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OZET

MSM’nin OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 Over Kanser Hiicrelerinde Apoptoz ve
Otofaji Uzerindeki Etkileri

Diinya genelinde, over kanseri kadinlarda en yaygin yedinci kanser tiiriidiir ve kanser kaynakli
Oliimlerin en yaygin sekizinci nedeni olup bes yillik hayatta kalma orami %45'in altindadir. Bu
hastaligin ortadan kaldirilmasinda baslica tedavi secenekleri cerrahi ve kemoterapidir. Bunlarin
yaninda hedefli tedaviler ve hormonlar da kullanilmaktadir. Programli hiicre 6limii (PCD) olarak
adlandirilan apoptoz ¢ok hiicreli organizmalar icin hem fizyolojik hem de patolojik olarak Snem
tagiyan bir olgudur. Kanser ekseninde apoptoz siireclerinin saglikli isletilememesi ve apoptoza direng
gelisimi gozlenmektedir. Hiicre canliligini etkileyen bir baska olgu olan otofaji ise hiicrenin kendi
kendini sindirmesi olarak bilinen, hiicrenin organel ve igeriginin otofagozom olarak adlandirilan ¢ift
zarli vezikiillerin i¢ine alinarak lizozomal yikimin gergeklestigi homeostatik katabolik bir siiregtir.
Otofaji, onkojenik aktivasyon sonrasinda kanseri tegvik etmekte; ancak tiimoriin baglamasi ve malign
doniisiimde hasarli ve bozuk hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda inhibitor etkiler de sergilemektedir.
Bu nedenle, otofajinin kanser gelisiminde ikili rolii oldugu bildirilmistir. Son yillarda, daha az yan etki
potansiyeline sahip olmalar1 nedeniyle dogal iiriinler ve diyet destek preparatlarmin kanser karsiti
etkilerinn arastirilmas dikkat gekici bir arastirma alani olmustur. Genel olarak giivenli olarak taninan
(GRAS) bir madde olan ve yiiksek dozlarda toksik etki sergilemeksizin kullanilabilen MSM, agr1,
iltihaplanma, alerji, artrit, parazit enfeksiyonlar ve sag, cilt ve tirnaklarda normal keratin seviyelerinin
korunmast gibi ¢ok ¢esitli durumlarda kullanilan popiiler bir besin takviyesidir. Gegtigimiz birkag y1l
icerisinde MSM’in ¢esitli kanser hiicreleri tizerinde apoptotik etkiler sergileyebildigi bildirilmistir. Bu
calismada MSM, OVCAR-3, SKOV-3 Ve A2780 over kanseri hiicreleri iizerinde test edilmistir.
Hiicreler farkli dozlardaki MSM ile inkiibe edildikten sonra canlilik testi, kaspaz aktivite tayini,
apoptoz tayini ve otofajik otofagozomlarin belirlenmesi spektrofotometrik 6l¢iim ve akim sitometri ile
gerceklestirilmistir. MSM’nin her {i¢ over kanseri hiicresi iizerinde de belirli dozlarda hiicre canliligini
anlamli olarak azalttigt ve apoptozu anlamli olarak indiikledigi belirlenmistir. MSM’nin etkin
sitotoksik dozlar1 arasinda olan 300 mM dozda her ii¢ over kanseri hiicresinde de kaspaz-3 enzim
aktivitesini anlamli olarak arttirdig1 belirlenmistir. Otofagozomlarin floresan boyanmasi ise MSM’nin
300 mM ve 400 mM’lik dozlarinda farkli etkiler sergiledigini ortaya koymustur. SKOV-3
hiicrelerinde 300 mM ve 400 mM MSM kontrol grubuna gore otofagozomlarin floresan boyanmasini
arttirmig, OVCAR-3 hiicrelerinde sadece 300 mM MSM ile boyanmada arti, 400 mM MSM ile
boyanmada azalma gozlenmis, A2780 hiicrelerinde ise 300 mM MSM dozuyla anlaml bir degisiklik
belirlenmemis, 400 mM MSM ile boyanmada azalma belirlenmistir. Ozetle, bu ¢alismanin sonuglar
MSM’nin kaspaz-3 enzim aktivitesini arttirdig1, apoptozu indiikledigini ortaya koymustur. Gelecekte,
MSM’nin otofaji iizerindeki etkileri ise doza bagimli olarak farklilik gostermistir. MSM ’nin,
apoptotik bir ajan olarak over kanseri tedavisi i¢in klinikte kullanimina y6nelik ¢alismalarin yapilmasi
ve otofaji lizerindeki etkilerinin daha ayrintili analizi 6nerilmektedir.

Anahtar Soézciikler: Apoptoz, otofaji, metilsiilfonilmetan, Over kanseri, OVCAR-3, SKOV3, A2780



SUMMARY

Effects of MSM on Apoptosis and Autophagy in OVCAR-3, SKOV-3 and A2780

Ovarian Cancer Cells

Worldwide, ovarian cancer is the seventh most common type of cancer in women and the eighth most
common cause of cancer death, with a five-year survival rate of less than 45%. The main treatment
options for eliminating this disease are surgery and chemotherapy. In addition, targeted therapies and
hormones are also used. Apoptosis, called programmed cell death (PCD), is a phenomenon of both
physiological and pathological importance for multicellular organisms. In the cancer axis, the failure
of apoptosis processes to operate properly and the development of resistance to apoptosis are
observed. Autophagy, another phenomenon that affects cell viability, is a homeostatic catabolic
process known as the self-digestion of the cell, in which the organelles and contents of the cell are
enclosed in double-membrane vesicles called autophagosomes and lysosomal destruction occurs.
Autophagy promotes cancer after oncogenic activation; However, it also exhibits inhibitory effects in
the elimination of damaged and damaged cells during tumor initiation and malignant transformation.
Therefore, autophagy has been reported to have a dual role in cancer development. In recent years,
investigating the anti-cancer effects of natural products and dietary supplement preparations has
become a remarkable research area because they have less potential for side effects. MSM, a generally
recognized as safe (GRAS) substance that can be used in high doses without toxic effects, is a popular
dietary supplement used for a wide variety of conditions, including pain, inflammation, allergies,
arthritis, parasitic infections, and maintaining normal keratin levels in hair, skin and nails. Over the
past few years, it has been reported that MSM can exert apoptotic effects on various cancer cells. In
this study, MSM, OVCAR-3, SKOV-3 and A2780 were tested on ovarian cancer cells. After the cells
were incubated with different doses of MSM, viability test, caspase activity determination, apoptosis
determination and determination of autophagic autophagosomes were performed by
spectrophotometric measurement and flow cytometry. It was determined that MSM significantly
reduced cell viability and significantly induced apoptosis at certain doses on all three ovarian cancer
cells. It was determined that MSM significantly increased caspase-3 enzyme activity in all three
ovarian cancer cells at a dose of 300 mM, which is among the effective cytotoxic doses. Fluorescent
staining of autophagosomes revealed that MSM exhibited different effects at doses of 300 mM and
400 mM. In SKOV-3 cells, 300 mM and 400 mM MSM increased the fluorescent staining of
autophagosomes compared to the control group. In OVCAR-3 cells, an increase in staining was
observed only with 300 mM MSM and a decrease in staining with 400 mM MSM. In A2780 cells, no
significant change was detected with the 300 mM MSM dose. A decrease in staining was determined
with 400 mM MSM. In summary, the results of this study revealed that MSM increased caspase-3
enzyme activity and induced apoptosis. In the future, the effects of MSM on autophagy differed
depending on the dose. It is recommended to conduct clinical studies on the use of MSM as an
apoptotic agent for the treatment of ovarian cancer and to analyze its effects on autophagy in more
detail.

Keywords: Apoptosis, autophagy, methylsulfonylmethane, Ovarian cancer, OVCAR-3, SKOV3,
A2780
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ONSOZ

MSM’nin ¢esitli kanserlerde apoptoz iizerine c¢alismalarini bulunurken daha once
over kanseri lizerinde apoptoz ve otofajiye ile ilgili daha 6nce hi¢bir ¢aligma yapilmamustir.
MSM’nin klinik olarak kanseri tedavilerinde destekleyici olarak kullanilmasi ve GRAS
olarak tanimlanan MSM’nin kemoterapétik ilaclara oranla ¢ok yiliksek dozlarda gilivenle
kullanilmasindan dolay1 bu tez calismasinda over kanser hiicre serisi olan OVCAR-3,
SKOV-3 ve A2780 ile apoptotik ve otofajik yolaklarin etkin oldugu bir sistem olusturularak
bu hiicre modeli iizerinde otofaji ve apoptoz {iizerine olan etkilerinin arastiriimasi

hedeflenmistir.

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarinda
gergeklestirilen bu tez caligmasinda antikanser etkileri bulunan Metilsiilfonilmetan’in,
Ovecar-3, Skov3, A2780 over kanser hiicreleri {izerinde apoptoz ve otofaji iizerine etkileri ilk
kez ortaya konulmustur. Metilsiilfonilmetan’in OVCAR-3, SKOV-3, A2780 over kanser

hiicrelerinde apoptoz ve otofaji tizerine etkileri arastirilmugtir.

Bu tez calismasi Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii’niin

19L.0237008 proje numarasi ile desteklenmistir.

Tezimin hazirlanmas1 bana her zaman destek olan, sabir ve azimle tiim bilgi
birikimini ve deneyimlerini paylasan, yardimlarin1 asla esirgemeyen, bu yolda ne zaman
umutsuzluga diissem tiim gilizel enerjisiyle beni yeniden asla ¢aligmaya devam ettiren
degerli hocam ve tez damismanim Dog. Dr. Arzu Zeynep KARABAY’a sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora tez caligmalarim sirasinda yardimlarini her zaman yanimda hissettigim
Biyokimya Anabilim Dali Bagkani, Prof. Dr Fiigen AKTAN’a, tiim bilgi ve deneyimleri ile
calismalarima 151k tutan Dr.Ogretim iiyesi Asli KOC, Arastirma gorevlisi Dr Ecem KAYA
SEZGINER ve Arastirma gorevlisi Nuri OZMEN’e tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak bu siirecte her zaman yanimda olan desteklerini hi¢ esirgemeyen annem

esim Levent, annem ve g¢ocuklarim Goktirk Omer ve Kiirsat Yusuf’a tesekkiirlerimi

sunarim.
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1. GIRIS

Diinya ortalamasma bakildiginda kadinlarda over kanseri en yaygin kanser tirii
olarak yedinci siradadir ve kansere bagli oliimle bakildiginda bes yillik hayatta kalma orani
%45'in  altindadir (Webb ve Jordan, 2017). Jinekolojik kanserlerin kitalara gore cografi
dagilimi degisim gostermektedir. Ekonomik agidan gelismislikleri diisiik olan Afrika ve
Giiney Amerika iilkelerinde jinekolojik kanserler daha sik goriilmektedir (Sung vd., 2021).
Tiirkiye istatistiklerine gore tim yas gruplarindaki kadinlarda goriilen over kanseri yiizdesi
%6.3’tiir, kadmlarda goriilen kanserler iginde 7. siradadir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri,
2017). Jinekolojik kanserler iginde en ¢ok O6liim oranina sahip olan bir kanser olmasi,
belirtilerin ge¢ farkedilmesi, ge¢ tani almasi ve son yillarda oranlarinda artis goriilmesi
sebebiyle over kanserinin terapisinde yeni tedavi sec¢eneklerinin gelistirilmesine yonelik

arastirmalar hiz kazanmistir.

Apoptoz kontrolsiiz hiicre yayilmasini kontrol ederek doku homestazini korur ve
meydana gelen gereksiz veya zararl hiicreleri yok etmek igin siki sekilde komtrol edilen
programli hiicre 6limii (PCD) mekanizmasidir (Goldar vd., 2015). Apoptoz bir ¢ok
hastaligin ortaya ¢ikmasinda da 6nemli bir faktér olarak islev goriir. Norodejeneratif
hastaliklar s6z konusu oldugunda artmis apoptoz; kanser gibi bazi hastaliklarda ise azalmis
apoptoz hastalikla iliskilendirilmektedir (Wong, 2011). Apoptoz, saglikli hiicrenin dongiisii,
immiin sistemin diizgiin sekilde ¢alismasi gibi ¢esitli hiicresel olaylarin 6nemli bir pargasidir.
(Elmore, 2007). Bugiine kadar yapilan arastirmalar igsel (intrinsik) ve digsal (ekstrinsik)
olmak {izere iki ana apoptotik sinyal yolaginin oldugunu gostermistir. (Elmore, 2007). Igsel
yolakta hem anti apoptotik hem de pro-apoptotik etkileri olan Bcl-2 protein ailesinin
etkilesimi hiicrenin apoptotik silirece girip girmeyecegini belirler. Bcl-2 ailesine ait
heterodimer olarak bulunan Bcl-2/Bax orani bazi malignitelerde tani konucu faktor olarak
kullanilmaktadir (Celepli, 2020). Dissal yolda ise apoptoz, hiicre disindan gelen sinyallerle
baslatilmaktadir.

Otofaji veya hiicrenin kendi kendini sindirmesi olarak bilinen hiicrenin organel ve
igeriginin  ¢ift zarli vezikiil olan autophagosome da saklandigi ve hiicresel bilesenlerin
bozulmasi nedeniyle yikimin lizozomal olarak yapildigi homeostatik katabolik bir siiregtir
(Mizushima vd., 2008). Otofaji mekanizmalarinda rol oynayan 30’dan fazla gen tanimlanmis
ve bunlara ATG (Autophagy-related proteins) ailesi adi verilmistir. ATG5, ATG12 ve
ATGl16L'den olusan kompleks, LC3II ile birlikte fagoforun uzamasim uyarir ve

otofagozomun olusmasimi igin gereklidir. P60, bu proteinlere baglanarak hiicreyi yikima


https://www.reverso.net/text-translation#sl=eng&tl=tur&text=The%20process%20of%20programmed%20cell%20death,%20or%20apoptosis,%20is%20generally%20characterized%20by%20distinct%20morphological%20characteristics%20and%20energy-dependent%20biochemical%20mechanisms.%20Apoptosis%20is%20considered%20a%
https://www.reverso.net/text-translation#sl=eng&tl=tur&text=The%20process%20of%20programmed%20cell%20death,%20or%20apoptosis,%20is%20generally%20characterized%20by%20distinct%20morphological%20characteristics%20and%20energy-dependent%20biochemical%20mechanisms.%20Apoptosis%20is%20considered%20a%

gotiiriir. P60 otofagozom olusurken LC3II’ye baglanir ve hedef protein ve organeller yeni
olugsan otofagozomda yutulur. Otofagozom daha sonra lizozomla birlesir ve igindekiler

sindirilir (Ndoye ve Weeraratna, 2016).

Otofajinin  modiilasyonu, bircok kanserde tiimdriin baskilanmasinda ve
desteklenmesinde aksi iki rol oynar. Aymi zamanda otofaji, germ hiicre &zelliklerinin
korunmasina, tekrarlanmasina ve antikanser tedavi sistemlerine direng gelistirilmesine sebep
olarak kansere sebep olan hiicrelerin 6zelliklerini diizenler. Her ne kadar rapamisin ve
Klorokin gibi bazi otofaji modiilatorleri antikanser tedavisinde otofajiyi diizenlemek igin
kullanilsa da, bu siire¢ hem tiimoriin baskilanmasinda hem de tegvikinde de rol oynadigindan
kanserdeki otofajinin kesin mekanizmasinin anlasilmasi i¢in daha fazla arastirma

gerekmektedir (Yun, 2018).

Kemoterapik ilaglarin selektif olmamasi, yiiksek toksisiteleri ve yan etkileri nedeniyle
dogal kaynakli ya da kimyasal olarak sentezlenen gida takviyesi olarak kullanilan
preperatlar yan etkilerinin daha az olmasi sebebiyle kanser tedavilerinde kullanilan ilaglara
alternatif olarak kullanilmaya calisilmakta ve bu alanda yapilan arastirmalara devam
edilmektedir. Metisiilfonilmetan (MSM), anti-enflamatuvar 6zelligi basta olmak iizere bagka
cesitli amaglar igin yaygin olarak kullanilan popiiler bir gida takviyesidir. MSM’nin anti-
enflamatuar etkisinin yaninda antioksidan ve antiapoptotik etkisi de vardir. Genellikle
givenli kabul edilir (GRAS) bir madde olarak bildirilen MSM, bilinen ve hafif yan
etkilerinin az olmasi sebebiyle giinde dort grama kadar dozlarda ¢ogu kisi tarafindan iyi
tolere edilir (Butawan vd., 2017).

Son yillarda bir orgonasiilfiir olan MSM’nin apoptotik etkisinin olmasi, oksidatif stresi
azaltmast ve GRAS olarak bilinen bir madde olmasi sebebiyle kanser tizerindeki etkilerinin

arastirilmasina yonelik ¢alismalar hiz kazanmigtir.

MSM g¢esitli in vitro ¢aligmalarda farkli kanser hiicre hatlarinda tek basina veya
kombine etkileri aragtirilarak metabolik ve fenotipik etkileri degerlendirilmistir. MSM ve
tamoksifen kombinasyonu, Jak2/STATS5b yolagini inhibe edip ve ER-pozitif meme kanseri
ksenograftlarinde tiimor bilyiimesini ve metastazini sinerjik olarak inhibe ettigi (Nipin vd.,
2015); MSM’nin, Meme Kanseri Biiyiimesini STAT3 ve STATS5b Yollarinin Down
regiilasyonu ile baskiladigi (Lim vd., 2012); MSM’nin metastatik Murine 4t1 (66CL-4)
hiicre serisi meme kanser hiicrelerinde ve insan meme kanser hiicrelerinde anti-kanser
aktivite gosterdigi (Caron vd., 2013); meme kanseri hiicrelerinde ve melanoma hiicrelerinde

birden fazla hipoksik ve hipoksik olmayan metastatif hedefi engelledigi (Caron ve Caron,



2015); MSM’nin, meme kanseri hiicrelerinde STATSb araciligiyla HER2 ifadesini
engelledigi (Kang vd., 2016); MSM’nin, apoptozun aktivasyonu ile hepatik tiimor gelisimini
baskiladigi (Kim vd., 2014); MSM’nin p53, Bax, Bcl-2, sitokrom ¢ ve PARP proteinlerini
hedefleyerek LPS/IFN-y-aktive edilmis RAW 264.7 makrofaj benzeri hiicrelerin apoptosisini
modiile ettigi (Karabay vd., 2016); AG490, MSM’nin Jak2 inhibit6rii kombinasyonunun
sinerjistik olarak mesane tiimér gelisimini Jak2/STAT3 yolu araciligiyla baskiladigi (Joung
vd., 2014); MSM’nin C2CI12 miyoblastlarinda kobalt kloriiriin neden oldugu hipoksik
toksisiteyi hafiflettigi (Kang vd., 2022); demir metabolizmasinin embriyonik kanser kok
hiicrelerinde metilsiilfonilmetan kullanarak trail aracili ekstrinsik apoptozu indiiklemek i¢in
potansiyel bir mekanizma oldugu (Kang vd, 2021); MSM’nin endometriyal kanser
hiicrelerini doksorubisine duyarl hale getirdigi (Kowalska vd., 2021); metilsiilfonilmetanin
hiicre dongiisiinii durdurdugu ve apoptozu indiikledigi ve HT-29 hiicrelerinin kok hiicre
potansiyelini baskiladigi ( Kang vd., 2020); metilsiilfonilmetanin A549 akciger kanseri
hiicrelerinde G2/M hiicre dongiisiinii durdurdugu ve igsela olim yolagi araciligiyla
proliferasyon ve apoptoz tizerinde etkisinin oldugu (Kim vd., 2020); MSM’nin apoptozu
indiikledigi ve prostat kanseri hiicrelerinin yayihmin azalttigi (Kowalska vd., 2018);
MSM’nin Yd-38 diseti kanseri hiicrelerinde G1 fazin1 durdurdugu ve mitokondriyal
apoptozu indiikledigi (Nipin vd., 2017) goriilmistiir. MSM'nin yapilan bazi c¢aligmalarda
hiicre dongiisii durdurdugu, nekroz veya apoptoz indiiksiyonu yoluyla hiicrenin hayatta
kalimimi Onleyerek bagimsiz olarak kanser hiicrelerine sitotoksik etkisinin oldugu

kanitlanmigtir.

MSM tarafindan hiicrenin gelisiminin ve ¢ogalmasinin engellenmesi, transkripsiyonel
ve/veya post trankskripsiyonel basamaklarindaki metabolik degisimlerden olabilir. MSM
STAT3 ve STATSb gibi faktorlerinin etkilerini ve DNA’ya baglanmay1 6nlemistir. Lim vd.
(2012), Nipin vd. (2014) Lim vd. (2012), Nipin vd. (2014) ve Kang vd. (2016); ayrica P53
transkripsiyon faktoriini MSM’nin korudugu Lim ve ark. (2012) tarafindan bulunmustur.
MSM Jak2 fosforilasyonunun indirek etkisi STAT3’tin DNA baglanmasini inhibe etmesi
olabilir (Joung vd., 2014). Bununla birlikte STAT3 ve STATSb’nin promotorlere
baglanmasini inhibe ederek vaskiiler biiyiime faktorii (VEGF) ( (Joung vd., 2014); (Lim vd,.
2012); (Nipin vd., 2015); (Caron, 2015)), 1s1 sok proteini (HSP)90a (Lim vd., 2012), ve
insiilin benzeri biiytime faktor reseptorii-1 (IGF-1R) (Joung vd., 2014); (Lim vd., 2012);
(Nipin., 2015) gibi onkojenik proteinlerin ekspresyonlarini azalttigi gézlenmistir. MSM IGF-
IR ve VEGF'nin ekspresyonu azaltmis insiilin benzeri bilyiime faktorii-1 (IGF-1) aracil,
hiicre canliligin1 ve c¢ogalmasini azaltarak timdr kaynakli biiylimeyi Onlemeye yardimei

olabilecegi diistinilmiistiir (Park vd., 2015; Werner ve Bruchim, 2012).



Kanser hiicre hatlarinda yapilan in vitro ¢aligmalarda, MSM kanser hiicrelerinin
normal fenotipine geri dondiirmiistir (Butawan vd., 2017). MSM ile tedavi, temas
inhibisyonu ve hiicre yaslanmasinin indiiklenmesi (Caron vd., 2010; Caron ve Bannon ,
2013; Caron ve Caron 2015; Caron vd., 2013) ve normallestirilmis yara iyilesmesi (Caron
vd., 2010; Caron vd., 2013) ile sonuglanir. Bu kismen, mikrotiibiillerin ayrilmasi ve dolayli
olarak yeniden birlestirilmesi (Caron ve Caron, 2015) ve aktin lokalizasyonunun yeniden
diizenlenmesi dahil olmak iizere hiicresel filamentlerdeki giiclii degisikliklere yorumlanabilir
(Caron vd., 2010; Lim vd., 2012). Anjiyogenezi Onlemenin bir hipoksi durumuna yol
acabilmesine ragmen, MSM'nin hipoksik kosullar altinda HIF-la diizeylerini azalttig1 (Caron
ve Caron , 2015; Lim vd., 2012) ve hipoksiye yanit olarak ¢esitli metastatik biyobelirtegleri
onledigi veya iyilestirdigi de gosterilmistir (Caron ve Caron, 2015).

Kanser hiicreleri, MSM ile tedavi edilen hayvan modellerine transplante edildiginde,
timor bilylimesinin baskilandigi gézlemlenmistir (Joung vd., 2014; Lim vd., 2012; Nipin
vd., 2015), ancak bu ¢alismalarda MSM AG490 (Joung vd., 2014) veya Tamoxifen (Nipin
vd., 2015) ile kombine olarak kullanilmistir. Yalnizca MSM ile tedavi edilen farelerden
alman tiimér dokusunda, IGF-1R'nin 6nemli 6l¢iide baskilanmasi olmaksizin IGF-1, STATS3,
STAT5b ve VEGFnin ekspresyonunda diisiis gozlemlenmistir (Lim vd., 2012).
Kombinasyon tedavileri ile tedavi edilen ksenografli farelerden izole edilen dokularin her
ikisi de STAT5b ve IGF-1R sinyallemesinde down regiilasyonu sergilemistir (Joung vd.,
2014; Nipin vd., 2015). Onceki ¢alismalar ayrica, siganlarda kanseri indiiklemeden yaklasik
bir hafta 6nce MSM ile 6n tedavinin, tiimoriin baglamasina kadar olan stire¢te 6nemli bir
azalma ile sonuglandigini ileri stirtilmistir (McCabe vd., 1986; O'Dwyer vd., 1988). MSM
ile insanda kanser tedavisi denemeleri bugiine kadar yapilmamis olmasina ragmen yapilan
bir ¢alismada MSM kullanimi akciger ve kolorektal kanser riskinde azalma olabilecegini
distindiirmiistiir (Satia vd., 2009). Yapilan ¢alismalarda elde edilen in vitro ve in vivo
sonuglara bakilarak MSM'nin kanser tedavisinde kullaniminin daha fazla aragtirilmasinin

gerekli oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Biitiin bu bilgiler 1s18inda, bu tez ¢alismasinda MSM’nin, daha once etkilerinin
arastirilmadigi over kanseri hiicreleri ilizerindeki etkilerinin apoptoz ve otofaji sinyalleri

iizerinden incelenmesi hedeflenmistir.



1.1. Over Kanseri

Kadin iireme organlarinin herhangi birinden kaynaklanan kanserlere jinekolojik
kanserler denilmektedir. Over, endometrium, vulva, serviks ve vajen olarak siralanabilir
(Bray vd., 2018). Over kanseri ortaya cikis nedenleri, gelisimsel 6zellikleri ve ¢ok sayida
baska Ozellik bakimindan farklilik gosteren heterojen bir malignite grubunu kapsar (Torre
vd., 2018).

Over kanserinin ortaya ¢ikisini ¢evresel faktorler, genetik faktorler, cografi durum,
sosyoekonomik durum, genetik, endokrin ve diyet etkilemektedir. Over kanserinin ortalama
yas1 58 olmasina ragmen risk yasla birlikte artmaktadir (Rooth, 2013). Over kanseri tanisi
alan hastalarin %901 40 yasin ilizerindeyken tami alir, 30 yasin altindaki kadinlarda over

kanseri nadirdir. En ytiksek goriildiigii yas araligi 75-79’dur (Torre vd., 2018).

Jinekolojik kansere bagli 6liimlerin en 6nde gelen sebebi over kanseridir. Yumurtalik
kanseri her yastan kadini etkiler, ancak en sik menopozdan sonra 50 yas {istii hastalarda daha
stk goriilmektedir. Hastalik erken evrelerde genellikle belirti vermediginden ve geg evrede
semptomlar spesifik olmadigindan, hastaliga yakalanan kadinlarin %75'inden fazlasi ileri
evrede teshis alir (Doubeni vd., 2016). Hastalarin siklikla doktora bagvurma nedenleri siirekli
olan pelvik ve karin agrsisi, sebebi belli olmayan karinda siirekli olan sislik, sik idrara gitme
ve idrara sikigsma hissidir. Over kanseri igin spesifik olmasa da ilk tan1 i¢in vajinanin ultason
ile incelenmesi ve serum kanser antijeni CA-125 6lgtimii yapilir. Tami konulduktan sonra
cerrahi olarak tiimorlii bolgenin alinir ve ardindan kemoterapiye baslanir. Tedavinin bundan
sonraki kismi kanserin evresine ve derecesine bagli olmasina ragmen kanserin genetik bi¢imi

de tedaviyi sekillendirir. (Roett ve Evans, 2009).
1.2. Over Kanseri Epidemiyolojisi ve Insidansi

2020 itibariyle yumurtalik kanseri, yaklagik 313,959 yeni vaka ile diinya genelinde
kadinlarda en sik goriilen yedinci kanserdir (Sung vd., 2021). Global kanser istatistikleri
2018 yili verilerine gore; 295,414 olan bu say1 2020 yilinda artig gostermistir (Bray vd.,
2018). Amerika Birlesik Devletleri ve Afrika iilkelerinde fazla goriilme sikligina sahip over
kanseri Japonya‘da en diisiik siklikla goriilmektedir. 2020 yilinda diinya genelinde over
kanseri teshisi konmus kadinlarin yaklasitk 207,252 tanesi bu hastaliktan hayatim
kaybetmistir (Sung vd., 2021). Over kanserinde bes yillik sag kalim oranlar1 %45'in altinda

oldugundan kansere bagli o6liimlerin sekizinci sirasinda yer alir (Webb ve Jordan, 2017).



Over kanseri asemptomatik seyrettigi icin evre Il veya IV’de tani alinan hastalarin orani
%70°dir. Geg tani konuldugu i¢in bu hastalarda 5 yillik sag kalim oran1 %29’dur. Erken
teshis konulan hastalarin da %]15’inin tanidan sonraki 5 yilda sag kalim orani %92‘dir
(Mallen vd., 2018). Over kanseri insidansini1 ve genel olarak mortaliteyi azaltmada ilerleme
kaydedilmis olsa da, irksal farkliliklarin kaynagini belirlemek ve over kanserinin erken
tespiti ve onlenmesi igin etkili mekanizmalar1 belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag
vardir (Torre vd., 2018).

Tiirkiye istatistiklerinde bakildiginda ise tiim tiim yas gruplarindan kanser tanisi almis
kadinlarin %6.3’1 over kanseri tanis1 almis ve 7. en sik goriilen kanser olmustur. (Tiirkiye

Kanser Istatistikleri, 2017).

1.3. Over Kanseri Siniflandirilmasi

Yumurtalik tiimérleri Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan histogenetik ilkelere
dayanarak smiflandirilmaktadir ve bu siniflandirma, yumurtalik tiimorlerini koken
almalarina gore s6lomik yiizey epitel hiicreleri, germ hiicreleri ve mezensimden (stroma ve
seks kordu) oalarak adlandirihr. Iyi huylu yumurtahik tiimorleri epitelyal yumurtalik
tiimorleri serdz, endometriyoid, miisindz ve berrak hiicreli olmak tizere 4 tipe ayrilir

(McCluggage, 2011).

1.4. Over Kanseri Risk Faktorleri

Over kanserinde en sik goriilen belirtilerin sebepsiz ve siirekli karin agrisi, sebepsiz
stirekli karin sisligi, idrar sikliginin artmasi gibi spesifik olmayan belirtiler olmasi ve
hastaligin etiyolojisinin de hala tam olarak belirlenememis olmasi1 sebebiyle risk

faktorlerinin tanimlanmis olmasi son derece dnemlidir. (Riman vd., 2004).

Over kanserinde risk faktorleri degistirilebilir veya degistirilemez olarak
smiflandirilmigtir. Degistirilebilir faktorler sigara, hormon replasman tedavisi ve beslenme
iken degistirilemeyen faktorler irk, ovulasyon dongiisii, BRCAL/BRCA2 mutasyonu, aile

oykdsii, lynch sendromu ve endometriyozistir (Stewart vd., 2019).

Over kanseri olusumunda aile Oykiisiinde meme ve over kanseri olmasi dikkat

edilmesi gereken en 6nemli faktordiir. Tiimor baskilayici genler olarak adlandirilan BRCAL



ve BRCA2‘nin mutasyonlart meme ve over kanseriyle dogrudan baglantilidir (Slatnik ve
Duff, 2015).

Diger bir faktor ise hormonal dengedir. Jinekolojik kanser gelisme riskinin hormonal
dengesi bozulan kadinlarda arttigi gézlemlenmistir. Meme, endometriyal ve over kanseri
gelisme riskini arttiran diger bir hormonal bozukluk da uzun siire yiiksek diizeyde Gstrojen
hormonunun kullanilmas1 progesteron ile dengelenemediginden dolayr homeostazisin

bozulmasidir. (Beral vd., 2005).

Over kanseri olusumu riskinin emzirme ve hamilelik doneminde ovulasyonun
durmasma bagli olarak azaldigi gosterilmistir. Over kanseri gelisimi 6 aydan daha az
emzirenlerde %21, 6 ay ile 12 ay arasinda emzirenlerde %28 ve 13 aydan daha uzun siire

emzirenlerde %33 oraninda azaldig1 gozlemlenmistir (Friebel vd., 2014).

Tiim bu sebeplere bakarak, ovulasyonun azaldig1 oral kontraseptif kullanimi, emzirme,
hamilelik, ¢oklu dogum, erken menopoz gibi faktorler over kanseri riskini azaltirken; diigiik
adet gorme yasi, azalmis dogurganlik, infertilite ve ge¢ menapoz over kanseri riskinin artist
ile iliskilendirilmistir. Hem genel popiilasyonda hem de BRCAI1 ile BRCA2 mutasyonuna
sahip kadmlarda 10 yil oral kontraseptif kullanim1 %50 oraninda over kanseri gelisme riskini

azaltmaktadir (Ali, 2018).

Over kanseri gelisiminde risk faktorii olarak genetik mutasyon kadar 6nemsenmesede
etnik sinif yine de goz Oniline alinmaktadir. Beyaz kadinlarda over kanseri insidansi1 %’de
0,0122, ispanyol kadinlarda %’de 0,0106, Asya ile Pasifik Adalar1 bolgesinde %’ de 0.0095
siyahi kadinlarda %’de 0.0094° diir (Peres vd., 2018).

1.5. Apoptoz

Apoptoz fizyolojik ve patolojik rolleri olan ve yiiriitilmesi igin protein sentezi
gerektiren aktif bir siiregtir (Walker vd., 1988). Kerr ve arkadaglar ilk kez 1972 yilinda
apoptozu olen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde niikleer fragmentasyon olarak goérmiis Ve
organellerin iyi korundugunu farkederek bu olaytr “’biiziisme nekrozu’’ olarak

adlandirilmislardir (Soria vd., 2002).

Apoptoz, evrim sirasinda ¢ok hiicreli organizmalarin ¢evresel saldirilara karsi
geligtirdigi hiicrenin aktif olarak kendi 6liimiinii indiikledigi fizyolojik mekanizmalardan

biridir. Nekroz genellikle siddetli fiziksel veya kimyasal hiicre dis1 faktorlere ve dokunun



enflamatuar reaksiyonlarinin bir sonucu olarak meydana gelirken apoptoz ve genellikle
hiicrenin ic¢inden inflamasyon belirti ve semptomlari olmadan baslar (Elmore, 2007).
Apoptoz, viicutta belirli organ ve dokularda islevini kaybeden hiicreler ile yenilerinin
olusumu arasindaki dengenin kurulmasi igin 6nemlidir. Ek olarak, bir organizmanin bir dizi
patolojik duruma &zel bir cevabidir. Apoptoz, bir organizmanin yasami boyunca meydana
gelen fizyolojik ve patolojik siire¢lerinde hayati bir rol oynar. Yogun bir apoptotik siire¢
olmadan normal bir embriyo ve fetiis gelisimi miimkiin degildir. Apoptotik siireglerin
diizgiin ¢alismamasi insanlarda ve hayvanlarda bazi hastaliklarin olusumu ile iliskilidir
(Pistritto vd., 2016).

Morfolojik olarak apoptoz, niikleer kromatin ve sitoplazmanin yogunlagmasini,
cekirdegin parcalanmasini ve organellerin baslangigta saglam oldugu zara bagli cisimler
iretmek icin tiim hiicrenin tomurcuklanmasini igerir (Walker vd.,1988). Erken asamada,
cogu hiicre tipinde yogun kromatin niikleer zarfin etrafinda hilal seklinde kenarlara ayrilma
egilimindedir, ancak timositler gibi bazi hiicrelerde genellikle niikleer hacmin ¢ogunu kaplar
(Hiramine, 1997). Apoptotik hiicreler, zara bagh apoptotik cisimlere boliiniir ve o bolgedeki
doku hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Bu degisikliklere genellikle interniikleozomal DNA
parcalanmasi eslik eder. Buna ek olarak apoptoz, fizyolojik uyarana yanit olarak gelisen ve
de novo gen ekspresyonu lazim olan programlanmis hiicre Gliimiiniin (PCD) temsili bir
morfolojisidir (EImore, 2007). Apoptozda goriilen biyokimyasal degisiklikler, kromozomal
DNA'nin interniikleozomal pargalara bdliinmesini, fosfatidilserin eksternalizasyonunu ve
spesifik proteoliz yoluyla kaspazlar olarak bilinen protein ailesinin aktivasyonunu igerir
(Ouyang vd.,2012).

Programlanmig hiicre oliimii olan apoptoz, gen seviyesinde hassas bir sekilde
diizenlenir ve DNA hasarindan sonra veya gelisim sirasinda meydana gelen hasarl
hiicrelerin diizenli ve verimli bir sekilde ¢ikarilmasiyla sonuglanir (Fuchs ve Steller, 2011).
Apoptoz mekanizmas1 karmasik bir ¢ok sinyal yolagiyla meydana gelir. Apoptoz, bir
hiicrede kaspaz aracili igsel veya digsal yollar yoluyla tetiklenebilir. Sekil 1.1°de igsel ve
digsal yolaklar gosterilmistir. Efektor, apoptotik kaspazlari her iki yolu aktive etmek igin
birlesir ve sonugta apoptozun 6zellikleri olan biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerle
sonuglanir (Wong, 2011). Bunlarin disginda granzim B veya granzim A vyoluyla
Perforin/granzim yolunun indiiklendigi T-hiicresi aracili sitotoksisiteye bagli olarak hiicrenin
ortadan kaldirilmasini igeren bir yol daha vardir. Bu ii¢ farkli yol aynmi terminalde veya
basamaklarin birinde birlesir. Kaspaz-3'in parcalanmasiyla baslayan bu yol DNA’nin

parcalanmasi, hiicre iskeleti ve niikleer proteinlerin bozulmasi, proteinlerin g¢apraz



baglanmasi, apoptotik cisimlerin olusumu, fagositik hiicre reseptdrleri igin ligandlarin
ekspresyonu ve son olarak fagositik hiicreler tarafindan alinmasi ile sonuglanir. Granzim A
yolu, kaspazdan bagimsiz tek sarmalli DNA hasart yoluyla hiicre 6liim yolunu aktive eder
(Lieberman, 2005).

MEMELI HUCRESINDEKI ANA APOPOTOTIK YOLLAR

Oliim Rezeptdrleri Mitokondiyal Yolak
Yolad

Fasz/Apo-2/CD-%5 DMNA hasan COksidanlar Seramid Digerleri

Pro-kaszpaz 8 e

T APAF-1
Hicresel Hedefler Kaspaz 3 KASPAZ 9

APOPTOZOM

Sekil 1.1. Apoptozun memeli hiicresindeki i¢sel ve digsal yolaklari

Sitokinler, TNF, DNA hasariyla birlikte baskilayict gen olan p53’iin aktive olmasi,
glukokortikoidler, hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artig, enfeksiyonlar, ve onkojenler (cmyc
gibi) apoptozu baglatan bazi hiicre i¢i uyaranlardir (Bossy-Wetzel vd.,1998). Organizmada

apoptozu uyaran ve baskilayan ¢ok sayida gen bulunmaktadir (EImore, 2007).

1.5.1. Apoptozda Rol Oynayan Sinyal Yolaklari

1.5.1.1. Apoptozun Dissal Yolag

Ekstrinsik apoptotik yol 6liim liganlari olarak da bilinen tiimoér nekroz faktorii (TNF)
reseptor siiper ailesinin bir alt kiimesi olan hiicre yiizeyi 6liim reseptorlerinin ilgili aktive
edici sitokin ligantlar: ile birlesmesiyle baslar (Fulda, 2009; Guicciardi ve Gores, 2009;
Khosravi-Far ve Espoti, 2004). Apoptotik sinyalin iletiminden sorumlu 6lim bolgeleri
[Death domain (DED)] igeren bu ailenin tiim tiyeleri yaklasik 80 intraselliiller aminoasitten
olusan protein yapidadirlar. Tanimlanan oliim reseptorlerinden Tip 1 TNF reseptorii

(TNFR1) ve Fas (CD95) en iyi bilinenlerdir ve bunlarin ligandlari sirasiyla TNF ve Fas



ligand1 (FasL) olarak adlandirilir (Hengartner, 2001). Prokaspaz 8 ve 10 6liime neden olan
sinyal kompleksi (DISC) olusturmak igin adaptdr proteinler olarak 6liim reseptodrlerine
alman TNF reseptorii ile iligkili death domain (TRADD) ve Fas ile iligkili death domain
(FADD) adaptor proteinlere baglanir. Kaspaz 8 ve 10 bu kompleks yap1 tarafindan aktive
edilir (Schneider ve Tschopp, 2000). Aktive olan kaspaz 8 ve 10, yiiriitiicii kaspazlar olan
cellat kaspazlar olarak da bilinen kaspaz 3, 6 ve 7’yi aktive eder, hiicre Sliimiine sebep
proteinlerin ve hiicre iskeletinin imhasi baglar. Bundan farkli olarak kaspaz-8, Bcl-2 ailesine
ait proapoptotik Bid’i parcalayarak mitokondriden sitokrom C salinimina neden olur ve

intrinsik yolu aktive eder (O’Brien,2008, Karp,2008) Wang,2013).
1.5.1.2. Apoptozun icsel Yolag

Icsel apoptoz, , iyonlastirici radyasyonun neden oldugu genotoksik hasar, biiyiime
faktor eksikligi, oksidatif stres, mitokondriyel hasar, ER stresi gibi nedenler sonucu aktive
olur. I¢ hasar durumunda Bcl-2 ailesine ait mitokondri dis membraninda bulunan iki
proapoptotik iiye olan Bax, Bad ekspre olur ve Apaf-1 molekiiliine baglanarak Apaf-1’i
serbestlestir ve MOMP artar. (Koff, 2015; Wang, 2013). Artmus MOMP ile birlikte
mitokondride bulunan sitokrom C sitozole salinarak serbest kalan Apaf-1 ile kaspaz-9
molekiiliine baglanir. Kaspaz-9, Sitokrom C, Apaf-1 ve ATP’den meydana gelen bu yapiya
apoptozom denilir ve bununla birlikte kaspaz kaskadi baslatilmis olur (Kadam, 2015). Aktif
hale gelen kaspaz-9 kaspaz 3 ve kaspaz 7’yi aktive eder. Kaspaz kenzimleri, DNA’y1
pargalayan endoniikleazlar1 aktive ederler. Bu asamadan sonra apoptotik hiicreler,

interniikleozomal DNA kirtlimini gergeklestirirler (Seyrek, 2011).

BCI-2 protein ailesi ve kaspazlar apoptozun baslamasi, ilerlemesi ve diizenlenmesinde

6nemi rol oynarlar.
1.5.1.3. Kaspazlar

Kaspazlar, yiiksek oranda korunmus aspartat spesifik sistein proteazlan ailesine aittir
ve ¢ok hiicreli organizmalarda bulunan interlokin-1B-doniistiirlicli enzim ailesinin iiyeleridir

(Black,1989).

Inflamatuar kaspazlar ve apoptotik kaspazlar olmak iizere iki ana alt gruba ayrilan
kaspaz ailesinin 15 tiiyesi bulunur (Cotter ve al-Rubeai, 1995). Baslatic1 kaspazlar ve

uygulayic1 kaspazlar apoptotik kaspazlar grubuna dahildir. Kaspazlar, hiicre kaderinin
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belirlenmesi, bagisikligin diizenlenmesi ve hiicresel ¢ogalma ve farklilagsma igin hiicre igi
apoptotik sinyallerin uyarilmasi, iletilmesi ve g¢ogaltilmasinda merkezi rol oynayan bir
kaspaz-kaskad sistemi olusturur. Apoptotik kaspazlar hiicresel pargalanma ile alakaliyken,
inflamatuar kaspazlar, inflamatuar sitokinlerin proteolitik aktivasyonuyla ilgilidir. Kaspaz-
kaskad sisteminin aktive olmasi ve islevlerini yapabilmesi i¢in, apoptoz proteini (IAP),
FLICE, kalpain ve Ca2+ inhibitorii gibi ¢esitli molekiiller tarafindan diizenlenmesi gerekir
(Chowdhury vd., 2008; Creagh vd., 2003).

Hiicre 6limiiniin meydana gelisi, ilgili 6zel kaspazlar tarafindan belirlenir. Apoptotik
yolagin baslaticilar1 Kaspaz 2, Kaspaz 8, Kaspaz 9 ve kaspaz 10 iken efektor kaspaz olan
Kaspaz 3, Kaspaz 6 ve Kaspaz 7 de hiicrenin kesiminden sorumludurlar (Kesavardhana,
2020). Efektor kaspazlar aktive etmek i¢in baslatici kaspazlar inaktif formdan aktif forma
gectiklerinde proteolitik sinyal yiikseltici gorevi yaparlar, efektor kaspazlar ise hedef
bolgelerinde birkag hiicresel proteini proteolitik olarak bolerek apoptozu kolaylastirirlar.
DNAnin islevinin bozulmasi, niikleer kiiclilme (piknoz) ve parcalanma (karyoreksis),
membran kabarmasi ve apoptotik cisimlerin ortama salinmasi gibi karakteristik hiicre ici
degisikliklere sebep olurlar. Sonug olarak apoptoz ve fagositoz ile 6lii hiicreler temizlenir
(Miller, 1997). Sekil 1.2’de Kaspaz aktivasyonu ve hiicre Oliimiiniin asamalar1 sematik

olarak gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Kaspaz aktivasyonunun mekanizmasi ve hiicre 6liimiiniin yiiriitiilmesi
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1.5.1.4. Bcl-2 Ailesi

Birgok hiicre sisteminde apoptozu inhibe eden ilk gen olarak tanimlanan Bcl-2 geni ilk
kez folikiiler lenfoma B hiicrelerinde bulunmustur (Arya,2016; Laban,2015). Bir hiicrenin
apoptoza gidip gitmeyecegi Bcl-2 gen ailesine baglidir. Bcl-2 ailesi iiyeleri kendi aralarinda
homodimer ve heterodimerler olustururlar ve apoptoza gidip gitmeyecegi bu aile iiyeleri
arasindaki dengeye baglidir. (Coskun, 2001). Bcl-2 gen ailesi, anti-apoptotik ve proapoptotik
proteinler olmak tizere ikiye ayrilir ve hiicrenin apoptozun igsel yolaginin diizenlenmesinden
sorumludurlar. Proapoptotik proteinlerin fazla oldugu hiicreler apoptoza daha fazla
egimliyken; antiapoptotik proteinlerin fazla oldugu hiicreler apoptoza daha az egilimlidir
(Igbal,2004). Bcl-2 ailesi proteinlerinin Bcl-2, Bcl-w, Mcl-1, Bcl-xL, Al ve Bcl-B anti-
apoptotik tiyerleri ve iki proapoptotik kategorinin Bax ailesi (Bax, Bak, Bok) tim BH
domainlerine (BH1-BH3) sahipken, Bad, Bim, Noxa, Bid, , Hrk, Bik, Bcl-xs, Nip3, Bmf ve
Puma sadece BH3 domaini i¢eren proapoptotik aileyi olusturur ((Luna-Vargas ve Chipuk,
2016; Siddiqui vd., 2015).

Bu ailenin tiyeleri mitokondriyal dis zarin [mitochondrial membrane (MOM)]
biitiinliigiinii diizenlerler ve bunun sonucunda hiicrenin sag kalimi veya oliim karar
belirlenmektedir. Propapototik proteinler apoptozda indiikleyici rol oynayan sitozoldeki
Sitokrom C ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor)’ iin saliniminin diizenli artisin1 saglayarak
rol oynarlar. Mitokondrinin dis zarinda, ¢ekirdek zarinda ve endoplazmik retikulumda
bulunan antiapoptotik iiyeler ise iyon transportunu gerc¢eklestirirmek i¢in por olusumunu
saglayarak iyon tasinimini diizenleyici mekanizmada gorev yaparlar. Ozellikle hiicrelerde
bulunan Ca++ miktarin diizenlerler ve kaspazlar i¢in 6nciil form olan AIF ve sitokrom C
salmmmini  durdurarak apoptozun inhibisyonuna neden olurlar (Singh vd.,2019).
Mitokondride apoptozun Bcl-2 proteinleri tarafindan diizenlenmesinin sematik gosterimi
Sekil 1.3’de sunulmaktadir.

BH3 bolgesinde, Bcl-2 ailesinin ana rolii, mitokondriyal membran gegirgenligini
diizenlemektedir ve bunun sonucunda apoptojenik faktdrler intermembran bosluktan
sitoplazmaya salimir. Bcl-2 iiyeleri lipid peroksidayonunu azaltir, g¢ekirdege Ca alim
inhibisyonu yapar ve kaspaz 6 inhibisyonuna sebep olurlar (Warren vd., 2019). Apoptoz
inhibisyonu yapan Bcl-xL mitokondriyal hasar1 engelleyerek mitokondriyi korurken Bcl-2
ise pro-oksidan gibi davranarak reaktif oksijen diizeylerinin apoptoz iizerindeki etkilerini

kontrol eder (Tsujimoto, 1998).
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Sekil 1.3. Mitokondride apoptozun Bcl-2 proteinleri tarafindan diizenlenmesi

Bid, Bad ve Bim mitokondride sitozolik lokasyona sahiptir. Oliim sinyalinden sonra,
BH3 bolgesi proteinleri, Bax/Bak benzeri proteinler gibi pro-apoptotik proteinlere izin veren
anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerini nétralize ederck ve ya azaltarak apoptozu indiikleyebilir.
Bu tiir modifikasyonlar, proteinlerin aktivasyonlar1 ve dis alandaki mitokondriyal membrana
(OMM) translokasyonuyla sonuglanir; bu da ¢ok bolgeli pro-apoptotoik elemanlar olan
Bax/Bak benzeri proteinler ile etkilesime girmesine ve oligopolimerazyonuna ve gdzenek
olusumuna yol agar. Bu gozenek, apoptoz siireclerini arttiran diger apoptotik proteinlerin

intermembran bosluga salinmasina da yol agabilir (Warren vd., 2019).

Genel olarak, Bcl-2 entegre bir proteindir, anti-apoptotikler pro-apoptotiklerin
aktivitesini noétralize ederse BH3 proteinlerine baglanir ve MOMP’u onleyerek azaltir,
noétralize edemezse Bax oligomerizasyonu gergeklesir ve hiicre apoptoza gider. Hiicre sag
kaliminin antiapoptotik (Bcl-2) ve pro-apoptotik (Bax ve sadece BH3 igeren proteinlerin)
nispi orani, apoptotik uyaranlara karsi hiicre duyarliigimi veya direncini belirlemektedir

(Bcl-2/ Bax) (Tsujimoto, 1998).

Bcl-2 ailesinin iyelerinde meydana gelen dengesizliklerin bazi hastaliklarin
patolojisinde rol  oynadigi ve hiicrelerde apoptozun dogru olarak yiiriitilemedigi
gozlemlenmistir. Bazi anti-apoptotik proteinlerin ¢ok fazla baskilanmasi, bir ya da birden
fazla proteinin down regiile olmas1 ya da her ikisiyle de alakali olarak ortaya ¢ikabildigi
diistiniilmektedir. Kolorektal kanserin Bcl-xL’in asir1 baskilanmasi sonucu ortaya ciktigi
rapor edilmistir (Liu vd., 2021). Biiyiik hiicreli B-cell lenfoma (DLBCL Melanoma, prostat

kanseri gibi birgok kanser tiiriinde ise anti-apoptotik Bcl-2’ nin agirt artisi gézlemlenmistir
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(Nipin vd., 2021; Renner vd., 2017; Stanoszek vd., 2021). Anti-apoptotik bilesenlerde
meydana gelen bu artiglar kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag direncine yol agabilir ve bu da

apoptoza girmeyi zorlagtirir (Kontos vd., 2014).

1.6. Otofaji

Ik olarak 40 yil 6nce Christian de Duv tarafindan kesfedilen ve Yunanca 'kendini
yemek' anlamina gelen 'otofaji' biiyiik 6l¢iide pankreas hormonu glukagon ile perfiize olmus
sican karacigerinin lizozomlarinda mitokondri ve diger hiicre i¢ci bozulmasina

dayandirilmustir (Deter ve De Duve, 1967).

Lizozom bagimli katabolik bir siire¢ olan otofaji, yiiksek oranda korunmustur.
Hiicresel homeostaziye aracilik eden otofajik aktivite iicreleri korumak ic¢in esastir. Besin
acligi, hipoksi, ER stresi patojen enfeksiyonu, gibi farkli stres bi¢imlerine fizyolojik bir
yanittir  (Kuma, 2017). Temizlik rolii goren otofaji hiicre igi patojenlerin ortadan
kaldirilmasinda, mitokondri, endoplazmik retikulum ve peroksizomlar gibi hasarl
organellerin temizlenmesinde, yanlig katlanmis veya kiimelenmis proteinlerin ¢ikarilmasinda
gorev alir (Glick vd., 2010).

Otofaji makro-otofaji, mikro-otofaji ve saperon aracili otofaji olmak tizere ii¢ tipte
tamimlanmistir. Makrootofajide lizozom sitoplazmada bulunan ve hiicresel igerikte bulunan
uzun Omiirlii proteinler, toplanmig proteinler, hasarli organeller ve hiicre ici patojenler gibi
biliyiik boltimler ile birleserek bir otolizozom olusturur ve otofagozom adi verilen gift
membranli bir vakuol i¢ine alir. Otolizozomal igerikleri bozarak makromolekiilleri yeniden
kullanima uygun hale getirir. Mikro-otofajide, aksine, sitozolik bilesenler, lizozomal zarin
invajinasyonu yoluyla dogrudan lizozomun kendisi tarafindan alimr. CMA yolu (saperon
aracili otofaji), lizozomla iligkili membran proteini tip 2A (LAMP-2A) ile etkilesime girerek
hedef proteinleri lizozomal membranlar {izerinden lizozomal liimene iletir. Sonug olarak
saperon aracili otofaji, vezikiiler izleme gerektirmedigi i¢in diger otofaji tilirlerinden farklidir.
(Saftig vd., 2008). Otofajik aktivitede meydana gelen anormallikler kanser dahil cesitli
metabolik ve nérodejeneratif hastalik patogenezlerine yol agabilir (Choi vd., 2013).

1.6.1. Otofaji Mekanizmasinin Diizenlenmesi

Otofajik yol, ¢evresel uyaranlara yanit verir. Besin sinyalleri, rapamisinin (mTOR)

memeli (mekanistik) hedefine bagh bir sinyal yolunu modile eder. mMTOR Smf I
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fosfatidilinositol-3-kinaz (PI13K)-Akt, otofajinin negatif olarak diizenleyen insiilin ve diger
biiyiime faktorii sinyallerine cevap olarak aktive olur. Akt ayrica Beclin 1'i fosforile ederek
otofajiyi negatif olarak diizenleyebilir. AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), mTOR'u
negatif yonlii olarak diizenler. Enerji tiikkenmesine yanit olarak otofaji diizenleyicisi UNC-51

benzeri kinaz 1'i (ULK1) dogrudan fosforile eder, boylece pozitif olarak hareket eder.

MTOR proteini, mTOR sinyal kompleksi 1'de bulunur (mTOR'un diizenleyiciyle
iligkili proteinini [Raptor], G proteini beta alt birimi benzeri proteini [GBL] ve prolin
bakimindan zengin Akt/PKB substrati 40 kDa [PRAS40] iceren mTORC1)) Bu da memeli
koordine edilmemis-51 benzeri protein kinaz ULK1, ATG13, ATG101 ve FIP200'den olusan
mTOR substrat kompleksini diizenler. Oratmdaki besin yeterli oldugunda, mTORC1, ULK1
aktivitesini baskilar, sonu¢ olarak otofajinin aktivasyonunu baskilanir. Ayrica simif III
fosfatidilinositol-3-kinaz (PIK3C3 veya VPS34), Beclinl, ve ATG14L'den olusan Beclinl-
etkilesimli kompleksin de otofajinin diizenlenmesinde rolii vardir. Bu kompleksin
uyarilmasi, PI3P dretimini arttirir ve ATGL14L'nin yerini gegen UVRAG ve BIF1,
otofaji/beklin-1 diizenleyici 1 (AMBRAL1) ve varsayilan negatif diizenleyici Rubicon dahil
olmak iizere, bu diizenlemeye etkilesim halinde olan birkag faktor dahil olabilir.
Otofagosomal uzamanin olabilmesi i¢in iki ubikuitin benzeri proteinin konjugasyonu
gereklidir. Ubikuitin benzeri protein ATG12, ATG7 (E1 benzeri) ve ATG10 (E2 benzeri)
enzimleri tarafindan ATGS5'e baglanir. ATG5-ATG12 kompleksi otofajik zarin uzamasinda
rol olyanayan ATG16L1 ile bir kompleks olur. Ubikuitin benzeri protein mikrotiibiil ile
iligkili protein 1 hafif zincir 3'i (LC3, ATGS) ikinci bir konjugasyon sistemine ihtiyag duyar.
LC3 ve homologlari, hiicresel lipid fosfatidiletanolamin (PE) ile diizenlenir. LC3, LC3-I
formunu olusturmak i¢in proteaz ATG4B tarafindan boliiniir. PE'nin LC3-I ile konjuge hali,
ATG7 ve ATG3 olugmasi sirasiyla olusur. Memelilerde, LC3-1'in (serbest form) LC3-Il'ye
(PE- doniisiimii, otofagozom meydana gelmesi i¢in 6énemli adimlardan biridir. (Mizushima
ve Levine, 2020; Onorati vd., 2018; Ouyang vd., 2012). Otofaji mekanizmasinin

diizenlenmesi Sekil 1.4’de sunulmustur.
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Sekil 1.4. Otofaji mekanizmasinin diizenlenmesi

1.7. Metilsiilfonilmetan (MSM)

Dimetil siilfon, metil siilfon, siilfonilbismetan, organik kiikiirt veya kristalli dimetil
stilfoksit gibi ¢esitli isimlerle adlandirilan kan dolasiminda ve anne siitiinde bulunan normal
bir oksidatif metabolit olan; tamamlayic1 ve alternatif bir ilag (CAM) olarak da kullanilan
dogal olarak olusan bir organosiilfiir bilesigi olan Metilsiilfonilmetan (MSM), agri,
iltihaplanma, alerji, artrit, parazit enfeksiyonlari, sag, cilt ve tirnaklarda normal keratin
seviyelerinin korunmasi gibi ¢esitli durumlarda kullanmilan popiiler bir besin takviyesidir
(Bertken, 1983; Horvath vd., 2002). MSM dozuna iliskin kanitlar mevcuttur ancak optimal
faydalar1 saglamak i¢in gereken kesin dozu ve tedavi siiresini belirlemek i¢in ek ¢aligmalar
devam etmektedir. Cogu kisi tarafindan giinde dort grama kadar dozajlarda iyi tolere
edilebilen MSM Genel Olarak Giivenli Taninan (GRAS) onayli bir maddedir ve bilinen ¢ok
fazla bir yan etkisi yoktur (Sousa-Lima vd., 2016).

Klinik bir uygulama olarak kullanilmadan 6nce, MSM, ana bilesigi dimetil siilfoksit
(DMSO) gibi oncelikle yiiksek sicaklikta, polar, aprotik, ticari bir ¢oziicii olarak
kullanismustir (Clark vd., 2008). 1950'lerin ortalarindan 1970'lere kadar, DMSO, diger
ajanlarin birlikte taginmasiyla ve tek basina membrana niifuz edebilmesi, antioksidan
yetenekleri, anti-inflamatuar etkileri, mast hiicrelerinden histamin salinimini indiiklemesi,
antikolinesteraz aktivitesi ve yetenegi dahil olmak iizere benzersiz biyolojik dzellikleri i¢in
kapsamli bir sekilde incelenmistir (Clark vd., 2008). Williams ve meslektaglar1 (Williams,
Burstein, Layne, 1966; Williams vd., 1965) tavsanlarda DMSO'nun metabolizmasini
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inceledikten sonra, digerleri DMSO'ya atfedilen bazi biyolojik etkilerin kismen onun

metabolitlerinden kaynaklanabilecegini one siirdiiler (Kocsis vd.,1975).

Eksojen MSM kaynaklar1 meyveler (Kocsis vd., 1975; Pearson, Dawson, Lackey,
1981), sebzeler (Kocsis vd., 1975; Pearson vd., 1981; Winning vd., 2009), tahillar
(Moazzami vd., 2011; Pearson vd., 1981), bira (Pearson vd., 1981), porto sarabi (Silva
vd.,2003), kahve (Pearson vd., 1981), ¢ay (Pearson vd.,., 1981) ve inek siitiidiir(Pearson vd.,
1981; Williams vd., 1966). Diyetle indiiklenen mikrobiyom degisikliklerinin, sicanlarda
(Palmnés vd., 2014) ve gebe disi domuzlarda (Palmnés vd., 2014) serum MSM diizeylerini
etkiledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, bagirsak florasi diyet (Gerhards ve Gipian, 1967),
egzersiz (Cerda vd., 2016) veya diger faktorler tarafindan kolayca manipiile edilir (Pinto vd.,
2015).

MSM, siganlarda yaklagik 12.2 saatlik biyolojik bir yar1 dmiir sergilemis ve dokularda
homojen dagilimi goztermistir (Magnuson vd., 2007). Beyin omurilik sivisinda tespit
edildiginden ve beynin gri ve beyaz maddesi arasinda esit olarak dagildigindan, insanlarda
doku dagilimi da muhtemelen yaygindir (Cecil vd., 2002; Lin vd., 2001; Rogovin, 2002;
Willemsen, Engelke vd., 2006). Ayrica, beyindeki biyolojik yari omiir tahmini 7,5 saattir

(Rose vd., 2000), genel yar1 dmriin ise 12 saatten fazla oldugu 6ne siiriilmektedir.

1.7.1. MSM’nin Etki Mekanizmasi

MSM'in tam mekanik islevi, baz1 degisik hiicre tiplerini igerebildigiden zarlara niifuz
etme ve tiim vicuda niifuz etme kabiliyetinin artmasi nedeniyle agiklanmasi zordur.
MSM'in transkripsiyonel ve hiicre alti diizeyde inflamasyon ve oksidatif stresin
engellenmesinde rolii oldugu yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda ortaya ¢ikmistir. Bu
organo siilfiir bilesiginin kiiciik boyutu nedeniyle, dogrudan ve dolayli etkileri arasinda
ayrim yapmak giictlir ancak birden fazla etkiye sahip oldugu da goriilmektedir (Butawan vd.,
2017).

1980’1 yillarin bagindan beri aydinlatilmaya calisilan MSM’ nin etki mekanizmasi
MSM’nin anti-inflamatuvar, antioksidan, serbest radikal siipiiriicli, bagisiklik modiilatorii
ozellikleri ~ ve  kanseri onleme  mekanizmalari  iizersnden  aydmlatilmaya
calisilmistir.(Grimble, 2006).

In vitro ¢aligmalar, MSM'nin aktive edilmis B hiicrelerinin (NF-xB) niikleer faktor

kappa-hafif zincir gliglendiricisinin transkripsiyonel aktivitesini (Joung vd., 2016; Kim vd.,
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2009) cekirdege translokasyonu engelleyerek ve aymi zamanda NFkB'nin bozulmasini
onleyerek inhibe ettigini gostermektedir (Kim vd., 2009). MSM'nin, Serin-536'da p65 alt
biriminin fosforilasyonunu bloke etme dahil olmak iizere modifikasyonlarint degistirdigi
gosterilmistir (Kloesch vd., 2011), ancak bunun dogrudan mu yoksa dolaylt bir etki mi
oldugu belirsizdir. Bunlar gibi alt birimlerde yapilan modifikasyonlar, NF-kB'nin (Christian
vd., 2016) transkripsiyonel aktivitesinin diizenlenmesine biiyiik dl¢iide katkida bulunur ve bu
nedenle, bu anti-inflamatuvar mekanizmay1 daha fazla anlamak i¢in daha fazla ayrinti
gereklidir. NF-kB yolunun genel olarak sitokinleri, kemokinleri ve adezyon molekiillerini
kodlayan genlerin yukar1 yonlii diizenlenmesinden sorumlu proinflamatuvar bir sinyal yolu
oldugu varsayilir (Lawrence, 2009). MSM NF-«B {izerinde baskilayici etki yaparak, in vitro
olarak interlokin (IL)-1, IL-6 ve tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a) i¢cin mRNA'nin
aktivitesinin azalmasi ile sonuglanir (Lawrence, 2009). Bunun sonucunda bu sitokinlerin
translasyon ekspresyonunda azalmasi beklenir; ayrica IL-1 ve TNF-o. doza bagh olarak
inhibe edilir (Lawrence, 2009).

MSM, NF-«B yolunu baskilar ve buna bagl olarak indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) ekspresyonununun azalir sonug olarak da nitrik oksit
(NO) ve prostanoidler gibi vazodilator ajanlarin tiretiminin azaldigi gézlemlenir (Kim vd.,
2009). NO’in vaskiiler tonusu diizenlemesinin yaninda (Tousoulis vd., 2012), mast hiicre
aktivasyonunu da diizenleme etkisi de vardir (Coleman, 2002); bunlara bagli olarak, MSM,
inflamasyonun olusumunda mast hiicre aracihigiliyla engelleyici bir role sahip olabilir.
Sitokinlerin ve vazodilator ajanlar olusumunun azalmasi immiin hiicrelerin lokal

inflamasyon bdlgelerine akisi ve alimi engeller.

Hiicre alt1 diizeyde, niikleotid baglama alani, 3 (NLRP3) inflamatuvar etkilerden
soumlu 16sin agisindan zengin piirin alani, hiicresel stres sinyallerini algilar ve inflamatuvar
belirteglerin olgunlagmasina yardimer olarak yanit verir (Nipin vd., 2015; He vd., 2016).
MSM, NLRP3 inflamatuvar transkriptinin NF-kB iiretimini down regiile ederek ve/veya
mitokondriyal iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) (Ahn vd., 2015) bigimindeki aktivasyon

sinyalini bloke ederek NLRP3 inflamatuvarinin ekspresyonunu olumsuz etkiler.

Normalden fazla miktarda ROS, hiicreler iizerinde hasara yola agabilir ancak
fenotipik olarak normal hiicrelerde bazi yolaklar1 uyarmak ic¢in belirli miktarda olmasi
gereklidir (Dan Dunn vd., 2015). MSM'nin antioksidan etkisi ilk olarak n&trofil ile uyarilan

ROS iiretiminin in vitro baskilandiginda ancak hiicresiz bir sistemde etkilenmediginde fark
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edildi (Beilke vd., 1987); bu nedenle antioksidan mekanizmanin kimyasal diizeyden ¢ok

mitokondriye etki ettigi one stiriilmiigtiir.

MSM, NF-kB, sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorleri (STAT), p53 ve
niikkleer faktor (eritroidden tiiretilen 2) benzeri 2 (Nrf2) olmak flizetre az dort tip
transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunu etkiler. MSM bu transkripsiyon faktorlerini
etkileyerek , ROS ve antioksidan enzimlerin dengesinin diizenlenmesinde etkili olabilir.
Bunlarin her biri de kismen ROS tarafindan etkinlestirilmektedir (Butawan vd.,2017).

MSM, NF-kB transkripsiyonel aktivitesini inhibe ederek ROS iiretiminde gérev alan
enzimlerin ve sitokinlerin firetimini azaltabilir. COX-2 ve iINOS'un negatif yonli
regiilasyonu sirasiyla siiperoksit radikali (O2—) ve nitrik oksit (NO) miktarin1 azaltir (Kim
vd., 2009). Ek olarak, MSM, uyarilmis herhangi bir mitokondriyal {iretilen ROS'u azaltabilen
TNF-a (Ahn vd., 2015; Kim vd., 2009) gibi sitokinlerin ekspresyonunu baskilar (Ahn vd.,
2015). Sitokin iretimindeki azalmalar, parakrin sinyallemesinin azalmasina ve diger

transkripsiyon ajanlarinin ve yollarinin aktivasyonuna katilabilir (Butawan vd., 2017).

MSM in vitro olarak bir dizi kanser hiicre hattinda STAT transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonunu veya aktivitelerini baskilamustir (Joung vd.,2014; Lim vd., 2012). Apoptoz,
farklilasma ve ¢ogalma ile ilgili genlerin diizenlenmesi Janus kinaz (Jak)/STAT vyolu ile
ilgilidir ve bunlarmn tiimii gerekli bir sinyal bilesimi olan ROS’u iiretir (H6ll vd., 2016;
Redza-Dutordoir, 2016). Jak/STAT yolunu kullanarak sinyal verme, sitokin ekspresyonunun
azalmasi sonucu engellenebilir. Jak/STAT yolunun asagi regiilasyonu, oksidaz (Manea vd.,
2010) ve B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) (Gross, 2016) ekspresyonunu azaltarak ROS

olusumunu daha da azaltabilir.

MSM ile in vitro olarak yapilan 6n tedavinin makrofaj benzeri hiicrelerde redoks
duyarli p53 transkripsiyon faktoriiniin toplanmasinin azaldig: bildirilmistir. (Karabay vd.,
2014). Bu p53, hiicre i¢i ROS seviyelerine bagli olarak iki yonlii oksidatif fonksiyon sergiler,
burada genel anlamda p53, diisiik hiicre igi ROS seviyelerinde antioksidatif fonksiyonlar ve
yiikksek ROS seviyelerinde prooksidatif fonksiyonlar uygular, p53'in antioksidan islevi,
Sestrin, glutatyon peroksidaz (GPx) ve aldehit dehidrojenaz (ALDH) gibi siipiiriicii enzimleri
up regiile eder. Prooksidatif olarak islev yapan P53 oksidazlar1 diizenlerken ayn1 zamanda

antioksidan genleri de baskilar (Liu ve Xu, 2011).

Insan immiin yetmezlik viriisii tip 1 transaktive edici diizenleyici protein (HIV-1 Tat)

ile kiiltiirlenen murin noroblastom hiicreleri, Nrf2'nin azalmig niikleer translokasyonu
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oldugunu géstermistir; bunun yaninda MSM ile birlikte yapilan kiiltiirleme sonucunda, Nrf2
translokasyonunu ¢ekirdege kontrol seviyelerine dondiirmiistiir (Kim vd., 2015). Nrf2,
glutamat-sistein ligaz (GCL), siliperoksit dismutazlar (SOD'ler), katalaz (CAT),
peroksiredoksin (Prdx), GPx, glutatyon S-transferaz (GST) ve digerleri dahil olmak iizere
antioksidan enzimlerle iliskisi agisindan iyi belgelenmistir (Zhang vd., 2015). MSM'nin Nrf2
tizerinde ne gibi bir etkisi oldugu acik olmasa da, Nrf2'nin ayrica p21'in p53 ifadesi veya B
hiicreli lenfoma ekstra biiyiikk (Bcl-XL) Jak/STAT ifadesi ile diizenlenebilecegini
diistiniilmektedir (Ma, 2013).

MSM dahil kiikiirt iceren bilesikler, bagisiklik tepkisini desteklemede kritik bir rol
oynarlar (Grimble, 2006; Parcell, 2002; Ramoutar, 2010). Kronik stres, duyarsizlasmaya yol
acar ve normal bir bagisiklik tepkisi olugsmadigi igin bagisiklik sistemi iizerinde zararli
etkilere sahiptir IL-6'nmin genis etkileri, kronik enflamasyonun siirdiiriilmesine dahil
edilmistir (Gabay, 2006). In vitro olarak MSM IL-6'y1 azaltmistir, bu da bu kronik zararh
etkileri azaltabilir (Ahn vd., 2015; Kim vd., 2009; Kloesch vd., 2011). Kapsamli egzersizden
once MSM ile 6n tedavi, lipopolisakkarit (LPS) ile tedavi edilen kan, ex vivo sitokinlerin
salgilanmas1 yoluyla bir yanit olusturabildiginden, bagisiklik hiicrelerinin asir1 stresini

Onlemistir, bu etki plasebo grubunda gézlenmemistir (Van der Merwe ve Bloomer, 2016).

Mast hiicrelerinden histamin salinimi DMSO (Candussio vd., 1987) tarafindan inhibe
edilir; bununla birlikte, MSM'nin histamin salimmmu iizerindeki etkileri heniiz
kesfedilmemistir. Daha Once arastirmalar, MSM'nin vaskiiler fonksiyonu engelledigini
gostermektedir (Alam, 1983; Layman, 1987). Baska in vitro ¢alismalarda, MSM NO ve
prostanoidler gibi vazodilatér ajanlarin ekspresyonunu azaltmistir (Kim vd., 2009). NO

miktarindaki azalma, makrofajlari NO ile uyarilan apoptoza kars1 korur (Karabay vd., 2014).

Bunlara ek olarak, MSM, hiicre dongiisii ve hiicre 6limii ile ilgili diger immiin
modiilator etkilere yardimci olabilir. MSM vitro c¢alismalarda, gastrointestinal kanser
hiicrelerinde (Jafari vd., 2012), karaciger kanseri hiicrelerinde (Kim vd., 2014) ve kolon
kanseri hiicrelerinde (Karabay vd., 2016) apoptozu indiiklemistir. Bu bulgularin aksine,
MSM murin meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiiklememistir (Caron vd.,2013) bunun
yerine MSM'nin hem metastatik murin meme kanserine hem de murin melanom hiicrelerine
normal hiicresel metabolizmay1 geri kazandirdigi gosterilmistir (Caron, 2015). MSM
uygulanan gastrointestinal kanser hiicrelerinde ise hiicre dongiisiiniin durdugu gozlenmistir
(Jafari vd., 2012). Hiicrenin hayatta kalmasina yonelik bu degisiklikler, pS3 ve Jak/STAT

yollarindaki siklin tiretim modiilasyonlarindan kaynaklanabilir (Butawan vd., 2017).
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Insanlarda, plazma siilfat ve homosistein degisiklikleri igin bireyler arasinda MSM
dozuna bagl egilimler gozlenmemistir. Bir kiikiirt donorii olan MSM kiikiirt dongiisii
boyunca kiikiirt kullanimindan biiyiik 6l¢iide sorumlu olan mikroorganizmalar ile, memeli

mikrobiyotasina bagimli olabilir (Butawan vd., 2017).

MSM’nin uzun zamandir metiyonin, sistein, homosistein, taurin ve diger kiikiirt igeren
bilesikler i¢in bir kiikiirt vericisi oldugu diigiiniilmesine ragmen alkilleyici bir ajan olmadig
ve DNA'y1 metillemedigi bildirilmistir (Butawan vd., 2017). Kawai ve arkadaslarinin (2010)
yaptig1 aragtirmada ise MSM'nin ana bilesigi olan DMSO, hidroksil radikali (OH) varliginda
DNA'y1 metilleyebilir (Kawai vd, 2010), bu da DMSO'nun MSM'ye oksidasyonuna yardimci

olma potansiyeline sahip oldugunu gosterir (Jorgensen, 2010; Ramirez-Anguita vd., 2009).

1.7.2. MSM’nin Klinik Kullanim

MSM, hiicresel ve doku seviyelerinde fizyolojik etkileri degistirmek i¢in ¢ok iyi niifuz
eden terapotik ajandir. Bunun yani sira  MSM, diger terapotik ajanlar ile birlikte tasiyici
veya ortak tasiyici olarak hareket etme yetenegine sahiptir, hatta potansiyel uygulamalarini

arttirmak i¢in kullanilir (Butawan vd.,2017).

MSM’ nin klinik olarak kullanilabilirligi yapilmis insan ve hayvan caligmalarindan
elde edilen bulgulara dayanmaktadir. Bu ¢alismalarda, MSM” nin artrit ve enflamasyonda,
kikirdak dokuyu korumada, hareket araligimi ve fiziksel islevi iyilestirmede, egzersizle
iliskili kas agrisini azaltmada, mevsimsel alerjileri iyilestirmede, cilt kalitesini ve dokusunu

iyilestirmede ve kanserde klinik olarak yarar saglayacagi bildirilmistir (Kim vd., 2006).

Gelismis penetrasyon Ozelliklerine sahip bir mikro besin olarak MSM, genellikle
glukozamin, kondroitin siilfat ve boswellik asit dahil olmak tizere diger anti-artritik ajanlarla
kombine olarak artrit ve diger inflamatuar durumlar i¢in kombinasyon halinde Klinikte
kullanilmaktadir (Brien vd.,2008).

MSM’nin yapilan in vitro ¢alismalarda, sitokin ekspresyonununu azaltarak anti-
inflamatuar etki gostermis olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Ahn vd., 2015; Kim vd., 2009;
Kloesch vd., 2011). Deney hayvanlarinda (Ahn vd.,2015; Kim vd., 2009; Kloesch vd., 2011)
sitokin azalmalar1 kanitlanmis ve deneysel olarak arttirilan artritik hayvan modellerinde de
MSM ile benzer sonuglar elde edilmistir. Ayn1 zamanda MSM, glukozamin ve kondroitin
slilfat igeren bir kombinasyonda, deneysel olarak indiiklenen akut ve kronik romatoid artritli

sicanlarda C-reaktif proteini (CRP) etkili bir sekilde diigmiistiir (Arafa vd., 2013).
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MSM'ye genel olarak bakildiginda, Dr. Stanley Jacob, MSM ile takviyeyi takiben
semptomlar1 diizelen osteoartrit hastalariyla ilgili on bir vaka ¢aligmasina atifta bulunmustur
(Jacob,2003). Klinik aragtirmalar, VAS agri 6l¢egi (Debbi vd., 2011; Usha, 2004), WOMAC
agr alt 6lgegi (Debbi vd., 2011; Kim vd., 2006), SF36 agr alt lgegi (Debbi vd., 2011) ve
Lequesne indeksi (Usha, 2004) tarafindan belirtildigi gibi MSM'nin agriy1 azaltmada etkili
oldugunu géstermektedir. Ayn1 zamanda inflamatuvar sertlikte (Debbi vd., 2007; Patagonis,
2014) ve sismede (Usha ve Naidu, 2004) de iyilesmeler kaydedilmistir. Ayrica, Usha ve
Naidu (Usha ve Naidu, 2004) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, glukozamin ile kombine

MSM, agri, agr1 yogunlugu ve sislikteki iyilesmelerin stiresini kisaltmstir.

Kombine tedavi i¢eren ilaglari kullanan diger insan ¢aligmalarinda da benzer sonuglar
cikmustir. Ornegin, artrit ile iliskili agr1 ve sertlik, Glukozamin, Kondroitin siilfat ve MSM
(GCM) (Nakasone vd., 2011; Vidgasavar vd., 2004) kullanilarak oOnemli &l¢iide
tyilestirmistir. Osteoartrit (OA) tanis1 konmus sedanter obez kadinlarda diyet ve egzersiz
degisikliklerinin iizerine bir GCM kombinasyonu eklendiginde agri ve sertlikte marjinal
iyilesmeler gozlenmistir (Magrans-Courtney vd., 2011). MSM'in boswellik asit
(Notarnicola vd., 2016) ve tip 1l kollajen (Xie vd., 2008) ile birlikte kullanildiginda artrit

agrisini azaltmada da etkili oldugu gosterilmistir.

Artrite ek olarak, MSM, indiikklenmis kolit (Amirshahrokhi vd., 2011), akciger hasari
(Amirshahrokhi vd., 2011) ve karaciger hasar1 (Amirshahrokhi vd., 2011; Kamel, 2013) i¢in
in vivo sitokin ekspresyonunu zayiflatmistir. Hasegawa ve meslektaglar1 (Hasegawa vd.,
2004), MSM'nin topikal olarak uygulandiginda UV kaynakli inflamasyona ve %2.5'lik bir
sulu igme soliisyonu ile 6n tedaviden sonra akut alerjik inflamasyona kars1 korumada yararli

oldugunu bildirmistir.

MSM, insanlarda da diger inflamatuar prosesleri azaltmustir. MSM bir Kklinik vaka
calismasinda interstisyel sistitten muzdarip alt1 hastadan dordii igin etkili bir tedavi olarak
farkedilmis ve bildirilmistir (Childs, 1994). Ek olarak, MSM'nin mevsimsel alerjik rinit
semptomlarini hafiflettigi de gosterilmistir(Barrager, 2003; Barrager vd., 2002). MSM
tarafindan sistemik egzersize bagl inflamasyonda azalma gozlemlenmis olsa da (Van der
Merwe ve Bloomer, 2016), insan c¢alismalarinda, MSM verilen farelerde azalmig sinovit
inflamasyonunda goriildiigii gibi, dogrudan kikirdak veya sinovyumdaki inflamatuar etkileri

aragtirtlmamigtir (Moore, 1985).

Cerrahi olarak indiiklenen osteoartrit tavsanlarinda MSM, kikirdak ve sinovyal dokuda

(Amiel, 2008), TNF-a'da ve OA ilerlemesi sirasinda korunan eklem kikirdag: yiizeyinde
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azalma ile de gozlenmistir. GCM kombinasyonu ile desteklenmis bir romatoid artrit (RA)
sigan modelinin histopatolojisi, sinovyum proliferasyonunun azaldigini ve eklemde diizensiz
bir kenarin gelistigini gostermistir (Arafa vd., 2013). Ayrica, MSM takviyesi verilen OA
farelerinde kikirdak yiizey dejenerasyonunun énemli 6l¢iide azaldigr goriilmiistiir (Ezaki vd.
,2013). MSM'nin koruyucu etkileri, Murav'ev ve meslektagslarinin artritik farelerin diz eklemi
dejenerasyonunun MSM ile azaldigim bildirdikleri ¢alismada da goriilmiistiir (Murav'ev lu
vd., 1991).

Yukarida bahsedilen gelismelerle birlikte enflamasyon ve kikirdak korunmasinda
subjektif Olglimlerin kullanimi1 yoluyla genel fiziksel islevde faydali degisiklikler de
kaydedilmistir (Debbi vd., 2011; L. S. Kim vd., 2006). Giinlik olarak MSM verilen
osteoartritik popiilasyonlarla yapilan galismalarda, WOMAC (Debbi vd., 2011; L. S. Kim
vd., 2006), SF36 (Debbi vd., 2011; L. S. Kim vd., 2006) ve Agrege Lokomotor Fonksiyon
(ALF) (Debbi vd., 2011) ile degerlendirildigi gibi, fiziksel fonksiyonda 6nemli gelismeler
gozlenmistir. Ekstra egzersizin neden oldugu kas hasarmi takiben objektif kinetik diz
Olciimleri kesin degildir, ancak MSM'nin maksimum izometrik diz ekstansdr iyilesmesine

yardimci olabilecegini diisiindiirmektedir (Melcher vd., 2016).

MSM, sonuglart olumlu sonucglanan bir dizi kombine tedavide de kullanilmustir.
Glukozamin, kondroitin siilfat, MSM, guava yapragi ekstresi ve D Vitamini igeren takviye
kullanimi sonucu, Japon Diz OA Olgiimiine gére diz osteoartriti olan hastalarm fiziksel
olarak sikayetleri azalmistir (Nakasone vd., 2011). Bagka bir takviye olan GCM sonucunda
fonksiyonel yetenekte ve eklem hareketliliginde artis olmustur (Vidyasagar vd.,2004). MSM
ve boswellik asit kombine kullanildiginda, Lequesne Indeksi (Notarnicola vd., 2016) ile
degerlendirilmis ve diz eklemi fonksiyonunu iyilestirdigi de gosterilmistir. Arginin I-o-
ketoglutarat, hidrolize Tip | kollajen, bromelain ve MSM igeren kombinasyon rotator manset
onarimindan sonra {i¢ ay kullanilmig ve objektif fonksiyonel sonuglar1 etkilemeden onarim

biitiinliiglinii iyilestirdigi gorilmiistiir (Gumina vd., 2012).

Kombine kullanimi arastiran diger calismalar, onemli gelismeler gosterememistir.
Geriatrik atlara ¢ ay boyunca agizdan verilen bir GCM kombinasyou, yiiriyiis
ozelliklerinde 6nemli degisiklikler gdstermemistir (Higler vd., 2014). insanlarda, MSM ve
boswellik asit, anti-inflamatuar ilaglara olan ihtiyaci azaltmasina ragmen gonartroz tedavisi
olarak plasebo gibi etki gostermistir (Notarnicola vd., 2011). Bununla birlikte, diyet ve

egzersiz rejimine ek olarak bir GCM kombinasyon takviyesi uygulanan grupla
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uygulanmayan grup karsilastirildiginda da 6nemli bir gelisme kaydedilmemistir (Magrans-
Courtney vd., 2011).

MSM ve glukozamin takviyesi kullanan ve fizik tedavi géren bel agris1 olan hastalar,
yasam kalitelerinde iyilesmenin oldugunu bildirmistir (Tant vd., 2005). GCM takviyeleri
spinal eklem hastalig1 ve dejeneratif disk hastalig1 i¢in bir tedavi olarak diisiiniilmiis ancak
kalite literatiiriiniin azlig1 nedeniyle etkinlik konusunda bir sonuca ulagilamamistir (Stuber
vd., 2011).

Bag dokusuna olan kiikiirt katkis1 nedeniyle MSM, anti-inflamatuar etkilerinin yani
kas agrilarinda da etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Dayaniklilik egzersizinin neden oldugu
kas hasari, kreatin kinaz ile ol¢iildiigii tizere MSM takviyesi ile azalmistir (Barmaki vd.,
2012). MSM ile on tedavi, yorucu direng egzersizlerini (Melcher vd., 2016; Kalman vd.,
2013) ve dayaniklilik egzersizini (Kalman vd., 2012) takiben kas agrisini azaltmustir.

MSM in vitro ¢alismalarda uyarilmis noétrofillerde ROS'u kimyasal olarak nétralize
etmemis bunun yerine mitokondriyal siiperoksit, hidrojen peroksit ve hipokloréz asit
olusumunu baskilamustir (Beilke et al., 1987). Ek olarak, MSM, HIV-1 Tat maruziyetinin
ardindan indirgenmis glutatyon (GSH)/oksitlenmis glutatyon (GSSG) oranini normal
seviyelere geri yiikseltebilir, NO {iretimini azaltabilir ve néronal ROS iiretimini azaltabilir

(Kim vd., 2015).

Insanlarda, dayaniklilik egzersizinden énce MSM &n tedavisi, indiiklenmis protein
oksidasyonu (Nakhostin-Roohi vd., 2011; Nakhostin-Roohi vd., 2013), bilirubin tretimi
(Barmaki vd., 2012; Nakhostin-Roohi vd., 2013), lipid peroksidasyonu (Nakhostin-Roohi
vd., 2011), kreatin kinaz (Barmaki vd., 2012), oksitlenmis glutatyon (Nakhostin-Roohi vd.,
2011) ve irik asidin (Nakhostin-Roohi vd., 2011; Nakhostin-Roohi vd., 2013) akut
zayiflamasina neden olurken toplam antioksidan kapasitede bir artis gériilmistiir (Barmaki
vd., 2012; Kim vd., 2009). Dayaniklilik egzersizini takiben, 10 ginlik tedavi Oncesi
(Nakhostin-Roohi vd., 2011) rediikte glutatyon yiikselmistir, ancak egzersizden hemen 6nce
tek bir oral dozdan 6nemli 6lgiide etkilenmemistir (Nakhostin-Roohi vd., 2013).

MSM’m mevsimsel alerjiler tizerine etkisi incelendiginde 30 giin boyunca 2.6 g/giin
MSM, 3. haftaya kadar iist ve toplam solunum semptomlarinda ve ayrica alt solunum
semptomlarinda azalma gozlemlenmistir (Barrager vd., 2002) ve tiim bu iyilestirmeler, 30
giinliik takviye alimin boyunca degismemistir. Bu c¢alismanin bir dezavantaji, polen

sayimlar1 ve bir semptom anketinin bildirilmemesi olmustur (Gaby, 2002) ancak bu durum
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sonra diizeltilmis olmakla birlikte Barrager ve ark.(2002) histamin salinimimi 6l¢gmek igin bu
ornek popiilasyonun bir alt bolimiinii kullanmigs ancak plazma IgE veya histamin

diizeylerinde 6nemli bir degisiklik bulamamslardir ( Barrager vd., 2002).

1981'de Herschler'e verilen ilk patentten bu yana, MSM'nin keratine kiikiirt vericisi
olarak hareket ederek cilt kalitesini ve dokusunu iyilestirmek igin terapotik kullanimlar
oldugu one siirlilmiistiir. Son bir ¢alisma raporuna gére, MSM, tikayici bir yama yoluyla
tavsanlarin derisini tahris etmedigi ancak baska bir ¢alisma raporuna goére, MSM'nin
kobaylarin derisini biraz tahris edebilecegi gosterilmistir. EDTA ve MSM igeren bir losyon
kullanildiginda, her 8 saatte bir ii¢ giinliik topikal uygulamanin ardindan sigcanlarda yanik
bolgelerinde hafif iyilesme oldugu da rapor edilmistir (Wang vd., 2015).

1.7.3. MSM nin Toksisitesi

Gida ve ilag Dairesi (FDA) GRAS bildirimi alttnda, MSM'nin 4845.6 mg/giin'iin
altindaki dozlarda giivenli oldugunu kabul etmektedir, ayni zamanda MSM iyi tolere
edilmekte ve giivenli goériinmektedir (Borzelleca, 2007). Siganlar (Horvath vd., 2002;
Magnuson vd., 2007; McCabe vd., 1986; Morton, 1986; O'Dwyer vd., 1988), fareler
(Takiyama vd., 2010) ve kopekler (Brim vd.,2010; Khan vd., 2010) dahil olmak iizere bir
dizi hayvan iizerinde bir dizi toksisite c¢aligmasi yapilmigtir. Bir 6n toksisite g¢aligma
raporunda, biiyiik patolojik bir degisiklik gostermemesine ragmen iki giin sonra 15,4 g/kg'lik
bir oral sulu doz verilen disi bir siganda tek bir 6liim bildirmistir. Diger teknik raporlar,
MSM topikal olarak uygulandiginda hafif cilt ve goz tahrisinin gozlemlendigini
gostermektedir (Borzelleca, 2007). Toksisite caligmalarinin bir 6zeti Cizelge 1.1'de

listelenmistir.

Cizelge 1.1. Metilsiilfonilmetan (MSM) Toksisite Verileri (Butawan vd., 2017).

NOAEL
Tiir Uygulama Yolu Siire Akut<15giin O(Ifj;rzzslj;lgtlki Referans
Diizeyi)
Fareler | Oral Belirtilmemis(akut) | 59/kg Kocsis vd.,(1975)
Fareler | intraperitonal Belirtilmemis(akut) | 5g9/kg Kocsis vd.,(1975)
Fareler | Oralgavaj 15 giin 50/kg Takiyama vd.,(2010)
Sican Intraperitonal Belirtilmemis(akut) | 5g/kg Kocsis vd.,(1975)
Sican Oralgavaj 15 giin 20/kg Takiyama vd., (2010)
Gebelik | Oralgavaj (14giin) |21 giin 1g/kg Magnuson vd. (2007)
Sican
Fareler | Oral 91 giin 1.5g/kg Takiyama vd., (2010)
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1.8. Calismamizda Kullanilan Hiicre Serilerinin Ozellikleri

Calismamizda farkli 6zelliklere sahip ii¢ gesit over kanseri hiicre serisi kullanilmistir.
Farkli hiicre serisi kullanmaktaki amacimiz MSM’nin farkli o6zelliklere sahip kanser

hiicrelerindeki etkisinin arastirilmasi olmustur.

Calismamizda kullandigimiz OVCAR-3 hiicre serisi insan epitel hiicre kokenli
adenokarsinomdan elde edilmis bir over kanser hiicre hattidir. Bu hiicre hatti uygun bir
transfeksiyon konagi olarak kullanilabilir. OVCAR-3, over kanserinde ila¢ direncinin
arastitilmasinda uygun bir model sistemidir ve hormon reseptorlerinin varliginda hormonal
tedavinin degerlendirilmesinde kullanilabilir. Expression markerlarina bakildiginda androjen
reseptorii pozitif; dstrojen reseptorii pozitif, progesteron reseptdrii pozitif olarak gorev yapar.
Yumusak agarda koloniler olusturabilir ve anormal bir karyotipe sahiptir. Klinik olarak
bakildiginda adriamisin, melfalan ve sisplatin konsantrasyonlarina direnglidir. Hem
kiiltiirlenmis hiicreler hem de ksenograftlar androjen ve Ostrojen reseptorler ozellikleri
gosterir. Ksenograft modelleri, 17-beta estradiol ile tedavinin bu over karsinomunda

progesteron reseptorlerini indiikleyebilecegini gostermek igin kullanilmistir (ATCC, 2024).

Calismamizda kullandigimiz diger bir hiicre hatti olan SKOV-3, over adenokarsinomu
olan bir hastanin asit sivisindan tiiretilen epitel benzeri morfolojiye sahip bir insan hiicre
hattidir. Uygun bir transfesiyon hatti olarak kullanilabilen SKOV-3'in bir 6zelligi de
disfonksiyonel apoptozom aktivasyonu, yumurtalik karsinomu ve kemoterapi direncinin
patogenezi ile baglantilidir. Bu hiicre hatti hipodiploiddir ve ¢iplak farelere enjekte
edildiginde yiiksek tiimor olusumu gosterir. Ayrica tiimor nekroz faktorlerine ve bazi
sitotoksik ilaglara karsi direnglidir. SKOV-3, Gstrojen ve antidstrojene direngli yumurtalik
kanseri iizerine arastirma icin ideal bir modeldir. OVCAR-3’den farkli olarak Ostrojen ve

progesteron reseptoriinii exprese etmez (BJRC,2024).

Calismamizda kullandigimiz son hiicre hatti ise A2780 olup tedavi edilmemis bir
hastanin yumurtalik endometroid adenokarsinom tiimor dokusundan elde edilmistir. Tedavi
sisteminde terapotik hedeflerin belirlenmesi ve toksisitenin etkilerini gézlemlemek igin
yaygin olarak kullanilir. Bu epitel hiicre hatti, spinner kiiltiirlerinde siispansiyon halinde tek
tabaka halinde biiylir ve bagisiklik yetersizligi olan farelerde timor olusturur. A2780,
sisplatin duyarliligi gosterir. Over tiimorii neovaskiilarizasyonunun roliiniin arastirilmasinda
ve kemoterapi ilaglarinda direncin belirlenmesinde model olarak kullanilmigtir.

(Abdulkhalek vd., 2014; Pfankuchen vd., 2015)
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MSM'nin ¢esitli kanserlerde apoptoz yolag: iizerine galigmalar bulunmaktadir ancak
daha once over kanserinde apoptoz ve otofaji {izerindeki etkilerine literatiirde
rastlanmamigtir. Bu tez ¢alismasinda over kanser hiicre serileri olan OVCAR-3, SKOV-3 ve
A2780 ile apoptotik ve otofajik yolaklarin etkin oldugu bir sistem olusturularak bu hiicre
modeli lizerinde over kanseri durumlarinda tedaviyi destekleyici olarak yaygin klinik
kullanimi bulunan ve GRAS olarak tanimlanan MSM’nin otofaji ve apoptoz lizerine olan

etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Beckman Coulter marka santirifiij, Holten Lamin Air marka steril kabin Spectramax
marka spektrofotometre, Sanyo CO2 Inkiibatérii, Gilson otomatik pipetler, Mettler marka su
banyosu, Velp Scientifica marka magnetik karistirici, Sesa 1400 marka pH metre, Heto,
Sanyo, Bosch marka -20 °C ve - 80 °C derin dondurucular, Argelik buzdolabi, Heidolph
vorteks, Mettler Toledo elektronik terazi, Labnet International galkalayici, Olympus floresan
mikroskop, Thermo marka spektrofotometre, jel elektroforezi, Bio-Rad immunblotlama tetra
cell, western blot cihazi, Accuri C6 akim sitometri, Enzo CYTO-ID® Autophagy detection
kit, Bd Pharmingen PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | kullanildi.

2.2. Kimyasallar

Fetal bovine serum, RPMI 1640 medium, L-glutamin, PAA firmasindan
penisilin/streptomisin, siilfanilamid, naftiletilen diamine, thiazol blue tetrazolium bromide
(MTT), BSA, glisin, PBS, DMSO, aminoguanidine hydrochloride, Sigma firmasindan
rhodamine 123, annexin V, propidium iodide, BD Biosciences’ firmasidan, kaspaz-3
substratlar1 Alexis Biochemicals, Thermo firmasindan Bradford ajani, Aldrich firmasindan
MSM, Enzo firmasindan CYTO-ID® Autophagy detection kit, Bd Pharmingen firmasindan
PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | temin edildi.

2.3. Cahismada Kullanilan Hiicre Serisi

Calismamizda OVKAR-3, SKOV-3 ve A2780 over kanser hiicre serileri
kullanilmugtr.

2.4. Yontemler
2.4.1. Hicre Kiiltiira

OVKAR-3, SKOV-3 ve A2780 over kanser hiicreleri, %1 L-glutamin, %1 penisilin-
streptomisin ve inaktif fetal sigir serumu (%10) igeren RPMI 1640 besiyerinde 75 cm?2’lik
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flasklarda, 37°C’de, %5 CO2 igeren etiivde ¢ogaltildi. %80 yogunluga ulasan hiicreler PBS
ile yikanarak tripsinize edilerek pasajlandi.

2.4.2. Hiicre Sayimi ve Canh Hiicrelerin Belirlenmesi

Bir hiicre siispansiyonundaki canli hiicrelerin sayisini tespit etmek igin tripan mavisi
kullanilmigtir. Canli hiicreler saglam hiicre zarina sahip olduklari i¢in tripan mavisi, eozin
veya propidyum gibi belirli boyalar1 hiicre icine almazlar ancak 6lii hiicrelerin saglam bir
hiicre zar1 bulunmadigi igin bu hiicreler bu boyalarla boyanir. Bu islem sirasinda boya ile
karistirilan hiicre siispansiyonundaki hiicrelerin daha sonra boyayi alip almadigini belirlemek
icin hiicre canlihigi 11tk mikroskobunda sayilmistir. Her kuyuya esit sayida canli hiicre
ekilmesi 6nemli oldugu i¢in trypan mavisi kullanilarak neubauer laminda hiicre sayimi
yapildiktan sonra hiicreler 6’11, 24°lii ya da 96’11 plaklara ekim yapilmustir. Iki 6zdes bolmeye
sahip Neubauer laminda sayma bolmesinin derinligi 0,1mm, alani 1mm? , hacmi 0,1mm?3diir
Tripan mavisi igeren PBS iginde stispanse edilen hiicrelerden o6lii hiicreler maviye

boyanirken, boyanmayan canli hiicrelerin mikroskopta sayimi yapilir (Strober, 2015).

Elimizde bulunan 20 pl hiicre siispansiyonu esit hacimde trypan mavisi ¢ozeltisi ile
karistirildi ve galismamizda canli hiicre sayist bulmak igin 1ml (1cm® )’teki hiicre sayis1 =

0,1mm? *teki hiicre sayis1 x 2 (dilusyon faktrii) x 10000 formiilii kullamlds.

2.4.3. Hucre Canhilik Testi

MTT; canli hiicreler tarafindan substratin kromojenik iirline doniistiiriilmesine bagl
olan canlilik deneyleri arasinda, hala ¢ok yonlii ve popiiler testlerden biridir. MTT testinin
temelinde, etkisiyle suda ¢Oziiniir sar1 boya olan MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir]'iin mitokondriyal rediiktazin ¢6ziinmeyen mor bir formazana
dontigmesidir. Elde edilen formazon kristalleri ¢dzlindiiriilir ve konsantrasyonu 570 nm
spektrofotometrede optik yogunlugu belirlenir. Canli hiicre sayisi analiz sonucundan elde
edilen boya yogunlugu ile korelasyon gosterir Sonug, kuyu basma ~10° hiicreye kadar
mitkemmel dogrusalliga sahip hassas bir testtir. Test, birden fazla kuyuda biiyiitiilen yapisik
veya yapigmayan hiicreler i¢in standardize edilmistir. Protokolde, standart bir 96 oyuklu
plaka kullanilir. Ancak bu, farkli bir plaka formatina uyacak sekilde biiyiitiilebilir. 96 oyuklu
bir plaka i¢inde oyuk basina plaka 500-10.000 hiicre igerir. Test, 10° hiicreye kadar iyi
dogrusalliga sahiptir (Kumar vd., 2018).
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Final konsantrasyonu 5mg/ml olan MTT boyasi, RPMI 1640 besiyerinde ¢6ziildii.
Uzerindeki besiyeri atilan hiicreler her kuyuya 20ul MTT ¢ozeltisi ve 100ul besiyeri
eklenerek 96’1ik plakta 37°C’de, etiivde 4 saat siire ile bekletildi sonrasinda medium aspire
edilerek ¢oziicii ajan DMSO eklendi ve kristaller ¢oziildii. Birkag dakika i¢inde 595 nm’de
spektrofotometrede absorbans Olgiimii  yapildi. Uygulanan denemeye gore, kontrol
(tedavisiz) grupta veya MSM’nin farkli dozlar1 uygulanan gruplarda absorbanslar dlgiilerek
tedavisiz grubun canlilig1 %100 kabul edilerek diger gruplardaki canlilik degeri relatif olarak

hesaplandi.

2.4.4. Protein Kantitasyonu

Bradford testi, protein konsantrasyonlarini 6l¢mek i¢in hizli ve oldukca hassas bir
yontemdir. Cozeltideki denatiire proteinlere baglanmayi takiben Coomassie Brilliant Blue G-
250 boyasinin maksimum absorbanstaki 465 nm'den 595 nm'ye kaymasina dayanir (Kielkopf
vd., 2020). Calismamizda protein miktar tayini amaciyla kullanilan Bradford testi ile kaspaz

aktivite tayini i¢in kullanilacak 6rneklerin mg protein basina hesaplanmalari yapildi.

Protein tayini yapabilmek amaciyla 2 pl 6rnek ve 150 pl Bradford ayiraci 96 kuyulu
plaklarda her kuyuya konularak karanlikta, 5 dakika, oda sicakliginda inkiibasyondan sonra
595 nm’de absorbans olgiildii. Standart BSA grafiginden ve esitliginden hareketle 6rneklerin

protein miktar tayini yapildi.

2.4.5. Kaspaz-3 Aktivitesi Tayini

Trypan blue ile Neubauer laminda mikroskopla sayilan hiicreler 6’lik plaklara ekim
yapilarak bir gece etlivde inkiibasyona birakildilar. Ekimden 24 saat sonra hiicreler,
MSM’nin 300mM ve 400mM dozlar1 ile muamele edildi ve bu sekilde 24 saat etiivde
inkiibasyona birakildilar. Kuyulardaki hiicreler bu siire sonunda kazinarak toplandi.
Kazinarak elde edilen hiicreler 160 uL PBS ve 4 uL deterjan ile muamele edilerek sitozolik
ekstreleri hazirlandi. Ependorflara alinan lizat buz {lizerinde 5 dakika inkiibasyona birakildi.
10 saniye vortekslenen lizat sonra 14.000 rpm’de 4°C’de 2 dK santrifiij yapildi. Iki kere
tekrarlanan bu islem sonunda elde edilen siipernatan sitozolik ekstre olarak kullanildi ve
daha once de belirtildigi sekilde Bradford yontemine gore protein tayini yapildi. 50 pL lizat
kaspaz-3’iin substrati ile 96’lik plakta 1 saatlik inkiibasyona birakildiktan sonra olusan
kolorimetrik iiriiniin floresan siddeti 402nm dalgaboyunda &lgiildii. Olgiilen floresan siddeti

her 6rnegin 50 pL’sinin igerdigi mg protein miktarina oranlandi.
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2.4.6. PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | ile Apoptoz tayini

Plazma zarmin i¢ ve dis yaprakciklarina asimetrik olarak dagilmis lipitler saglikli bir
hiicrenin yiizeyini olusturur. Hiicre sitoplazmasina dogru yonelim gosteren fosfatidilserin
(PS), normalde plazma zarinin i¢ zari ile sinirh olan lipitlerden biridir. Apoptoz esnasinda
bozulan lipid asimetrisi sebebiyle PS plazma zarinin dis yapragina ¢ikar ve kalsiyum
baglayici bir protein olan Annexin V, PS'ye baglanarak floresan olarak goriintiilenebilir. Bu
nedenle Annexin V, apoptotoz esnasinda hiicre digina yonelen PS'yi tespit etmek icin
kullanilabilir (Crowleyvd., 2016).

Canli hiicreleri canli olmayan hiicrelerden ayirt etmek igin kullanilan Amino-
Actinomycin (7-AAD) standart bir akis sitometrik canlilik belirtecidir. Zarlar1 saglam olan
canli hiicreler 7-AAD'yi gegirmezken Olii ve hasarli hiicrelerin zarlari 7-AAD igin
gecirgendir. PE Annexin V ile boyanan ve 7-AAD i¢in boyanmayan hiicrelerin apoptotik
stiregte oldugu dustintlir. Hem PE Annexin V hem de 7-AAD igin pozitif boyanan
hiicrelerin ise ya apoptozun son asamasinda ya nekroz gecgirmekte ya da zaten 6l oldugu
distintiliir. Her ikisi i¢in de negatif boyanan hiicreler canlidir ve 6lgiilebilir apoptozdan

gegmemektedir (Zembruski vd., 2012).

Calismamizda 6’lik plaklara ekim yapilan hiicreler etiivde 24 saat inkiibe edildirler.
Bu siire sonunda etkilerinin gézlemlenecegi 300 mM MSM ve 400 mM MSM ile 24 saat
inkiibe edildiler. 24 saat sonunda soguk PBS ile iki kez yikanan kuyulardaki hiicreler 1x
baglama tamponunda ml’de 10° hiicre olacak sekilde tekrar siispande edildi. Bu soliisyondan
100 pul (1 x 10°) hiicre almarak iizerine 5 ul Annexin V-PE ve 5 ul 7- AAD eklenen hiicreler
cok hafifge vortexlenerek 15 dakika oda 1sisinda (25°C) karanlikta inkiibasyona birakildilar.
Tiiplere 400ul 1xbaglama tamponu eklendikten sonra 1 saat i¢inde akis sitometrisi ile analiz
edildi.

Akim sitometri sonuglarina gore canli hiicrelerde Annexin V-PE negatif ve 7-AAD
negatif, erken apoptotik hiicrelerde Annexin V-PE pozitif ve 7-AAD negatif, nekrotik
hiicrelerde ise Annexin V-PE pozitif ve 7-AAD pozitif olarak degerlendirilmistir. Bunun
sonunda MSM’nin farkli dozlarmi uyguladigimiz ve uygulamadigimiz hiicrelerdeki canli,

apoptotik ve nekrotik hiicreler belirlenerek analiz edildi.
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2.4.7. Otofagozomlarin CYTO-ID Autophagy Detection Kit ile Belirlenmesi

6’lik plaklara ekim yapilan hiicreler 24 saatlik etiivde inkiibe edildiler. 24 saat
sonunda etkilerinin gozlemlenecegi 300 mM MSM ve 400 mM MSM ile 24 saatlik
inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyondan sonra hiicrelere rapamycin uygulandi, daha sonra
hiicreler tripsinize edilerek toplandi. Ornekler 1x10°-1x10° hiicre/mL'ye kadar icermektedir.
Hiicreler 1000 rpm'de 5 dakika santrifiijlenerek pelet elde edildi. Hiicrelere 1X assay buffer
eklenerek hiicre kiiltiir ortaminda yikandi ve santrifiijden sonra hiicreler toplandi. 250 pL 1X
assay buffer eklenerek canli hiicre ornekleri yeniden siispanse edildi. 250 pL seyreltilmis
CYTO-ID® green stain soliisyonu her numuneyeeklendi. Oda sicakliginda 30 dk
inkiibasyona birakildi. Bu bir mono-dispers hiicre siispansiyonu elde etmek 6nemli oldugu
icin yavas yavas asagi ve yukari pipetleme yapildi. Bu uygulamadan sonra hiicreler santrifiij
edildi ve 1X assay buffer ile yikandiktan sonra 500 pL assay buffer ile yeniden siispanse
edildi. 1X assay buffer ile 3 kez yikandiktan sonra ornekler akis sitometresinde yesil (FL1)
veya turuncu (FL2) kanalda analiz edildi.
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3. BULGULAR

3.1. MSM’nin OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 Over Kanseri Hiicrelerinde
Canhilik Uzerindeki Etkileri

MSM’nin over kanseri hiicre serilerinde canlilik iizerindeki etkilerini belirlemek
tizere MTT testi yapilmistir. MSM her ii¢ over kanseri hiicre serisinde de canliligi doza
bagimli ve anlamli olarak azaltmistir. 50mM ve {izerindeki konsantrasyonlarda MSM’nin ,
OVCAR-3 hiicrelerinde hiicre canliligin1 anlamli olarak azalttig1 belirlenmis, 300mM MSM
dozunda canliik % 59,66 iken 400mM konsantrasyonda % 56,94’ e, 500mM
konsantrasyonda ise %44,06’ya gerilemistir (Sekil 3.1A). MSM’nin SKOV-3 hiicre
canliligimmi da doz bagimli olarak azalttig1 belirlenmistir. MSM, SKOV-3 hiicre canliligini
300mM konsantrasyonda 48,43’e, 400 mM konsantrasyonda ise 39,08’e diistirmiistiir (Sekil
3.1B). MSM’nin A2780 hiicre canliligini ise 200mM ve iizerindeki dozlarda anlamli olarak
azalttig1 belirlenmistir (Sekil 3.1C). Her ii¢ over kanseri hiicre serisinde de MSM’nin
canliligt anlamli ve doz bagimli olarak azalttig1 belirlenmis, literatiir bilgisinden de
hareketle, MSM’nin etki mekanizmasini belirlemek {izere ileri analizler i¢in 300mM ve
400mM konsantrasyonlar1 belirlenmistir. MSM uygulanan hiicrelerdeki morfolojik
degisiklikler 1s1k mikroskobunda da takip edilmistir. Hiicrelerin mikroskobik degisimleri
Sekil 3.2°de goriilmektedir. Buna gére, MSM uygulanan OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780
hiicrelerinde kontrol hiicrelere gore temas ve tutunmanin azaldigi ve sitoplazmanin

bliziiserek kiigiildiigii gézlenmektedir (Sekil 3.1).

OVCAR-3 SKOV-3 A2780
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Sekil 3.1. MSM’nin OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 over kanseri hiicrelerinde % canlilik tizerindeki
etkileri. A: MSM OVCAR-3 hiicrelerinde canliligit 50mM ve fiizerindeki dozlarda (p<0,0001); B:
SKOV-3 hiicrelerinde 50 uM (p=0,0001) ve tizerindeki dozlarda (p<0,0001) ve A2780 hiicrelerinde
ise 200mM (p=0,0017) ve {izerindeki dozlarda anlamli olarak azaltmustir. (***p=0,0001,
****p<0,0001)
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Sekil 3.2. MSM (300mM ve 400mM) uygulanan ve uygulanmayan OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780
over kanseri hiicrelerinin 151k mikroskopu goriintiileri. Seklin en ustlindeki ii¢ goriintii soldan saga
sirastyla MSM uygulanmayan, 300mM MSM uygulanan ve 400mM MSM uygulanan OVCAR-3
hiicrelerini, seklin ortasindaki ti¢ goriintii soldan saga sirasiyla MSM uygulanmayan, 300mM MSM
uygulanan ve 400mM MSM uygulanan SKOV-3 hiicrelerini ve seklin en altindaki ti¢ goriintii soldan
saga sirastyla MSM uygulanmayan, 300mM MSM uygulanan ve 400mM MSM uygulanan A2780
hiicrelerini gostermektedir.

3.2. MSM’nin OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 Over Kanseri Hiicrelerinde
Apoptoz Uzerindeki Etkileri

MSM’nin over kanseri hiicre serilerinde apoptoz iizerindeki etkilerini belirlemek {izere

akim sitometri ile Annexin V-PE ve 7AAD ile ikili boyama yapilmistir. MSM 300mM ve
400mM dozlarda OVCAR-3 hiicrelerde apoptozu indiiklemistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. A ve B. A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan OVCAR-3 hiicrelerinde
Annexin V-7AAD ve PE boyanmasi sonucunda elde edilen plotlarin temsili gésterimi. B: Kontrol,
300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan OVCAR-3 hiicrelerinde bar grafik olarak canli, erken,
ileri apoptotik ve nekrotik hiicre sayilarinin yiizde bar grafigi (*p<0.05)

MSM’nin SKOV-3 ve A2780 hiicrelerinde de 300mM ve 400mM dozlarda erken apoptozu
arttirdigi belirlenmistir (Sekil 3.4 ve 3.5).
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Sekil 3.4. A ve B A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan SKOV- 3 hiicrelerinde
Annexin V-7AAD ve PE boyanmasi sonucunda elde edilen plotlarin temsili gosterimi. B: Kontrol,
300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan SKOV- 3 hiicrelerinde bar grafik olarak canli, erken, ileri
apoptotik ve nekrotik hiicre sayilarinin yiizde bar grafigi (*p<0.05)
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Sekil 3.5. A ve B A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan A2780 hiicrelerinde
Annexin V-7AAD ve PE boyanmasi sonucunda elde edilen plotlarin temsili gdsterimi. B: Kontrol,
300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan A2780 hiicrelerinde bar grafik olarak canli, erken, ileri

apoptotik ve nekrotik hiicre sayilarinin yiizde bar grafigi (*p<0.05)
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3.3. MSM’nin Kaspaz 3 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

MSM, her ti¢ hiicre serisinde de kaspaz 3 enzim aktivitesini 300mM dozda anlamli
(p<0,005) olarak arttirmigtir (Sekil 3.6).

Kaspaz aktivitesi

3
25
15
05

0

Kontrol 300 MM MSM 400 mM MSM Kontrol 300 mM MSM 400 mM MSM Kontrol 300 mM MSM 400 mM MSM

Kat degisiklik

OVCAR-3 SKOV-3 A-2780

Sekil 3.6. MSM’nin OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 over kanseri hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesi
tizerindeki etkileri

3.4. Cyto-1D Boyamasi ile MSM’nin Otofaji Uzerindeki Etkilerinin Saptanmasi

Otofajik boyama olarak kullanilan Cyto-ID Boyamasi sonucunda OVCAR-3
hiicrelerinde 300mM MSM tedavisi ile boyanma artmig, 400mM MSM ile ise boyanma
azalmustir. Klorokin eklenen OVCAR-3 kontrol hiicrelerinde floresan 1s1ma artmis buda
bize pozitif kontrol grubumuzun ve kitin amacimiz dogrultusunda ¢alistugini gostermistir.
Ayni sekilde klorokin ve 300mM MSM kombine uygulanan tedavide floresan 1simay1 anlamsiz
olarak azaltirken 400mM ve klorokin kombinasyon tedavisinde 1stma anlamli olarak azalmustir (Sekil
3.7A B,C).
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Sekil 3.7. A B C. A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan OVCAR-3 hiicrelerinde
Cyto-ID boyanmasi sonucunda elde edilen plotun temsili gosterimi. Renklerin simgeledigi gruplar:
Kontrol, 300mM MSM,400mM MSM. B: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM ve klorokin
uygulanan OVCAR-3 hiicrelerinde Cyto-ID boyanmasi sonucunda elde edilen plotun temsili gosterimi
C: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan ve kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM
ve klorokin uygulanan Cyto-ID boyanmasina iligskin ortalama floresanin bar grafik olarak verilmis
sekli

Otofajik boyama olarak kullanilan sonucunda SKOV-3 hiicrelerinde kontrol grubuna

gore 300mM ve 400 mMMSM tedavili hiicrelerde boyanma artis géstermistir.
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Sekil 3.8. A ve B A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan SKOV-3 hiicrelerinde Cyto-
ID boyanmasi sonucunda elde edilen plotun temsili gosterimi. Renklerin simgeledigi gruplar: Kontrol,
300mM MSM,400mM MSM. B: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan SKOV-3
hiicrelerinde Cyto-ID boyanmasina iligkin ortalama floresanin bar grafik olarak verilmis sekli.
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A2780 hiicrelerinde ise 400mM MSM tedavi dozunda azalma gorilmiistiir. Klorokin

uygulanan A2780 kontrol hiicrelerine gére 300mM ve klorokin kombine tedavi ve 400mM MSM

ve klorokin tedavili hiicrelerde anlamli bir azalma g6zlenmistir.
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Sekil 3.9. A ve B. A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan A2780hiicrelerinde Cyto-
ID boyanmasi sonucunda elde edilen plotun temsili gosterimi. Renklerin simgeledigi gruplar: Kontrol,
300mM MSM,400mM MSM. B: Kontrol, 300mM MSM,400mM MSM ve klorokin uygulanan
A2780 hiicrelerinde Cyto-ID boyanmasi sonucunda elde edilen plotun temsili gosterimi. C: Kontrol,
300 mM MSM ve 400mM MSM ve kontrol, 300mM MSM, 400mM MSM ve klorokin uygulanan
A2780 hiicrelerinde Cyto-ID boyanmasina iligkin ortalama floresanin bar grafik olarak verilmis sekli.

Elde edilen verilerle MSM’nin otofajik kofullarin boyanmasinin bir Slgiimii olan

Cyto-ID boyanmasinda hiicre ve doza bagimli farkli etkiler gosterdigini ortaya koymustur.
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4. TARTISMA

Literatiirde MSM’nin farkli kanser hiicre serilerinde proliferasyon iizerindeki etkileri
incelendiginde, Melanoma hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada 200mM MSM varliginda
melanoma hiicre proliferasyonu onemli Ol¢iide inhibe edildigi bildirilmistir (Caron vd,
2010). Bir bagka calismada ise meme kanseri hiicrelerinde biiyiimenin logaritmik fazi
sirasinda MSM ile tedavi edilen hiicrelerin sayis1 kontrol hiicrelerininkiyle karsilastirilmig
ve MDA-MB 231 hiicre biiyiimesinin, 300mM MSM ile yaklasik %55 ve 500mM MSM ile
yaklagik %70 oraninda inhibe oldugu bildirilmistir. 300mM MSM ile ~%38 ve 500mM
MSM ile ~%70 SK-BR3 hiicre biiylimesi inhibe olmustur. Bunlara ek olarak MSM ile
tedavi doza bagli olarak MDA-MB 231 ve SK-BR3 hiicrelerinin canliligini énemli dl¢iide
azaltmistir (Lim vd., 2012). MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada
MSM’nin Tamoksifen ile kombinasyonu incelenmis ve 200mM-20 uM kombinasyonunda
yaklasik ~%60 ve 300mM-25uM tamoksifen kombinasyonunda ~%40 hiicre biiyiimesinin
azaldig: bildirilmistir. Aynmi ¢alismada farkli bir hiicre serisi olan T47D hiicreleri ile benzer
sonuglar elde edilmistir (SD vd., 2015).Yine meme kanseri hiicrelerinin kullanildigi bir
diger ¢alismada ise MSM ile tedavinin, doza bagl bir sekilde SK-BR3 hiicrelerinin
canliligini 6nemli 6lgiide azalttigi; 100mM MSM'nin SK-BR3 hiicre biiyiimesini %32,
200 mM dozunun %45 ve 300 mM dozunun ise %51 inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
nedenle, 300mM MSM konsantrasyonu, IC50 dozu olarak kabul edilerek ileri deneylerde
kullanilmistir (Kang vd., 2016). MSM’nin etkileri gastrointestinal hiicrelerde arastirilmis ve
hepatoseliiler karsinoma (HepG2), insan gastrik karsinoma (AGS), insan 6zofagus squamoz
hiicre karsionma (KYSE-30) hiicrelerindeki IC50 degerleri sirasiyla 28.04 mg/ml,
21.87mg/ml and 27.98 mg/ml olarak bildirilmistir. Bu degerler de 300mM’ a yakin

konsantrasyonlari isaret etmektedir (Jafari vd., 2012).

Literatirde MSM’nin over kanseri hiicreleri iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismaya rastlanmamistir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz MSM konsantrasyonlarina
karsilik elde ettigimiz canlilik degerleri literatiirle paralellik gostermektedir. 300mM ve

sonrasi dozlarda canlilik 6nemli 6l¢lide azalmaktadir.

Literatirde 600mM MSM dozunda melanoma hiicrelerinde %063 apoptoz
bildirilmistir (Caron vd., 2010). MSM’nin, MDA-MB-231 hiicrelerinde 300mM dozda
apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Lim vd., 2012). Bir baska ¢alismada ise MSM’nin
karaciger kanseri hiicrelerinde kaspaz 8, kaspaz 3, PARP fragmantasyonu artis1 araciligiyla

apoptotik etkilerini gosterdigi ortaya konulmustur (Kim vd., 2014). 200mM metil siilfonun
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murin 4T1 (66¢l-4) kanserli hiicrelerde apoptozu tetikledigi, hiicre proliferasyonunu ve
DNA sentezini azalttigini, hiicrelerin hiicre dis1 bir matris yoluyla gociinii inhibe ettigini ve
temas inhibisyonunu ve ankoraj bagimli biiyiimeyi indiikledigini bulmuslardir (Caron vd.,
2013). Ayni ¢alismada 200mM konsantrasyonda benzer sekilde apoptozun tetiklendigi
goriilmiigtiir. Bizim ¢aligmamizda bu ¢aligmalara paralel olarak MSM’nin hiicre canliligini

azaltici etkilerini apoptoz aracilifiyla gerceklestirdigi belirlenmistir.

Literatirde MSM’nin 150 ve 200mM konsantrasyonlarda gingival kanser
hiicrelerinde (Nipin vd., 2017), 200mM konsantrasyonda HT-29 hiicrelerinde (Kim vd.,
2020), 500mM kosnantrasyonda hepatik kanser hiicrelerinde (Kim vd., 2014), 300mM
konsantrasyonda kolon kanseri hiicrelerinde (Karabay vd., 2016) kaspaz enzim aktivitesini
arttirdigy bildirilmistir. Calismamizda literatiirle paralel olarak MSM’nin kaspaz 3 enzim

aktivitesini arttirdig1 belirlenmistir.

Elde edilen verilerle MSM’nin otofajik kofullarin boyanmasinin bir 6l¢giimii olan
Cyto-ID boyanmasinda hiicre ve doza bagimh farkli etkiler gosterdigini ortaya koymustur.
Klorokin eklenen hiicrelerdeki floresan isimadaki azalma MSM’nin klorokinle indiiklenen
otofagazom lizozom birlesmesinin baskilanmasini azaltarak otofajik akis1 uyartyor olabilir
ancak mekanizmanin ileri ¢aligmalarla aydinlatilmasi gerekir (Han vd., 2020). Literatiirde
ise.  MSM’nin  otofaji iizerindeki  etkilerinin  arastirlldign ~ bir  g¢alismaya

rastlanmamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 over kanser hiicreleri MSM’nin farkli
konsantrasyonlar1 ile 24 saat muamele edilmis ve bunun sonucunda hiicre canliliklari
anlamli Sl¢lide azalmustir. Ayrintili olarak bakildiginda OVCAR-3 hiicrelerinde hiicre
canliligini anlaml olarak azalttigi belirlenmig, 300mM MSM dozunda canlilik % 59,66
iken 400mM konsantrasyonda % 56,94’ e, 500mM konsantrasyonda ise %44,06’ya
gerilemistir. MSM’nin  SKOV-3  hiicre canliligini da doz bagimli olarak azalttig
belirlenmistir. MSM, SKOV-3 hiicre canliligim1 300mM konsantrasyonda 48,43’e, 400mM
konsantrasyonda ise 39,08’e diistirmiistiir. MSM’nin A2780 hiicre canliligini ise 200mM ve
tizerindeki dozlarda anlamli olarak azalttigi belirlenmistir. Her {i¢ over kanseri hiicre
serisinde de MSM’nin canliligi anlamli ve doz bagimli olarak azalttig1 belirlenmis, literatiir
bilgisinden de hareketle, MSM’nin etki mekanizmasini belirlemek iizere en etkin azalmay1

gosteren 300mM ve 400mM konsantrasyonlari belirlenmistir.

MSM uygulanan hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler 11k mikroskobunda da takip
edilmistir. Buna gore, MSM uygulanan OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 hiicrelerinde
kontrol hiicrelere gore temas ve tutunmanin azaldigi ve sitoplazmanin biiziiserek kiigldigi

gozlenmistir.

MSM’nin over kanseri hiicre serilerinde apoptoz iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in
akim sitometri ile Annexin V-PE ve 7AAD ile yapilan ikili boyamada MSM 300 mM ve
400 mM dozlarda OVCAR-3 hiicrelerde apoptozu indiiklemistir. MSM’nin SKOV-3 ve
A2780 hiicrelerinde ise 300mM ve 400mM dozlarda erken apoptozu arttirdig

belirlenmistir.

MSM, her ii¢ hiicre serisinde de kaspaz 3 enzim aktivitesini 300mM dozda anlaml

olarak arttirmus ve hiicrelerin apoptoza girdigini dogrulamstir.

Otofajik boyama olarak kullanilan Cyto-ID boyamasi sonucunda SKOV-3
hiicrelerinde kontrol grubuna gore 300mM ve 400mM MSM tedavili hiicrelerde boyanma
artis gostermis, OVCAR-3 hiicrelerinde 300mM MSM tedavisi ile boyanma artmus,
400mM MSM ile ise boyanma azalmistir. A2780 hiicrelerinde ise 400mM MSM tedavi
dozunda azalma goriilmiistiir. Klorokin eklenen OVCAR-3 hiicrelerinde 300mM MSM” da
anlamli olmamasina ragmen bir azalma gézlenmis; 400 mM MSM hiicrelerinde ise anlamli

bir azalma gozlenmistir. Klorokin eklenen A2780 hiicrelerine hiicrelerine baktigimizda ise

43



hem 300mM MSM hemde 400mM MSM uygulanan hiicrelerde anlamli bir azalma

olmustur.

Elde edilen verilerle MSM’nin otofajik kofullarin boyanmasmin bir dl¢limii olan
Cyto-ID boyanmasinda hiicre ve doza bagiml farkli etkiler gosterdigini ortaya koymustur.
MSM’nin otofaji lizerindeki etkilerinin daha ileri olarak analiz edilmesi, etkilerini net olarak

ortaya koyacaktir.
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