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B2M Beta-2-Mikroglobulin

BAD Bcl-2 1liskili Protein X
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BCL-2 B-cell lymphoma 2

BID BCL-2 Etkilesim Domaini

BL1 Bazal benzeri 1

BL2 Bazal benzeri 2

BRCA1 Meme Kanseri Proteini Tip 1 (Breast Cancer Type 1)
BRCA2 Meme Kanseri Proteini Tip 2 (Breast Cancer Type 2)
Bub Benomil

Cdc20 Hiicre boliinme kontrolii 20(Cell divison control 20)
Cdc25 Hiicre boliinme kontroli 25 (Cell divison control 25)
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CDK-2 Siklin Bagimli Kinaz 2(Cyclin Dependent Kinase 2)
c-FLIP Cellular FLICE-inhibitory protein

Chk1l Kontrol Noktas1 Kinaz Protein 1 (Checkpoint Kinase 1)
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ERK
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phosphate dehydrogenase

Glukozaminil (N-Asetil) Transferaz 3
G protein-coupled estrogen receptor 1
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Heat shock-induced gene 1
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Nijmegen kirilma sendromu 1
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TIMPS

TK1
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TNF
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XBP1
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Signal Transducer and Activator of Transcription 3

Timor biiytime faktoriiniin (TGF)

Metalloproteinazlari Doku inhibitorleri

Timidin Kinaz Enzimi

Timidilat Sentetaz Enzimi

timor nekroz faktorii

Tiimdr Nekroz Faktor Alfa/Tiimor Nekroz Faktor Reseptor 1
Tiimdr Nekroz Faktdr Reseptor 1

TNFR-iligkili DD

Tiimor nekroz faktér (TNF) ile iliskili apoptoz uyarict ligand
resoptor 1

Tiimor nekroz faktdr (TNF) ile iligkili apoptoz uyarici ligand
resoptor 2

Suda ¢6ziinen tetrazolyum tuzlari-1 (Water soluble tetrazolium
salts)

X-box Binding Protein 1
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OZET

PEHLEVAN, F. (2022). Meme Kanseri Hiicrelerinde Karnosik Asit ve Oleuropeinden
Zengin Bitki Oziitleri Ve Salisilik Asitin Sitotoksik Ve Apoptotik Etkilerinin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD.
Doktora Tezi. istanbul.

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser ¢esididir. Uclii negatif olarak
adlandirilan agresif meme kanserinin standart tedavi se¢enekleri reseptor kayiplari ve
timoOr homejenitesi sebebi ile ¢ok etkin sonuglar vermemekte veya kisa siirede direng
olugsmaktadir. Bitkilerin ikincil metabolitleri ve bitki 6zleri ile yapilan bazi ¢aligmalarda
agresif kanser hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasinin azalmasi ve hiicre 6liimiine gidisin
artmasi gozlemlenmistir. Caligmamizda ii¢lii negatif meme kanserini temsil eden MDA-
MB-231 hiicre hatt1 ve fibroblast benzeri MCF-10A kontrol hiicre hatlarina Karnosik
asit ve Oleuropeinden zengin bitki oziitleri ve Salisilik asit bireysel ve kombin olarak
uygulanmis ve sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. WST-1 analizi ile yapilan analizde
sozkonusu maddelerin bireysel uygulamalarinin sitotoksisite ile sonuclandigi
gozlenmistir (p<0,0001). Tekli IC50 degerlerine gore olusturulan 3’lii karigimin IC50
degeri ba zalinarak (%50) yapilan analizde kombin madde uygulanmas: da MDA-MB-
231 hiicrelerinde sitotoksisite ile sonuglanmistir. Annexin V deneyleri sitotoksik etkinin
apoptoz kaynakli oldugunu dogrulamistir (p<0,005). Uygulanan 3’1i karisimin hiicre
apoptoz ve hiicre dongiisii yolaginda gorev yapan APAF-1, BCL-2, BAX ve CDK2
ekspresyon degisimleri RT-PCR yontemi ile belirlenmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde
APAF-1de 17,5 kat olmak tizere BCL-2 12,2 kat, BAX 2,7 ve CDK2 2,1 kat olarak
ekspresyonlarinda artis gozlemlenmistir. Karnosik asit, Oleuropeinden zengin bitki
ozitleri ve Salisilik asit’in bireysel ve kombin uygulamalarinin agresif meme kanseri
hiicre hattinda etkin sitotoksik potansiyelini gosteren bulgularimiz sézkonusu dogal
biyoaktif maddelerin kemoterapiye yardimei ve preventif olarak kullanilabilecegini de

vaat etmektedir.
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ABSTRACT

PEHLEVAN, F. (2022). Investigation of Cytotoxic and Apoptotic Effects of Carnosic
Acid and Oleuropein-Rich Plant Extracts and Salicylic Acid in Breast Cancer Cells.
Istanbul University Institute of Health Sciences, Department of Molecular Medicine.
Doctoral Thesis. Istanbul.

Breast cancer is the most common type of cancer in women. Standard treatment options
for the most aggressive breast cancer, triple negative, do not give very effective results
due to loss of receptors and tumor homogeneity, or resistance occurs shortly. In some
studies with secondary metabolites of plants and plant extracts, a decrease in cell
proliferation and an increase in cell death have been observed in aggressive cancer cells.
In our study, Carnosic acid and Oleuropein rich plant extracts and Salicylic acid were
applied individually and in combination to MDA-MB-231 cell line representing triple
negative breast cancer and fibroblast-like MCF10-A cell line as control to evaluate their
cytotoxic effects. WST-1 analysis showed that the individual applications of these
substances resulted in cytotoxicity (p<0.0001). In the analysis based on the 1C50 value
of the triple mixture formed according to the single 1C50 values (50%), the application
of the combined substance also resulted in cytotoxicity in MDA-MB-231 cells. Annexin
V analysis confirmed that the cytotoxic effect was due to apoptosis (p<0.005). The
expression changes of APAF-1, BCL-2, BAX and CDK2, which are involved in the cell
apoptosis and cell cycle pathway, induced by the applied triple mixture were determined
by RT-PCR method. In MDA MB 231 cells, increase in the expression of APAF-1 was
observed as 17.5 fold, BCL-2 as 12.2 fold, BAX 2.7 and CDK2 as 2.1 fold. Our
findings showing the effective cytotoxic potential of individual and combined
applications of carnosic acid, Oleuropein-rich plant extracts and Salicylic acid in
aggressive breast cancer cell line also indicate that these natural bioactive substances
can be used as an adjunct and preventive to chemotherapy.

Key Words: Aggressive Breast Cancer, Carnosic acid, Oleuropein, Salicylic acid,
MDA-MB-231
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1. GIRIS VE AMAC

Diinyada en yaygin kanserlerden biri olan meme kanseri kadinlarda kansere
bagli mortalitenin baslica nedenidir. Meme kanseri tedavisinde hedefli tedavi,
hormonal tedavi, radyoterapi, cerrahi ve kemoterapi gibi farkli stratejiler
kullanilmaktadir (Akram ve ark. 2017). Ancak tedavi yontemlerindeki siirekli
gelismelere ragmen meme kanseri, kanser kaynakli 6liimlerde tiim cinsiyetlerde besinci
sirada ve kadinlarda birinci siradaki yerini korumaktadir (Diinya Saglik Orgiitii, Kanser
verileri 2020).

Meme kanseri tedavisinin yasam kalitesini etkileyen yan etkileri ve
kemoterapotik ilaglara karsi direng gelisimi, arastirmacilar: alternatif tedavi yontemleri
aramaya yonlendirmistir. Bu nedenle c¢alismalar meme kanserinin tedavisinde
antikanser potansiyeli olan ¢esitli  bitkilerin dogal bir alternatif olarak

kullanilabilirliklerini arastirmaya yonelmistir (Akram ve ark. 2017).

Bitkilerde fizyolojik siirecler igin gerekli olan gesitli hiicresel fonksiyonlara
hizmet etmek icin biiyiime kosullarina gore degisen ¢ok sayida ikincil metabolitler
tiretilir. Bir bitki tarafindan {iretilen ikincil molekiillerin tipi ve konsantrasyonlar; tiiri,
genotipi, fizyolojisi, gelisim asamasi ve biiyiime sirasindaki ¢evresel faktorler
tarafindan belirlenir (Isah 2019). Son yillarda ikincil metabolitlerin iiretimlerinde stres
ve savunma tepkisi sinyalinin etkili oldugunu gosteren kanitlar artmaktadir. Bu
metabolitlerin norodejeneratif hastaliklarda (Pohl ve Kong Thoo Lin 2018) ve
inflamatuar stireglerde (Serafini ve ark 2010) etkileri iizerine ¢ok sayida galismalar
yapilmis ve pek ¢ok hastalik i¢in potansiyel tedavi edici, semptom giderici 6zelliklere

sahip olduklarini gésteren sonuglar elde edilmistir.

Cesitli kanser tedavilerinde de ikincil bitki metabolitleri dogal biyoaktif
bilesikler olarak 6nerilmektedir (Seca ve Pinto 2018). Farkli kimyasal yapilara sahip bu
metabolitler arasinda yer alan o6zellikle fenolik bilesikler, terpenoidler, alkaloidler ve
kiikiirt iceren bilesiklerin potansiyel ¢ok hedefli antikanser ajanlari olarak islev
gordiikleri ve bu nedenle umut verici antikanser aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir
(Fakhri ve ark. 2020).
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Calismamizda antikanserojenik etkilerini inceledigimiz dogal iriinlerden
biberiye ve adacayinda bulunan benzenediol diterpen yapidaki ikincil bitki metaboliti
olan Karnosik asitin antimikrobiyal ve antioksidan ozellikleri bilinmektedir. Daha
sonra, onkoloji alaninda hem in vivo hem de in vitro olarak karnosik asitle yapilan ¢ok
sayida ¢alismada antikanserojenik etkileri degerlendirilmistir (Bahria ve ark. 2016). Bu
calismalarda karnosik asitin insan renal karsinoma hiicrelerini apoptoza duyarli hale
getirebilecegi (Jung ve ark. 2015), hepatoseliiler karsinom hiicrelerini apoptotik 6liime
yonlendirdigi (Zhang ve ark. 2017), ve Ostrojen-negatif meme kanseri hiicre hatlarinda
zerdegal ile beraber etki gostererek biliylimeyi durdurdugu belirtilmistir (Einbond ve ark.
2012).

Aragtirmamizda yer alan diger dogal iiriin olan Salisilik asit, beyaz sogiit ve
kestane yapraklarinin kabugundan elde edilen bir bilesik olup bakteriostatik, mantar
oldiiriicti ve keratolitik etkilere sahiptir. Kardiyoprotektif 6zellikleri iyi bilinen salisilik
asitin, kanser OnleyicCi ajan olarak da islev yapabilecegi onerilmektedir (Alfonso ve ark.
2014). Son caligmalarda aspirinin insan Uglii negative MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattinda tiimor baskilayici protein p53'i asetilize ettigi ve hedef genlerin
ekspresyonunu indiikledigi gosterilmis ve aspirin tedavisinin kanser metabolizmasinda
onemli glikolitik yolakta yer alan alti enzimin asetillenmesine neden oldugu
saptanmistir (Guogiang ve ark. 2016). Lactobacillus rhamnosus GG ile kombine
uygulandiginda salisilik asitin insan kolon (HT-29) ve prostat (PC-3) kanser hiicreleri
tizerinde sitotoksik etkileri belirlenmistir (Celebioglu 2021). Son yillarda yapilan bir
meta analiz ¢alismasinda ise aspirin kullanimimin meme kanseri riskinde %9 azalma

sagladig1 rapor edilmistir ( Cao ve Tan 2020).

Caligmamizda yer alan zeytin agacinin temel fenolik bilesigi olan oleuropein ise,
antioksidan ve vazodilatatif etkilere sahiptir. Yapilan hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda
oleuropeinden zengin zeytin yapragi ekstraktinin melanoma, kolon ve meme kanseri
gibi gesitli solid tiimoérlerde ve kronik miyeloid 16semide yiiksek glikolitik aktiviteyi
azaltabildigi gosterilmis ve metabolik inhibitor aktiviteli bu dogal {iriiniin ¢ok cesitli
malignitelerin geleneksel tedavisinin desteklenmesinde kullanilabilecegi Onerilmistir
(Ruzzolini ve ark. 2020).

Tez calismamizda yukarida belirtilen 6zellikleri sebebi ile karnosik asitten

zengin biberiye Oziitiiniin, oleuropeinden zengin zeytin yapragi Oziitiiniin ve salisilik
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asitin MDA-MB-231 Tiglii negatif meme kanseri hiicre hattinda ve kontrol olarak
timorojenik- olmayan fibrokistik meme epitel hiicre hattinda (MCF10A) tekli ve
kombine sitotoksik ve apoptotik etkilerini arastirarak meme kanserindeki antikanserojen

etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.

Ayrica bu biyoaktif bilesenlerin kombine dozlarda tedavi edilen ve tedavi
edilmeyen hiicre hatlarinda apoptoz nekroz degerlerinin karsilagtirilmas: ve sonrasinda
anti apoptotik BCL-2 ve hiicre dongiistinii kontrol eden Siklin Bagimli Kinaz 2 (CDK-
2) proteinleri ile pro-apoptotik Bcl-2 iliskili Protein X (BAX) ve Apoptotik Proteaz
Aktive Eden Faktor-1 (APAF-1) proteinlerinin mRNA seviyeleri belirlenmesi ile olasi
antikanserojen etkilerinin gerg¢eklesmesinde bu yolaklarin kullanimi ve temel etki

mekanizmalarinin aydinlatilmasi amaglanmustir.
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2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kanser

Kanserin pek ¢ok farkli tanimi olsa da ortak olarak anormal hiicrelerin
kontrolsiiz biiyiimesi ve yayilmast ile karakterize edilen bir grup hastalik olarak
tamimlanabilir. Kanser ilk olarak viicut hastaligi sonra doku ardindan da hiicrelerin
diizensiz ¢ogalmasi ile iligkili bir hiicre hastaligi olarak ele alinmistir (Baran 2021
pl). Bulasici hastaliklarin, parazitlerin ve bir¢ok g¢evresel hastaligin aksine, kanser
birincil olarak viicudumuza yabanci olan bazi organizmalardan degil organizmanin

kendi hiicrelerinin kontrolden ¢ikmasi ile iliskilidir (Hausman 2019).

Kanserler, ¢ok hiicreli canlilar1 200 milyon yildan fazla bir siiredir etkilemistir
ve modern insanlarin atalarinda da kanserlerin var olduguna dair kanit vardir.
Paleontolojik caligmalar hayvanlarda bulunan kanserlerin insandan ¢ok daha once de
diinyada varligia isaret etmektedir. Yazili kaynaklara gore kanserin en eski yazili
tanim1, M.O. 3000 civarinda yazilmis olan Edwin Smith Papiriisiinde bulunur. Memenin
sigkin timoriiniin ciddi bir hastalik oldugu ve bunun i¢in bir tedavi olmadigi
yorumlanan yazi ilk tamimlanan kanser ¢esidinin meme kanseri oldugunu
gostermektedir. Yine yumusak doku tiimériine ilk referansi iceren M.O. 1500 yillarmna
ait Ebers Papiriisii olasi cilt, rahim, mide ve rektum kanserlerine atifta bulunmaktadir
(Hajdu 2010). Goriildiigii tizere, tarihsel olarak giiniimiize kadar 5000 yildir pek ¢ok
bilim insan1 tarafindan agiklanmaya ve tedavi edilmeye c¢alisilmis kanser gliniimiizde

hayati tehdit edici hastaliklar arasinda yerini korumaktadir.

Meme kanseri, kanser tiplerinin arasinda 2 milyonun iistiinde vaka ile ilk sirada
yer almaktadir. Kanser kaynakli 6liimlerde ise tiim cinsiyetlerde 5. sirada yer alirken
kadinlarda ise 1. sirada bulunmaktadir (Diinya Saglik Orgiitii, Kanser verileri 2020).
Tirkiye istatistiksel verileri de 2018 ve 2019 yillarinda 6liim sebeplerinde kanserin
ikinci sirada yer aldigini (Sekil 2.1.1) gdstermektedir (Tiirkiye Istatistik Kurumu
Tiirkiye Oliim Nedenleri 2018-2019)
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= Dolasim sistemi hastaliklan

Iyi huylu ve koti huylu timérler
(malign ve benign neoplazmiar)

m Solunum sistemi hastaliklan

= Sinir sistemi ve duyu organlar
hastaliklan

Endokrin (ic salgi bezi), beslenme
ve metabolizmayla ilgili hastaliklar

Digsal yaralanma nedenleri ve
zehirlenmeler

= Diger

Bilinmeyen

Sekil 2-1: 2019 Oliim Nedeni istatistikleri

(https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=0lum-ve-Olum-Nedeni-Istatistikleri-2019-33710)

2020'de diinya ¢apinda tahmini 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik 10,0
milyon kanser 6liimii meydana gelmistir. Kadin meme kanseri ise 2020°de en sik teshis

edilen kanser olarak akciger kanserini geride birakmistir (Sung ve ark. 2021).

Tiimorler farkli doku ve organlardan kokenlenebilirler, bu nedenle pek ¢ok farkls
kanser tiirti tamimlanmistir (Carlberg ve Valleuer, 2021 p-17). Kanser ¢ogu durumda,
onkogenlerin aktivasyonu ve/veya tiimdr baskilayici genlerin inaktivasyonuna,
kontrolsiiz hiicre dongiisii ilerlemesine ve apoptotik mekanizmalarin inaktivasyonuna
yol agar. Benign tiimdrlerin aksine, maligh kanserler, kismen dokuya 6zgii hiicre-hiicre
baglanmas1 i¢in gerekli hiicre yapigsma reseptorlerinin asagi regiilasyonu ve hiicre
hareketliligini artiran reseptorlerin yukari regiilasyonu sayesinde metastaz yetenegi
kazanirlar. Ek olarak, membran metalloproteazlarinin aktivasyonu, metastatik kanser
hiicrelerinin yayilmasi i¢in fiziksel bir yol saglar. Bu genetik ve hiicresel degisikliklerin
meydana geldigi farkli mekanizmalar belirlenmistir. Genel kabul edilen mekanizmalar,
mutasyon, kromozomal translokasyon veya delesyon ve sinyal yollarinin diizensiz
ekspresyonu veya aktive olmasidir. Bu olaylar, diizensiz hiicre dongiisiinii destekleyen
velveya apoptotik yollar1 inaktive eden genleri aktive edebilir (Sarkar ve ark. 2013).
Hepsinde hiicre boliinmesinin ve farklilasmasinin kontrolii kaybolmakta boylece tek bir
hiicre uygunsuz bir sekilde ¢ogalarak primer tiimorii olusturmaktadir. (Carlberg ve
Valleuer, 2021 p-17)


https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=Olum-ve-Olum-Nedeni-Istatistikleri-2019-33710
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2.1.1. Meme Kanseri

Meme; pektoral kasin iizerinde bulunan deri, yag, fasiyal tabakalar, cooper
baglari, fibroglandiiler doku, lenfatikler ve norovaskiiler yapilardir. Erkeklerde meme
parankimi genellikle sadece yagdan olusur ve fibroglandiiler doku yoktur. Kadnlarda
fibroglandiiler doku hacimleri yasa gore degisir, bircok kadinda menopozdan sonra

gogiislerinde yag doku artis1 gézlemlenir (Jesinger, 2014).

Hangi hiicrelerin etkilendigine bagli olarak cesitli meme kanseri tiirleri vardir;
memelerdeki {i¢ ana kisim lobiiller, kanallar ve bag dokusudur. Lobiiller siitiin tiretildigi
yerlerdir, kanallar ise siitii meme ucuna tasir. Bag dokusu her seyi ¢evreler ve bir arada
tutar. Cogu kanser lobiillerde veya kanallarda meydana gelir ve kan damarlar1 yoluyla

viicudun diger organlarina yayilabilir.

2.1.1.1. Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Tiirkiye verilerine gére meme kanseri tiim cinsiyetlerde 2. en sik goriilen kanser
tirii iken kadinlarda ise en sik goriilen kanser tiirli olarak yer almaktadir. Mortalite
oranlar1 ise diinya ile aym sekilde siralanmaktadir. (Diinya Saghk Orgiitii, Kanser
verileri 2020).

Mevcut verilere bakildiginda gelir seviyesi yliksek iilkelerde 6liim oranlar: gelir
seviyesi diistik iilkelere oranla daha diisiiktiir. Bu degisimin sebebi 6zellikle erken teshis
ve tedavi imkanlarina erisim ve degisen risk faktorleri olmasi muhtemeldir (Winter ve
ark. 2017 pp 1-32) Bu egilimleri ve c¢esitli popiilasyonlarda meme kanserinin farkli
insidans oranlarim1 aciklamak icin bircok faktor arastirilmaktadir. Uzun siiredir
arastirtlan Meme Kanseri Proteini Tip 1 (BRCAL) ve Meme Kanseri Proteini Tip 2
(BRCA2) genlerindeki mutasyonlar meme kanseri igin genetik risk faktorii olarak
iliskilendirilmistir. Diger risk faktorleri arasinda 1rk, menstriiasyon degisiklikleri (erken
yasta baslayan menstriiasyon veya gecikmis menopoz), iireme (ilk dogumun geg¢ yasta
olmast), hormonal degisiklikler, dogum kontrol haplar1 (Ahmad 2019 p29), menopoz
déneminde hormon kullanimi, alkol alimi, tiitiin kullanim1 ve obezite yer almaktadir.
Emzirme ve fiziksel aktivite ise meme kanserine kars1 koruyucu faktorler arasinda kabul
edilmektedir. Tlging bir sekilde, diisiik insidansl yerlesim alanlarindan yiiksek insidansl
yerlesim alanlaria go¢ eden bireylerde sonradan insidansin yiikseldigi gézlenmis ve bu
nedenle cevresel, diyet gibi faktorlerin meme Kkanseri gelisimini destekledigi
bildirilmistir. (Ahmad 2019 p29; Winter ve ark. 2017 pp 1-32)
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2.1.1.2. Patofizyolojisi

Gegen yiizyillin baslarinda hastanin meme malignitesi oldugunun bilinmesi
yeterliydi ve tiim hastalara tek tip tedavi uygulaniyordu. Ancak zamanla, ayni kanser
tipine sahip hastalarin degisen prognoz gosterdiginin gézlemlenmesi ve son 50 yilda
patologlar tarafindan farkli morfolojik varyantlarin, artan formlarinin tanimlanmasi
meme kanseri simiflandirmasi hakkinda tartismaya yol agmistir. Cok farkli varyantlarin
kesfi ile birlikte, bu varyantlarin biyolojik olarak 6nemli olup olmadigi siipheyle
yaklagilan bir konu olmustur. Hatta bu durumun patologun kendi tercihlerinden
kaynaklandig: ileri stiriilmektedir (Eliyatkin ve ark. 2015). Fakat yapilan ¢alismalar ve
vakalar gostermistir ki meme kanserleri heterojendir, degisken morfolojik ve biyolojik
ozellikler gosterir ve bu nedenle farkli klinik davranig sergileyerek tedaviye farkli yanit
verir (Tsang ve Tse 2019). Tim bu farkliliklarin temelinde, spesifik belirteglerin
yoklugu ve meme dokusunun epitelyal hiicresel gelisiminin tam olarak anlasilamamasi
yatmaktadir. Ancak gen ekspresyon profili gibi molekiiler tekniklerin gelismesiyle
birlikte “meme kanserinde heterojenlik” kavrami artik genel-geger bir goriis olarak
kabul gormiistiir. Bu gelismelerin 1s1ginda meme kanseri siniflandirmasinda yeni bir
“taksonomi” gelistirilmistir. Her iki smiflandirmay1 birlikte alarak yapilan yeni
siniflandirma ile hedefe yonelik tedaviler ve daha da oOnemlisi kisiye Ozel tedavi
programlart miimkiin hale gelmistir (Tsang ve Tse 2019). Meme kanseri histolojik
olarak in situ karsinom ve invaziv karsinom olarak genis bir sekilde kategorize
edilebilir. Ayrica meme karsinomu bulundugu yere gore duktal (DCIS; daha yaygin)
veya lobiiler (LCIS; daha az yaygin) olarak alt siniflara ayrilir. DCIS, tiimoriin
ozelliklerine dayali olarak, komedo, kribiform, mikropapiller, papiller ve kat1 olarak
karakterize edilen bes alt tipe ayrilmistir. Benzer sekilde, invaziv karsinomlar; infiltratif
duktal (IDC), invaziv lobiiler, duktal/lobiiler, miisindz (kolloid), tiibiiler, mediiller ve
papiller karsinomlari igeren histolojik alt tiplere ayrilan heterojen bir timor grubudur.
Invaziv karsinomlar arasinda IDC, tiim invaziv lezyonlarm %70-80'ini olusturan en
yaygin alt tiptir. IDC ayrica niikleer pleomorfizm, glandiiler/tiibiil olusumu ve mitotik
indeks seviyelerine dayali olarak iyi farklilagsmis (derece 1), orta derecede farklilagmis
(derece 2) veya zayif farklilasmis (derece 3) olarak alt siiflara ayrilir (Ahmad 2019
p55).

Ostrojen reseptérii (ER), progesteron reseptdrii (PR), epidermal biiyiime faktorii

reseptorii 2 (ErbB2-Her2/neu) gibi belirli belirteglerin prognostik degeri, meme kanseri
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alt tiplerinin molekiiler bir siniflandirmasini saglamak i¢in kullanilmigtir. in Situ Duktal
Karsinoma DCIS ic¢in kullanilmasa da smiflandirmanin Infiltratif Duktal Karsinom
(IDC) i¢in yiiksek prognostik ve prediktif 6nemi oldugu gosterilmis tiim invaziv
karsinomlarda belirlenmesi  6nerilmistir. ER, PR ekspresyonunu ve ErbB2
(HER2/neu) varligina veya yokluguna gére Luminal A (ER ve/veya PR pozitif ve
HER2 negatif); Luminal B (ER vel/veya PR pozitif ve HER2 pozitif); HER2 ile
zenginlestirilmis (ER ve PR negatif ve HER2 pozitif) ve Bazal Like (Uglii negatif meme
kanseri ER, PR ve HER2 negatif) seklinde alt tiplere ayrilmaktadir. Uclii negatif meme
kanserleri, diger meme kanseri tiirlerinin ¢ogundan daha hizli biiyiir ve yayilir. Luminal
A ve B ve HER2 ile zenginlestirilmis alt tipleri olan hastalar hedefe yonelik tedavilere
duyarliyken, ti¢lii negatif 6zelligi olan hastalar kotii prognoz gosterir. Bu belirteglerin
durumu, hangi hastalarin hedefe yonelik tedavilere (yani, ER+/PR+ hastalar1 icin
tamoksifen veya aromataz inhibitorleri ve HER2/neu hastalar1 i¢in trastuzumab veya
lapatinib) yanmit verme olasiligimmin belirlenmesine yardimeci olurken, tglii negatif
hastalara alternatif olarak yalnizca kemoterapi uygulanmaktadir (Ahmad 2019 p56).
Meme kanseri alt tiplerin belirlenmesinde ER, PR ve HER2 proteinlerinin
yanisira Luminal A'y1 luminal B aymrict tamist igin  Ki67 ekspresyonu da
kullanilmaktadir (Maggie ve ark. 2009)

Ki-67, GO haricinde hiicre dongiisiiniin tiim asamalarinda ifade edilen bir
niikleer ¢ogalma belirtecidir. Genel olarak, yiiksek diizeyde Ki67 sentezlenen meme
kanserlerinin daha kotii prognoza sahip oldugu bildirilmistir (De Azambuja ve ark.
2007).

Luminal alt tipinin ayirt edici 6zelligi ER ekspresyonudur. “Luminal” adi, bu
tiimorler tarafindan ifade edilen genler ile memenin luminal epitel hiicreleri tarafindan
eksprese edilen genler arasindaki benzerlikten tiiretilmistir. Luminal tiimoérlerin
cogunlugu ER, PR ve ER aktivasyonu ile iligkili diger genlerin genetik ekspresyonunu
gosterir. Luminal alt tip, meme kanserinin en yaygin alt tipidir, A ve B luminal olmak
tizere iki farkli alt gruba ayrilir. Luminal A ve B meme kanserleri, gen ekspresyon
paternleri ve klinik prognozda 6nemli farkliliklara sahiptir. Hormon reseptorlerinin
(HR) genetik ekspresyonu, luminal A ve B tiimérlerinin paylasilan bir 6zelligidir
(Johnson ve ark. 2021)
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Bu smiflandirma igin gereken iliskili genlerin gen profilinin ¢ikarilmasidir.
Fakat bu ticari yiiksek maliyetli gen analizleri yerine immiinohistokimyasal (IHC)
belirteglerden hiicre proliferasyonunda artan Ki-67 ve Prolifere hiicre niikleer antijen
(PCNA) ekspresyonlar1 tespit edilmektedir. Ki-67 Luminal B'de yiiksek oranda eksprese
edilirken, luminal A tiimorlerinde eksprese edilmez. Fakat yine de aradaki farkin
kesinlesmemesi sebebi ile Ki-67 kesin tani degerlerinin arasinda yer almamaktadir.
Luminal B tiimorleri, luminal A'nin aksine, yiiksek p53 mutasyonlar: ile iliskilidir.
Morfolojik olarak, luminal A tiimoérleri aksi belirtilmeyen, tiibiiler, miisin6z, klasik
lobiiler ve néroendokrin karsinomlari igeren iyi farklilasmis karsinomlardir. Luminal B
timorleri daha az farklilasir ve tipik olarak daha yiiksek derecelidir (Johnson ve ark.
2021).

Klinik olarak, luminal A grubunun sadece hormonal tedaviden yararlanmasi
muhtemeldir, oysa luminal B timdrleri ilave kemoterapi gerektirebilmektedir

(Provenzano ve ark. 2018).

Luminal A alt tipi tiim invaziv meme kanserlerinin % 30-40’1n1 olusturmaktadir.
Gen ekspresyon profiline bakildiginda Fosfotidil inozitol 4,5 Bifosfat 3 Kinaz Katalitik
Unite Altbirim Alfa (PIK3CA) mutasyonlari, Mitojen Aktive Protein Kinaz Kinaz
Kinaz 1 (MAP3KI) mutasyonlari, yiiksek Ostrojen Reseptorii 1 (ESR1) ve X-box
Baglayan Protein 1 (XBP1) ekspresyonu, GATA3 mutasyonlari, FOXA1 mutasyonlari
bu alt tiple iliskilendirilmistir. Morfolojik olarak 1 veya 2 derecede; ¢cogu 6zel olmayan
tipte, klasik lobiiler karsinomlar, tiibiiler, miisin6z, noroendokrin olarak tanimlanmistir

(Fragomeni ve ark. 2018)

Tiim invaziv meme kanserlerinin % 20-% 30'unu olusturan Luminal B alt tipinin
gen ekspresyon profiline bakildiginda; TP53, PIK3CA mutasyonlari, siklin D1 ve Fare
Dubling Zaman Homologu 2 (MDMZ2) amplifikasyonu, Ataksi Telenjiektazi Geni
(ATM) kaybi, artan genomik kararsizlik, fokal amplifikasyonlar (6rn. 8p12, 11ql3)
tanimlanmistir. Morfolojik olarak 2 veya 3 derece; daha az farklilasmis kanserler,
cogunlukla invaziv duktal karsinomlar ve ayrica bazi invaziv mikropapiller karsinomlari
icermektedir. IHC Profili ER-pozitif, daha diisiik PR ekspresyonu (<% 20), HER2-
negatif ve daha yiiksek K167 indeksine (>% 14 veya 20'lik diizeyde (>% 14 veya %20)

sahiptirler. Yiiksek niiks skoru olan bu alt tipin molekiiler temelde, luminal A ve
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luminal B meme Kkanserlerinin onkojenik proliferasyona yol agan spesifik gen
profillerine sahip oldugu bildirilmistir (Fragomeni ve ark. 2018)

HER-2, tiim invaziv meme kanserlerinin %12-% 20'sini olusturmaktadir. Gen
ekspresyon profiline bakildiginda ise HER2 amplifikasyonu, P53 ve PIK3CA
mutasyonlar, FGFR4 ve epidermal biliylime faktorii reseptorii (EGFR) yiiksek
ekspresyonu, Apolipoprotein B mRNA Diizenleyici Katalitik Polypeptide-benzeri
(APOBEC) mutasyonlari, siklin D1 amplifikasyonu ve yiiksek genomik instabilite
gozlenmektedir. Morfolojik olarak 2 veya 3. derece, infiltre karsinom non-spesifik tip
(NST), apokrin ve pleomorfik lobiiler karsinomlar1 igermektedir. IHC'de, HER2-pozitif
timorler 2 alt tipe boliinebilir: HER?2 ile zenginlestirilmis alt tip (ER-negatif ve/veya
PR-negatif/HER2-pozitif) ve luminal HER2 alt tipi (ER-pozitif ve/veya PR-pozitif
velveya -pozitif, HER2-pozitif); ve ayrica PR ekspresyonuna dayanan 2 fenotipe
ayrilmistir: ER-pozitif, PR-pozitif, HER2-pozitif ve ER-pozitif, PR-negatif, HER2-
pozitif. Endokrin tedavisine yanit lizerinde olumsuz bir etkisi olan HER2 ve ER sinyal

yollar1 arasinda karisma i¢in klinik 6ncesi kanitlar mevcuttur. (Fragomeni ve ark. 2018)

Tim invaziv meme kanserlerinin %15-%20'sini temsil eden bazal benzeri ii¢li
negatif meme kanseri, ER, PR ve HER2 ekspresyonu yoklugunda tanimlanir. Basit
tanimima ragmen, morfolojik, genetik ve klinik olarak heterojen bir meme kanseri
kategorisidir. Cogu tiglii negatif meme kanseri, invaziv duktal karsinom NST olarak
gozlenir. Bununla birlikte, kategori ayni zamanda metaplastik karsinom, mediiller
ozelliklere sahip karsinom (mediiller karsinom), apokrin O6zellikleri olan karsinom
(apokrin karsinom ), salgi karsinomu (juvenil meme kanseri) ve adenoid Kistik karsinom
bu grupta yer almaktadir. Ayrica gen ekspresyon profiline gore bu kanser tiplerinin
belirli bir patolojik varyantla iliskili olan farkli, prognostik olarak onemli alt tipleri
tammlanmustir. Uglii negatif meme kanserlerinin en yaygin ve en iyi karakterize edilmis
molekiiler alt tipleri, bazal benzeri 1 (BL1), bazal benzeri 2 (BL2), immiinomodiilator
(IM), mezenkimal, mezenkimal kok benzeri (MSL) ve luminal androjen reseptor alt
tipleridir. BL1 meme kanserleri genellikle klinik ve patolojik olarak invaziv duktal
karsinom NST olarak ortaya cikar ve yiiksek Ki67 indekslerine sahiptir. Bu kanser
tiplerinin ekspresyon profilinde, hiicre dongiisii ve Deoksiribo Niikleik Asit (DNA)
replikasyonu ile iliskili genlerden olan bazal sitokeratin genlerinin (KRT5 dahil)

ekspresyonu arttigi tanimlanmigtir. BL2 tiimorleri invaziv duktal karsinom NST olarak
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ta ortaya ¢ikar ve ayrica artmig bazal sitokeratin gen ekspresyonu, TP63 ve biiyiime
faktorti sinyallerinin artist (6rn., Epitelyal biiylime faktdrii EGF ve insiilin benzeri

biiyiime faktorii 1 reseptor yollaklar) ile iliskilidir (Fragomeni ve ark. 2018).

2.2. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, bir hiicrenin genomunu cogalttig1, biiytidiigii ve iki hiicreye
boliindiigii olaylar dizisidir (Poon 2016). Okaryotik hiicre dongiisiiniin genel 6zellikleri
mayadan insana kadar korunmus bir diizenleyici ag ile kontrol edilir (Bertoli ve ark.
2013). Okaryotlarda hiicre béliinme dongiisii dort ayr faz igerir: Aralik 1 (G1), Sentez
(S), Aralik 2 (G2) ve Mitoz (M). ilk interfaz olarak bilinen G1 fazi1 sirasinda hiicre,
DNA replikasyonu ve biiyime igin gerekli proteinleri sentezler (Mens ve Ghanbari
2018). Bu asamadaki hiicreler DNA replikasyonuna baslamadan GO adi verilen bir
dinlenme durumuna girebilir. GO'daki hiicreler, insan viicudundaki ¢ogalmayan veya
bliyiimeyen hiicrelerin biiyiikk bir kismini olusturur. (Vermeulenve ark. 2003) DNA
replikasyonu ise S fazi siirecinde gergeklesir ve bu fazi DNA biitiinligiiniin kontrol
edildigi ikinci interfaz olarak bilinen G2 faz1 takip eder (Mens ve Ghanbari 2018 ). Son
olarak, mitoz (M) fazinda, kardes kromatitler ayrilir ve yeni olusan yavru hiicrelere
dagitilir. Hiicre dongiisii asamalarinda gegmeyen fakat iki yeni hiicrenin olusumu igin
Oonem arz eden sitokinez ile de iki yavru hiicrenin arasinda zar olusumu gercekleserek
hiicrenin boliinmesi tamamlanmig olur. Hiicre dongiisii boyunca ilerleme farkli kontrol
noktalarinda kontrol edilir. Ana kontrol noktalar1 S fazina (G1 — S kontrol noktas1) ve
mitoza (G2 — M kontrol noktasi) ve anafaza ilerlemeyi kontrol eden noktalardir (Sekil
2-3) (Harashima ve ark. 2013).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda hiicre dongiisiiniin evrimsel olarak da korunan
ana kontrol mekanizmasinin sikline bagl kinazlar (CDK'lar) adi verilen bir protein
kinaz ailesi oldugu belirtilmistir. Diger protein kinazlar gibi CDKlar da Adonezin
trifosfattan (ATP) tiiretilen fosfat gruplarinin protein substratlarina kovalent
baglanmasini katalize eder. Bu fosforilasyon, substratin enzimatik aktivitesinde veya
diger proteinlerle etkilesimlerinde degisikliklere neden olur. CDK aktiviteleri, hiicre
dongiisii boyunca artar veya diiser. Bu artis ve diistisler, hiicre dongiisii bilesenlerinin
fosforilasyonunda dogrudan degisikliklere yol acarak dongii olaylarinin baslatilmasina
neden olur. Ornegin, S fazinin baslangicinda CDK aktivitesindeki bir artis, DNA

sentezini baglatan proteinlerin fosforilasyonuna neden olur. CDKlar, siklin ad1 verilen
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diizenleyici proteinlere baglanarak aktive edilir (Barnum ve O’Connell 2014; Poon
2016)

2.2.1. Siklin Aileleri ve Siklin Bagimh Kinazlar

Siklin / CDK kompleksleri, hiicre dongiistinlin farkli fazlar1 sirasinda olusurlar.
Bir dizi farkli hedef proteininin fosforilasyonunda yer alirlar. Siklinler esas olarak artis
zamanina ve hiicre dongiisiinde islevlerine dayanarak dort smifa ayrilabilir. Bu
smiflardan ti¢ii- G1 / S siklinleri, S siklinleri ve M siklinleri- hiicre déngiisii olaylarinin
kontroliine dogrudan katilirlar. Dordiincii sinif olan G1 siklinleri, hiicre dis1 faktorlere
yanit olarak hiicre dongiisii girisinin kontroliine katkida bulunur. G1 / S siklinleri hiicre
dongiisii sirasinda salinir, geg Gl'de yiikselir ve erken S fazinda azalir. (Giacinti ve
Giordano 2006) Siklin D/CDKA4, siklin D/CDKG® ve siklin E/CDK2 kompleksleri sirayla
Rb proteinini ve E2F proteinlerinin aktivasyonuna ve E2F'ye yanit veren genlerin
ekspresyonuna yol agar. G1 fazinda bu siklinler aktifken, Siklin A/CDK2 ve CDK1
yoluyla G1 fazindan, S faz gegisini diizenlenmis olur ve siklin A/CDK2, siklin B/CDK2
ve siklin B/CDK1 , G2/M gegisini diizenlenir. Sekil 2-2’de ayrintili gosterilmistir
(Bornfeldt 2003; Lim ve Kaldis, 2013).

gﬁcre I AQ,
ongiisii W\
G 1) S =M
N -
Rb '
Cdk4/cycD cycE  Cdk2/cycA PP2A/ i
Cdk2/cycE cycA  Cdk1/cycB B55a !
Cdk1
TK
Rb Cdc6 cycB
B & Oret Cenpf
B > E I—} p PP g CBP
[Transkripsiyon

Sekil 2-2: Hiicre dongiisii kontrol noktalar: ve Siklin Diizenlenmesi

(Lim ve kaldis, 2013)
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CDK aktivasyonu, CDK'nin bir siklin diizenleyici alt birim ile iligkisine
baglhdir. (Bornfeldt 2003) CDK aktivitesi, CDK'ya veya Siklin/CDK kompleksine
baglanan CDK inhibitorleri (CKI) olarak adlandirilan hiicre dongiisi inhibitor
proteinleri ile dengelenebilir. INK4 ailesi ve Siklin bagimli-CDK inhibitér ailesi, CDK
ile etkilesime giren protein (Cip / Kip) ailesi olmak iizere iki ayr1 CDK inhibitorii ailesi
kesfedilmistir. INK4 ailesi, G1 CDK'sin1 (CDK4 ve CDKG6) 6zellikle inaktive eden p15
(INK4b), pl6 (INK4a), pl8 (INK4c), pl9 (INK4d) igerir. Bu CKI, siklin
baglanmasindan 6nce CDK enzimi ile kararli kompleksler olusturarak siklin D ile
iliskiyi 6nler. Ikinci inhibitér ailesi, Cip / Kip ailesi, p21 (Waf1, Cipl), p27 (Cip2), p57
(Kip2) igerir. Bu inhibitoérler CDK-siklin komplekslerini inaktive eder. G1 Siklin/CDK
komplekslerini ve daha az bir 6lgiide Siklin B/CDK1 komplekslerini inhibe ederler. p21
ayrica Prolifere hiicre niikleer antijene (PCNA) baglanarak DNA sentezini inhibe eder.
CKI hem i¢ hem de dis sinyallerle diizenlenir: p21 ifadesi, pS3 tiimdr baskilayici geni
tarafindan kontrol edilir. P21 gen promotoru, p53 baglama bdlgesi igerir ve bu sekilde
kontrol gergeklesmis olur. Sirasiyla pl5 ve p27'nin ekspresyonu ve aktivasyonu,
biiylime faktoriiniin (TGF-y) transforme edilmesine yanit olarak artarak biiyiimenin
durdurulmasma katkida bulunur. Farkli hiicre dongiisii diizenleyici proteinlerinin
hiicrenin igerisinde bulundugu lokalizasyon ile de hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde
rol oynar. Ornegin Siklin B, niikleer dislama sinyali icerir ve profazin baslangicina
kadar ¢ekirdekten aktif olarak ihrag¢ edilir. CDK etkisizlestiren kinazlar Weel ve Mytl,
sirasiyla, ¢ekirdek ve Golgi kompleksinde bulunur ve hiicreyi erken mitozdan korur. 14-
3-3 protein grubu, farkli proteinlerin hiicre i¢inde lokalizasyonu diizenler. Ornegin
interfazda, CDK aktive edici kinaz, Cdc25, 14-3-3 proteinleri ile etkilesim yoluyla
sitoplazmada tutulur. DNA hasarini takiben sitoplazmada CDKZ1-siklin B kompleksinin

salinimina da 14-3-3 protein aracilik eder (Vermeulen ve ark. 2003).

2.2.2. Kontrol Noktalar:
G1 kontrol noktasi: DNA’da hasar olup olmadig: kontrol edilerek hasarin olmasi

durumunda dongiiyti durdurur.

G2 konrol noktasi: DNA replikasyonundaki hatalari kontrol eder. Olmamasi

durumunda dongili devam eder yoksa hiicrenin G2 fazinda kalmasini saglar.


https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/01.RES.0000061765.06145.10
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M kontrol noktasi: Mitoz sirasinda mitotik ig iplik¢iklerin {izerindeki kromozom
dagilimini kontrol eder. Dagilimda hata olmasi durumunda dongiiyli durdurur. (Giines,

2013 p284)

DNA hasarina yanit olarak, kontrol noktalart DNA onarimi i¢in zaman saglamak
amaciyla hiicre dongiisiinii durdurur. DNA hasar kontrol noktalari, hiicre S fazina (G1-S
kontrol noktasi) veya DNA replikasyonundan (G2-M kontrol noktasi) sonra
konumlandirilir ve S ve M fazlar1 sirasinda DNA hasar kontrol noktalar1 oldugu goriliir

(Sekil 2-3) (Vermeulen ve ark. 2003).

Sekil 2-3: Hiicre dongiisii kontrol noktalar: ve diizenlenmesi

(Vermeulen ve ark. 2003)
2.2.3. Hiicre Dongiisii Evreleri

2.2.3.1. G1 evresi,

CDK2, CDK4, CDKG6 ve siklin D’nin aktif oldugu G1 evresinde belirtilen R
noktas1 (Restriction Point) S evresine gegiste ¢ok Onemlidir. Bu noktadan gecis
disaridan gelen biiyiime faktorleri ve uyaranlar sayesinde gerceklesir. Yeterli uyaranin
bulunmadig1 durumlarda hiicre G1 evresinden GO olarak adlandirilan bekleme evresine
gecer. Uygun uyaranlar geldiginde ise G0’dan hiicreler G1’e gegerek R noktasini da

gecip hiicre dongiisiine devam eder. Yapilan caligmalar R noktasindan 6nce yeterli
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besin bulunmayan ortamlarda hiicrelerin GO benzeri bir duruma girdigi, R'den sonra
benzer durumla karsilasan hiicrelerin ise etkilenmeyerek mitoza devam ettigini

gostermektedir (Pardee 1974). (Vermeulen ve ark. 2003). (Giines, 2013 p283).

Gl’den S fazina gegisi engelleyen 3 alt birimden olusan Retinoblastoma (Rb)
proteini, hipofosforile olarak aktive oldugunda Elegasyon Faktor 2 E2F adi verilen S
fazina gecisi saglayan bir transkripsiyon faktoriine baglanir. Bu sayede transkripsiyon
faktoriiniin baglandig1 geni aktive etmesini ve sonugta transkripsiyonun gergeklesmesini
engellemektedir. Ancak CDK4/siklin D kompleksi G1 evresindeki R noktasinin
gecilmesi i¢in Rb’yi fosforilleyip E2F’den ayrilmasina sebep olarak, E2F’nin hedef
geninin transkripsiyonunun baslamasini saglamaktadir. CDK4/siklin D ile baslatilan Rb
proteininin hiperfosforile hali CDK2/Siklin E ve CDK2/Siklin A kompleksleri ile
korunur. Siklin D'den farkli olarak, siklin E ve siklin A'nin ekspresyonu hiicre dist
sinyallerden bagimsizdir. (Dick ve Rubin 2013; Barnum ve O’Connell 2014; (Giines,
2013 pp 289-290). Rb proteini ve geninde olusan degisiklikler pek ¢ok kanser tipi ile
iligskilendirilmistir. Biiyiime faktorii gibi faktorlerin olmamasi durumu Siklin D’nin
miktarin1 azalmasina ve boylece G1 fazindan gegisin gergeklesmesine engel olur. G1/S
sirasinda Siklin E/CDK2 kompleksi CKI olan p27'yi fosforile ederek ubiquitin—
proteazom bagimli yolak ile bozunmasini indiikler (Hinds ve ark. 1992; Montagnoli ve
ark. 1999). NPAT (ATM lokusuna eslenen niikleer protein), CDK2-siklin E ile birlesir
ve ayn1 zamanda fosforile edilir. NPAT'in protein seviyesinin G1 / S simnirinda zirve
yaptig1 ve S faz girisinde rol oynadigi1 o6nerilmektedir. (Gao ve ark. 2003) CDK2-siklin
E, histon H1'i fosforile eder ve bu aktivitenin DNA replikasyonu sirasinda gereken
kromozom yogunlasmasi i¢in 6nemli oldugu diisiintilmektedir. Histon H1 ayrica CDK1-
siklin B i¢in de bir substrattir. Siklin A'ya bagl kinazlar, DNA polimeraz alfa primazin
fosforilasyonu ile DNA replikasyonunun baglatilmasini diizenler. CDK substratlari
arasinda ayrica CDK'nin kendi diizenleyicileri Weel ve Cdc25 ve dogru mitoz icin
gerekli olan niikleer lamineler, mikrotiibiiller ve vimentin gibi hiicre iskelet proteinleri

bulunur (Vermeulen ve ark. 2003).

G1 / S kontrol noktasinda, DNA hasar1 ile indiiklenen hiicre dongiisiiniin
durmasi ise p53'e baglidir. Genellikle p53'iin hiicresel seviyesi diisiiktlir, ancak DNA
hasar1 p53 aktivitesinin hizli indiiklenmesine yol agabilir. P53 proteini p21, Mdm2 ve

Bax dahil farkli genlerin transkripsiyonunu uyarir. Bir CKI olan P21, hasar gormiis
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DNA'nin replikasyonunu dnleyerek CDKlar1 inhibe eder ve bu yolla hiicre dongiisiinii
durdurmus olur. Mdm2 p53'in diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar: hem p53
transkripsiyonel bolgesine baglanarak inhibe eder hemde p53'in ubikitinasyonunu
kolaylastirarak proteolitik degradasyonuna katkida bulunur. Ayrica diizenleyici
proteinlerin baglanmasiyla p53 ubikitinasyonunu modiile edebilir: ARF-INK4 lokusu
tarafindan kodlanan pl19 (ARF) proteini, Mdm2'ye baglanarak Mdm?2 aracili p53
proteolizini onler. Ciddi sekilde hasar gormiis hiicrelerde ise, p53 apoptotik
sinyalizasyonda yer alan genleri (6rn. Bax, Fas ve oksidatif stres yollarinda yer alan
genler) aktive ederek hiicre dlimiinii indiiklemektedir (Vermeulen ve ark. 2003). Bu

diizenlemenin belirli kisimlar1 sekil 2-4’te gosterildigi gibi semalastiriimistir.
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Sekil 2-4 Hiicre dongiisii regiilasyonunda bazi temel adimlarin sematik bir goriiniimii

2.2.3.2. S Evresi

DNA replikasyonu, replikasyon orijini olarak adlandirilan spesifik bolgelerde
baslamaktadir. (Barnum ve O’Connell 2014). Bu orjinler ile S faz1 DNA hasar1 kontrol
noktasinin mekanizmalarinin iliskisi tam olarak anlasilamamistir, ancak DNA

replikasyonunda hasar oldugunda hem baslama hem de uzama fazlarinin baskilandigini
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gosteren c¢aligmalar mevcuttur. S fazi kontrol noktasi sirasinda S fazi durmasinm
indiiklemek i¢cin ATM aracili Nijmegen kirilma sendromu 1 (NBS1) fosforilasyonunun

gerekli olduguna dair kanitlar vardir (Lim ve ark. 2000; Vermulen ve ark. 2003).

2.2.3.3. G2

G2 sirasinda DNA hasar1 meydana geldiginde, p53 varliginda veya yoklugunda
hiicre dongiisiiniin durmasi mitoza giris, inhibitor fosforilasyon yoluyla CDK1'in inhibe
edilmis formda tutulmasi veya ¢ekirdek disinda CDKI-siklin B kompleksinin
bilesenlerinin sekestrasyonu yoluyla onlenir. ATM'ye bagimli bir sekilde DNA hasari
sirasinda aktive edilen ve Cdc25'i fosforile eden kinazlar Kontrol Noktas1 Kinaz Protein
1 ve 2 (Chkl ve Chk2) Cdc25'in fosforilasyonu aktivitesini inhibe eder ve ¢ekirdegin
disina dizerek 14-3-3 proteinlerine baglanmasini destekler. Bu sekilde p53, CDK1-
siklin B'yi ve mitotik girisi aktive etmesini onlenmesi ve CDK iizerinde inhibit6r
fosforilasyonlarin indiiklenmesinin yani sira G2'nin diizenlenmesinde de rol oynayabilir.
G2 / M kontrol noktasi. P53'tin DNA hasarina bagh artisi, G1 / S kontrol noktasinda
oldugu gibi, p21 ve 14-3-3 sigmanin (14-3-3 o) artan transkripsiyonuyla sonuglanir.
Siklin B'nin 14-3-3 c'ya artmig baglanmasi, onu aktif olarak ¢ekirdekten dislar. p53
ayrica Gadd45'in (biiyiime durmasi ve DNA hasari ile indiiklenebilir gen) uyarilmasiyla
CDK1-siklin B1 komplekslerinin ayrilmasina aracilik eder (Hermeking ve ark. 1997;
Taylor ve Stark 2001). Mitotik kontrol noktasi {izerinde kromozomlarin yanlis
hizalanmasinin tespit edilmesini saglar ve metafazdaki hiicre dongiisiinii durdurur.
Baglangicta tomurcuklanan mayada, son zamanlarda, memeli ig kontrol noktasi ile
iligkili birka¢ protein tanimlanmistir. Mitotik tutuklama eksikligi (Mad) ve benomil
(Bub) proteinleri tarafindan inhibe edilmeyen tomurcuklanma, mikrotiibiil baglanma
kusurlari meydana geldiginde aktive olur ve anafaz destekleyici kompleksin (APC)
Cdc20 alt birimini inhibe ederek metafaz-anafaz gec¢isinin 6nlenmesine neden olur.
(Vermeulen ve ark. 2003)

2.3. Apoptoz

Cok hiicreli bir organizmanin hiicreleri, olduk¢a organize bir toplulugun
tiyeleridir. Bu topluluktaki hiicre sayis1 sadece hiicre boliinme hizini1 kontrol ederek
degil, ayn1 zamanda hiicre 6liim oranini da kontrol ederek siki bir sekilde diizenlenir.
Hicreler artik gerekli degilse, hiicre i¢i 6lim programini aktive ederek intihar ederler.

Bu nedenle programlanmais hiicre 6liimii olarak tanimlanan bu siire¢ daha yaygin olarak
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apoptoz olarak adlandirilmaktadir. (Molecular Biology of the Cell, 4th edition) Apoptoz
terimi ilk kez 1972’de Kerri ve arkadaslar tarafindan “hayvan hiicre popiilasyonlarinin
diizenlenmesinde mitoz i¢in tamamlayic1 ancak zit bir rol oynadig1 goriilen, simdiye
kadar ¢ok az taninan kontrollii hiicre delesyonu mekanizmasi” olarak tanimlamustir.
Ayrica morfolojik 6zellikleri, aktif, dogal olarak programlanmis bir siire¢ oldugu ve
hem fizyolojik hem de patolojik cesitli ¢cevresel uyaranlar tarafindan baslatilabilecegi

veya engellenebilecegini gostermislerdir. (Kerr ve ark. 1972)

Hiicrelerin gelisim sirasinda o6liime maruz olabilecegi gozlemi ilk olarak
1920'lerde yapilmustir. Izole edilmis hiicreler veya en kiigiik hiicre kiimeleri normal
gelisim sirasinda hiicre 6liimiine maruz kalmaktadir. Olen bu hiicrelerin morfolojisinin
nekrotik hiicrelerde (6rnegin, yaralanmaya maruz kalan hiicreler) gozlenenden belirgin
sekilde farkli oldugu bulunmustur. Embriyonik gelisim sirasinda hiicre 6limi
gerceklesen hiicreler nekrozda goriildiigii gibi yirtilma yerine kiigiiliir; hiicre gekirdegi,
pyknosis (Yunan pykno'dan, kalin, kompakt veya yogun anlamina gelir) ve sonucta
parga olarak adlandirdig: sekilde yogunlasir. Olmekte olan hiicrelerin bu tiir bilesenleri,
diger hiicreler tarafindan fagositoz icin sitoplazmik membranla kapatilmis vezikiiller
halinde paketlenir. Buna karsilik, yaralanma ve iltihaplanma sirasinda ortaya ¢ikabilen
nekrozda, genellikle daha genis doku alanlar etkilenir; hiicreler siser, plazma zar1 ve
niikleer zarf yirtilmasi sonucu hiicre icerigi dokiiliir. (Voss ve Strasser 2020) Sekil 2-

5’te bu karsilastirilma verilmistir.

Karakteristik 6zellik Normal Hiicre Apoptotik Hiicre Nekrotik Hiicre
Hiicre Sekli Fonksiyona gore farklidir Yuvarlak ve kiiciilmiis Yuvarlak ve sismis
Kromatin Yapisi Okromatin ve heterokromatinler ~ Kondense ve fragmanlara ince ve organizasyonu

belirgin halde ayrilmis bulunmayan
Hiicre Zar1 Bozulmamis Bozulmamis, apoptotik k_esgleri gozlemlenir Parcalanmis
Cekirdek Zan Bozulmamis Bozulmamis Parcalanmis

Sekil 2-5: Normal hiicre, apoptotik ve nekrotik hiicre karsilastirmasi
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Apoptoz, normal olarak gelisme, yaslanma ve dokulardaki hiicre
popiilasyonlarinin korunmasi sirasinda homeostatik bir mekanizma olarak ortaya ¢ikar.
(Norbury ve Hickson 2001). Embriyogenez ve diizenli doku homeostazi disinda, ¢ok
hiicreli organizmalar viral olarak enfekte olmus veya genetik olarak zarar gormiis
hiicreler gibi potansiyel olarak tehlikeli hiicreleri yok etmek i¢in apoptozu kullanirlar.
Hem mitokondriyal hem sitoplazmik homeostaz hem de genomik DNA biitiinliigii
siirekli olarak izlenir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller, bir hiicrenin 6lmesi veya
yasamasi gerekip gerekmedigini belirlemek igin birlestirilir. Mitokondri, elektron
tasima zincirindeki b—c1 kompleksi (kompleks I11) ve Sitokrom oksidaz (kompleks 1V)
arasindaki elektron tasima sistemi ve ATP fireten sitokrom c (cyt c¢) salinimini

diizenleyerek bu izleme sisteminde énemli bir rol oynar. (Ozoren ve El-Deiry 2003)

2.3.1. Apoptozdaki Morfolojik Degisiklikler

Apoptotik hiicre dliimiiniin hem ¢ekirdekle ilgili hem de sitoplazma ile ilgili
morfolojik degisiklikleri hiicre tiirleri arasinda belirgin sekilde benzerdir. Genellikle
hiicre oliimiiniin baglatilmasindan son hiicresel pargalanmaya kadar birka¢ saat
gereklidir. Bununla birlikte, gecen siire hiicre tipine, uyarana ve apoptotik yola baglhdir.
Cekirdekteki apoptozun morfolojik ayirt edici 6zellikleri, hiicrenin seklinin yuvarlak
hale dogru gelmesi, hiicresel hacimde azalma (pyknosis) ve psoédopodlarin geri
cekilmesi ile birlikte kromatin yogusmasi ve niikleer parcalanmadir. Kromatin
yogunlagmast niikleer zarin ¢evresinde baslar ve hilal veya halka benzeri bir yapi
olusturur. Kromatin, ¢ekirdek zar1 parcalanana kadar daha da yogunlasir. Plazma zar1 bu
stire¢ boyunca bozulmaz. Apoptozun sonraki asamasinda morfolojik 6zelliklerden
bazilar1 plazma zarinin tomurcuklanmasi, sitoplazmik organellerin modifikasyonu ve
membran biitiinliigiiniin kaybidir. Genellikle fagositik hiicreler apoptotik cisimler
olusmadan once apoptotik hiicreleri sarar. Apoptozun 1972 yilinda hiicre biyolojisi
tarithinde ¢ok gec kesfedilmis olmasinin ve apoptotik cisimlerin ancak 6zel kosullar
altinda in vitro olarak goriilmesinin nedeni budur. Apoptotik hiicrelerin kalintilar1 yapay
hiicre kiiltiirii ortaminda oldugu gibi fagositoz siirecine girmediklerinde “ikincil nekroz”

olarak adlandirilan nekroza benzeyen bozulmaya ugrarlar (Wong 2011)
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2.3.2. Apoptozdaki Biyokimyasal Degisiklikler
Genis 6l¢iide, apoptozda ii¢ ana tip biyokimyasal degisiklik gézlemlenebilir:

1) Kaspazlarin aktivasyonu,
2) DNA ve protein dagilimi
3) Membran degisiklikleri ve fagositik hiicreler tarafindan taninma (Wong 2011)

Apoptozun baslarinda, hiicre zarinin dis katmanlarinda -normal kosullarda ig
katmanda yer alan fosfatidilserin (PS) bulunur. Bu fosfolipidin hiicre membraninin dis
yilizeyinde konumlanmas1 6lii hiicrelerin makrofajlar tarafindan erken taninmasina ve
pro-enflamatuar hiicresel bilesenlerin salinmasi olmaksizin fagositoz ile sonuglanmasini
saglar. Bunu DNA'nin karakteristik bir sekilde 50 ila 300 kilobaz ciftlik parcalara
ayrilmasi izler. Daha sonrasinda endoniikleazlar tarafindan DNA’nin 180-200 baz
cifti katlarinda boliinmesi gergeklesir. Bu 6zellik apoptozun 6zelligi olmasina ragmen,
agaroz jel elektroforezdeki tipik DNA parcalanmasi nekrotik hiicrelerde de

goriilebildiginden ayirt edici olarak kabul edilmemektedir (Wong 2011).

Apoptozun bir diger 6zel 6zelligi, kaspaz adli sistein proteaz ailesine ait bir grup
enzimin aktivasyonudur (Wong 2011). Kaspazlar, memelilerde apoptoz veya
inflamasyonda yer alan substratlari pargalayan hiicre i¢i proteazlardir. Neredeyse tiim
kaspazlar zimojen formda bulunurlar ve gesitli adaptor proteinleriyle etkilesimlerine
aracilik eden bir N-terminal alani sayesinde oligomerizasyonla aktif forma gecerler
(Martinon ve ark. 2004). Aktif kaspazlar bir¢cok hayati hiicresel proteini ayirir ve
niikleer iskeleti ve hiicresel iskeleti pargalar. Ayrica niikleer DNA'y1 daha da bozan
DNaz enzimini aktive ederler. Biyokimyasal degisiklikler kismen apoptozdaki
morfolojik degisikliklerin bir kismini agiklasa da apoptozun oligoniikleozmal DNA
par¢alanmasi olmadan ortaya cikabilecegi ve kaspazdan bagimsiz olabilecegi igin,
apoptozun tanimlanmasinda DNA parcalanmasi veya kaspaz aktivasyonunun
biyokimyasal analizlerinin kullanilmas1 6nerilmemektedir. Apoptozun tespitinde bir¢ok
biyokimyasal tahlil ve deney kullanilmis olsa da Nomenklatiir Hiicre Oliimii Komitesi
(NCCD), hiicre oliimii yontemlerinin siniflandirilmasinin tamamen morfolojik kriterlere
dayanmas1 gerektigini, ¢iinkii ultra yapisal degisiklikler ile biyokimyasal hiicre 6limi

ozellikleri arasinda net bir esdegerlik olmadigini 6ne stirmiistiir (Wong 2011).
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2.3.3. Apoptozun Mekanizmasi

Apoptozun mekanizmalarinin anlasilmasi apoptoz siirecindeki degisikliklerden
kaynaklanan hastaliklarin, bozukluklarin patogenezinin anlasilmasi igin elzemdir. Daha
da 6nemlisi, belirli apoptotik genleri veya yollar1 hedef alan ilaglarin gelistirilmesi ile

tedaviye yardimci olabilir.

Kaspazlar, hem baslatict hem de Oldiriicii olduklar1 i¢in apoptoz
mekanizmasinin merkezindedir. Kaspazlarin aktive edilebilecegi ii¢ yol vardir. Yaygin
olarak tanimlanan iki baslangi¢ yolu, apoptozun igsel (veya mitokondriyal) ve dissal
(veya Olim reseptorii) yollaridir. Her iki yol da sonunda ortak bir yola veya apoptozun
yiiriitme asamasinin baslamasina yol acar. Ugiincii az bilinen bir diger baslangic yolu

ise i¢gsel endoplazmik retikulum yoludur (Wong 2011).

2.3.4. Apoptozun Diizenlenmesi

2.3.4.1. Distan Gelen Uyaranlarin Tetikledigi Apoptoz

Apoptozu baglatan digsal sinyal yollari, transmembran reseptor aracili
etkilesimleri igerir. Bunlar, timor nekroz faktorii (TNF) reseptdr gen siiper ailesinin
tiyeleri olan 6liim reseptorlerini icermektedir (Locksley ve ark. 2001). TNF reseptor
ailesinin tyeleri, sisteinden zengin benzer hiicre dis1 alanlar1 paylasir ve “6liim alan1”
olarak adlandirilan DD seklinde gosterilen yaklasik 80 amino asitlik bir sitoplazmik
alana sahiptir (Ashkenazi ve Dixit, 1998). Bu o6liim alani, 6liim sinyalinin hiicre
ylizeyinden hiicre i¢i sinyal yollarina iletilmesinde kritik bir rol oynar. Bugiine kadar, en
iyi karakterize edilmis ligandlar ve karsilik gelen 6lim reseptorleri, FasL/FasR, TNF-
a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5'i olarak tanimlanmistir (EImore
2007).

Oliim reseptor sinyalinin en dnemlisi Fas iligkili DD (FADD veya MORT1) ve
TNFR-iliskili DD (TRADD) olarak bilinen proteinlerdir. FADD ve TRADD adaptor
proteinlerdir. Bu, kendilerinin herhangi bir enzimatik islev uygulamadiklari, bunun
yerine sinyal ve efektor proteinleri arasinda bir koprii olusturduklarini ifade eder. Bir
Olim reseptoriiniin FADD veya TRADD'yi DD'sini etkilemesine bagl olarak, iki
smiftan birine kategorize edilebilir: CD95, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 capraz baglantisi
FADD’nin , TRADD, TNF-RI ve DR3'e etki etmektedir. Oliim reseptorlerinin FADD-
bagimli smifi birincil sinyal ¢ikislart olarak apoptoza neden olurken, TRADD

baglayicilari oncelikle immiin stimiilator, proinflamatuar sinyalizasyona neden olur.
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Apoptosis physiology and pathology kitabi (Death Domain—Containing Receptors —
Decisions between Suicide and Fire 3. boliim)

Apoptozun digsal fazin1 tanimlayan olaylar dizisi en iyi sekilde FasL/FasR ve
TNF-o/TNFR1 modelleri ile Kkarakterize edilir. Bu modellerde, reseptorlerin
kiimelenmesi ve homolog trimerik ligand ile baglanma yer alir. Ligandin reseptore
baglanmasinin ardindan reseptdriin Olim alanlarma sitoplazmik adaptdr proteinler
toplanir. Fas ligandinin Fas reseptoriine baglanmasi, adaptér protein FADD'nin
baglanmasiyla, TNF ligandinin TNF reseptoriine baglanmasi ise adaptér protein
TRADD'nin FADD ve RIP baglanmastyla sonuglanir FADD daha sonra 6liim efektor
alaninin dimerizasyonu yoluyla prokaspaz-8 ile birlesir. Bu noktada, prokaspaz-8'in oto-
katalitik aktivasyonu ile sonuglanan, 6liimii indiikleyen bir sinyal kompleksi (DISC)
olusur (Elmore 2007). Kaspaz-8 ve Kaspaz-10 bu DISC ile aktive edilir. Aktive olan
kaspaz 8 ve 10, yiiriitiicii kaspazlar olan kaspaz-3, Kaspaz-6 ve Kaspaz-7’yi aktive eder.
Cellat kaspazlar olarak belirtilen bu kaspazlar aktive oldugunda, hiicre liimiine yol
acan proteinlerin iiretimi ve hiicre iskeletinin yikimi baslar. Ayrica kaspaz-8, BCL-2
Etkilesim Domainini (BID) pargalayip mitokondriden sitokrom C salinimini saglar ve

intrinsik yolda aktive olmus olur (Celepli ve ark. 2020).

Kaspaz-8 etkinlestirildiginde, apoptozun devam asamasi tetiklenir. Oliim
reseptorii aracili apoptoz, c-FLIP adi verilen ve FADD ve kaspaz-8'e baglanarak onlari
etkisiz hale getirecek bir protein tarafindan inhibe edilebilir. Potansiyel apoptoz
diizenlemesinin bir baska noktasi, kaspaz-8 isleminin inhibisyonu yoluyla T
hiicrelerinde Fas kaynakli apoptozu bloke ettigi gosterilen Toso adli bir proteini igerir.
(Elmore 2007; Galluzi ve ark. 2018).

Oliim reseptérii sinyali ayrica NF-xB aktivasyonuna yol agabilir. TNFR1 dahil
bazi 6liim reseptorlerinin Kazpaz-8 aktivasyonu iizerinde NF-xB aktivasyonunu tesvik

etme yetenegi bulunmaktadir (Galluzi ve ark. 2018).

2.3.4.2. I¢sel Mitokondriyal Apoptoz

Hiicre i¢inde igsel (intrinsik) yol araciligi ile baslatilir. Onarillamaz genetik
hasar, hipoksi, son derece yiiksek sitozolik Ca®" konsantrasyonlar1 ve siddetli oksidatif
stres gibi i¢ uyaranlar, i¢sel mitokondriyal yolun baslatilmasinin bazi tetikleyicileridir
(Wong 2011). Tim bu uyaranlar, mitokondriyal gecirgenlik gecis gozeneginin

acilmasi, mitokondriyal transmembran potansiyelinin kaybi ve i¢ mitokondriyal zarda
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degisikliklere neden olur, bu da pro-apoptotik proteinlerin iki ana grubunun zarlar arasi
bosluktan serbest birakilmasina sebep olur. Birinci grup sitokrom ¢, Smac/DIABLO ve

serin proteaz HtrA2/Omi'den olusur. Elmore 2007).

Kaspaz-9, sitokrom C, APAF-1, ve ATP birleserck apoptozomu olusturur.
Apoptozom’un olusmasi ile birlikte Kaspaz 9 aktive olur ve kaspaz kaskadi baslar.
Mitokondriyal gecisin kontrolii BCL-2 ailesinin proapoptotik ve anti-apoptotik

proteinleri tarafindan diizenlenir. (Celepli ve ark. 2020)

Proapoptotik proteinlerin ikinci grubu, Apoptoz Indiikleyici Faktdr (AIF),
endoniikleaz G ve CAD, apoptoz sirasinda mitokondriden salinir. Ancak bu siireg
hiicrenin 6lmeye karar vermesinden sonra meydana gelen geg bir olaydir. AIF ¢ekirdege
yer degistirir ve DNA'nin ~50-300 kilo baz ¢iftlik pargalara boliinmesine ve periferik
niikleer kromatinin yogunlasmasina neden olur. Bu erken niikleer yogusma formuna
“evre I” yogusma denir. Endoniikleaz G ayrica, oligoniikleozomal DNA fragmanlari
tiretmek i¢in niikleer kromatini parcaladigi ¢ekirdege de yer degistirtir. AIF ve
endoniikleaz G'nin her ikisi de kaspazdan bagimsiz bir sekilde islev goriir. CAD daha
sonra mitokondriden salinir ve kaspaz-3 tarafindan boliinerek oligoniikleozomal DNA
parcalanmasina ve daha belirgin ve gelismis bir kromatin yogunlagsmasina yol agtigi
cekirdege gecer. Bu daha belirgin kromatin yogunlasmasi, "evre 11" yogunlasma olarak

adlandirtlir. (Elmore 2007).

Igsel apoptoz icin kritik adim olan geri déndiiriilemez mitokondriyal dis
membran gegirgenligi degisimi kontrolii ve diizenlenmesi BCL2, apoptoz regiilatorii
(BCL2) protein ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri tarafindan kontrol
edilir. Her BCL-2 proteini homolojisi alanlar1 paylasan kisimlar (BH1, BH2, BH3 ve
BH4) igermektedir. Timor baskilayici protein  p53, Bcl-2 protein ailesinin
diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir. Bcl-2 protein ailesi, mitokondriyal membran
gecirgenligini yonetir ve pro-apoptotik veya anti-apoptotik olabilir. Bugiine kadar Bcl-2
ailesinde toplam 25 gen tanimlanmistir. Anti-apoptotik proteinler arasinda en 6nemlileri
Bcl-2, Bel-x, Bel-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG'yi yer alirken proapoptotik proteinlerden
Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve Blk gosterilebilir. Bu proteinler, hiicrenin
apoptoza gidip gitmeyecegini veya islemi iptal edip etmedigini belirleyebildikleri igin

0zel bir 6neme sahiptir. Bcl-2 protein ailesinin ana etki mekanizmasinin, mitokondriyal
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membran gecirgenliginin degistirilmesi yoluyla mitokondriden sitokrom c¢ saliniminin

diizenlenmesi oldugu onerilmektedir (Galluzi ve ark. 2018; Celepli ve ark. 2020).

Bad ayrica Bcl-Xl veya Bcl-2 ile heterodimerleserek, koruyucu etkilerini
notralize edebilir ve hiicre 6limiinii tesvik edebilir. Sitokrom C'nin mitokondriden
salimmasii engelledikleri belirtilmistir. Bcl-2 ve Bcl-XL'nin, 06ncelikle kaspaz
proteazlariin aktivasyonunu kontrol ederek apoptotik 6limii engelledigi gosterilmistir
(Newmeyer ve digerleri, 2000). Bcl-2 veya Bcl-XI'den birinin asir1 ekspresyonunun
digerini asag1 regiile edecegine dair kanitlar vardir, bu mekanizma iki protein arasinda

karsilikli bir diizenleme oldugunu géstermektedir. (ElImore 2007).

Puma ve Noxa, Bcl2 ailesinin ayni zamanda pro-apoptoza dahil olan iki
iiyesidir. Puma, p53 aracili apoptozda énemli bir rol oynar. In vitro olarak, Puma'nin
asirt  ekspresyonuna, artan BAX ekspresyonu, BAX konformasyonel degisikligi,
mitokondriye translokasyon, sitokrom ¢ salinimi ve mitokondriyal membran
potansiyelinde azalmanin eslik ettigi gosterilmistir (Liu ve ark. 2003). Noxa ayrica p53
ile indiiklenen apoptozun aday bir aracisidir. Calismalar, bu proteinin mitokondriye
yerlesebilecegini ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleriyle etkilesime girerek kaspaz-9'un
aktivasyonu ile sonuglandigini gostermektedir (Oda ve ark. 2000). Hem Puma hem de
Noxa, p53 tarafindan indiiklendiginden, genotoksik hasar veya onkogen aktivasyonu ile
ortaya ¢ikan apoptoza aracilik edebilirler. Myc onkoproteinin ayrica hem p53'e bagimli
hem de bagimsiz mekanizmalar yoluyla apoptozu gii¢lendirdigi bildirilmistir (Meyer ve

ark. 2006; Elmore 2007). Son bilgilere gore sekil 2-6’da i¢ ve dis yol belirtilmistir.
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Qb5

Sekil 2-6: Apoptozun i¢ ve dis yolag:

(Bertheloot ve ark. 2021)

2.3.4.3. Ortak Yol

Dissal ve igsel yollarin her ikisi de, apoptozun son yolu olarak kabul edilen
ylirlitme asamasi noktasinda sona erer. Apoptozun bu asamasini baslatan yiiriitiicli gii¢
kaspazlarinin aktivasyonudur (Elmore 2007). I¢ yol i¢in ana aktif kazpaz Kaspaz 9 iken
digsal yolunki Kaspaz 8'dir. (Wong 2011).

Yiritiicti (Cellat) kaspaz olarak adlandirilan kazpazlar niikleer materyali bozan
sitoplazmik endoniikleaz1 ve niikleer ve hiicre iskeleti proteinlerini bozan proteazlari
aktive eder. Kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7, efektor veya "yiirlitiicii" kaspazlar olarak
islev goriir, sitokeratinler, Poli Adp-Riboz Polimeraz (PARP), plazma membrani hiicre
iskeleti proteini alfa fodrin, niikleer protein NuMA ve digerleri dahil olmak iizere ¢esitli
substratlar1

parcalayarak sonugta morfolojik ve apoptotik hiicrelerde goriilen

biyokimyasal degisikliklere sebep olurlar.

Kaspaz-3, efektor (cellat) kaspazlarin en 6nemlisi olarak kabul edilir ve baslatici
kaspazlardan herhangi biri (kaspaz-8, kaspaz-9 veya kaspaz-10) tarafindan aktive

edilebilir. Kaspaz-3, endoniikleaz CAD'yi spesifik olarak aktive eder. Cogalan
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hiicrelerde CAD, inhibitorii ICAD ile kompleks olusturur. Apoptotik hiicrelerde, aktive
edilmis kaspaz-3, CAD'yi serbest birakmak i¢in ICAD'yi bolerek inaktiflestirir. Serbest
kalan CAD daha sonra ¢ekirdek igindeki kromozomal DNA'y1 bozarak kromatin
yogunlagmasina neden olur. Kaspaz-3 ayrica hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini
ve hiicrenin apoptotik cisimlere par¢alanmasini indiikler (EImore2007; (Galluzi ve ark.
2018)

Aktin baglayic1 bir protein olan Gelsolin, aktive edilmis kaspaz-3'iin temel
substratlarindan biri olarak tanimlanmistir. (Elmore 2007) Gelsolin tipik olarak aktin
polimerizasyonu icin bir ¢ekirdek gorevi gorerek ve ayrica aktin organizasyonu ve
sinyal iletimini baglayarak fosfatidilinositol bifosfati baglar. Kaspaz-3, gelsolin'i ve
boliinmiis gelsolin fragmanlarini, sirayla, aktin filamentlerini kalsiyumdan bagimsiz bir
sekilde parcalayacaktir. Bu, hiicre iskeleti, hiicre i¢i tasima, hiicre boliinmesi ve sinyal

iletiminin bozulmasina neden olur (EImore 2007).

Apoptotik hiicrelerin fagositik alimi, apoptozun son bilesenidir. Fosfolipid
asimetrisi ve fosfatidilserinin apoptotik hiicrelerin ve bunlarin pargalarinin yiizeyinde
digsallagsmasi bu fazin ayirt edici 6zelligidir. Apoptoz sirasinda hiicrenin dis kismina
fosfatidilserin  translokasyonunun mekanizmas1 iyi anlagilmamasina ragmen,
aminofosfolipid translokaz aktivitesinin kaybi ve gesitli simiflardaki fosfolipidlerin
spesifik olmayan flip-flop'u ile iliskilendirilmistir. Arastirmalar, FAS, kaspaz-8 ve
kaspaz-3'in, oksidatif olarak stresli eritrositlerde fosfatidilserin disa donmesinin
diizenlenmesinde rol oynadigini, ancak kaspazdan bagimsiz da gergeklestigi de

bildirilmistir. (Elmore 2007)

Apoptotik hiicrelerin dis membraninda fosfotidilserinin goriinimii daha sonra
inflamatuar olmayan fagositik tanimay1 kolaylagtirarak erken alim ve atilmalarina izin
verir (Fadok ve digerleri, 2001). Hiicresel bilesenlerin salinimi olmadan bu erken

taninma esas olarak higbir inflamatuar yanitla sonuglanmaz. (Elmore 2007)

2.3.4.4. Kaspaz Mekanizmasi

Kaspazlar, substratlarindaki aspartik asit kalintilarina 6zgiilliigi olan sistein
aspartik proteazlardi. Kaspazlar iki ana grupta incelenmektedir. Birincisi, baslatici
kaspazlar (kaspaz 2, kaspaz 8, Kaspaz 9 ve Kaspaz 10) ve apoptozun yikiminm
gerceklestiren cellat kaspazlar (kaspaz 3, kaspaz 6 ve Kaspaz 7 (Celepli ve ark. 2020).

Cogu proteolitik enzimde oldugu gibi, kaspazlar genellikle sinirli proteoliz ile aktive
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edilen latent formlar (zimojenler) olarak bulunurlar ve yolakta en altta islev yapan

kaspazlar yukaridakiler tarafindan aktive edilirler (Salvesen ve Riedl 2008).

Kaspaz zimojenlerinin, onlar1 diger proteazlarin ¢ogundan ayiran olagandisi
Ozellikleri aktive olmalaridir. Diger proteazlarin ¢ogundan farkli olarak, kaspaz
zimojenlerinde bulunan igsel proteolitik bir aktivasyon mevcuttur. In vitro olarak,
apikal kaspaz zimojenleri, kendi kendine birlesme (dimerizasyon) ve proteolitik isleme
yoluyla efektor kaspazlari, aktif hale getirilebilirler. Bu farkli aktivasyon, in vivo olarak

kaspaz aktivitesi olusturan siire¢lerin merkezinde yer almaktadir (Celepli ve ark. 2020).

Cellat kaspazlar olan; kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’ nin aktive olmasiyla
DNA fragmantasyonu, endoniikleaz aktivasyonu, niikleer proteinlerin yok edilmesi,

fagositik hiicre ligand ekspresyonu ve apoptotik cisimlerin olusumunu gerceklestirir

(Dagdeviren, 2021)

2.3.5. Apoptoz ve Karsinogenez

1970'lerin baslarinda Kerr ve arkadaslar1 apoptozu potansiyel olarak kotii huylu
hiicrelerin yok edilmesi, hiperplazi ve tiimor ilerlemesi ile iliskilendirilmistir [8]. Bu
nedenle, azalmis apoptoz veya apoptoza karsi diren¢ karsinogenezde hayati bir rol
oynar. Kot huylu bir hiicrenin apoptozdan kagmasi veya apoptoz direncinde azalma
elde etmesinin birgok yolu vardir. Genel olarak, apoptozdan kaginmanin meydana
geldigi mekanizmalar asagidaki gibi olabilir: 1) pro-apoptotik ve anti-apoptotik
proteinlerin dengesini bozmak, 2) azaltilmis kaspaz fonksiyonu ve 3) bozulmus 6liim
reseptori sinyali. Bir¢ok proteinin hiicrede pro-veya anti-apoptotik aktivite uyguladigi
bildirilmistir. Hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan parametre bu pro-
ve anti-apoptotik proteinlerin miktar1 degil de oranidir. Ayrica, bazi genlerin asir1 veya
az ekspresyozunun (dolayisiyla ortaya ¢ikan diizenleyici proteinlerin) kanser
hiicrelerinde apoptoz azaltilarak kansinogeneze katkida bulundugu bulunmustur (Wong

2011).

2.4. Oleuropein’den Zengin Zeytin Yaprag: Ekstrakti

Botanik olarak Olea europaea olarak bilinen zeytin agaci, Oleaceae ailesine
aittir, diinyanin sicak 1liman bdlgelerine &zgiidiir. Ekiminin Suriye, Liibnan, Urdiin,
Filistin ve Israil'i iceren bélgede basladigina inanilmaktadir. Tarihi kanitlara gére MO

7000-5000 yilindan itibaren zeytin ve zeytinyagi gibi hasat iiriinleri tliketilmektedir.
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Zeytin yapragi lrlinleri eski c¢aglardan beri tibbi Ozellikleri i¢in iiretilip
kullanilmaktadir. Son yillarda, bu iriinler saglikli bir diyetin 6nemli bilesenleri olarak
kabul edilmistir. Faydali etkilerinin, zeytinyagimin ve zeytin meyvesinin fenolik
bilesenleri ve yag asidi profilinden kaynaklandigi belirtilmistir. Epidemiyolojik
calismalar, zeytinyagiin tiiketiminin koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ve kanser

riskini dnemli 6l¢iide azalttigini belirtilmistir (Shamshoum ve ark 2017).

Zeytin yapragi 0zii koyu kahverengi renkli ve tadi aci bir sividir. Zeytin yapragi
0zii geleneksel olarak bitkisel takviye olarak Kullanilmustir, ¢iinkii enerji seviyelerini
artirmak, kan basincini diisiirmek ve kardiyovaskiiler sistemi ve bagisiklik sistemini
desteklemek gibi faydali 6zelliklere sahip polifenolik bilesikler icerir (Borjan ve ark.
2020)

Zeytin orneklerinde tespit edilen ana biyofenoller, hidroksitirosol (HT), tirozol
ve onlarin sekoiridoit tlirevleri (oleuropein, oleuropein aglikon ve elenolik asit
dialdehitleri), verbaskosit, lignanslar ve flavonoidler bulunur. Zeytin biyofenollerinin
kimyast konusundaki raporlarin ¢ogunlugu, antioksidanlar olarak islev gorme
yetenekleriyle ilgilidir, ancak diger biyoaktiviteler, lipitlere, proteinlere,
karbonhidratlara ve niikleik asitlere baglanmay1 igerir. Farmakolojik ¢alismalarin
cogunlugu sadece dort bilesik HT, tirozol, oleuropein ve verbaskoside odaklanmustir.
(Obied ve ark. 2012). Oleuropein bitkinin tiim bilesenlerinde bulunur, ancak zeytin ve

yapraklarda daha yiiksek seviyelerde birikir. (Shamshoum ve ark 2017)

Zeytin yaprak ekstraktlar dikkate deger bir anti-timor, anti-enflamatuar, anti-
viral, antitrombotik, anti-mikrobiyal, hipokolesterolemik ve cildi 1siktan koruyucu
ozellikleri bulundugu gostermistir. Ek olarak, Zeytin yaprak ekstraktinin ana polifenolii
olan oleuropeinin, tek basina oleuropin'e gore geleneksel kemoterapotik yaklagimlarla
birlikte uygulanmada sitotoksik aktiviteyi arttirmak i¢in daha etkili oldugu belirtilmistir.
(Benot-Domingue ve ark. 2021). Son raporlar ise, Oleuropein'in de zeytin yapragi gibi
kardiyo-koruyucu, noroprotektif, anti-enflamatuar, antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteler gibi bircok farmakolojik 6zellik oldugunu gostermistir (Cao ve ark 2017).
Oleuropeinden zengin zeytin yapragi ekstraktinin melanoma, kolorektal ve meme
kanseri gibi ¢esitli kat1 tiimorlerin yiiksek glikoliptik aktivitesini azaltabildigini, ayni
zamanda kronik miyeloid 16semi hiicrelerinin de bu dogal {iriiniin ¢ok ¢esitli malignite

icin geleneksel tedavi ile birlikte olast bir kullanimini Onerdigini gostermislerdir
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(Ruzzolini ve ark. 2020). Oleuropein, Elenolik Asit ve HT’nin bir esteridir ve
Oleaceae'nin Secoiridoid glukozitleri igin ortak olan bir oleosidik iskeleti vardir (Sekil
2-7) (Nediani ve ark 2019). Oleo europaea L.'deki Oleuropein biyosentezi karmasiktir
ve heniiz iyi anlasilmamistir. Karbon iskeleti mevalyonik asitten tiiretilmistir

(Shamshoum, ve ark. 2017).

Hidroksitirozol

Elonoik Asit

Oleuropein

Sekil 2-7: Oleuropein yapi iskeleti

(Nediani ve ark. 2019)

2.4.1. Antikanser Etkileri

Redoks dengesi hiicre biiyiimesinde, aktivasyonunda ve 6liimiinde 6nemli bir rol
oynar. Oksidatif strese verilen hiicresel yanitlar mitokondri ve endoplazmik
retikulumdaki degisiklikleri icerir ve bu degisiklikler apoptozdan nekroza kadar pek gok
sekilde hiicre Oliimiine yol agar (Ortona ve ark., 2008) Biyofenoller, apoptozu
indiikleyerek veya ¢esitli mekanizmalarla hiicre boliinmesini  inhibe ederek
karsinogenezin farkli asamalarinda hiicre biiylimesini dogrudan kontrol edebilir

(Fishbein, 2012 p. 195-242). Naturel sizma zeytinyagi bakimindan zengin bir diyetin
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tiiketimi, solunum yolu, iist gastrointestinal, meme ve kolorektal kanserler de dahil
olmak tizere birka¢ neoplazm riskinin azalmasiyla iligkilendirilmistir. HT ve
Oleuropein, Zeytin yagmin antikanser aktivite arastirmalarinin ana odak noktasidir.
UV-B maruziyeti sonrasi naturel sizma zeytinyaginin topikal uygulamasi fare cilt
timorlerini etkili bir sekilde azalttigi ve bu etkinin epidermisteki DNA'nin oksidatif
hasarinin azalmasindan kaynaklanmis alabilecegi belirtilmistir. Sizma zeytin yagi kolon
karsinogenezinin (baslama, yayilma ve metastaz) in vitro birka¢ asamasini inhibe
edebildigi ayrica insan diseti malign hiicre hatt1 HSG1 de naturel sizma zeytinyagi
biyofenollerine karsi duyarli oldugu flizerine g¢alismalar bulunmaktadir. HER2-asir1
eksprese eden meme karsinom hiicrelerinde zeytinyagi biyofenolleri, HER2 proteininin
proteozomal bozulmasini tesvik ederek ve diyet Kkarbonhidratlarinin yaga
doniistiiriilmesinde rol oynayan énemli bir enzim olan yag asidi sintaz enzimi FASN'm
ekspresyonunu azaltarak HER2 gen aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (Fishbein,
2012 p. 195-242).

Cesitli IC50 dozlarinda Oleuropein tedavisinin ardindan in vitro MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinin proliferasyonunun zamana baghi bir sekilde azaldigim
kesfedilmistir (Liman ve ark. 2017). MCF-7 ile subkutan olarak enjekte edilen ve
yiyeceklerinde Oleuropein verilen fareler tizerinde yapilan ¢alismalarda, peri pulmoner
ve parankimal akciger metastazi baskiladigi ortaya koyulmustur (Sepportaa ve ark.
2014). Oleuropeinin, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda aktif NF-KB’yi
baskiladigi, bu etkinin, oleuropeinin NF-KB aktivasyon kaskadinin bilesenleri olan
serin/treonin kinaz (Akt) ve Ib ekspresyonunu azaltarak yaptigi diisiiniilmektedir (Liu
ve ark. 2019). TCAM-2 ve SEM-1 seminoma hiicrelerinde yapilan bir baska ¢alismada
da yine NF-kB yolunu inhibe ederek anti-proliferatif etki gosterdigi ve hiicre gogiinii
onemli Ol¢iide azalttigi belirtilmistir (Bossio ve ark. 2022). Oleuropein muamelesinin
SKBR3 ve MCF7 hiicrelerinde azalmis hiicre canliligi ve apoptozun artis1 ile
sonuglandigi ve Her2 yiiksek ekspresyonu olan SKBR3 hiicrelerinin Her2 negatif MCF-
7 hiicrelerinden 5 kat daha duyarli oldugu belirlenmistir. Ayn1 grubun ¢aligmalarinda
oleuropein ile birlikte kullanilan Transtuzumab antikanser ilacinin etkinliginin 50 kat
daha arttig1 belirlenmistir (Menendez ve ark. 2007;2008). Oleuropeinin SKBR3 ve
MCF-7/HER2 meme kanseri hiicre hatlarinda FASN seviyelerini bastirdigi (Menendez
ve ark. 2008), MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliligmin azalttigi, hiicre ¢ogalmasini

engelledigi, apoptoz indiikledigi ve bu etkileri sayesinde de GO / G1 fazinda hiicre
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sayisini arttirdigi belirtilmistir (Han ve ark 2009). Baska bir ¢alismada ise MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinin oleuropein'e maruz kalmasi, E2 kaynaklt ERK1/2 aktivasyonunun
inhibisyonu ile iliskili olarak proliferasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir (Sirianni ve
ark. 2010). Oleuropeinin ER negatif MDA-MB-231 ve MCF-7 meme Kkanseri
hiicrelerinin bir tiimor baskilayici gen olan p21'in upregulasyonu, aktif kaspaz-3
seviyesinin artigi, proapoptotik Bax proteini seviyelerinin yiikselmesi ve antiapoptoz
Bcl-2 ve survivin proteinlerinin seviyelerinin azalmasi ile iliskilendirilerek hiicre
dongiisiiniin durmasi sayesinde hiicre ¢ogalmasinin énemli 6l¢iide inhibisyonuna etkisi
oldugu belirtilmistir (Elami ve ark 2013). Benzer bir ¢alismada ise MCF-7 hiicrelerinde
oleuropeinin p53 ve Bax artisina ve Bcl-2 yi azaltarak apoptozu arttirdigi (Hassan ve
ark. 2014) MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde ise kanser hiicrelerinin farkli
dokulara metastazinda rol oynayan Matris Metalloproteinazlar1 (MMP) azalttirken,
metalloproteinazlarin (TIMPS) doku inhibitorlerini arttirdigi belirtilmistir (Hassan ve
ark. 2012; Liman ve ark. 2017). U251 ve A172 insan glioblastoma hiicre hatlarinda
oleuropein uygulanmast MMP ekspresyonunun azaldigi belirtilmistir (Liu ve ark. 2016).
SKBR3 (ER negatif ve GPER pozitif) hiicrelerinde Bax, PARP1, Kaspaz 3- 9, P21, P53
miktarinin ve ERK1/2 yollaginin aktivasyonun arttig1 ayrica Bcl-2 ve Siklin D1in ise
azaldig1 tespit edilmistir (Chimento ve ark. 2014) Kolon kanser hiicre hattt olan HT29
ve SW620 hiicrelerinde oleuropeinin proliferasyonu azaltarak apoptozu arttirdigi ve
hiicre dongiisiinde S fazin1 durdurdugu belirlenmistir (Notarnicola ve ark. 2011), benzer
bir ¢alismada ise SW480 ve HT29 hiicrelerinde G2-M siklusunda durdurdugu ve yine
hiicre ¢ogalmasini azaltarak apoptozu arttirdigi belirtilmistir (Fernandez-Arroyo ve ark.
2012). Bir baska ¢alismada ise HT29 hiicrelerinde hiicre dongiisiinde S fazinda durdugu
ve p53 artis1 ve HIF-1alfa azalmasi belirlenmistir (Cardeno ve ark. 2013).

Karaciger kanser hiicre hatlarinda HCC, HepG2 ve Huh7 hiicrelerinde hiicre
canliligin ve ¢ogalmanin azaldig1 ve apoptozun arttig1, Kaspaz 3, 8 ve 9 un, PARP, Bax
ve hiicre i¢i Serbest oksijen radikal (ROS) seviyesinin arttigt ve Bcl-2 p-Akt’nin
(fosforillenmis Akt) azaldigi belirlenmistir (Yan ve ark. 2015). HepG2 hiicre hattinda
kemoteropatik cisplatin ile birlikte olueropein kullaniminda MMP  azalmasi
gozlemlenmis ve bu tedavinin metastazi azaltma i¢in kombin olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir (Sherif ve Al-Gayyar 2018).



51

Prostat ve pankreas kanseri hiicre hatlarinda canlilik azaldig1 (Acquaviva ve ark.

2012; Goldsmith ve ark. 2015), tiroid kanser hiicrelerinde ¢cogalmanin azaldigi H202

kaynakli Rosun azaldigi (Bulotta ve ark. 2013), osteosarkoma hiicre

hatlarinda

sitotoksisitenin arttig1 belirlenmistir (Morana ve ark. 2016). Losemi hiicre hattt HL60da

canliligin azaldigi, apoptoz ve DNA fragmantasyonun arttigi (Anter ve ark. 2011),

noroblastoma hiicre hattinda ¢ogalmanin azaldigi ve apoptozun arttig1 belirlenmistir

(Secme ve ark. 2016). Sekil 2-8’de oleuropeinin hiicre igerisindeki etkilerin bir kismi1

belirtilmistir.
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Sekil 2-8: Oleuropeinin apoptoz yolag iizerine etkileri

2.5. Karnosik Asitten Zengin Biberiye Ekstrakti
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Karnosik asit ilk olarak Salvia officinalis L. Linde tarafindan kesfedilmis, daha

sonra ise Wenkert ve ark. Rosmarinus officinalis L. yapraklarinda karnosik asitin ¢ok

daha yiiksek seviyelerde bulundugu belirtmistir (Birtic 2015). Tiirk¢e kusdili, hasalban

ve akpiiren gibi farkli isimlerle anilan biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

Nane Ailesi
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Lamiaceae'nin (ballibabaligiller) ailesinin bir iiyesidir. Akdeniz bolgesine 6zgii olan bu
bitki mutfakta kullaniminin yanmi sira tibbi kullanim alanina da sahiptir. Biberiye
ekstrakti ana polifenoller, diterpenler karnosik asit (KA) ve rosmarinik asit (RA) igerir
(Moore ve ark. 2016; Begum ve ark. 2013). Akdeniz bitkilerinin, diisiik su mevcudiyeti,
yiiksek 151k, sicaklik dalgalanmalar1 ve besin yoksunlugu dahil olmak iizere pek ¢ok
cevresel stres kosullarina maruz kalmaktadir. Bu tiir stresler, antioksidan savunmalar ile
ROS miktar1 arasindaki dengesizlige neden olabilir, bu da oksidatif strese neden olur.
Baz1 bitkiler bu oksidatif stresi azaltmak i¢in yiiksek antioksidan 6zellikleri gosteren
karnosik aside sahiptir (Birti¢, ve ark. 2015). KA ve RA’nin gii¢lii antikanser etkileri
bilinmektedir. Biberiye ekstraktinin daha onceki ¢alismalar sonucunda antioksidan,
anti-enflamatuvar, antikanser ve antidiyabetik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (
Baron ve ark 2021).

2.5.1. Anti Kanser Etkisi

Antikanser aktivitesinin tespiti i¢in yapilan ilk arastirmalarda Karnosik asit yer
alir. Karnosik asit, 16semik hiicrelerde nekrotik hiicre 6liimii olmadan apoptoz ile hiicre
olimiine ve antiproliferatif etkiye sebep oldugu belirtilmistir. Karnosik asitin antikanser
etkilerini gii¢lendirmek i¢in D vitamini ve retinoik asit metabolitleri gibi diger dogal
antikanser bilesiklerle sinerjik olarak is birligi yapabilecegi de gosterilmistir. Bununla
birlikte hem onkolojik hiicrelerde hem de diger alanlarinda yapilan g¢alismalarda,
karnosik asitin birgok hastaliginin tedavisinde yararli olabilecegi belirtilmistir (Bahria
ve ark. 2016).

Caco-2, HT29 ve LoVo hiicre hatlarinda karnosik asitin apoptozu indiikledigi,
hiicre gogtinii ve proteolitik enzim aktivitelerini azalttig: belirtilmis ve bilyiik olasilikla
COX-2 mRNA ekspresyonunun azalmasiyla Caco-2 hiicre biiylimesini inhibe ettigi 6ne
stiriilmiistiir. Biitiin hiicrelerin sonuglarinda ise karnosik asitin hiicre proliferasyonu ve
apoptoz yollarinda yer alan farkli hedefleri modiile edebilecegi sonucu ortaya
konulmustur. Bu bulgular karnosik asitin kolorektal kanser ilerlemesine karsi
kemopreventif ve/veya kemoterapotik ajan olarak hizmet edebilecegini gostermektedir
(Barni ve ark 2012). Karnosik asitin CaCo-2 (Colorectal adenocarcinoma) hiicrelerinde
H202 iliskili oksidatif kaynakli DNA hasarin1 ve goriiniir 151k kaynakli oksidatif hasari
azaltarak uzun ve kisa siireli antioksidan etkisi ile hiicre kolonilesmesini azalttigin

(Slamenova ve ark 2002), SW480 (Colorectal adenocarcinoma) hiicre hattinda ise


https://cdnsciencepub.com/doi/10.1139/apnm-2020-0014?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%20%200pubmed#con1
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hiicre boliinmesini azalttigini (Yi ve Wetzstein 2011), SW480 ve HT29 hiicre hatlarinin
ikisi ile yapilan ¢aligmada ise hiicre ¢ogalmasinin SW480 hiicre hattinda HT29a oranla

daha fazla azaldigini ve hiicre dongiisiinii durdugu belirlenmistir (Valdés ve ark. 2013) .

SW620 ve DLD-1 kolorektal adenokarsinom hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada
f 5-fluorouracil (5-FU) ile birlikte kullanilan biberiye ekstraktinin bu ajan ile sinerjik
etki gosterdigi belirtilmistir. 5-FU'nin ana etki mekanizmasi, Deoksitimidin mono
fosfatin DTMP sentezi i¢in gerekli olan timidilat sentetaz enziminin (TMS'lerin)
inhibisyonu tizerinden gergeklesmektedir. Bununla birlikte, 5-FU direngi timidin kinaz
enzimi (TK1) tarafindan kazanilabilmekte ve tedavide sonu¢ alinamaya sebep
olmaktadir. Biberiye ekstrakti ile kullanilan 5-FU'nin hem diren¢ bulunmayan
hiicrelerde hem de direngli hiicrelerde etkisinin artabilecegini gostermistir. Bu
calismada ikisi birlikte PARP kesilmesinin arttirdigi, hiicre ¢ogalmasini azalttigi ve
apoptozu arttirirken transformasyonu disiirdiigli belirtilmistir. (Gonzalez-Vallinas ve

ark. 2013).

Yine ayn1 grubun ayni hiicre hatlar ile yapilan farkli bir ¢alismasinda biberiye
ekstraktinin PARP kesilmesini ve Glukozaminil N-Asetil Transferaz 3 (GCNT3) artisi
ve miR-15b gen ekspresyonunu azaltarak hiicre canliligini disiirdigi belirtilmistir

(Gonzalez-Vallinas ve ark. 2014).

CA ile tedavi edilen insan kolon kanseri HCT116 hiicrelerinin canliliginda bir
azalma gosterilmistir. ROS firetimi, pS3 ve Bax indiiksiyonu, kaspaz 3-9 aktivasyonu,
PARP boliinmesi ve STAT3 sinyal yolu inhibisyonu yoluyla HCT116 hiicreleri
apoptozunu tetikledigi belirtilmistir (Kim ve ark. 2016). Ayrica yine ayni hiicre hattinda
yapilan iki calisma ise hiicre ¢ogalmasinda azalma, hiicre dongiisiinde duraklama ve
apoptoz artis1 belirlenmistir (Ibanez ve ark 2012; Dilas ve ark. 2012). Dekstran sodyum
stilfat ile indiiklenen bir fare kolit modelinde ve azoksimethanin neden oldugu kolon
kanseri modelinde karnosik asidin etkisini test edilmis. Tedavi edilmeyen hayvanlarla
karsilastirildiginda, CA ile tedavi edilen fareler kolon tiimoérlerinin sayisinda bir azalma
ve dolasimdaki leptin, adiponektin, insiilin ve insiilin benzeri biiylime faktorii 1
konsantrasyonlarinda bir azalma gostermistir. Ayrica kolondaki leptin ve insiilin
reseptorleri, fosforilasyonlu Akt ve ERK, Bcl-xL ve siklinD1 proteininin ekspresyonlari

CA tedavisi ile zayifladigi belirtilmistir (Bahria ve ark. 2016).



54

Biberiyeden izole edilmis karnosik asitin HepG2 hiicrelerinde otofajik hiicre
Oliimiine 6nemli ol¢iide neden oldugu belirtilmistir. Karnosik asit tedavisinin otofajik
vakuollerin olusumuna neden oldugu, PI3K veya PTEN f{izerinde herhangi bir etkisi
olmadan fosforillenmis Akt ve mTOR seviyelerini azalttigi ve en 6nemlisi, AKT'nin
asir1 ekspresyonu ile Akt/mTOR yolunun inhibisyonu yoluyla otofajik hiicre 6liimiinii
tetikledigi gosterilmistir (Gao ve ark. 2015). Buna karsilik bir bagka ¢aligmada karnosik
asitin HepG2 hiicrelerinin hiicre canliligin1 azalttigini, hizli bir kaspaz-3 aktivasyonu ve
Akt'in devre dis1 birakilmasi esliginde PARP proteolitik boliinmesine neden oldugunu
gosterilmistir (Xiang ve ark. 2015). Bu ayni hiicre tipindeki iki farkli sonucun ¢evresel
faktorler besiyeri icerikleri gibi farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiincesini ortaya

atilmasina sebep olmustur (Bahria ve ark. 2016).

Apoptozu inhibe ettigi iyi bilinen PI3 kinaz / Akt yolu aktivasyonunun CA
uygulanan insan kolon kanseri HT-29 hiicrelerinde otofajiyi de inhibe edebilecegini
gostermistir. Ek olarak, mTOR/Akt sinyal yolu, 6liimle iligkili protein kinaz (DAPK) ve
p53 aktivasyonunun her iki isleme de katildig1 agiklanmistir. Cesitli ¢alismalar, iki tiir
ATG'nin Bcl-2 ailesi proteinleri ile etkilesime girebilecegini, FADD ve kaspazlarin
aktivasyonuna neden olabilecegini gostermektedir (Sekil 2-9) (Maria-Simona ve ark.
2017)

B
T = Caspase
LMJ activation
- Bcl2
: \\)“:Za p—
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HepG2 cell death

Sekil 2-9: Karnosik asitin apoptoz yollagindaki ektilerinden bazilar

(Maria-Simona ve ark. 2017)
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Biberiye ekstraktinin uygulandigt MIA-PaCa-2 ve PANC-1 pankreatik
karsinoma hiicre hatlarinda PARP kesilmesinin arttigi ve hiicre canlilik oraninin
distiigii belirlenmis. MCF-7, MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda canliligin
azaldigi ve bir baska calismada ise SK-BR-3(HER2+) UACC-812 (HER2+) T-
47D(ER+) MCF-7(ER+) MDA-MB-231 hiicre hatlarinda yapilan c¢alismada
kemoterapik ajanlarin hiicre canliliginda {izerinde yapmis oldugu azalmay: arttirdig:
apoptozu arttirdig1 ve hiicre transformasyonunu azalttig1 belirtilmistir. Biberiye ekstrakti
uygulanmis HeLA hiicrelerinde proliferasyonu azalttigi, SK-OV3 ve HO-8910
hiicrelerinde ise canlilig1 azalttigt A2780 ve A2780CP70 (sisplatine direngli) hiicre
proliferasyonun azaldigi ayrica sisplatine olan direncin azaldigi belirtilirken, apoptozun
arttig1 apoptotik genlerin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin durdugu belirtilmistir.
Prostat ve mesane kanseri hiicre hatlarinda da benzer etkilerden bahsedilmistir. Hep-3B
Bel-7402 ve HepG2 gibi hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlarinda hiicre canliliginin
azaldigi NCI-H82 hiicre hattinda canliligi A549 hiicre hattinda, p-Akt, p-mTOR’un
azaldigi PARP kesilmesinin artis1 ile hiicre ¢ogalmasinda ve hayatta kalma oraninda
azalma godzlemlenirken apoptozda artma belirtilmistir. In vivo ¢aligmalarda ise RE
uygulanan farelerde tiimor biiyiikliigiinde, sayisinda azalma ve hacminde diisiis, yasam
stiresinde artis gozlemlenmistir. CA uygulamalari1 da biberiye ekstrati uygulamalari ile

ayn1 yonde etki etmistir. (Moore ve ark. 2016)

2.6. Salisilik Asit

Salisilik asit (SA), birgok patojene direng olusturmak i¢in gerekli olan bir ana
bitki hormonudur (Ding ve Ding 2020). Salisilik asit, orto pozisyonunda hidroksi grubu
olan benzoik asit olan mono hidroksibenzoik asittir. Beyaz sogiit yapraklardan ve
kabugundan elde edilir. Antienfektif, antifungal ajan, keratolitik ilag, L-askorbat
peroksidaz inhibitoriidiir. Hem bir bitki metaboliti iken hem alg metaboliti hem de bir
bitki hormonu olarak rol oynar. Salisilatin konjuge asididir (Pubchem; National Library
of Medicine. Salisilik Asit)

Bir asir oOnce aktif bir anti-enflamatuar bilesik olarak sogiit kabugu
ekstraktlarinda tantmlanmustir. Aci tadi nedeniyle, kullanim kolaylig1 i¢in salisilik asitin
(2-hidroksibenzoik asit) kimyasal tiirevleri sentezlenmistir. Asetilsalisilik asit(aspirin)
ise bu denemeler sonucunda tanimlanmis olup salisilik asitin aci1 tadini ortadan

kaldirmasina ragmen anti-enflamatuar etkiyi korudugu anlasildiginda 100 yil 6nce insan
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hastaliklarin1 tedavi etmek i¢in siklikla kullanir hale gelmistir Agri, enflamatuar
semptomlar ve atesi hafifletmek icin en yaygm kullanilan ilag olarak da hala
giiniimiizde kullanilmaktadir. Aspirin ayrica miyokard enfarktiisiinii ve iskemik inme
Onlemenin yani sira akut miyokard enfarktiisiinii tedavi etmek icin etkinlik
olusturmustur (Awtry ve Loscalzo 2000). Salisilik asit, arasidonik asidin prostaglandin
ve tromboksanlarin onciillerine doniisiimiinii azaltmak icin siklooksigenaz 1 ve 2’yi
(COX-1 ve COX-2) dogrudan geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder. Salisilat analjezik ve
antienflamatuar aktiviteden dolay1 romatizmal hastaliklarda kullanilmaktadir. Salisilik
asit, akne, sedef hastaligi, nasir, corn, keratoz pilaris ve sigillerin tedavisi i¢in bir¢ok cilt
bakim {riiniiniin 6nemli bir bilesendir. Salisilik asit, epidermisin hiicrelerinin daha
kolay soyulmasini saglar. Cilt hiicreleri tizerindeki etkisi nedeniyle, kepek tedavisinde
kullanilan birka¢ sampuanda salisilik asit kullanilir (Pubchem; National Library of
Medicine. Salisilik Asit). Bitki kaynaklarindan elde edilen salisilatlar, iltihaplanma, ates
ve agri gibi ¢esitli rahatsizliklar tedavi etmek igin yiizyillardir farkl kiiltiirler tarafindan
kullanilmaktadir. Ayrica, son epidemiyolojik ¢aligmalar, aspirin kullaniminin

kanserlerde, ozellikle kolon kanserinde bir azalma ile eslik ettigini gostermektedir

(Kenneth 2000)

Aspirin (asetilsalisilik asit, SA'ya hizla deasetilatlanir) etkili bir primer ve ikincil
kemopreventif ajandir. (Nounu ve ark. 2021) Aspirinin metobolize edilmesi sekil 2-

10°da verilmistir.

Aspirin
Erythrocytes Plasma
90%
Sarn Feno_hk UGT1AG Salisilik Asit (SA) ACsM28 Salisiliiric asit
Glukuronid .

7% 63%

w° CYP2C9

%4

\)6\ 79 49

Salisil asit
glukuronid ' Gentisic Acid

Sekil 2-10: Aspirin metobolizmasi yolu

(Nounu ve ark. 2021)
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Aspirin  ve steroid olmayan antienflamatuar ilaglarin proenflamatuar
prostaglandin E2 sentezini inhibe ettiginin (Vane ve Botting 1981) kesfinden sonra
aspirinin aktif bolgeye yakin (COX-1'in tirozin 385) yakininda bulunan asetilasyon
seriooksijenaz-1 (COX-1) aktivitesini inhibe ettigini ve bu serin kalintisinin
asetilasyonunun, aragidonik erisimini engelledigi gosterilmistir (Kurumbail ve ark.
1996; Mitchell ve ark. 1994 ).Aspirin benzer bir mekanizma ile COX-2'yi inhibe eder
(Mitchell ve ark. 1994). Myokard enfakttiisiindeki toropatik etkisi de Trombosit COX-1
aktivitesinin inhibisyonuna agik¢a baglanmistir (Mitchell ve ark. 1994).

Kardiyoprotektif o6zellikleri iyi belirlenmistir; bununla birlikte, son kanitlar,
kanser oOnleyici ajan olarak da islev yapabilecegini ortaya koymustur. Enzim
aktivitesini, transkripsiyon faktorlerini, hiicresel sinyali ve mitokondriyal fonksiyonlar

etkileyen coklu mekanizmalar Onerilmesine ragmen, arastirmaya acgik bir alandir.

(Alfonso ve ark. 2014)

2.6.1. Antikanser Etkisi

Epidemiyolojik calismalardan elde edilen kanitlar, diizenli aspirin kullanim ile
kanser insidans1 ve mortalitesi arasinda anlamli bir korelasyon oldugunu gdstermistir.
Bu ters korelasyon artik kolon, meme, prostat, akciger ve cilt kanserleri i¢in
kurulmustur. Hayvan ve insan ¢alismalar1 da aspirinin kemopreventif roliinii destekler.
Aspirin  kolorektal kanser hastalarinda anormal kripto odak olusumunu

baskilar (Pubchem; National Library of Medicine. Salisilik Asit).

Insan meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231'de aspirinin timér
baskilayici protein p53'i asetilize ettigini ve hedef genlerinin ekspresyonunu
indiikledigini gosterilmistir. Kanserde Onemli olan, glikolitik yolakta yer alan alti
enzimin aspirin tedavisi tizerine asetillendigi bulunmus. Bunlar aldolaz, GAPDH, PGM,
Enolaz, PKM2, LDH-A ve LDH-B'dir. Bu asetillenmenin islevsellik ile ilgili ¢alismalar1
da yapilmis olup en etkili olarak ise G6PD bulunmustur Guoqgiang ve ark. 2016).
Lactobacillus rhamnosus GG ile kombine uygulandiginda salisilik asitin insan kolon
(HT-29) ve prostat (PC-3) kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik ve canlilik azaltict
etkileri belirlenmistir (Celebioglu 2021). Asprin kullaniminin meme kanseri ile iliskisini
degerlendiren bir metaanalize gore meme kanseri riskinin %9 azaldiginin belirtilmistir

(Cao ve Tan 2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cao%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32957311
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Bir baska calismada ise salisilat ve aspirinin diiz kas hiicresi proliferasyonunun
inhibisyonunu gostermektedir. Salisilat, RB fosforilasyonunu ve sikline bagimli kinaz 2
aktivitesini ve ayrica Siklin A seviyesini baskiladigi ve bununla birlikte, siklin bagiml
kinazlar, p21WAF1 ve P27KIP1'in yan1 sira p53 seviyelerini de arttirdigr belirtilmistir.
Ayrica salisilatin  diiz kas hiicrelerinde NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigini

dogrulamistir (Marra ve ark. 2000).

Insan kolon (HCT 116, HT-29, SW480); meme (MDA-MB-231, MCF7), deri
(SK-MEL-28, SK-MEL-5); akciger (NCI-H226); prostat (PC-3); over (OVCAR-3), ve
fare deri melanoma (B16-F10) hiicrelerinde Salisilik asitin ve asprinin Siklin A2/CDK?2
asag1 regulasyonu belirtilmis ve g¢esitli mRNAlarin seviyelerinde degisiklikler
kesfedilmistir. Bu sayede hiicre dongiisii iizerine etkisi hakkinda fikir edinilmis

olmustur (Dachineni ve ark. 2016)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Kullanilan Cihazlar,

e Spektrofotometre (Thermo Multiskan SPECTRUM),
e Santrifiij (Hettich, rotina 38)

e Inverted Isik mikroskobu (Olympus CKX41),

e Laminar flow kabin

e Hiicre Sayim Cihazi (Beckman Coulter Vi Cell XR)
e CO2 inkiibatorii (Thermo electro corporation)

¢ S1v1 azot tank1 (-196 °C)

¢ -80 °C derin dondurucu

¢ Vorteks (Velp scientifica)

e Sicak su banyosu

e+ 4°C ve -20 °C Buzdolab1 (Bosh)

e Muse Cell analyzer (Merck)

¢ Roche Light Cycler 480

e Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Sarf Malzemesi ve Kitler,

DMEM (GIiBCO), DMEM/F12 (GiBCO), Tripsin/EDTA %0,25 (Gibco), L-
glutamin, Vi-Cell Reagents (Beckman Coulter), PBS tableti (VWR life science), Fetal
Bovin Serum (Biochrome), Penisilin/Streptomisin  (Gibco), Dimetil siilfoksit
(Applichem), Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche), 96 well plates (Sarstedt), 6
well plates (Sarstedt), Hiicre kiltiiri flasklart 75 cm2 ve 25 cm2 (Sarstedt). 5ml, 10ml,
25ml serolojik pipet (Jet Biofil), pipetor, 10,100,1000 ul pipet ucu, mikropipet seti, 15
ml ve 50 ml santrifiij tipi (Jet Biofil), 1,5 ml mikrosantrifiij tipd, cell scraper (Jet
Biofil), Muse ™ Annexin V & Dead Cell Assay Kiti, NucleoGene cDNA Synthesis Kiti,
Exigon RNA izolasyon kiti, BCL2, APAF1, BAX ve CDK2 primerleri, SYBR Green
Master Mix (Biorad)



60

3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Daha 6nce ATCC’den temin edilerek ¢ogaltilan ve siv1 azot icerisinde saklanan
MCF-10A ve MDA MD 231 hiicreleri hizli ¢6ziindiirme yontemiyle ¢éziindiirtiliip %10
FBS, %1 L-glutamin ve %1 Penisilin-Streptomisin i¢eren kendine 6zgii mediumlarin
yer aldig1 flasklara ekilmistir. MDA-MB-231 icin DMEM/F12, MCF-10A igin ise
DMEM/F12 i¢ine ek olarak insiilin, EGF, hidrokortizon, koleratoksin eklenmesi ile
olusan bir media hazirlanmistir (The Brugge Lab; Media Recipes MCF10A Protokolii,
Harvard Universitesi). Ardindan flasklar %5 oraninda CO; iceren 37°C inkiibatdre

kaldirilarak biiylimesi ve ¢ogalmasi saglanmistir.

3.2.2. Hiicrelerin Sayilmasi ve Ekilmesi

Hiicreler yeterli saytya ulastiginda deney asamasina ge¢mek i¢in hiicreler flask
ylizeyinden tripsinizasyon islemiyle kaldirilmistir. Bunun i¢in ilk olarak flasklarin
icerisinde yer alan medium g¢ekilerek flask yilizeyi soguk PBS ile yikanmistir. Daha
sonra 2 ml tripsin eklenerek inkiibatore kaldirilmis ve 5 dk bekletilmistir. Flask
ylizeyinden kalkan hiicreler inverted mikroskopta incelendikten sonra iizerine 4 ml
medium eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Pipet ile tiim flask igindeki soliisyon
toplanarak 15 cm’lik falkonlara toplanmis ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij islemiyle hiicreler dibe ¢oktiikten sonra silipernatant bosaltilarak hiicreler
medium ile diliie edilmis ve sayim islemine gec¢ilmistir. Bu islem sirasinda hiicre
siipernatantindan 100 ul ¢ekilerek hiicre sayim cihazi vialine 400 ul medium eklenmis
ve vial Vi-Cell Otomatik Hiicre Sayim cihazina yiiklenmistir. Vi-Cell Otomatik Hiicre
Sayim cihazi tripan mavisi ile hiicre sayim prensibine dayali bir sayim cihazidir. Cikan
hiicre sayisina gore gerekli dillisyonlar yapilarak hiicreler kuyu basmna 10.000 hiicre

olacak sekilde 96 kuyulu plakalara ekilmistir.
3.2.3. WST-1 ile Sitotoksisite Testi

WST-1 bir tetrazolyum tuzudur. Bu bilesik hiicrelere girerek mitokondriyal
dehidrojenazlarla reaksiyona girer ve suda ¢6ziinen formazan kristali adi verilen sari
renkli bir kristal olusturur. Bu sayede hiicre ne kadar canli ise o kadar giiclii sar1
formazan kristal olusacak, ne kadar 6lii ise formazan kristali olusmamasina bagl olarak
1s1ma yapmayacaktir. Formazan kristali olusumundaki bu degisim mikroplate (Thermo
Multiskan SPECTRUM) okuyucu ile 450 nm de 6l¢iilmiistiir.
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Bunun i¢in bu tez kapsaminda oleuropeince zengin zeytin yapragi ekstresi,
karnosik asitce zengin biberiye ekstresi ve salisilik asit cesitli dozlarda hiicrelere
verilerek sitotoksisitesi belirlenmistir. Tiim maddeler %60 alkolde ¢6ziindiiriilerek 500
ug/ml konsantrasyonunda ana stok ¢ozeltileri olusturulmustur. Ardindan ana stoklar
oleuropein i¢in (0-80 ug/ml), karnosik asit i¢in (0-60ug/ml), ve salisilik asit igin (0-250

ug/ml) dozlarint uygulamak {izere diliie edilmistir.

96 kuyulu plakalara ekilen hiicrelerin plaka yiizeyine tutunmasi i¢in 1 giin
bekletildikten sonra hiicrelere belirlenen dozlarda maddeler uygulanmis ve inkiibatore
kaldirilmistir. Deney 4 tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir. Olgiim yapilmadan
1,5 sa oncesinde hiicrelere WST-1 ajan1 verilmis ve 24, 48 ve 72. saatlerde mikroplate
okuyucu ile 450 nm de 6l¢iim yapilmustir. Olgiim sonucunda Graphpad Prism programi
ile tim maddelerin IC50 degerleri belirlenmistir. IC 50 degerleri belirlenlenen
maddelerden 3 li karisim olusturularak yukarida belirtilen hiicre ekim ve (0,%25, %50,
%75, %100) dozlama islemleri sonrasinda sitotoksisitesi belirlenmis ve karigimin IC50

degeri bulunmustur.
3.2.4. Apoptoz Tayini

Apoptoz tayini Muse ™ Annexin V & Dead Cell Assay kiti kullanilarak Muse
Cell Analyzer cihazinda gerceklestirilmistir. Bunun i¢in tripsinizasyon islemi ile flask
yiizeyinden kaldirilan MDA-MB-231 hiicreleri sayim cihazi ile sayildiktan sonra 6
kuyulu plakalara kuyu basina 250.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin
tutunmasi i¢in 24 sa gegctikten sonra hiicreler 3 tekrarli olacak sekilde 3’lii karisim ile
dozlanmistir. 48 sa sonra hiicreler tripsinize edilerek falkonlarda toplanmis ve PBS’le
yikanan hiicreler en az %1 FBS iceren 1 ml mediumla pipetajlanarak yeniden homojen
hiicre karigim1 elde edilmistir. Ardindan 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 100 ul hiicre
karistmindan  alinip iizerine 100 ul Luminex Annexin V boyast eklenerek
vortekslenmistir. Karanlikta 20 dk. inkiibe edildikten sonra Muse cell Analyzer

cihazinda tiim 6rnekler okutulmustur.
3.2.5. RNA izolasyonu

Tripsinizasyon ile flask yiizeyinden kaldiran MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicreleri Tas flasklara flask basina 3.10° sayida olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler 24 sa
sonra belirlenen doz karisim ile muamele edilmistir. Hiicreler karisim ile muamele

edildikten 48 sa sonra Exiqon RNA izolasyon kit protokoliine uygun olarak RNA izole
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edilmistir. Bunun i¢in flasktan medium uzaklastirilarak PBS ile flask yiizeyi yikanmis
350 uL Lysis Solution flaska eklenmistir. Cell Scraper ile flask tabaninda kalan hiicreler
de kazindiktan sonra lizat, mikrosantrifiij tiipiine transfer edilmistir. Uzerine 200 pL
absolute Ethanol eklenerek 10 saniye vortekslendikten sonra 3,500 x g’den yiiksek
hizda 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolona 400 nL. Wash Solution eklenerek 14.000 x
g’de 1 dakika santrifiij edilmis ve toplama tiipii bosaltilarak yikama islemi tekrar
edilmistir. Kolonlar yeni mikrosantrifiij tiipline alindiktan sonra 50 pL Elution Buffer
eklenerek 200 x g’de 2 dakika santrifiijj edilmis ve kullanilincaya dek -80°C’de

saklanmistir.
3.2.6. RNA Miktarinin Spektrofotometrik Yéntemle Olciilmesi

Orneklerden RNA izole edildikten sonra miktar ve safliklarinin belirlenmesi i¢in
spektrofotometrik 6l¢tim yapan Nanodrop (Thermo Scientific, Nanodrop2000)
cihazinda miktar tayinleri yapilmustir. Olg¢iim igin tiim ornekler buz iizerinde
¢Oziindiriilmiis ve pipetaj islemi sonrasinda her bir drnekten 1 ul cihaza yiiklenmistir.
260 ve 280 nm dalga boyunda o6l¢iilen absorbans degerine gére miktarlar belirlenmis ve
sonuclar ng/ul cinsinden alinmistir. A260/280 ve A260/230 orani 2 ve iistii olan RNA

ornekleri ile ¢alismaya devam edilmistir.
3.2.7. cDNA Cevrimi

-80’°C’de saklanan RNA 0Ornekleri, Nucleogene kiti ile protokole uygun olarak
cDNA’ya cevrilmistir. Bunun i¢cin RNA’lar buz {izerinde c¢oziindiiriildiikten sonra
reaksiyon igerisinde 4 ul NucleoGene cDNA Synthesis kit (5X), ve geriye kalan 16 ul
hacimde degisen oranlarda RNA ve su ile total hacimde 600 ng konsantrasyon olacak
sekilde tiim Ornekler birbirine esitlenmistir. cDNA sentezi i¢in kullanilan bilesenler ve

inkiibasyon siiresine iliskin tablolar sirasi ile tablo 3-1 ve tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-1: cDNA ¢evrimi reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Hacim Final Konsantrasyonu
NucleoGene cDNA Synthesis kit (5X) 4 ul
RNA kalib Degisken

1X 600 ng RNA

DNAase/RNAase free H20 Degisken

Toplam Hacim 20 ul
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Tiim bilesenler yapilan hesaplamalara gore buz ilizerinde 0,2 ul hacimdeki PCR
tiiplerine eklenerek diisiik hizda spinlenmis ve asagida yer alan programda inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon

Tablo 3-2: ¢cDNA cevirimi inkiibasyon kosullari

5 dakika 25°C

30 dakika 42°C

5 dakika 85°C

Inkiibasyonun ardindan olusan cDNA’lar kullamlincaya dek -20°C’de

saklanmustir.

3.2.8. Gerg¢ek Zamanh PCR ile Gen Ekspresyonlarimin Belirlenmesi

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin 3’1t karisim ile muamelesi sonucunda
elde edilen cDNA’ lardan gergek zamanli PCR ile apoptoz ve hiicre dongiisii ile iliskili;
BCL2, APAF1, BAX ve CDK2 genlerinin ekspresyonlarindaki degisimler saptanmuistir.
Flouresan boya olarak SYBR Green Master Mix (Biorad) kullanilmistir. Bu degisimler
Roche Light Cycler 480 cihazi ile belirlenmistir. Reaksiyon dncesinde cDNA’ lar 1/40
(0,75ng/ul) oraninda diliie edilmistir. internal kontrol olarak B2M segilmistir.
Reaksiyonda yer alan bilesenler ve reaksiyon kosullart sirastyla tablo 3-3 ve tablo 3-4’te

yer almaktadir.

Tablo 3-3: Ger¢ek zamanh PCR Reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Hacim
SYBR Green Master (2X) 5ul
Forward ve Revers Primerleri (1 uM) 1 ul
cDNA 4 ul
Total Hacim 10 ul
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Tablo 3-4: Ger¢ek zamanh PCR reaksiyon kosullar:

Denatiirasyon |95 °C 5dk 1 siklus
95 °C 10 sn

Amplifikasyon |60 °C 45 sn 45 siklus
72 °C 25 sn

Sogutma 40 °C 20 sn 1 siklus

Reaksiyon sonunda cihaz Cp degerlerini vermistir. ACp degerine ulagmak icin
hedef genlerin (BCL2, APAF1, BAX ve CDK2) Cp degeri, internal kontrol olarak
belirlenen B2M Cp degerinden sayisal olarak c¢ikarilmugtir. 3°1i karisim uygulanmis
deney grubunun ACp degerinden, madde uygulanmamis kontrol grubunun ACp degeri
cikarilarak AACp degerine ulasilmistir. Ekspresyon degisimleri 224P formiilii ile

hesaplanmis ve kat degisimleri olarak verilmistir.

3.2.9. Istatistiksel veriler ve Analizler
[statistiksel analizler i¢in Graphpad Prism 6.0 progranmi kullanilmistir. WST-1
ve Annexin V- 7AAD analizleri i¢in ¢ift yonlii anova testi uygulanmistir. P degeri

0.05’ten kii¢iik olan degerler anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihg1 WST-1 Deneyi Bulgular:

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda Karnosik Asit ve Oleuropeinden
Zengin Bitki Oziitleri ve Salisilik asit bireysel ve kombine olarak uygulanmustir.
Hiicrelerde oncelikle ayr1 ayri uygulanan 6ziitlerin ve maddenin etkileri WST-1 analizi
ile belirlenmis ve ardindan sonuglar (Graphpad Prism 6 ile) degerlendirilmistir. Her bir
maddenin IC50sine gore hazirlanan 3’lii karisimin etkileri de WST-1 analizi ile

degerlendirilmistir. Tekli ve kombin uygulamalarinin WST-1 analiz bulgulari asagida

belirtilmistir.

4.1.1. Karnosik Asitten Zengin Bitki Oziitii Uygulanmasi

Karnosik Asitten Zengin Bitki Oziitiiniin MDA-MB-231 hiicre hattina
uygulandiktan sonra, WST-1 testi ile ¢esitli doz (1-60 pg/ml) ve zaman araliklarinda
(24., 48. ve 72. saatler) hiicre canliligi/proliferasyonu iizerindeki etkileri incelenmistir.
Analiz sonucunda erken evrelerde (24. saat) 6zellikle orta dozdan (20 pg/ml) itibaren ve
ilerleyen evrelerde (48. ve 72. saatler) diisiik dozlardan (1-5 pug/ml) itibaren g¢ok ileri
derecede anlamli sitotoksik etki gozlenmistir (p<0.0001). (Sekil 4-1 ve Tablo 4-1)

MDA MB 231 Karnosik Asit MCF 10A Karnosik Asit
200 - 200 -
-4 2 saat & (2 saal
& 48 saat & 48 saat
1501 - 24 saat 1501 - 24 saal

100 4

% Canlilik
2

CANLILIK

50

o
o
1

o

Doz (pg/ml)
Doz (pg/ml)

Sekil 4-1: Karnosik Asitten Zengin Bitki Oziitiiniin MDA-MB-231 ve MCF10A hiicre
hattina etkisi
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Tablo 4-1: Karnosik Asitten Zengin Biberiye Ekstraktinin saatlere gore MDA-MB-231
hiicre hattindaki etkisinin kontrol hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Karnosik | % Hiicre Canlihg 24.Saat % Hiicre Canlihig1 % Hiicre Canlihg 72.Saat
Asitten 48.Saat
Zengin
Oziit Ort.£SD p degeri Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri
Doz
(pg/ml)
1 103,05 + 13,49 0,9765 90,61 + 8,88 0,2613 141,99 +24,52 < 0,0001*
5 127,11 £2,87 < 0,0001* 71,19 +£0,93 <0,0001* 111,3+4,17 0,1248
10 109,89 + 2,82 0,2175 50,57 £ 1,43 <0,0001* 64,21 £3,06 < 0,0001*
20 38,72 £3,71 < 0,0001* 18,43 +£4,09 <0,0001* 12,5 +3,33 < 0,0001*
40 6,8+ 1,41 < 0,0001* 7,19 +£0,99 < 0,0001* 12,04 +1 < 0,0001*
60 5,22+2 < 0,0001* 11,22 £2,82 < 0,0001* 10,99 + 0,64 < 0,0001*

Istatistiksel analiz iki-yonlii Anova Testi ile yapilmistir. Sonuglar ortalama+ Standart sapma (X+SD)
olarak verilmistir. istatistiksel anlamlilik, p<0.05

Karnosik Asitten Zengin Bitki Oziitii MCF10-A hiicre hattina uygulandiginda

ise Sekil 4-1 ve Tablo 4-1’de goriildiigii tizere orta dozlardan itibaren (20pg/mL) hiicre

canliliginda istatistiksel anlamli azalma gézlemlenmistir (p<0,0001).
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Tablo 4-2: Karnosik asitten zengin biberiye oziitiiniin saatlere gore MCF-10A hiicre
hattindaki etkisinin kontrol hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi
Istatistiksel analiz iki-yonlii Anova Testi ile yapilmistir. Sonuglar ortalama+ Standart sapma (X+SD)

olarak verilmistir. istatistiksel anlamlilik, p<0.05

Karnosik o Hi 5
Asitten % Hiicre Canlhihg 24.Saat % Hiicre Canlihg: 48.Saat % Hu7c2r ‘;acz;tnllllgl
Zengin '

Oziit
Doz
(ng/ml) Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri
1 124,25 + 46,16 0,3616 92,59 £ 41,86 0,9907 154,62 + 9,88 0,002
5 77,1 £15,02 0,4187 72,91 £ 12,56 0,2582 122,4 + 18,15 0,4409
10 97,11 £ 52,99 0,9997 57,41 £23,23 0,0227 81,54 + 20,1 0,6316
20 6,65 + 18,38 <0,0001 -0,84 + 0,98 < 0,0001 2,59 + 0,64 < 0,0001
40 2,74 +0,91 <0,0001 0,82 £0,32 <0,0001 0,8 +1,04 <0,0001
60 6,43+ 1,73 <0,0001 1,53 £0,52 < 0,0001 1,36 £ 0,85 < 0,0001
4.1.2. Oleuropeinden Zengin Bitki Oziitii Uygulanmas:
Oleuropeinden  Zengin  Bitki  Oziitiinin  MDA-MB-231 hiicre  hattina

uygulandiktan sonra, WST-1 testi ile ¢esitli doz (1-80 pg/ml) ve zaman araliklarinda

(24., 48. ve 72. saatler) hiicre canliligi/proliferasyonu iizerindeki etkileri incelenmistir.

Biitiin evrelerde ve 72. saat 1 pg/mL dozunun diginda biitiin dozlarda istatistiksel olarak

anlamli sitotoksik etki gézlemlenmistir (p<0.001) (Sekil 4-2 ve Tablo 4-3).
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(42}
o

MDA-MB-231 Oleuropein

-+ 72 saat
-& 48. saat
-~ 24 saat
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180 4
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o
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MCF 10A Oleuropein

& {2 saat
& 4§ saat
-o- 24 saat

s .8

Doz {pg/ml)

Sekil 4-2: Oleuropeinden zengin bitki éziitiiniin MDA-MB-231 ve MCF10A hiicre hattina
etkisi

Tablo 4-3: Oleuropeinden zengin bitki oziitiiniin saatlere gore MDA-MB-231 hiicre
hattindaki etkisinin kontrol hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Oleuropein

% Hiicre Canlih@

% Hiicre Canhihg1

% Hiicre Canlih@: 72.Saat

. 24.Saat 48.Saat
Zengin
Oziit Doz
(ng/ml) Ort.+SD p degeri Ort.xSD p degeri Ort.+SD p degeri
1 69,33 +£ 10,47 <0,0001 77,41 £20,69 0,0007 88,73+ 6,42 0,1732
5 71,37 +£5,23 <0,0001 56,56 + 7,13 <0,0001 75,53+ 4,26 0,0002
10 70,63 £ 9,49 <0,0001 75,22 +£6,37 0,0002 66,64 £ 6,48 <0,0001
20 38,88 + 7,45 <0,0001 44,42 +5,9 <0,0001 46,68 + 2,8 <0,0001
40 28,97 £ 1,83 <0,0001 27,84+ 5,13 <0,0001 38,39 + 5,87 <0,0001
80 34,23 £9.44 <0,0001 26,06 £ 0,56 <0,0001 14,16 £3,79 <0,0001

Istatistiksel analiz iki-yonlii Anova Testi ile yapilmistir. Sonuglar ortalama+ Standart sapma (X+SD)
olarak verilmistir. istatistiksel anlamlilik, p<0.05

Oleuropeinden Zengin Bitki Oziitiiniin MCF-10A hiicre hattina uygulanmasi

sonucunda ise Sekil 4-2 ve Tablo 4-4’de goriildiigii iizere biitiin evrelerde ve 48. saat 1

pug/mL dozunun disinda biitiin dozlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki

gozlemlenmistir (p<0,0005).
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Tablo 4-4: Oleuropeinden zengin bitki oziitiiniin saatlere gore MCF-10A hiicre hattindaki
etkisinin kontrol hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Oleuropeinden

% Hiicre Canhhg:

% Hiicre Canlhihg:

% Hiicre Canhhg1

Zengin Oziit 24.Saat 48.Saat 72.Saat
Doz (ng/ml)
Ort.£SD p Ort.£SD p Ort.£SD p degeri
degeri degeri
1 88,52+ 5,09 < 94,97+ 5,25 0,1635 89,55+ 0,4 0,0004
0,0001
5 82,85 +4,65 < 60,17+ 0,81 < 66,87 + 3,95 <
0,0001 0,0001 0,0001
10 67,54 + 6,09 < 64,84 + 2,94 < 57,85+1 <
0,0001 0,0001 0,0001
20 41,18 £5,85 < 55,21+ 0,98 < 44,45 £ 2,53 <
0,0001 0,0001 0,0001
40 24,72 £ 2,99 < 23,22+393 < 48,09 + 3,06 <
0,0001 0,0001 0,0001
80 12,43 + 1,31 < 4,68 £ 0,46 < 2,28+ 0,54 <
0,0001 0,0001 0,0001

Istatistiksel analiz iki-yonlii Anova Testi ile yapilmistir. Sonuglar ortalama+ Standart sapma (X+SD)

olarak verilmistir. istatistiksel anlamlilik, p<0.05

4.1.3. Salisilik Asit uygulanmasi
Salisik Asitin MDA-MB-231 hiicre hattina uygulandiktan sonra, WST-1 testi ile

cesitli doz (1-250 pg/ml) ve zaman araliklarinda (24., 48. ve 72. saatler) hiicre

canliligi/proliferasyonu {izerindeki etkileri incelenmistir. Biitiin evrelerde ve biitiin

dozlarda istatistiksel olarak anlaml1 sitotoksik etki gdzlemlenmistir (p<0.002) (Sekil 4-3

ve Tablo 4-5).
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Sekil 4-3: Salisilik Asitin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hattina etkisi

Tablo 4-5: Salisilik asitin saatlere gore MDA-MB-231 hiicre hattindaki etkisinin kontrol
hiicreleri (dozsuz) ile karsilagtirilmasi

Salisilik % Hiicre Canlihg1 % Hiicre Canlihg: 48.Saat % Hiicre Canlihg: 72.Saat
Asit Doz 24.Saat
(ng/ml)
Ort.+=SD p Ort.+£SD p Ort.+SD p degeri
degeri degeri
7 81,94+6,77  0,0003 83,74 +£9,4 0,0012 83,19+ 12,53 0,0007
15 4423 + 7,32 < 33,34+ 13,08 < 43,4+ 13,81 < 0,0001
0,0001 0,0001
30 2,17+£1,.25 < 0,57+0,16 < 0,49 £ 0,81 < 0,0001
0,0001 0,0001
60 0,14 £ 0,67 < -0,11+0,45 < -0,43+0,39 < 0,0001
0,0001 0,0001
125 -1,26 £ 0,47 < -0,91 + 0,39 < -0,53 +£ 1,69 < 0,0001
0,0001 0,0001
250 -4,18+£ 0,57 < -2,91+ 0,46 < -3,73 £ 0,41 < 0,0001
0,0001 0,0001

Istatistiksel analiz iki-yonlii Anova Testi ile yapilmistir. Sonuglar ortalama+ Standart sapma (X£SD)
olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik, p<0.05
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Salisilik Asitin MCF-10A hiicre hattina uygulanmasi sonucunda ise Sekil 4-3 ve
Tablo 4-6’da gorildiigi biitiin evrelerde ve orta diisiik dozdan (15 pg/ml) sonra biitiin
dozlarda istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki gézlemlenmistir (p<0,0001).

Tablo 4-6: Salisilik asitin saatlere gore MCF-10A hiicre hattindaki etkisinin kontrol
hiicreleri (dozsuz) ile karsilagtirilmasi

Salisilik Asit Doz % Hiicre Canlihig1 % Hiicre Canlihg % Hiicre Canlihig1
(ng/ml) 24.Saat 48.Saat 72.Saat
Ort.£SD p Ort.£SD p Ort.£SD p degeri
degeri degeri
7 98,46 + 0,9956 101,61 + 0,9948 85,05+ 0,0016
9,62 7,55 6,55
15 63,73 + < 78,73 + < 66,16 £ <
10,23 0,0001 10,01 0,0001 5,02 0,0001
30 25,8+4,78 < 10,7 + 4,93 < 15,52 + <
0,0001 0,0001 5,98 0,0001
60 9,62 £ 6,42 < 4,58 1,27 < 1,71 £ 1,32 <
0,0001 0,0001 0,0001
125 0+0 < 0,17 £ 0,33 < 0£0 <
0,0001 0,0001 0,0001
250 0+0 < 0£0 < 0+0 <
0,0001 0,0001 0,0001

Istatistiksel analiz iki-yonlii Anova Testi ile yapilmustir. Sonuglar ortalama+ Standart sapma (X£SD)
olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik, p<0.05

4.1.4. 3’lii Kombin Dozun Uygulanmasi

Calisgmamizda bireysel uygulamalarinda hiicre canliliginda 6nemli azalmaya
neden olan karnosik asit, oleuropein ve salisilik asitin sitotoksik etkin dozlarinda
kombinasyonu ile bir tiglii karisimlari olusturulmustur. Olusturulan bu karistmin MDA-
MB 231 (Sekil 4-4 ve Tablo 4-7) ve MCF10A (Sekil 4-4 ve Tablo 4-8) hiicre

hatlarindaki etkileri hiicre canlilik testi ile degerlendirilen bulgular: asagida verilmistir.

Analiz sonuglarina gore MDA-MB-231 hiicre hattina 3’lii karisimin %25°lik doz
ve %50’lik doz uygulamalarinda 24. saati disinda biitiin saatler ve dozlarda anlamli bir

azalma gozlemlenirken, %75 ve sonrasinda sitotoksik etki gozlemlenmistir. P degerleri

p<0,05)
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Tablo 4-7: 3’lii karisim dozun saatlere gore MDA-MB-231 hiicre hattindaki etkisinin
kontrol hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Karisim % Hiicre Canhhg1 % Hiicre Canlhihg: % Hiicre Canhhg:
Doz 24.Saat 48.Saat 72.Saat
Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri
25% 83,62 + 62,32 0,7048 128,77 + 0,2408 112,95 + 0,8016
40,52 27,47
50% 73,36 + 11,28 0,2408 57,75 £ 19,15 0,0255 30,74 + 30,37 0,0002
75% 19,33+10,43 <0,0001 18,14 + 8,97 < 23,7+ 8,72 <
0,0001 0,0001
100% 7,87+4,71 < 0,0001 3,7+2,67 < 25,2+ 6,16 0,0002
0,0001

Istatistiksel analiz iki-yonlii Anova Testi ile yapilmistir. Sonuglar ortalama+ Standart sapma (X+SD)
olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik, p<0.05

MDA MB 231 3lii Karisim MCF 10A 3lii Karisim

200
300+ -4~ 72, saat
-4~ T2 saat - 48, saat
- 48 saat 1504 -- 24‘ saat
= 200] -o- 24 saat é l
= [=
= @ 100
8 9
* 100 = 50
] T + g 0
)

% Doz

% Doz

Sekil 4-4: 3'lii karistmin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hattina etkisi

MCF-10A hiicre hattina 3’li karisim uygulandiginda %75 ve %100 dozlarda

anlamli bir azalma gozlemlenmistir. %100 dozda anlamli bir sitotoksik etki
gbzlemlenmistir.
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Tablo 4-8: 3’lii karisim dozun saatlere gore MCF-10A hiicre hattindaki etkisinin kontrol
hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Karisim Doz | % Hiicre Canlih@1 24.Saat | % Hiicre Canlihgi 48.Saat | % Hiicre Canlih@1 72.Saat
Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri
25% 96,64 + 39,98 0,9977 106,34 +36,15  0,9759 109,87 +11,93  0,8672
50% 83,85+41,3 0,7131 104,04 +17,08  0,9972 80,8+ 11,16 0,583
75% 66,11 £ 3,18 0,1346 94,43 £ 19,1 0,9849 33,39+20,34 <0,0001
100% 34,44+ 13,68 <0,0001 7,15+ 6,59 <0,0001 | 14,65+12,71 <0,0001

Istatistiksel analiz iki-yonlii Anova Testi ile yapilmistir. Sonuglar ortalama+ Standart sapma (X£SD)
olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik, p<0.05

Yapilan tekli uygulamalarin WST-1 deneyleri sonrasinda IC50 degerleri tablo 4-9°da

verilmistir.

Tablo 4-9: Tekli madde uygulamalari sonrasinda belirlenen IC50 degerleri (ug/ml)

MDA-MB-231 | MCF10A
24. Saat 19,54 13
Karnosik asitten zengin bitki éziitii uygulamasi IC50 48. Saat 9,206 7,45
Degeri
72. Saat 11,89 14,96
24. Saat 17,82 16,43
Oleorupeinden zengin bitki 6ziitii uygulamasi IC50 48. Saat 16,31 14,88
Degeri
72. Saat 18,78 15,66
24. Saat 13,07 19,65
Salisilik Asit uygulamasi IC50 degeri 48. Saat 11,88 19,58
72. Saat 13,07 18
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4.2. Annexin V analizi bulgulari

WST-1 analizi ile etkisi belirlenen 3’li karisimin MDA-MB-231 hiicre hatti
tizerinde daha etkin sitotoksik etkisi oldugu goézlemlenmistir. Annexin V boyalari
kullanilarak bu sitotoksik etkisini apoptotik ve nekrotik yollaklardan hangisi iizerinden
MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol (doz

verilmemis) ile %50 ve %75 3’li karisim dozu uygulanmis hiicreler 48. Saatte

gosterdigi  belirlenmek istenmistir.

incelenmistir. Sekil 4-5, 4-6, 4-7 ve 4-8’de verilen sonuglara gore sitotoksik etkinin

apoptoz kaynakli oldugu belirlenmistir (p degerleri p< 0,002).

APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE

Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
555 % 410 % 210 % . 315% 245 % 4.05 %
34 34 ’ 34 i
S = =
i .
= 24 o 24 T 24
2 2 2
== = =
14 5 13—
5.50 % 7.70% b 3.75 %
0 Early Apop. 0 Early Apop. 0 Live ; Early Apop.
0 3 4 0 1 2 3 4 01 2 3
Live AMMEXIMN Y Apcptotic Live AMMEXIM W Apoptotic Live AMMEXIMN W Apoptotic

Sekil 4-5:MDA-MB-231 hiicre hattinda Kkontrol (doz verilmemis) 3’li karisim
uygulanmasi apoptoz analizi sonuclar1 dot plot goriintiileri

APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
175 % 1515 % 3.05% 13.60 % 3.10 % 1285 %
3_ 3_ 3— e
= = =
= o] = 2. = o]
2 2 2
= = =
14 14 14
11.45 % 11.40 % ; 10.35%
0 Early Apop. 0 i Early Apop. 0 v~ - Early Apop.
0 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXINV  Apoptotic Live ANNEXIN V  Apoptotic Live ANNEXINV  Apoptotic

Sekil 4-6: MDA-MB-231 hiicre hattinda %50 3'lii karisim uygulanmasi apoptoz analizi
sonuclar dot plot goriintiileri
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APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
28.05% 52.00 % 31.95% 50.95 % 17.50 % _'36.20 %
34 3 o
= = =
= =
@ @ 24 @ 29
= x =4
> > % =
> 1< ‘ 1+ P 3
15.10°% 485% 1235 % 475% 36.90 % | 9.40 %
0 Live~ Early Apop. 0 Live Early Apop. 0 Live Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXINV  Apoptotic Live ANNEXINV  Agoptotic Live ANNEXINV  Agoptotic

Sekil 4-7: MDA-MB-231 hiicre hattinda %75 3'lii karisim uygulanmasi apoptoz analizi
sonuglar: dot plot goriintiileri

Tablo 4-10: 3'li karisim uygulanmis MDA-MD-231 hiicrelerinin Annexin V analizi
sonucunda belirlenen Ortalama ve p degerleri

MDA-MB- Ort. £ SD Ort. £ SD p degeri Ort. £ SD p degeri
231
Kontrol 50 3'Tii Kontrol vs. 75 3'lii Kontrol vs.
(Dozsuz) Karisim %50 3'lii Karisim %75 3'lii
(%) Karisim (%) Karisim
Canhl (%) 87,22+2,45 72,43 £ 1,11 0,0023 21,45+ 13,45 <0,0001
Erken 5,65+1,98 11,07 £ 0,62 0,3301 6,33 £2,66 0,9801
Apoptoz
(%)
Geg 3,77+ 0,53 13,87+ 1,17 0,0377 46,38 + 8,83 <0,0001
Apoptoz
(%)
Nekrotik 337+1,9 2,63+0,77 0,9771 25,83 +£ 7,48 < 0,0001
(%)
Total 9,42+ 1,53 2493+ 1,7 0,0014 52,72+ 6,19 <0,0001
Apoptoz
(%)

Istatistiksel analiz iki-yonlii Anova Testi ile yapilmigtir. Sonuglar ortalama+ Standart sapma (X+SD)

olarak verilmistir. istatistiksel anlamlilik, p<0.05
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Kontrol Hiicresi

3’ lii Karisim %50 doz

3’ lii Karisim %75 doz

Sekil 4-8: 3'lii karisim uygulanmis MDA-MD-231 hiicrelerinin morfolojik farkliliklar:
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4.3. PCR Bulgulari

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda dozsuz ve %350 dozda 3’li
karisimin 48. saatteki BAX, BCL-2 APAF-1 ve CDK-2’nin ekspresyon analizleri RT
PCr ile yapilmis ve incelenmistir. Ekspresyonel degisimler B2M endojen kontroliine
gore hesaplanmistir. Degisim kat sayisi tizerinden belirtilmis olup MDA-MB-231 hiicre
hatt1 i¢in biitiin bakilan degerlerde ekspresyon artis1 goézlemlenmistir (Tablo 4-11 ve
Sekil 4-9). (1,5 tizeri anlamli kabul edilmistir.) MCF-10A hiicre hattinda ise BCL-2 ve
BAX’da artig belirlenmistir (Tablo 4-11 ve Sekil 4-10).
Tablo 4-11: MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 3’lii karisim uygulanan dozlu ve

uygulanmayan (dozsuz) hiicrelerdeki APAF-1, BAX, BCL-2 ve CDK-2
ekspresyon kat degisimi

Kat degisimi (fold change)
Parametre
MDA-MB-231 MCF-10A
APAF1 17,47 1,31
BAX 2,71 1,90
BCL-2 12,18 6,96
CDK-2 2,15 1,02
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MDA MB 231

APAF1 BAX BCL-2 CDK-2
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Sekil 4-10: MCF-10A hiicre hatlarinda 3’lii karisim uygulanan dozlu ve uygulanmayan

(dozsuz) hiicrelerdeki APAF-1, BAX, BCL-2 ve CDK-2 ekspresyon kat sayi
degisimi
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5. TARTISMA

Calismamizda Karnosik Asit ve Oleuropeinden Zengin Bitki Oziitleri ve
Salisilik asit bireysel ve kombine olarak degisen doz/zaman araliklarinda MDA-MB-
231 ve MCF-10A hiicre hatlarina uygulanmis ve kontrol hiicrelere oranla ozellikle
diisiik/orta dozlardan baglayarak sitotoksik etki gozlenmistir (p<0.0001). 3’Li karisim
MDA-MB-231 hiicre hattinda diisiik dozlarda sitotoksik etki gostermistir. Karisimin
secilmis apoptoz ve hiicre dongiisii belirteglerinin ekspresyon diizeylerine etkisini
belirlemek amaciyla IC50 dozunda (%50) madde karigimi uygulanmis ve
uygulanmamus iki hiicre hattinda BAX, BCL-2, APAF-1 ve CDK2 igin Real-time PCR
ile ekspresyon analizi yapilmis ve kat degisimleri analiz edilmistir (Tablo 5-1). MDA-
MB-231 hiicrelerinde 3’lii karisimin %50 ve %75 doz oranlari uygulanarak yapilan

Annexin V analizi hiicre 6liimiiniin apoptoz kaynakli oldugunu gostermistir (p<0,005).

Bitkiler fizyolojik siireglerinde gerekli olan hiicresel fonksiyonlarmni devam
ettirmek i¢in ¢ok sayida ikincil metabolit iiretirler. Son ¢alismalar ile 6zellikle stres ve
savunma tepkileri sebebi ile olusan sinyallerin bu ikincil metabolitlerin {iretimlerini
etkiledigini gosteren kanitlar artmaktadir. Bir bitki tarafindan {iretilen ikincil
molekiillerin tipi ve konsantrasyonlari, tiirleri, genotipi, fizyolojisi, gelisim asamasi ve
biiytime sirasindaki gevresel faktorler tarafindan belirlendigi belirtilmektedir (Isah
2019). Bu metabolitlerle iliskili norodejeneratif hastaliklar , (Pohl ve Kong Thoo Lin
2018) inflamatuar durumlar, (Serafini,ve ark 2010) ¢esitli kanserler (Seca ve Pinto
2018) basta olmak tizere pek ¢ok alanda galigsmalar yapilmis ve pek ¢ok hastalik igin
potansiyel tedavi edici, semptom giderici etkilerine isaret eden sonuglar elde edilmistir
(Dandawateve ark. 2016; Sharma,ve ark. 2017; Pivari ve ark.2019).

Ikincil bitki metabolitleri farkli kanser tiplerinin tedavisi i¢in dogal biyoaktif
bilesikler olarak kullanilmaktadir. Cesitli kimyasal yapilara sahip bu metabolitler,
potansiyel ¢ok hedefli antikanser ajanlar1 olarak islev goriirler. Geleneksel ve alternatif
tibbi bitkiler, bu igerikleriyle yeni antikanser Onciil yapilar1 ve Onciil bilesikleri
gelistirme imkan1 sunmakta ve yeni antikanser ajanlarin kesfi icin umut vermektedirler.
Bu kapsamda fenolik bilesikler, terpenoidler, alkaloidler ve kiikiirt igeren bilesiklerle
yapilan c¢alismalar bu bilesikleri sahip olduklar1 antikanser aktiviteleri oldugunu

belirtmistir (Fakhri ve ark. 2020). Ikincil metabolit gesitlerinden olan karnosik asit ilk


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pohl+F&cauthor_id=30544977
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kong+Thoo+Lin+P&cauthor_id=30544977
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olarak adagayinda Linde tarafindan kesfedilmistir (Linde, 1964). Daha sonra Wenkert
ve ark. biberiye yapraklarinda ¢ok daha yiiksek seviyelerde karnosik asit saptamiglardir
(Wenkert ve ark., 1965; Birti¢ ve ark 2014). Caco-2, HT29 ve LoVo hiicre hatlarinda
Karnosik asitin apoptoz indiikledigi, hiicre gocli ve proteolitik enzim aktivitelerini
azalttig1 (Barni ve ark. 2012), baska bir ¢calismada CaCo-2 (Colorectal adenocarcinoma)
hiicrelerinde H20: iliskili oksidatif kaynakli DNA hasarin1 ve goriiniir 151k kaynakli
oksidatif hasar1 azaltarak, uzun ve kisa sureli antioksidan etkisi ile hiicre
kolonilesmesini azalttig1 belirtilmistir (Slamenovave ark. 2002). SW480 (Colorectal
adenocarcinoma) hiicre hattinda ise hiicre bolinmesini azalttigi (Yi ve Wetzstein 2011),
SW480 ve HT29 hiicre hatlarimin ikisi ile yapilan ¢aligmada hiicre ¢ogalmasinin SW480
hiicre hattinda HT29 hiicre hattina oranla daha fazla azalttigi ve hiicre dongiisiinii
durdugu belirlenmistir (Valdés ve ark. 2013). SW620 ve DLD-1 kolorektal
adenokarsinom hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada S-fluorouracil (5-FU) ile birlikte
kullanilan biberiye ekstraktinin bu ajan ile sinerjik etki gosterdigi belirtilmistir. Bu
calismada ikisi birlikte PARP kesilmesini artirdigi, hiicre cogalmasini azalttigi, ayrica
apoptozu arttirirken transformasyonu azalttigi bildirilmistir (Gonzalez-Vallinas ve ark.
2013). Yine ayni grubun ayn hiicre hatlari ile yapilan farkli bir ¢alismasinda PARP
kesilmesini ve GCNT3 artisi ve miR-15b gen ekspresyonunu azaltarak hiicre

canliliginda azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (Gonzalez-Vallinas ve ark. 2014).

Karnosik asit ile tedavi edilen insan kolon kanseri hiicrelerinin canliliginda bir
azalma go6zlenmis ve ROS f{iretimi, p53 ve Bax artis1 ile Kaspaz 3 ve Kaspaz 9
aktivasyonu, PARP kesilmesi ve STAT3 sinyal yolu inhibisyonu yoluyla apoptozun
tetiklendigi belirtilmistir. Ayrica karnosik asidin adipozite ile iliskili kolon kanseri
olusumunun hizin1 yavaglatabilecegi onerilmistir (Ibafiez ve ark. 2012; Dilas ve ark.
2012). Dekstran sodyum siilfat ile indiiklenen bir fare kolit modelinde ve azoksimetanin
neden oldugu kolon kanseri modelinde karnosik asit kullanilanlar ile kullanilmayanlar
karsilastirildiginda, Karnosik asit kullananlarin kolon tiiméorlerinde sayisal bir azalma ve
dolasimdaki leptin, adiponektin, insiilin ve insiilin benzeri biiylime faktori 1
konsantrasyonlarinda azalma gozlenmis, ayrica kolondaki leptin ve insiilin reseptorleri,
fosforile Akt ve ERK, Bcl-xL ve siklinD1 proteinlerinin ekspresyonlarinin azaldigi
belirtmistir ( Bahria ve ark. 2016). Karnosik asitin Pankreas kanseri hiicre hatlarinda
Bax’1 arttirdig1 (Petiwalave ark 2014), Prostat adenokarsinom hiicre hattinda Kaspaz 8
Kaspaz 9, Bcl-2, Bid, IAP, fosforile Akt ve NF-KB azalttig1 ayrica Kaspaz 3, Kaspaz 7,
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PARP kesilmesi ve Bax’t arttirdigi belirtilmistir (Kar ve ark. 2012). Biberiye
ekstraktinin MDA-MB-231 {iglii negatif meme kanseri hiicreleri {izerindeki etkilerini
inceleyen birkag¢ ¢alismadan biri olan ¢alismada Biberiye ekstraktinin MDA-MB-231
hiicre proliferasyonunu ve sagkalimini énemli 6l¢lide inhibe ettigi, PARP pargalanma
seviyelerini arttigi ve kanser hiicresi proliferasyonunu ve sagkalimini kontrol eden
Toplam Akt ve MTOR seviyelerinin 6nemli dlgiide azalttigi belirtilmistir. (Jaglanian ve
Tsiani 2020). Birkag farkli bolgeden alinan biberiye ekstraktlarinin MDA-MB-231 {iglii
negatif meme kanseri hiicreleri iizerindeki etkisinin incelenmesi igin yapilan ¢alismada
biberiye ekstraktinin NF-KB’nin lokalizasyonunu etkiledigi ve MAPK yolagini
bozdugu belirtilmistir (Brindisi ve ark. 2020).

Karnosik asitin, TRAIL aracili apoptozu arttirdigt ve bunu proteazom
aktivitesini arttirarak translasyon sonrasi seviyelerde C-FLIP ve Bcl-2 ekspresyonunun
asag1 regiilasyonu ile etkiledigi ayrica sitosolik Ca?* seviyelerinin yukari regiilasyonu ile
de ER stresini indiikledigi ardindan CHOP ve ATF4 ekspresyonunun uyarilmasi izledigi
belirtilmistir. CHOP ve ATF4 ile DRS, BIM ve PUMA ekspresyonunun yukari
regiilasyonu, karnosik asit ve TRAIL kaynakli apoptozda 6nemli roller oynadigi ve
MDA-MB-231 hiicre hatt1 olmak iizere bir¢ok kanser hiicresi hattinda TRAIL aracili
apoptozu duyarl hale getirdigi rapor edilmistir (Jung ve ark. 2015). Bir bagka calismada
hem iki hem ii¢ boyutlu hiicre kiltirii sistemleri ile denenen karnosik asit ve
doksorubisinin karsilastirilmasinda her iki hiicre kiltiri ¢esidi i¢in MDA-MB-231
hiicre hattinda karnosik asitin sitotoksik etkisi gosterilmistir (Yildiz-Ozturk ve ark.
2017).

Zeytin yapraginda yogun olarak bulunan Oleuropein ise ikincil metabolitlerin alt
tipi olan flavonoidler grubunda yer almaktadir. MDA-MB-231 ve OVCAR-3 hiicre
hatlarinda yapilan zeytin yapragi 6ziitii uygulamasi sonucu apoptozun arttigi ve bunun
mitokondriyal aracili intrinsik apoptotik yolu tetikleyerek gergeklestirdigi gosterilmistir
(Benot-Dominguez ve ark. 2021). Oleuropeinin MCF-7 ve MDA-MD-231 meme
kanseri hiicre hatlarinda hiicre dongiisii ve apoptozun diizenlenmesinde rol oynayan
genlerin (p21, p53 ve TNFRS10b’nin yukar1 regulasyonu ile BCL-2 ve MCL1’in ise
kontrol hiicrelerine kiyasla asagi regiilasyonu) ve mikroRNA'larin ekspresyonunu
etkileyerek apoptozu indiikledigi ayrica timor biiylimesini ve metastazini onledigi

gosterimistir (Asgharzade, ve ark. 2020). Yine ayni hiicre hatlarinda apoptozu NFKB


https://link.springer.com/article/10.1007/s10616-016-0062-3#auth-Ece-Yildiz_Ozturk
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yolagi iizerinden tetikledigi belirtilmistir (Liu ve ark. 2018). Mazzei ve ark.nin
calismasinda Oleuropein’in tamoksifen direngli MCF-7 ve MDA-MB-231 tiglii negatif
hiicre hatlarina uygulandiginda GO/G1 hiicre durmasimi indiikledigi, CDK inhibitorii
olan P21CIP/WAFL1, p27, p53 ekspresyonunu hem mRNA hem de protein seviyelerinde
azalttigi, siklin D/E ekspresyonunu arttirdigi ayrica PARP, Kaspaz 3/8, Bax-
BAD/BCL-2-BCL-XL oranlarinin artis1 ile apoptozda artis gozlemlendigi rapor
edilmistir (Mazzei, ve ark. 2020). Oleuropeinle muamele edilen SKBR3 ve MCF7
hiicrelerinde hiicre canliliginin azaldig1 ve apoptozun arttigir gézlenmis ve Her2 asiri
ekspresyonu olan SKBR3 hiicrelerinin Her2 negatif MCF-7 hiicrelerine kiyasla 5 kat
daha duyarli oldugu belirlenmistir. Ayn1 grubun ¢aligsmalarinda oleuropein ile birlikte
kullanilan Transtuzumab’in etkinliginin 50 kat daha arttirdig1 belirlenmistir. (Menendez
ve ark. 2007;2008). SKBR3 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde oleuropeinin FASN
seviyelerini bastirdigir (Menendez ve ark. 2008), MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliliginin
azalttig1, hiicre ¢ogalmasimin engelledigi, apoptozu indiikledigi ve GO/G1 fazindaki
hiicre sayisini arttirdigi belirtilmistir (Han ve ark. 2009). Oleuropeinin ER negatif
MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde (S fazi) ile iliskili bir etkiyle
hiicre dongiisiinii durdurarak hiicre ¢ogalmasimi 6nemli Ol¢lide inhibe ettigi, p21'in
yukar1 regulasyonuna neden oldugu ve ayni zamanda aktif kaspase-3 formu ile Bax,
Bcl-2 ve survivin proteinlerinin seviyelerini arttirdigi belirtilmistir (Elamin ve ark.
2013). Benzer bir ¢alismada ise MCF-7 hiicrelerinde oleuropeinin p53 ve Bax’i
arttirarak ve Bcl-2 yi azaltarak apoptozu arttirdigi (Hassan ve ark. 2014), MDA-MB-
231 hiicrelerinde kanser hiicrelerinin farkli dokulara metastazinda rol oynayan MMPleri
azalttirken, TIMPS arttirdig1 6nerilmistir (Hassan ve ark. 2012). SKBR3 (ER negatif ve
GPER pozitif) hiicrelerinde Bax, PARP1, Kaspaz 3- 9, P21, P53 miktarinin ve Erk 1/2
yollaginin aktivasyonun arttig1 ayrica Bcl-2 ve Siklin Dlin ise azaldig: tespit edilmigtir

(Chimentove ark. 2014).

Insan meme kanseri hiicre hatt1 olan MDA-MB-231'de aspirinin p53'ii asetilize
ettigi ve hedef genlerinin ekspresyonunu indiikledigini gosterilmistir. (Alfonso ve ark.
2009) Lactobacillus rhamnosus GG ile kombine uygulandiginda salisilik asitin insan
kolon (HT-29) ve prostat (PC-3) kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik ve canlilik azaltici
etkileri belirlenmistir (Celebioglu 2021). Asprin kullaniminin meme kanseri ile iliskisini
degerlendiren bir metaanalize gore meme kanseri riskinin %9 azaldig1 gosterilmistir

(Cao ve Tan 2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cao%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32957311
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Bir baska calismada ise salisilat ve aspirinin diiz kas hiicresi proliferasyonunun
inhibisyonunu gostermektedir. Salisilat, RB fosforilasyonunu ve sikline bagimli kinaz 2
aktivitesini ve ayrica Siklin A seviyesini baskiladigi ve bununla birlikte, siklin bagimli
kinazlar, p21WAF1 ve P27KIP1'in yan1 sira p53 seviyelerini de arttirdig1 belirtilmistir.
Ayrica salisilatin diiz kas hiicrelerinde NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigi dogrulamistir
(Marrave ark. 2000). Insan kolon (HCT 116, HT-29, SW480); meme (MDA-MB-231,
MCF7), deri (SK-MEL-28, SK-MEL-5); akciger (NCI-H226); prostat (PC-3); over
(OVCAR-3), ve fare deri melanoma (B16-F10) hiicrelerinde Salisilik asitin ve aspirinin
Siklin A2/CDK2 asagi regiilasyonu belirtilmis ve c¢esitli mRNAlarin seviyelerinde
degisiklikler kesfedilmistir. Bu sayede hiicre dongiisii iizerine etkisi hakkinda da bilgi
edinilmistir (Dachineni ve ark. 2016).

BCL-2 ailesinin proteinleri, i¢sel apoptoz yolunu kontrol eder. Pro-apoptotik
BCL-2 proteinlerinden olan BAX, dis mitokondriyal membrani gegirgen hale getirir. Bu
gecirgenlik sayesinde sitokrom ¢ salinimi gergeklesir. Bu salinim Apoptozom olusumu
icin 6nemlidir (Edlich, 2018). BCL-2 ise antiapoptotik bir proteindir. Hiicre 6liimiinii,
mitokondri membraninin gegirgenligini kontrol ederek mitokondriden sitokrom c
salmmmin1 engeller ve ayrica APAF-1’e baglanarak kaspaz aktivitesini inhibe eder.
BCL-2 BAD tarafindan inhibe edilebilir. Eger inhibe edilemez ise BAX ile etkilesime
girerek BAX’in mitokondri membraninin gegirgenligini arttirmasini engeller ki bu
sitokrom salinimini engellemeye sebep olur (Bruey ve ark., 2007). Mitokondriden
salinan sitokrom-C, APAF-1, kaspaz-9’a baglanir ve bdylece apoptozom olusmus olur.
Apoptozom’un olusmasi ise kaspaz kaskadini baglatir (Celepli ve ark. 2020). Apoptoz
sinyal yolag sekil 5-1°de belirtilmistir.

Siklin / CDK kompleksleri, hiicre dongiisiiniin farkli fazlari1 sirasinda olusurlar.
Bir dizi farkli hedef proteininin fosforilasyonunda yer alirlar. Siklinler esas olarak artis
zamania ve hiicre dongiisiinde islevlerine dayanarak dort sinifa ayrilabilir. Bu
smiflardan Gigi G1 / S siklinleri, S siklinleri ve M siklinleri- hiicre dongiisii olaylarinin
kontroliine dogrudan katilirlar. Dordiincii sinif olan G1 siklinleri, hiicre dis1 faktorlere
yanit olarak hiicre dongiisii girisinin kontroliine katkida bulunur (Giacinti ve Giordano
2006). Siklin A/CDKZ2, siklin B/CDK2 ve siklin B/CDK1, G2/M geg¢isini diizenlenir.
(Bornfeldt 2003; Lim ve Kaldis, 2013) CDK2, hiicre dongiisiinde S ve M fazlarina

ilerlemesinde yer alir (Tadesse ve ark. 2018).
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Sekil 5-1: Apoptoz Sinyal Yolag:
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Yukarida kapsamli olarak agikladigimiz daha once yapilan bu ¢aligmalar genel
olarak tekli bitki oziitii veya tekli madde uygulamasi seklindedir. Tez projesi
kapsaminda yaptigimiz ¢alismada Oncelikle tekli olarak IC50 degerleri belirlenen 6ziit
ve maddelerin bu degerleri baz alinarak bir kombin yapilmis olup bu kombinden %25,
%50 %75 ve %100 dozlar uygulanmistir. Uygulamamiz sonucu MDA-MB-231 hiicre
hatt1 i¢in %50 dozun tglii karisim kombinin 1C50 dozu oldugu belirlenmis ve ayni doz
uygulanan MCF10A ile doz uygulanmayan iki hiicre hatlar1 anti apoptotik BCL-2,
BAX, hiicre dongiisiinii diizenleyen kinazlardan CDK2 ve apoptozu baslatan
sitoplazmik protein olan APAF-1’in mRNA seviyeleri karsilasgtirilmistir. Ekspresyonel
kat degisimi sonuglar1 tablo da verilmistir. Bu Karsilastirma sonucu bir¢ok ¢alismanin
aksine MDA-MB-231 hiicre hattinda kombin doz uygulanmis hiicreler ile
uygulanmamis hiicreler karsilastirildiginda BCL-2 ekspresyonunun 12 kat arttigi, CDK-
2’nin 2 kat arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte dncesinde 6ngoriilen 2,5 kat BAX
artig1 ve yliksek oranda (17 katin lizerinde) APAF-1 artis1 gézlemlenmistir (Tablo 5-1,
Sekil 5-2).

Tablo 5-1: 3'lii karisim uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda
Ekspresyon kat degisim sonuclari

Kat degisimi (fold change)

Parametre MDA-MB-231 MCF-10A
APAF1 17,47 1,31
BAX 2,71 1,90
BCL-2 12,18 6,96
CDK-2 2,15 1,02

MCF10A hiicre hattina baktigimizda ise APAF-1 ve CDK2de degisiklik olmaz
iken BCL-2 seviyesi 7 kat artmis ve BAX ise 1,9 kat artmistir. Apoptoz yolaginda
olusan artiglar Sekil 5-3’te belirtilmistir. Bu mRNA seviyeleri ile birlikte apoptoz ve
nekroz belirlemek i¢in yapilmis olan apoptoz analizi sonuglar1 degerlendirildiginde
MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol hiicrelere oranla canli hiicre sayisinda azalma
gozlenirken yilizde oranlarina bakildiginda ise toplam apoptoza ugrayan hiicrelerin
ylizdesi kontrol hiicrelerine oranla anlamli yiiksek bulunmustur. Gézlenen bu apoptoz
artist BCL-2 yiiksekligi ile ¢elismekte olup kanser hiicrelerinin apoptozdan kagis igin

yaptig1 bir diren¢ mekanizmasi olarak diistiniilebilir.
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Sekil 5-2: MDA-MB-231 hiicre hattinda 3'lii karisimin apoptoz yolagindaki etkileri
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Sekil 5-3: MCF-10A hiicre hattinda 3'lii karisimin apoptoz yolagindaki etkileri
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Benzer BCL-2 artis MCF10A da gozlemlenirken APAF-1 de hicbir degisiklik
olmamasi yapilan hiicre canliligi analizi sonuglari ile de ortiismektedir. Ancak BCL-2
kadar artmasa da MDA-MB-231 hiicrelerinde BAX miktarinin 2,7 kat yiikselmesinin de
mitokondri dis zar gecirgenliginin saglanmasi ac¢isindan 6nemli oldugu ve diger
proapoptotik BCL-2 protein ailesi iiyelerinin de bu gecirgenligin saglanmasi igin etkin
olabilecegi diislinlilmiistiir. Bir sonraki asama olan Apoptozom olusumu igin goérev
alacak APAFlin yiiksek seviyede artmasi hiicrenin apoptozdan kagisini engellemis
olabilecegine isaret etmektedir. Ayrica IC50 degerlerine bakildiginda aslinda MCF10A
hiicre hattinin MDA-MB-231 hiicre hattina oranla karnosik asitten zengin bitki 6ziitli ve
oleorupeinden zengin bitki Oziitii daha diisiik dozda ulagmasina ragmen Salisilik asitin
etkin dozunun MCF10A da daha diistik olmasi ve belki de tiglii etki sebebi ile MCF10A
hiicre hattinda %50 dozda sitotoksik etkinin ¢ok az oldugu ve IC50 degerinin daha

yiiksek dozlarda oldugu ti¢lii karisim doz denemeleri sonucunda tespit edilmistir.

Uclii negatif MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 invazif, yiiksek metastaz
ve niiksetme potansiyeli olan kotii prognozlu bir kanser tipidir. Bu tiimérler ER, PR ve
HER?2 ekspresyonundan yoksun oldugundan, endokrin tedavisine veya HER2 tedavisine
duyarli degildirler ve hala standartlagtirllmis etkin tedavileri mevcut degildir. Bu
nedenle, bu agresif meme kanserinde etkili olabilecek yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi klinik agidan ¢cok dnem tasimaktadir (Yin ve ark. 2020).

Sonug olarak, ti¢lii negatif meme kanserini modelleyen agresif, MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattinda bitki 6zleri ve salisilik asit kombinasyonunun sitotoksik
etkiye- ki bu etkinin apoptotik oldugu goézlenmistir- neden olduguna isaret eden
bulgularimiz, hazirladigimiz 3’14 kombinin tedavi etme potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle 3°lii kombinin ve onun diger oziitlerle zenginlestirilmis
formunun hiicre 6liimiinde etkin diger yolaklardaki etkilerinin arastirildigi gelecekteki
calismalarimizin bu karigimin etkilerinin daha kapsamli degerlendirilmesini saglayacagi
ve bu sekilde hem kemoterapotik hemde adjuvan olarak tedavi edici etkilerinden fayda

saglanabilecegi kanaatindeyiz.
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