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OZET

MCF-7 Hiicre Kiiltiirlerinde Kuersetin ve Lityum Kloriir
Uygulamalarimin Midkin Ekspresyonu Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Irem ENGULEC

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danmisman: Dog¢. Dr. Banu MANSUROGLU

Es-Danisman: Prof. Dr. Ayhan BILIR

Meme kanseri diinyada en sik goriilen kanser tiiriidiir. Molekiiler alt tipine gore
degisiklik gostermekle birlikte cesitli cerrahi yontemler, 1sin tedavisi,
kemoterapotik ilaclar meme kanserinde standart tedavi olarak uygulanmaktadir.
Kemoterapotik ilaclarin viicutta yarattig1 yan etkilerin azaltilmasi icin destekleyici

tedavi yontemlerine ihtiyac son yillarda artmistir.

Kuersetin, bitkisel besinlerde bolca bulundugundan kanser arastirmalarinda
destekleyici ajan olarak siklikla kullanilmaktadir. Lityumun; bir¢ok kanser tiiriinde
antikanser o6zelligi kanitlanmistir. Bu tez ¢calismasinda; kuersetin, lityum klortir ve
kuersetin + lityum kloriir kombinasyon tedavileri MCF-7 hiicrelerine uygulanarak
MTT yoOntemiyle sitotoksik etkileri belirlenmistir. MDA ile oksidatif stres diizeyi,
GSH ve SOD tayinleriyle etken maddelerin antioksidan aktiviteleri hesaplanmistir.
Flow sitometri yontemiyle apoptoza etkilerinin ve ELISA yoOntemiyle midkin

ekspresyonu diizeyine etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
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24 saat LiCl ve Que + LiCl kombinasyonu uygulanan hiicrelerin MDA diizeyinde
anlamli azalma gorilmiistiir. 48 saatte GSH diizeylerinde tiim gruplarda anlaml
azalma gozlenmistir. 48 saatte MCF-7 hiicrelerindeki SOD aktivitesinde anlaml
artis goriilmiistiir. 48 saatte MCF-7 hiicrelerinin tiim tedavi gruplarinda erken
apoptotik hiicre yiizdesinin arttig1 belirlenmistir. 24 ve 48 saat kuersetin ve LiCl
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinde midkin diizeyinin azaldig1 sonucuna
ulagilmigtir. Tiim bulgular neticesinde; kuersetin ve lityum kloriirin MCEF-7
hiicrelerinde antiproliferatif ve apoptozu indiikleyici etkisi oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte kombinasyonlarinin meme kanseri tedavisinde
uygulanabilmesi icin destekleyici in wivo ve klinik c¢alismalara ihtiyac

duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, kuersetin, lityum kloriir, apoptoz, midkin
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ABSTRACT

Evaluation of the Effects of Quercetin and Lithium Chloride

Medications on Midkine Expression in MCF-7 Cell Cultures

Irem ENGULEC

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Banu MANSUROGLU

Co-supervisor: Prof. Dr. Ayhan BILIR

Breast cancer is the most common type of cancer in the world. Although it varies
according to the molecular subtype, various surgical methods, radiation therapy,
chemotherapeutic drugs are applied as standard treatment in breast cancer. The
need for supportive treatment methods has increased in recent years to reduce the

side effects of chemotherapeutic drugs in the body.

Since quercetin is abundant in plant foods, it is frequently used as a supporting
agent in cancer research. Lithium; It has been proven to have anticancer properties
in many types of cancer. In this thesis study; quercetin, lithium chloride and
quercetin + lithium chloride combination treatments were applied to MCF-7 cells
and their cytotoxic effects were determined by MTT method. Oxidative stress level
with MDA, antioxidant activities of active ingredients were calculated with GSH
and SOD assays. It was aimed to determine its effects on apoptosis by flow
cytometry method and its effects on midkine expression level by ELISA method. A
significant decrease was observed in the MDA level of cells treated with the

combination of LiCl and Que + LiCl for 24 hours.
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A significant decrease was observed in GSH levels in all groups at 48 hours.
Significant increase in SOD activity was seen in MCF-7 cells at 48 hours. It was
determined that the percentage of early apoptotic cells increased in all treatment
groups of MCF-7 cells at 48 hours. It was concluded that midkine level decreased
in MCF-7 cells treated with quercetin and LiCl for 24 and 48 hours. As a result of
all the findings; quercetin and lithium chloride were found to have
antiproliferative and apoptosis-inducing effects in MCF-7 cells. However,
supportive in vivo and clinical studies are needed for the combinations to be

applied in the treatment of breast cancer.

Keywords: Breast cancer, quercetin, lithium chloride, apoptosis, midkine
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Canlilarin yasam dongtilerini saglikli devam ettirebilmeleri icin hiicre ici dengenin
korunabilmesi gerekmektedir. Apoptoz hiicre sayisindaki dengeyi cesitli sinyal
yollariyla korunmasina olanak taniyan mekanizmalar1 icermektedir [1].
Hiicrelerdeki genetik materyal fiziksel veya kimyasal cesitli ajanlarla
karsilastiginda ayrica genetik materyalin kendini eslemesi esnasinda meydana
gelen hatali eslesmeler sebebiyle kanser meydana gelmektedir [2]. Meme kanseri
ise siit kanallarindan veya lobiillerden orijinlenerek ortaya cikan, cesitli molekiiler
alt gruplarini icermesinden dolayr heterejon bir rahatsizlik olarak

tamimlanmaktadir [3], [4].

2020 yilinin GLOBOCAN verilerine gore diinya genelinde toplam %11,7 oraninda
meme kanseri tanist konulmustur. Erkeklerde ilk kez en sik goriilen kanser tiirii
oldugu bildirilmistir [5]. Meme kanserinin tedavisinde c¢esitli cerrahi yontemler,
151n tedavileri ve molekiiler alt grubuna gore cesitli ila¢c kombinasyonlar ile
kemoterapi yaygin olarak uygulanmaktadir [6]. Kemoterapide kullanilan bazi
ilaclar kanser hiicrelerinde yamit olusturamamaktadir. ilaclara yanitin arttirilmasi
icin viicutta toksik etkisi cok az olan flavonoidler, hiicre kiiltiirlerinde siklikla

arastirilmaktadir [7].

Bitkiler hastalik yapici zararlilara karsi kendilerini savunabilmek i¢in renkli
sekonder metabolitler aciga cikarmaktadir. Bu nedenle polifenoller, bitkisel
besinlerde bol miktarda bulunmaktadir [8]. Polifenollerin alt sinifinda bulunan
flavonoidler, bir piron ve iki benzen halkasindan olusmaktadir [9], [10].
Flavonoidlerin bir iiyesi olan kuersetin antikanser o0zelli§i nedeniyle hiicre
kiiltiirlerinde ve in vivo arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir [11]. Kuersetinin;
magnezyum [12], kobalt [13] ve vanadyum [14] metalleri ile etkilesimleri
incelendiginde kuersetinin antioksidan Ozelliginde artis oldugu fakat kursunun

[15] ise kuersetinin antioksidan 6zelliginin azalmasina neden oldugu literatiir
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calismalariyla dogrulanmistir. Periyodik cetvelde alkali metaller grubunda
bulunan lityumun, lityum siilfat gibi tuz formlar1 ile arastirmalarda calisilmaktadir
[16], [17]. Literatiir taramasi sonucunda bir¢cok farkli kanser hiicre hattinda
kuersetin tedavisi uygulanan calismanin bulundugu fakat meme kanserinde
kuersetin ile lityum kloriir kombinasyon tedavisinin uygulandigi bir calismanin
bulunmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuctan yola cikilarak bu tez kapsaminda
kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyonlarinin meme kanseri hiicrelerindeki

sitotoksik, apoptotik ve midkin diizeylerine etkileri incelenmistir.
1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci; bitkisel kaynakli bir antioksidan olan kuersetin,
farmakolojik 6zelligi olan lityum Kkloriir ve kombinasyonlarinin MCF-7 insan
meme kanseri hiicreleri {izerinde sitotoksik, antiproliferatif, apoptotik ve

antiapoptotik protein olan midkin ekspresyonuna etkilerinin belirlenmesidir.
1.3 Hipotez

Kuersetinin; antioksidan, antimikrobiyal 6zellikleri literatiir caligmalariyla ortaya
koyulmustur [18], [19]. Lityum Kkloriiriin ise kanserde, psikolojik ve norolojik
hastaliklarin tedavisinde terapétik ajan oldugu literatiir c¢alismalarinda yer
almaktadir [20], [21], [22]. Literatiirde; MCF-7 insan meme kanseri hiicre
hattinda kuersetin + lityum kloriir kombinasyonlarinin apoptoza ve midkin
ekspresyonuna etkilerinin incelendigi bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez
calismasi ile; kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyon tedavilerinin MCF-7 insan
meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin MTT analizi ile, oksidatif stres
ve antioksidan aktivitelerinin MDA, GSH, SOD tayinleri ile, apoptotik etkilerinin
flow sitometri analizi ile, midkin ekspresyonuna etkilerinin ELISA yOntemiyle
tespit edilmesi hedeflenmektedir. Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum
kloriir kombinasyon tedavisinin MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde
apoptozu indiiklemesi ve antiapoptotik protein olan midkin ekspresyonunu

azaltmasi beklenmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Meme Kanseri

Kanser vakalarinin goriilmesi Eski Misirlilar donemine dayanmaktadir. Timor
Ebers Papirusunda damarlarda siskinlik olusmasi seklinde betimlenmistir.
Hipokrat Yunanca yengec anlamindaki karkinos s6zciigiinii kullanarak tiimoriin
tanimin1 yapmistir. Thomas Beatson ise 1800’1ii yillarda anti-hormonal teoriyi 6ne
stirmiistiir. Bu teoriye gore meme kanseri kadinlik hormonlari ile iligkili oldugunu
belirtmistir [23]. Ayrica Hipokrat humoral teoriyi 6ne siirmiistiir. Bu teoriye gore
viicudun dort farkli viicut sivisindan olustugunu ve bu sivilardan siyah safranin

birikmesiyle de kanserin ortaya ciktgini savunmustur [24].

2020 yilinin GLOBOCAN verilerine gore meme kanserinin tiim cinsiyet ve yas
araliklarinda en yiiksek insidansa sahip kanser tiirii oldugu bildirilmistir [5].
Organizmalar yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in hiicre sayisini belirli bir dengede
tutmalar1 gerekmektedir. Bu denge ise hiicreler stres ile karsilastiklarinda apoptoz
mekanizmasini baslatarak korunmaktadir [25]. Fakat hiicre dongiisiinde ya da
apoptoz mekanizmasinda degisiklik meydana gelirse kontrolsiiz sekilde cok sayida
kanserli hiicrenin boliinerek c¢ogalmasina yol acmaktadir [26], [25]. Meme
kanseri ise siit kanallarindaki epitel hiicrelerinden ya da alveol lobiillerinden

orijinlenerek olusmaktadir [3].

Meme anatomisi bag doku, glandiiler doku ve yag dokusundan meydana
gelmektedir [27]. Derinin altinda yer alan ylizeysel bag§ dokunun arasinda
destekleyici Coopern baglari bulunmaktadir. Sekil 2.1’de gortldigi gibi
glandiiler dokuda bulunan loblar daha sonra siit kanallarina baglanan lobiillere
ayrilmaktadir. Lobiillerde ise asini adi verilen kesecikler bulunmaktadir [28].

Meme kanserinde en sik goriilen belirti diizensiz sekilli kitle olusumudur.



Lobilller
sSit kanah

Loblar

Sut veren
! Asini kanal

Sekil 2.1 Meme glandiiler dokusunun yapisi [28]

Memede agri, meme derisinde pullanma ve renk degisimi, meme ucunun igeriye
dogru ¢cokmesi, memeden akint1 gelmesi veya lenf bezlerinin sismesi rastlanilan
diger belirtilerdir [29]. Meme kanseri toplam 4 evreden olusmaktadir. ilk basamak
olan evre 0 yerinde karsinom olarak adlandirilmaktadir. Bu asamada lobiillerde
veya kanallarda asir1 hiicre birikimi s6z konusudur. Evre 1’de kanserli hiicrenin
biiyiikliigii 2 cm’den kiiciiktiir. Lenf dii§iimlerine sicrama yoktur. Ikinci evrede ise
kanserli hiicrenin biiyiikliigli 2-5 cm arasinda degisiklik gostermektedir. Bazi
durumlarda koltuk altindaki lenf diigiimlerine de sicradig1 goriilebilmektedir.
Uciincii evre ise kendi icinde Evre 3A, 3B ve 3C olmak iizere iic gruba
ayrilmaktadir. Son asama olan evre 4’te ise baska organlara metastaz yaptigi

goriilmektedir [30].

Meme kanseri olusumuna yol acgan riskler arasinda yas, cinsiyet (kadin olmak),
hormonlar, meme yogunlugunun cok olmasi, ilk dogum yapilan yas, emzirme
siiresinin kisa olmasi, sigara ve alkol tiiketimi, hareketsizlik, radyasyon almak,
mutasyonlar, aile gecmisinde meme kanseri goriilmesi gibi pek cok unsur yer

almaktadir [31], [32], [33].

Meme kanserinin kalitsal kaynakli olusumunda etkili olan genler DNA hasarinin
tamirinde rol alan BRCA1l ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardir [34].
Mutasyona ugrayarak meme kanserinin olusumunda rol oynayan diger timor
baskilayic1 genler ise TP53, PTEN, CDH1, STK11, ATM, PALB2 ve CHEK2
genleridir [34], [35]. Meme kanserinin olusumu siklikla sporadik kaynaklidir yani
somatik genlerin mutasyonu neticesinde ortaya cikmaktadir [35]. Sporadik
kaynakli meme kanseri olusumunda gorevli baslica onkogenler MYC, ERBB2,
CCND1’dir [36]. Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasi Tablo 2.1’de detayh
aciklanmistir [37].



Tablo 2.1 Meme kanserinin molekiiler alt tiplerinin siniflandirilmasi [37]

Molekiiler Alt Tip ER PR HER2
Luminal A Pozitif Pozitif Negatif
Luminal B Pozitif Pozitif veya negatif Negatif
Luminal B Pozitif Pozitif veya negatif Pozitif

Her2 Negatif Negatif Pozitif

Uclii negatif veya Negatif Negatif Negatif

bazal benzeri

Meme kanseri in situ karsinom ve invaziv karsinom olmak tizere iki histolojik alt
tipe ayrilmaktadir. Kanserli hiicrelerin proliferasyonu siit kanallarinda meydana
gelirse duktal karsinoma, lobiillerde meydana gelirse lobiiler karsinoma adini
almaktadir [38]. Meme Kkanserinin tanisinda kullanilan metodlar arasinda
standart dijital mamografi, dijital meme tomosentezi, kontrastli mamografi,
ultrason, manyetik rezonans goriintiileme gibi yontemler ve cesitli biyopsiler yer

almaktadir [39], [40], [41].

Meme kanserinin lokal tedavi yontemleri arasinda mastektomi, lumpektomi gibi
cerrahi yontemler ve 151n tedavisi bulunmaktadir. Hem meme kanserinin evresi
hem de molekiiler alt tipi dikkate alinarak verilen paklitaksel, dosetaksel gibi
cesitli kemoterapi ilaglar1 ve kombinasyonlar1 ise sistemik tedavi olarak

uygulanmaktadir [42].

Molekiiler alt tipi hormon reseptorii pozitif olan hastalarda Ostrojen reseptoriine
baglanarak reseptorii diizenleyen tamoksifen ya da menopoza giren kadinlarda
aromataz enzimini durduran anastrol, letrozol gibi ilaclar hormon tedavisinde
kullanilmaktadir [43]. Flavonoidler protein kinazlari1 inhibe edici ozelligi ve
topoizomeraz enzimini inhibe edici 0Ozelliginden dolay:r kanserli hiicrelerin

proliferasyonunu engellemede 6nemli rol oynamaktadir [44].



LNCaP ve PC-3 insan prostat kanseri hiicre hatlarinda kuersetin, dosetaksel ve
kombinasyonlarinin apoptotik etkilerine bakilan bir calismada kombinasyon
tedavisinin apoptoza giden hiicre sayisinda dikkate deger derecede artisa neden
oldugu saptanmistir [45]. 5-demetilnobiletin, paklitaksel ve kombinasyonlarinin
CL1-5 insan akciger adenokarsinom hiicre hattindaki sitotoksik etkilerinin
degerlendirildigi bir arastirmada kombinasyon tedavisi uygulandiginda ¢ok daha

diisiik komsantrasyonda ICs, dozu elde edilmistir [46].
2.2 Flavonoidler

Biyoaktif fitokimyasallar olan polifenoller genellikle bitkilerin yapisinda yer
almaktadir [47], [48]. Antioksidan Ozellige sahip olan polifenoller sebzelerde,
meyvelerde, cay ve kahvede bulunmaktadir [9], [49]. Bu ozelligi sayesinde
polifenollerin ¢esitli kanserlere, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklara
karst korudugu literatiir c¢alismalariyla dogrulanmistir [50], [51], [52].
Polifenoller yapisindaki fenol bilesiklerinin miktar1 ve baglanma bicimleri temel
alinarak fenolik asitler, fenolik alkoller, flavonoidler, stilbenler ve lignanlar olmak
lizere bes sinifa ayrilmaktadir [9]. Oksijen bulunan piron halkasina iki adet
benzen halkasi baglanarak olusan flavonoidler, Latince “flavus” sozciigiinden
koken almaktadir [10], [53]. Iskorbiit hastaliginin tedavisini arastirirken Albert
Szent Gyorgyi ve arkadaslar turunggillerde bulunan flavonoidleri kesfetmistir

[54], [55].

Flavonoidlerin bulusunu ¢ok eski donemlere dayansa da kimyasal yapilar1 20.
ylizyillda belirlenmistir ve glinlimiize kadar takriben 10.000 cesit flavonoid
bulunmustur [55], [56]. Flavonoidlerin antioksidan [53], antimikrobiyal [57],
antikanser [58] ve karacigeri koruyucu ozelligi [59] calismalarla tespit edilmistir.
10 tane flavonoidin yumurtalik kanseri hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
arastirildig1 bir calismada en c¢ok apigenin ve mirisetinin OVCAR-3 ve SKOR-3
yumurtalik kanseri hiicrelerinin canliligini azalttigi sonucuna varilmistir [60].
LNCaP insan prostat kanseri hiicre hattinda genistein, apigenin, luteolin ve
kuersetinin hiicre dongiisiine etkilerinin incelendigi bir arastirmada genisteinin
hiicre dongiistinii durdurdugu, kuersetin, apigenin ve luteolinin ise hiicre

dongiisiine dikkate deger derecede etki etmedigi goriilmiistir [61].



Luteolin, mirisetin, galangin, naringenin ve hesperetin gibi farkli flavonoidlerin
HCT-116 insan kolon kanseri hiicre hatt1 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicre hattindaki apoptotik etkilerinin arastirildig1 bir ¢calismada mirisetin MDA-
MB-231 insan meme kanseri hiicre hattinda maksimum sitotoksisite gostererek
apoptoza yonlendirdigi belirlenmistir [62]. Flavonoidler; izoflavonoidler,
flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavanoller ve antosiyanidinler olmak iizere 6
alt smifa ayrilmaktadir [58]. Flavonoid alt simniflarinin bulunduklari besin

kaynaklar1 Tablo 2.2’de detayli olarak aciklanmistir [63], [64].

Tablo 2.2 Flavonoid 6rnekleri ve baslica gida kaynaklar1 [63], [64]

Flavonoidlerin alt siniflar Ornekler Baglica gida kaynaklari
Izoflavonlar Genistein, Daidzein, Soya fasulyesi,
Glisitin Baklagiller
Flavonoller Kuersetin, Mirisetin, Sogan, Brokoli, Elma,
Kamferol Kiraz, Cilek, Cay
Flavonlar Apigenin, Krisin, Elma kabugu, Kereviz
Luteolin
Flavanonlar Hesperetin, Naringenin Turuncgiller
Flavanoller Katesin, Epikatesin Elma, Kirmiz1 iiziim, Cay
Antosiyanidinler Siyanidin Cilek gibi meyveler

2.2.1 Kuersetin

Mesenin Latincesinden adini alan kuersetin, flavonoidlerin flavonol alt sinifinda
yer almaktadir [65], [66]. Elma, iiziim gibi meyveler ve lahana, sogan gibi
sebzelerde bulunmaktadir [67]. Sar1 renklidir ve yapisinda 5 adet hidroksil
molekili (Sekil 2.2) ihtiva etmektedir [68]. Suda ¢oziinemezler ve alkolde ise
coziiniirliiklerinin  zayif oldugu bilinmektedir. Bu nedenle genellikle

arastirmalarda kuersetin organik ¢oziiciilerde ¢oziilerek kullanilmaktadir [69].



Antioksidan aktivitesi olan kuersetinin [18] ayrica antikanser, kardiyoprotektif ve
noroprotektif 6zellikleri de belirlenmistir [70]. HMC-1 insan mast hiicrelerindeki
gen ekspresyonunun incelendigi bir calismada kuersetinin tiimor nekroz faktori
1-a ve interlokin-1f sitokinlerini azalttigi dolayisiyla alerjik inflamatuar
hastaliklara karsi koruyucu etkisi oldugu tespit edilmistir [71]. 30 giin boyunca
kuersetin ile tedavi edilen diyabetik erkek sicanlarin karacigerlerindeki oksidatif
stresi engelleyerek karaciger hasarina karst korudugu saptanmistir [72].
Kuersetinin bakteriyel hastaliklara karsi etkinliginin ele alindig1 baska bir
calismada ise Staphylococcus aureusve Staphylococcus epidermidis bakterilerinin

canliligini gozle goriiliir derecede azalttig1 belirlenmistir [19].

OH
OH

HO O

OH
OH O

Sekil 2.2 Kuersetinin kimyasal yapis1 [73]

Kuersetinin mitokondriyal yolak ile apoptozu indiikledigi ve hiicre dongiisiiniin
regiilasyonunda rol oynadigi yapilan calismalarla anlasilmistir [74]. HT-29 insan
kolon kanseri hiicrelerinde kuersetinin antiproliferatif 6zelliginin incelendigi bir
arastirmada kuersetin konsantrasyonu arttik¢a hiicre proliferasyonunun azaldigi
gozlemlenmistir [75]. Ishikawa hiicre hattinda kuersetinin hiicre dongiisiine
etkisinin arastirildigi bir calismada kuersetinin hiicre dongiisiinde rol oynayan

siklin D1 diizeyinde azalmaya neden oldugu goriilmiistiir [76].

Temozolomid ile kuersetinin kombine tedavisinin insan glioblastoma
hiicrelerindeki etkilerine bakilan bir arastirmada temozolomid ile kuersetinin
sinerjitik etki gostererek hiicre proliferasyonunu dikkate deger derecede

baskiladig1 ve hiicreleri apoptoza gotiirdiigii belirlenmistir [77].



T47D insan meme kanseri hiicrelerinde, fare meme kanseri hiicrelerinde ve CEM,
K562, Nalmé6 losemik hiicre hatlarinda kuersetinin sitotoksik etkilerinin
degerlendirildigi bir calismada ise ICs, dozlari sirasiyla 160 pM, 50 uM, 55 uM, 40
uM ve 20 uM bulunmustur [78].

2.3 Lityum Kloriir

Periyodik cetvelde IA grubunda yer alan lityum, Yunanca “lithos” sozciigiinden
koken almaktadir [16], [79]. Toprak ve yiizey suyunda bulunan yumusak yapida
bir alkali metaldir [16], [17]. Lityum kloriiriin suda cok iyi ¢Oziinebildigi
bilinmektedir. Ayrica pek cok organik ¢oziiciide de iyi karisabildigi anlasilmistir
[80]. Ilaclarda lityum karbonat gibi tuz formlarindan yararlamlmaktadir. Icilen
ilac kandaki proteinlerle etkilesime girmemektedir ve bobreklerden gecerek biiyiik
o6lciide disar1 atilmaktadir [17]. Lityumun kesfedilmesi 1800’1ii yillara dayansa da
antimanik etkisini psikiyatrist John Cade 1940’h yillarda ispatlamistir [81], [82].

1974 senesinden itibaren bipolar hastaligina kars1 kullanilmaktadir [22].

Lityum iyon yaricap uzunlugu kendisine yakin olan magnezyum iyonu ile rekabet
halindedir. Bu nedenle magnezyum bagimli enzimlerin yapisinm1i degistirerek
inaktif edebilmektedir [83]. Inozitol monofosfataz (IMPaz), inositol polifosfat-1-
fosfataz (IPPaz), bifosfat niikleotidaz (BPNaz), fruktozl,6-bifosfataz (FBPaz),
fosfoglukomutaz (FGM) ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3) olmak {izere 6 enzimi

bloklayarak bircok yolak tizerinde etkili oldugu belirlenmistir [84].

Memelilerin tiim dokularinda gen ifadesi olabilen glikojen sentaz kinaz 3, GSK-3a
ve GSK-3B olmak iizere iki izoforma ayrilmaktadir. GSK-3a insanlarin 19.
kromozomunda GSK3A geni ile kodlanirken, GSK-3B ise insanlarin 3.
kromozomunda GSK3B geni ile kodlanmaktadir [85], [86]. 100’den fazla substrati
olan glikojen sentaz kinaz-3’iin glikojen sentaz enzimini baskilayarak glikojen

metabolizmasinda rol aldig ilk kez 1980 yilinda bulunmustur [87], [88].

Yapilan calismalarla glikojen sentaz kinaz-3’iin kanser [86] (Sekil 2.3), tip 2
diyabet [89] ve amyotrofik lateral skleroz [90], Alzheimer [91], Parkinson [92]
gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir hedef oldugu

kanitlanmistr.
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Sekil 2.3 GSK-3’iin karsinogenezi dogrudan veya dolayli olarak yonettigi yolaklar
[93]

T98G insan glioblastoma multiforme hiicrelerinde sorafenib ve lityum kloriiriin
sitotoksik etkilerinin ve midkin diizeylerinin incelendigi bir calismada,
kombinasyon tedavisinin sinerjitik etki gostererek maksimum diizeyde
sitotoksisite olusturdugu ve sadece lityum Kkloriir tedavisine kiyasla midkin
diizeylerinde daha ¢ok azalma oldugu bildirilmistir [94]. Lityum kloriiriin hiicre
dongiisiine etkilerinin A549 insan akciger adenokarsinom hiicre hattinda ele
alindig1 baska bir calismada ise lityum kloriiriin hiicre dongiistinii G2/M fazinda

durdurarak hiicre dongiisiinde rol oynadig1 goriilmiistiir [95].
2.4 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

D1s yoriingelerinde bir ya da birden cok eslenmemis elektron ihtiva etmelerinden
dolay1 kararsiz, kisa omiirlii ve ¢ok reaktif olan serbest radikaller, kararli hale
dontiisebilmek icin bagka molekiillerin elektronlarina saldirma egilimindedir [73],
[96]. Serbest radikaller niikleik asit, lipid gibi bir¢ok biyomolekiiliin yapisini
degistirerek hiicrede hasar olusmasmna neden olmaktadir. Ornegin serbest
radikaller hiicre zarindaki lipidleri hedef alip yapilarini bozduklarinda lipid
peroksidasyonu ile sonuclanmaktadir [73]. Serbest radikallerin iki sinifi olan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) eksojen ya da endojen
kaynaklarla olusabilmektedir [97]. Eksojen kaynaklara kimyasallar, UV gibi cesitli
isinlar, endojen kaynaklara ise mitokondri ve peroksizomlar 6rnek olarak

verilebilmektedir [97], [98].
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Antioksidanlar, serbest radikallerin birikmesiyle meydana gelen zararh etkileri
durdurma ozelligine sahiptir [99]. Fakat antioksidanlarin savunma potansiyelleri
yetersiz kaldigi durumlarda oksidatif denge bozulmaktadir ve Sekil 2.4’te
goriildiigii gibi oksidatif stres meydana gelmektedir [100]. Kanser, diyabet,
norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar oksidatif stres olusumuyla iliskili
oldugundan bu hastaliklarin belirlenmesinde oksidatif hasarin biyobelirtecleri
onemli rol oynamaktadir [98], [101]. Oksidatif hasar sonucu gelisen lipid
peroksidasyonunun {rilinlerinden olan malondialdehit, oksidatif stresin

biyobelirteci olarak siklikla kullanilmaktadir [102].

Oksidatif denge Yaglanma
inflamasyon

Yiiksek Oz basinct
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woksidan[ar
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€rbest Radikaller
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o

Membran lipidleri Proteinler Niikleik asitler

Sekil 2.4 Oksidatif denge [103]

2.5 Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar; hiicrelerdeki organik molekiillere saldiran serbest radikallerin
oksitleme 6zelligini durdurabilen ya da oksitleme 6zelligini azaltabilen bilesikler
olarak adlandirilmaktadir [104]. Antioksidanlarin; yiikseltgenme tepkimelerini
durdurarak veya metalleri selatlama ajani olarak serbest radikalleri
temizleyebildikleri bilinmektedir [105]. Antioksidanlar endojen antioksidanlar ve
eksojen antioksidanlar olmak {izere 2 sinifa ayrilmaktadir [99]. Endojen
antioksidanlarin enzimatik antioksidanlar alt sinifinda siiperoksit radikalini
hidrojen peroksite doniistiiren siiperoksit dismutaz, hidrojen peroksiti su ve
oksijene parcalayan katalaz ve glutatyon araciligiyla hidroperoksitleri etkisiz hale

getiren glutatyon peroksidaz enzimleri bulunmaktadir [99], [106].
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Enzimatik olmayanlar alt smifinda ise bilirubin, iirik asit ve albumin
bulunmaktadir [99], [104]. Eksojen antioksidanlar sinifinda flavonoidler, E
vitamini ve C vitamini bulunmaktadir [99], [107]. Memelilerin 3 farkl siiperoksit
dismutaz izoformuna sahip oldugu belirlenmistir. 1960’11 yillarin sonlarina dogru
ilk kesfedilen enzim izoformu Cu/Zn-SOD izoformu sitoplazma ve cekirdekte, Mn-
SOD mitokondride ve EC-SOD hiicre disinda (plazma gibi hiicre disindaki
stvilarda) yer almaktadir [108].

Sistein, glisin ve glutamik asit aminoasitlerinden meydana gelen glutatyon;
serbest radikallerle savasan 6nemli bir antioksidandir [109], [110]. Hiicrelerde en
¢ok goriilen indirgenmis glutatyon ve oksitlenmis glutatyon olmak tizere 2 formu
bulunmaktadir. Oksitlenmis glutatyon formu serbest radikallerin artmasi
durumunda ortaya cikmaktadir [111]. Kofaktor olarak selenyumu kullanan
glutatyon peroksidaz, plazmada, sitoplazmanin sivi kisminda, bagirsaklarda
bulunmaktadir [112]. Glutatyon peroksidaz glutatyon araciligiyla peroksitlerle
tepkimeye girerek oksitlenmis glutatyonun olusumunda rol oynamaktadir.
Glutatyon rediiktaz ise oksitlenmis glutatyonun nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat (NADPH) ile birlikte reaksiyonu sonucunda rediikte glutatyonun

olusmasindan sorumludur [113].
2.6 Hiicre Dongiistii

Hiicreler boliinerek, boliinmeyi engelleyerek ya da hiicre 6liim mekanizmasi ile
hiicre icinde dengenin korunmasini saglamaktadir. Hiicre dongiisii, hiicrelerin
boliinerek yeni hiicreler meydana getirebildigi ayn1 zamanda genetik materyalde
hasar olusmamasi i¢in kontrol noktalarindan gecmesi gereken siireci ifade
etmektedir [114]. Ortii doku devamli béliinebilirken, kas ve sinir hiicreleri
siklusun GO safhasinda durdugundan boéliinemedikleri bilinmektedir [115].
interfaz; DNAnin kendini esleyebilmesi icin hazirlanma safhasi olan G1 evresini,
DNA’'nin kendini esledigi S evresini ve mitoz i¢in hazirlanma safhasi olan G2
evresini kapsamaktadir. Hiicre dongiisiiniin son basamaginda ise mitoz (M) evresi

(Sekil 2.5) bulunmaktadir [116], [117].
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Sekil 2.5 Hiicre dongiisiiniin evreleri ve kontrol noktalar1 [118]

Mitoz boliinmenin ilk safhasi olan profazda hem kromozomlar yogunlasmaktadir
hem de ig iplikleri olusmaktadir. Metafaz safhasinda kromozomlar ig ipliklerine
baglandiktan sonra eksenin ortasina dizilmektedir. Anafazda kromatidler zit
kutuplara ayrilmaktadir. Telofaz, sitoplazmanin boliindiigii mitozun son

safhasidir [116], [119].

Hiicre siklusundaki isleyis degistigi takdirde hiicre sayisinda asir1 artis meydana
gelmektedir. Hiicrelerin asir1 cogalmasi ve dokulara yayilmasi kanserlesmeye
neden olmaktadir. Bu yilizden hiicre dongiisiindeki kontrol noktalari,
kanserlesmenin Onlenebilmesi i¢in major rol oynamaktadir [120]. Genetik
materyalin dizilerindeki bozulmalar1 durdurabilmek icin hiicre siklusunda G1/8S,
intra S ve G2/M olmak tizere 3 kontrol noktasi bulunmaktadir [118]. Hiicre
dongiisii siirecinin devam edip etmeyecegi siklinler ve siklinlere bagiml kinazlar

araciligryla diizenlenmektedir [121].

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine kuersetin uygulanip hiicre dongiisii analizi
yapildiginda hiicre dongiisiinii diizenleyen siklin A, siklin E proteinlerinin azaldig1
ve boylelikle hiicreleri S fazinda durdurdugu bulunmustur [122]. MCF-7 insan
meme kanseri hiicrelerinde yapilan baska bir arastirmada ise kuersetinin hiicre
dongiistiniin kontroliinde rol alan p21“"V"A*! protein miktarinda arttirici etki

gosterdigi tespit edilmistir [123].
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2.7 Apoptoz

Tim organizmalar dogumdan o6liime dogru giden bir yasam dongiisiine sahiptir
[124]. Bu yasam dongiistintin saglikli ilerleyebilmesi icin hiicrelerin ¢ogalmasi
kadar hiicre hasari meydana geldiginde hiicre oliimiiniin gerceklesmesi de
onemlidir [125]. Paraptosis, entozis gibi bircok 6liim mekanizmasi var olsa da

hayvanlarda temel olarak apoptoz goriilmektedir [124], [125].

1972 senesinde kullanilmaya baslanan apoptoz kavrami Yunanca apoptosis
sozcligiinden koken almaktadir ve agactan yaprak dokiilmesi anlamina
gelmektedir [126], [127]. Apoptoz; embriyogenez, meme bezlerinin evrilmesi,
metamorfoz ve menstrual siklus devam ederken uterus endometriumundaki hiicre
sayisinin dengelenmesi gibi durumlarda rol alarak organizmalarda homeostazi

saglamaktadir [128], [129], [130].

Apoptoz veya nekroz ile hiicre o6liimi sirasinda hiicrelerin yapisinda birgok
farklilik goriilmektedir. Apoptoz mekanizmasi devreye girdiginde oOncelikle
hiicreler biiziismektedir. Cekirdek zar1 ve cekirdekteki kromatin de parcalandiktan
sonra saglikli hiicrelere zarar vermeden fagositoz ile yok edilmektedir. Fakat
nekroz, hiicrelerin hacmini genisleterek patlamasina neden olmaktadir. Daha
sonra hiicre zarim1 parcalamaktadir ve hiicre icerigini hiicre disina dagitarak
enflamasyon olusturmaktadir [125], [131]. Hiicreyi uyaran sinyal cesidine gore
apoptoz iki farkli yolla olusmaktadir [132]. DNA hasari, biiytime faktorii kaybi
gibi hiicre ici sinyaller mitokondriyal yolagin (icsel yolak) calismasini tetiklerken,
oliim ligandlarinin tasidigi sinyallerin 6liim reseptorlerine iletilmesiyle ekstrinsik
yolak aktif hale getirilmektedir [132], [133]. Apoptoz siirecini farkli sinyallerle
baslatan bu yolaklar daha sonra efektér kaspazlarda bir araya gelmektedir [132].
Apoptoz mekanizmasinin isleyisini esas olarak kaspazlar, Bcl-2 ailesi ve p53

belirlemektedir [134].

Memelilerde mevcut olan kaspazlar fonksiyonlarina gore; baslatict kaspazlar,
efektor kaspazlar ve sitokin aktivatorleri olarak ii¢ gruba ayrilmaktadir. Kaspaz-2,
-8, -9 ve -10 baslatic1 kaspazlardir. Kaspaz-3, -6, -7 ve -14 hedef (efektor) kaspaz
tiyeleridir. Kaspaz-1, -4, -5, -11, -12 ve -13 ise sitokin aktivatorleri olarak rol

almaktadir [135], [136].
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Bcl-2 ailesi hem proapoptotik hem de antiapoptotik proteinleri icermektedir.
Antiapoptotik proteinler arasinda Bcl-2, Bcl-w ve Mcl-1 yer almaktadir.
Proapoptotik proteinler de yapisindaki domaine gore coklu alan proteinleri ve
sadece BH3 proteinleri olmak iizere 2 sinifta degerlendirilmektedir [134]. Sadece
BH3 proteinleri sinifinda; Puma, Bad, Bid, Bik, Noxa ve Hrk bulunmaktadir. Coklu
alan proteinleri sinifinda ise Bax, Bok ve Bak yer almaktadir [137], [138].
Hiicrenin yasam dongisiiniin dengelenebilmesi icin p53, DNA tamir
mekanizmasinda regiilator protein olarak vazife gormektedir. Fakat DNA hasarini

tamir edemedigi durumda ise apoptoz siirecini baslattig1 bilinmektedir [139].

Ekstrinsik yolak; TNF-a, Fas-L veya TRAIL ligandinin sirasiyla TNFR-1, Fas,
TRAILR1/TRAILR2 o6liim reseptorlerine baglanmasiyla indiiklenmektedir. Bu
etkilesim sonucu oOliim reseptorleri konformasyonel degisiklik gecirmektedir.
FADD / TRADD adaptor proteinleri ilk basamakta olusan protein kompleksine
baglanarak prokaspaz-8 veya prokaspaz-10 enzimleri ile etkilesime girmektedir.
Boylece Sekil 2.6’da goriildiigii gibi DISC meydana gelmektedir. Aktif hale gecen
kaspaz-8 ve kaspaz-10 bazi hiicrelerde efektor kaspazlari aktive ederek apoptoz
siirecinin tamamlanmasini saglamaktadir [140]. Bazi durumlarda ise aktif kaspaz-
8, proapoptotik protein olan Bid’i kesip i¢sel yolagin da katilmasini saglayarak

apoptoz siirecini ilerletmektedir [135].

intrinsik Yolak Hiicre Disi Ekstrinsik Yolak
Sitotoksik uyaranlar ‘
&rn: radyasyon, hipoksi veya 1s1 ®
‘ Hiicre zan Olim ligandlar e ® ® o Oliim reseptérleri

%
Hiicre igi

Mitokondriyal por olusumu Adaptérier 4w

Apoptozom olusumu Oliime neden olan sinyal kompleksi (DISC) olusumu
Kaspaz 9 aktivasyonu — Kaspaz 3 aktivasyonu ~aiffmm——  Kaspaz 8 aktivasyonu
/ Infaz Yolag: \
Endoniikleaz aktivasyonu Proteaz aktivasyonu
Kromozom bozulmasi Hiicre iskeleti ve niikleer protein yikimt
Kromatin ve hiicre iskeleti yogunlasmas:
Apoptotik cisim olusumu
Apoptoz

Sekil 2.6 Apoptozun icsel ve digsal yolaklar: [141]
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Icsel yolak; serbest radikaller, hipoksi gibi eksojenler aracilifiyla veya sitokin
yoklugu gibi endojenler araciligiyla baslamaktadir. Hem eksojen hem de endojen
uyaricilar mitokondrinin dis zarinda por olusumuna neden olmaktadir [142].
Sitokrom c¢, mitokondrinin dis zarinda olusan porlarindan sitozole dogru
ilerlemektedir. Daha sonra sitokrom c, sitozolde Apafl’e baglanarak apoptozomu
olusturmaktadir. Apoptozom da kaspaz 9’u aktif hale getirmektedir ve bu olusan
kompleks yap1 kaspaz 3 enzimini calistirmaktadir [143]. Aktif durumdaki kaspaz-
3 ise CAD’1 serbest birakmaktadir. Daha sonra CAD, nukleustaki kromatini
kompakt hale getirmektedir ve DNA'min alt birimlere béliinmesiyle apoptoz

stirecini sonlandirmaktadir [124].

Apoptoz mekanizmasinin isleyisinde bozukluk oldugu takdirde hiicre homeastazi
korunamaz hale gelmektedir. Dolayisiyla normalden cok daha fazla hiicre
yigilmaktadir ve kanser siirecini indiiklemektedir. Norodejeneratif rahatsizliklarin

olusumunda ise hiicrelerin yoksunlugu s6z konusudur [128].

Apoptozun gozlemlenebilmesi adina morfolojik goriintilleme yoOntemleri,
Anneksin V gibi immunohistokimyasal yontemler, akis sitometri analizi gibi
biyokimyasal yontemler, ELISA gibi immiinolojik yontemler siklikla

kullanilmaktadir [144], [145].
2.7.1 Midkin

Midkin, sistein aminoasidi bakimindan zengin bir sitokindir. Heparine baglanan
biiytime faktorii olarak da tanimlanmis olan midkin proteini 13 kDa molekiiler
agirhigina sahiptir. Bu protein, N-bolgesi ve heparin baglama yetenegine sahip C-
bolgesi olmak iizere 2 bolgeden meydana gelmektedir [146], [147]. Insanlarda
midkin, MDK geni tarafindan kodlanmaktadir [148].

Sekil 2.7°de goriildiigii gibi midkinin Notch2, LRP1, protein tirozin fosfataz-zeta,
ALK, proteoglikanlarin tiiyesi olan sindekan 3 ve integrinler olmak {izere 6

reseptore baglanabildigi belirlenmistir [149], [150].
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Sekil 2.7 Midkinin farkli plazma membran reseptorleri ile etkilesimleri [151]

Midkin, protein tirozin fosfataz-zeta reseptoriinde bulunan kondroitin siilfat
bolgesiyle onemli derecede birlesme egilimi gostermektedir [148], [152].
Midkinin embriyogenez doneminde yiiksek diizeyde eksprese edildigi fakat
yetigkinlik doneminde ise saglikli dokularda gen anlatimi diizeyinin ¢cok daha az

oldugu bilinmektedir [152], [153].

Yetigkinlerde midkin ekspresyonunun goriilmesi hipertansiyon, romatizmal eklem
iltihab1 gibi hastaliklarla iligkilidir veya kanser hiicrelerinde mitojenik etki
gostererek artmalarina isarettir [154], [155]. HepG2 insan hepatom hiicre
hattinda midkinin antiapoptotik etkilerinin incelendigi bir calismada, kaspaz-3
enzimini inaktive ederek aktinomisin D ilaci ve TRAIL ligandinin baslattigi

apoptozu engelledigi goriilmiistiir [156].

LTEP-a2 ve A549 insan akciger adenokarsinom hiicre hatlarinda 6stradioliin
midkin ekspresyonuna etkilerinin incelendigi bir arastirmada ostradioliin epital -
mezenkimal gecisi hizlandirarak midkin ekspresyonunda artisa neden oldugu

belirlenmistir [157].

Meningiyom hiicrelerinde midkinin antiapoptotik o6zelliginin incelendigi bir
calismada midkinin kaspaz-3 enzimini inaktive ederek kamptotesinin baslattig

apoptozu engelledigi gozlenmistir [158].
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Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom (HNSCC) hiicrelerinde midkinin hiicre
gocline etkisinin ele alindig1 bir arastirmada tetraspanin 1’in integrin a6f1’e
baglanmasini tesvik ettigi ve FAK-Statla yolunu etkinlestirerek hiicre gociinii

arttirici etkisi oldugu tespit edilmistir [159].

Imatinib mesilat ile noskapin kombinasyon tedavisinin T98G insan glioblastoma
hiicre hattindaki etkilerine bakilan bir ¢alismada imatinib mesilat ile noskapinin
antagonistik etki gostererek 72. saatte midkin diizeyinde artisa neden oldugu

belirlenmistir [160].

SGC7901 ve BGC823 insan mide kanseri hiicrelerinde midkinin Akt ve ERK1/2
sinyal yolaklar1 araciligiyla kanserli hiicre sayisinda artisa neden oldugu

goriilmiistiir [161].

18



3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal
3.1.1 Kullanilan Cihazlar
e Bilgisayar - Philips
e Bozdolabi1 - Bosch
e CO, Inkiibatér - N- Biotek Nb-203 XL
e Distile Su Cihazi - Sartorius Arium Pro
e -80C Dondurucu - Thermo Scientific
e ELISA Okuyucu - BioTek PowerWave XS2
e Flow Sitometri - BD FACS Calibur
e Hassas Terazi - Shimadzu
e Karistiricili Isitict - Isolab
e Laminar Flow Kabin - Hedlab X-Bio Class II
e Mini Santrifiij Cihaz1 — Hermle Z 206 A
e Otoklav - Hermle
e pH Metre - Hanna
e Pipet 0,2 - 2 pl - Thermo Lab
e Pipet 100 - 1000 pl - Thermo Lab
e Pipet 2 - 20 pl - Rainin

e Pipet 10 - 100 pl - Rainin
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Pipet 20 - 200 pl - Rainin

Santrifiij Cihazi - Beckman Coulter Allegra X-30 R
Siv1 Azot Tanki - International Cryogenics, Inc. 20R
Ters Floresan Mikroskop - ZEISS AxioVert0O1
Vorteks - Velp Scientifica

Kullanilan Sarf Malzemeler

6, 24 ve 96 Kuyucuklu Mikroplakalar - NEST
Beher - ISOLAB

25 ve 75 cc’lik Flasklar - NEST

Kriyotiip - ISOLAB

Lamel - ISOLAB

Parafilm - Bemis

Serolojik Pipetler - CAPP

Steril Falkonlar - CAPP

Steril Plastik Pipet Uclar1 - ISOLAB

Siseler - Schott DURAN

Thoma Lami - ISOLAB

Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Amonyum Siilfat - Sigma Aldrich

Bakir (IT) Kloriir - Sigma Aldrich

Bovin Serum Albiimin

Dimetil Siilfoksit (DMSO) - ChemCruz
Disodyum Fosfat - Sigma Aldrich

5-5-Dithiobis (2-Nitrobenzoik asit) - Sigma Aldrich
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium / F12 Nutrient Mix (Ham) - Sigma
Aldrich

EDTA Disodyum - Sigma Aldrich

Esansiyel Olmayan Aminoasitler - Gibco

Fetal Bovin Serum - PAN BIOTECH
Hidroklorik Asit - Sigma Aldrich

Insan Midkin ELISA Kiti - BOSTER

Ksantin - Sigma Aldrich

Ksantin Oksidaz - Sigma Aldrich

Kuersetin - Sigma Aldrich

L-Glutamin 200 mM - Gibco

Lityum Kloriir - Merck

Metafosforik asit - Sigma Aldrich

Nitroblue Tetrazolium - Sigma Aldrich
Penisilin - Streptomisin (PEST) - Sigma Aldrich
Potasyum Sitrat - Sigma Aldrich

Propidyum Iyodiir ile FITC Anneksin V Apoptoz Kiti - BioLegend
SMART™ BCA Protein Assay Kiti

Sodyum Hidroksit - Sigma Aldrich

Sodyum Karbonat - Sigma Aldrich

Sodyum Kloriir - Sigma Aldrich

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide - Sigma Aldrich
Tiyobarbitiirik Asit - Sigma Aldrich

Trikloroasetik Asit - Sigma Aldrich
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e Tripan Mavisi - Sigma Aldrich

e Tripsin EDTA - Sigma Aldrich

e Tris - Sigma Aldrich

e Triton X-100 - Sigma Aldrich
3.2 Metod

3.2.1 MCF-7 ve CCD Hiicrelerinin Kiltiiri

MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti, adenokarsinomu olan bir kadin hastanin
plorezisinden ayristirilarak elde edilmistir. Bu ayristirma Michigan Kanser
Vakfr'nda gerceklestirildiginden dolay1 hiicre hattina kurulusun adi verilmistir
[162]. Kriyotiip icerisindeki MCF-7 ve CCD hiicre hatlar1 sivi azot tankindan
cikarilip, behere koyulan oda sicakligindaki steril suda ¢oziilmiistiir. MCF-7 ve
CCD hatlariin biiyiimesi icin 50 ml’lik falkon tiipiine 1:1 oraninda DMEM/F12,
%10 FBS, %1 penisilin - streptomisin ve 500 mikrolitre esansiyel olmayan amino
asitler eklenerek tamamlanmis besiyeri hazirlanmistir. Daha sonra kriyotiipteki
hiicreler tamamlanmis besiyerinden bir miktar alinarak 15 m’lik falkona
aktarilmistir. Falkon tiiptindeki hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij bittikten sonra olusan siipernatant (iist faz) atilmistir.

Falkon tlipiniin dibinde kalan hiicre pelletine tamamlanmis besiyeri eklenerek
pipetaj yapilmigtir. Hiicreler yogunluklarina gore 25 cm? ve 75 cm?lik flasklara
ekilmistir. Hiicreler cogaltilmak {izere 37°C’de %5 CO, ihtiva eden ortamda inkiibe

edilmistir.
3.2.2 MCF-7 ve CCD Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Flasktaki hiicreler inkiibatorden cikarilip mikroskopta incelenmistir. Flask
ylizeyine tutunarak biiyliyen hiicreler, yaklasik %80 konfluent oldugunda
pasajlanmistir.  Pasajlama isleminin ilk asamasinda flask, besiyerinin
uzaklastirilmasi icin pH: 7.4’teki PBS ile yikanip yavasca cekilmistir. Daha sonra
peptit baglarini kirarak hiicrelerin ylizeyden ayrilmasini saglayan tripsin - EDTA

ile flask ytiizeyi yikanmustir. Flask 2-3 dakika inkiibatorde bekletilmistir.
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Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildigi mikroskopta kontrol edildikten sonra
tamamlanmis besiyeri hazirlanmistir. Sonra flasktaki kalkan hiicreler,
tamamlanmis besiyerinden bir miktar alinarak 15 ml’lik falkona aktarilmistir.
Falkon tiipiindeki hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifij
bittikten sonra siipernatant atilmistir. Dibe coken pelletin {izerine tamamlanmis
besiyeri eklenerek birkac kez pipetaj yapilip homojen hale getirildikten sonra yeni

flasklara esit miktarda aktarilmistir. %5 CO, iceren 37°C inkiibatére koyulmustur.
3.2.3 MCF-7 ve CCD Hiicrelerinin Dondurulmas:

%90 FBS, %10 DMSO eklenerek dondurma soliisyonu hazirlanmistir. Flasktan
hiicrelerin tamamlanmis besiyeri cekilip, PBS ile yikanmistir. Daha sonra flask
ceperleri yikanarak tripsin enzimi eklenmistir. Flask 2 dakika inkiibatérde
bekletilmistir. Mikroskopta incelenen flasktaki hiicreler, flask yiizeyinden kalkinca

yan yiizeyler yikanarak tamamlanmis besiyeri eklenmistir.

Yikanarak alinan hiicreler, 15 ml'lik falkona aktarilmistir. 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant atilmistir. Dibe coken pelletin
tizerine 1 ml dondurma soliisyonu eklenip hizli bir sekilde pipetaj yapilmistir.
Kriyotiipe aktarilan hiicreler bir gece -80°C’de bekletilmistir. Ertesi giin siv1 azot

tankina (-196°C) kaldirilmastir.
3.2.4 Farkh Konsantrasyonlarda Kuersetin Hazirlanmasi

500 mikromolar birinci (ana) stok i¢in 1,209 mg kuersetin tartilmistir. 8 mikrolitre
DMSO ve 7992 mikrolitre tamamlanmis besiyerinde ¢ozdirtilmiistiir. Hazirlanan
birinci stoktan 400, 300, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 mikromolar
olacak sekilde seyreltilmistir. Hazirlanan stoklar sirasiyla pipetaj yapilarak

kuyucuklara eklenmistir.
3.2.5 Farkh Konsantrasyonlarda Lityum Kloriir Hazirlanmas

500 milimolar birinci (ana) stok i¢in 0,381 mg lityum kloriir tartilmistir ve
tamamlanmis besiyerine eklenmistir. Hazirlanan birinci stoktan 400, 300, 250,
200, 175, 150, 125, 100, 75 ve 50 milimolar olacak sekilde seyreltilmistir.

Hazirlanan stoklar sirasiyla pipetaj yapilarak kuyucuklara eklenmistir.
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3.2.6 MTT Analizi

Hiicre canliliginin belirlenebilmesi icin kullanilan kolorimetrik bir yontemdir
[163]. Bu yontem canli hiicrelerdeki dehidrogenazin sar1 renkteki MTT tuzundan
suda c¢Ozlinemeyen mor renk formazan olusturmasina dayanmaktadir [164].
Formazanin ¢oziinebilir hale gelebilmesi icin DMF ya da DMSO eklendikten sonra

ELISA okuyucuda 570 nm’de okumasi yapilmaktadir [165], [166].

MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri ve CCD saglikli insan kolon fibroblast
hiicreleri i¢in aym prosediir uygulanmistir. Thoma lamina eklenen tripan mavisi
boyasi ile mikroskopta hiicre sayimi yapilmistir. 96 kuyucuklu mikroplakalarin her
bir kuyucuguna 10* hiicre/ml’de olacak sekilde ekilen hiicreler 24 saat %5 CO,ve
37°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki hiicrelere
kuersetinin 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 mikromolar
konsantrasyonlari, lityum kloriiriin 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 400
ve 500 milimolar konsantrasyonlarinin her biri 4 tekrarli olacak sekilde
kuyucuklara eklenmistir. Mikroplakalar 24 ve 48 saat i¢in inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan mikroplakalardaki hiicreler mikroskopta incelenip
goriintiileri cekilmistir. Sonra kuyucuklardaki hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilip
her bir kuyucuga 50 mikrolitre MTT ¢ozeltisi eklenmistir ve 37°C’de 4 saat inkiibe
edilmistir. 4 saat inkiibasyonun ardindan olusan mor renk formazan kristalini
cozmek icin 100 mikrolitre DMSO eklenmistir. Formazan kristallerinin

¢oziinmesinin ardindan 570 nm’de ELISA okuyucuda okunmustur.
3.2.7 MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

MCF- insan meme kanseri hiicrelerine 24 ve 48 saat kuersetinin belirlenen ICs,
dozu (100,9 mikromolar), lityum kloriiriin belirlenen ICs, dozu (95,55 milimolar)
ve kombinasyonlar1 uygulanmistir. Kontrol grubu i¢in hiicreler de ayrica flasklarda
kiiltiire edilmistir. 24 ve 48 inkiibasyonun ardindan hiicrelerin besiyerleri
cekilmistir ve flasklara tripsin - EDTA eklenip hiicrelerin flask yiizeyinden

kalkmasi saglanmuistir.

Kalkan hiicreler 15 ml’lik falkonlara alinmistir ve 5 ml PBS eklenmistir. Hiicreler
5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij bittikten sonra siipernatant

atilmistir. Pelletlere 1 ml PBS eklenmigstir. Lizatlar -80°C’'de muhafaza edilmistir.
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3.2.8 Protein Miktar Tayini (BCA YOntemi)

Bikinkoninik asit tayini, bakir iyonuna duyarli olan bikinkoninik asit kullanilarak,

2+ 1+

proteinlerin alkali ortamda Cu“"yi Cu "’e indirgemesi sonucu mor renk olusumu
esasina dayanmaktadir. Mor renk olusumunun ardindan 562 nm’deki absorbans
degerleri olciilmektedir [167], [168]. SMART™ BCA Protein Assay Kiti (iNtRON
Biotechnology, Cat. No. 21071) ile MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde
protein miktar tayini yapilmustir. ilk asamada kitte yer alan BSA cozeltisi ile
protein standart egrisi olusturulmustur. Kontrol grubu, 100.9 mikromolar
kuersetin ¢ozeltisi, 95.55 mM lityum kloriir ¢ozeltisi ve kombinasyonlarini iceren
her bir 6rnekten 25 mikrolitre cekilip 96 kuyucuklu mikroplakaya ekilmistir. Kitte
bulunan A ¢o6zeltisinden 1000 mikrolitre, B ¢ozeltisinden 20 mikrolitre cekilip
karistirllarak hazirlanan ¢ozeltiden 200 mikrolitre cekilip 6rneklere eklenmistir.
Orneklerin cozeltilerle iyice karismasi icin pipetaj yapilmistir. Mikroplaka 30

dakika 37°C’de inkiibatorde bekletilmistir.

Inkiibasyonun ardindan mikroplaka oda sicakliginda sogutulmustur ve ELISA
okuyucuda 562 nm’deki absorbans degerleri okunmustur. Orneklerdeki total
protein miktarlari, BSA cozeltisiyle hazirlanip cizilen standart egri kullanilarak

mg/ml cinsinden bulunmustur.
3.2.9 Malondialdehit Diizeylerinin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu hiicre zarlarinda bulunan lipidlerin serbest radikaller
tarafindan yapisinin bozularak cesitli peroksitler ve aldehitler meydana getirmesi
olarak adlandirilmaktadir. Malondialdehitin ise oksidatif stresin artmasiyla
meydana gelen bu siirecin son tirinlerinden biri oldugu bilinmektedir [169]. Lipid
peroksidasyonu tiyobarbitiirik asitin (TBA) malondialdehit gibi tiyobarbitiirik asit
reaktif maddelerle (TBARS) reaksiyona girmesini esas alarak spektrofotometrik

Olctimii ile belirlenmistir [170], [171].

0,25 molarlik hidroklorik asit, %15’lik trikloroasetik asit, %3,75’lik tiyobarbitiirik
asit beherde karistirilarak TBA reaktifi hazirlanmistir. Akabinde TBA reaktifinin
¢oziinebilmesi icin hafifce 1sitilmistir. 100 mikrolitre 6rnek iizerine 200 mikrolitre
TBA reaktifi eklenmistir ve tiiplerdeki 6rnekler 15 dakika boyunca 100°C suda

kaynatilmistir.
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Orneklerin oda sicakliginda sogumasinin ardindan 5 dakika boyunca 3000g’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij edilmesinin ardindan elde edilen siipernatantlar
almmistir ve 535 nm’deki absorbans degerleri okunmustur. Orneklerdeki MDA
miktarlar1 standart egri grafigi kullanilarak MDA/mg protein cinsinden

bulunmustur.
3.2.10 Rediikte Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi

5.5-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB - Ellman Reaktifi) glutatyonla tepkimeye
girerek oksitlenmis glutatyon ve 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB) aciga
cikarmaktadir [172]. Yontem; aciga cikan sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin
(TNB), bazik ortamda 412 nm’de spektrofotometrik olciimiinii temel almaktadir
[173]. 0,32 gram metafosforik asit, 0,02 gram EDTA disodyum tuzu, 5,8 gram
NaCl tartilip 20 ml distile suda c¢oziilerek proteinsizlestirme cozeltisi
hazirlanmistir. 1,067 gram disodyum fosfat tartilip 20 ml distile suda ¢oziilerek
fosfat cozeltisi hazirlanmistir. 0,2 gram potasyum sitrat tartilip 20 ml distile suda
¢coziilmiistiir ve 7,92 gram DTNB tartilip potasyum sitrat ¢ozeltisine eklenerek

Ellman Reaktifi elde edilmistir.

Orneklerden 200 pl alinip iizerine 300 pl proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklenmistir.
5 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. 10 dakika 2000g’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlardan 50’ser mikrolitre
kuyucuklara koyulmustur. Daha sonra 0,2 ml fosfat ¢ozeltisi, 25 pl Ellman Reaktifi
eklenip spektrofotometrede 412 nm’deki absorbans degerleri o6lciilmiistiir.
Orneklerdeki rediikte glutatyon miktarlar1 standart egri grafigi kullamlarak pg

glutatyon cinsinden bulunmustur.
3.2.11 Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz enziminin gorevi siiperoksit radikali ile reaksiyona girmesi
sonucunda hiicrelere daha az zarar veren hidrojen peroksit olusmasini
saglamaktadir [174]. Siiperoksit dismutaz aktivitesi, siiperoksit radikalinin
belirteci olan +2 degerlikli nitroblue tetrazolyumun (NBT*?) rediiksiyonundan
olusan formazanin 560 nm’de spektrofotometrik Olctimii temel alinarak

hesaplanmstir [175].
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1,836 mg ksantin tartilmistir. Uzerine 1 molarlik NaOH’dan 2 damla damlatilip
coziildilkkten sonra son hacim 40 mlye tamamlanarak ksantin cozeltisi
hazirlanmistir. 4,46 mg EDTA disodyum tartilip 20 ml distile suda ¢oziilerek 0,6
milimolarlik EDTA disodyum c¢o6zeltisi hazirlanmistir. 20 ml distile suya 2,46 mg
NBT eklenerek NBT cozeltisi hazirlanmistir. 0,84 gram Na,COs tartilip distile suda

coziilerek hacim 20 ml'ye tamamlanmustir.

25 mg BSA tartilip 25 ml distile suya BSA eklenerek hazirlanmistir. Bu sekilde 0,3
mg ksantin, 0,6 mM EDTA disodyum, 150 pg/ml NBT, 400 mM Na,CO; ve 1mg/ml
BSA cozeltileri eklenerek reaktif cozelti elde edilmistir. Reaktif ¢ozeltinin pH
degeri: 10,2’ye ayarlanmistir. Ayrica inkiibasyon sonrasi durdurma soliisyonu

olarak kullanilmak tizere 1,074 mg CuCl, 10 ml distile suda c¢oziilmiisttir.

Tiiplerdeki her bir 100 mikrolitre 6rnege 245 mikrolitre reaktif ¢ozelti ve ardindan
10 mikrolitre ksantin oksidaz eklenmistir. Tiiplerdeki 6rnekler 25°C 20 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi her bir 100 mikrolitre CuCl, eklenmistir.
Ornekler, kordeki distile suya kars: 560 nm’deki absorbans degerleri 6lciilmiistiir.
Orneklerdeki SOD aktivitesi standart egri grafigi kullanilarak U/mg protein

cinsinden bulunmustur.
3.2.12 Flow Sitometri Analiziyle Apoptoz Tayini

Flow sitometride lazer 15181, Orneklerin lazer 1s1§a tasinmasinda rol alan akis
sistemi, hiicre siispansiyonunu floresan boyalarla secebilen optik sistem ve
bilgisayar yazilim sistemi bulunmaktadir [176], [177]. Flow sitometri analizi akis
sisteminde yer alan bakterilerin, virlislerin ya da hiicrelerin lazerden
gecirilmesinin ardindan floresan boyalar araciligiyla boyutlarinin ve i¢ yapilarinin
tespit edilebilmesi prensibine dayanmaktadir [178]. Stimiilasyonsuz lityum kloriir
(95,55 mM), kuersetin (100,9 uM) ve her iki kombinasyon varliginda MCF-7 insan
meme kanseri hiicreleri 24 ve 48 saat boyunca inkiibatorde kiiltiire alinmistir.
Apoptotik indeksin flow sitometrik Olciimiinde apoptoz deteksiyon Kkiti
(BioLegend, Cat. No. 640914) kullanilmistir.Fosfatidilserin apoptoza girmeyen
hiicrelerde hiicre zarinin igeriye bakan yiizeyinde yer alirken, apoptoza giden
hiicrelerde hiicre zarinin dis yiizeyine dogru gecis yapmaktadir. Anneksin V

proteini ise fosfatidilserine baglanabilme 6zelligine sahiptir [179].

27



Floresan izotiyosiyanat (FITC) ile konjuge Anneksin V antikoruyla birlikte
kullanildiginda apoptoza giden hiicreler gozlemlenebilmektedir. Nekroza ugrayan
hiicre zarlar1 da Anneksin V ile etkilesime girebildiginden dolayi, 6lii hiicrelerin

tayininde propidyum iyodiir kullanilmaktadir [144].

Hicreler kiiltiir plaklarindan toplanip iki defa yikandiktan sonra st sivi
dokiilmiistiir ve tiiplere 100 ul Anneksin V Baglama Tamponu eklenmistir. 0,25 -
1 x 10” hiicre/ml konsantrasyonunda tiiplere 5 pl Anneksin V - FITC ve ortamdaki
0li hiicrelerin belirlenebilmesi amaciyla 5 pl propidium iyodiir (PI) pipetlenerek
15 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan her
tiipe 400 pl Anneksin V Baglama Tamponu eklenmistir. Ornekler BD FACS Calibur

cihazinda analiz edilmistir.
3.2.13 ELISA Yontemiyle Midkin Ekspresyonunun Belirlenmesi

Lityum Kklorir (95,55 mM), kuersetin (100,9 puM) ve her iki kombinasyon
varliginda MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri ve CCD saglikli insan kolon
fibroblast hiicreleri 24 ve 48 saat boyunca inkiibatorde kiiltiire alinmistir.
Inkiibasyonun ardindan tiikenen besiyerleri uzaklastirilmistir. Kuyucuklar PBS ile
yikanip her kuyucuga 300 pl tripsin eklenmistir. Tripsin ile kalkan hiicreler 1000
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilip siipernatantlari atilmistir. Sonra pH: 7.4’e
ayarlanan soguk PBS eklenmistir ve 1000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Santrifiijin ardindan 150 mM NacCl, %1 Triton X-100 ve pH1 8 olan 50
mM Tris ile hazirlanan NP40 lizis tamponundan her bir kuyucuga 500 pl
eklenmistir. Elde edilen 500 pl'lik hiicre lizatlar1 20 dakika buz iizerinde inkiibe
edilirken 5 dakika araliklarla vortekslenmistir. Buz iizerindeki inkiibasyonun
ardindan hiicre lizatlar1 10.000 rpm’de 4°C 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatantlarda midkin ekspresyonu midkin
deteksiyon kiti (Boster, Cat. No. EK1235) protokoliine gore belirlenmistir. MCF-7
insan meme kanseri hiicre hattinda kontrol, kuersetin, lityum Kkloriir ve
kombinasyon tedavi gruplar1 5 tekrarli, CCD saglikli insan kolon fibroblast
hiicrelerinde ise 4 tekrarli uygulanmustir. Oncelikle tiim reaktifler oda sicakhigina
getirilip standartlar hazirlanmistir. Kuyucuk basina 100 mikrolitre standart, 6rnek

ve kontrol gruplar eklenmistir.
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Kontrol grubundaki hiicrelere 100 mikrolitre 6rnek seyreltici eklenmistir. Daha
sonra hiicreler mikroplakanin tizeri plaka kapatici ile kapatilarak 37 °C

inkiibatorde 90 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki sivilar cekilip atik kabma atilmustir.
Akabinde her kuyucuga hazirlanmis 1x biyotinlenmis anti-insan MDK
antikorundan 100 mikrolitre eklenmistir. Sonra hiicreler mikroplakanin tzeri
plaka kapatici ile kapatilarak 37 °C inkiibatorde 60 dakika boyunca inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan mikroplaka 1x yikama tamponu ile 3 defa yikanmistir.
Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga hazirlanmis 1x avidin-biyotin-
peroksidaz kompleksinden 100 mikrolitre eklenmistir ve plaka kapatici ile
kapatilarak 37 °C inkiibatérde 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan mikroplaka 1x yitkama tampon ile her yikamada 300 mikrolitre eklenmek
lizere 5 defa yikanmistir. Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga 90

mikrolitre renk gelistirme reaktifinden eklenmistir.

Akabinde hiicreler mikroplakanin iizeri plaka kapatici ile kapatilarak 37 °C
inkiibatérde 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga 100
mikrolitre durdurma soliisyonu eklenmistir. Her bir kuyucugun sari1 renge
dondiigii goriilmiistiir. Reaksiyonun durmasinin ardindan 450 nm’de ELISA

okuyucuda absorbans degerleri okunmustur.
3.2.14 Istatistiksel Analizler

GraphPad Prism 8.0.2 programinda; MTT analizi ile, MDA, GSH, SOD tayinlerinin
sonuclar1 Two Way ANOVA testi ile hesaplanmistir. Istatistiksel acidan p<0,005
ve p<0,001 olan degerler anlamli sayilmistir. Kuersetin ile lityum Kkloriir
kombinasyonunun MCEF-7 hiicrelerindeki antagonistik etkisi CompuSyn
yaziliminda belirlenmistir. Flow sitometri veri analizleri icin FlowJoTM10.2 (Tree
Star Inc., USA) analiz programi kullanilmistir. Flow sitometri ve midkin
diizeylerinin sonuclar1 SPSS programinda hesaplanmistir. Sayisal degiskenlerde
normal dagilim sergileyenler aritmetik ortalama ve standart sapma olarak
hesaplanmistir. Ancak normal dagilim gostermeyen sayisal degiskenlerin medyan,

minimum ve maksimum degerleri hesaplanmistir.
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Verilerin normal dagilima uygunluklar1 Shapiro-Wilk testi, histogram grafikleri
degerlendirmeleri sonucu belirlenmistir. Normal dagilim sergilemeyen ikili
gruplarin karsilagtirilmasinda Mann Whitney U testi kullanilarak normal dagilim
sergileyen ikili gruplarin karsilastirilmasinda Paired Sample T testi kullanilarak
hesaplanmistir. Apoptoz ve midkin deneylerinde anlamlilik diizeyleri p<0,05 ve

p<0,01 degerleri dikkate alinarak gerceklestirilmistir.
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4

SONUGC VE ONERILER

4.1 Sonuglar

4.1.1 Kuersetin, Lityum Kloriir ve Kuersetin - Lityum Kloriir Kombinasyon

Tedavisinin MCF-7 Insan Meme Kanseri Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkileri

Kuersetinin 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 mikromolar
konsantrasyonlar1 MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine uygulandiktan 24 ve 48
saat sonra inverted mikroskopta gortintiileri alinmistir. Daha sonra MTT ile
sitotoksik etkisi belirlenmistir. 24 saatte kuersetin eklenen kuyucuklarin diisiik
konsanstrasyonlarinda kontrol grubundaki hiicrelere goére morfolojik olarak
farkliik gozlemlenmemistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2). 500 uM kuersetinin ise Sekil

4.3’te goriildiigii gibi hiicrelerin %65’ini inhibe ettigi gortilmiistiir.

Sekil 4.1 MCF-7 hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisii (Kontrol) (5x)

Sekil 4.2 MCF-7 hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisii (100 uM
kuersetin) (5x)
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Sekil 4.3 MCF-7 hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisii (500 uM
kuersetin) (5x)

48 saatte MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine uygulanan kuersetin
konsantrasyonu arttikca 6lii hiicre sayisinda kontrol grubuna kiyasla artis oldugu
inverted mikroskopta gozlemlenmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5). 500 pM kuersetinin

ise hiicrelerin %67’sini inhibe ettigi belirlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.4 MCF-7 hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisii (Kontrol) (5x)

Sekil 4.5 MCF-7 hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisii (100 uM
kuersetin) (5x)
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Sekil 4.6 MCF-7 hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisii (500 uM
kuersetin) (5x)

Lityum kloriiriin 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 400 ve 500 milimolar
konsantrasyonlar1t MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine uygulandiktan 24 ve 48
saat sonra inverted mikroskopta goriintiileri alinmistir. Daha sonra MTT ile

sitotoksik etkisi belirlenmistir.

24 saatte kontrol grubundaki hiicrelerin saglikli olduklar1 (Sekil 4.7), lityum
klortir eklenen kuyucuklarin diisiik konsantrasyonlarinda kontrol grubundaki
hiicrelere gore morfolojik olarak belirgin farklilik olmadig1 g6zlemlenmistir. 100-
500 mM lityum kloriir konsantrasyon araliginda ise konsantrasyon arttikca olii

hiicre sayisinda artis oldugu inverted mikroskopta gozlenmistir (Sekil 4.8, 4.9).

Sekil 4.7 MCF-7 hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisii (Kontrol) (5x)
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Sekil 4.8 MCF-7 hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisii (100 mM LiCl)
(5x)

Sekil 4.9 MCF-7 hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisii (500 mM LiCl)
(5x)

48 saatte kontrol grubundaki hiicrelerin morfolojilerinin diizgiin oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.10). 48 saatte MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine
uygulanan lityum kloriir konsantrasyonu arttikca hiicre canlilik oraninin azaldigi

inverted mikroskopta belirgin bir sekilde goriilmiistiir (Sekil 4.11, Sekil 4.12).

Sekil 4.10 MCF-7 hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisii (Kontrol) (5x)
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Sekil 4.11 MCF-7 hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisii (100 milimolar
LiCl) (5x)

Sekil 4.12 MCF-7 hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisii (500 milimolar
LiCD) (5%)

Sekil 4.13’de farkli konsantrasyonlarda kuersetin tedavisi uygulanan MCEF-7
hiicrelerinin canlilik ylizdeleri gosterilmistir. Kuersetinin diisiik dozlarinin 24 ve
48 saatte hiicre proliferasyonuna bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. 500 pM
kuersetin (en yiiksek doz) tedavisi 48 saat uygulandiginda hiicre canliliginin
%33’e diistiigli tespit edilmistir. Kuersetinin 48 saatteki ICso dozu 100,9 uM olarak

belirlenmistir.

35



MCF-7
100

El 24 Saat
48 Saat

Hiicre Canlihg (%)
(6}
o

O D 20 PP PSSP
r\?,b@b{]"\,q/q’%'\/g'bg’@bgﬁg

Kuersetin konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.13 Kuersetin tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin ylizde canlilik grafigi
(24 ve 48 saat)

Sekil 4.14’de farkli konsantrasyonlarda lityum kloriir tedavisi uygulanan MCF-7
hiicrelerinin canliik ylizdeleri gosterilmistir. 24 ve 48 saat farkh
konsantrasyonlarda lityum kloriir tedavisi uygulandiginda doza bagli olarak hiicre
canliliginin azaldig goriilmiistiir. Lityum kloriiriin 48 saatteki ICso dozu 95,55 mM

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.14 Lityum kloriir tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin yiizde canlilik
grafigi (24 ve 48 saat)
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Kuersetin ve lityum kloriirtin tek baslarina en iyi etki ettigi doz aralig1 (75 mM,
100 mM ve 125 mM) secilerek kombinasyon calismasi yapilmistir. Sekil 4.15’de
goriildiigii gibi kuersetinin ICs, dozu sabit tutularak lityum kloriiriin en iyi etki
ettigi doz araliklar1 uygulanmistir. Etken maddeler tek baglarina uygulandiginda
MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin canliligini doza ve zamana bagl azaltarak
pozitif etki gosterirken, kombinasyonlarinda ise hiicrelerin canliligini arttirici etki

(antagonistik etki) gosterdigi belirlenmistir.

Doz Etki Grafigi Bl Que 100.9 uM + LiCl 75 mM

150 = Que 100.9 uM + LiCl 100 mM
Que 100.9 uM + LiCl 125 mM

Hiicre Canlihig (%)

Konsantrasyonlar

Sekil 4.15 MCF-7 hiicrelerine uygulanan kuersetin + lityum kloriir
kombinasyonlarinin doz etki grafigi (Que: Kuersetin)

Kuersetin ile lityum Kkloriir kombinasyonunun antagonistik etkisi CompuSyn
yaziliminda kombinasyon indeks yontemi kullanilarak bulunmustur. Bu yonteme
gore kombinasyon indeks degeri (CI) <1 ise etken maddeler arasinda sinerjitik
etki oldugu, CI=1 ise aditif etki gosterdigi ve CI > 1 antagonistik etki olustugunu
ifade etmektedir [180].

Kuersetin ile lityum Kkloriir etken maddelerinin MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerindeki kombinasyon indeks degeri (CI) 5,41 olarak bulunmustur ve
kuersetin + lityum kloriir kombinasyon tedavisinin CI degerine ait logaritmik

egrisi asagida verilmistir (Sekil 4.16).

37



]

LogiCh
]

Fa

Sekil 4.16 Kuersetin ile lityum kloriiriin kombinasyon indeks egrisi

4.1.2 Kuersetin, Lityum Kloriir ve Kuersetin - Lityum Kloriir Kombinasyon

Tedavisinin CCD Saglikli Kolon Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkileri

Kuersetinin 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 mikromolar
konsantrasyonlar1 CCD saglikli insan kolon fibroblast hiicrelerine uygulandiktan
24 ve 48 saat sonra inverted mikroskopta goriinttileri alinmistir. Daha sonra MTT
ile sitotoksik etkisi belirlenmistir. Kontrol grubundaki CCD hiicrelerinin 24 saatte
saglikli sekilde cogaldiklar: goriilmistiir (Sekil 4.17). 24 saatte 100 puM kuersetin
tedavisi uygulandiginda CCD saglikli insan kolon fibroblast hiicrelerinde toksik
etki gostermedigi gozlemlenmistir (Sekil 4.18). Fakat 300 uM kuersetin ile tedavi
edildiginde Sekil 4.19°da goriildigii gibi toksik etki gostermeye basladigi

saptanmigtir.

Sekil 4.17 CCD hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisii (Kontrol) (5x)
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Sekil 4.18 CCD hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisti (100 pM
kuersetin) (5x)

Sekil 4.19 CCD hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisii (300 uM
kuersetin) (5x)

48 saatte kontrol grubundaki CCD saglikli fibroblast hiicrelerinin morfolojilerinin
diizgiin oldugu gorilmistiir (Sekil 4.20). 48 saatte 100 pM kuersetin tedavisinin
CCD saglikli insan kolon fibroblast hiicrelerinde toksik etki gostermedigi tespit
edilmistir (Sekil 4.21). Ancak CCD hiicrelerine 48 saat 300 uM kuersetin tedavisi
uygulandiginda kontrol grubuna kiyasla 6lii hiicre sayisinda belirgin artis oldugu

ve toksik etki olusturdugu inverted mikroskopta gozlemlenmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.20 CCD hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisii (Kontrol) (5x)
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Sekil 4.21 CCD hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisti (100 pM
kuersetin) (5x)

Sekil 4.22 CCD hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisii (300 uM
kuersetin) (5x)

Lityum kloririin 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 400 ve 500 milimolar
konsantrasyonlar1 CCD saglikli insan kolon fibroblast hiicrelerine uygulandiktan
24 ve 48 saat sonra inverted mikroskopta goriintiileri alinmistir. Daha sonra MTT
ile sitotoksik etkisi belirlenmistir. 24 saatte kontrol grubundaki hiicrelerin saglikli
olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.23). 50 mM ve 75 mM lityum kloriir ile tedavi
edilen CCD hiicrelerinde farklilik gézlemlenmemistir. Fakat 100 mM lityum kloriir
ile tedavi edildiginde Sekil 4.24’te goriildiigii gibi toksik etki gostermeye basladigi

saptanmistir.
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Sekil 4.23 CCD hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisii (Kontrol) (5x)

Sekil 4.24 CCD hiicrelerinin 24 saatteki mikroskop goriintiisii (100 mM LiCl)
(5x)
48 saatte kontrol grubundaki CCD saglikli fibroblast hiicrelerinin saglikli sekilde
cogaldiklan goriilmistiir (Sekil 4.25). CCD saglikli fibroblast hiicrelerine 48 saat
100 mM lityum Kkloriir tedavisi uygulandiginda ise kontrol grubuyla
kiyaslandiginda toksik etki simirinin  basladigi  inverted mikroskopta

gozlemlenmistir (Sekil 4.26).

Sekil 4.25 CCD hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisti (Kontrol) (5x)
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Sekil 4.26 CCD hiicrelerinin 48 saatteki mikroskop goriintiisii (100 mM LiCl)
(5x)
Sekil 4.27°de farkli konsantrasyonlarda kuersetin tedavisi uygulanan CCD
hiicrelerinin canlilik yiizdeleri verilmistir. CCD saglikli insan kolon fibroblast
hiicreleri 24 ve 48 saat kuersetinin diisiik dozlariyla tedavi edildiginde hiicre
canliiginda genel olarak azalma gozlenmemistir. 24 saatte 300 mikromolar
kuersetin tedavisi uygulandiginda toksik etki gosterdigi ve hiicre canlilik
ylizdesinin yaklasik %50’ye diistiiglii belirlenmistir. 48 saatte kuersetinin 200
mikromolar ve daha yiiksek dozlarinda tedavi uygulandiginda toksik etki

gostererek hiicre canlilik yiizdesinde azalma oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.27 Kuersetin tedavisi uygulanan CCD hiicrelerinin ytizde canlilik grafigi
(24 ve 48 saat)
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Sekil 4.28’de farkli konsantrasyonlarda lityum kloriir tedavisi uygulanan CCD
hiicrelerinin canlibik ylizdeleri gosterilmistir. 24 ve 48 saat farkh
konsantrasyonlarda lityum klortir tedavisi uygulandiginda yiiksek doza ve zamana

bagimli olarak toksik etki gosterdigi, hiicre canliligin1 azalttig1 saptanmustir.
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Sekil 4.28 Lityum kloriir tedavisi uygulanan CCD hiicrelerinin yiizde canlilik
grafigi (24 ve 48 saat)

MCEF-7 hiicrelerine uygulanan kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
calismasindaki ayni dozlar kiyaslamak amaciyla CCD saglikli insan kolon
fibroblast hiicrelerine de uygulanmistir. Sekil 4.29’da goriildiigii gibi kuersetinin
MCEF-7 hiicrelerindeki ICs, dozu sabit tutularak lityum kloriiriin en iyi etki ettigi
doz araliklar1 uygulanmistir. Tek basina 100,9 pM kuersetin tedavisi
uygulandiginda CCD saglikli kolon hiicrelerinin canlilik ylizdesinde yaklasik %20

azalma oldugu goriilmiistiir.

Lityum Kkloriir tek basina uygulandiginda CCD saglikli kolon hiicrelerinin canlilik
ylizdesinde doza bagli olarak azalma tespit edilmistir. Kombinasyonlarinda ise
lityum kloriiriin dozu arttikca CCD saglikli insan kolon hiicrelerindeki toksik
etkisinde de artis oldugu gozlemlenmistir. Mekanizmay:r ¢6zmek adina

antioksidan ¢alismalarina devam edilmistir.
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Sekil 4.29 CCD hiicrelerine uygulanan kuersetin + lityum kloriir
kombinasyonlarinin doz etki grafigi (Que: Kuersetin)

4.1.3 Protein Miktar Tayini

24 saat inkiibe edildikten sonra kontrol grubundaki hiicrelerde ortalama 4,55 mg
protein, 100,9 uM kuersetin uygulandiginda 4,5 mg protein, 95,55 mM lityum
kloriir ¢ozeltisi uygulandiginda 3,54 mg protein ve 100,9 uM kuersetin + 95,55
mM lityum kloriir kombinasyonu uygulandiginda 5,34 mg protein bulunmustur.
48 inkiibasyonun ardindan ise kontrol grubundaki hiicrelerde ortalama 4,25 mg
protein, 100,9 uM kuersetin uygulandiginda 2,85 mg protein, 95,55 mM lityum
kloriir ¢ozeltisi uygulandiginda 2,22 mg protein ve 100,9 uM kuersetin + 95,55

mM lityum kloriir kombinasyonu uygulandiginda 1,82 mg protein bulunmustur.

4.1.4 Kuersetin, Lityum Kloriir ve Kuersetin - Lityum Kloriir Kombinasyon

Tedavisi Uygulanan MCF-7 Hiicrelerindeki Malondialdehit Diizeyleri

Oksidatif stres seviyesini belirlemek amaciyla MCF-7 insan meme kanseri hiicre
lizatlarina 100,9 uM kuersetin, 95,55 mM lityum kloriir ve 100,9 pM kuersetin +
95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu uygulanarak MDA diizeyleri ol¢iilmiistiir.

Kontrol grubundaki hiicrelerin 24 saatteki MDA diizeyi 0,018 MDA/mg protein
bulunmustur. 100,9 uM kuersetin uygulandiginda MDA diizeyi 0,014 MDA/mg
protein, 95,55 mM lityum kloriir uygulandiginda MDA diizeyi 0,007 MDA/mg
protein ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu
uygulandiginda MDA diizeyi 0,007 MDA/mg protein olarak hesaplanmustir.
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Kontrol grubundaki hiicrelerin 48 saatteki MDA diizeyi 0,014 MDA/mg protein
olarak belirlenmistir. 100,9 pM kuersetin uygulandiginda MDA diizeyi 0,013
MDA/mg protein, 95,55 mM lityum kloriir uygulandiginda MDA diizeyi 0,033
MDA/mg protein ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu
uygulandiginda MDA diizeyi 0,038 MDA/mg protein olarak hesaplanmustir.

24 saatte etken maddeler hem tek baslarina hem de kombinasyonlari (ICs, dozlar1)
uygulandiginda serbest radikalleri temizleyerek MDA diizeyini azalttig1 ve lipid
peroksidasyonunu azaltici etkisi oldugu belirlenmistir (Sekil 4.30). 48 saatte ise
etken maddeler serbest radikalleri temizlemeye yetmedigi icin oksidatif stres
marker1 olan MDA diizeyinin arttig1 ve lipid peroksidasyonunda artis oldugu

belirlenmistir.
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Kontrol ve Etken Maddeler

Sekil 4.30 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerindeki MDA seviyeleri (24 ve 48 saat)

4.1.5 Kuersetin, Lityum Kloriir ve Kuersetin - Lityum Kloriir Kombinasyon

Tedavisi Uygulanan MCF-7 Hiicrelerindeki Rediikte Glutatyon Diizeyleri

MCF-7 insan meme kanseri hiicre lizatlarina 100,9 uM kuersetin, 95,55 mM lityum
kloriir ve 100,9 pM kuersetin +95,55 mM lityum klorlir kombinasyonu
uygulanarak GSH seviyeleri oOlc¢iilmiistiir. Kontrol grubundaki hiicrelerin 24

saatteki GSH diizeyi 10,81 ug saptanmistir.
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100,9 puM kuersetin uygulandiginda GSH diizeyi 12,19 wg, 95,55mM LiCl
uygulandiginda GSH diizeyi 13,57 ng ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM lityum
kloriir kombinasyonu uygulandiginda GSH diizeyi 16,58 ug olarak bulunmustur.

Kontrol grubundaki hiicrelerin 48 saatteki GSH diizeyi 11,62 ug olciilmiistiir.
100,9 uM kuersetin uygulandiginda GSH diizeyi 6,74 ug, 95,55 milimolar lityum
kloriir uygulandiginda GSH diizeyi 6,42 ug ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM
lityum kloriir kombinasyonu uygulandiginda GSH diizeyi 4,47 ug olarak

hesaplanmustir.

24 saatte etken maddelerin kombinasyonlar1 (ICs, dozlari)) uygulandiginda
glutatyon diizeyinde artis oldugu belirlenmistir. 48 saatte ise etken maddeler hem
tek baslarina hem de kombinasyonlar1 (ICs, dozlar1)) uygulandiginda serbest
radikallerle savasip elektronunu vererek gii¢ kaybettigi icin glutatyon diizeyinde

azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerindeki GSH seviyeleri (24 ve 48 saat)
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4.1.6 Kuersetin, Lityum Kloriir ve Kuersetin - Lityum Kloriir Kombinasyon
Tedavisi Uygulanan MCF-7 Hiicrelerindeki Siiperoksit Dismutaz Aktivite

Diizeyleri

SOD enziminin aktivitesini belirlemek amaciyla MCF-7 insan meme kanseri hiicre
lizatlarina 100,9 uM kuersetin, 95,55 mM lityum kloriir ve 100,9 uM kuersetin +
95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu uygulanarak SOD diizeyleri 6l¢iilmiistiir.
Kontrol grubundaki hiicrelerin 24 saatteki SOD diizeyi 1,65 U/mg protein

bulunmustur.

100,9 puM kuersetin uygulandiginda SOD diizeyi 0,58 U/mg protein, 95,55
milimolar lityum kloriir uygulandiginda SOD diizeyi 1,39 U/mg protein ve 100,9
uM kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu uygulandiginda SOD

diizeyi 1,45 U/mg protein saptanmistir.

Kontrol grubundaki hiicrelerin 48 saatteki SOD diizeyi 1,46 U/mg protein
bulunmustur. 100,9 uM kuersetin uygulandiginda SOD diizeyi 3,31 U/mg protein,
95,55 milimolar lityum kloriir uygulandiginda SOD diizeyi 5,33 U/mg protein ve
100,9 puM kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu uygulandiginda
SOD diizeyi 5,81 U/mg protein Olclilmiistiir.

24 saatte tek basina kuersetin tedavisi uygulandiginda SOD diizeyinde azalma
oldugu belirlenmistir. 24 saatte tek basina lityum kloriir tedavisi ve etken
maddelerin kombinasyon tedavisi (ICs, dozlar1) uygulandiginda ise kontrol grubu
ile benzer sonuclar elde edilmistir. Sekil 4.32'de goriildiigti gibi 48 saatte etken
maddeler hem tek baslarina hem de kombinasyonlar1 (ICs, dozlari)
uygulandiginda antioksidan mekanizmas: tetiklendigi icin SOD diizeylerinde artis

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.32 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerindeki SOD seviyeleri (24 ve 48 saat)

4.1.7 Kuersetin, Lityum Kloriir ve Kuersetin - Lityum Kloriir Kombinasyon

Tedavisinin MCF-7 Insan Meme Kanseri Hiicrelerinde Apoptoza Etkisi

Kuersetin (100,9 puM), lityum Kkloriir (95,55 mM) ve kombinasyonlari (ICs
dozlar1) MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmis olup
apoptoza etkisi apoptoz deteksiyon kiti (BioLegend Cat. No. 640914) kullanilarak
flow sitometri analizi ile belirlenmistir. Kontrol grubundaki hiicrelerin 24 saatteki

canl hiicre yiizdesi %94,4 bulunmustur.

Kuersetin (100,9 uM) uygulandiginda canli hiicre ytizdesi %87,3, lityum kloriir
(95,55 mM) uygulandiginda canli hiicre yiizdesi %67,3 ve 100,9 uM kuersetin +
95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu uygulandiginda canli hiicre yiizdesi %74,3
hesaplanmistir. Kuersetin (100,9 pM), lityum klorir (95,55 mM) ve 100,9 pM
kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulanan MCEF-7
insan meme kanseri hiicrelerindeki canlilik yiizdesi kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (p<0.05*) (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin canl hiicre ytizdeleri (p<0.05%,
p<0.01**) (24 saat)

Kontrol grubundaki hiicrelerin 24 saatteki erken apoptotik hiicre yiizdesi %3,7
belirlenmistir. Kuersetin (100,9 pM) uygulandiginda erken apoptotik hiicre
ylzdesi %8,5 lityum kloriir (95,55 mM) uygulandiginda erken apoptotik hiicre
ylizdesi %28,6 ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu

uygulandiginda erken apoptotik hiicre yiizdesi %0,46 saptanmistir (Sekil 4.34).

Kuersetin (100,9 uM) ve lityum Kkloriir (95,55 mM) tedavisi uygulanan MCF-7
insan meme kanseri hiicrelerinin erken apoptotik hiicre yiizdesi kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derece artmistir (p<0.05*). Fakat 100,9 uM
kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulanan MCF-7
insan meme kanseri hiicrelerinin erken apoptotik hiicre yiizdesinde kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gozlenmistir

(p<0.05%).

24 saat
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Kontrol Kuersetin  Lityum kloriir Kombinasyon

Sekil 4.34 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin erken apoptotik hiicre yiizdeleri
(p<0.05*, p<0.01**) (24 saat)
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Kontrol grubundaki hiicrelerin 24 saatteki gec apoptotik hiicre yiizdesi %0,17
bulunmustur. Kuersetin (100,9 puM) uygulandiginda gec apoptotik hiicre yiizdesi
%0,6 lityum kloriir (95,55 mM) uygulandiginda gec¢ apoptotik hiicre ytizdesi
%0,76 ve 100,9 puM kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu
uygulandiginda gec¢ apoptotik hiicre yilizdesi %0,47 belirlenmistir. Kuersetin
(100,9 uM), lityum kloriir (95,55 mM) ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM lityum
kloriir kombinasyon tedavisi uygulanan MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin
gec apoptotik hiicre yiizdesi kontrol grubuna kiyasla Sekil 4.35’te goriildiigt gibi

istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<0.05%).
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Sekil 4.35 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin gec¢ apoptotik hiicre yiizdeleri (p<0.05%,
p<0.01**) (24 saat)

Kontrol grubundaki hiicrelerin 24 saatteki 0lii hiicre yiizdesi %1,7 bulunmustur.
Kuersetin (100,9 uM) uygulandiginda olii hiicre yilizdesi %3,7, lityum Kkloriir
(95,55 mM) uygulandiginda 6lii hiicre ytizdesi %3,1 ve 100,9 pM kuersetin +
95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu uygulandiginda 6li hiicre yiizdesi %2,3
olarak belirlenmistir (Sekil 4.36).

Kuersetin (100,9 puM) ve lityum Kkloriir (95,55 mM) tedavisi uygulanan MCF-7
insan meme kanseri hiicrelerinin 0lii hiicre yiizdesi kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derece artmistir (p<0.05*). Fakat 100,9 pM kuersetin
+ 95,55 mM lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulanan MCF-7 insan meme
kanseri hiicrelerinin o6lii hiicre yiizdesinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel

olarak anlamli fark gézlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.36 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin 6lii hiicre yiizdeleri (p<0.05%,
p<0.01**) (24 saat)

Kontrol grubundaki MCEF-7 hiicrelerinin histogram dagilimi Sekil 4.37°de
gosterilmistir. 24 saat kuersetin tedavisi uygulanan gruba ait histogram dagilimi
Sekil 4.38'de ve 24 saat lityum kloriir tedavisi uygulanan gruba ait histogram
dagilimi Sekil 4.39’da verilmistir. 24 saat kuersetin + lityum kloriir kombinasyon

tedavisi uygulanan gruba ait histogram dagilimi ise Sekil 4.40’ta belirtilmistir.
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FL1-H :: Annexin-¥ FITC

Sekil 4.37 Kontrol grubundaki MCF-7 hiicrelerinin histogram dagilimi (24 saat)

FL2-H = P-PE

FL1-H : Annexin-V FITC

Sekil 4.38 Kuersetin (100,9 uM) tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin
histogram dagilimi (24 saat)
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FL2-H = P-PE

FL1-H :: Annexin-Y FITC

Sekil 4.39 Lityum kloriir (95,55 mM) tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin
histogram dagilimi (24 saat)

FL2-H = P-PE

FL1-H :: Annexin-¥ FITC

Sekil 4.40 Kuersetin + lityum kloriir tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin
histogram dagilimi (24 saat)

Kontrol grubundaki hiicrelerin 48 saatteki canli hiicre yiizdesi %95,1
belirlenmistir. Kuersetin (100,9 uM) uygulandiginda canli hiicre ytizdesi %65,6
lityum kloriir (95,55 mM) uygulandiginda canli hiicre yiizdesi %51,3 ve 100,9 pM
kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu uygulandiginda canli hiicre

ylizdesi %81,4 hesaplanmistir (Sekil 4.41).

Kuersetin (100,9 uM) ve lityum Kkloriir (95,55 mM) tedavisi uygulanan MCF-7
insan meme kanseri hiicrelerindeki canlilik yiizdesi kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (p<0.05*). Fakat 100,9 uM
kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulanan MCF-7
insan meme kanseri hiicrelerindeki canlilik ylizdesinde kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede azalma goriilmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.41 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin canl hiicre ytizdeleri (p<0.05%,
p<0.01**) (48 saat)

Kontrol grubundaki hiicrelerin 48 saatteki erken apoptotik hiicre yiizdesi %2,6
belirlenmistir. Kuersetin (100,9 pM) uygulandiginda erken apoptotik hiicre
ylizdesi %28,6 lityum kloriir (95,55 mM) uygulandiginda erken apoptotik hiicre
ylzdesi %44,6 ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu
uygulandiginda erken apoptotik hiicre yiizdesi %14,9 saptanmistir (Sekil 4.42).

Kuersetin (100,9 uM), lityum kloriir (95,55 mM) ve 100,9 uM kuersetin + 95,55
mM lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulanan MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinin erken apoptotik hiicre yiizdesinde kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel acidan anlamli bir artig goriilmiistiir (p<0.05%).
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Sekil 4.42 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin erken apoptotik hiicre yiizdeleri
(p<0.05*, p<0.01**) (48 saat)
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Kontrol grubundaki hiicrelerin 48 saatteki gec apoptotik hiicre yiizdesi %0,18
bulunmustur. Kuersetin (100,9 puM) uygulandiginda gec apoptotik hiicre yiizdesi
%1,56 lityum kloriir (95,55 mM) uygulandiginda gec¢ apoptotik hiicre yiizdesi
%1,2 ve 100,9 puM kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu
uygulandiginda gec¢ apoptotik hiicre yilizdesi %1,36 belirlenmistir. Kuersetin
(100,9 uM), lityum kloriir (95,55 mM) ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM lityum
kloriir kombinasyon tedavisi uygulanan MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin
gec apoptotik hiicre yiizdesi kontrol grubuna kiyasla Sekil 4.43’de goriildiigii gibi

istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<0.05*, p<0.01**).
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Sekil 4.43 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin gec¢ apoptotik hiicre ytizdeleri (p<0.05*,
p<0.01**) (48 saat)

Kontrol grubundaki hiicrelerin 48 saatteki 6lii hiicre yiizdesi %2,1 bulunmustur.
Kuersetin (100,9 uM) uygulandiginda oli hiicre yiizdesi %4,4 lityum kloriir
(95,55 mM) uygulandiginda 6li hiicre yiizdesi %2,9 ve 100,9 uM kuersetin +
95,55 mM lityum kloriir kombinasyonu uygulandiginda 6li hiicre yiizdesi %2,6
tespit edilmistir (Sekil 4.44).

Kuersetin (100,9 pM) ve lityum Kkloriir (95,55 mM) tedavisi uygulanan MCF-7
insan meme kanseri hiicrelerinin Olii hiicre yilizdesi kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede artis gostermistir (p<0.05*). Fakat 100,9 pM
kuersetin + 95,55 mM lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulanan MCF-7
insan meme kanseri hiicrelerinin 6li hiicre yiizdesinde kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel acidan anlamli derecede fark gozlenmemistir (p>0.05).

54



48 saat

Olii hiicre yiizdesi (%)
= = L) o e
(=TRSO = I B B = B ) )

Kontrol Kuersetin Lityum kloriir Kombinasyon

Sekil 4.44 Kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin 6lii hiicre yiizdeleri (p<0.05%,
p<0.01**) (48 saat)

Kontrol grubundaki MCF-7 hiicrelerinin histogram dagilimi Sekil 4.45de
gosterilmistir. 48 saat kuersetin tedavisi uygulanan gruba ait histogram dagilimi
Sekil 4.46'da ve 48 saat lityum kloriir tedavisi uygulanan gruba ait histogram
dagilimi Sekil 4.47’de verilmistir. 48 saat kuersetin + lityum kloriir kombinasyon

tedavisi uygulanan gruba ait histogram dagilimi ise Sekil 4.48’de belirtilmistir.
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Sekil 4.45 Kontrol grubundaki MCF-7 hiicrelerinin histogram dagilimi (48 saat)

4
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Sekil 4.46 Kuersetin (100,9 pM) tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin
histogram dagilimi (48 saat)
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Sekil 4.47 Lityum kloriir (95,55 mM) tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin

histogram dagilim1 (48 saat)
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Sekil 4.48 Kuersetin + lityum kloriir tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin
histogram dagilimi (48 saat)

4.1.8 Kuersetin, Lityum Kloriir ve Kuersetin + Lityum Kloriir Kombinasyon

Tedavisi Uygulanan MCF-7 ve CCD Hiicrelerindeki Midkin Diizeyleri

Kuersetin (100,9 puM), lityum klortir (95,55 mM) ve kombinasyonlar1 (ICs
dozlar1) insan meme kanseri hiicrelerine (MCF-7) ve saglikli insan kolon fibroblast
hiicrelerine (CCD) 24 ve 48 saat uygulanmis olup insan midkin deteksiyon kiti
(Boster, Cat. No. EK1235) kullanilarak midkin ekspresyonu belirlenmistir. 1Cs,
dozlar belirlenen kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyonlar1 MCF-7 hiicrelerine

5 tekrarli, CCD hiicrelerine 4 tekrarli uygulanmistir.

Kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyonlar1 MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerine 24 saat uygulandiktan sonra elde edilen midkin degerleri kontrol
grubu midkin degerleri ile karsilastirilmis olup, Sekil 4.49’da gosterilmistir.
Kontrol grubundaki hiicrelerin midkin degeri 2,05 pg/ml bulunmustur. Kuersetin
(100,9 uM) uygulandiginda midkin degeri 1,04 pg/ml, lityum kloriir (95,55 mM)
uygulandiginda midkin degeri 1,05 pg/ml ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM
lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulandiginda midkin degeri 1,23 pg/ml
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hesaplanmistir. MCF-7 hiicrelerindeki kontrol grubunun midkin diizeyi ile
kuersetin, lityum kloriir ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM lityum klorir
kombinasyon tedavisi uygulanan gruplarin midkin diizeylerinin farkli oldugu

goriilmiistiir (p<0.05%).
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Sekil 4.49 Kuersetin, lityum Kkloriir ve kombinasyon tedavisi uygulanan MCF-7
hiicrelerindeki midkin diizeyleri (p<0.05%, p<0.01**) (24 saat)

Kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyonlar1 MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerine 48 saat uygulandiktan sonra elde edilen midkin degerleri kontrol
grubu midkin degerleri ile karsilastirilmis olup, Sekil 4.50°de gosterilmistir.
Kontrol grubundaki hiicrelerin midkin degeri 2,29 pg/ml bulunmustur. Kuersetin
(100,9 uM) uygulandiginda midkin degeri 1,07 pg/ml, lityum kloriir (95,55 mM)
uygulandiginda midkin degeri 1,27 pg/ml ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM
lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulandiginda midkin degeri 2,09 pg/ml

hesaplanmastir.

MCEF-7 hiicrelerindeki kontrol grubunun midkin diizeyleri ile kuersetin ve lityum
kloriiriin tek baslarina uygulanmasi ile elde edilen midkin diizeylerinin farkl
oldugu gortilmiistiir (p<0.01**). Ancak MCF-7 hiicrelerindeki kontrol grubunun
midkin diizeyleri ile kombinasyon tedavisi uygulanan gruptan elde edilen midkin

diizeylerinin anlamli derecede farkli olmadig gozlenmistir (p>0.05).
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Sekil 4.50 Kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyon tedavisi uygulanan MCF-7
hiicrelerindeki midkin diizeyleri (p<0.05*, p<0.01**) (48 saat)

Kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyonlar1 CCD saglikli insan kolon fibroblast
hiicrelerine 24 saat uygulandiktan sonra elde edilen midkin degerleri kontrol
grubu midkin degerleri ile karsilastirilmis olup, Sekil 4.51’de gosterilmistir.
Kontrol grubundaki hiicrelerin midkin degeri 0,12 pg/ml bulunmustur. Kuersetin
(100,9 uM) uygulandiginda midkin degeri 0,09 pg/ml, lityum kloriir (95,55 mM)
uygulandiginda midkin degeri 0,10 pg/ml ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM
lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulandiginda midkin degeri 0,10 pg/ml

tespit edilmistir.

CCD saglikli insan kolon hiicrelerindeki kontrol grubunun midkin diizeyleri ile
kuersetin uygulanmasi ile elde edilen midkin diizeylerinin farkli oldugu
gozlenmistir (p<0,05*). Ancak CCD saglikli insan kolon hiicrelerindeki kontrol
grubunun midkin diizeyleri ile lityum kloriir ve kombinasyon tedavisi
uygulandiginda elde edilen midkin diizeylerinin farkli olmadigi saptanmustir

(p>0.05).
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Sekil 4.51 Kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyon tedavisi uygulanan CCD
hiicrelerindeki midkin diizeyleri (p<0.05*, p<0.01**) (24 saat)

Kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyonlar1 CCD saglikli insan kolon fibroblast
hiicrelerine 48 saat uygulandiktan sonra elde edilen midkin degerleri kontrol
grubu midkin degerleri ile karsilastirilmis olup, Sekil 4.52’de gosterilmistir.
Kontrol grubundaki hiicrelerin midkin degeri 0,13 pg/ml bulunmustur. Kuersetin
(100,9 uM) uygulandiginda midkin degeri 0,11 pg/ml, lityum kloriir (95,55 mM)
uygulandiginda midkin degeri 0,09 pg/ml ve 100,9 uM kuersetin + 95,55 mM
lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulandiginda midkin degeri 0,10 pg/ml

hesaplanmastir.

CCD saglikli insan kolon fibroblast hiicrelerindeki kontrol grubunun midkin
diizeyleri ile lityum kloriiriin tek basina uygulanmasi ile elde edilen midkin
diizeylerinin 48 saatte farkli oldugu gorilmiistiir (p<0,05*). CCD saglikli insan
kolon fibroblast hiicrelerinde 48 saat kuersetin tedavisi uygulanan gruptaki
midkin diizeyleri kontrol grubundaki hiicrelerle kiyaslandiginda istatistiksel
acidan anlamli azalma gézlenmemistir (p>0.05). Ayrica CCD saglikli insan kolon
fibroblast hiicrelerindeki kontrol grubunun midkin diizeyleri ile kuersetin +
lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulanarak elde edilen midkin diizeyleri
karsilastirildiginda 48 saatte anlamli derecede farkli olmadig: tespit edilmistir

(p>0.05).
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Sekil 4.52 Kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyon tedavisi uygulanan CCD
hiicrelerindeki midkin diizeyleri (p<0.05*, p<0.01**) (48 saat)

4.2 Oneriler

Bu tez calismasinda MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine ve CCD saglikli insan
kolon fibroblast hiicrelerine antioksidan 6zelligi olan kuersetin, pek cok kanser
cesidinde farmakolojik etkisi olan lityum Kkloriir ve kombinasyon tedavisi
uygulanarak sitotoksik etkileri MTT analiziyle degerlendirilmistir. Her iki hiicre
hattinda da kuersetin ve lityum kloriiriin diisiik dozlarinin hiicre proliferasyonuna
etkisi olmadig1 gortilmiistiir. MCF-7 hiicrelerinde kuersetin ve lityum klortiriin 48

saatte hiicre canliligin1 doza baglh olarak daha cok azalttig1 belirlenmistir.

MCEF-7 hiicrelerine 48 saat kuersetin tedavisi uygulandiginda ICs, dozu 100,9 pM,
lityum kloriir tedavisi uygulandiginda ICs, dozu 95,55 mM oldugu bulunmustur.
Kuersetinin MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerindeki antiproliferatif etkilerinin

incelendigi bir arastirmada 48 saatteki IC5, dozu 92,4 uM bulunmustur [181].

Lityum kloriirtin MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksik ve apoptotik
etkilerinin ele alindig1 bir calismada iki evreli etki sergileyerek 10 mM LiCl
dozunun hiicre sayisinda artisa neden oldugu fakat 100 mM LiCl dozunun ise
tersine hiicre cogalmasini engelleyerek hiicreleri apoptoza yonlendirdigi

belirlenmistir [21].

Bu tez calismasi ile 300 uM kuersetin ve daha yiiksek dozlarinin toksik etki

gostererek CCD saglikli insan kolon fibroblast hiicrelerini 6ldiirmeye basladigi
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tespit edilmistir. Bu toksik etki, fare fibroblast hiicrelerinde yapilan bir
arastirmada kuersetinin yiikseltgenme tepkimelerine kararsizlik gostererek
prooksidan 0zelliginin aciga ¢ikmasindan kaynaklandigi aciklanmistir [182]. 100
mM ve daha yiiksek dozlarda lityum kloriir tedavisinin CCD saglikli insan kolon
fibroblast hiicrelerinde toksik etkiye yol actigi gozlemlenmistir. BALB/c 3T3
fibroblast hiicrelerinde lityum Kkloriirtin hiicre proliferasyonuna etkisinin
incelendigi bir calismada ise diisik dozlarin (1mM-25mM) hiicre

proliferasyonunda artisa neden oldugu saptanmistir [183].

Kuersetin (ICso dozu: 100,9 uM) ve lityum klortiriin en iyi etki ettigi doz araliklari
ile MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde kombinasyon tedavileri
gerceklestirilmistir. Kuersetin ve lityum kloriir tek baglarina MCF-7 insan meme
kanseri hiicrelerine uygulandiginda doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligini
azaltirken, kombinasyonlarinda ise hiicre canlililiginda artisa neden oldugu
(antagonistik etki) ilk kez bu tez calismasinda tespit edilmistir. Kuersetinin
kimyasal yapisinda yer alan katekol ve hidroksikarbonil kisimlari, metallerle
etkilesime girerek selasyona neden olmaktadir [184], [185]. Kuersetinin; bakir
(ID) [186], kursun (II) kloriir [187] ve ¢inko iyonu [188] ile tepkimeye girdiginde

selatlayici ajan olarak rol aldigi literatiir calismalariyla kanitlanmistir.

Arsenik trioksit, kuersetin ve kombinasyon tedavisinin C6 glioma hiicrelerindeki
sitotoksik  etkilerinin degerlendirildigi bir arastirmada tek Dbaslarina
uygulandiginda hiicre sayisinda azalma goriiliirken, kombinasyon tedavisi
uygulandiginda kuersetinin yar1 metal olan arsenik trioksidin hiicreleri
oldiirebilme 06zelligini baskilayarak antagonistik etki gosterdigi saptanmistir
[189]. T98G insan glioblastoma hiicrelerine lityum kloriir, imatinib mesilat ve
kombinasyon tedavileri uygulandiginda lityum kloriiriin imatinib mesilat ile

antagonist oldugu sonucuna ulasilmistir [190].

Bu tez calismasinda MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine kuersetin, lityum
kloriir ve kombinasyon tedavisi (ICs, dozlar1) uygulanarak oksidatif stres diizeyleri
MDA tayini ile antioksidan enzim aktiviteleri ise GSH ve SOD diizeyleri ol¢iilerek
degerlendirilmistir. Lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan MDA, oksidatif

hasarin parametresi olarak 6lciimlerde kullanilmaktadir [102].
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48 saat lityum kloriir ve kuersetin + lityum kloriir kombinasyon tedavisi
uygulandiginda MDA diizeyinde anlamli derecede artis oldugu belirlenmistir
(p<0,01***). Hidrojen peroksit radikalinin cesitli metallerle tepkimeye girdiginde
hidroksil radikali meydana geldigi literatiirde yer almaktadir [191]. MCF-7 insan
meme kanseri hiicrelerine tek basina 24 ve 48 saat kuersetin tedavisi (ICs, dozu:
100,9 uM) uygulandiginda ise kontrol grubuna kiyasla MDA diizeyinde azalma
goriilmistiir. Kuersetinin antioksidan kapasitesi yiiksek oldugundan zararh

radikalleri temizleyebildigi bilinmektedir [192].

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyon
tedavisi (ICso dozlar1) uygulanarak GSH diizeyleri 6lciildiigiinde 48 saatte kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel acidan anlamli azalma oldugu saptanmistir

(p<0501‘!¢:’<‘!¢)‘

U937 losemi hiicrelerine kuersetin tedavisi uygulanarak GSH seviyelerinin
Olclildiigli bir calismada kuersetinin serbest radikallerden hidrojen peroksiti
temizleyerek azalttigni fakat kuersetin tedavisinin siiresi arttiginda serbest
radikallerle miicadelesinin zayiflayarak rediikte glutatyon seviyesinin azaldigi

tespit edilmistir [193].

Antioksidan olan kuersetinin yiikseltgenme tepkimesine girdikten sonra aciga
¢ikardig1 ara molekiiller, glutatyon ile etkilesime girdiginde glutatyon miktarinin

azalmasina neden oldugu bildirilmistir [194].

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde kuersetin, lityum kloriir ve kombinasyon
tedavisi (ICs, dozlari) uygulanarak SOD diizeyleri ol¢iildiigiinde 48 saatte tek
basina kuersetin, lityum kloriir ve kuersetin + lityum Kkloriir kombinasyon
tedavilerinin SOD aktivitesini tetikleyerek istatistiksel olarak anlamli artisa yol

FOSCRNOR
wHRK

actigr belirlenmistir (p<0,03**, p<0,01***). Literatiirde siiperoksit dismutaz
enziminin tiim izoformlarinin aktif hale gelebilmesi icin metal iyonlara gereksinim

duydugu bildirilmistir [195].

Lityum kloriir ve lityum karbonat metallerinin sican beyinindeki SOD aktivitesine
etkilerinin ele alindig: bir arastirmada metallerin SOD enziminin belli bir kismina
0zgii secicilik gostermeden baglanarak, istatistiksel a¢idan anlamsiz artisa neden

oldugu bulunmustur [196].
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Bu tez calismasi kapsaminda kuersetin (100,9 pM), lityum klortiir (95,55 mM) ve
kombinasyonlar1 (ICs, dozlar1)) MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine 24 ve 48
saat uygulanmis olup apoptoza etkisi apoptoz deteksiyon kiti (BioLegend Cat. No.
640914) kullanilarak flow sitometri ile degerlendirilmistir. 24 saatte kontrol
grubundaki MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin saglikli sekilde cogaldiklar:
ve apoptotik hiicre grubuna gecis olmadig1 gortilmiistiir. 24 saatte kuersetin
tedavisinin MCF-7 hiicrelerini zayif olarak preapoptotik bolgeye yonlendirdigi
gozlemlenmistir. 24 saat tek bagsmna lityum kloriir tedavisi (95,55 mM)
uygulandiginda MCF-7 hiicrelerinin belirgin sekilde preapoptotik bolgeye gectigi

saptanmigtir.

Kuersetin + lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulanan hiicre gruplarinda ise
preapoptoza gecisin lityum kloriir tedavisi uygulanan hiicre gruplarina kiyasla

daha fazla oldugu belirlenmistir.

48 saatte kontrol grubundaki hiicrelerin morfolojilerinin diizgiin oldugu
goriilmiistiir. 48 saat kuersetin ile inkiibe edilen MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinin ise hem kontrol grubuna hem de 24 saat kuersetin tedavisi uygulanan
hiicre gruplarina kiyasla daha ¢ok preapoptotik bolgeye yonlendigi gozlenmistir.
MCEF-7 hiicrelerine 48 saat tek basina lityum kloriir tedavisi uygulandiginda 24
saat lityum kloriir tedavisi uygulanan hiicre gruplarina gore erken apoptoza daha

cok gecis yaptig1 anlasilmistir.

Fakat 48 saat kuersetin + lityum kloriir kombinasyon tedavisi uygulandiginda ise
zamana bagl olarak kuersetinin selatlama 6zelligi [66] nedeniyle lityum kloriiriin
etkisini bloke edebildigi ve preapoptotik hiicre sayisinda azalma oldugu tespit

edilmistir.

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde kuersetin, tamoksifen ve
kombinasyonlarinin apoptotik etkilerine bakilan bir c¢alismada diisiik doz
kuersetin tedavisinin bifazik etki gostererek tamoksifenin hiicreleri apoptoza
yonlendirmesini engelledigi ancak yiiksek dozu ile kombinasyon tedavisi

uygulandiginda apoptozu indiikledigi saptanmustir [197].
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Kuersetinin, MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda Hsp 1s1 sok proteinlerine
etkisinin incelendigi bir arastirmada 25 pM ve 100 pM kuersetin tedavisinin Hsp
proteinlerinin gen ifadesini azalttig1 ve kaspazin calismasini tetikleyerek hiicreleri
apoptoza yonlendirdigi belirlenmistir [198]. MCF-7 hiicrelerinde flow sitometri
yontemiyle apoptozun degerlendirildigi baska bir calismada ise kuersetinin
zamana bagl olarak apoptoza ugrayan hiicrelerin oraninda artisa neden oldugu

bulunmustur [199].

MDA-MB-453 insan meme kanseri hiicre hattina 1 uyM - 100 pM konsantrasyon
araliklarinda kuersetin tedavisi uygulanan bir ¢alismada kuersetinin Bax ve Bcl-2
gen ifadelerini diizenleyerek, kaspaz-3 enziminin aktivitesini arttirarak apoptozu

destekledigi gozlemlenmistir [200].

Molekiiler tipi HER2+ olan BT-474 insan meme kanseri hiicrelerinde kuersetin
tedavisinin apoptoza etkisinin gozlemlendigi bir arastirmada kuersetinin hiicreleri
dissal yolak araciligiyla apoptoza yonlendirdigi fakat kuersetin ile icsel yolagin

tetiklenmedigi tespit edilmistir [201].

Kuersetin tedavisinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hattinda apoptoz
mekanizmasindaki roliiniin arastirildigi bir calismada kuersetinin 24 saatte
dikkate deger derecede apoptotik etki sergilemedigi fakat 48 saat inkiibe edilen
hiicrelerde ise apoptoza giden hiicrelerde artis oldugu ispatlanmistir [202]. MTC
insan mediiller tiroid kanseri hiicrelerinde valproik asit, suberoil bis-hidroksamik
asit ve lityum Kkloriirin apoptotik etkilerine bakilan bir calismada hem valproik
asit - lityum kloriir kombinasyon tedavisinin hem de suberoil bis-hidroksamik asit

- lityum kloriir kombinasyon tedavisinin apoptozu indiikledigi belirlenmistir [20].

Sinir kilifi timorlerinde lityum kloriiriin apoptotik etkilerinin gézlemlendigi bir
arastirmada lityum kloriiriin apoptozu baskiladigi ve hiicreleri nekroza

yonlendirdigi goriilmiistiir [203].

Lityum kloriir, mitomisin - ¢ ve kombinasyonlarinin MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicrelerindeki apoptoza etkilerinin incelendigi bir calismada lityum
klortirin Bax ve Bcl-2 genlerinin anlatimini diizenleyerek apoptoza gecisi

hizlandirdig1 gozlenmistir [204].
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NT2/D1 insan embriyonel karsinom hiicrelerinde kuersetin ve lityum kloriiriin
sitotoksik ve apoptotik etkilerinin ele alindig1 bir arastirmada ise her iki etken
maddenin en yiiksek dozlarinin p53 ve Wnt sinyal yolagi araciligiyla hiicre

cogalmasini baskiladig1 kanitlanmistir [205].

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin asir1 aktiflesmesi meme kanseri hiicrelerinin
gelisip ¢ogalmasi ile iliskili oldugu bilinmektedir [206]. CD44*CD24 meme
kanseri kok hiicreleri kuersetin ile muamele edilerek PI3K/Akt/mTOR sinyal
yolagina etkisinin degerlendirildigi bir calismada kok hiicrelerin PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolag ile iliskili oldugu ve kuersetinin bu yolakla hiicre proliferasyonunu
onleyebildigi tespit edilmistir [207]. Lenf kanseri hiicrelerine kuersetin tedavisi
uygulanarak PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagina etkisinin incelendigi bir ¢alismada

kuersetinin bu yolag1 baskiladig1 ve apoptoza yonlendirdigi anlasilmistir [208].

Literatiirde MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlarinda
kuersetinin apoptoza etki ettigi yolaklarin ele alindig1 semada PI3K/Akt yolagini
durdurabildigi fakat GSK3- B’y1 yukarn regiile ettigi bildirilmistir [209]. HT-29
insan kolon kanseri hiicreleri kuersetin ve epigallokatesin-3 gallat ile tedavi edilip
GSK3- B ve Wnt yolag iizerindeki etkilerine bakilan bir arastirmada kuersetinin
GSK3- B’y1 baskilayamadig: fakat epigallokatesin-3 gallatin GSK3- a’y1 durdurucu
ozelliginin oldugu sonucuna varilmistir [210]. Lityumun ise GSK3- f'y1

durdurabildigi fakat Wnt/ B-katenin yolagini aktiflestirdigi bilinmektedir [211].

Kuersetin (100,9 puM), lityum klortir (95,55 mM) ve kombinasyonlar1 (ICs
dozlar) ile tedavi edilen insan meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) ve saglikli
insan kolon fibroblast hiicrelerinde (CCD) midkin ekspresyonu diizeyleri insan

midkin deteksiyon kiti (Boster, Cat. No. EK1235) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine 24 ve 48 saat tek baslarina kuersetin ve
lityum kloriir tedavisi uygulandiginda kontrol grubuna gore belirgin sekilde
midkin ekspresyonunda azalma oldugu saptanmistir. Fakat kuersetin + lityum
kloriir kombinasyon tedavisinin ise 48 saatte kuersetinin kimyasal ozelligi
(metalleri kiskaclama ozelligi) [66] nedeniyle midkin ekspresyonunu dikkate

deger derecede azaltmadig1 sonucuna ulasilmistir.
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Insan prostat kanseri hiicre hatlar1 olan PC-3, LNCaP hiicrelerinde ve
CD44+/CD133+ prostat kanseri kok hiicrelerinde kuersetin ve midkin
ekspresyonunun arastirildig1 bir calismada hem siRNA ile midkinin susturuldugu
hem de kuersetin ile muamele edilen hiicrelerde hiicre canliliginin azaldigi,
apoptoza giden hiicre sayisinda artis oldugu ve sitokrom c diizeyinde dikkate

deger derecede artis oldugu gozlemlenmistir [212].

Meme kanseri teshisi konulan hastalarin cerrahi operasyon gecirmeden 6nce ve
gecirdikten sonra toplanan serum biyolojik sivilarinda midkin seviyeleri Olctilen
bir arastirmada cerrahi operasyonun ardindan incelenen serumlarda midkin

seviyelerinin belirgin sekilde azaldig1 saptanmistir [213].

Lityum kloriirin HTB-81 insan prostat kanseri hiicre hattinda midkin
ekspresyonuna etkilerinin incelendigi bir ¢calismada ise lityum kloriiriin iki evreli
etki sergileyerek diisiik dozlarinin midkin diizeyinin artmasina neden olurken,

yliksek dozlarinin midkin diizeyini azalttig1 sonucuna varilmistir [214].

Tez calismas1 kapsaminda; kuersetin ve lityum kloriiriin MCF-7 insan meme
kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigi, kombinasyon tedavisinde ise etken
maddelerin antagonistik etkilesimleri nedeniyle apoptotik hiicre yiizdelerinin
diistiigli tespit edilmistir. Bu nedenle kuersetin + lityum kloriir kombinasyon
tedavilerinin kanser hiicrelerinin sinyal yolaklarindaki etki mekanizmalarina 1sik
tutularak daha ayrintili incelenmesi gerekmektedir. Ayrica kuersetin + lityum
kloriir kombinasyonlarinin meme kanserinin tedavisine katki saglayabilmesi icin
oncelikle 7n vivo hayvan deneyleri ile sonrasinda klinik ¢alismalarla desteklenmesi

oOnerilmektedir.
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