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ÖZET 

MSM’nin OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 Over Kanser Hücrelerinde Apoptoz ve  

Otofaji Üzerindeki Etkileri 

Dünya genelinde, over kanseri kadınlarda en yaygın yedinci kanser türüdür ve kanser kaynaklı 

ölümlerin en yaygın sekizinci nedeni olup beĢ yıllık hayatta kalma oranı %45'in altındadır. Bu 

hastalığın ortadan kaldırılmasında baĢlıca tedavi seçenekleri cerrahi ve kemoterapidir. Bunların 

yanında hedefli tedaviler ve hormonlar da kullanılmaktadır. Programlı hücre ölümü (PCD) olarak 

adlandırılan apoptoz çok hücreli organizmalar için hem fizyolojik hem de patolojik olarak önem 

taĢıyan bir olgudur. Kanser ekseninde apoptoz süreçlerinin sağlıklı iĢletilememesi ve apoptoza direnç 

geliĢimi gözlenmektedir. Hücre canlılığını etkileyen bir baĢka olgu olan otofaji ise hücrenin kendi 

kendini sindirmesi olarak bilinen, hücrenin organel ve içeriğinin otofagozom olarak adlandırılan çift 

zarlı veziküllerin içine alınarak lizozomal yıkımın gerçekleĢtiği homeostatik katabolik bir süreçtir. 

Otofaji, onkojenik aktivasyon sonrasında kanseri teĢvik etmekte; ancak tümörün baĢlaması ve malign 

dönüĢümde hasarlı ve bozuk hücrelerin ortadan kaldırılmasında inhibitör etkiler de sergilemektedir. 

Bu nedenle, otofajinin kanser geliĢiminde ikili rolü olduğu bildirilmiĢtir. Son yıllarda, daha az yan etki 

potansiyeline sahip olmaları nedeniyle doğal ürünler ve diyet destek preparatlarının kanser karĢıtı 

etkilerinn araĢtırılması dikkat çekici bir araĢtırma alanı olmuĢtur. Genel olarak güvenli olarak tanınan 

(GRAS) bir madde olan ve yüksek dozlarda toksik etki sergilemeksizin kullanılabilen MSM, ağrı, 

iltihaplanma, alerji, artrit, parazit enfeksiyonlar ve saç, cilt ve tırnaklarda normal keratin seviyelerinin 

korunması gibi çok çeĢitli durumlarda kullanılan popüler bir besin takviyesidir. Geçtiğimiz birkaç yıl 

içerisinde MSM‟in çeĢitli kanser hücreleri üzerinde apoptotik etkiler sergileyebildiği bildirilmiĢtir. Bu 

çalıĢmada MSM,  OVCAR-3, SKOV-3 Ve A2780 over kanseri hücreleri üzerinde test edilmiĢtir. 

Hücreler farklı dozlardaki MSM ile inkübe edildikten sonra canlılık testi, kaspaz aktivite tayini, 

apoptoz tayini ve otofajik otofagozomların belirlenmesi spektrofotometrik ölçüm ve akım sitometri ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. MSM‟nin her üç over kanseri hücresi üzerinde de belirli dozlarda hücre canlılığını 

anlamlı olarak azalttığı ve apoptozu anlamlı olarak indüklediği belirlenmiĢtir. MSM‟nin etkin 

sitotoksik dozları arasında olan 300 mM dozda her üç over kanseri hücresinde de kaspaz-3 enzim 

aktivitesini anlamlı olarak arttırdığı belirlenmiĢtir. Otofagozomların floresan boyanması ise MSM‟nin 

300 mM ve 400 mM‟lık dozlarında farklı etkiler sergilediğini ortaya koymuĢtur. SKOV-3 

hücrelerinde 300 mM ve 400 mM MSM kontrol grubuna göre otofagozomların floresan boyanmasını 

arttırmıĢ, OVCAR-3 hücrelerinde sadece 300 mM MSM ile boyanmada artıĢ, 400 mM MSM ile 

boyanmada azalma gözlenmiĢ, A2780 hücrelerinde ise 300 mM MSM dozuyla anlamlı bir değiĢiklik 

belirlenmemiĢ, 400 mM MSM ile boyanmada azalma belirlenmiĢtir. Özetle, bu çalıĢmanın sonuçları 

MSM‟nin kaspaz-3 enzim aktivitesini arttırdığı, apoptozu indüklediğini ortaya koymuĢtur. Gelecekte, 

MSM‟nin otofaji üzerindeki etkileri ise doza bağımlı olarak farklılık göstermiĢtir. MSM‟nin, 

apoptotik bir ajan olarak over kanseri tedavisi için klinikte kullanımına yönelik çalıĢmaların yapılması 

ve otofaji üzerindeki etkilerinin daha ayrıntılı analizi önerilmektedir.   

 

Anahtar Sözcükler: Apoptoz, otofaji, metilsülfonilmetan, Over kanseri, OVCAR-3, SKOV3, A2780 
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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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ÖNSÖZ 

MSM‟nin çeĢitli kanserlerde apoptoz üzerine çalıĢmalarını bulunurken daha önce 

over kanseri üzerinde apoptoz ve otofajiye ile ilgili daha önce hiçbir çalıĢma  yapılmamıĢtır. 

MSM‟nin klinik  olarak kanseri tedavilerinde destekleyici olarak kullanılması ve GRAS 

olarak tanımlanan MSM‟nin kemoterapötik ilaçlara oranla çok yüksek dozlarda güvenle 

kullanılmasından dolayı bu tez çalıĢmasında over kanser hücre serisi olan OVCAR-3, 

SKOV-3 ve A2780 ile apoptotik ve otofajik yolakların etkin olduğu bir sistem oluĢturularak 

bu hücre modeli üzerinde otofaji ve apoptoz üzerine olan etkilerinin araĢtırılması 

hedeflenmiĢtir.  

Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı laboratuvarında 

gerçekleĢtirilen bu tez çalıĢmasında antikanser etkileri bulunan Metilsülfonilmetan‟ın, 

Ovcar-3, Skov3, A2780 over kanser hücreleri üzerinde  apoptoz ve otofaji üzerine etkileri ilk 

kez ortaya konulmuĢtur. Metilsülfonilmetan‟ın OVCAR-3, SKOV-3, A2780 over kanser 

hücrelerinde apoptoz ve otofaji üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır.  

Bu tez çalıĢması Ankara Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri Müdürlüğü‟nün 

19L0237008 proje numarası ile desteklenmiĢtir. 

Tezimin hazırlanması bana her zaman destek olan, sabır ve azimle tüm bilgi 

birikimini ve deneyimlerini paylaĢan, yardımlarını asla esirgemeyen, bu yolda ne zaman 

umutsuzluğa düĢsem tüm güzel enerjisiyle beni yeniden aĢla çalıĢmaya devam ettiren  

değerli hocam ve tez danıĢmanım Doç. Dr. Arzu Zeynep KARABAY‟a sonsuz 

teĢekkürlerimi sunarım. 

Doktora tez çalıĢmalarım sırasında yardımlarını her zaman yanımda hissettiğim 

Biyokimya Anabilim Dalı BaĢkanı, Prof. Dr Fügen AKTAN‟a, tüm bilgi ve deneyimleri ile 

çalıĢmalarıma ıĢık tutan Dr.Öğretim üyesi Aslı KOÇ, AraĢtırma görevlisi Dr Ecem KAYA 

SEZGĠNER ve AraĢtırma görevlisi Nuri ÖZMEN‟e  teĢekkürlerimi sunarım.  

Son olarak bu süreçte her zaman yanımda olan desteklerini hiç esirgemeyen annem 

eĢim Levent, annem ve çocuklarım Göktürk Ömer ve KürĢat Yusuf‟a teĢekkürlerimi 

sunarım.  
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1. GĠRĠġ 

Dünya ortalamasına bakıldığında  kadınlarda over kanseri en yaygın kanser türü 

olarak yedinci sıradadır ve kansere bağlı  ölümle bakıldığında beĢ yıllık hayatta kalma oranı 

%45'in  altındadır (Webb ve Jordan, 2017). Jinekolojik kanserlerin kıtalara göre coğrafi 

dağılımı değiĢim göstermektedir. Ekonomik açıdan geliĢmiĢlikleri düĢük olan Afrika ve 

Güney Amerika ülkelerinde jinekolojik kanserler daha sık görülmektedir (Sung vd., 2021). 

Türkiye istatistiklerine göre tüm yaĢ gruplarındaki kadınlarda görülen over kanseri yüzdesi 

%6.3‟tür, kadınlarda görülen kanserler içinde 7. sıradadır (Türkiye Kanser Ġstatistikleri, 

2017). Jinekolojik kanserler içinde en çok ölüm oranına sahip olan bir kanser olması, 

belirtilerin geç farkedilmesi, geç tanı alması ve son yıllarda oranlarında artıĢ görülmesi 

sebebiyle over kanserinin terapisinde yeni tedavi seçeneklerinin geliĢtirilmesine yönelik 

araĢtırmalar hız kazanmıĢtır.  

Apoptoz kontrolsüz hücre yayılmasını kontrol ederek doku homestazını korur ve 

meydana gelen gereksiz veya zararlı hücreleri yok etmek için sıkı Ģekilde komtrol edilen 

programlı hücre ölümü (PCD) mekanizmasıdır (Goldar vd., 2015). Apoptoz bir çok 

hastalığın ortaya çıkmasında da  önemli bir faktör olarak iĢlev görür. Nörodejeneratif 

hastalıklar söz konusu olduğunda artmıĢ apoptoz; kanser gibi bazı hastalıklarda ise azalmıĢ 

apoptoz hastalıkla iliĢkilendirilmektedir (Wong, 2011). Apoptoz, sağlıklı hücrenin döngüsü, 

immün sistemin düzgün Ģekilde çalıĢması gibi çeĢitli hücresel olayların önemli bir parçasıdır. 

(Elmore, 2007). Bugüne kadar yapılan araĢtırmalar  içsel (intrinsik) ve dıĢsal (ekstrinsik) 

olmak üzere iki ana apoptotik sinyal yolağının olduğunu göstermiĢtir. (Elmore, 2007). Ġçsel 

yolakta hem anti apoptotik hem de pro-apoptotik etkileri olan Bcl-2 protein ailesinin 

etkileĢimi hücrenin apoptotik sürece girip girmeyeceğini belirler. Bcl-2 ailesine ait 

heterodimer olarak bulunan Bcl-2/Bax oranı bazı malignitelerde tanı konucu faktör olarak 

kullanılmaktadır (Celepli, 2020). DıĢsal yolda ise apoptoz, hücre dıĢından gelen sinyallerle 

baĢlatılmaktadır. 

Otofaji veya hücrenin kendi kendini sindirmesi olarak bilinen hücrenin organel ve 

içeriğinin  çift zarlı vezikül olan autophagosome da saklandığı ve hücresel bileĢenlerin 

bozulması nedeniyle yıkımın lizozomal olarak yapıldığı homeostatik katabolik bir süreçtir 

(Mizushima vd., 2008). Otofaji mekanizmalarında rol oynayan 30‟dan fazla gen tanımlanmıĢ 

ve bunlara ATG (Autophagy-related proteins) ailesi adı verilmiĢtir. ATG5, ATG12 ve 

ATG16L'den oluĢan kompleks, LC3II ile birlikte fagoforun uzamasını uyarır ve 

otofagozomun oluĢmasını  için gereklidir. P60, bu proteinlere bağlanarak hücreyi yıkıma 

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%
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götürür. P60 otofagozom oluĢurken LC3II‟ye bağlanır ve hedef protein ve organeller yeni 

oluĢan otofagozomda yutulur. Otofagozom daha sonra lizozomla birleĢir ve içindekiler 

sindirilir (Ndoye ve Weeraratna, 2016).  

Otofajinin modülasyonu, birçok kanserde tümörün baskılanmasında ve 

desteklenmesinde aksi iki rol oynar. Aynı zamanda otofaji, germ hücre özelliklerinin 

korunmasına, tekrarlanmasına ve antikanser tedavi sistemlerine direnç geliĢtirilmesine sebep 

olarak kansere sebep olan  hücrelerin özelliklerini düzenler. Her ne kadar rapamisin ve 

klorokin gibi bazı otofaji modülatörleri antikanser tedavisinde otofajiyi düzenlemek için 

kullanılsa da, bu süreç hem tümörün baskılanmasında hem de teĢvikinde de rol oynadığından 

kanserdeki otofajinin kesin mekanizmasının anlaĢılması için daha fazla araĢtırma 

gerekmektedir (Yun, 2018). 

Kemoterapik ilaçların selektif olmaması,  yüksek toksisiteleri ve yan etkileri nedeniyle 

doğal kaynaklı  ya da kimyasal olarak sentezlenen gıda takviyesi olarak kullanılan 

preperatlar yan etkilerinin daha az olması sebebiyle kanser tedavilerinde kullanılan ilaçlara 

alternatif olarak kullanılmaya çalıĢılmakta ve bu alanda yapılan araĢtırmalara devam 

edilmektedir. Metisülfonilmetan (MSM), anti-enflamatuvar özelliği baĢta olmak üzere baĢka 

çeĢitli amaçlar için yaygın olarak kullanılan popüler bir gıda takviyesidir. MSM‟nin anti-

enflamatuar etkisinin yanında antioksidan ve antiapoptotik etkisi de vardır. Genellikle 

güvenli kabul edilir (GRAS) bir madde olarak bildirilen MSM, bilinen ve hafif yan 

etkilerinin az olması sebebiyle günde dört grama kadar dozlarda çoğu kiĢi tarafından iyi 

tolere edilir (Butawan vd., 2017). 

Son yıllarda bir orgonasülfür olan MSM‟nin apoptotik etkisinin olması, oksidatif stresi 

azaltması ve GRAS olarak bilinen bir madde olması sebebiyle kanser üzerindeki etkilerinin 

araĢtırılmasına yönelik çalıĢmalar hız kazanmıĢtır. 

MSM çeĢitli in vitro çalıĢmalarda farklı kanser hücre hatlarında  tek baĢına veya 

kombine etkileri araĢtırılarak metabolik ve fenotipik etkileri değerlendirilmiĢtir. MSM ve 

tamoksifen kombinasyonu, Jak2/STAT5b yolağını inhibe edip ve ER-pozitif meme kanseri 

ksenograftlarinde tümör büyümesini ve metastazını sinerjik olarak inhibe ettiği (Nipin vd., 

2015); MSM‟nin, Meme Kanseri Büyümesini STAT3 ve STAT5b Yollarının Down 

regülasyonu ile baskıladığı (Lim vd., 2012); MSM‟nin metastatik Murine 4t1 (66CL-4) 

hücre serisi meme kanser hücrelerinde ve insan meme kanser hücrelerinde anti-kanser 

aktivite gösterdiği (Caron vd., 2013); meme kanseri hücrelerinde ve melanoma hücrelerinde 

birden fazla hipoksik ve hipoksik olmayan metastatif hedefi engellediği (Caron ve Caron, 
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2015); MSM‟nin, meme kanseri hücrelerinde STAT5b aracılığıyla HER2 ifadesini 

engellediği (Kang vd., 2016); MSM‟nin, apoptozun aktivasyonu ile hepatik tümör geliĢimini 

baskıladığı (Kim vd., 2014); MSM‟nin p53, Bax, Bcl-2, sitokrom c ve PARP proteinlerini 

hedefleyerek LPS/IFN-y-aktive edilmiĢ RAW 264.7 makrofaj benzeri hücrelerin apoptosisini 

modüle ettiği (Karabay vd., 2016); AG490, MSM‟nin Jak2 inhibitörü kombinasyonunun 

sinerjistik olarak mesane tümör geliĢimini Jak2/STAT3 yolu aracılığıyla baskıladığı (Joung 

vd., 2014); MSM‟nin C2C12 miyoblastlarında kobalt klorürün neden olduğu hipoksik 

toksisiteyi hafiflettiği (Kang vd., 2022); demir metabolizmasının embriyonik kanser kök 

hücrelerinde metilsülfonilmetan kullanarak trail aracılı ekstrinsik apoptozu indüklemek için 

potansiyel bir mekanizma olduğu (Kang vd, 2021); MSM‟nin endometriyal kanser 

hücrelerini doksorubisine duyarlı hale getirdiği (Kowalska vd., 2021); metilsülfonilmetanın 

hücre döngüsünü durdurduğu ve apoptozu indüklediği ve HT-29 hücrelerinin kök hücre 

potansiyelini baskıladığı ( Kang vd., 2020); metilsülfonilmetanın A549 akciğer kanseri 

hücrelerinde G2/M hücre döngüsünü durdurduğu ve içsela ölüm yolağı aracılığıyla 

proliferasyon ve apoptoz üzerinde etkisinin olduğu (Kim vd., 2020); MSM‟nin apoptozu 

indüklediği ve prostat kanseri hücrelerinin yayılımın azalttığı (Kowalska vd., 2018); 

MSM‟nin Yd-38 diĢeti kanseri hücrelerinde G1  fazını durdurduğu  ve mitokondriyal 

apoptozu indüklediği (Nipin vd., 2017) görülmüĢtür.MSM'nin yapılan bazı çalıĢmalarda 

hücre döngüsü durdurduğu, nekroz veya apoptoz indüksiyonu yoluyla hücrenin hayatta 

kalımını önleyerek bağımsız olarak kanser hücrelerine sitotoksik etkisinin olduğu 

kanıtlanmıĢtır.  

MSM tarafından hücrenin geliĢiminin ve çoğalmasının engellenmesi, transkripsiyonel 

ve/veya post trankskripsiyonel basamaklarındaki metabolik değiĢimlerden olabilir. MSM 

STAT3 ve STAT5b gibi faktörlerinin etkilerini ve DNA‟ya bağlanmayı önlemiĢtir. Lim vd. 

(2012), Nipin vd.  (2014) Lim vd. (2012), Nipin vd. (2014) ve Kang vd. (2016); ayrıca  P53 

transkripsiyon faktörünü MSM‟nin koruduğu Lim ve ark. (2012)  tarafından bulunmuĢtur. 

MSM Jak2 fosforilasyonunun indirek etkisi STAT3‟ün DNA bağlanmasını inhibe etmesi 

olabilir (Joung vd., 2014). Bununla birlikte STAT3 ve STAT5b‟nin promotörlere 

bağlanmasını inhibe ederek vasküler büyüme faktörü (VEGF) ( (Joung vd., 2014); (Lim vd,. 

2012); (Nipin vd., 2015); (Caron, 2015)), ısı Ģok proteini (HSP)90α (Lim vd., 2012), ve 

insülin benzeri büyüme faktör reseptörü-1 (IGF-1R)  (Joung vd., 2014); (Lim vd., 2012); 

(Nipin., 2015) gibi onkojenik proteinlerin ekspresyonlarını azalttığı gözlenmiĢtir. MSM IGF-

1R ve VEGF'nin ekspresyonu azaltmıĢ insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) aracılı, 

hücre canlılığını ve çoğalmasını azaltarak tümör kaynaklı büyümeyi önlemeye yardımcı 

olabileceği düĢünülmüĢtür (Park vd., 2015; Werner ve Bruchim, 2012). 
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Kanser hücre hatlarında yapılan in vitro çalıĢmalarda, MSM kanser hücrelerinin 

normal fenotipine geri döndürmüĢtür (Butawan vd., 2017). MSM ile tedavi, temas 

inhibisyonu ve hücre yaĢlanmasının indüklenmesi (Caron vd., 2010; Caron ve Bannon , 

2013; Caron ve Caron 2015; Caron vd., 2013) ve normalleĢtirilmiĢ yara iyileĢmesi (Caron 

vd., 2010; Caron vd., 2013) ile sonuçlanır. Bu kısmen, mikrotübüllerin ayrılması ve dolaylı 

olarak yeniden birleĢtirilmesi (Caron ve Caron, 2015) ve aktin lokalizasyonunun yeniden 

düzenlenmesi dahil olmak üzere hücresel filamentlerdeki güçlü değiĢikliklere yorumlanabilir 

(Caron vd., 2010; Lim vd., 2012). Anjiyogenezi önlemenin bir hipoksi durumuna yol 

açabilmesine rağmen, MSM'nin hipoksik koĢullar altında HIF-la düzeylerini azalttığı (Caron 

ve Caron , 2015; Lim vd., 2012)  ve hipoksiye yanıt olarak çeĢitli metastatik biyobelirteçleri 

önlediği veya iyileĢtirdiği de gösterilmiĢtir (Caron ve Caron, 2015). 

Kanser hücreleri, MSM ile tedavi edilen hayvan modellerine transplante edildiğinde, 

tümör büyümesinin baskılandığı gözlemlenmiĢtir (Joung vd., 2014; Lim vd., 2012; Nipin 

vd., 2015), ancak bu çalıĢmalarda MSM AG490 (Joung vd., 2014) veya Tamoxifen (Nipin 

vd., 2015) ile kombine olarak kullanılmıĢtır. Yalnızca MSM ile tedavi edilen farelerden 

alınan tümör dokusunda, IGF-1R'nin önemli ölçüde baskılanması olmaksızın IGF-1, STAT3, 

STAT5b ve VEGF'nin ekspresyonunda düĢüĢ gözlemlenmiĢtir (Lim vd., 2012). 

Kombinasyon tedavileri ile tedavi edilen ksenograflı farelerden izole edilen dokuların her 

ikisi de STAT5b ve IGF-1R sinyallemesinde down regülasyonu sergilemiĢtir (Joung vd., 

2014; Nipin vd., 2015). Önceki çalıĢmalar ayrıca, sıçanlarda kanseri indüklemeden yaklaĢık 

bir hafta önce MSM ile ön tedavinin, tümörün baĢlamasına kadar olan süreçte önemli bir 

azalma ile sonuçlandığını ileri sürülmüĢtür (McCabe vd., 1986; O'Dwyer vd., 1988). MSM 

ile insanda kanser tedavisi denemeleri bugüne kadar yapılmamıĢ olmasına rağmen yapılan 

bir çalıĢmada MSM kullanımı akciğer ve kolorektal kanser riskinde azalma olabileceğini 

düĢündürmüĢtür (Satia vd., 2009). Yapılan çalıĢmalarda elde edilen in vitro ve in vivo 

sonuçlara bakılarak MSM'nin kanser tedavisinde kullanımının daha fazla araĢtırılmasının 

gerekli olduğunu ortaya çıkarmıĢtır. 

Bütün bu bilgiler ıĢığında, bu tez çalıĢmasında MSM‟nin, daha önce etkilerinin 

araĢtırılmadığı over kanseri hücreleri üzerindeki etkilerinin apoptoz ve otofaji sinyalleri 

üzerinden incelenmesi hedeflenmiĢtir.  
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1.1. Over Kanseri 

Kadın üreme organlarının herhangi birinden kaynaklanan kanserlere jinekolojik 

kanserler denilmektedir. Over, endometrium, vulva, serviks ve vajen olarak sıralanabilir 

(Bray vd., 2018). Over kanseri ortaya çıkıĢ nedenleri, geliĢimsel özellikleri ve çok sayıda 

baĢka özellik bakımından farklılık gösteren heterojen bir malignite grubunu kapsar (Torre 

vd., 2018). 

Over kanserinin ortaya çıkıĢını çevresel faktörler, genetik faktörler, coğrafi durum, 

sosyoekonomik durum, genetik, endokrin ve diyet etkilemektedir. Over kanserinin ortalama 

yaĢı 58 olmasına rağmen risk  yaĢla birlikte artmaktadır (Rooth, 2013). Over kanseri tanısı 

alan hastaların %90'ı 40 yaĢın üzerindeyken tanı alır, 30 yaĢın altındaki kadınlarda over 

kanseri nadirdir. En yüksek görüldüğü yaĢ aralığı  75-79‟dur (Torre vd., 2018). 

Jinekolojik kansere bağlı ölümlerin en önde gelen sebebi over kanseridir. Yumurtalık 

kanseri her yaĢtan kadını etkiler, ancak en sık menopozdan sonra 50 yaĢ üstü hastalarda daha 

sık görülmektedir. Hastalık erken evrelerde genellikle belirti vermediğinden ve geç evrede 

semptomlar  spesifik olmadığından, hastalığa yakalanan kadınların %75'inden fazlası ileri 

evrede teĢhis alır (Doubeni vd., 2016). Hastaların sıklıkla doktora baĢvurma nedenleri sürekli 

olan pelvik ve karın ağrsısı, sebebi belli olmayan karında sürekli olan ĢiĢlik, sık idrara gitme 

ve idrara sıkıĢma hissidir. Over kanseri için spesifik olmasa da ilk tanı için vajinanın ultason 

ile incelenmesi ve serum kanser antijeni CA-125 ölçümü yapılır. Tanı konulduktan sonra 

cerrahi olarak tümörlü bölgenin alınır ve ardından kemoterapiye baĢlanır. Tedavinin bundan 

sonraki kısmı kanserin evresine ve derecesine bağlı olmasına rağmen kanserin genetik biçimi 

de tedaviyi Ģekillendirir. (Roett ve Evans, 2009).  

1.2. Over Kanseri Epidemiyolojisi ve Ġnsidansı 

2020 itibariyle yumurtalık kanseri, yaklaĢık 313,959 yeni vaka ile dünya genelinde 

kadınlarda en sık görülen yedinci kanserdir (Sung vd., 2021). Global kanser istatistikleri 

2018 yılı verilerine göre; 295,414 olan bu sayı 2020 yılında artıĢ göstermiĢtir (Bray vd., 

2018). Amerika BirleĢik Devletleri ve Afrika ülkelerinde fazla görülme sıklığına sahip over 

kanseri Japonya„da en düĢük sıklıkla görülmektedir. 2020 yılında dünya genelinde over 

kanseri teĢhisi konmuĢ kadınların yaklaĢık 207,252 tanesi bu hastalıktan hayatını 

kaybetmiĢtir (Sung vd., 2021). Over kanserinde beĢ yıllık sağ kalım oranları %45'in altında 

olduğundan kansere bağlı ölümlerin sekizinci sırasında yer alır (Webb ve Jordan, 2017). 
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Over kanseri asemptomatik seyrettiği için  evre III veya  IV‟de tanı alınan hastaların oranı 

%70‟dir. Geç tanı konulduğu için bu hastalarda 5 yıllık sağ kalım oranı %29‟dur. Erken 

teĢhis konulan hastaların da %15‟inin tanıdan sonraki 5 yılda sağ kalım oranı %92„dir 

(Mallen vd., 2018).  Over kanseri insidansını ve genel olarak mortaliteyi azaltmada ilerleme 

kaydedilmiĢ olsa da, ırksal farklılıkların kaynağını belirlemek ve over  kanserinin erken 

tespiti ve önlenmesi için etkili mekanizmaları belirlemek için daha fazla araĢtırmaya ihtiyaç 

vardır (Torre vd., 2018). 

Türkiye istatistiklerinde bakıldığında ise tüm tüm yaĢ gruplarından kanser tanısı almıĢ 

kadınların %6.3‟ü over kanseri tanısı almıĢ ve 7. en sık görülen kanser olmuĢtur. (Türkiye 

Kanser Ġstatistikleri, 2017).  

1.3. Over Kanseri Sınıflandırılması 

Yumurtalık tümörleri Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından histogenetik ilkelere 

dayanarak sınıflandırılmaktadır ve bu sınıflandırma, yumurtalık tümörlerini köken 

almalarına göre sölomik yüzey epitel hücreleri, germ hücreleri ve mezenĢimden (stroma ve 

seks kordu) oalarak adlandırılır. Ġyi huylu yumurtalık tümörleri epitelyal yumurtalık 

tümörleri seröz, endometriyoid, müsinöz ve berrak hücreli olmak üzere 4 tipe ayrılır 

(McCluggage, 2011). 

1.4. Over Kanseri Risk Faktörleri 

Over kanserinde en sık görülen belirtilerin sebepsiz ve sürekli karın ağrısı, sebepsiz 

sürekli karın ĢiĢliği,  idrar sıklığının artması gibi spesifik olmayan belirtiler olması ve 

hastalığın etiyolojisinin de hala tam olarak belirlenememiĢ olması sebebiyle risk 

faktörlerinin tanımlanmıĢ olması son derece önemlidir. (Riman vd., 2004).  

Over kanserinde risk faktörleri değiĢtirilebilir veya değiĢtirilemez olarak 

sınıflandırılmıĢtır. DeğiĢtirilebilir faktörler sigara, hormon replasman tedavisi ve beslenme 

iken değiĢtirilemeyen faktörler ırk, ovulasyon döngüsü, BRCA1/BRCA2 mutasyonu, aile 

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

Over kanseri oluĢumunda aile öyküsünde meme ve over kanseri olması dikkat 

edilmesi gereken en önemli faktördür. Tümör baskılayıcı genler olarak adlandırılan BRCA1 
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ve BRCA2„nin mutasyonları  meme ve  over kanseriyle doğrudan bağlantılıdır (Slatnik ve 

Duff, 2015). 

Diğer bir faktör ise hormonal dengedir. Jinekolojik kanser geliĢme riskinin hormonal 

dengesi bozulan kadınlarda arttığı gözlemlenmiĢtir. Meme, endometriyal ve over kanseri 

geliĢme riskini arttıran diğer bir hormonal bozukluk da uzun süre yüksek düzeyde östrojen 

hormonunun kullanılması progesteron ile dengelenemediğinden dolayı homeostazisin  

bozulmasıdır. (Beral vd., 2005). 

Over kanseri oluĢumu riskinin emzirme ve hamilelik döneminde ovulasyonun 

durmasına bağlı olarak azaldığı gösterilmiĢtir. Over kanseri geliĢimi 6 aydan daha az 

emzirenlerde %21, 6 ay ile 12 ay arasında emzirenlerde %28 ve 13 aydan daha uzun süre 

emzirenlerde %33 oranında azaldığı gözlemlenmiĢtir (Friebel vd., 2014). 

Tüm bu sebeplere bakarak, ovulasyonun azaldığı oral kontraseptif kullanımı, emzirme, 

hamilelik, çoklu doğum, erken menopoz gibi  faktörler over kanseri riskini azaltırken; düĢük 

adet görme yaĢı, azalmıĢ doğurganlık, infertilite ve geç menapoz over kanseri riskinin artıĢı 

ile iliĢkilendirilmiĢtir. Hem genel popülasyonda  hem de BRCA1 ile BRCA2 mutasyonuna 

sahip kadınlarda 10 yıl oral kontraseptif kullanımı %50 oranında over kanseri geliĢme riskini 

azaltmaktadır (Ali, 2018). 

Over kanseri geliĢiminde risk faktörü olarak genetik mutasyon kadar önemsenmesede 

etnik sınıf yine de göz önüne alınmaktadır. Beyaz kadınlarda over kanseri insidansı %‟de 

0,0122, Ġspanyol kadınlarda %‟de 0,0106, Asya ile Pasifik Adaları bölgesinde %‟ de 0.0095 

siyahi kadınlarda %‟de 0.0094‟ dür (Peres vd., 2018). 

1.5. Apoptoz 

Apoptoz fizyolojik ve patolojik rolleri olan ve yürütülmesi için protein sentezi 

gerektiren aktif bir süreçtir (Walker vd., 1988). Kerr ve arkadaĢları ilk kez 1972 yılında 

apoptozu ölen hücrelerin çekirdeklerinde nükleer fragmentasyon olarak görmüĢ ve 

organellerin iyi korunduğunu farkederek bu olayı „‟büzüĢme nekrozu‟‟ olarak 

adlandırılmıĢlardır (Soria vd., 2002). 

Apoptoz, evrim sırasında çok hücreli organizmaların çevresel saldırılara karĢı 

geliĢtirdiği hücrenin aktif olarak kendi ölümünü indüklediği fizyolojik mekanizmalardan 

biridir. Nekroz  genellikle Ģiddetli fiziksel veya kimyasal hücre dıĢı faktörlere ve dokunun 
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enflamatuar reaksiyonlarının bir sonucu olarak meydana gelirken apoptoz ve genellikle 

hücrenin içinden inflamasyon belirti ve semptomları olmadan baĢlar (Elmore, 2007). 

Apoptoz, vücutta belirli organ ve dokularda iĢlevini kaybeden hücreler ile yenilerinin 

oluĢumu arasındaki dengenin kurulması için önemlidir. Ek olarak, bir organizmanın bir dizi 

patolojik duruma özel bir cevabıdır. Apoptoz, bir organizmanın yaĢamı boyunca meydana 

gelen fizyolojik ve patolojik süreçlerinde hayati bir rol oynar. Yoğun bir apoptotik süreç 

olmadan normal bir embriyo ve fetüs geliĢimi mümkün değildir. Apoptotik süreçlerin 

düzgün çalıĢmaması insanlarda ve hayvanlarda bazı hastalıkların oluĢumu ile iliĢkilidir 

(Pistritto vd., 2016).  

Morfolojik olarak apoptoz, nükleer kromatin ve sitoplazmanın yoğunlaĢmasını, 

çekirdeğin parçalanmasını ve organellerin baĢlangıçta sağlam olduğu zara bağlı cisimler 

üretmek için tüm hücrenin tomurcuklanmasını içerir (Walker vd.,1988). Erken aĢamada, 

çoğu hücre tipinde yoğun kromatin nükleer zarfın etrafında hilal Ģeklinde kenarlara ayrılma 

eğilimindedir, ancak timositler gibi bazı hücrelerde genellikle nükleer hacmin çoğunu kaplar 

(Hiramine, 1997). Apoptotik hücreler, zara bağlı apoptotik cisimlere bölünür ve o bölgedeki 

doku hücreleri tarafından fagosite edilir. Bu değiĢikliklere genellikle internükleozomal DNA 

parçalanması eĢlik eder. Buna ek olarak apoptoz, fizyolojik uyarana yanıt olarak geliĢen ve 

de novo gen ekspresyonu lazım olan programlanmıĢ hücre ölümünün (PCD) temsili bir 

morfolojisidir (Elmore, 2007). Apoptozda görülen biyokimyasal değiĢiklikler, kromozomal 

DNA'nın internükleozomal parçalara bölünmesini, fosfatidilserin eksternalizasyonunu ve 

spesifik proteoliz yoluyla kaspazlar olarak bilinen protein ailesinin aktivasyonunu içerir 

(Ouyang vd.,2012).  

ProgramlanmıĢ hücre ölümü olan apoptoz, gen seviyesinde hassas bir Ģekilde 

düzenlenir ve DNA hasarından sonra veya geliĢim sırasında meydana gelen hasarlı 

hücrelerin düzenli ve verimli bir Ģekilde çıkarılmasıyla sonuçlanır (Fuchs ve Steller, 2011). 

Apoptoz mekanizması karmaĢık bir çok sinyal yolağıyla meydana gelir. Apoptoz, bir 

hücrede kaspaz aracılı içsel veya dıĢsal yollar yoluyla tetiklenebilir. ġekil 1.1‟de içsel ve 

dıĢsal yolaklar gösterilmiĢtir. Efektör, apoptotik kaspazları her iki yolu aktive etmek için 

birleĢir ve sonuçta apoptozun özellikleri olan biyokimyasal ve morfolojik değiĢikliklerle 

sonuçlanır (Wong, 2011).  Bunların dıĢında granzim B veya granzim A yoluyla  

Perforin/granzim yolunun indüklendiği T-hücresi aracılı sitotoksisiteye bağlı olarak hücrenin 

ortadan kaldırılmasını içeren bir yol daha vardır. Bu üç farklı yol aynı terminalde veya 

basamakların birinde birleĢir. Kaspaz-3'ün parçalanmasıyla baĢlayan bu yol DNA‟nın 

parçalanması, hücre iskeleti ve nükleer proteinlerin bozulması, proteinlerin çapraz 
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bağlanması, apoptotik cisimlerin oluĢumu, fagositik hücre reseptörleri için ligandların 

ekspresyonu ve son olarak fagositik hücreler tarafından alınması ile sonuçlanır. Granzim A 

yolu, kaspazdan bağımsız tek sarmallı DNA hasarı yoluyla hücre ölüm yolunu aktive eder  

(Lieberman, 2005).  

 

ġekil 1.1. Apoptozun memeli hücresindeki içsel ve dıĢsal yolakları 

Sitokinler, TNF, DNA hasarıyla birlikte baskılayıcı  gen olan p53‟ün aktive olması, 

glukokortikoidler, hücre içi kalsiyum miktarında artıĢ, enfeksiyonlar, ve onkojenler (cmyc 

gibi) apoptozu baĢlatan bazı hücre içi uyaranlardır (Bossy-Wetzel vd.,1998). Organizmada 

apoptozu uyaran ve baskılayan çok sayıda gen bulunmaktadır (Elmore, 2007).   

1.5.1. Apoptozda Rol Oynayan Sinyal Yolakları 

1.5.1.1. Apoptozun DıĢsal Yolağı 

Ekstrinsik apoptotik yol ölüm liganları olarak da bilinen tümör nekroz faktörü (TNF) 

reseptör süper ailesinin bir alt kümesi olan hücre yüzeyi ölüm reseptörlerinin ilgili aktive 

edici sitokin ligantları ile birleĢmesiyle baĢlar (Fulda, 2009; Guicciardi ve Gores, 2009; 

Khosravi-Far ve Espoti, 2004). Apoptotik sinyalin iletiminden sorumlu ölüm bölgeleri 

[Death domain (DED)] içeren bu ailenin tüm üyeleri yaklaĢık 80 intrasellüler aminoasitten 

oluĢan protein yapıdadırlar. Tanımlanan ölüm reseptörlerinden Tip 1 TNF reseptörü 

(TNFR1) ve Fas (CD95) en iyi bilinenlerdir ve bunların ligandları sırasıyla TNF ve Fas 
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ligandı (FasL) olarak adlandırılır (Hengartner, 2001). Prokaspaz 8 ve 10 ölüme neden olan 

sinyal kompleksi (DISC) oluĢturmak için adaptör proteinler olarak ölüm reseptörlerine 

alınan TNF reseptörü ile iliĢkili death domain (TRADD) ve Fas ile iliĢkili death domain 

(FADD) adaptör proteinlere bağlanır. Kaspaz 8 ve 10 bu kompleks yapı tarafından aktive 

edilir (Schneider ve Tschopp, 2000). Aktive olan kaspaz 8 ve 10, yürütücü kaspazlar olan 

cellat kaspazlar olarak da bilinen kaspaz 3, 6 ve 7‟yi aktive eder, hücre ölümüne sebep 

proteinlerin ve hücre iskeletinin imhası baĢlar. Bundan farklı olarak kaspaz-8, Bcl-2 ailesine 

ait proapoptotik Bid‟i parçalayarak mitokondriden sitokrom C salınımına neden olur ve 

intrinsik yolu aktive eder (O‟Brien,2008, Karp,2008) Wang,2013).  

1.5.1.2. Apoptozun Ġçsel Yolağı 

Ġçsel apoptoz, , iyonlaĢtırıcı radyasyonun neden olduğu genotoksik hasar, büyüme 

faktör eksikliği, oksidatif stres, mitokondriyel hasar, ER stresi gibi nedenler sonucu aktive 

olur. Ġç hasar durumunda Bcl-2 ailesine ait mitokondri dıĢ membranında bulunan iki 

proapoptotik üye olan Bax, Bad ekspre olur ve Apaf-1 molekülüne bağlanarak Apaf-1‟i 

serbestleĢtir ve MOMP artar. (Koff, 2015; Wang, 2013). ArtmıĢ MOMP ile birlikte 

mitokondride bulunan sitokrom C sitozole salınarak serbest kalan Apaf-1 ile kaspaz-9 

molekülüne bağlanır. Kaspaz-9,  Sitokrom C, Apaf-1 ve ATP‟den meydana gelen bu yapıya 

apoptozom denilir ve bununla birlikte kaspaz kaskadı baĢlatılmıĢ olur (Kadam, 2015). Aktif 

hale gelen kaspaz-9 kaspaz 3 ve kaspaz 7‟yi aktive eder. Kaspaz kenzimleri, DNA‟yı 

parçalayan endonükleazları aktive ederler. Bu aĢamadan sonra apoptotik hücreler, 

internükleozomal DNA kırılımını gerçekleĢtirirler (Seyrek, 2011). 

BCl-2 protein ailesi ve kaspazlar apoptozun baĢlaması, ilerlemesi ve düzenlenmesinde  

önemi rol oynarlar. 

1.5.1.3. Kaspazlar 

Kaspazlar, yüksek oranda korunmuĢ aspartat spesifik sistein proteazları ailesine aittir 

ve çok hücreli organizmalarda bulunan interlökin-1β-dönüĢtürücü enzim ailesinin üyeleridir 

(Black,1989).  

Ġnflamatuar kaspazlar ve apoptotik kaspazlar olmak üzere iki ana alt gruba ayrılan 

kaspaz ailesinin 15 üyesi bulunur (Cotter ve al-Rubeai, 1995). BaĢlatıcı kaspazlar ve 

uygulayıcı kaspazlar apoptotik kaspazlar grubuna dahildir. Kaspazlar, hücre kaderinin 
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belirlenmesi, bağıĢıklığın düzenlenmesi ve hücresel çoğalma ve farklılaĢma için hücre içi 

apoptotik sinyallerin uyarılması, iletilmesi ve çoğaltılmasında merkezi rol oynayan bir 

kaspaz-kaskad sistemi oluĢturur. Apoptotik kaspazlar hücresel parçalanma ile alakalıyken, 

inflamatuar kaspazlar, inflamatuar sitokinlerin proteolitik aktivasyonuyla ilgilidir. Kaspaz-

kaskad sisteminin aktive olması ve iĢlevlerini yapabilmesi için, apoptoz proteini (IAP), 

FLICE, kalpain ve Ca2+ inhibitörü gibi çeĢitli moleküller tarafından düzenlenmesi gerekir 

(Chowdhury vd., 2008; Creagh vd., 2003). 

Hücre ölümünün meydana geliĢi, ilgili özel kaspazlar tarafından belirlenir. Apoptotik 

yolağın baĢlatıcıları Kaspaz 2, Kaspaz 8, Kaspaz 9 ve kaspaz 10 iken efektör kaspaz olan  

Kaspaz 3, Kaspaz 6 ve Kaspaz 7 de hücrenin kesiminden sorumludurlar (Kesavardhana, 

2020). Efektör kaspazları aktive etmek için baĢlatıcı kaspazlar inaktif formdan aktif forma 

geçtiklerinde proteolitik sinyal yükseltici görevi yaparlar, efektör kaspazlar ise hedef 

bölgelerinde birkaç hücresel proteini proteolitik olarak bölerek apoptozu kolaylaĢtırırlar. 

DNAnın iĢlevinin bozulması, nükleer küçülme (piknoz) ve parçalanma (karyoreksis), 

membran kabarması ve apoptotik cisimlerin ortama salınması gibi karakteristik hücre içi 

değiĢikliklere sebep olurlar. Sonuç olarak apoptoz ve fagositoz ile ölü hücreler temizlenir 

(Miller, 1997). ġekil 1.2‟de Kaspaz aktivasyonu ve hücre ölümünün aĢamaları Ģematik 

olarak gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 1.2. Kaspaz aktivasyonunun mekanizması ve hücre ölümünün yürütülmesi 
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1.5.1.4. Bcl-2 Ailesi 

Birçok hücre sisteminde apoptozu inhibe eden ilk gen olarak tanımlanan Bcl-2 geni ilk 

kez foliküler lenfoma B hücrelerinde bulunmuĢtur (Arya,2016; Laban,2015). Bir hücrenin 

apoptoza gidip gitmeyeceği Bcl-2 gen ailesine bağlıdır. Bcl-2 ailesi üyeleri  kendi aralarında 

homodimer ve heterodimerler oluĢtururlar ve apoptoza gidip gitmeyeceği bu aile üyeleri 

arasındaki dengeye bağlıdır. (CoĢkun, 2001). Bcl-2 gen ailesi, anti-apoptotik ve proapoptotik 

proteinler olmak üzere ikiye ayrılır ve hücrenin apoptozun içsel yolağının düzenlenmesinden 

sorumludurlar. Proapoptotik proteinlerin fazla olduğu hücreler apoptoza daha fazla 

eğimliyken; antiapoptotik proteinlerin fazla olduğu hücreler apoptoza daha az eğilimlidir 

(Iqbal,2004). Bcl-2 ailesi proteinlerinin Bcl-2, Bcl-w, Mcl-1, Bcl-xL, A1 ve Bcl-B anti-

apoptotik üyerleri ve iki proapoptotik kategorinin Bax ailesi (Bax, Bak, Bok) tüm BH 

domainlerine (BH1-BH3) sahipken, Bad, Bim, Noxa, Bid, , Hrk, Bik, Bcl-xs, Nip3, Bmf ve 

Puma sadece BH3 domaini içeren proapoptotik aileyi oluĢturur ((Luna-Vargas ve Chipuk, 

2016; Siddiqui vd., 2015). 

Bu ailenin üyeleri mitokondriyal dıĢ zarın [mitochondrial membrane (MOM)] 

bütünlüğünü düzenlerler ve bunun sonucunda hücrenin sağ kalımı veya ölüm kararı 

belirlenmektedir. Propapototik proteinler apoptozda indükleyici rol oynayan  sitozoldeki 

Sitokrom C ve AIF (Apoptoz indükleyici faktör)‟ ün salınımının düzenli artıĢını sağlayarak  

rol oynarlar. Mitokondrinin dıĢ zarında, çekirdek zarında ve endoplazmik retikulumda 

bulunan antiapoptotik üyeler ise iyon transportunu gerçekleĢtirirmek için por oluĢumunu 

sağlayarak iyon taĢınımını düzenleyici mekanizmada görev yaparlar. Özellikle hücrelerde 

bulunan Ca++ miktarını düzenlerler  ve  kaspazlar için öncül form olan AIF ve sitokrom C 

salınımını durdurarak apoptozun inhibisyonuna neden olurlar (Singh vd.,2019). 

Mitokondride apoptozun Bcl-2 proteinleri tarafından düzenlenmesinin Ģematik gösterimi 

ġekil 1.3‟de sunulmaktadır.  

BH3 bölgesinde, Bcl-2 ailesinin ana rolü, mitokondriyal membran geçirgenliğini 

düzenlemektedir ve bunun sonucunda apoptojenik faktörler intermembran boĢluktan 

sitoplazmaya salınır. Bcl-2 üyeleri lipid peroksidayonunu azaltır, çekirdeğe Ca alım 

inhibisyonu yapar ve kaspaz 6 inhibisyonuna sebep olurlar (Warren vd., 2019). Apoptoz 

inhibisyonu yapan Bcl-xL mitokondriyal hasarı engelleyerek mitokondriyi korurken  Bcl-2 

ise pro-oksidan gibi davranarak reaktif oksijen düzeylerinin apoptoz üzerindeki etkilerini 

kontrol eder (Tsujimoto, 1998).  
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ġekil 1.3. Mitokondride apoptozun Bcl-2 proteinleri tarafından düzenlenmesi 

Bid, Bad ve Bim mitokondride sitozolik lokasyona sahiptir. Ölüm sinyalinden sonra, 

BH3 bölgesi proteinleri, Bax/Bak benzeri proteinler gibi pro-apoptotik proteinlere izin veren 

anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerini nötralize ederek ve ya  azaltarak apoptozu indükleyebilir. 

Bu tür modifikasyonlar, proteinlerin aktivasyonları ve dıĢ alandaki mitokondriyal membrana 

(OMM) translokasyonuyla sonuçlanır; bu da çok bölgeli pro-apoptotoik elemanlar olan 

Bax/Bak benzeri proteinler ile etkileĢime girmesine ve oligopolimerazyonuna ve gözenek 

oluĢumuna yol açar. Bu gözenek, apoptoz süreçlerini arttıran diğer apoptotik proteinlerin 

intermembran boĢluğa salınmasına da yol açabilir (Warren  vd., 2019). 

Genel olarak, Bcl-2 entegre bir proteindir, anti-apoptotikler pro-apoptotiklerin 

aktivitesini nötralize ederse BH3 proteinlerine bağlanır  ve MOMP‟u önleyerek azaltır; 

nötralize edemezse Bax oligomerizasyonu gerçekleĢir ve hücre apoptoza gider. Hücre sağ 

kalımının antiapoptotik (Bcl-2) ve pro-apoptotik (Bax ve sadece BH3 içeren proteinlerin) 

nispi oranı, apoptotik uyaranlara karĢı hücre duyarlılığını veya direncini belirlemektedir 

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

Bcl-2 ailesinin üyelerinde meydana gelen dengesizliklerin bazı hastalıkların 

patolojisinde rol  oynadığı ve hücrelerde apoptozun doğru olarak yürütülemediği 

gözlemlenmiĢtir. Bazı anti-apoptotik proteinlerin çok fazla baskılanması, bir ya da birden 

fazla proteinin  down regüle olması ya da her ikisiyle de alakalı olarak ortaya çıkabildiği 

düĢünülmektedir. Kolorektal kanserin Bcl-xL‟in aĢırı baskılanması sonucu ortaya çıktığı 

rapor edilmiĢtir (Liu vd., 2021). Büyük hücreli B-cell lenfoma (DLBCL Melanoma, prostat 

kanseri gibi birçok kanser türünde ise anti-apoptotik Bcl-2‟ nin aĢırı artıĢı gözlemlenmiĢtir 
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(Nipin vd., 2021; Renner vd., 2017; Stanoszek vd., 2021). Anti-apoptotik bileĢenlerde 

meydana gelen bu artıĢlar kanser hücrelerinde çoklu ilaç direncine yol açabilir ve bu da 

apoptoza girmeyi zorlaĢtırır (Kontos vd., 2014).  

1.6. Otofaji 

Ġlk olarak 40 yıl önce Christian de Duv tarafından keĢfedilen ve  Yunanca 'kendini 

yemek' anlamına gelen 'otofaji' büyük ölçüde pankreas hormonu glukagon ile perfüze olmuĢ 

sıçan karaciğerinin lizozomlarında mitokondri ve diğer hücre içi bozulmasına 

dayandırılmıĢtır (Deter ve De Duve, 1967).  

Lizozom bağımlı katabolik bir süreç olan otofaji, yüksek oranda korunmuĢtur. 

Hücresel homeostaziye aracılık eden otofajik aktivite ücreleri korumak için esastır. Besin 

açlığı, hipoksi, ER stresi patojen enfeksiyonu, gibi farklı stres biçimlerine fizyolojik bir 

yanıttır (Kuma, 2017). Temizlik rolü gören otofaji hücre içi patojenlerin ortadan 

kaldırılmasında, mitokondri, endoplazmik retikulum ve peroksizomlar gibi hasarlı 

organellerin temizlenmesinde, yanlıĢ katlanmıĢ veya kümelenmiĢ proteinlerin çıkarılmasında 

görev alır (Glick vd., 2010).  

Otofaji makro-otofaji, mikro-otofaji ve Ģaperon aracılı otofaji olmak üzere üç tipte 

tanımlanmıĢtır. Makrootofajide lizozom sitoplazmada bulunan ve hücresel içerikte  bulunan 

uzun ömürlü proteinler, toplanmıĢ proteinler, hasarlı organeller ve hücre içi patojenler gibi 

büyük bölümler ile birleĢerek bir otolizozom oluĢturur ve otofagozom adı verilen çift 

membranlı bir vakuol içine alır. Otolizozomal içerikleri bozarak makromolekülleri yeniden 

kullanıma uygun hale getirir. Mikro-otofajide, aksine, sitozolik bileĢenler, lizozomal zarın 

invajinasyonu yoluyla doğrudan lizozomun kendisi tarafından alınır. CMA yolu (Ģaperon 

aracılı otofaji), lizozomla iliĢkili membran proteini tip 2A (LAMP-2A) ile etkileĢime girerek 

hedef proteinleri lizozomal membranlar üzerinden lizozomal lümene iletir. Sonuç olarak 

Ģaperon aracılı otofaji, veziküler izleme gerektirmediği için diğer otofaji türlerinden farklıdır. 

(Saftig vd., 2008). Otofajik aktivitede meydana gelen anormallikler kanser dahil çeĢitli 

metabolik ve nörodejeneratif hastalık patogenezlerine  yol açabilir (Choi vd., 2013).  

1.6.1. Otofaji Mekanizmasının Düzenlenmesi 

Otofajik yol, çevresel uyaranlara yanıt verir. Besin sinyalleri, rapamisinin (mTOR) 

memeli (mekanistik) hedefine bağlı bir sinyal yolunu modüle eder. mTOR Sınıf I 



 

15 
 

fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)–Akt, otofajinin negatif olarak düzenleyen insülin ve diğer 

büyüme faktörü sinyallerine cevap olarak aktive olur. Akt ayrıca Beclin 1'i fosforile ederek 

otofajiyi negatif olarak düzenleyebilir. AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), mTOR'u 

negatif yönlü olarak düzenler. Enerji tükenmesine yanıt olarak otofaji düzenleyicisi UNC-51 

benzeri kinaz 1'i (ULK1) doğrudan fosforile eder, böylece pozitif olarak hareket eder.  

MTOR proteini, mTOR sinyal kompleksi 1'de bulunur (mTOR'un düzenleyiciyle 

iliĢkili proteinini [Raptor], G proteini beta alt birimi benzeri proteini [GβL] ve prolin 

bakımından zengin Akt/PKB substratı 40 kDa [PRAS40] içeren mTORC1)) Bu da memeli 

koordine edilmemiĢ-51 benzeri protein kinaz ULK1, ATG13, ATG101 ve FIP200'den oluĢan 

mTOR substrat kompleksini düzenler. Oratmdaki besin yeterli olduğunda, mTORC1, ULK1 

aktivitesini baskılar, sonuç olarak otofajinin aktivasyonunu baskılanır. Ayrıca sınıf III 

fosfatidilinositol-3-kinaz (PIK3C3 veya VPS34), Beclin1, ve ATG14L'den oluĢan Beclin1-

etkileĢimli kompleksin de otofajinin düzenlenmesinde rolü vardır. Bu kompleksin 

uyarılması, PI3P üretimini arttırır ve ATG14L'nin yerini geçen UVRAG ve BIF1, 

otofaji/beklin-1 düzenleyici 1 (AMBRA1) ve varsayılan negatif düzenleyici Rubicon dahil 

olmak üzere, bu düzenlemeye etkileĢim halinde olan birkaç faktör dahil olabilir. 

Otofagosomal uzamanın olabilmesi için iki ubikuitin benzeri proteinin konjugasyonu 

gereklidir. Ubikuitin benzeri protein ATG12, ATG7 (E1 benzeri) ve ATG10 (E2 benzeri) 

enzimleri tarafından ATG5'e bağlanır. ATG5-ATG12 kompleksi otofajik zarın uzamasında 

rol olyanayan ATG16L1 ile bir kompleks olur. Ubikuitin benzeri protein mikrotübül ile 

iliĢkili protein 1 hafif zincir 3'ü (LC3, ATG8) ikinci bir konjugasyon sistemine ihtiyaç duyar. 

LC3 ve homologları, hücresel lipid fosfatidiletanolamin (PE) ile düzenlenir. LC3, LC3-I 

formunu oluĢturmak için proteaz ATG4B tarafından bölünür. PE'nin LC3-I ile konjuge hali, 

ATG7 ve ATG3 oluĢması sırasıyla oluĢur. Memelilerde, LC3-I'in (serbest form) LC3-II'ye 

(PE- dönüĢümü, otofagozom meydana gelmesi için önemli adımlardan biridir. (Mizushima 

ve Levine, 2020; Onorati vd., 2018; Ouyang vd., 2012). Otofaji mekanizmasının 

düzenlenmesi ġekil 1.4‟de sunulmuĢtur.  
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ġekil 1.4. Otofaji mekanizmasının düzenlenmesi 

1.7. Metilsülfonilmetan (MSM) 

Dimetil sülfon, metil sülfon, sülfonilbismetan, organik kükürt veya kristalli dimetil 

sülfoksit gibi çeĢitli isimlerle adlandırılan kan dolaĢımında ve anne sütünde bulunan normal 

bir oksidatif metabolit olan; tamamlayıcı ve alternatif bir ilaç (CAM) olarak da kullanılan 

doğal olarak oluĢan bir organosülfür bileĢiği olan Metilsülfonilmetan (MSM), ağrı, 

iltihaplanma, alerji, artrit, parazit enfeksiyonları, saç, cilt ve tırnaklarda normal keratin 

seviyelerinin korunması gibi çeĢitli durumlarda kullanılan popüler bir besin takviyesidir 

(Bertken, 1983; Horváth vd., 2002). MSM dozuna iliĢkin kanıtlar mevcuttur ancak optimal 

faydaları sağlamak için gereken kesin dozu ve tedavi süresini belirlemek için ek çalıĢmalar 

devam etmektedir. Çoğu kiĢi tarafından günde dört grama kadar dozajlarda iyi tolere 

edilebilen MSM Genel Olarak Güvenli Tanınan (GRAS) onaylı bir maddedir ve bilinen çok 

fazla bir yan etkisi yoktur (Sousa-Lima vd., 2016).  

Klinik bir uygulama olarak kullanılmadan önce, MSM, ana bileĢiği dimetil sülfoksit 

(DMSO) gibi öncelikle yüksek sıcaklıkta, polar, aprotik, ticari bir çözücü olarak 

kullanıĢmıĢtır (Clark vd., 2008). 1950'lerin ortalarından 1970'lere kadar, DMSO, diğer 

ajanların birlikte taĢınmasıyla ve tek baĢına membrana nüfuz edebilmesi, antioksidan 

yetenekleri, anti-inflamatuar etkileri, mast hücrelerinden histamin salınımını indüklemesi, 

antikolinesteraz aktivitesi ve yeteneği dahil olmak üzere benzersiz biyolojik özellikleri için 

kapsamlı bir Ģekilde incelenmiĢtir (Clark vd., 2008). Williams ve meslektaĢları (Williams, 

Burstein, Layne, 1966; Williams vd., 1965) tavĢanlarda DMSO'nun metabolizmasını 
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inceledikten sonra, diğerleri DMSO'ya atfedilen bazı biyolojik etkilerin kısmen onun 

metabolitlerinden kaynaklanabileceğini öne sürdüler (Kocsis vd.,1975).  

Eksojen MSM kaynakları meyveler (Kocsis vd., 1975; Pearson, Dawson, Lackey, 

1981), sebzeler (Kocsis vd., 1975; Pearson vd., 1981; Winning vd., 2009), tahıllar 

(Moazzami vd., 2011; Pearson vd., 1981), bira (Pearson vd., 1981), porto Ģarabı (Silva 

vd.,2003), kahve (Pearson vd., 1981), çay (Pearson vd.,., 1981) ve inek sütüdür(Pearson vd., 

1981; Williams vd., 1966). Diyetle indüklenen mikrobiyom değiĢikliklerinin, sıçanlarda 

(Palmnäs vd., 2014) ve gebe diĢi domuzlarda (Palmnäs vd., 2014) serum MSM düzeylerini 

etkilediği gösterilmiĢtir. Bununla birlikte, bağırsak florası diyet (Gerhards ve Gipian, 1967), 

egzersiz (Cerdá vd., 2016) veya diğer faktörler tarafından kolayca manipüle edilir (Pinto vd., 

2015). 

MSM, sıçanlarda yaklaĢık 12.2 saatlik biyolojik bir yarı ömür sergilemiĢ ve dokularda  

homojen dağılımı göztermiĢtir (Magnuson vd., 2007). Beyin omurilik sıvısında tespit 

edildiğinden ve beynin gri ve beyaz maddesi arasında eĢit olarak dağıldığından, insanlarda 

doku dağılımı da muhtemelen yaygındır (Cecil vd., 2002; Lin vd., 2001; Rogovin, 2002; 

Willemsen, Engelke vd., 2006). Ayrıca, beyindeki biyolojik yarı ömür tahmini 7,5 saattir 

(Rose vd., 2000), genel yarı ömrün ise 12 saatten fazla olduğu öne sürülmektedir. 

1.7.1. MSM’nin Etki Mekanizması 

MSM'nin tam mekanik iĢlevi, bazı değiĢik hücre tiplerini içerebildiğiden zarlara nüfuz 

etme ve tüm vücuda nüfuz etme kabiliyetinin artması nedeniyle açıklanması zordur. 

MSM'nin transkripsiyonel ve hücre altı düzeyde inflamasyon ve oksidatif stresin 

engellenmesinde rolü olduğu yapılan in vitro ve in vivo çalıĢmalarda ortaya çıkmıĢtır. Bu 

organo sülfür bileĢiğinin küçük boyutu nedeniyle, doğrudan ve dolaylı etkileri arasında 

ayrım yapmak güçtür ancak birden fazla etkiye sahip olduğu da görülmektedir (Butawan vd., 

2017). 

1980‟li yılların baĢından beri aydınlatılmaya çalıĢılan MSM‟ nin etki mekanizması 

MSM‟nin anti-inflamatuvar, antioksidan, serbest radikal süpürücü, bağıĢıklık modülatörü 

özellikleri ve kanseri önleme mekanizmaları üzerĢnden aydınlatılmaya 

çalıĢılmıĢtır.(Grimble, 2006). 

In vitro çalıĢmalar, MSM'nin aktive edilmiĢ B hücrelerinin (NF-κB) nükleer faktör 

kappa-hafif zincir güçlendiricisinin transkripsiyonel aktivitesini (Joung vd., 2016; Kim vd., 
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2009) çekirdeğe translokasyonu engelleyerek ve aynı zamanda NFκB'nin bozulmasını 

önleyerek inhibe ettiğini göstermektedir (Kim vd., 2009). MSM'nin, Serin-536'da p65 alt 

biriminin fosforilasyonunu bloke etme dahil olmak üzere modifikasyonlarını değiĢtirdiği 

gösterilmiĢtir (Kloesch vd., 2011), ancak bunun doğrudan mı yoksa dolaylı bir etki mi 

olduğu belirsizdir. Bunlar gibi alt birimlerde yapılan modifikasyonlar, NF-κB'nin (Christian 

vd., 2016) transkripsiyonel aktivitesinin düzenlenmesine büyük ölçüde katkıda bulunur ve bu 

nedenle, bu anti-inflamatuvar mekanizmayı daha fazla anlamak için daha fazla ayrıntı 

gereklidir. NF-κB yolunun genel olarak sitokinleri, kemokinleri ve adezyon moleküllerini 

kodlayan genlerin yukarı yönlü düzenlenmesinden sorumlu proinflamatuvar bir sinyal yolu 

olduğu varsayılır (Lawrence, 2009). MSM NF-κB üzerinde baskılayıcı etki yaparak, in vitro 

olarak interlökin (IL)-1, IL-6 ve tümör nekroz faktörü-α (TNF-α) için mRNA'nın 

aktivitesinin azalması ile sonuçlanır (Lawrence, 2009). Bunun sonucunda bu sitokinlerin 

translasyon ekspresyonunda azalması beklenir; ayrıca IL-1 ve TNF-α doza bağlı olarak 

inhibe edilir (Lawrence, 2009). 

MSM, NF-κB yolunu baskılar ve buna bağlı olarak indüklenebilir nitrik oksit sentaz 

(iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) ekspresyonununun azalır sonuç olarak da nitrik oksit 

(NO) ve prostanoidler gibi vazodilatör ajanların üretiminin azaldığı gözlemlenir (Kim vd., 

2009). NO‟in vasküler tonusu düzenlemesinin yanında  (Tousoulis vd., 2012), mast hücre 

aktivasyonunu da düzenleme etkisi de vardır (Coleman, 2002); bunlara bağlı olarak, MSM, 

inflamasyonun oluĢumunda mast hücre aracılığılıyla engelleyici bir role sahip olabilir. 

Sitokinlerin ve vazodilatör ajanlar oluĢumunun azalması immün hücrelerin lokal 

inflamasyon bölgelerine akıĢı ve alımı engeller. 

Hücre altı düzeyde, nükleotid bağlama alanı, 3 (NLRP3) inflamatuvar etkilerden 

soumlu lösin açısından zengin pürin alanı, hücresel stres sinyallerini algılar ve inflamatuvar 

belirteçlerin olgunlaĢmasına yardımcı olarak yanıt verir  (Nipin vd., 2015; He vd., 2016). 

MSM, NLRP3 inflamatuvar transkriptinin NF-kB üretimini down regüle ederek ve/veya 

mitokondriyal üretilen reaktif oksijen türleri (ROS) (Ahn vd., 2015) biçimindeki aktivasyon 

sinyalini bloke ederek NLRP3 inflamatuvarının ekspresyonunu olumsuz etkiler. 

Normalden fazla miktarda ROS, hücreler üzerinde hasara yola açabilir ancak  

fenotipik olarak normal hücrelerde bazı yolakları uyarmak için belirli miktarda olması 

gereklidir (Dan Dunn vd., 2015). MSM'nin antioksidan etkisi ilk olarak nötrofil ile uyarılan 

ROS üretiminin in vitro baskılandığında ancak hücresiz bir sistemde etkilenmediğinde fark 
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edildi (Beilke vd., 1987); bu nedenle antioksidan mekanizmanın kimyasal düzeyden çok 

mitokondriye etki ettiği öne sürülmüĢtür. 

MSM, NF-κB, sinyal transdüserleri ve transkripsiyon aktivatörleri (STAT), p53 ve 

nükleer faktör (eritroidden türetilen 2) benzeri 2 (Nrf2) olmak üzetre az dört tip 

transkripsiyon faktörünün aktivasyonunu etkiler. MSM bu transkripsiyon faktörlerini 

etkileyerek , ROS ve antioksidan enzimlerin dengesinin düzenlenmesinde etkili olabilir. 

Bunların her biri de kısmen ROS tarafından etkinleĢtirilmektedir (Butawan vd.,2017). 

MSM, NF-κB transkripsiyonel aktivitesini inhibe ederek ROS üretiminde görev alan  

enzimlerin ve sitokinlerin üretimini azaltabilir. COX-2 ve iNOS'un negatif yönlü 

regülasyonu sırasıyla süperoksit radikali (O2−) ve nitrik oksit (NO) miktarını azaltır (Kim 

vd., 2009). Ek olarak, MSM, uyarılmıĢ herhangi bir mitokondriyal üretilen ROS'u azaltabilen 

TNF-α (Ahn vd., 2015; Kim vd., 2009) gibi sitokinlerin ekspresyonunu baskılar (Ahn vd., 

2015). Sitokin üretimindeki azalmalar, parakrin sinyallemesinin azalmasına ve diğer 

transkripsiyon ajanlarının ve yollarının aktivasyonuna katılabilir (Butawan vd., 2017). 

MSM in vitro olarak bir dizi kanser hücre hattında STAT transkripsiyon faktörlerinin 

ekspresyonunu veya aktivitelerini baskılamıĢtır (Joung vd.,2014; Lim vd., 2012). Apoptoz, 

farklılaĢma ve çoğalma ile ilgili genlerin düzenlenmesi Janus kinaz (Jak)/STAT yolu ile 

ilgilidir ve bunların tümü gerekli bir sinyal bileĢimi olan ROS‟u üretir (Höll vd., 2016; 

Redza-Dutordoir, 2016). Jak/STAT yolunu kullanarak sinyal verme, sitokin ekspresyonunun 

azalması sonucu engellenebilir. Jak/STAT yolunun aĢağı regülasyonu, oksidaz (Manea vd., 

2010) ve B hücreli lenfoma-2 (Bcl-2) (Gross, 2016) ekspresyonunu azaltarak ROS 

oluĢumunu daha da azaltabilir. 

MSM ile in vitro olarak yapılan  ön tedavinin makrofaj benzeri hücrelerde redoks 

duyarlı p53 transkripsiyon faktörünün toplanmasının azaldığı bildirilmiĢtir. (Karabay vd., 

2014). Bu p53, hücre içi ROS seviyelerine bağlı olarak iki yönlü oksidatif fonksiyon sergiler, 

burada genel anlamda p53, düĢük hücre içi ROS seviyelerinde antioksidatif fonksiyonlar ve 

yüksek ROS seviyelerinde prooksidatif fonksiyonlar uygular, p53'ün antioksidan iĢlevi, 

Sestrin, glutatyon peroksidaz (GPx) ve aldehit dehidrojenaz (ALDH) gibi süpürücü enzimleri 

up regüle eder. Prooksidatif olarak iĢlev yapan P53 oksidazları düzenlerken aynı zamanda 

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

Ġnsan immün yetmezlik virüsü tip 1 transaktive edici düzenleyici protein (HIV-1 Tat) 

ile kültürlenen murin nöroblastom hücreleri, Nrf2'nin azalmıĢ nükleer translokasyonu 
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olduğunu göstermiĢtir; bunun yanında MSM ile birlikte yapılan kültürleme sonucunda, Nrf2 

translokasyonunu çekirdeğe kontrol seviyelerine döndürmüĢtür (Kim vd., 2015). Nrf2, 

glutamat-sistein ligaz (GCL), süperoksit dismutazlar (SOD'ler), katalaz (CAT), 

peroksiredoksin (Prdx), GPx, glutatyon S-transferaz (GST) ve diğerleri dahil olmak üzere 

antioksidan enzimlerle iliĢkisi açısından iyi belgelenmiĢtir (Zhang vd., 2015). MSM'nin Nrf2 

üzerinde ne gibi bir etkisi olduğu açık olmasa da, Nrf2'nin ayrıca p21'in p53 ifadesi veya B 

hücreli lenfoma ekstra büyük (Bcl-XL) Jak/STAT ifadesi ile düzenlenebileceğini 

düĢünülmektedir (Ma, 2013). 

 MSM dahil kükürt içeren bileĢikler, bağıĢıklık tepkisini desteklemede kritik bir rol 

oynarlar (Grimble, 2006; Parcell, 2002; Ramoutar, 2010). Kronik stres, duyarsızlaĢmaya yol 

açar ve normal bir bağıĢıklık tepkisi oluĢmadığı için bağıĢıklık sistemi üzerinde zararlı 

etkilere sahiptir IL-6'nın geniĢ etkileri, kronik enflamasyonun sürdürülmesine dahil 

edilmiĢtir (Gabay, 2006). Ġn vitro olarak MSM IL-6'yı azaltmıĢtır, bu da bu kronik zararlı 

etkileri azaltabilir (Ahn vd., 2015; Kim vd., 2009; Kloesch vd., 2011). Kapsamlı egzersizden 

önce MSM ile ön tedavi, lipopolisakkarit (LPS) ile tedavi edilen kan, ex vivo sitokinlerin 

salgılanması yoluyla bir yanıt oluĢturabildiğinden, bağıĢıklık hücrelerinin aĢırı stresini 

önlemiĢtir, bu etki plasebo grubunda gözlenmemiĢtir (Van der Merwe ve Bloomer, 2016). 

Mast hücrelerinden histamin salınımı DMSO (Candussio vd., 1987) tarafından inhibe 

edilir; bununla birlikte, MSM'nin histamin salınımı üzerindeki etkileri henüz 

keĢfedilmemiĢtir. Daha önce araĢtırmalar, MSM'nin vasküler fonksiyonu engellediğini 

göstermektedir (Alam, 1983; Layman, 1987). BaĢka in vitro çalıĢmalarda, MSM NO ve 

prostanoidler gibi vazodilatör ajanların ekspresyonunu azaltmıĢtır  (Kim vd., 2009). NO 

miktarındaki azalma, makrofajları NO ile uyarılan apoptoza karĢı korur (Karabay vd., 2014). 

Bunlara ek olarak, MSM, hücre döngüsü ve hücre ölümü ile ilgili diğer immün 

modülatör etkilere yardımcı olabilir. MSM vitro çalıĢmalarda, gastrointestinal kanser 

hücrelerinde (Jafari vd., 2012), karaciğer kanseri hücrelerinde (Kim vd., 2014) ve kolon 

kanseri hücrelerinde (Karabay vd., 2016) apoptozu indüklemiĢtir. Bu bulguların aksine, 

MSM murin meme kanseri hücrelerinde apoptozu indüklememiĢtir (Caron vd.,2013) bunun 

yerine MSM'nin hem metastatik murin meme kanserine hem de murin melanom hücrelerine 

normal hücresel metabolizmayı geri kazandırdığı gösterilmiĢtir (Caron, 2015). MSM 

uygulanan gastrointestinal kanser hücrelerinde ise hücre döngüsünün durduğu gözlenmiĢtir 

(Jafari vd., 2012). Hücrenin hayatta kalmasına yönelik bu değiĢiklikler, p53 ve Jak/STAT 

yollarındaki siklin üretim modülasyonlarından kaynaklanabilir (Butawan vd., 2017). 
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Ġnsanlarda, plazma sülfat ve homosistein değiĢiklikleri için bireyler arasında MSM 

dozuna bağlı eğilimler gözlenmemiĢtir. Bir kükürt donörü olan MSM kükürt döngüsü 

boyunca kükürt kullanımından büyük ölçüde sorumlu olan mikroorganizmalar ile, memeli 

mikrobiyotasına bağımlı olabilir (Butawan vd., 2017). 

MSM‟nin uzun zamandır metiyonin, sistein, homosistein, taurin ve diğer kükürt içeren 

bileĢikler için bir kükürt vericisi olduğu düĢünülmesine rağmen alkilleyici bir ajan olmadığı 

ve DNA'yı metillemediği bildirilmiĢtir (Butawan vd., 2017). Kawai ve arkadaĢlarının (2010) 

yaptığı araĢtırmada ise MSM'nin ana bileĢiği olan DMSO, hidroksil radikali (OH) varlığında 

DNA'yı metilleyebilir (Kawai vd, 2010), bu da DMSO'nun MSM'ye oksidasyonuna yardımcı 

olma potansiyeline sahip olduğunu gösterir (Jørgensen, 2010; Ramírez-Anguita vd., 2009).  

1.7.2. MSM’nin Klinik Kullanımı 

MSM, hücresel ve doku seviyelerinde fizyolojik etkileri değiĢtirmek için çok iyi nüfuz 

eden terapötik ajandır. Bunun yanı sıra  MSM, diğer terapötik ajanlar ile birlikte taĢıyıcı 

veya ortak taĢıyıcı olarak hareket etme yeteneğine sahiptir, hatta potansiyel uygulamalarını 

arttırmak için kullanılır (Butawan vd.,2017). 

MSM‟ nin klinik olarak kullanılabilirliği yapılmıĢ insan ve hayvan çalıĢmalarından 

elde edilen bulgulara dayanmaktadır. Bu çalıĢmalarda, MSM‟ nin artrit ve enflamasyonda, 

kıkırdak dokuyu korumada, hareket aralığını ve fiziksel iĢlevi iyileĢtirmede, egzersizle 

iliĢkili kas ağrısını azaltmada, mevsimsel alerjileri iyileĢtirmede, cilt kalitesini ve dokusunu 

iyileĢtirmede ve kanserde klinik olarak yarar sağlayacağı bildirilmiĢtir (Kim vd., 2006). 

GeliĢmiĢ penetrasyon özelliklerine sahip bir mikro besin olarak MSM, genellikle 

glukozamin, kondroitin sülfat ve boswellik asit dahil olmak üzere diğer anti-artritik ajanlarla 

kombine olarak artrit ve diğer inflamatuar durumlar için kombinasyon halinde klinikte 

kullanılmaktadır (Brien vd.,2008). 

MSM‟nin yapılan in vitro çalıĢmalarda, sitokin ekspresyonununu azaltarak anti-

inflamatuar etki göstermiĢ olabileceği ileri sürülmüĢtür (Ahn vd., 2015; Kim vd., 2009; 

Kloesch vd., 2011). Deney hayvanlarında (Ahn vd.,2015; Kim vd., 2009; Kloesch vd., 2011) 

sitokin azalmaları kanıtlanmıĢ ve deneysel olarak arttırılan artritik hayvan modellerinde de 

MSM ile benzer sonuçlar elde edilmiĢtir. Aynı zamanda MSM, glukozamin ve kondroitin 

sülfat içeren bir kombinasyonda, deneysel olarak indüklenen akut ve kronik romatoid artritli 

sıçanlarda C-reaktif proteini (CRP) etkili bir Ģekilde düĢmüĢtür (Arafa vd., 2013). 
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MSM'ye genel olarak bakıldığında, Dr. Stanley Jacob, MSM ile takviyeyi takiben 

semptomları düzelen osteoartrit hastalarıyla ilgili on bir vaka çalıĢmasına atıfta bulunmuĢtur 

(Jacob,2003). Klinik araĢtırmalar, VAS ağrı ölçeği (Debbi vd., 2011; Usha, 2004), WOMAC 

ağrı alt ölçeği (Debbi vd., 2011; Kim vd., 2006), SF36 ağrı alt ölçeği (Debbi vd., 2011) ve 

Lequesne Ġndeksi (Usha, 2004) tarafından belirtildiği gibi MSM'nin ağrıyı azaltmada etkili 

olduğunu göstermektedir. Aynı zamanda inflamatuvar sertlikte (Debbi vd., 2007; Patagonis, 

2014) ve ĢiĢmede (Usha ve Naidu, 2004) de iyileĢmeler kaydedilmiĢtir. Ayrıca, Usha ve 

Naidu (Usha ve Naidu, 2004) tarafından yapılan bir çalıĢmada, glukozamin ile kombine 

MSM, ağrı, ağrı yoğunluğu ve ĢiĢlikteki iyileĢmelerin süresini kısaltmıĢtır. 

Kombine tedavi içeren ilaçları kullanan diğer insan çalıĢmalarında da benzer sonuçlar 

çıkmıĢtır. Örneğin, artrit ile iliĢkili ağrı ve sertlik, Glukozamin, Kondroitin sülfat ve MSM 

(GCM) (Nakasone vd., 2011; Vidgasavar vd., 2004) kullanılarak önemli ölçüde 

iyileĢtirmiĢtir. Osteoartrit (OA) tanısı konmuĢ sedanter obez kadınlarda diyet ve egzersiz 

değiĢikliklerinin üzerine bir GCM kombinasyonu eklendiğinde ağrı ve sertlikte marjinal 

iyileĢmeler gözlenmiĢtir (Magrans-Courtney vd., 2011). MSM'nin boswellik asit 

(Notarnicola vd., 2016) ve tip II kollajen (Xie vd., 2008) ile birlikte kullanıldığında artrit 

ağrısını azaltmada da etkili olduğu gösterilmiĢtir. 

Artrite ek olarak, MSM, indüklenmiĢ kolit (Amirshahrokhi vd., 2011), akciğer hasarı 

(Amirshahrokhi vd., 2011) ve karaciğer hasarı (Amirshahrokhi vd., 2011; Kamel, 2013) için 

in vivo sitokin ekspresyonunu zayıflatmıĢtır. Hasegawa ve meslektaĢları (Hasegawa vd., 

2004), MSM'nin topikal olarak uygulandığında UV kaynaklı inflamasyona ve %2.5'lik bir 

sulu içme solüsyonu ile ön tedaviden sonra akut alerjik inflamasyona karĢı korumada yararlı 

olduğunu bildirmiĢtir. 

MSM, insanlarda da diğer inflamatuar prosesleri azaltmıĢtır. MSM bir klinik vaka 

çalıĢmasında interstisyel sistitten muzdarip altı hastadan dördü için etkili bir tedavi olarak 

farkedilmiĢ ve bildirilmiĢtir (Childs, 1994). Ek olarak, MSM'nin mevsimsel alerjik rinit 

semptomlarını hafiflettiği de gösterilmiĢtir(Barrager, 2003; Barrager vd., 2002). MSM 

tarafından sistemik egzersize bağlı inflamasyonda azalma gözlemlenmiĢ olsa da (Van der 

Merwe ve Bloomer, 2016), insan çalıĢmalarında, MSM verilen farelerde azalmıĢ sinovit 

inflamasyonunda görüldüğü gibi, doğrudan kıkırdak veya sinovyumdaki inflamatuar etkileri 

araĢtırılmamıĢtır (Moore, 1985). 

Cerrahi olarak indüklenen osteoartrit tavĢanlarında MSM, kıkırdak ve sinovyal dokuda 

(Amiel, 2008), TNF-a'da ve OA ilerlemesi sırasında korunan eklem kıkırdağı yüzeyinde 
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azalma ile de gözlenmiĢtir. GCM kombinasyonu ile desteklenmiĢ bir romatoid artrit (RA) 

sıçan modelinin histopatolojisi, sinovyum proliferasyonunun azaldığını ve eklemde düzensiz 

bir kenarın geliĢtiğini göstermiĢtir (Arafa vd., 2013). Ayrıca, MSM takviyesi verilen OA 

farelerinde kıkırdak yüzey dejenerasyonunun önemli ölçüde azaldığı görülmüĢtür (Ezaki vd. 

,2013). MSM'nin koruyucu etkileri, Murav'ev ve meslektaĢlarının artritik farelerin diz eklemi 

dejenerasyonunun MSM ile azaldığını bildirdikleri çalıĢmada da görülmüĢtür (Murav'ev Iu 

vd., 1991).  

Yukarıda bahsedilen geliĢmelerle birlikte enflamasyon ve kıkırdak korunmasında 

subjektif ölçümlerin kullanımı yoluyla genel fiziksel iĢlevde faydalı değiĢiklikler de 

kaydedilmiĢtir (Debbi vd., 2011; L. S. Kim vd., 2006). Günlük olarak MSM verilen 

osteoartritik popülasyonlarla yapılan çalıĢmalarda, 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 değerlendirildiği gibi, fiziksel fonksiyonda önemli geliĢmeler 

gözlenmiĢtir. Ekstra egzersizin neden olduğu kas hasarını takiben objektif kinetik diz 

ölçümleri kesin değildir, ancak MSM'nin maksimum izometrik diz ekstansör iyileĢmesine 

yardımcı olabileceğini düĢündürmektedir (Melcher vd., 2016). 

MSM, sonuçları olumlu sonuçlanan bir dizi kombine tedavide de kullanılmıĢtır. 

Glukozamin, kondroitin sülfat, MSM, guava yaprağı ekstresi ve D Vitamini içeren takviye 

kullanımı sonucu, Japon Diz OA Ölçümüne göre diz osteoartriti olan hastaların fiziksel 

olarak Ģikayetleri azalmıĢtır (Nakasone vd., 2011). BaĢka bir takviye olan GCM sonucunda 

fonksiyonel yetenekte ve eklem hareketliliğinde artıĢ olmuĢtur (Vidyasagar vd.,2004). MSM 

ve boswellik asit kombine kullanıldığında, Lequesne Ġndeksi (Notarnicola vd., 2016) ile 

değerlendirilmiĢ ve diz eklemi fonksiyonunu iyileĢtirdiği de gösterilmiĢtir. Arginin l-α-

ketoglutarat, hidrolize Tip I kollajen, bromelain ve MSM içeren kombinasyon rotator manĢet 

onarımından sonra üç ay kullanılmıĢ ve objektif fonksiyonel sonuçları etkilemeden onarım 

bütünlüğünü iyileĢtirdiği görülmüĢtür (Gumina vd., 2012). 

Kombine kullanımı araĢtıran diğer çalıĢmalar, önemli geliĢmeler gösterememiĢtir. 

Geriatrik atlara üç ay boyunca ağızdan verilen bir GCM kombinasyou, yürüyüĢ 

özelliklerinde önemli değiĢiklikler göstermemiĢtir (Higler vd., 2014). Ġnsanlarda, MSM ve 

boswellik asit, anti-inflamatuar ilaçlara olan ihtiyacı azaltmasına rağmen gonartroz tedavisi 

olarak plasebo gibi etki göstermiĢtir (Notarnicola vd., 2011). Bununla birlikte, diyet ve 

egzersiz rejimine ek olarak bir GCM kombinasyon takviyesi uygulanan grupla 
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uygulanmayan grup karĢılaĢtırıldığında da önemli bir geliĢme kaydedilmemiĢtir (Magrans-

Courtney vd., 2011). 

MSM ve glukozamin takviyesi kullanan ve fizik tedavi gören bel ağrısı olan hastalar, 

yaĢam kalitelerinde iyileĢmenin olduğunu bildirmiĢtir (Tant vd., 2005). GCM takviyeleri 

spinal eklem hastalığı ve dejeneratif disk hastalığı için bir tedavi olarak düĢünülmüĢ ancak 

kalite literatürünün azlığı nedeniyle etkinlik konusunda bir sonuca ulaĢılamamıĢtır (Stuber 

vd., 2011). 

Bağ dokusuna olan kükürt katkısı nedeniyle MSM, anti-inflamatuar etkilerinin yanı 

kas ağrılarında da etkili olabileceği düĢünülmektedir. Dayanıklılık egzersizinin neden olduğu 

kas hasarı, kreatin kinaz ile ölçüldüğü üzere MSM takviyesi ile azalmıĢtır (Barmaki vd., 

2012). MSM ile ön tedavi, yorucu direnç egzersizlerini (Melcher vd., 2016; Kalman vd., 

2013) ve dayanıklılık egzersizini (Kalman vd., 2012) takiben kas ağrısını azaltmıĢtır. 

MSM in vitro çalıĢmalarda uyarılmıĢ nötrofillerde ROS'u kimyasal olarak nötralize 

etmemiĢ bunun yerine mitokondriyal süperoksit, hidrojen peroksit ve hipokloröz asit 

oluĢumunu baskılamıĢtır (Beilke et al., 1987). Ek olarak, MSM, HIV-1 Tat maruziyetinin 

ardından indirgenmiĢ glutatyon (GSH)/oksitlenmiĢ glutatyon (GSSG) oranını normal 

seviyelere geri yükseltebilir, NO üretimini azaltabilir ve nöronal ROS üretimini azaltabilir 

(Kim vd., 2015).  

Ġnsanlarda, dayanıklılık egzersizinden önce MSM ön tedavisi, indüklenmiĢ protein 

oksidasyonu (Nakhostin-Roohi vd., 2011; Nakhostin-Roohi vd., 2013), bilirubin üretimi 

(Barmaki vd., 2012; Nakhostin-Roohi vd., 2013), lipid peroksidasyonu (Nakhostin-Roohi 

vd., 2011), kreatin kinaz (Barmaki vd., 2012), oksitlenmiĢ glutatyon (Nakhostin-Roohi vd., 

2011) ve ürik asidin (Nakhostin-Roohi vd., 2011; Nakhostin-Roohi vd., 2013) akut 

zayıflamasına neden olurken toplam antioksidan kapasitede bir artıĢ görülmüĢtür (Barmaki 

vd., 2012; Kim vd., 2009). Dayanıklılık egzersizini takiben, 10 günlük tedavi öncesi 

(Nakhostin-Roohi vd., 2011) redükte glutatyon yükselmiĢtir, ancak egzersizden hemen önce 

tek bir oral dozdan önemli ölçüde etkilenmemiĢtir (Nakhostin-Roohi vd., 2013). 

MSM‟ın mevsimsel alerjiler üzerine etkisi incelendiğinde 30 gün boyunca 2.6 g/gün 

MSM, 3. haftaya kadar üst ve toplam solunum semptomlarında ve ayrıca alt solunum 

semptomlarında azalma  gözlemlenmiĢtir (Barrager vd., 2002) ve tüm bu iyileĢtirmeler, 30 

günlük takviye alımın boyunca değiĢmemiĢtir. Bu çalıĢmanın bir dezavantajı, polen 

sayımları ve bir semptom anketinin bildirilmemesi olmuĢtur (Gaby, 2002) ancak bu durum 
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sonra düzeltilmiĢ olmakla birlikte Barrager ve ark.(2002) histamin salınımını ölçmek için bu 

örnek popülasyonun bir alt bölümünü kullanmıĢ ancak plazma IgE veya histamin 

düzeylerinde önemli bir değiĢiklik bulamamıĢlardır ( Barrager vd., 2002). 

1981'de Herschler'e verilen ilk patentten bu yana, MSM'nin keratine kükürt vericisi 

olarak hareket ederek cilt kalitesini ve dokusunu iyileĢtirmek için terapötik kullanımları 

olduğu öne sürülmüĢtür. Son bir çalıĢma raporuna göre, MSM, tıkayıcı bir yama yoluyla 

tavĢanların derisini tahriĢ etmediği ancak baĢka bir çalıĢma raporuna göre, MSM'nin 

kobayların derisini biraz tahriĢ edebileceği gösterilmiĢtir. EDTA ve MSM içeren bir losyon 

kullanıldığında, her 8 saatte bir üç günlük topikal uygulamanın ardından sıçanlarda yanık 

bölgelerinde hafif iyileĢme olduğu da rapor edilmiĢtir (Wang vd., 2015). 

1.7.3. MSM’ nin Toksisitesi 

Gıda ve Ġlaç Dairesi (FDA) GRAS bildirimi altında, MSM'nin 4845.6 mg/gün'ün 

altındaki dozlarda güvenli olduğunu kabul etmektedir, aynı zamanda MSM iyi tolere 

edilmekte ve güvenli görünmektedir (Borzelleca, 2007). Sıçanlar (Horváth vd., 2002; 

Magnuson vd., 2007; McCabe vd., 1986; Morton, 1986; O'Dwyer vd., 1988), fareler 

(Takiyama vd., 2010) ve köpekler (Brim vd.,2010; Khan vd., 2010) dahil olmak üzere bir 

dizi hayvan üzerinde bir dizi toksisite çalıĢması yapılmıĢtır. Bir ön toksisite çalıĢma 

raporunda, büyük patolojik bir değiĢiklik göstermemesine rağmen iki gün sonra 15,4 g/kg'lık 

bir oral sulu doz verilen diĢi bir sıçanda tek bir ölüm bildirmiĢtir. Diğer teknik raporlar, 

MSM topikal olarak uygulandığında hafif cilt ve göz tahriĢinin gözlemlendiğini 

göstermektedir (Borzelleca, 2007). Toksisite çalıĢmalarının bir özeti Çizelge 1.1'de 

listelenmiĢtir. 

Çizelge 1.1. Metilsülfonilmetan (MSM) Toksisite Verileri (Butawan vd., 2017). 

Tür Uygulama Yolu Süre  Akut≤15gün 

NOAEL 

(Gözlenen 

OlumsuzEtki 

Düzeyi) 

Referans 

Fareler  Oral BelirtilmemiĢ(akut) 5g/kg Kocsis vd.,(1975) 

Fareler Ġntraperitonal BelirtilmemiĢ(akut) 5g/kg Kocsis vd.,(1975) 

Fareler Oralgavaj 15 gün 5g/kg Takiyama vd.,(2010) 

Sıçan Ġntraperitonal BelirtilmemiĢ(akut) 5g/kg Kocsis vd.,(1975) 

Sıçan Oralgavaj 15 gün 2g/kg Takiyama vd., (2010) 

Gebelik 

Sıçan 

Oralgavaj (14gün) 21 gün 1g/kg Magnuson vd. (2007) 

Fareler Oral  91 gün 1.5g/kg Takiyama vd., (2010) 
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1.8. ÇalıĢmamızda Kullanılan Hücre Serilerinin Özellikleri 

ÇalıĢmamızda farklı özelliklere sahip üç çeĢit over kanseri hücre serisi kullanılmıĢtır. 

Farklı hücre serisi kullanmaktaki amacımız MSM‟nin farklı özelliklere sahip kanser 

hücrelerindeki etkisinin araĢtırılması olmuĢtur. 

ÇalıĢmamızda kullandığımız OVCAR-3 hücre serisi insan epitel hücre kökenli 

adenokarsinomdan elde edilmiĢ bir over kanser hücre hattıdır. Bu hücre hattı uygun bir 

transfeksiyon konağı olarak kullanılabilir. OVCAR-3, over kanserinde ilaç direncinin 

araĢtıtılmasında uygun bir model sistemidir ve hormon reseptörlerinin varlığında hormonal 

tedavinin değerlendirilmesinde kullanılabilir. Expression markerlarına bakıldığında androjen 

reseptörü pozitif; östrojen reseptörü pozitif; progesteron reseptörü pozitif olarak görev yapar. 

YumuĢak agarda koloniler oluĢturabilir ve anormal bir karyotipe sahiptir. Klinik olarak 

bakıldığında adriamisin, melfalan ve sisplatin konsantrasyonlarına dirençlidir. Hem 

kültürlenmiĢ hücreler hem de ksenograftlar androjen ve östrojen reseptörler özellikleri 

gösterir. Ksenograft modelleri, 17-beta estradiol ile tedavinin bu over karsinomunda 

progesteron reseptörlerini indükleyebileceğini göstermek için kullanılmıĢtır (ATCC, 2024).  

ÇalıĢmamızda kullandığımız diğer bir hücre hattı olan SKOV-3, over adenokarsinomu 

olan bir hastanın asit sıvısından türetilen epitel benzeri morfolojiye sahip bir insan hücre 

hattıdır. Uygun bir transfesiyon hattı olarak kullanılabilen  SKOV-3'ün bir özelliği de 

disfonksiyonel apoptozom aktivasyonu, yumurtalık karsinomu ve kemoterapi direncinin 

patogenezi ile bağlantılıdır. Bu hücre hattı hipodiploiddir ve çıplak farelere enjekte 

edildiğinde yüksek tümör oluĢumu gösterir. Ayrıca tümör nekroz faktörlerine ve bazı 

sitotoksik ilaçlara karĢı dirençlidir. SKOV-3, östrojen ve antiöstrojene dirençli yumurtalık 

kanseri üzerine araĢtırma için ideal bir modeldir. OVCAR-3‟den farklı olarak östrojen ve 

progesteron reseptörünü exprese etmez (BJRC,2024). 

ÇalıĢmamızda kullandığımız son hücre hattı ise A2780 olup tedavi edilmemiĢ bir 

hastanın yumurtalık endometroid adenokarsinom tümör dokusundan  elde edilmiĢtir. Tedavi 

sisteminde terapötik hedeflerin belirlenmesi ve toksisitenin etkilerini gözlemlemek için 

yaygın olarak kullanılır. Bu epitel hücre hattı, spinner kültürlerinde süspansiyon halinde tek 

tabaka halinde büyür ve bağıĢıklık yetersizliği olan farelerde tümör oluĢturur. A2780, 

sisplatin duyarlılığı gösterir. Over tümörü neovaskülarizasyonunun rolünün araĢtırılmasında 

ve kemoterapi ilaçlarında direncin belirlenmesinde model olarak kullanılmıĢtır. 

(Abdulkhalek vd., 2014; Pfankuchen vd., 2015) 
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MSM‟nin çeĢitli kanserlerde apoptoz yolağı üzerine çalıĢmalar bulunmaktadır ancak 

daha önce over kanserinde apoptoz ve otofaji üzerindeki etkilerine literatürde 

rastlanmamıĢtır. Bu tez çalıĢmasında over kanser hücre serileri olan OVCAR-3, SKOV-3 ve 

A2780 ile apoptotik ve otofajik yolakların etkin olduğu bir sistem oluĢturularak bu hücre 

modeli üzerinde over kanseri durumlarında tedaviyi destekleyici olarak yaygın klinik 

kullanımı bulunan ve  GRAS olarak tanımlanan MSM‟nin otofaji ve apoptoz üzerine olan 

etkilerinin araĢtırılması hedeflenmiĢtir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. ÇalıĢmada Kullanılan Cihazlar  

Beckman Coulter marka santirifüj, Holten Lamin Air marka steril kabin Spectramax 

marka spektrofotometre, Sanyo CO2 Ġnkübatörü, Gilson otomatik pipetler, Mettler marka su 

banyosu, Velp Scientifica marka magnetik karıĢtırıcı,  Sesa 1400 marka pH metre, Heto, 

Sanyo, Bosch marka -20 ºC ve - 80 ºC derin dondurucular, Arçelik buzdolabı, Heidolph 

vorteks, Mettler Toledo elektronik terazi, Labnet Ġnternational çalkalayıcı,  Olympus floresan 

mikroskop, Thermo marka spektrofotometre, jel elektroforezi, Bio-Rad immunblotlama tetra 

cell, western blot cihazı, Accuri C6 akım sitometri, Enzo CYTO-ID® Autophagy detection 

kit,  Bd Pharmingen PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I kullanıldı. 

2.2. Kimyasallar  

Fetal bovine serum, RPMI 1640 medium, L-glutamin, PAA firmasından 

penisilin/streptomisin, sülfanilamid, naftiletilen diamine, thiazol blue tetrazolium bromide 

(MTT), BSA, glisin, PBS, DMSO, aminoguanidine hydrochloride, Sigma firmasından 

rhodamine 123, annexin V, propidium iodide, BD Biosciences‟ firmasıdan, kaspaz-3 

substratları Alexis Biochemicals, Thermo firmasından Bradford ajanı, Aldrich firmasından 

MSM, Enzo firmasından CYTO-ID® Autophagy detection kit, Bd Pharmingen  firmasından 

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I temin edildi. 

2.3. ÇalıĢmada Kullanılan Hücre Serisi 

ÇalıĢmamızda OVKAR-3, SKOV-3 ve A2780 over kanser hücre serileri 

kullanılmıĢtır. 

2.4. Yöntemler  

2.4.1. Hücre Kültürü 

OVKAR-3, SKOV-3 ve A2780 over kanser hücreleri, %1 L-glutamin, %1 penisilin-

streptomisin ve inaktif fetal sığır serumu (%10) içeren RPMI 1640 besiyerinde 75 cm2‟lik 
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flasklarda, 37°C‟de, %5 CO2 içeren etüvde çoğaltıldı. %80 yoğunluğa ulaĢan hücreler PBS 

ile yıkanarak tripsinize edilerek pasajlandı. 

2.4.2. Hücre Sayımı ve Canlı Hücrelerin Belirlenmesi 

Bir hücre süspansiyonundaki canlı hücrelerin sayısını tespit etmek için tripan mavisi 

kullanılmıĢtır. Canlı hücreler sağlam hücre zarına sahip oldukları için tripan mavisi, eozin 

veya propidyum gibi belirli boyaları hücre içine almazlar ancak ölü hücrelerin sağlam bir 

hücre zarı bulunmadığı için bu hücreler bu boyalarla boyanır. Bu iĢlem sırasında  boya ile 

karıĢtırılan hücre süspansiyonundaki hücrelerin daha sonra boyayı alıp almadığını belirlemek 

için hücre canlılığı ıĢık mikroskobunda sayılmıĢtır. Her kuyuya eĢit sayıda canlı hücre 

ekilmesi önemli olduğu için trypan mavisi kullanılarak neubauer lamında hücre sayımı 

yapıldıktan sonra hücreler 6‟lı, 24‟lü ya da 96‟lı plaklara ekim yapılmıĢtır. Ġki özdeĢ bölmeye 

sahip Neubauer lamında sayma bölmesinin derinliği 0,1mm, alanı 1mm
2
 , hacmi 0,1mm

3
dür 

Tripan mavisi içeren PBS içinde süspanse edilen hücrelerden ölü hücreler maviye 

boyanırken, boyanmayan  canlı hücrelerin mikroskopta sayımı yapılır (Strober, 2015).  

Elimizde bulunan 20 μl hücre süspansiyonu eĢit hacimde trypan mavisi çözeltisi ile 

karıĢtırıldı ve çalıĢmamızda canlı hücre sayısı bulmak için 1ml (1cm
3
 )‟teki hücre sayısı = 

0,1mm
3
 ‟teki hücre sayısı x 2 (dilusyon faktörü) x 10000 formülü kullanıldı. 

2.4.3. Hücre Canlılık Testi 

MTT; canlı hücreler tarafından substratın kromojenik ürüne dönüĢtürülmesine bağlı 

olan canlılık deneyleri arasında, hala çok yönlü ve popüler testlerden biridir. MTT testinin 

temelinde, etkisiyle suda çözünür sarı boya olan  MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür]'ün mitokondriyal redüktazın çözünmeyen mor bir formazana 

dönüĢmesidir. Elde edilen formazon kristalleri çözündürülür ve konsantrasyonu 570 nm 

spektrofotometrede optik yoğunluğu belirlenir. Canlı hücre sayısı analiz sonucundan elde 

edilen boya yoğunluğu ile korelasyon gösterir Sonuç, kuyu baĢına ~10
6
 hücreye kadar 

mükemmel doğrusallığa sahip hassas bir testtir. Test, birden fazla kuyuda büyütülen yapıĢık 

veya yapıĢmayan hücreler için standardize edilmiĢtir. Protokolde, standart bir 96 oyuklu 

plaka kullanılır. Ancak bu, farklı bir plaka formatına uyacak Ģekilde büyütülebilir. 96 oyuklu 

bir plaka içinde oyuk baĢına plaka 500-10.000 hücre içerir. Test, 10
6
 hücreye kadar iyi 

doğrusallığa sahiptir (Kumar vd., 2018). 
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Final konsantrasyonu 5mg/ml olan MTT boyası, RPMI 1640 besiyerinde çözüldü. 

Üzerindeki besiyeri atılan hücreler her kuyuya 20µl MTT çözeltisi ve 100µl besiyeri 

eklenerek 96‟lık plakta 37°C‟de, etüvde 4 saat süre ile bekletildi sonrasında medium aspire 

edilerek çözücü  ajan DMSO eklendi ve kristaller çözüldü. Birkaç dakika içinde 595 nm‟de 

spektrofotometrede absorbans ölçümü yapıldı. Uygulanan denemeye göre, kontrol 

(tedavisiz) grupta veya  MSM‟nin farklı dozları uygulanan gruplarda absorbanslar ölçülerek 

tedavisiz grubun canlılığı %100 kabul edilerek diğer gruplardaki canlılık değeri relatif olarak 

hesaplandı. 

2.4.4. Protein Kantitasyonu 

Bradford testi, protein konsantrasyonlarını ölçmek için hızlı ve oldukça hassas bir 

yöntemdir. Çözeltideki denatüre proteinlere bağlanmayı takiben Coomassie Brilliant Blue G-

250 boyasının maksimum absorbanstaki 465 nm'den 595 nm'ye kaymasına dayanır (Kielkopf 

vd., 2020).  ÇalıĢmamızda protein miktar tayini amacıyla kullanılan Bradford testi ile kaspaz 

aktivite tayini için kullanılacak örneklerin mg protein baĢına hesaplanmaları yapıldı. 

Protein tayini yapabilmek amacıyla 2 μl örnek ve 150 μl Bradford ayıracı 96 kuyulu 

plaklarda her kuyuya konularak  karanlıkta, 5 dakika, oda sıcaklığında inkübasyondan sonra 

595 nm‟de absorbans ölçüldü. Standart BSA grafiğinden ve eĢitliğinden hareketle örneklerin 

protein miktar tayini yapıldı. 

2.4.5. Kaspaz-3 Aktivitesi Tayini 

Trypan blue ile Neubauer lamında mikroskopla sayılan hücreler 6‟lık plaklara ekim 

yapılarak bir gece etüvde inkübasyona bırakıldılar. Ekimden 24 saat sonra hücreler, 

MSM‟nin 300mM ve 400mM dozları ile muamele edildi ve bu Ģekilde 24 saat etüvde 

inkübasyona bırakıldılar. Kuyulardaki hücreler bu süre sonunda kazınarak toplandı. 

Kazınarak elde edilen hücreler 160 µL PBS ve 4 µL deterjan ile muamele edilerek sitozolik 

ekstreleri hazırlandı. Ependorflara alınan lizat buz üzerinde 5 dakika inkübasyona bırakıldı. 

10 saniye vortekslenen lizat sonra 14.000 rpm‟de 4ºC‟de 2 dk santrifüj yapıldı. Ġki kere 

tekrarlanan bu iĢlem sonunda elde edilen süpernatan sitozolik ekstre olarak kullanıldı ve 

daha önce de belirtildiği Ģekilde Bradford yöntemine göre protein tayini yapıldı. 50 µL lizat 

kaspaz-3‟ün substratı ile 96‟lık plakta 1 saatlik inkübasyona bırakıldıktan sonra oluĢan 

kolorimetrik ürünün floresan Ģiddeti 402nm dalgaboyunda  ölçüldü. Ölçülen floresan Ģiddeti 

her örneğin 50 µL‟sinin  içerdiği mg protein miktarına oranlandı. 
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2.4.6. PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I ile Apoptoz tayini 

Plazma zarının iç ve dıĢ yaprakçıklarına asimetrik olarak dağılmıĢ lipitler sağlıklı bir 

hücrenin yüzeyini oluĢturur. Hücre sitoplazmasına doğru yönelim gösteren fosfatidilserin 

(PS), normalde plazma zarının iç zarı ile sınırlı olan lipitlerden biridir. Apoptoz esnasında 

bozulan lipid asimetrisi sebebiyle  PS plazma zarının dıĢ yaprağına çıkar ve kalsiyum 

bağlayıcı bir protein olan Annexin V, PS'ye bağlanarak floresan olarak görüntülenebilir. Bu 

nedenle Annexin V, apoptotoz esnasında hücre dıĢına yönelen PS'yi tespit etmek için 

kullanılabilir (Crowleyvd., 2016). 

Canlı hücreleri canlı olmayan hücrelerden ayırt etmek için kullanılan Amino-

Actinomycin (7-AAD) standart bir akıĢ sitometrik canlılık belirtecidir. Zarları sağlam olan 

canlı hücreler 7-AAD'yi geçirmezken ölü ve hasarlı hücrelerin zarları 7-AAD için 

geçirgendir. PE Annexin V ile boyanan ve 7-AAD için boyanmayan hücrelerin apoptotik 

süreçte olduğu düĢünülür. Hem  PE Annexin V hem de 7-AAD için pozitif boyanan 

hücrelerin ise ya apoptozun son aĢamasında ya nekroz geçirmekte ya da zaten ölü olduğu 

düĢünülür. Her ikisi için de negatif boyanan hücreler canlıdır ve ölçülebilir apoptozdan 

geçmemektedir (Zembruski vd., 2012). 

ÇalıĢmamızda 6‟lık plaklara ekim yapılan hücreler etüvde 24 saat inkübe edildirler. 

Bu süre sonunda etkilerinin gözlemleneceği 300 mM MSM ve 400 mM MSM ile 24 saat 

inkübe edildiler. 24 saat sonunda soğuk PBS ile iki kez yıkanan kuyulardaki hücreler 1x 

bağlama tamponunda ml‟de 10
6
 hücre olacak Ģekilde tekrar süspande edildi. Bu solüsyondan 

100 μl (1 x 10
5
) hücre alınarak üzerine 5 μl Annexin V-PE ve 5 μl 7- AAD eklenen hücreler 

çok hafifçe vortexlenerek 15 dakika oda ısısında (25°C) karanlıkta inkübasyona bırakıldılar. 

Tüplere 400µl 1xbağlama tamponu eklendikten sonra 1 saat içinde akıĢ sitometrisi ile analiz 

edildi. 

Akım sitometri sonuçlarına göre canlı hücrelerde Annexin V-PE negatif ve 7-AAD 

negatif,  erken apoptotik hücrelerde Annexin V-PE pozitif ve 7-AAD negatif, nekrotik 

hücrelerde ise Annexin V-PE pozitif ve 7-AAD pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. Bunun 

sonunda MSM‟nin farklı dozlarını uyguladığımız ve uygulamadığımız hücrelerdeki canlı, 

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

6‟lık plaklara ekim yapılan hücreler 24 saatlik  etüvde inkübe edildiler. 24 saat 

sonunda etkilerinin gözlemleneceği 300 mM MSM ve 400 mM MSM ile 24 saatlik 

inkübasyona bırakıldılar. Ġnkübasyondan sonra hücrelere rapamycin uygulandı, daha sonra 

hücreler tripsinize edilerek toplandı. Örnekler 1x10
5
-1x10

6
 hücre/mL'ye kadar içermektedir. 

Hücreler 1000 rpm'de 5 dakika santrifüjlenerek pelet elde edildi. Hücrelere 1X assay buffer 

eklenerek hücre kültür ortamında yıkandı ve santrifüjden sonra hücreler toplandı. 250 μL 1X 

assay buffer eklenerek canlı hücre örnekleri yeniden süspanse edildi. 250 μL seyreltilmiĢ 

CYTO-ID® green stain solüsyonu her numuneyeeklendi. Oda sıcaklığında 30 dk 

inkübasyona bırakıldı. Bu bir mono-dispers hücre süspansiyonu elde etmek önemli olduğu 

için yavaĢ yavaĢ aĢağı ve yukarı pipetleme yapıldı. Bu uygulamadan sonra hücreler santrifüj 

edildi ve 1X assay buffer ile yıkandıktan sonra 500 μL assay buffer ile yeniden süspanse 

edildi. 1X assay buffer  ile 3 kez yıkandıktan sonra örnekler akıĢ sitometresinde yeĢil (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 Hücrelerinde 

Canlılık Üzerindeki Etkileri 

MSM‟nin over kanseri hücre serilerinde canlılık üzerindeki etkilerini belirlemek 

üzere MTT testi yapılmıĢtır. MSM her üç over kanseri hücre serisinde de canlılığı doza 

bağımlı ve anlamlı olarak azaltmıĢtır. 50mM ve üzerindeki konsantrasyonlarda  MSM‟nin , 

OVCAR-3 hücrelerinde hücre canlılığını anlamlı olarak azalttığı belirlenmiĢ, 300mM MSM 

dozunda canlılık % 59,66 iken 400mM konsantrasyonda % 56,94‟ e, 500mM 

konsantrasyonda ise %44,06‟ya gerilemiĢtir (ġekil 3.1A). MSM‟nin SKOV-3 hücre 

canlılığını da doz bağımlı olarak azalttığı belirlenmiĢtir. MSM, SKOV-3 hücre canlılığını 

300mM konsantrasyonda 48,43‟e, 400 mM konsantrasyonda ise 39,08‟e düĢürmüĢtür (ġekil 

3.1B). MSM‟nin A2780 hücre canlılığını ise 200mM ve üzerindeki dozlarda anlamlı olarak 

azalttığı belirlenmiĢtir (ġekil 3.1C). Her üç over kanseri hücre serisinde de MSM‟nin 

canlılığı anlamlı ve doz bağımlı olarak azalttığı belirlenmiĢ, literatür bilgisinden de 

hareketle, MSM‟nin etki mekanizmasını belirlemek üzere ileri analizler için 300mM ve 

400mM konsantrasyonları belirlenmiĢtir. MSM uygulanan hücrelerdeki morfolojik 

değiĢiklikler ıĢık mikroskobunda da takip edilmiĢtir. Hücrelerin mikroskobik değiĢimleri 

ġekil 3.2‟de görülmektedir. Buna göre, MSM uygulanan OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 

hücrelerinde kontrol hücrelere göre temas ve tutunmanın azaldığı ve sitoplazmanın 

büzüĢerek küçüldüğü gözlenmektedir (ġekil 3.1). 

 

ġekil 3.1. MSM‟nin OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 over kanseri hücrelerinde % canlılık üzerindeki 

etkileri. A: MSM OVCAR-3 hücrelerinde canlılığı 50mM ve üzerindeki dozlarda (p<0,0001); B: 

SKOV-3 hücrelerinde 50 uM (p=0,0001) ve üzerindeki dozlarda (p<0,0001) ve A2780 hücrelerinde 

ise 200mM (p=0,0017) ve üzerindeki dozlarda anlamlı olarak azaltmıĢtır. (***p=0,0001, 

****p<0,0001) 
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ġekil 3.2. MSM (300mM ve 400mM) uygulanan ve uygulanmayan OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 

over kanseri hücrelerinin ıĢık mikroskopu görüntüleri. ġeklin en üstündeki üç görüntü soldan sağa 

sırasıyla MSM uygulanmayan, 300mM MSM uygulanan ve 400mM MSM uygulanan OVCAR-3 

hücrelerini, Ģeklin ortasındaki üç görüntü soldan sağa sırasıyla MSM uygulanmayan, 300mM MSM 

uygulanan ve 400mM MSM uygulanan SKOV-3 hücrelerini ve Ģeklin en altındaki üç görüntü soldan 

sağa sırasıyla MSM uygulanmayan, 300mM MSM uygulanan ve 400mM MSM uygulanan A2780 

hücrelerini göstermektedir. 

3.2. MSM’nin OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 Over Kanseri Hücrelerinde 

Apoptoz Üzerindeki Etkileri 

MSM‟nin over kanseri hücre serilerinde apoptoz üzerindeki etkilerini belirlemek üzere 

akım sitometri ile Annexin V-PE ve 7AAD ile ikili boyama yapılmıĢtır. MSM 300mM ve 

400mM dozlarda OVCAR-3 hücrelerde apoptozu indüklemiĢtir (ġekil 3.3). 
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A 

B 

ġekil 3.3. A ve B. A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan OVCAR-3 hücrelerinde 

Annexin V-7AAD ve PE boyanması sonucunda elde edilen plotların temsili gösterimi. B: Kontrol, 

300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan OVCAR-3 hücrelerinde bar grafik olarak canlı, erken, 

ileri apoptotik ve nekrotik hücre sayılarının yüzde bar grafiği (*p<0.05) 

MSM‟nin SKOV-3 ve A2780 hücrelerinde de 300mM ve 400mM dozlarda erken apoptozu 

arttırdığı belirlenmiĢtir (ġekil 3.4 ve 3.5). 
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A

B 

ġekil 3.4. A ve B A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan SKOV- 3 hücrelerinde 

Annexin V-7AAD ve PE boyanması sonucunda elde edilen plotların temsili gösterimi. B: Kontrol, 

300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan SKOV- 3 hücrelerinde bar grafik olarak canlı, erken, ileri 

apoptotik ve nekrotik hücre sayılarının yüzde bar grafiği (*p<0.05) 
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A

 

B 

ġekil 3.5. A ve B A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan A2780 hücrelerinde 

Annexin V-7AAD ve PE boyanması sonucunda elde edilen plotların temsili gösterimi. B: Kontrol, 

300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan A2780 hücrelerinde bar grafik olarak canlı, erken, ileri 

apoptotik ve nekrotik hücre sayılarının yüzde bar grafiği (*p<0.05) 
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3.3. MSM’nin Kaspaz 3 Enzim Aktivitesi Üzerine Etkileri 

MSM, her üç hücre serisinde de kaspaz 3 enzim aktivitesini 300mM dozda anlamlı 

(p<0,005) olarak arttırmıĢtır (ġekil 3.6). 

 

ġekil 3.6. MSM‟nin OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 over kanseri hücrelerinde kaspaz-3 aktivitesi 

üzerindeki etkileri 

3.4. Cyto-ID Boyaması Ġle MSM’nin Otofaji Üzerindeki Etkilerinin Saptanması 

Otofajik boyama olarak kullanılan Cyto-ID Boyaması sonucunda OVCAR-3 

hücrelerinde 300mM MSM tedavisi ile boyanma artmıĢ, 400mM MSM ile ise boyanma 

azalmıĢtır. Klorokin eklenen OVCAR-3 kontrol hücrelerinde floresan ıĢıma artmıĢ buda 

bize pozitif kontrol grubumuzun ve kitin amacımız doğrultusunda çalıĢtuğını göstermiĢtir. 

Aynı Ģekilde klorokin ve 300mM MSM  kombine uygulanan tedavide floresan ıĢımayı anlamsız 

olarak azaltırken 400mM ve klorokin kombinasyon tedavisinde ıĢıma anlamlı olarak azalmıĢtır (ġekil 

3.7 A, B, C,).  
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ġekil 3.7. A B C. A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan OVCAR-3 hücrelerinde 

Cyto-ID boyanması sonucunda elde edilen plotun temsili gösterimi. Renklerin simgelediği gruplar: 

Kontrol, 300mM MSM,400mM MSM. B: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM ve klorokin  

uygulanan OVCAR-3 hücrelerinde Cyto-ID boyanması sonucunda elde edilen plotun temsili gösterimi 

C: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan ve kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM 

ve klorokin uygulanan Cyto-ID boyanmasına iliĢkin ortalama floresanın bar grafik olarak verilmiĢ 

Ģekli  

Otofajik boyama olarak kullanılan sonucunda SKOV-3 hücrelerinde kontrol grubuna 

göre 300mM ve 400 mMMSM tedavili hücrelerde boyanma artıĢ göstermiĢtir. 

 

 
A  B 

ġekil 3.8. A ve B A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan SKOV-3 hücrelerinde Cyto-

ID boyanması sonucunda elde edilen plotun temsili gösterimi. Renklerin simgelediği gruplar: Kontrol, 

300mM MSM,400mM MSM. B: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan SKOV-3 

hücrelerinde Cyto-ID boyanmasına iliĢkin ortalama floresanın bar grafik olarak verilmiĢ Ģekli. 
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A2780 hücrelerinde ise 400mM MSM tedavi dozunda azalma görülmüĢtür. Klorokin 

uygulanan A2780 kontrol hücrelerine göre 300mM ve klorokin kombine tedavi ve 400mM MSM 

ve klorokin  tedavili hücrelerde anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir. 

 

ġekil 3.9. A ve B. A: Kontrol, 300mM MSM ve 400mM MSM uygulanan A2780hücrelerinde Cyto-

ID boyanması sonucunda elde edilen plotun temsili gösterimi. Renklerin simgelediği gruplar: Kontrol, 

300mM MSM,400mM MSM. B: Kontrol, 300mM MSM,400mM MSM ve klorokin  uygulanan 

A2780 hücrelerinde Cyto-ID boyanması sonucunda elde edilen plotun temsili gösterimi. C: Kontrol, 

300 mM MSM ve 400mM MSM ve kontrol, 300mM MSM, 400mM MSM ve klorokin uygulanan 

A2780 hücrelerinde Cyto-ID boyanmasına iliĢkin ortalama floresanın bar grafik olarak verilmiĢ Ģekli. 

Elde edilen verilerle MSM‟nin otofajik kofulların boyanmasının bir ölçümü olan 

Cyto-ID boyanmasında hücre ve doza bağımlı farklı etkiler gösterdiğini ortaya koymuĢtur. 
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4. TARTIġMA 

Literatürde MSM‟nin farklı kanser hücre serilerinde proliferasyon üzerindeki etkileri 

incelendiğinde, Melanoma hücrelerinde yapılan bir çalıĢmada 200mM MSM varlığında 

melanoma hücre proliferasyonu önemli ölçüde inhibe edildiği bildirilmiĢtir (Caron vd, 

2010). Bir baĢka çalıĢmada ise meme kanseri hücrelerinde büyümenin logaritmik fazı 

sırasında MSM ile tedavi edilen hücrelerin sayısı kontrol hücrelerininkiyle karĢılaĢtırılmıĢ 

ve MDA-MB 231 hücre büyümesinin, 300mM MSM ile yaklaĢık %55 ve 500mM MSM ile 

yaklaĢık %70 oranında inhibe olduğu bildirilmiĢtir. 300mM MSM ile ~%38 ve 500mM 

MSM ile ~%70 SK-BR3 hücre büyümesi inhibe olmuĢtur. Bunlara ek olarak MSM ile 

tedavi doza bağlı olarak MDA-MB 231 ve SK-BR3 hücrelerinin canlılığını önemli ölçüde 

azaltmıĢtır (Lim vd., 2012). MCF-7 meme kanseri hücrelerinde yapılan bir çalıĢmada 

MSM‟nin Tamoksifen ile kombinasyonu incelenmiĢ ve 200mM-20 µM kombinasyonunda 

yaklaĢık ~%60 ve 300mM-25µM tamoksifen kombinasyonunda ~%40 hücre büyümesinin 

azaldığı bildirilmiĢtir. Aynı çalıĢmada farklı bir hücre serisi olan T47D hücreleri ile benzer 

sonuçlar elde edilmiĢtir (SD vd.,  2015).Yine meme kanseri hücrelerinin kullanıldığı bir 

diğer çalıĢmada ise MSM ile tedavinin, doza bağlı bir Ģekilde SK-BR3 hücrelerinin 

canlılığını önemli ölçüde azalttığı; 100mM MSM'nin SK-BR3 hücre büyümesini %32, 

200 mM dozunun %45 ve 300 mM dozunun ise %51 inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Bu 

nedenle, 300mM MSM konsantrasyonu, IC50 dozu olarak kabul edilerek ileri deneylerde 

kullanılmıĢtır (Kang vd., 2016). MSM‟nin etkileri gastrointestinal hücrelerde araĢtırılmıĢ ve 

hepatoselüler karsinoma (HepG2), insan gastrik karsinoma (AGS), insan özofagus squamöz 

hücre karsionma (KYSE-30) hücrelerindeki IC50 değerleri sırasıyla 28.04 mg/ml, 

21.87mg/ml  and 27.98 mg/ml olarak bildirilmiĢtir. Bu değerler de 300mM‟ a yakın 

konsantrasyonları iĢaret etmektedir (Jafari vd., 2012).  

Literatürde MSM‟nin over kanseri hücreleri üzerindeki etkilerinin araĢtırıldığı bir 

çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Bizim çalıĢmamızda kullandığımız MSM konsantrasyonlarına 

karĢılık elde ettiğimiz canlılık değerleri literatürle paralellik göstermektedir. 300mM ve 

sonrası dozlarda canlılık önemli ölçüde azalmaktadır. 

Literatürde 600mM MSM dozunda melanoma hücrelerinde %63 apoptoz 

bildirilmiĢtir (Caron vd., 2010). MSM‟nin, MDA-MB-231 hücrelerinde 300mM dozda 

apoptozu indüklediği bildirilmiĢtir (Lim vd., 2012). Bir baĢka çalıĢmada ise MSM‟nin 

karaciğer kanseri hücrelerinde kaspaz 8, kaspaz 3, PARP fragmantasyonu artıĢı aracılığıyla 

apoptotik etkilerini gösterdiği ortaya konulmuĢtur (Kim vd., 2014). 200mM metil sülfonun  
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murin 4T1 (66cl-4) kanserli hücrelerde apoptozu tetiklediği, hücre proliferasyonunu ve 

DNA sentezini azalttığını, hücrelerin hücre dıĢı bir matris yoluyla göçünü inhibe ettiğini ve 

temas inhibisyonunu ve ankoraj bağımlı büyümeyi indüklediğini bulmuĢlardır (Caron vd., 

2013). Aynı çalıĢmada 200mM konsantrasyonda benzer Ģekilde apoptozun tetiklendiği 

görülmüĢtür. Bizim çalıĢmamızda bu çalıĢmalara paralel olarak MSM‟nin hücre canlılığını 

azaltıcı etkilerini apoptoz aracılığıyla gerçekleĢtirdiği belirlenmiĢtir. 

Literatürde MSM‟nin 150 ve 200mM konsantrasyonlarda gingival kanser 

hücrelerinde (Nipin vd., 2017), 200mM konsantrasyonda HT-29 hücrelerinde (Kim vd., 

2020), 500mM kosnantrasyonda hepatik kanser hücrelerinde (Kim vd., 2014), 300mM 

konsantrasyonda kolon kanseri hücrelerinde (Karabay vd., 2016) kaspaz enzim aktivitesini 

arttırdığı bildirilmiĢtir. ÇalıĢmamızda literatürle paralel olarak MSM‟nin kaspaz 3 enzim 

aktivitesini arttırdığı belirlenmiĢtir. 

Elde edilen verilerle MSM‟nin otofajik kofulların boyanmasının bir ölçümü olan 

Cyto-ID boyanmasında hücre ve doza bağımlı farklı etkiler gösterdiğini ortaya koymuĢtur. 

Klorokin eklenen hücrelerdeki floresan ıĢımadaki azalma MSM‟nin klorokinle indüklenen 

otofagazom lizozom birleĢmesinin baskılanmasını azaltarak otofajik akıĢı uyarıyor olabilir 

ancak mekanizmanın ileri çalıĢmalarla aydınlatılması gerekir (Han vd., 2020). Literatürde 

ise MSM‟nin otofaji üzerindeki etkilerinin araĢtırıldığı bir çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır. 
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

ÇalıĢmamızda OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 over kanser hücreleri MSM‟nin farklı 

konsantrasyonları ile 24 saat muamele edilmiĢ ve bunun sonucunda hücre canlılıkları 

anlamlı ölçüde azalmıĢtır. Ayrıntılı olarak bakıldığında OVCAR-3 hücrelerinde hücre 

canlılığını anlamlı olarak azalttığı belirlenmiĢ, 300mM MSM dozunda canlılık % 59,66 

iken 400mM konsantrasyonda % 56,94‟ e, 500mM konsantrasyonda ise %44,06‟ya 

gerilemiĢtir. MSM‟nin SKOV-3 hücre canlılığını da doz bağımlı olarak azalttığı 

belirlenmiĢtir. MSM, SKOV-3 hücre canlılığını 300mM konsantrasyonda 48,43‟e, 400mM 

konsantrasyonda ise 39,08‟e düĢürmüĢtür. MSM‟nin A2780 hücre canlılığını ise 200mM ve 

üzerindeki dozlarda anlamlı olarak azalttığı belirlenmiĢtir. Her üç over kanseri hücre 

serisinde de MSM‟nin canlılığı anlamlı ve doz bağımlı olarak azalttığı belirlenmiĢ, literatür 

bilgisinden de hareketle, MSM‟nin etki mekanizmasını belirlemek üzere en etkin azalmayı 

gösteren  300mM ve 400mM konsantrasyonları belirlenmiĢtir. 

MSM uygulanan hücrelerdeki morfolojik değiĢiklikler ıĢık mikroskobunda da takip 

edilmiĢtir. Buna göre, MSM uygulanan OVCAR-3, SKOV-3 ve A2780 hücrelerinde 

kontrol hücrelere göre temas ve tutunmanın azaldığı ve sitoplazmanın büzüĢerek küçüldüğü 

gözlenmiĢtir. 

MSM‟nin over kanseri hücre serilerinde apoptoz üzerindeki etkilerini belirlemek için 

akım sitometri ile Annexin V-PE ve 7AAD ile yapılan ikili boyamada MSM 300 mM ve 

400 mM dozlarda OVCAR-3 hücrelerde apoptozu indüklemiĢtir. MSM‟nin SKOV-3 ve 

A2780 hücrelerinde ise 300mM ve 400mM dozlarda erken apoptozu arttırdığı 

belirlenmiĢtir. 

MSM, her üç hücre serisinde de kaspaz 3 enzim aktivitesini 300mM dozda anlamlı 

olarak arttırmıĢ ve hücrelerin apoptoza girdiğini doğrulamıĢtır. 

Otofajik boyama olarak kullanılan Cyto-ID boyaması sonucunda SKOV-3 

hücrelerinde kontrol grubuna göre 300mM ve 400mM MSM tedavili hücrelerde boyanma 

artıĢ göstermiĢ, OVCAR-3 hücrelerinde 300mM MSM tedavisi ile boyanma artmıĢ, 

400mM MSM ile ise boyanma azalmıĢtır. A2780 hücrelerinde ise 400mM MSM tedavi 

dozunda azalma görülmüĢtür. Klorokin eklenen OVCAR-3 hücrelerinde 300mM MSM‟ da 

anlamlı olmamasına rağmen bir azalma gözlenmiĢ; 400 mM MSM hücrelerinde ise anlamlı 

bir azalma gözlenmiĢtir. Klorokin eklenen A2780 hücrelerine hücrelerine baktığımızda ise 
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hem 300mM MSM hemde 400mM MSM uygulanan hücrelerde anlamlı bir azalma 

olmuĢtur. 

Elde edilen verilerle MSM‟nin otofajik kofulların boyanmasının bir ölçümü olan 

Cyto-ID boyanmasında hücre ve doza bağımlı farklı etkiler gösterdiğini ortaya koymuĢtur. 

MSM‟nin otofaji üzerindeki etkilerinin daha ileri olarak analiz edilmesi, etkilerini net olarak 

ortaya koyacaktır. 
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