50nM  75nM  100nM  250nM 500 nM 1000 nM

Kontrol grubu ve tedavi gruplarinin absorbans degerleri karsilagtirilarak ytizde
canl hiicre oran1 belirlendi. %50 canlilik oranina karsilik gelen Paklitaksel (nM), 7.

spicata (ng/ml) ve T. vulgaris (ng/ml) konsantrasyonlar1 ICso dozlari olarak belirlendi.
3.6.4. Yara lyilesme Analizi (Wound Healing Assay)
3.6.4.1. Yontemin Prensibi

Yara iyilestirme analizi, 2D olarak hiicre migrasyonunu analiz etmek i¢in
gelistirilmis standart bir in vitro tekniktir. Analiz, mekanik, termal veya kimyasal hasar
yoluyla hiicrelerin bolgeden uzaklastirilmasiyla yara alani (hiicresiz bir alan) yaratilir.
Hiicresiz alanin olusmasi, hiicrelerin bosluga gé¢ etmesine neden olur. Gog siireci

takip edilerek, migrasyon analizi yapilir (92).
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3.6.4.2. Deney Prosediirii

6’11 well plate’in her kuyucugunda 500.000 hiicre bulunacak sekilde ekildi. %5
C02, 37 °C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra ortam cekildi, PBS ile iki
kez yikama islemi yapildi. Steril plastik pipet ucu ile yara agikligi olusturuldu.
Inhibitér konsantrasyonu belirlenen ajanlar kuyucuklara eklendi. Belirli saat
araliklarinda Ol¢timler alindi (0, 6, 12 ve 24. Saatlerde yara acikliginin farkl
bolgelerinde goriintiiler kaydedildi). Image J ile degerlendirmeler yapildi (93).

3.6.5. Soft Agar Koloni Formasyon (Sferoid-3D) Analizi
3.6.5.1. Yontemin Prensibi

Ankrajdan bagimsiz biiylime, hiicrelerin kat1 bir ylizey lizerinde bagimsiz olarak
biiylime yetenegidir ve karsinojenezin ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilir (94). Soft
agar koloni olusumu analizi, malign tiimor hiicrelerinin tiimoérijenik potansiyelini
saptamak icin hiicrelerin ankrajdan bagimsiz biiyiime yetenegini degerlendirmek i¢in

iyi bilinen bir yontemdir.
3.6.5.2. Deney Prosediirii
3.6.5.2.1. Bottom Layer

Hiicrelerin eklenmedigi katman Bottom layer olarak adlandirilir. Bottom layer
olusturmak ic¢in agaroz ve distile su ¢ozeltisi hazirlandi. Mikrodalga yardimiyla
kaynatildi. %15 FBS iceren DMEM-F12 ile siispanse edildi. Elde edilen siispansiyon,

6’11 well plate’e her kuyucuguna 2,5 ml eklenerek donmaya birakildi.
3.6.5.2.1. Top Layer

Agaroz ve hiicre siispansiyonunu igeren katman top layer olarak adlandirilir.
Distile su ve agaroz ¢ozeltisi mikrodalga yardimiyla kaynamaya birakildi. Sayimi
yapilan hiicreler ile esit hacimde agaroz ¢ozeltisi siispanse edildi. 2,5 ml bottom layer
tizerine ilave eklendi. Katilagmasi1 beklendi. Belirlenen konsantrasyonlardaki tedavi
gruplari top layer iizerine 2 ml eklendi. Inkiibasyona birakildi. 3, 7, 10, 14. Giinlerde

invertedmikroskop altinda koloniler sayilip goriintiiler alindi.
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3.6.6. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Tayini

Oksidatif stres, prooksidanlar ve antioksidanlarin arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanabilir. Diisiik miktarda reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) varhig1 yararh
olabilmekle beraber fazlasi zararlidir. Oksidatif stres kanser basta olmak tizere bir ¢ok

hastaliga yol agabilir (95).
3.6.6.1. Deney Prosediirii

Total Antioksidan ve Total Oksidan seviyelerinin belirlenmesi icin ilk olarak
hiicreler lize edilir. Bunun i¢in ilk olarak hiicreler 25 cm? flasklara ekildi. 37°C , %5
CO: inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi, ortam gekilir. Inhibitér konsantrasyonlari
belirlenen ajanlar 10 ml olacak sekilde ilave edildi. Hiicreler 72 saatlik inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon ardindan, ortamlar aspire edilerek PBS ile yikandi. Hiicreler,
enzim eklemeden hiicre kaziyici ile kaldirilmasi saglandi. PBS eklendi. 6 dk santrifij
edildi. Stipernatant uzaklastirildi. Pelet PBS ile siispanse edildi. Siispansiyon, 20
saniye araliklarla bir dk, sonike edildi. Sonikasyon buz icerisinde gerceklestirildi.

Total Antioksidan Seviyesinin belirlenmesinde (TAS) blank olarak 303 pL
distile su kullanildi. 96’11 well plate’in her kuyucuguna 250 pL Reagent 1 eklendi.
Uzerine bir siraya 15 ul standard, diger siralara hiicre lizatlar1 eklendi. 660 nm’de
ol¢iim yapild. Ilk l¢iimiin ardindan tiim kuyucuklara 38 pl Reagent 2 ilave edilip 5
dk inkiibe edildi. Tekrardan 660 nm 6l¢tiim yapildi.

Total Antioksidan Seviyesinin belirlenmesinde (TOS) blank olarak 301 pl distile
su kullanildi. 96’11 well plate’in her bir kuyucuguna 250 pl Reagent 1 eklendi. Uzerine
bir siraya 38 uL standard, diger siralara 6rnek eklendi. 530 nm’de 6l¢iim yapildi.
Ardindan 13 pL Reagent 2 ilave ilave edilip 5 dk inkiibe edildi. Tekrar 660 nm’de
6l¢tim yapildi.

3.6.7. Verilerin Istatiksel Degerlendirilmesi

Istatistiksel analiz Sigma Stat 3.5 programi kullamlarak gergeklestirildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar One-Way ANOVA testi ile ortaya koyuldu. Gruplar arasinda
saptanan anlamli farkliliklar ise Kruskal-Wallis post hoc testi kullanilarak ikili

karsilagtirilmalarin yapilmasi saglandi. P < 0,05 anlamli kabul edildi.
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3.6.8. Arastirmanin Simirhhiklar:

Calismamizda 7. vulgaris ve T. spicata’nin meme kanseri hiicre hatlarinda
antitiimor aktivitesi gosterildi. Ilerleyen siirecte her iki ekstrenin de sahip oldugu etken
madde arayisi, icerik analizi yapilmasi hedeflenmektedir. Calismamiz iki bitki
ekstresinin antikanser etkinliginin, ayni hiicre hatlar1 ve ayn1 yontemlerle arastirilmasi
esasina dayanmaktadir. Calismamiz, emek ve yontem agisindan yogun olarak
planlanmis ve sonuglandirilmistir. Her bir yontem en az iiger kez tekrarlanmistir.
Ekstrelerin etkinliklerinin gosterilmesinin ardindan zaman ve biitge yetersizligi
nedeniyle ekstrelerin i¢erigindeki etken maddenin saptanmasi gergeklestirilememistir.
Ileri ¢aligmalar ile etken maddelerin ve etkili yolaklarin aydilatilmas1 hedeflerimiz

arasindadir.
3.6.9. Etik Kurul Onay

“Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Thymus vulgaris ve Thymbra spicata
Ekstraklarinin Antitiimor Aktivitesinin Incelenmesi” isimli 6816-GOA dosya numarali
calisma 01.12.2021 tarihinde 2021/25-16 karar no ile “Dokuz Eyliil Universitesi

Girisimsel Olmayan Etik Kurul” tarafindan onaylandi.
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4. BULGULAR
4.1. Canhilik Analizi Bulgular

MDA MB-231 ve BT-474 hiicre hatlarinda 7. spicata (TS), T. vulgaris (TV) ve
klinikte standart tedavi olarak kullanilan Paklitaksel (PAC) icin artan konsantrasyon
araliklarinda 72 saat tedavi sonunda hiicre canlilif1 tizerindeki etkisi ile doz-yanit
grafigi olusturuldu ve inhibitér konsantrasyonlar1 belirlendi. Belirlenen inhibitor

konsantrasyonlar deneysel asamalarda kullanildi.

MDA MB-231 T. vulgaris 72 Saat MTT Analizi BT-474 T. vulgaris 72 Saat MTT Analizi
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Sekil 11. MDA MB-231 ve BT-474 Hiicre Canlilik Analizi Sonuglari

33



4.2. Yara Iyilesme Analizi

Hem T spicata hem de T vulgaris ekstrelerinin meme kanseri iizerindeki

invazyon ve migrasyon iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla Yara lyilesme

Analizi yapildu.

MDA MB-231 T. vulgaris Yara lyilesme Analizi
100

@ ~e- Kontrol
S ~=- Kombin-1
k4 -+ PAC50
g &0 - PAC25
< ~ TV50

E - TV25

T T T
6 12 18 24
Zaman (Saat)

Sekil 12. MDA MB-231 Hiicre Hattinda 7. vulgaris Yara lyilesme Analizi

MDA MB-231 hiicre hattinda kontrol grubundaki yara agikliginin tam kapanma
zamani referans alinarak yapilan karsilagtirmali analizde PACS50, PAC2S5, TV50,
TV25, Kombin-1 (TV25+PAC25) sirastyla yara acikligi yiizdesi; %40.42, %37.88,
%55.14, %0, %51.20 olarak belirlenmistir.

PACS0 PAC25

BT-474 T. vulgaris Yara lyilesme Analizi

100
~e- Kontrol

- Kombin-1
~~ PAC50

80 - PAC25
~- TV50
- TV25

Sekil 13. BT-474 Hiicre Hattinda 7. vulgaris Yara lyilesme Analizi

BT-474 hiicre hattinda kontrol grubundaki yara agikliginin tam kapanma zamani
referans alinarak yapilan karsilastirmali analizde PAC50, PAC25, TVS50, TV25,
Kombin-2 (TV25+PAC25) sirastyla yara agiklig1 yiizdesi; %37.66, %52.64, %53.83,
%48.13, %46.75 olarak belirlenmistir.
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MDA MB-231 T. spicata Yara lyilesme Analizi
100
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Sekil 14. MDA MB-231 Hiicre Hattinda T vulgaris Yara lyilesme Analizi
MDA MB-231 hiicre hattinda kontrol grubundaki yara agikliginin tam kapanma
zamani referans alinarak yapilan karsilastirmali analizde PAC50, PAC25, TS50, TS25,
Kombin-1 (TS25+PAC25) sirasiyla yara agiklig1 yiizdesi; %62.55, %66.66, %73.88,
%49.57, %47,44 olarak belirlenmistir.

850 PAC25+TS25

TS25
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BT-474 T. spicata Yara lyilesme Analizi
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Sekil 15. BT-474 Hiicre Hattinda T. vulgaris Yara lyilesme Analizi

BT-474 hiicre hattinda kontrol grubundaki yara agikliginin tam kapanma zamani
referans alinarak yapilan karsilastirmali analizde PAC50, PAC25, TS50, TS25,
Kombin-1 (TS25+PAC25) sirastyla yara acikligi yiizdesi; %62.46, %46.47, %65.69,
%0, %68.66 olarak belirlenmistir.
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4.3. Soft Agaroz Koloni Formasyon (3D-Sferoid) Analizi

PAC25

MDA MB-231 T. vulgaris Toplam Sferoid Sayisi
250

Hiicre Sayisi

Sekil 16. MDA MB-231 T. vulgaris 7. Giin Goriintiileri ve Toplam Sferoid Sayisi

MDA MB-231  hiicre hattinda T. wvulgaris toplam sferoid sayisi

degerlendirildiginde; Kontrol grubunu ile kombin-2, PAC50, PAC25, TS50 gruplarina
gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (p<0,005)

&

BT-474 T. vulgaris Toplam Sferoid Sayisi
250

Hiicre Sayis

Sekil 17. BT-474 T. vulgaris 7. Giin Gortintiileri ve Toplam Sferoid Sayisi

BT-474 hiicre hattinda T. vulgaris toplam sferoid sayis1 degerlendirildiginde;

Kombin-2 ve PAC50 gruplari kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede
diistiktiir (p<0,004).
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MDA MB-231 T. spicata Toplam Sferoid Sayisi
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Sekil 18. MDA MB-231 T. spicata 7. Giin Gorintiileri ve Toplam Sferoid Sayist

MDA MB-231  hiicre hattinda 7. spicata toplam sferoid sayisi
degerlendirildiginde; PAC50, TS50 gruplar1 Kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli derecede yiiksektir (P = 0,001).
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Sekil 19. BT-474 T. spicata 7. Gliin Goriintiileri ve Toplam Sferoid Sayisi

BT-474 hiicre hattinda 7. spicata toplam sferoid sayis1 degerlendirildiginde;
TS50, PAC25, PAC50, Kombin-2 gruplari, Kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli derecede yiiksektir (p<0,004)

TS25 grubu, PAC25 ve PAC50 grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede
diistiktiir (P = 0,005).
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4.4. Oksidatif Stres indeksi Analizi

. B.
MDA MB-231 T. vulgaris Total Antioksidan Seviyesi (TAS) MDA MB-231 T. vulgaris Total Oksidan Seviyesi (TOS)
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Sekil 20. MDA MB-231 T vulgaris Total Antioksidan, Total Oksidan Seviyeleri ve Oksidatif
Stres Indeksi
MDA MB-231 T. vulgaris hiicre hattinda Total Antioksidan Seviyeleri (TAS)
degerlendirildiginde; istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,090). Total
Oksidan Seviyesi (TOS) degerlendirildiginde; Kontrol grubu, PAC25, TV50 VE TV25
gruplarina kiyasla istatiksel olarak anlamli derecede diisiiktiir. PAC25 grubu, PAC50

grubuna gore anlamli derecede yiiksektir

(p<0,005). Oksidatif Stres Indeksi (OSI) degerlendirildiginde; istatiksel olarak
anlaml fark bulunmadi (p=0,139).
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A. B.
BT-474 T. vulgaris Total Antioksidan Seviyesi (TAS) BT-474 T. vulgaris Total Oksidan Seyiyesi (TOS)
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Sekil 21. BT-474 T. vulgaris Total Antioksidan, Total Oksidan Seviyeleri ve Oksidatif Stres
Indeksi

BT-474 hiicre hattinda 7. vulgaris Total Antioksidan Seviyesi (TAS)
degerlendirildiginde; Kombin-1 grubu, Kontrol, PAC50, PAC25 ve TV50 gruplarina
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yliksektir (p<0,004). Total Oksidan
Seviyesi (TOS) degerlendirildiginde; PAC25 grubu, Kontrol, Kombin-1, TV50 ve
TV25 gruplarima kiyasla istatiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (p<0,005).
PACS50 grubu, Kontrol, Kombin-1, TV50 ve TV25 gruplarina kiyasla istatiksel olarak
anlamli diisiiktiir (p<0,005). Oksidatif Stres Indeksi (OSI) degerlendirildiginde;
istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,010).
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A. B.
MDA MB-231 T. spicata Total Antioksidan Seviyesi (TAS) MDA MB-231 T. spicata Total Oksidan Seyiyesi (TOS)
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Sekil 22. MDA MB-231 T. spicata Total Antioksidan, Total Oksidan Seviyeleri ve Oksidatif
Stres Indeksi

MDA MB-231 hiicre hattinda 7. spicata Total Antioksidan Seviyesi (TAS)
degerlendirildiginde; TS50 grubunun kontrol grubu ve diger tiim tedavi gruplarina
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derece yiiksektir (p<0,005). Total Oksidan Seviyesi
(TOS) degerlendirildiginde; Kombin-1 grubu TS50 grubuna gére anlamli derecede
yiiksektir (p=0,003). Oksidatif Stres indeksi degerlendirildiginde; istatiksel olarak
anlamli fark gézlenmedi (p=0,010).
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A. B.
BT-474 T. spicata Total Antioksidan Seviyesi (TAS) BT-474 T. spicata Total Oksidan Seviyesi (TOS)
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Sekil 23. BT-474 T. spicata Total Antioksidan, Total Oksidan Seviyeleri ve Oksidatif Stres
Indeksi
BT-474 hiicre hattinda 7. spicata Total Antioksidan Seviyesi (TAS)
degerlendirildiginde; Kontrol grubu diger tiim tedavi gruplarina kiyasla anlamh
derecede yliksektir. Kombin-2 grubu; PAC50, PAC25 grubuna gore anlamli derecede
yuksektir. (). TS25 grubu, TS50 grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede
diisiiktiir ve TS grubu, Kombin-2 grubuna goére anlamli derecede yiiksektir. (p<0,005).
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5. TARTISMA

Kadinlarda yaklagik %30 oran ile tan1 konulan kanserler arasinda meme kanseri
en sik goriilen kanser olup, kadinlarda kanserin sebep oldugu oliimlerde %15 orani ile
ikinci sirada yer alir (1). Meme kanserinin tedavisi temelde cerrahi, radyoterapi ve
uygun ila¢ (kemoterapi, hormonoterapi, hedefe yonelik tedavi ve immunoterapi)
tedavilerinden olusmaktadir (2).

Taksanlar meme kanserinin tiim tiplerinde tedavide en yaygin kullanilan bitkisel
kokenli kemoterapi ilaglaridir. Sadece tedavide degil, tedaviye bagli yan etkilerin
yonetiminde ve kanserin dnlenmesi i¢inde bitkisel kdkenli molekiiller kullanilmakta
ve arastirtlmaya devam edilmektedir (4-6).

Diinyada yiizden fazla cesidi olan Thymus vulgaris L. (T. vulgaris) (kekik)
yiyecek olarak yaygm kullanildig1 kadar tibbi amaglarla da kullanilmaktadir. Ozellikle
esansiyel yag formunda giiglii antioksidan 6zelligi sahip olup basta solunum yolu
hastaliklar1 (amfizem, astim) ve enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (96). Sitotoksik
etkilerinin gosterilmesi sonrast Thymus vulgarisle yapilan kanser alanindaki
calismalar hiz kazanmistir (9,10,97).

Thymbra spicata (zahter) aromatik ve tibbi amaglarla kullanilan 6nemli oranda
farmasotikal ozellikleri olan bir bitkidir (11). Ekstrakt ve esansiyel yag olarak
biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri incelenmistir (12). Antioksidan ve antimikrobiyal
etkinliginin gosterilmesi iizerine kanser alaninda calismalarda son yillarda artan bir
sekilde arastirilmaktadir (14,15,98).

Calismamizda, Thymus vulgaris ve Thymbra spicata’dan elde edilen ekstrelerin
meme kanseri hiicre hatlarinda anti-tiimor etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Elde
ettigimiz bitkilerin total ekstrakt fraksiyonlarinin; kanser hiicrelerine sitotoksisitesi,
invazyon, migrasyon, metastaz iizerindeki etkileri ve standart kemoterapotiklerle
etkilesimlerinde sitotoksik etkilerinin incelenerek arastirilmasi hedeflenmistir.

Zeng ve ark., Thymus vulgaris'ten ekstrakte edilen timoliin antitlimdrojenik
Ozelliklerini incelemistir. Timol’iin kolon kanseri hiicre hatlarinda in vitro olarak hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini ve apoptoz ve hiicre dongiisii durmasini indiikledigini
gostermistir. Yaptiklart in vivo ¢alisma ile BALB/c ¢iplak farelerde Timol’iin timor
hacminde 6nemli bir azalmaya yol actigin1 gostermistir. Kolon kanserinde Tmol’1in,

BAX/Bcl-2 sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla apoptozunu indiikledigini in vitro ve
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in vivo olarak Wnt/B-katenin yolunun aktivasyonunu inhibe ederek kolorektal kanser
hiicre epitelyal-mezenkimal gecisini (EMT), istilasint ve metastazi baskiladigi
gosterilmistir (99).

Nicsik ve ark., MCF-7 (meme adenokarsinomu), H460 (akciger karsinomu) ve
MOLT-4 (akut lenfoblastik losemi) hiicre hatlarinda T. vulgaris’den elde edilen
esansiyel yagin kanser hiicre proliferasyonunu azalttigini gostermistir (100).

Benedetti ve ark., T vulgaris esansiyal yagmin (EO) MDA MB-231 (Uglii
negatif) hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu, migrasyonu, koloni olusumunu
azalttigin1  gostermistir.  Calismalarinda, EO’nun antiproliferatif  etkisinin,
mitokondriye bagimli apoptozun indiiklenmesi ile ilgili oldugunu gostermistir. Ayni
zamanda 7. vulgaris EO’nun ROS olusumuna, lipit peroksidasyonunun artmasina ve
antioksidan ekspresyonunun azalmasina yol actig1 gosterilmistir (101).

Kubatka ve ark., calismalarinda 7. vulgaris’in antitimor etkilerini in vivo ve in
vitro meme karsinomu modellerinde degerlendirmeyi amaglamistir. 7. vulgaris (sap
olarak), kimyasal ile olusturulmus sican meme karsinomu modelinde ve sinjeneik bir
4T1 fare modelinde diyette %0.1 ve %]1'lik konsantrasyonlarda beslendi. Her iki dozda
da 4T1 tiimdrlerinin hacmini kontrole grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla %85 (%0,1)
ve %84 (%]1) oraninda azalttigini, sican modelinde ise tiimor sikligini kontrole gore
%353 oraninda azalttigin1 gozlediler. Yaptiklari in vitro calisma ile T. vulgaris esansiyel
yaglarimin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde antiproliferatif ve proapoptotik
etkilerini ortaya koydular (102).

Calismamizda MDA MB-231 (Uglii Negatif) ve BT-474 (Luminal B) hiicre
hatlarinda T. vulgaris metanol ekstresinin etkin konsantrasyonlarda; Tiimor hiicre
proliferasyonunu,tiimdrogenez kapasitesini azalttig1, tiimor hiicrelerinin invazyon ve
migrasyonunu engelledigi gosterildi.

Hem MDA MB-231 hem de BT-474 hiicre hatlarinda Thymus vulgaris
gruplarmin diger standart kemoterapotik gruplara kiyasla invazyon ve migrasyonu
engellemede daha basarili oldugu gozlendi. Her iki hiicre hattinda da Kombin-1 grubu
incelendiginde ise’ Thymus Vulgaris’ nin Paklitaksel’in invazyon ve migrasyon
tizerindeki etkinligini arttirdig1 gdzlendi.

Total Antioksidan Seviyeleri (TAS) degerlendirildiginde; Kombin-1 grubunun
hem iki hiicre hattinda da diger tedavi gruplarina kiyasla daha ytiksek oldugu gozlendi.
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BT-474 hiicre hattinda Oksidatif Stres Indeksi’nin (OSI) Kombin-1 grubunda diger
tedavi gruplarina kiyasla daha diisiik oldugu saptandi. Bu da 7. vulgaris ve PAC’1n
sinerjistik etki gosterdigi, PAC’in Oksidatif seviyesinin T. vulgaris ile azaldigini
gostermektedir.

Khalil ve ark., T spicata etanolik ekstresinin meme kanseri iizerindeki etkisini
MCF-7 (Luminal A) hiicre hatt1 kullanarak belirlemeyi amaclamistir. Hiicre
proliferasyonu ve metastaz lizerinde etkili oldugunu gostermistir. Elde ettikleri
sonuglar dogrultusunda etanolik ekstrenin sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda
meme kanseri hiicrelerinin timdr olusumunu in vitro engelleyebilecegi gosterilmistir
(15).

Moayeri ve ark., T. spicata ekstresinin kiiciik hiicreli dis1 akciger (KHDAK)
kanserinde antikanser etkileri ve bu etkinin NOX2 ve Bax/Bcl-2 oranindaki artigla
iligkili oldugunu gdstermistir (103).

Calismamizda, MDA MB-231 (Uglii Negatif) ve BT-474 (Luminal B) hiicre
hatlarinda 7. spicata’nin etkin konsantrasyonlarda proliferasyonu azalttig1 gozlendi. T.
spicata’nin her iki hiicre hattinda da Paklitaksel’e gore invazyon ve migrasyonu
engellemede daha basarili oldugu yara iyilesme analizi ile gosterildi. BT-474 hiicre
hattinda, Kombin grubunun, tek basina TSso ve PACso grubuna gore invazyon ve
migrasyonu engellemede daha basarili oldugu gozlendi. Tiimdrogenez kapasitesinin
degerlendirildigi Soft Agaroz Koloni Formasyon Analizi’nde 7. spicata’nin sferoid
olusumunu azalttig1 ve engelledigi gozlendi.

Khalil ve ark., T_ spicata etanol ekstresinin, ROS diizeylerini ve NO salinimini
arttirdigini, bu sekilde apoptozu tetikledigini gostermistir. Calismamizda 7. spicata
hexan ekstresinin, Total Antioksidan Seviyesi’ni (TAS) arttirdigi, Oksidatif Stres
Indeksi’ni (OSI) azalttigi saptandi. OSI’ni diisiirerek anti-proliferatif etki gosterdigi

Ongoriisiindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda 7. vulgaris ve T spicata, insan meme adenokarsinom hiicre
hatlarinda bulunan etkin konsantrasyonlarda; kanser hiicrelerinin proliferasyonunu,
invazyonunu, migrasyonunu, timorogenez kapasitesini engelledigi gozlendi.

fleri ¢alismalar ile ekstrelerin icerisindeki etken maddenin kesfedilmesi ile daha
diisiik dozlarda etkinlik bulunmasinin saglayabilecegi Ongoriisiindeyiz. Her iki
ekstrenin de insan meme adenokarsinom hiicre hatlarinda invazyon ve migrasyonu
Oonlemede basarili oldugu ve sferoid olusumlarini azalttig tespit edildi. Calismamizda,
T vulgaris ve T spicata ekstrelerinin standart tedavide kullanilan Paklitaksel ile
arasinda sinerjik etki oldugu gézlenmistir.

Elde edilen bulgularin in vivo yontemler ile aydinlatilmasi gerektigini

diisiinliyoruz.
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Summary

Purpose: The adipose tissue plays a role in carcinogenesis
with the adipokines it generates. Apelin is an anti-obesigen-
ic adipokine, and assumes roles in both vascularization and
tumor cell proliferation. The present study aimed to inves-
tigate changes in apelin levels, in postmenopausal breast
cancer (BC) patients receiving aromatase inhibitors (Als).
Methods: Forty early-stage postmenopausal BC patients
treated with Als with no history of chemotherapy admin-
istration were included in the study At the beginning, we
measured serum apelin levels in postmenopausal BC pa-
tients who were receiving Als and healthy women of similar
age arnd normal body mass index (BMI) (control group).
We evaluated changes in the body composition, serum lipid
profile and serum apelin levels at the beginning and the 12
month through anthropometric mensurements and bivelec-
tric impedance analysis.

Results: Forty subjects with postmenopausal BC had a
median age of 57 years (range 44-82). BC patients exhib-
ited significantly higher apelin levels and body mass index

Introduction

BC is the most prevalent type of cancer
among women and represents the primary cause
of cancer-related deaths worldwide. About 80%
of primary BCs are hormone-sensitive and these
patients may be treated with endocrine therapy

(BMI) scores compared to the control group (p=0.0001,
p=0.0001, respectively). The 12* month's measurements
indicated reduced apelin levels in 24 patients (60%) and
increased apelin levels in 16 patients (40%) compared to
the initial figures. With respect to the parameters, the pa-
tients with reduced apelin levels had significantly different
waist-to-hip ratio (WHR) and fat mass scores compared to
those with higher apelin levels (p=0008, p=0.047, respec-
tively).

Conclusion: This study showed that postmenopausal BC
patients had high levels of apelin and high BMI scores. This
finding suggests that apelin promoted carcinogenesis par-
ticularly in obese individuals. The massive and metabolic
changes observed in the far tissues of the postmenopausal
BC patients receiving Als will especially affect the BC-asso-
ciated outcome.

Key words: apelin, postmenopausal breast cancer, aro-
matase inhibitors

[1,2]. The enzyme aromatase is a member of the
cytochrome P450 superfamily. Located on chro-
mosome 15, aromatase is encoded in the CYP19A1
gene [3). Aromatase is involved in the last step of
estrogen biosynthesis that converts testosterone
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ABSTRACT

Objective: We aimed to investigate changes in body composition, serum asymmerric dimethyl arginine (ADMA) and endothe-
lin-I{ET-1) levels before and after adjuvant chemotherapy in early breast cancer patients.

Methods: Seventy-two patients with early breast cancer wiho admirted to our outpatient clinic were included in the study.
Before and after chemotherapy, the antlropometric measuremenis and bivelectrical impedance analysis with TANITA device, body
compositions, serum ADMA and ET-1 levels were recorded.

Resulis: There was a statistically significani increase of serum ADMA levels | 112 [0+52 24 ngiml vs. 206 34212802 ng/ni,
p=0.00 ) after chemotheragy. On the other hand, the decrease of serum ET- | levels was not siatistically significant (2. 1V+6.465
vi.l 68+ 71, p=0.57). ADMA levels was similar in both of the groups treated with anthracyeline or anthracyeline pins tavane regi-
mens. There was no relationship between serum ADMA levels and disease stage/grade, hormone or nodal status. The changes in
bedy composition and antropometric measirements were not statisticallv significant.

Conclusion: The increased serum levels of ADMA could be caused by the oxidaiive stress, apopiosis and endothelial dysfunc-
tion secondary to chemotherapy and the decreased estrogen levels. The decrease in serum ET-1 levels might be due to the inhibition
of cell proliferation and angiogenesis due to adjivant chemetherapy.

Keywords: ADMA, Endothelin-1, early stage breast cancer, adjivant chemotherapy.

DEM: 1919303936384 _2007_4 081
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Introduction

Breast cancer is the most common malignant
tumor seen in women worldwide and it is a major
cause of mortality and morbidity™. Systemic adju-
vant chemo- and hormone therapies are utilized to
avoid micro-metastasis in early stage breast cancer
patients'. Today. adjuvant chemotherapy protocols
mostly include anthracyeline and taxane™.

Cardio-toxicity is the most important adverse
effect of anthracyclines and it is the limiting factor

for long-term or repetitive administration~). The
organ culture and rabbit model studies showed that
doxorubicin induces apoptosis of endothelial cells
and causes endothelial dysfunction™".

Docetaxel induced endothelial dysfunction
through the PKCh/NADPH oxidase (protein kinase
C beta/Nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate -oxidase) pathway was illustrated recently™.
Another important factor for endothelial dysfunc-
tion is PKC (protein kinase C) activation during
oxidative stress"™.
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Alacacioglu®, Mustafa Oktay Tarhan®

'Department of [nternal Medicine, [zmir Katip Celebi University, Ataturk Training and Rezearch Haospital, [zmir, Turkey;
“Department of Biochemistry, [zmir Karip Celebi University, Ataturk Training and Research Hospital, Izmir, Turkey: *Department

of Medical Oncology, Izmir Katip Celebi University, Ataturk Training and Research Hospital, [zmir, Turkey; “Depariment of
General Surgery, [zmir Katip Celebi University, Ataturk Training and Research Hospital, [zmir, Turkey; “Institute of Oncology,
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Sumtary

Purpose: Galectin-1 is a lectin involved in the carcinogenesis
of many cancers. In the present study, we aimed to investi-
gate the importance of galectin-1 in breast cancer carcine-
genesis and its relationship with tumor development.

Methods: Patients who were diagnosed with new breast
cancer and a healthy volunteer population were included in
the study. Preaperative and postoperative (1 month follow-
ing visit at the medical oncology outpatient clinic) serum
samples were collected from breast cancer patients and the
healthy volunteer control group.

Results: There was no statistically significant difference
between patients” age. height, weight and body mass index
(BMI) (p=0.05). The mean galectin-1 value of the preopera-
tive group was 2.16+0.69 ng/ml, in the postoperative group;
1.7520.31 ng/ml, and the healthy control group 1.0420.40
ng'ml. A comparison of mean galectin-1 values between the
groups showed that the highest galectin-1 level was found

Introduction

In addition to being the most common type of
cancer in women, breast cancer is also the leading
cause of death for women. Primary etiological fac-
tors that are considered to intensify breast cancer
development include genetic factors, diet, repro-
ductive factors, and hormenal imbalances [1,2].

in the preoperative patients. When the mean serum galec-
tin-1 levels of preoperative and postoperative patients were
compared, a statistically significant difference was found be-
tween the two groups (po0.001). Furthermore, a comparison
of the control group and preoperative patients also revealed
a statistically significant difference between the groups
(p=0.001). When the contral group and postoperative pa-
tients were compared, no statistically significant difference
was found between them (p=0.16).

Conclusion: Serum galectin-1 levels were higher in breast
cancer patients than m the healthy control group. In addi-
tion, postoperative galectin-1 levels of breast cancer patients
tended to decrease. This suggests that serum galectin-1 levels
are impartant in breast carcinogenesis and positively cor-
related with the presence of tumors.

Key words: galectin-1, breast cancer, carcinogenesis, non-
metastatic

Galectins are members of the lectin protein
family. These galactoside-binding proteins were
first identified by Barondes et al in 1994. Galectins
are known to be involved in cellular events such as
cell proliferation, cell cycle control and apoptosis,
as well as tumor invasion [3). The first discovered

Corresponding author: Ahmet Alacacioglu, MD. Izmir RKatip Celebi University, Ataturk Training and Research Hospital, Medical

Oncology Clinic, 35360 Tzmir, Turkey.
Tel: + 00 232 243 43 43, Email- dralaca2000@yahoo.com
Received: 09/04/201%; Accepted: 25/05/2019
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olved in the carcinogenesis of many cancers. In the present study, we aimed to

Purpose: Galectin-1 is a lectin inve

investigate the importance of galectin-1 in breast cancer car andits with tumor
Methods: Patients who were diagnosed with new breast cancer and a healthy volunteer population were included in
the study. Preoperative and postoperative (1 month following visit at the medical oncology outpatient dlinic) serum

samples were collected from breast cancer patients and the healthy volunteer control group.
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ABSTRACT

Objectives: Thymbra types m Turksh puble  medicme,
anlioxidant, anliseptic, antussil, degassing, 1l is widely used due
1o antimflammatory and antimicrobial activities. This stedy aims
1o determine the effects of the hexane plant prepared from the
Thymbra spicata ( T%) on human breast adenccarcinoma cell lines
(MDA MB-231, BT-474). combined with the chemotherpeutic
drug Paclitaxel (PAC) used in the clinic, and the effects of
cyotoxic, antioxidant and metastalic process.
Materiabi-Methods: 10 and 102 concentrations of T% and
PAC in MDA MB 231 and BT-474 cells were determined by
MTT method. These two concentrations were compared with the
control m the treatment groups. Cell motlity 25 an indicatar of
metastatic patential evaluated by in vitro wound healing method.
Free oxygen radicals were analyoed with Total Oxidant Level
(TOS), Total Ant-Oxidam Level (TAS) kits. Colony formation
potential was evaluated by Sofl Agar Colony Formation Analysis
(Spheroid Model).

Risuli: The combined group was most effective on wotal
antoxadant levels. Compared 10 the control group, each of the
treatment groups showed a staustically significant antsoxsdant
effiect; It was ohserved that all treatment and combination groups
decreased the oxidative level, with the highest rate of PAC. The
total antioxsdant bevel in BT-474 was stanstically sigmificantly
higher i all treatment groups compared 1o the contrel growp. In
baoth cell lines, TS groups were found 1o be effiective m inhibiting
magralion and n.'|:|u|.'|:ng l.‘umm'ig_ml::n capacily.

Discwsion: [ has been observed m vitro that 7% imhibats cell
magration amd invasion and reduces the capacity of
umongenesis. We think that the effect of T% alone or in
combination with standard chemotherapeutics should be tested in
n vive studies in fature sisdses.

Kevwords: 10 spicata, invasson, melaslasis, IUMOrigeness.,
breast cancer

2B

OZET
Giris: Thvmbra tidenn Tiark halk hekiml@inde, antiokssdan,

antiseptik, antinssif,  gar  giderics,  antenfllamamar ve
antimikrobiyal  akivitelert  nedeniyle  vaygin  olarak
kullamalmaktadir. Bu cabisma, Thymbra spicate (T3) dan
harirlanan hekzan ekstakimin insan meme adenokarsinom hilere
hatlarmda (MDA MB-231, BT-474)  klnikie kullamlan
kemoterapdik lag Pakliaksel (PAC) ile kombme olarmk
sitotoksik, antioksadan ve metastatik siirece etkilering belirlemey
amaglamigtar.

Materyal-Metod: MDA MEB-231 ve BT-474 hiicrelennde T8 ve
PAC ail ICs ve K konsmirssyonlan, MTT yaniems ile
belirendi. Bu iki konsantrasyon, tedavi gruplannda kontrod ile
kargilagtinkh. Metastauk patansiyelin bir gistergesi olarak hibore
maotilitesi in vilro yara pyilesme yonterm ale degerlendinldi.
Serbest oksijen mdikalleri Total Okssdan Seviyesi (TOS), Total
Anti Oksadan Seviyes: [ TAS) kitlen ile amahz edildi. Soft A pgar
Koloni Olugum Analizi (5feroid Model) ile koboni olusiurma
potansayeli degerlendirilmisgtir.

Somsg: MDA MB-231'de Kombine Grup, total anboksidan
dilzeylermde en etkili garildi. Kontrol grubuna gére tedava
gruplanmn  bher binnin anlamh statsnksel antioksidan etk
giisterdafi; Oksidanl ditveyi, PAC m en yiksek omnda olmak
feere tim tedavi ve kombin gruplanonm azaling géelendi. BT-
474°de lal ant oksslan sevivesinmn tim ledavi gruplannds
kontrol  grubuma  ghre idatiksel olaak  anlaml  derecede
yilksektir. Her ki hibere hattinda da T35 gruplan migrasyonu
engellemede ve liménegenez  kapasilesing azalimada etkil
bulummugtur.,

Tartyyma: 75 min hibore magrasyon ve invazyonunu mhibe eilig
vie limingenes kapaatiean azalitaf in vitro olarmk ghelenmigtic.
Bundan somraks gulgmalarda 7% nin ek bagna ve standar
kemoterapdtiklerle kombine etksinin m vive argimalarda test
edilmesi gerekinfini diigiindyorue.
Anahtar  Kelimeler: 17 spicaia,
liimdingenez

invazyon,  melasla,

INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is the major and most common diagnosed
cancer in women, which accounts for 30% of new female cancer
cases and also the second cause of death in women warldwide.
In 2022, regandless of gender, breast cancer was the second most
frequently dizgnesed cancer worldwide, with a frequency adding
up o 11.9% [1]. Approximately one million breast cancer cases
are dizgnosed ammually worldwade. 11 is assumed that one m eight
waomen in the workd will develop breast cameer [2]. Despite of
new  Ineatmenl  opbons  immunotherapy,  antibody-drug
comjugates, PARP inhibitors and chemotherapeutic regimes,
hormaonal therapies, surgery and radiation therapy, known as old
methods, only one third of breast cancer patients are successfully
treated [3]. Resitance to drog treatmient, side-effects and cost are
magor  limitations  of cumenl treatmenl  strategies [4, 6]
Phyilochemicals have exhibited their potential to be a part or
substiluent af cancer drugs, at the same time reduced the cost and
the avoided adverse side effects. This simation led 1o the mcrease
of bmactive phylochemicals focused studies 0 neduce
chemothearapy related side elfects and increase chematherapy
effectiveness. Moreover, different phytochemicals may play
ameliorative role at different or rru.lll:ph.' slages durng cancer

development [T]. Pacliaxel{PAC) is a laxane that stabalizes

tarkbyokimysdemegi.org.ir
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ERKEN EVRE MEME KANSERLIHASTALARDA ADJUVAN KEMOTERAPININ

SERUM ADMA, ENDOTELIN-1 VE VUCUT KOMPOZISYONLARI UZERINE
ETKILERI

Murat Akyol', Leyla Demir®, Ahmet Alacacioglu®,Mete Kara', Hilya Ellidokuz’, Yuksel Kucukzeybek®, Yasar
Yildiz* Zehra Gumus'*,Vedat Bayoglu®, Ibrahim Yildiz', Tank Salman' Umut Varol®, Betul Kucukzeybek® , Lutfiye
Demir', Ahmel Dirican®, Recep Sutcu®,Mustafa Oktay Tarhan®

* lzmir Katip Geledl Universitesi Ataturk EJitim ve Aragtirma Hastanesi Medlkzl Onkoloji BSIOMG , ? Izmir Katip Gelebi

Universitesi Ataturk EJRim ve Arastirma Hastanesi Biokimya BoWma. , * Dokuz Eyldl Universites] Onkoloji Departmant
¢ fzmir Katip Geledi Universitesi Ataturk E§itim ve Aragtirma Hastanesi Patoloji BSIOma.

Giris: Meme kanser danyada kadinlar arasinda en sik gorulen kanser olup 6nemii morbidite ve
mortalite nedenidir. Erken evre meme kanseri tanisi alan hastalarda mikrometastazlar onlemek
amacryla sistemik adjuvan tedaviler (kemoterapi ve hormonoterapi) uygulanmaktadir. GGnomizde
coju meme kanserli hasta antrasiklin ve taksan grubu kemoterapotik ajanlan iceren semalari
almaktadir.

Meme kanseri hastalann prognozunda kardiyovaskaler hastaliklann, primer kanserden olam
oranlanna yakin derece etkili oldugu bulunmustur. Meme kanserinde artmis kardiyovaskaier
hastaliklann ve endotel disfonksiyonu riskini sadece sigara, hiperfipidemi, hipertansiyon gibi
geleneksel risk faktorieriyle aciklamak yeterli degildir .Endotel di sfonksiyonu kardryovaskiiler risk
faktorerinin ortak bir sonucudur ve artan reaktif oksijen tarevierinin bu endotel fonksiyon
bozuklugunun temel nedenlerinden birisi oldudu bilinmektedir. Endotelin 1 (ET-1) gibi vazoaktif
peptitier ile endojen nitrikoksit sentaz (NOS) inhibitora asimetrik dimetilarjinin (ADMA) birikimi endotel
disfonksiyonuna neden olabilir. ADMA'nin endotel fonksiyon bozuklugundan sorumiu faktorierden bir
oldujuna dair kanitlar vardir. ADMA, nikleoproteinlerde bulunan arjinin reziddlerine, protein arjinin
metiltransferaz (PRMT) enzimi tarafindan metal gruplannin sentezi sonrasi dizenlemeyle ekilenmesi
ve bu proteinlerin yikiimasi sonucunda meydana gelen ve Snemi giderek artan bir metillenmis arjinin
tarevidir. ADMA, nitrik oksit sentaz enzimi uzerinden nitrik oksitin (NO) endojen, spesifik ve yansmall
bir inhibitoradar.

Endotelelinler endotelin-1(ET-1), endotelin-2 (ET-2) ve endotelin-3 (ET-3) olmak tzere 21
aminoastt iceren 3 protein icermektedir. Endotelin-1 predominant form iken ET-2 ve ET-3 daha az
siklikla eksprese olur. Endotelinler spesik reseptorieri olan endotelin reseptor A ve endotelin reseptor
B'ye baglanarak hem parakrin hem otokrin fonksiyon gdstermektedirier. Endotelinler reseptorerine
baglandiktan sonra vazokonstruksiyon, agn,i nflamasyon ve daha onemlisi kanser gelisiminde rol
oynamaktadiriar.

Obesite diger bir kardiovaskuler risk faktordor. Adjuvan kombine kemoterapi tedavisi ile
sagkalim iyilesmesine ragmen tedavi ile iligkili olarak kilo artisi ve vilcut kompozisyonunda olumsuz
degisikler meydana gelmektedir.Daha onceki calismalar erken evre meme kanserli hastalann %50-
96 ‘'sinda adjuvant kemoterapi esnasinda 2.5-6.2 kg arasinda kilo artisi gosterilmistir. Kemoterapi
tedavisi esnasinda meydana gelen kilo artisinin kullanilan kemoterapotik ajana ve sOresine bagdh
olarak degistigi dosGnuUimektedir.

Erken evre meme kanserli hastalarda adjuvan kemolerapinin vicut kompozisyonlan ,serum
ADMA ve endotelin-1. dazeyleri Gzerine farkli ve sinirli bilgi mevcuttur.Bdylece biz bu calismada

adjuvan kemoterapinin vilcut kompozisyonlan ve serum ADMA ve endotelin-1 0zerine olan etkilenni
incelemeyi amacgladik. ,
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Amag¢: Lamiaceae familyasina ait Thymus cinsi antimikrobiyal, antiseptik, antiviral ve antifungal aktiviteler dahil

olmak tzere ¢oklu biyolojik ve farmakolojik dzelliklere sahlpﬂr Dag Kekngl olarak da bilinen Thymus Vulgaris (TV)

den hazirlanan metanol/su fazi ekstresinin insan meme adenokarsinom hiicre hatlarinda (MDA- MB-231 ve BT-

474), Klinikte kullamlan kemoterapénk ajan Paklitaksel (PAC) ile kombine edilerek 1 ve
tik pe yelinin belirl i ve kargilaghinimasi amaclanmigtr.

Gereg¢-Yontem: MDA-MB-231, BT-474 hiicrelerinde TV ve PAC ait 1Czs ve 1Cso konsantrasyonlan, MTT yontemi ile
belirlendi. Bu iki konsantrasyon, tedavi gruplaninda kontrol ile kargilastinilds. in vitro Yara lyilesmesi ydntemi ile
“Metastatik Potansiyelin Belirlenmesi” icin hiicre motilitesi incelendi. Soft Agar Koloni Analizi-3D- (Sferoid Maodel)
ile timorogenez kapasitesi degerlendirildi. Oksidatif Stres Parametreleri olan, Serbest Oksijen Radikallerinin
etkileri; Total Oksidan Seviyesi (TOS) / Total Anti Oksidan Seviyeleri (TAS) analiz edilerek incelendi.

Bulgular: Migrasyon ve invazyonun test edildigi yara iyilesmesi deneylerinde TVso dozunun etkili oldugunu
gozledik. PACso ve PAC:s dozlan kontrol grubuna kiyasla etkilidir. MDA-MB-231 hiicre hattinda soft agar koloni
olugum analizinde kontrol grubu ve TVs arasinda istatiksel agidan anlamli fark gézlenmigtir P<0,004. BT-474 hiicre
h da ise topl feroid saywsi, kombin grubu, kontrolle k landigind laml da dusiktir P<0,003.
MDA-MB-231 ve BT-474 hiicrelerinde kombin grubunun Total Anﬁoksndan Seviyeleri (TAS) diger gruplara (bzellikle
PACso grubu) kiyasia anlaml yiiksek bulunmustur P<0,005.

Sonm;: T. Vulgoris’in; meme kanseri hicre hatlarinda bulunan etkin konsantrasyonda kanser hicrelerinin
¢ogal lledigi h i elde ettigimiz bulgular ile dogrulandi. T. Vulgaris'in meme kanseri hicre
hatlarmda an!ikanser ilag adayr olabilecegi ongoérilmektedir. Calig da, T. Vulgaris'in standart tedavide

kullanilan Paklitaksel ile arasinda sinerjik etki oldugu gdzlenmistir. Gelecekteki aragtirmalanmizda, TV ve
kombinasyonlarinin etkilerinin in vivo y fe test edilmesi gerektigini 6n goruyoruz.

Anahtar Kelimeler: T. Vulgaris, meme kanseri, i

yorn, migrasyon,

ANTI-TUMOREGENIC EFFECTS OF THYMUS VULGARIS ON HUMAN BREAST
ADENOCARCINOMA CELLS

Tarik SALMAN', Arzu YILDIRIM?, Mehmet Ali KOCDOR?, Hilal KOCDOR?
* lzmir Katip Celebi University, Faculty of Medicine, Department of Medical Oncology, Izmir, Turkey
’Dokuz Eylul University Institute of Oncology, Department Basic Oncology, izmir, Turkey

3Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of General Surgery, Izmir, Turkey
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Objectives: The genus Thymus, belonging to the Lamiaceae family, has multiple biological and pharmacological
properties including antimicrobial, anﬁsepuc antiviral, and antifungal activities. The cytotoxic effect and

tial of hanol/water phase extract prepared from Thymus Vulgaris (TV), also known as
oregano, was combined with the clinically used chemotherapeutic agent Paclitaxel (PAC) in human breast
adenocarcinoma cell lines (MDA-MB-231 and BT-474). determined and compared.

Materials-Methods: ICzs and 1Cso concentrations of TV and PAC in MDA-MB-231, BT-474 cells were determined
by MTT method. These two conc tions were compared with the control in the treatment groups. Cell motility
was ined for "D ination of A tic Potential” by in vitro Wound Healing method.

Tumorogenesis capacity was evaluated by Soft Agar Colony Analysis-3D- (Spheroid Model). Effects of Free Oxygen
Radicals as Parameters of Oxidative Stress; Total Oxidant Status (TOS) / Total Anti-Oxidant Status (TAS) were
analyzed and examined.

Results: We observed that the TVs; dose was effective in d healing exper in which migration and
invasion were tested. PACso and PAC:s doses are effective compared to the control group. Statistically significant
difference was observed between control group and TVs in soft agar colony formation analysis in MDA-MB-231
cell line P<0.004. in BT-474 cell line, the total number of spheroids is significantly lower when compared to the
combi group and control P<0.003. Total Antioxidant Levels (TAS) of the combined group in MDA-MB-231 and BT-

474 cells were found to be significantly higher than the other groups (especially the PACso group) P<0.005.

Conclusions: T. Vulgaris; The hypothesis that it inhibits the proliferation of cancer cells at the effective
concentration found in breast cancer cell lines was confirmed by our findings. T. vulgaris is predicted to be an
anticancer drug candidate in breast cancer cell lines.
In our study, a synergistic effect was observed between T. Vulgaris and Paclitaxel used in standard treatment. In
our future research, we foresee that the effects of TV and its combinations should be tested by in vivo methods.

Keywords: T. vulgaris, breast cancer, invasion, migration, metastasis
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7. XI. Nadir Tiimdrler Sempozyumu, 23-25 Subat S6zli Sunum

N = 7
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Necla Demir, Hamed Moghanchi Zadeh, Mustafa Barig Kemahli, Seray Zorlu, Sibel Isik, Cineyt Narin,
Ahmet Ozveren
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INDEXSININ PROGNOSTIK ETKISI: TEK MERKEZ DENEYIMI

Melek Gzdemir

$3 MEME KANSER| TANI VE TEDAVISINDE YAPAY ZEKANIN YERI
Merve Ozkan, Umut Varol, ENif Atag, Ahmet Alacaciogiu

S4 KASA INVAZE MESANE KANSERI TEK MERKEZ DENEYIMI
Hayriye Tanin Demirgi, Tarik Salman, Melike Nur Unal, Seriban Tekel

S5 MEME KARSINOGENEZINDE RESISTIN VE SERUM SINDEKAN-1'IN ROLU
Ekin Akyddiz, Yasar Yildi, Yoksel KigOkzeybek
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INFLAMATUVAR KULLANIMININ HASTALIGA ETKISI

Tugay Atasever, Ahmet Emin Oztlrk

$7 HER POZITIF HASTALARDA NEOADIUVAN TEDAVI BASARISININ PET RADYOMIK VERILERI iLE
DEGERLENDIRILMESI

Mige Kurul Yeniay, Aysegul Aksu, Zeynep Golsim Gog

$8 KUCUK HUCREU AKCIGER KANSER|I HASTALARINDA MPV/PLT OLCUMUNUN PROGNOSTIK ONEMI:
PILOT CALISMA
Nurbanu inci, Sinan Unal

9 iKi FARKU KUGUK HOCRELI DISI AKCIGER KANSERI HUCRE HATTI ILE YAPILMIS ENERI
METABOLIZMAS! CALISMASI: DEGUELIN'IN ETKILERI
Ezel Bildik, Arzu Yildinim, Yagmur Kaya, Mehmet Ali Kogdor, Hilal Kogdor

$10 MEME KANSER|I HUCRE HATLARINDA THYMUS VULGARIS ve THYMBRA SPICATA EXSTRAKTLARININ
ANTITUMOR AKTIVITESININ INCELENMESI
Tark Salman, Arzu Yildinm, Mehmet Al Kogdor, Yagmur Kaya, Ezel Bildik, Hilal Kogdor

$11 NEOADJUVAN TEDAVI ALMIS MEME KANSERI HASTALARINDA PATOLOJIK TAM YANIT iLE
PROGNOSTIK NUTRISYONEL INDEXS ARASINDAKI ILISKi

Berrak Mermit Ercek, M. Naci Aldemir
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S10

MEME KANSERI HUCRE HATLARINDA THYMUS VULGARIS ve THYMBRA SPICATA
EKSTRAKTLARININ ANTITUMOR AKTIVITESININ iINCELENMESI

Tark Salman?, Arzu Yildinm?, Mehmet Ali Kogdor?, Yagmur Kaya?, Ezel Bildik?, Hilal Kogdor?
*Izmir Katip Celebi Universitesi, Atatark Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Onkoloji Klinidi,
lzmir, Tiirkiye
2Dokuz Eylil Universitesi, Onkoloji Enstitisd, Temel Onkoloji Anabilim Dali, lzmir, Tirkiye
3Dokuz Eylul Universitesi, Tip Fokiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dah, lzmir, Tirkiye

Girig: Thymus vuigaris (TV) ve Thymbra spicata (TS), Lami family ait bitki torleridir. A biyal,

mmunmwmmmm«emmmntmmmmv
TV ve TS ekstreleri, insan meme adenckarsinom hixre hatlannds (MDA-MB-231 ve BT-474), Winikte kullanilan
kemoterapdtik ajan Paklitaksel (PAC) ile kombine edilerek sitotoksik etkilerinin ve metastatik potansiyellerinin

belirlenmesi ve varsa sinerjistik etiderinin kargdagtdmas: amaclanmugtr.

Materyal-Metot: MDA-MB8-231, BT-474 hicrelerinde TV, TS ve Pakiitaksel (PAC) ait ICSO ve IC25 konsantrasyonlan,
MTT yb i dle belirlendi. Belirl konsantrasyonlara gore TVS0, TV2S, TS50, TS2S, PACSO, PAC2S,
TV25+PAC2S (Kombin-1) ve TS25+PAC2S (Kombin-2) olmak Uzere toplam dokuz grup belirlendi. invazyon ve
migrasyon Gzerindeki etkileri Yara lyilegme Analizi ile deferlendirildi. Tumorogenez kapasiteleri, Soft Agaroz Koloni
Formasyon Analizi (3D Sfreoid) dle belirflendi. Total Oksidan Seviyeleri (TOS) ve Total Antioksidan Seviyeleri (TAS)
seviyeleri belirlenerek Oksidatif Stres Indeksleri (OSI) hesapland:. Sigma Stat Version 3.5 programu kullandarak
statiksel analzler gergeklegtirildi.

Bulgular: Yara lyileyme Analzinde; Mm-mmhmmmwso TV25+PAC2S (Kombin-1), TS50, TS25+PAC2S
(Kombin-2) gruplannin yara agkid yU k i kap ile kargdagtirddiginda- swrasayls; %55,14,
%51,20, %7388 ve %47,44"t0r. BT-474 hmemmdnhewm %53,83, %46,75, %68,66 ve %65,69'dur. Soft
mmmm.mum mmhmmmamwsomcemm
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlami & id sayes: dOglktir (p<0,004). MDA-M8-231 ve BT-474
hicre hatlarnda TV25+PAC2S (Kombin-1) grubunun Total Antioksidan Seviyeleri (TAS) dier gruplara kiyasta anlaml
yiksek bulundu (P<0,005). MDA MB 231 hicre hattinda, rssoyuumnwmmummmﬂﬂ«m
tedavi gruplanna gore istatiksel olarak anlamh derecede ylksektir (p<0,004). BT-474 hicre hattinda ise Total
Antioksidan Seviyesi (TAS) deferlendiridiginde; TSSO grubu Kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamis
derecede dugiktir (p<0,004).

Sonug: Tmuisvel’ Smebudulmmnmmmxremmmm

kons kanser h ¢OR: B !O goziendi. Mer iki ek in de insan meme
mmhmehmna yOn ve migrasy de baganh oldugu ve sferoid olugumianni azalttydh
tespit edildi. Caly da, TV ve TS ekstrelerini dart tedavide kulland. Pnkiwulieunuuuumykeui
olduu gdzlenmigtir. Elde edilen bulgulann in vivo caliymalar ile destek) i gerektiini digindy

Anahtar Kelimeler: T. vulgaris, T. spicata, i yon, migrasyon,
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