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ONSOZ

Bu tez ¢alismasinda, dogal bir seker alkolii olan ve baz1 hiicre hatlar1 iizerinde,
anti-kanser ve anti-enflamatuvar ozelligi belirtilmis olan dulsitolin, MCF-7 ve
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicreleri tizerindeki antikanser etkinliginin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu arastirma ayrica Ankara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Mudiirliigii’niin 21L0237017 proje numarasi ile desteklenmistir.
Bu proje ile s6z konusu bilesigin, meme kanseri hiicre hatlari tizerindeki sitotoksik
etkinligi arastirilmis, sitotoksisite sonuglart goz Oniine alinarak apoptotik etki
mekanizmalar1 arastirilmis ve antimetastatik etkinligi degerlendirilmistir. Yapilan
caligmalarin ayrica, MCF-10A saglikli meme epitel hiicreleri lizerindeki etkinligi de

degerlendirilerek sonuglar1 karsilastirilmistir.

Calismalar sirasinda tecriibelerini, degerli goriiglerini ve destegini hi¢cbir zaman
esirgemeyen, tezimi bilimsel standartlara uygun olarak tamamlamami saglayan Sayin
Danisman Hocam Dog. Dr. Filiz BAKAR ATES’e de tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim

veE sayg11ar1m1 sunarim.

Laboratuvar c¢aligmalarimda destegini esirgemeyen, calismalarim sirasinda
Aragtirma Gorevlisi olarak calisan ancak su anda bu gorevi birakmis olan arkadasim
Ecz.Nuri OZMEN’e ve ayrica ayn1 donemde birlikte doktoraya baglayarak yakin
donemlerde bitirmis oldugumuz arkadasim Dr. Ecz. Erva OZKAN’a da ¢ok tesekkiir

ederim.
Son olarak biitliin egitim ve dgrenim hayatim boyunca yanimda olan, benden

desteklerini higbir zaman esirgemeyen ve bu giinlere gelmemi saglayan annem, babam

ve Cefair abime de siikranlarimi ve saygilarimi sunarim.

Vi
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1. GIRIS

Kanser giiniimiizde, kardiyovaskiiler hastaliklar ve inmeden sonra diinya
genelinde meydana gelen oliimlerin en 6nemli nedenlerinden biridir (Ferlay ve ark.,
2018). 2015 yilinda Diinya Saglhik Orgiitii'niin (DSO) verileri degerlendirildiginde
kanser sebebiyle olan 6liimlerdeki oranlarda, kanserin 172 iilkenin 91'inde 70 yasindan
Once birinci veya ikinci 6liim nedeni oldugu ve 22 iilkede ii¢lincii veya dordiincii sirada
yer aldig1 belirtilmektedir (Bray ve ark., 2018). 2018 yil1 verileri degerlendirildiginde
ise meme kanseri, tiim kanserler i¢erisinde %11,6 olan 6liim oran1 ve 2.088.849 milyon
yeni vaka ve 626.679 6liimle diinya capinda kadinlar arasinda en yaygin kanser tiirii
ve kanser dlimlerinin birincil nedeni olarak kabul edilmistir (Bray ve ark., 2018).
Kadinlar ve erkekler i¢in istatistikler degerlendirildiginde ise meme kanseri, akciger
kanserinden sonra en fazla goriilen kanser tiirii ve kanserden 6liimlerin ikincil nedeni

oldugu ifade edilmektedir (Bray ve ark., 2018).

Meme Kanseri’nin tedavisinde uygulanan geleneksel tedavi yontemleri olan
cerrahi, radyoterapi, hormon tedavisi ve mevcut kemoterapi secenekleri de dahil olmak
tizere tedavide kullanilan yontemlerin etkinligi ¢cok yliksek olmay1p, ¢esitli yan etkileri
bulunmaktadir. Tiim bu sorunlar nedeniyle meme kanserinin tedavisinde yeni ajanlar

gelistirmenin 6nemini giderek arttirmaktadir (Dhankhar ve ark., 2010).

Dulsitol (galaktitol), galaktozun metabolik olarak aldoz rediiktaz ile
katalizasyonu sonucu olusan, Asya tibbinda genis 6lgiide kullanilan enanymus alatus
ad1 verilen bir bitkiden elde edilebilen, dogal organik bir seker alkolii olan heksitoldiir
(Lin ve ark., 2020). Yapilan cesitli ¢alismalarda, dogal kaynakli bir bilesik olan
dulsitoliin, anti-kanser, anti-enflamatuvar etkinliklere sahip oldugu bildirilmistir
(Kobayashi ve ark., 1997). Son yillarda dogal kaynakli bilesiklerin kanser hiicrelerinin
proliferasyonu iizerinde etkili olduklarinin gosterilmesi ile bu etkinlige yonelik
mekanizmalarin arastirilma ¢alismalart hiz kazanmistir. Bu tez ¢alismasinda,
dulsitoliin, MCF-7 ile MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde antiproliferatif,
apoptotik ve antimetastatik etkinliginin degerlendirilmesi amacglanmistir. S6z konusu

calisma, dulsitoliin meme kanseri hiicreleri lizerindeki etkinliginin degerlendirildigi


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/galactose

ilk ¢alisma olmas1 bakimindan 6nem tasimakta olup, elde edilen bulgularin literatiire

katki saglayacag diisiiniilmektedir.

1.1. Meme Kanseri

Gliniimiizde olduk¢a 6nemli bir hastalik olan meme kanserinin medikal gegmisi
3500 y1l oncesine dayanir ve bu hastaligr ilk tanimlayan uygarlik Eski Misirhilardir.
Edwin Smith cerrahi papiriistinde meme kanserinin, tanimlamasi ilk kez ifade edilmis
ve tedavisinin olmadigr belirtilmistir (Ebeid ve ark., 1999; Akram ve ark., 2012).
Hipokrat ise M.O. 460’ da, meme kanserini humoral bir hastalik olarak tanimlamis ve
Yunanca bir kelime olan crab/cancer i¢in karcinos terimini kullanmistir (Akram ve

ark., 2012).

1.1.1. Meme Kanserinin insidansi

Meme kanseri, kadin popiilasyonlar1 igerisinde en sik goriilen kanserdir ve
kanser sebebiyle meydana gelen 6liimlerin en 6nde gelen nedenidir (Momenimovahed
ve Salehiniya 2019). Meme kanserinin insidans1 diinya ¢apinda 100.000'de 46.3’tiir ve
meme kanseri vakalarinin sayisinin artarak 2030 yilinda 3 milyona ulagmasi
beklenilmektedir (Bray ve ark., 2018; Ginsburg ve ark., 2017). Bununla birlikte, meme
kanseri yalnizca kadinlarla da sinirli degildir. Erkeklerde meme karsinomu tiim meme

kanserlerinin %0.8 ile %1'ini olusturmaktadir (Nounou ve ark., 2015).

Meme kanserinin insidans1 itk ve etnik kokene gore degiskenlik gdstermekle
birlikte diinyanin farkli bolgelerinde farkli oranlarda gériilmektedir (Momenimovahed
ve Salehiniya 2019). Meme kanserinin goriilme sikligi geligsmis tilkelerde daha
yiiksektir (DeSantis ve ark., 2014). Meme kanserinin goriilme sikligi Orta Afrika ve
Dogu Asya’da 100.000 kiside 27 iken Kuzey Amerika’da 100.000 kiside 92 oraninda
oldugu ifade edilmektedir (Momenimovahed ve Salehiniya 2019). Tiim meme kanseri

vakalarinin yaklasik %24’ Asya- Pasifik bolgesinde meydana gelir ve en yiiksek



oranlar Cin, Japonya ve Endonezya’da goriilmektedir (Youlden ve ark., 2014,
Ghoncheh ve ark., 2016).

Tirkiye bilesik veri tabani 2015 yili verinde ise meme kanserinin kadin
poplilasyonu igerisinde en yiiksek insidansa sahip kanser tiirii oldugu goriilmekte ve
kadin popiilasyonu igerisinde teshis konulan her 4 vakadan 1’inin meme kanseri
oldugu gozlenmektedir. Tiirkiye’de meme kanseri teshisi konulan kadinlarin %44,5
oraninda 50-69 yas bandinda yer aldig1, %40,6 oraninda ise 25-49 yas bandinda yer
aldig1 belirtilmektedir (Tiirkiye kanser istatistikleri, 2017).



1.1.2. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Meme kanseri olusumunda epidemiyolojik ¢alismalara gore pek ¢ok risk faktorii

yer almaktadir ve bu risk faktorleri; genetik yatkinlik, erken menars, ileri yasta cocuk

sahibi olma, emzirme donemlerinin kisa olmasi, kontraseptif kullanimi, menopoz

sonrast hormon tedavisi, sedanter yasam tarzi, asir1 kilo ve obezite, alkol tiikketimi

olarak belirtilmistir (Fazel ve ark., 2019).

Cizelge 1.1. Meme kanseri risk faktorleri (Momenimovahed ve Salehiniya 2019).
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Meme kanseri olusumu ve tedavi siireci, tiim diinyada insanlara maddi-manevi,
sosyolojik ve psikolojik pek ¢ok yiik getirmektedir. Meme kanserinin insidansinda
Cizelge 1.1.°de de gorildugi gibi pek ¢ok risk fakoriirii yer almakta ve bu risk
faktorlerinin - meme kanserinin  olusumunda Onemli oldugu goriilmektedir

(Momenimovahed ve Salehiniya 2019).

1.1.3. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi ve Tanisi

Meme kanseri’nin simiflandirilmast giiniimiizde histolojik, patolojik ve
molekiiler olmak iizere temel anlamda iice ayrilmaktadir. Histolojik olarak
siiflandirma, kanserin hangi yapidan olustuguna ve yayilma sekline gore

yapilmaktadir (Oztemur ve ark., 2015).

Patolojik olarak siniflandirma, gesitli reseptorlerin bulunup bulunmamasina gore
yapilmakta olup, bu reseptorlerden Ostrojen, progesteron ve HER2 reseptorlerini
igerdigi durumda pozitif, aksi halde negatif olarak isimlendirilmektedir. Ug reseptdr
cesidini de igermiyorsa triple negatif olarak adlandirilmaktadir. Bu nedenle patolojik
anlamda; ER+, ER-, PR+, PR-, HER2+, HER2- ve triple negatif olmak {izere 7 grupta
degerlendirilmektedir (Oztemur ve ark., 2015).

Molekiiler olarak siniflandirmanin yapilmasinda ise, temel anlamda Perou ve
arkadaslarinin 2000 yilinda yapmis olduklar1 kapsamli ve oldukc¢a énemli olan gen
ifade analizi calismasina gore, luminal hiicre benzeri, bazal hiicre benzeri, normal
epitel benzeri ve HER2+ grup olarak yapilmaktadir (Perou ve ark., 2000). Daha sonra
yapilan ¢alismalarda luminal tipin luminal A ve luminal B olarak ayrilmasi ve Ca++
bagimli hiicre-hiicre adezyon glikoproteini olan E-cadherin ile iliskili Klaudin-diisiik
(claudin low)’un eklenmesiyle alti alt tipe ayrilmistir (Sorlie ve ark., 2003;
Herschkowitz ve ark., 2007).

Meme kanserinin tanisi i¢in mevcut olarak giinlimiizde, mamografi, manyetik
rezonans goriintiileme, molekiiler meme goriintiileme, meme biyopsisi ve cesitli

biyobelirtegler tercih edilmektedir (Nounou ve ark., 2015). Bu yontemler igerisinde



meme kanserini tespit etmede en kesin yontem meme biyopsisidir (Palmer ve ark.,
1993). Meme kanserinin kompleks yapida olmasi ve heterojenite gostermesi farkli alt
tiplere siniflandirilmasina ve tedavide ¢esitli rejimlerin uygulanmasina neden olmustur
(Nounou ve ark., 2015). Meme kanseri’nin tedavisi i¢in uygulanan geleneksel tedavi
yontemleri olan cerrahi, radyoterapi, hormon tedavisi ve mevcut kemoterapi
secenekleri de dahil olmak iizere tedavide kullanilan yontemlerin etkinligi ¢ok yiiksek

olmayip, gesitli yan etkileri bulunmaktadir (Dhankhar ve ark., 2010).

1.1.4. Metastatik Meme Kanseri ve Ozellikleri

Metastatik meme Kkanseri, tiimor hiicrelerinin bazal bdlgelerinden ayrilmasi ve
daha uzak bolgelere yayilmasi ile sonuglanan, timor hiicreleri ile konake1 hiicreler

arasinda pek ¢ok etkilesimi igeren, ¢ok asamali bir olusum siirecini ifade etmektedir.

Metastaz siireci, timor hiicreleri ile tiimor mikrogevresindeki konakeinin
hiicreleri arasinda gecen ve etkilesimli olan dongiisel bir siireci ifade etmekte olmasi
sebebiyle pasif olmayan bir siirectir (McGee 2010). Bu siire¢ dokularda primer timorii
olusturan malign hiicrelerin bazal membrani agmasiyla baglar. Daha sonra bu hiicreler
lenf ve kan damarlar1 yardimiyla dolagim sistemine girerler. Trombositler tarafindan
korunan kanser hiicreleri dolasimdan ayrilip ¢ogalabilmek amaciyla uygun ortam
kosullar1 bulduklar1 ikincil bolgeye yerlesirler. Bu evrede, hiicreler ya uyku
durumunda kalirlar ya da ekstravazasyon evresini gerceklestirerek, klinik olarak
belirlenebilen makrometastazlar olusturdugu Sekil 1.1’de de gosterilmistir. Malign
hiicrelerin bazal memrani agmasi i¢in proteolitik olarak parcalanmasi gerekmektedir.
Aktif olarak gergeklesen bu proteoliz, matriks metalloproteinazlar (MMP’ler)
tarafindan saglanir. Ekstraseliiler matriksin parcalanmasi ile kanser hiicrelerin
metastaz siirecinde bu sebeple MMP’lerin olduk¢a 6nemli oldugu gériilmektedir (Vu
ve Werb 2000).
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Sekil 1.1. Metastaz olusum siireci (Ma ve Weinberg 2008).

Metastatik meme kanseri (MMK), yeni tan1 alan tiim meme kanserlerinin % 3 -

% 7' sini olugturmaktadir (Singletary ve ark., 2006).

MMK tedavisi toksisite riski, hastanin tedavi tercihleri, timoriin yiikii ve
hormon reseptér durumu, tiimoriin karakterizasyonu, yas, Onceki tedavi oykiisi,

komorbiditeler gibi belirli faktorlere gore degismektedir.

Meme kanserinde metastaz tedavisinin amaci, sagkalimi uzatmak, semptomlari
hafifletmek ve hastaligin ilerlemesini engellemektir. Metastatik meme kanserinin
tedavisi ise genel olarak cerrahi, kemoterapi ve hormonal tedavi olmak {izere ii¢

kategoriye ayrilmaktadir (Al-Mahmood ve ark., 2018).



1.1.5. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatt1 Profili

MDA-MB-231 hiicre hatti, metastaz 6zellik gosteren meme adenokarsinomu
teshisi konulan 51 yasindaki bir kadindan plevral efiizyonu araciligiyla elde edilen
epitelyal, insan meme kanseri hiicre hattidir (Cailleau ve ark., 1978). Bu hiicre hatti,
tibbi arastirma laboratuvarlarinda en sik tercih edilen insan meme kanseri hiicre

hatlarindan birisidir.

MDA-MB-231, ostrojen (ER) ve progesteron (PR) reseptorlerinin
ekspresyonlarinin yani sira, HER2 (insan epidermal biiylime faktorii reseptdrii)’niin
amplifikasyonunun olmamasi ile ayrica oldukga agresif, invaziv ve zayif farklilagsma
yetenegi olan triple negatif meme kanseri (TNBC) hiicre dizisidir. Triple negatif meme
kanseri (TNBC), meme kanserlerinin %15 ila %20'sini olusturur (Schmadeka ve ark.,
2014). Diger istilaci kanser hiicre hatlarina benzer sekilde, MDA-MB-231 hiicrelerinin
istilasina, ekstraseliiler matrisin proteolitik parcalanmasi aracilik eder (Liu ve ark.,

2003; Chavez ve ark., 2010).

ER ve PR ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonunun olmamasi nedeniyle, hiicre
hatt1 baslangigta bir 'bazal' meme kanseri hiicre hatti olarak gruplandirilmistir.
Bununla birlikte, claudin-3 ve claudinin-4'tiin down regiilasyonu, Ki-67 proliferasyon
belirtecinin diisiik ekspresyonu, epitelyal-mezenkimal gegis ile iligkili belirtegler igin
zenginlestirmeyi sergiledigi i¢in ve CD44+CD24-/diisiik fenotip gibi meme kanseri
kok hiicreleri ile baglantili 6zelliklerin ifadesi ile simdi claudin-diisiik molekiiler alt
tipine ait oldugu kabul edilmektedir (Holiday ve ark., 2011). 3D kiiltiirde, hiicre hattt
endotel benzeri morfoloji gosterdigi Sekil 1.2°de goriilmektedir ve invaziv fenotipi ile
aywrt edilir (Harrell ve ark., 2014). Ayrica genellikle birden fazla hiicre kolonisini
birbirine baglayan yildiz seklinde ¢ikintilara sahiptir (Kenny ve ark., 2007).



Sekil 1.2. MDA-MB-231 hiicre hattt mikroskop goriintiisi

Triple negatif meme kanseri, tedavi segenekleri agisindan kisitli olan agresif bir
meme kanseri gesitidir. Triple negatif meme kanserinin molekiiler yapisini anlamak,

tedavide etkin yeni bir ajan gelistirebilmek i¢in 6nemlidir.

1.1.6. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatt1 Profili

MCEF-7 hiicre hatti, meme adenokarsinomunu tagtyan 69 yasindaki bir kadindan
alinan plevral efiizyondan elde edilmistir (Soule ve ark., 1973). Ismini tespit edildigi
vakif olan, Michigan Kanser Vakfi'nin kisaltmasindan (MCF) almistir ve diinyada
calismalarda en ¢ok tercih edilen insan meme kanseri hiicre dizisidir (Lee ve ark.,

2015).

MCF-7 hiicreleri, meme epiteline benzer morfolojik 6zellik gdstermektedir.
Hiicre hatti, hiicre kabi ile hiicre tabakasi arasinda sivi birikmesi nedeniyle tek
tabakalar kubbe benzeri (Sekil 1.3) yapilar1 olusturur (Lippman ve ark., 1975; Brooks
ve ark., 1973).



Sekil 1.3. MCF-7 hiicre hattt mikroskop goriintiisii

Ostrojen reseptdrii alfa (ER-a) eksprese eden birkag meme kanseri tiiriinden
olmakla beraber hiicreler ayn1 zamanda androjen, progesteron ve glukokortikoid
reseptorlerini de eksprese etmekte ve bu Ozellikleri nedeniyle ¢alismalarda dikkat

¢ekerek onem arz etmektedirler (Horwitz ve ark., 1975).

Hiicre hattinin pasajlanmasi sonucu elde edilen hiicreler, farkli laboratuvarlarda
belirli siire sonra farkli 6zellik gostermis ve genetik olarak kararsiz oldugu tespit
edilmistir. Ayrica kok hiicre fraksiyonu tanimlanarak, hiicresel alt tipleri yeniden
olusturabildigi ve Kkiiltiirlerde hiicresel alt popiilasyonlarin varligi belirlenmistir

(Comsa ve ark., 2015).

MCEF-7 hiicre hatti, meme kanseri biyolojisini incelemek i¢in 6nemli bir in vitro
model olarak kullanilir. Mevcut varyantlarin olmasi nedeniyle, kemoterapétik ilaglarin
gelistirilmesinde ve ilag¢ direncinin anlagilmasinda 6nemli uygulamalari vardir (Comsa

ve ark., 2015).
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1.2. Apoptoz

1.2.1. Apoptozun Tanimi

Hiicrelerin proliferasyonu ve 6liimii arasinda 6nemli bir denge bulunmakta olup
gesitli  hiicresel mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir. Hiicre o6liim
mekanizmalarindan biri olan apoptoz, genel anlamda programlanmis hiicre oliimii
olarak tanimlanan, ¢esitli genlerle regiilasyonu saglanan, RNA, protein sentezi ve
enerji gereksinimi olan, organizmada homeostaz1 saglayan hiicresel bir siiregtir (Guo
ve ark., 2016). Apoptoz, yunanca apo; ayr1 ptozis: diisme kelimelerinin birlesmesinden
olusmustur. Apoptoz terimi, ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 tarafindan ifade

edilmistir (Kerr ve ark., 1972).

Apoptoz ile ilgili yiiriitiilen ¢aligmalarda genellikle ¢ok basit yapida, ¢ok hiicreli
ozellikteki Caenorhabditis elegans nematodu tercih edilmistir. 1994 yilinda Horvitz,
Sulston ve Brenner Caenorhabditis elegans nematodunun ebriyonik gelisimi sirasinda
sahip oldugu 1090 hiicreden 131’inin spesifik olarak programli bir sekilde 6ldiigiinii
ve bu durumun belirli genler araciligiyla diizenlendigini kanitlamislardir (Hengartner

ve ark., 1992; Andrew ve ark., 2001).

Apoptoz’un canlilarda temel islevi ve amaci ¢evresinde bulunan hiicrelere zarar
vermeden ve onlar1 kotii yonde etkilemeden belirlenen hiicreleri yok etmektir. Bu

sekilde canlilarda;

a)  Ebriyo gelisimi, baskalasimi ve doku atrofisi sirasinda organizmanin seklinin
olusturulmasi,

b)  Organizmanin toplam hiicre sayisinin diizenlenmesi,

c)  Tiumor hiicrelerinin, virlisle kontamine olmus hiicrelerin, otoimmun hiicrelerin
yok edilmesi gibi énemli fizyolojik siireglerin gerceklesmesi saglanmaktadir

(Giiltekin ve ark., 2008).
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1.2.2. Apoptozun Regiilasyonu

Apoptozun diizenlenmesinde genel olarak kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi

molekiiller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler gérev alir (Guo ve ark., 2016).

Apoptozun regiilasyonu, hiicre i¢i ve hiicre dis1 kaynakli olmak iizere cesitli
faktorler tarafindan saglanmaktadir. Bu faktorlerden apoptozu tetikleyerek
baslatanlara “pro-apoptotik”, hiicre 6liimiinii engelleyerek baskilayanlara ise “anti-

apoptotik™ faktor ad1 verilir (Dasgupta ve ark., 2016).

1.2.2.1. Bcl-2 Ailesi

Apoptozun diizenlenmesinde olduk¢a 6nemli rolii olan ve 20 {iyeden olusan
onemli bir protein ailesidir. Bu ailenin iiyeleri birbirine zit iki gruptan olusmaktadir.
Bunlardan apoptozun indiiklenmesinde gorev alan {iiyeleri ‘proapoptotik’ olarak
adlandirilirken apoptozun inhibisyonunda gorev alan iiyeleri ise ‘antiapoptotik’ olarak

adlandirilir.

Proapoptotik iiyeler icerisine bad, bax, BclXs, bid, bim, puma, noxa girer ve

sitozolde yer alirlar.

Antiapoptotik tiyeler ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1°dir. Bu proteinler de
mitokondrinin dis membraninda, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zarinda yer
almaktadir (Adams ve ark., 2001). Bcl-2 ailesi iiyeleri temelde, mitokondriyal
membran permeabilitesinin regiilasyonunu saglayarak apoptozun diizenlenmesinde

gorev almaktadir (Giiltekin ve ark., 2008).

1.2.2.2. p53

Hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde hiicre siklusunun G1 fazinda
durmasini saglayarak hiicreye DNA tamiri igin siire taniyan 6nemli bir transkripsiyon
proteinidir. p53 proteininin bir bagka gorevi de, DNA hasari onarilamayacak durumda
oldugunda, Bcl-2 ailesinin iyeleri olan Bax, Puma, Noxa gibi pro-apoptotik

proteinlerin  ekspresyonlarin1 arttirarak  hiicrelerin  apoptoza  siiriiklenmesini
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kolaylagtirmaktir (Vousden ve ark., 2002). Pek ¢ok farkli kanser tiiriniin %50’sinde
p53’lin mutasyona ugradigi veya ikinci kopyasinin yok oldugu belirtilmistir (Whibley
ve ark., 2009). Bu nedenle son 20 yildir p53°iin gen tedavisi yontemleriyle kanserli
dokulara kazandirilmasini amaglayan ¢alismalar 6nemli yer tutmaktadir (Chen ve ark.,

2010).
1.2.2.3. Kaspazlar

Apoptozda gorev alan ve Sistein Aspartat Spesifik Proteaz (Cystein Aspartat
Spesific Protease) seklinde ifade edilen 6nemli bir proteaz enzim grubudur.
Adlandrilmasi1 aspartik asit kalintilarinin hemen ardindan kesmek i¢in sistein
kalintilarin1 kullanmalari nedeniyle almislardir. Kaspazlar hedef hiicrede inaktif
prokaspaz veya zimojen seklinde bulunurlar. Kaspazlarin zimojen yapist apoptozun
indiiklenmesinden sonra kesilerek etkin forma doniistiriillmektedir (Alenzi ve ark.,

2010).

Kaspazlar apoptozun olusumunda rol alan 40°tan fazla proteazin aktiflesmesine
yol agmaktadirlar (Kartlasmis ve ark., 2016). Insanlarda 14 ayr1 kaspaz tanimlanmistir
ve Cizelge 1.2°de de gosterilmekle birlikte, fonksiyonlarina gore baslatici kaspazlar,
efektor kaspazlar ve inflamatuvar kaspazlar seklinde ii¢ gruba ayrilmaktadir (Alenzi
ve ark., 2010).

Cizelge 1.2. Kaspazlar ve fonksiyonlar1 (Kartlasmis ve ark., 2016).

Kaspaz Tiirii Kaspaz Fonksiyonu

Apoptotik uyari ile meydana gelen 6liim

Baglatic kaspazlar Kaspaz 2,8,9.10 sinyallerini efektor kaspazlara iletir.

Bagslatici kaspazlar ile etkileserek apoptozda
Efektor kaspazlar Kaspaz 3,6,7 gorevli ilgili proteinleri pargalayip apoptotik
hiicre morfolojisinin olusumunu diizenler.

Kaspaz Patojenlere kars1 immiin yanitin olusumunda

Inflamatuvar kaspazlar | ) 451115 1314 gbrev alrr.
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1.2.2.4. XIAP, clAP1, clAP2, NAIP

Apoptoz inhibitorii proteinler (IAP) olarak ifade edilen, omurgali ve omurgasiz
canlilarda antiapoptotik etki gostererek apoptozun negatif yonde diizenlenmesini
saglayan regiilator proteinlerdir. Apoptoz inhibitor proteinleri, genellikle efektor
kaspazlar olan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 ye dogrudan baglanarak s6z konusu
proteinleri inhibe ederek etkilerini gostermektedir (Vande Walle ve ark., 2008).

1.2.2.5. Smac/DIABLO

Cekirdekteki genler tarafindan kodlanan apoptozun gerceklesmesini takiben
sitoplazmaya salinan mitokondriyal bir proteindir. Smac/DIABLO proteinleri
kaspazlarin calismasini engelleyen IAP’lere baglanarak kaspazlar1 kesim ve
aktivasyona agik hale getirmekte ve apoptozun hizim arttirmaktadir (Augelo ve ark.,
2009).

1.2.2.6. HtrA2 (Omi)

Olgun serin proteaz HtrA2 (Omi) kaspaz aktivatorii seklinde ifade edilmektedir.
HtrA2 mitokondriyal membranlarin arasinda bulmakta ve saglikli hiicrelerde
proteolitik hasar1 inhibe etmektedir. Apoptotik uyart sonucunda mitokondriyal
biitiinliigiin kaybiyla sitozolik translokasyon olugsmakta ve kaspaz-9 ile XIAP (X’e
bagimli IAP) etkilesimini bozmaktadir (Vande Walle ve ark., 2008).

1.2.2.7. Sitokrom C

Mitokondriyal i¢ memranin periferik bir proteini olan Sitokrom c, solunum
zincirinin kompleks III ve kompleks IV'li arasinda bir elektron mekigi olarak islev
gostermektedir ve yasamin siirdiiriilebilmesi igin sitokrom c aktivitesi gereklidir.
Farelerde, somatik sitokrom c geninin bozulmasinin embriyonik letaliteye neden

oldugu bildirilmistir (Garrido ve ark., 2006).
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Apoptoz aninda sitokrom c, smac proteini ile birlikte mitokondriden salinir.
Sitokrom c, kaspaz-9 ve 3’iin aktivasyonunda rol alir ve IAP’lerin kaspazlara

baglanmasini engelleyerek apoptozda rol oynar (Kartlasmis ve ark., 2016).

1.2.2.8. FAS (APO-1 veya CD-95)

TNF reseptor ailesinin tiyesi olmakla birlikte FAS-L’nin ilk tespit edilen
reseptoridiir. FAS geni insanda, NF-KB ve p53 proteinleri tarafindan kontrol
edilmektedir (Nagata 1999). FAS proteini hiicre yiizeyinde bulunan kendi reseptoriine
baglanarak reseptOriin trimerizasyonunu gergeklestirir. Aktive edilen reseptorler
FADD reseptor molekiilii ile birleserek FAS reseptoriiriiniin karboksil ucuna yakin
bolge aktif hale getirilir ve prokaspazlarin aktivasyonu ile apoptozun uyarilmasi

gergeklesir (Curtin ve ark., 2003).
1.2.2.9. AIF (Apoptoz indiikleyici faktor)

Apoptoz sirasinda mitokondriden salinan proapoptotik bir protein olup kromatin
yogunlagsmasina ve DNA fragmantasyonuna yol agmaktadir (Kartlasmis ve ark.,
2016).

1.2.2.10. Endoniikleaz G

Mitokondriye spesifik bir niikleaz olup apoptoz aninda ¢ekirdege transloke olur.
Kaspazlardan bagimsiz yolakta rol oynayarak DNA’y1 parcalara ayirmada gorev

almaktadir (Kartlasmis ve ark., 2016).

1.2.3. Apoptozun Etki Mekanizmasi

Apoptoz hiicrede iki farkl yolak araciligiyla gerceklesmektedir:

1) Ekstrinsik yolak
1)) Intrinsik yolak (Mitokondriyal yolak)
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Apoptozun meydana gelmesine neden olan hiicre igi sinyaller, DNA hasari,
hiicre i¢i Ca*™ diizeyinin degismesi, metabolik ve/veya hiicre dongiisii bozukluklari ve

hipoksidir.

Biiylime ve iireme faktorlerinin yetersiz olusu, 6lim reseptorlerinin uyarilmast,
sitotoksik T lenfosit ve dis faktoler (iskemi, toksinler, UV, kemoterapétik ilaglar,

radyasyon) ise hiicre disi sinyaller olarak etki gostermektedir.

Hiicre ici sinyaller intrinsik apoptoz yolagini aktiflestirirken, hiicre dis1 sinyaller

ekstrinsik apoptoz yolagini aktiflestirmektedir.

.‘,«-—- e v‘mn S
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Sekil 1.4. Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik mekanizmasi (Guo ve ark., 2016).

1.2.3.1. Ekstrinsik Yolak

Apoptozun ekstrinsik yolak ile aktive olmasi, bu yolakta yer alan transmembran
reseptdr aracili etkilesimleri icermektedir. Ekstrinsik yolakta, 6liim ligandinin
(FASL/TNFR1) 6lim reseptoriine (FAS/TNF) baglanmasi ile reseptor trimerik yap1
kazanarak aktive olmaktadir. Bunun ardindan FAD/TRADD ve prokaspaz 8

kombinasyonu etkilesmekte ve aktiflesen kaspaz 8, yolagin devaminda yer alan
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efektor kaspazlart ve bid proteinini aktiflestirmektedir. Aktiflesen bid, mitokondri
porlarindan gecip, mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasina neden olarak

mitokondri aracili apoptozu (intrinsik apoptozu) baslatmaktadir (Guo ve ark., 2016).

1.2.3.2. intrinsik Yolak

Intrinsik yolakta, mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi sonucunda
Sekil 1.4’de de gosterildigi lizere mitokondri i¢ zar boslugundan sitoplazmaya
sitokrom ¢, Smac, HtrA2, AIF ve Endo G salimimi gergeklesmektedir. Sitoplazmik
sitokrom c, prokaspaz-9 ve Apafl’in etkilesmesini saglayarak apoptozom kompleksini
olusturmakta ve daha sonra kaspaz 9’u aktiflestirmektedir. Aktif kaspaz 9, kaspaz-3, -
6 ve -7’yi aktiflestirerek apoptozun indiiklenmesini saglar. Smac ve HtrA2, apoptoz
inhibe edici proteinler ile etkileserek apoptoza yardimci olmaktadir. AIF ve Endo G
salinimi ile kaspaz bagimsiz mitokondri yolag: aktiflestirilmektedir (Guo ve ark.,
2016).

1.3. Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metaloproteinazlar (MMP'ler), ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglerde
rol alan ¢inko bagimli endopeptidazlardir (Alaseem ve ark., 2019). Yapilan
aragtirmalar Matriks metalloproteinazlar (MMP) gibi hiicre dis1 matris proteinazlarin,
karsinogenez sirasinda mikro cevre lizerindeki degisikliklerin ana parcalari oldugunu

ortaya koymustur (Kessenbrock ve ark., 2010; Page-McCaw ve ark., 2007).

Matriks metalloproteinazlarin katalitik aktivitelerinin tanimlanmasz ilk kez 1962
yilinda metamorfoz geciren kurbaga yavrusunun kuyrugundaki bir kolajenazin
aktivitesinin belirlenmesi ile gergeklestirilmistir (Gross ve Lapiere 1962). O tarihten
bu zamana kadar gecen siire iginde MMP arastirma alan1 kapsamli doniistimlerden

gecmistir.

Insan MMP ailesi, metzincin siiper ailesine ait olan 24 iiyeli Zn*?’

ye bagimli
endopeptidazlari igermektedir. Bu ailenin iiyeleri esas olarak proteolitik aktiviteleri
kataliz etmekte ve bdylece hiicre biiylimesi ile morfogenez i¢in uygun ortamin

saglanmasinda 6nemli olan proteolitik aktivasyon araciligi ile hiicre dis1 matriksin
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(ECM) pargalanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Vandenbroucke ve Libert
2014). MMP’ler latent formda eksprese edilmekte ECM’ye karst proteolitik
aktivitelerini ger¢eklestirmek i¢in daha sonra aktive olmaktadir (Ozkan ve Bakar-Ates,
2020). Normal fizyolojik kosullar altinda MMP’lerin aktiviteleri, transkripsiyon, dncii
zimojenlerin aktivasyonu, spesifik ECM bilesenleri ile etkilesim ve endojen

inhibitorler tarafindan diizenlenir (Visse ve Nagase 2003).

MMP enzimleri normalde, embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, uterus ve meme
geligimi, plasenta gelisimi sirasinda endometrial stroma igerisine trofoblast invazyonu
gibi gesitli proseslerde, ihtiya¢ duyuldugunda eksprese olmaktadir (Woessner 1991).
Ayni zamanda, periodontitis, romatoid artrit ve timor hiicresinin invazyonu ve
metastaz1 gibi patolojik kosullarda MMP enzimlerinin anormal eksprese oldugu
saptanmustir (Shapiro, 1998; Parks ve ark., 2004; Egeblab ve Werb 2002; Nagase ve
ark., 2006).

MMP’ler hiicre ¢ogalmasi, gé¢ ve farklilasmasti ECM’nin yeniden
yapilandirilmasi, doku invazyonu ve vaskiilarizasyonu gibi birgok biyolojik siirecte
onemli rol oynamaktadir. Bu biyolojik siire¢ler normal gelisim ve organogenez
stirasinda bir¢ok kez gerceklesmekte olup, uygun sekilde dengelenmezse kanser, timor
progresyonu ve doku metastaz1 gibi zararl patolojik durumlara da yol acabilmektedir
(Chang ve Werb 2001). Bununla birlikte MMP’ler meme, prostat, karaciger ve akciger
kanserleri de dahil olmak tizere 6nemli sayida solid timorlerde eksprese edilmektedir.
Benzer sekilde, solid olmayan tiimorlerde MMP’lerin anormal ekspresyonunun

rollerini degerlendiren bazi ¢alismalar da bulunmaktadir (Alaseem ve ark., 2019).

1.3.1. Matriks Metalloproteinazlarin Yapisi ve Simiflandiriimasi

MMP’ler latent formda farkli yapisal bolgelere sahip ve biiyiikk olgiide
birbirlerine benzer proteinlerdir. Temel olarak MMP’lerin protein yapist Sekil 1.5’de
de ifade edildigi ilizere propeptit, katalitik ve hemopeksin benzeri alanlardan

olusmaktadir.
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Propeptit alani yaklasik olarak 80 amino asitten olusur ve MMP’leri inaktif
durumda tutmakla gorevli olup sistein yapisi igerir. Katalitik alan ise propeptit
alanindan sonra gelir ve yaklasik olarak 170 amino asit uzunlugundadir. MMP’lerin
ortak 6zelliklerinden biri de katalitik tarafta Zn+2 molekiiliiniin gerekmesidir, ayrica
bu enzimler inaktif zimojenler olarak sentezlenir ve katalitik aktiviteleri igin

proteolitik bozunmaya ihtiya¢ duyarlar (Alaseem ve ark., 2019).

Hemopeksin henzer alan Sitoplazmik alan

\ A
Propeptid |—= In |—» o/

Katalitik alan Transmembran alan

Sekil 1.5. MMP’lerin genel yapisi (Sekhon, 2010).

MMP’lerin yapisinda, hemopeksin benzeri alan adi verilen bir bolge
bulunmaktadir. Hemopeksin benzeri alan Sekil 1.6’da gosterilmekle birlikte, karboksil
ucunda yaklasik 200 amino asit icerir ve prolin agisindan zengin mentese bolgesi adi
verilen alan ile katalitik alana baglanir. Bu alan katalitik olmayan aktivitelerin
gergeklestirilmesinden sorumludur. MMP ailesi iiyelerinden MMP-7 ve MMP-26’da
bu yap1 bulunmamaktadir (Brinckerhoff ve Matrisian 2002).
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Proenzim alam (N-terminali)

Z

~
Katalitilz alan

e

Hemopeksin alam (C-terminali)

Sekil 1.6. MMP’lerin yapisinda bulunan C-terminali ile Zn iyonu yardimiyla katalitik alanla
propeptit etkilesimi (Sekhon 2010).

Bazi MMP’ler ise furin ile aktive edilmis yapr icermektedir ve bu yapinin
aktivasyonu hiicre i¢i serin proteaz aktivasyonu i¢in gereklidir. Furin ile aktive olan
MMP’ler membran tipi MMP’ler ile salgilanan MMP’lerden MMP-11, MMP-21 ve
MMP-28’1 kapsamaktadir.

MMP’ler yapisal olarak bir¢ok benzer 6zellik gdstermesine karsin substrat
ozgullugi, sekans benzerligi ve domain igerigine gore degerlendirildiginde alt1 sinifa

ayrilmaktadir (Nagase ve ark., 2006).

1.3.1.1. Kollajenazlar

Bu enzimlerin temel 6zelligi, intersitsyel kollajen I-II ve III’ii N terminalinden
belirli oranda parcalayabilme yetenekleridir. MMP ailesi iiyelerinden MMP-1,
MMP-8, MMP-13 ve MMP-18 bu grupta yer almaktadir (Visse ve Nagase 2003).

1.3.1.2. Jelatinazlar
Bu grupta Jelatinaz A (MMP-2) ve Jelatinaz B (MMP-9) yer almakta olup,

denatiire kollajenleri ve jelatinleri kolaylikla parcalayabilme &zelligine sahiptirler
(Allan ve ark., 1995).

20



1.3.1.3. Stromelisinler

Stromelisin 1 (MMP-3) ve stromelisin 2 (MMP-10)’nin her ikisi de benzer
substrat ozgiilligii gostermektedir; ancak, MMP-3’lin daha yiiksek bir proteolitik
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. MMP-3, ECM bilesenlerini par¢alamanin yani
sira, bir dizi pro-MMP’yi de aktiflestirmektedir (Visse ve Nagase 2003).

1.3.1.4. Matrilisinler

Matrilisinlerin temel 6zelligi bir hemopeksin alaninin olmamasidir. Endometaz
seklinde de isimlendirilen matrilisin-1(MMP-7) ve matrilisin-2(MMP-26) bu grubun
tiyeleridir. MMP-7, ECM bilesenlerinin yani sira pro-o.-defensin Fas-ligand, TNF-a
ve E-cadherin gibi hiicre yiizey molekiillerine de etki etmektedir (Visse ve Nagase
2003).

1.3.1.5. Membran tipi MMP’ler

Membran tipi MMP (MT-MMP)’ler alt1 {iyeden olusmaktadir. Bunlarin dort
tanesi tip 1 transmembran protein olup MMP-14, MMP-15, MMP-16 ve MMP-24 bu
grup igerisinde yer alirken kalan iki iye olan MMP-17 ve MMP-25
glikosilfosfatidilinositol (GPI) baglantili proteinlerdir. MT4-MMP disindaki biitiin
membran tipi MMP’ler pro-MM2’yi aktive edebilmektedir. Ayrica MT1-MMP tip I,

I1 ve 111 kollajenler tizerinde kollajenolitik aktiviteye sahiptir (Visse ve Nagase 2003).

1.3.1.6. Diger MMP'ler

MMP ailesi igerisinde yer alan yedi MMP yukaridaki siniflandirilmaya dahil
edilememistir. Metalloestelaz (MMP-12) esas olarak makrofajlarda eksprese edilir ve

makrofaj gocii i¢in gereklidir. Elastinin yani sira bir dizi proteini pargalayabilmektedir.

MMP-19, karacigerden cDNA klonlanmasi yolu ile romatoid artiritli hastalardan

T-hiicresinden tiiretilmis bir otoantijen olarak tanimlanmastir.
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Enamelisin (MMP-20) dis minesinin gelisiminde rol oynayan amelogenin
proteininin pargalanmasindan sorumludur. Kusurlu mine olusumu ile sonuglanan
genetik bir bozukluk olan Amelogenin imperfecta, MMP-20 béliinme bolgelerindeki

mutasyondan kaynaklanmaktadir.

MMP-22 ilk olarak tavuk fibroblastlarinda klonlanmistir ve bir insan homologu

EST sekanslar1 temelinde tanimlanmuistir.

MMP-23 esas olarak iireme dokularinda eksprese edilir ve ayn1 zamanda sistein
dizisi MMP olarak da adlandirilir. MMP-23 hemopeksin benzeri alandan yoksundur.
Propeptid kisimda furin tanima alanina sahip oldugu icin golgide boliinmekte ve
ekstraseliiler hiicre bosluguna aktif bir enzim olarak salinmaktadir (Visse ve Nagase
2003).

1.3.2. Matriks Metalloproteinazlar ve Kanser

Tiimor ilerlemesi ve metastazinda yer alan patolojik stireclerle ilgili ¢calismalar,
matriks metalloproteinazlari timdér mikro ortamini sekillendirmede ve kanser

ilerlemesini ve metastazini tetiklemede rol oynayan énemli molekiiller olarak ortaya

cikarmustir (Kessenbrock ve ark., 2010; Radisky ve ark., 2007 ; Radisky ve ark., 2010).

MMP enzimleri ¢ok sayida kanser tipi ve kanser evresi i¢in potansiyel teshis ve
prognoz biyomarkir1 olarak kabul edilmektedir (Roy ve ark., 2009). MMP’lerin
kanserin terapdtik hedefi olmalari fikri, yaklasik 40 yil 6nce, ¢esitli kanserlerin
metastatik potansiyellerinin, kanser hiicrelerinin temel membran1 degrade etme
yetenegi ile orantili oldugunun bulunmasi ile birlikte ortaya ¢ikmustir (Liotta ve ark.,
1980). Sonralari, ¢ok sayida MMP inhibitorleri (MMPI) gelistirilmis ve cesitli klinik
denemeler ile degerlendirilmistir. Karsinogenezisin gelisimi sirasinda, timor
hiicreleri, tiimor mikrogevresi (ECM, biiyiime faktorleri, ECM ile iligkili sitokinler ve
endotel hiicreler, fibroblastlar, makrofajlar, adipositler gibi ¢evredeki hiicreler) ile
cesitli etkilesimlerde bulunmaktadir (Murphy, 2008; Deryugina ve ark., 2006).
Kanserin, migrasyon, invazyon, metaztaz ve anjiogenezis evrelerini kapsayan dort
asamasi, kanserin gelistigi bélgenin mikrogevresine baglidir. MMP enzimleri, ¢esitli

hiicre adezyon molekiillerini degrade etmek yolu ile, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM
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etkilesimlerini module ettiklerinden, bu proseslerdeki kritik molekiiller olarak kabul

edilmektedirler.

Yapilan arastirmalarda, MMP-2 baskilanmis farelerin herhangi bir anormallik
olmadan gelismesine ragmen insan MMP-2’nin aktif enzimatik eksikligiyle
sonuclanan mutasyonlarm (Itoh ve ark.,1997), etkilenen kemiklerin yikima ugramasi
nedeni ile nadir bir genetik bozukluk olan osteoliz ile iliskili oldugunu bildirmistir. Bu
durum, insanlarda MMP-2’nin osteogenez i¢in O6nemli oldugunu gostermektedir
(Martignetti ve ark., 2001).

Diigiim(nod)-negatif meme kanseri olan hastalarla gerceklestirilen 270 hastanin
degerlendirildigi bir klinik calismada, immiino histokimyasal yontemler ile MMP-2 ve
-9 boyamasi yapilmis ve her iki jelatinazin da oncelikle timor hiicreleri tarafindan
eksprese edildigi ve her ikisinin de daha kisa niikssiiz sag kalim i¢in prognostik oldugu

ifade edilmistir (Li ve ark., 2004).

Meme kanserinde rol oynayan en kapsamli MMP’lerden birisi de Jelatinaz B
olarak da isimlendirilen MMP-9’dur. Meme kanseri olan 421 hasta ile gergeklestirilen
bir ¢aligmada, stromal hiicrelerde meydana gelen yiiksek MMP-9 ekspresyonunun
kot rekiirrensiz sagkalim ile iligkili oldugu gosterilmistir (Pellikainen ve ark., 2004).
Yine 175 meme kanseri hastasi ile gerceklestirilen bir calismada MMP-9 ve MMP-14
ekspresyonlar1 ayr1 ayri degerlendirildiginde, stromal MMP-9’un relapsiz sag kalim
ve genel sagkalim ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugu ifade edilmistir (Mylona ve ark.,
2007). Ayrica MMP-9’un ¢ogunlukla triple negatif olan meme kanserinin bazal
benzeri molekiiler alt tipindeki tiimorlerde daha yiliksek oranda eksprese edildigi

belirtilmistir (Mehner ve ark., 2014; Yousef ve ark., 2014)

Rocca ve arkadaglar1 tarafindan yapilan, MMP-2 ve MMP-9'un serum
formlarinin jelatinolitik diizeylerini zimografik analizlerle incelemek ve verileri
mevcut klinikopatolojik verilerle degerlendirmek i¢in yapmis olduklari ¢aligmada; 80
hastanin serum degerlerinin zimografik analizleri karsilagtirilmis ve sonug olarak
MMP-2 ve MMP-9 proenzim formlarina karsilik gelen keskin belirgin litik bantlar
sergiledigini gdstermistir. Dansitometrik analizlerde ise, meme kanseri hastalarinda

dolasgimdaki MMP-2 ve MMP-9'un ortalama aktivite seviyelerinin kontrol
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serumlarindan (P<0.0001), 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugunu gosterdi ve MMP-2 ve
MMP-9 aktivitesinin serum 6l¢iimlerinin meme kanseri hastalarinin alt gruplarini ayirt

etmede tanisal degere sahip oldugunu ifade etmislerdir (Rocca ve ark., 2004).

1.4. Dogal Kaynakh Seker Alkolleri

Polioller gida endiistrisinde tatlandiricilar, lezzet arttiricilar, nemlendiriciler,
koyulastiricilar olarak kullanimlari ile oldukga tercih edilmektedirler. Hem tatli tadinin
olmasi hem de fiziksel Ozelliklerinin sekerlere benzemesi ile de diisiik kalorili
tatlandiricilar  olarak  kullanimlarin1 ~ saglamistir.  Poliollerin ~ siklikla — gida
formiilasyonlarinda kombinasyon olarak kullanimlar1 mevcuttur. Bu bilesiklerin,
endiistriyel tiretimleri olmakla birlikte ¢esitli mikroorganizma tiirleri, mantar, liken ve
yiiksek yapili bitkilerde dogal kaynakli olarak da iiretilmeleri miimkiindiir. Dogal
kaynakli olarak ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen poliollere baktigimizda

ise karsimiza mannitol, sorbitol, eritritol ve ksilitol ¢ikmaktadir (Rice ve ark., 2019).

Dogal kaynakli bir seker alkolii olan mannitoliin kullanim alanlar1 ve etkilerini
degerlendirdigimizde gesitli literatiir taramalar1 ve aragtirmalar sonucunda; cerrahide
beyin sigsmesini azaltmak ve bdbrek yetmezligini tedavi etmek i¢in kullanimi
mevcuttur. Bu bilesik antikanser ilaglarin beyne girmesine ve beyin tlimorlerinin
tedavisinde ve ayrica kan-beyin bariyerini agmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir

(Cancer.gov., 2022).

Glusitol olarak da bilinen sorbitol, alt1 karbonlu bir seker alkoliidiir ve sebze,
meyve, tiitlin ve deniz yosunu gibi triinlerde dogal olarak bulunur (Fang ve ark.,
2020). Sorbitol dnemli bir hammadde olarak ilag, kimya ve gida endiistrilerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Sorbitoliin ayrica diiirez dehidrasyon 6zelliginden dolay:
beyin 6demi ve glokomu ve normal kalp fonksiyonunun 6demli oligiirisini tedavi
etmek i¢in kullanimi mevcuttur. Bir dizi ¢alisma, sorbitoliin p38 MAPK sinyal iletim
yolunu aktive edebilecegini ve tiimor hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebilecegini
gostermistir. Ayrica kolerektal kanser hiicreleri {izerine yapilan bir calismada
sorbitoliin, kaspaz-3 ve PARP aktivasyonunun eslik ettigi apoptotik hiicre dliimiinii

indiikledigini gostermistir. Bu ¢alisma ile sorbitoliin kolerektal kanser tedavisi i¢in
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yeni kemoterapdtik ajanlarin gelistirlmesinde umut verici olabilecegi ongoriilmiistiir

(Lu ve ark., 2014).

Seker alkollerinden bes karbonlu bir yapida olan ksilitol, ilk olarak 20. yilizyilda
Finlandiya'daki Hus agaclarindan elde edilmistir. Seker yerine yaygin olarak
kullanilmaktadir ve dogal olarak bir¢cok meyve ve sebzenin liflerinde bulunur. Ksilitol,
dis ciirtimelerini 6nlemek i¢in sakizlarda yapay tatlandirici olarak da kullanilmaktadir.
Ksilitoliin etkisinin degerlendirildigi bir calismada in vivo ve in vitro olarak
anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir. Gergeklestirilen bir calismada ksilitoliin,
MMP-2 hem de MMP-9'un mRNA ifadesini azaltmis oldugu goriilmiis ve ayrica NF-
kB ve Akt sinyal yolunu inhibe ederek anjiyogenezi inhibe ettigi belirlenmistir (Yi ve
Kim 2013). Ksilitol’iin antikanser etkinliginin degerlendirildigi akciger kanser hiicre
hatt1 A549 ile gergeklestirilen baska bir calismada; ksilitoliin hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigini ve AS549 hiicrelerinin otofajisini indiikledigi ortaya koyulmustur.
Boylelikle ksilitoliin, akciger kanserine karsi tedavi potasiyeline sahip bir bilesik

olabilecegi tespit edilmistir (Park ve ark., 2015).

Eritritol (ERT), plazma seviyesi ~9.8 uM olan ve tiim insan hiicrelerinde
glukozdan pentoz fosfat yoluyla endojen olarak iiretilen basit bir dort karbonlu seker
alkoluidiir. Yapay tatlandirici olarak eksojen yolla diyetlerden elde edilebilir. Hidroksil
grubu tasimasi ile antioksidan 6zellik gosterirler. Eritritol’{in beyin tiimorii hiicre hatti
lizerine sitotoksik etkisinin incelendigi bir ¢alismada; konsantrasyona bagli olarak
eritritol’lin beyin kanseri gelisiminde ve hidrojen peroksit regiilasyonunda 6énemli rol
oynadig1 belirlenmistir. ERT normal olarak insan plazmasinda bulundugundan, ERT
konsantrasyonunun kontrol edilmesi ERT'ye beyin kanseri tedavisi i¢in terapdtik
olarak giiclendirici bir ajan hatta prognoz i¢in bir biyobelirtec¢ olarak ¢alisma olanagi

taninabilecegi diistiniilmektedir (Nassani ve ark., 2021).
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1.4.1. Dulsitol

Dulsitol (galaktitol), galaktozun metabolik olarak aldoz rediiktaz ile
katalizasyonu sonucu olusan, Asya tibbinda genis 6lgtide kullanilan enanymus alatus
adi verilen bir bitkiden elde edilebilen, dogal organik bir seker alkolii olan heksitoldiir
(Lin ve ark., 2020).

Dulsitol’iin  IUPAC isimlendirilmesi (2r,3s,4r,55s) -heksan-1,2,3,4,5,6-
heksol’diir. Galaktitol olarak da isimlendirilmektedir. Molekiiler agirligi 182,17 g/mol
diir. Dulsitol hafif tatli bir tada sahiptir ve beyaz kristal toz goriiniimiindedir (Pubchem,
2023).
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Sekil 1.7. Dulsitol’tin molekiiler yapist (Pubchem, 2023).

Yapilan bu tez ¢alismasinda, dogal kaynali bir seker alkolii olan dulsitoliin,
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde antiproliferatif, apoptotik ve
antimetastatik etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir.
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2.1.

2.2.

2. GEREC VE YONTEM

Kullanilan Maddeler

Dulcitol: Sigma Aldrich, ABD

DMSO: Sigma Aldrich, ABD

Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Biowest, ABD

Bovin Serum Albumin: Biowest, ABD
Glutamin-L-glutamin Soliisyonu: Biowest, ABD

Fetal Bovin Serum: Biowest, ABD

Tripsin-EDTA: Biowest, ABD

MCF-7: American Type Culture Collection®, Almanya
MCF-10A : American Type Culture Collection®, Almanya
MDA-MB-231: American Type Culture Collection®, Almanya
MTT: Sigma Aldrich, ABD

Annexin V kit: Merck Milipore, Almanya

Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Gerecleri

CO2 Inkiibatorii: Thermo Scientific, ABD

Laminar akiml1 kabin: Esco Class 11, ABD

Santrifiij: Beckman Coulter, ABD

Mikroskop: Leica DM IL, Almanya

Mikropipet (1000, 200, 100, 10 uL): Mettler Toledo, ABD
Muse® Cell Analyzer: Merck Milipore, Almanya

Terazi: Uni bloc Shimadzu, Japonya

Hiicre sayim cihazi: Biorad TC20, ABD

Spektrofotometre cihazi: Thermo Scientific, MultiScan Go, Almanya
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2.3. Hiicre Kiiltiirii

Dulsitol’iin meme kanseri hiicrelerinde hiicre proliferasyonu {izerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi agisindan American Type Culture Collection®’dan temin
edilen insan meme kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari
kullanildi. Ayrica dulsitoliin sitotoksik etkinligi, insan meme epitel hiicreleri olan
MCF-10A hiicreleri lizerinde de degerlendirildi.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri nemlendirilmis 37°C'de %5 CO2 salinim
sartlarin1 saglayan inkiibator ortaminda, %10 FBS, %]1 penisilin-streptomisin ve %l

glutamin igeren DMEM besiyerinde kiiltiire edildi.

MCF-10A hiicre hatt1 ise nemlendirilmis 37°C'de %5 CO2 salinim sartlarini
saglayan inkiibator ortaminda, %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin, insiilin,
hidrokortizon, insan epidermal biiylime faktorii ve %l glutamin iceren DMEM-F12
besiyerinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin besiyeri, 3 giinde bir taze besiyeri ile

degistirildi ve 6-7 giinde bir pasajlama ¢aligmalar1 yapildi.

2.4. Hiicre Canhlik Testi

Hiicre canliligini degerlendirmek i¢in MTT yontemi kullanildi. MTT (3-(4,5-
dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid), hiicre igerisinde enzimlerin
etkinligini degerlendirmek icin kullanilan bir kolorimetrik yontemdir. Bu yontemde
tetrazolyum boyasi indirgenerek mor renkli suda ¢éziinmeyen formazan bilesigini
olusturmaktadir. Daha sonra suda ¢éziinmeyen mor formazan bilesigini ¢cozmek iizere
(dimetil siilfoksid, asitlendirilmis bir etil alkol ¢ozeltisi ya da seyreltilmis hidroklorik
asit icinde deterjan sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi) ¢oziicii olarak eklenir. Olusan
renkli ¢Ozeti iriiniin absorbanst spektrofotometrede 500-600 nm’de oOl¢iimii
gerceklestirilir. Maksimum absorbans ¢oziicliniin bilesigi ¢6zme kapasitesine bagl

olarak degismektedir (Mosmann 1983).
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Sekil 2.1. MTT reaksiyonu (Stockert ve ark., 2012)

Hiicre canliligini degerlendirmek amaciyla MTT testi MCF-7, MDA-MB-231
ve MCF-10A hiicre hatlarinda uygulandi.

Hiicre canliliginin belirlenmesinin tayininde dnceden pasajlanan MCF-7, MDA-
MB-231 ve MCF-10A hiicreleri 96’lik plaklara 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra dulsitolin 1, 2,5, 5, 7,5, 10 ve 156mM
konsantrasyonlari, kontrol grubu icin DMEM de dahil olmak iizere 20 pl/kuyucuk
olacak sekilde dorder tekrarli uygulandi ve 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona birakildi.
Bu siire sonunda MTT ajani gerekli miktar tartilip besi yerinde ¢oziildii ve 20 pl
/kuyucuk olacak sekilde eklenerek 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
meydana gelen formazan kristalleri 100 pul saf DMSO ilave edilerek ¢6ziildi ve

spektrofotometre cihazinda 540 nm’de 6l¢iim yapildi.

2.5. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii analizi ¢aligmalar1 kapsaminda, Muse Cell Cycle Assay Kit

kullanild1. Bu kit ile, hiicrelerin GO/G1, S ve G2/M faz dagilimlar1 tanimlanmugtir.

MDA-MB-231 hiicreleri, plaklara ekildi ve 5, 7,5, 10 ve 15 mM dulsitol
uyguland1. Inkiibasyonun ardindan, tripsin ile muamele edilen plaktaki hiicreler (200
ul) eppendorf tiiplere alind1 ve 300 x g’de 5 dk santrifiijlendi. PBS ile yikanan hiicreler
izerine buzda sogutulmus %70 etanol ilave edildi. 3 saat -20 °C’de inkiibasyon

yapildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler yeniden 5 dk 300xg’de santrifiij edildi ve
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PBS ile yikandi. Tiiplere 200 pl Muse Cell Cycle reagent eklendi ve 30 dk karanlikta
inkiibasyona birakildi. Ardindan hiicre analiz cihazinda 6l¢iim islemi yapildi. Cihazda
GO0/G1, S ve G2/M fazlarindaki hiicre populasyonu yiizdesel olarak elde edildi. Elde
edilen hiicre populasyonlar1 grafige gecirilmek ve istatistik programinda analiz

edilmek suretiyle degerlendirilerek veriler elde edildi.

2.6. Apoptotik Etkinin Tayini

Apoptotik etkinin belirlenmesi igin MDA-MB-231 hiicrelerine Annexin V
baglanma analizi uygulandi. Apoptotik hiicre popiilasyonunu degerlendirmek
amaciyla akim sitometri prensibi ile analiz yapan Muse cihazi kullanilarak analiz

yapildi.

2.6.1. Annexin V Baglanmasi

Dulsitol’iin meme kanseri hiicrelerindeki apoptotik etkinligi akim sitometri
teknigi ile Annexin V-FITC apoptoz belirleme kiti kullanilarak degerlendirildi.
Izlenen deney protokolii su sekildedir: 96 kuyucuklu plaklarda kiiltiire edilen hiicre
serileri (2x10°ml/kuyucuk), 5, 7,5, 10, ve 15 mM dulsitol uyguland1 ve 24 saat inkiibe
edildi. PBS ile muamele edilen hiicreler, FITC-bagli Annexin V ve propidium iyodiir
(PI) ile tiretici firmanin talimatlaria gore boyandi. Hiicreler, 151ks1z ortamada 25°C’de
15 dk beklemeye birakildi. Ornek basina minimum 2.000 hiicre Muse Cell Analyzer

cihazi ile tespit edildi ve floresan yogunluklari belirlendi.

2.6.2. Floresan Goruntiileme

Annexin V baglanma analizi ile nicel olarak saptanan apoptotik hiicre
populasyonu, floresan boyama yontemi ile de gosterildi. Bu kapsamda, Annexin V-
FITC floresan mikroskop kiti kullanildu.

MDA-MB-231 hiicreleri slaytlar igine ekildi ve 5, 7,5, 10 ve 15 mM dulsitol
uygulandi. 24 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler 1x PBS ile ve ardindan Annexin
V-FITC baglama solusyonu ile yikandi. Sonrasinda, 1:10 dilue edilmis Annexin V-
FITC ile oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. Tekrar hiicreler 1x baglama solusyonu

ile yikandi ve floresan mikroskop altinda goriintii kaydedildi.
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2.6.3. Kaspaz Enzim Diizeylerinin Tayini

Kaspazlar (sisteinil-aracili aspartate spesifik proteazlar), proapoptotik sinyallere
yanit olarak programli hiicre dlimiiniin (apoptozun) gerceklesmesinde merkezi rol

oynayan sistein proteaz enzimleridir.

Tez caligmasinda sentezlenmesi planlanan formulasyonlarin hiicre hatlarinda,
cesitli kaspaz diizeyleri lizerindeki etkilerinin Ol¢lilmesi amaciyla yapilmistir. Bu

amacla, kaspaz diizeyleri, Muse Multicaspase Assay Kit kullanilarak tayin edilmistir.

Izlenen protokol valide kitin kullanic1 talimatlarina gore su sekildedir: Hiicreler,
pozitif ve negative kontroller, 5, 7,5, 10, ve 15 mM dulsitol ile 24 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklardan alinan hiicreler, kaspaz tampon ile karistirildi ve 50 pl hiicre {izerine,
5 ul kaspaz ¢alisma solusyonu eklendi. Tiipler, 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi. 150 ul
7-AAD c¢ozeltisi eklendi ve karistirilarak Muse hiicre analiz cihazinda 6l¢iim yapildi.
Olgiim sonucunda, hiicrelerdeki kaspaz aktivitesi ve 6lii hiicre miktar1 degerleri elde
edildi.

2.6.4. Mitokondriyal Potansiyel Degisikliklerinin Tayini

Mitokondriyal potansiyelin olgiilmesi apoptozun belirlenmesinde onemli bir
basamaktir. Bu amagla, Muse Mitopotential Assay kit kullanilmistir. Boylece, hem
mitokondriyal potansiyeldeki degisiklikler hem de hiicresel plazma membran

gegirgenligi degerlendirilmistir.

Izlenen protokol valide kitin kullanici talimatlarina gére su sekildedir: Hiicreler,
pozitif ve negative kontroller, mitokondriyal membran depolarizasyonunun uyarilmasi
icin 24 saat 5, 7,5, 10, ve 15 mM dulsitol ile inkiibe edildi. Kuyucuklardan alinan
hiicreler 1:1 oraninda assay tampon ile dilue edildi. Her tiipe, 95 ul Mitopotential
calisma solusyonu eklendi. Tiip igeriginin 100 pl’si ayr tiiplere aktarildi ve 20 dk 37
°C’de inkiibe edildikten sonra 5 ul 7-Aminoaktinomisin (7-AAD) solusyonu eklendi.
5 dk oda sicakliginda inkiibasyon yapildiktan sonra Muse hiicre analizor cihazinda
Olctim yapildi. Elde edilen kantitatif veriler (% ve konsantrasyonlar) dort farkli hiicre
populasyonuna ait degerleri yansitmaktadir: canli, depolarize, depolarize/6li, oli

hucreler.
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2.7. DNA Hasarimin Saptanmasi

DNA hasarina neden olan sinyal yolaklarinin saptanmasi kanser arastirmalarinda
onemli bir yer tutmaktadir. Memeli hiicrelerinde, DNA hasarina yanit olarak, hiicre
dongiisii arresti, ya da apoptoz gibi 6nemli sinyal yolaklar1 etkilenmektedir. Cift iplikli
DNA kariklarina yanit olarak, aktive olan temel kinaz, IP3K ile iligkili Ser/Tre protein
kinaz ailesinin bir iiyesi olan ATM (Ataxiatelangiectasia mutated kinase)’dir. DNA
hasarinin gergeklesmesi durumunda aktive olan ATM, DNA hasarinin 6nemli bir
indikatorii olan H2A.X adli histon varyantin1 fosforillemektedir. Bu yontem ile Multi
Color DNA damage kit kullanilarak DNA hasar1 flow sitometrik olarak analiz
edilmistir.

Izlenen protokol valide kitin kullanici talimatlaria gére su sekildedir: Analiz
i¢in 5, 7,5, 10, ve 15 mM dulsitol ile 24 saat muamele edilen hiicreler, 300xg’de 5 dk
santrifiij edildi ve fiksasyon tampon ile 10 dk fikse edildikten sonra PBS ile yikandi.
Hiicreler buz iizerinde 10 dk boyunca permeabilize edildikten sonra, 90 pl, 1X assay
tampon ile hazirlanmis antikor kokteyli eklendi ve 30 dk karanlikta bekletildi.
300xg’de 5 dk santrifiij ve yikama isleminin ardindan, 200 pl 1X assay tampon ile
suspanse edilen hiicreler, flow sitometri tabanli muse cell analyzer cihazinda analiz
edildi. Analiz ile, ATM aktivasyonu, H2A.X aktivasyonu, DNA ¢ift zincir kiriklari ve

hasar olusmamis hiicre populasyonu saptandi.
2.8. MMP-2/-9 mRNA Ekspresyon Diizeyinin Saptanmasi

Dulsitol’in  MMP2/9 sinyal yolag1 {izerinden antimetastatik etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla yapilmistir. S6z konusu etkinin g¢ok yonlii olarak
arastirilabilmesi amaci ile, hem MMP ile iligkili oldugu bilinen apoptotik etkinin, hem

de MMP2/9 gen ekspresyonu ¢alismalari yapilmistir.
Gen ekspresyonu i¢in kullanilan primer dizileri:
MMP-2 forward 5-CATGTCGCCCCTAAAACAGA-3';

MMP-2-reverse, 5'-CCATCAAACGGGTATCCATC-3;
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MMP-9 forward 5’-CCTGGAGACCTGAGAACCAATCT-3’;
MMP-2-reverse, 5'-CCACCCGAGTGTAACCATAGC-3’
GAPDH-forward, 5'-CCCATCACCATCTTCCAG-3";
GAPDH-reverse, 5'-CAGTCTTCTGGGTGGCAGT-3'.

2.8.1. RNA Izolasyon Protokolii

RNeasy Plus Mini Kit kullanmilmistir. RNA izolasyon protokolii su sekilde
uygulanmustir;1,5ml lik ependorf tiiplere 1ml Cell Lysis Buffer eklendi. Uzerine 500
ul hiicre ornegi eklendi ve pipetle karistirildi. 10 dk oda sicakliginda otomatik
calkalayici lizerinde ¢alkalandi. 5 dk 500x g de santrifiij yapildi. Supernatant kismi
pipetle uzaklastirild1 ve tizerine 1ml Cell Lysis Buffer eklendi. Pellet kalkmasi i¢in
pipetleme yapildi. 3 dk 500x g de santrifiij yapildi. Daha sonra supernatant
uzaklastirildi ve 200 pl PBS eklendi. Pellet hafif¢e vurarak siispanse edildi. 400 pl
Lysis/-Binding Buffer (yesil kapak) eklendi ve 15sn vortekslendi. Ornek sayis1 kadar
toplama ve filtreli tiipler ¢ikarildi, filtreli tiipler toplama tiiplerine gegirildi. Tim
karisim filtreli tiiplere aktarildi. (700 ul)15sn 8000 x g de santrifiij yapildi. Toplama
tiiptindeki sivi dokiildii ve filtreli tiip tekrar ayni toplama tiipiine gegirildi. Ayri bir
1,5ml lik eppendorfa her 6rnek i¢in 90 pul DNase Incubation Buffer (beyaz kapak) ve
10 ul DNase eklendi ve pipetle karigtirildi. Ve her tipe 100 pl dagitildi. 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Her tiipe 500ul yikama tamponu eklendi ve 15sn 8000x g
de santrifiij yapildi. Toplama tiipii dokiildii ve filtreli tiip ayni toplama tiipiine gegirildi.
Her tiipe 500 pl yikama tamponu eklendi ve 15 sn 8000xg de santrifiij yapildi.
Toplama tiiptindeki sivi dokiildii ve filtreli tiipe gecirildi. Her tiipe 200 pl yikama
tamponu eklendi ve 2dk max hizda (13000xg de) santrifuj yapildi. Toplama tiipleri
atildr ve filtreli tiipler 1.5ml’lik steril ependorflara alindi. Her tiipe 50 pl eliisyon
tamponu eklendi. 1dk 8000xg de santrifiij yapildi. Filtreli tiipler atildi. Ependorf tiipte
RNA elde edildi. Bu sekilde -80 °C’de saklanabilir. Izolasyonun ardindan RNA
konsantrasyonlar1 spektrofotometrik yontemlerle Olgiildii. Elde edilen RNA
orneklerinin konsantrasyonu ve safliklar1 260 ve 280 nm dalga boylarinda

absorbanslarinin dl¢iilmesiyle belirlendi. izole edilen RNAlarin safligi 260 nm ve 280
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nm’deki absorbanslarinin orani ile kontrol edildi, ideal safliktaki kaliteli RNA’nin

A260/A280 absorbans oraninin 1,8-2,0 olmasi beklendi.

2.8.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in cDNA Synthesis Kit kullanilmistir. Her Ornek igin
RNA+H20’dan 11 ul konuldu ve 2 pul Random hexamer primer (vial 6) eklendi.
Tipler thermalcycler a yerlestirildi. 65 °C’ de 10 dk RNA lar denatiire edildi.

Bu arada mastermix hazirlandi. (Bu miktarlar 6rnek sayisi ile c¢arpilarak
hazirland1). Tek reaksiyon igin hazirlanacak karigim igin; Reaction Buffer (vial 2) 4pul,
Protector RNase Inhibitor (vial 3) 0,5 ul, Deoxynucleotide Mix (vial 4) 2 ul,
Transcriptor Reverse Transcriptase ( vial 1) 0,5 pul hacimlerde konuldu ve her bir
ornek i¢in toplam 7 pl karisim elde edildi. Daha sonra thermalcycler’dan alinan
ornekler sogutma kabina yerlestirildi. Her tlipe 7 pl hazirlanan karisimdan dagitildi ve

pipetle 3-4 kez karigtirildi. Tiipler thermal cycler a yerlstirildi ve program ¢alistirildi.

2.8.3. Real-Time PCR Asamasi

Elde edilen cDNA ‘lar, 96 lik plakaya daha dnceden yerlestirilmis olan spesifik
primer ve problar ile reaksiyona girerek amaglanan RNA ekspresyon seviyesini
belirlemede kullanildi. RealTime Ready panel plakalar RNA kalitesini kontrol etmek
icin 3 tane RT pozitif ve 2 tane RT Negatif kontrol kullanildi. RT pozitif kontroller
reverse transkripsiyon asamasiin kalitesini, RT Negatif kontroller ise RNA’da
genomik DNA kalintisinin olup olmadigini kontrol etmek i¢in kullanildi. Tek bir
cDNA 06rnegi i¢in bircok gen ekspresyonunun bakilabildigi RealTime Ready panel
plakalarda gerceklestirilecek calisma i¢in reaksiyon basina cDNA ile birlikte final
hacmi 25 pl olacak sekilde, bir kuyucuk i¢in reaksiyon karisima su maddeler; ddH20
6.5 ul, Sybr Green Rox Fast Master Mix12.5 pl, Primer 1 ul, cDNA, 5 pl/well eklendi

ve karigim olusturuldu.

Hazirlanan bu karigim dikkatle pipetlendi. Higbir sekilde vorteks yapilmadi.
Elde edilen cDNA, konsantrasyonu 5ng-5 pg/plate olacak sekilde en az 480 ul’ye
sulandirildi. Diliie edilmis cDNA 6rnegi RNA negatif kontrol olan H12 kuyucugu
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hari¢ tiim kuyucuklara 5’er ul dagitildi. H12 kuyucuguna negatif kontrol olarak 5 pl
RNA eklendi. Plaka sealing foil ile kapatildi ve kuyucuklarin kenarina yapismis
olabilecek damlaciklarin inmesi i¢in 1500g’de 2 dakika santrifiij edildi. RealTime

Ready panelin ¢alisabilmesi i¢in gerekli olan PCR kosullar1 asagida belirtilmistir.

Denaturasyon 1 dongii, 95°C 10 dakika, Amlifikasyon 45 dongii, 95°C 10
saniye, 60°C 30 saniye, 72°C 1 saniye, Cooling 1 dongii, 40°C 30 saniye Her 720°C

de single florasan okuma yapildu.

2.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, GraphPad Prism 6.0 siiriimii kullanilarak yapilmustir. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir ve ¢oklu karsilagtirmalar i¢in One-

way ANOVA testi uygulanmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre Canlihg1 Analizi Bulgular:

Dulsitol’iin 1, 2,5, 5, 7,5, 10 ve 15 mM konsantrasyonlarinda MCF-7, MDA-
MB-231 ve MCF-10A hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi 3-(4,5-dimetiltriazol-2-
il).2,5-difeniltetrazolium bromiir (MTT) testi ile saptanmustir.

2,5 5 7,5 10 15

Kontrol 1 , ,

120

10

[0
o o

Hiicre canhligl, %
()]
o

4

o

2

o

o

Sekil 3.1. Dulsitol uygulanan MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (24. saat). Hiicre
popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir.
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Sekil 3.2. Dulsitol uygulanan MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (48. saat). Hiicre
popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir.
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Sekil 3.3. Dulsitol uygulanan MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (72. saat). Hiicre
popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir.
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Cizelge 3.1. Dulsitol uygulanan MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliligi analiz sonuglari. Hiicre
popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir.

Konsantrasyon Hiicre Canlihig1 (%)
24.saat 48.saat 72.saat
Kontrol 99,89+3,24 100+5,69 10049,61
1mM 100,39+11,81 103,78+6,52 106,54+8,22
2,5 mM 96,88+3,15 103,16+7,89 104,49+7,27
5mM 97,92+8,16 103,30+11,79 08,24+8,83
7,5 mM 96,36+10,04 101,58+6,46 95,83+2,49
10 mM 95,62+11,85 108,33+4,06 95,05+4,91
15 mM 95,99+17,69 99,50£13,51 93,83+7,68

MCF-7 hiicrelerinde dulsitol uygulamasi1 sonrasinda elde edilen canlilik
degerlerinde anlamli bir degisme saptanmamis olup, bu degerler (%) canlilik
ortalama+ standart sapma seklinde, Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’de gosterilmis ve
Cizelge 3.1’de ifade edilmistir. Tez c¢alismast kapsaminda ¢alisilan
konsantrasyonlarda hiicre canliliginda kontrole gore anlamli bir degisim olmamasi

nedeni ile MCF-7 hiicreleri icin apoptotik etkinin degerlendirildigi ileri ¢alismalar

*
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gerceklestirilmemistir.
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Sekil 3.4. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canlilifina etkisi (24. saat).

Hiicre popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir,* p<0.05,
kontrole gore anlamlilik.
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Sekil 3.5. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (48. saat).
Hiicre popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir.
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Sekil 3.6. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (72. saat).
Hiicre popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir.
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Cizelge 3.2. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canlilig1 analiz sonuglari.
Hiicre popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir.

Konsantrasyon Hiicre Canlihg (%)
24.saat 48.saat 72.saat
Kontrol 99.84 £ 8,10 99,89 + 9,50 100 + 5,15
1 mM 96,47+ 7,15 95,10+ 1,73 100,98 + 6,32
2,5 mM 9424 + 1,10 95,17 £ 4,55 99,16 = 2,37
5mM 92,37 £ 1,54 93,49 £ 10,26 98,88 £12,26
7,5 mM 80,27 + 8,22 88,97 £ 0 96,32 + 1,43
10 mM 78,66 + 6,93 90,04 + 1,86 96,14 = 6,37
15 mM 78,04 £ 1,10 90,65 + 7,01 94,41 £ 0,20
MDA-MB-231  hiicrelerinde ise dulsitolin 7,5 mM ve lzeri

konsantrasyonlarinda 24. saatte anlamli sitotoksik etki gdzlenmis olup bu degerler (%)
canlilik ortalama+ standart sapma seklinde, Sekil 3.4’de gosterilmis ve Cizelge 3.2°de
ifade edilmistir. Buna gore; MDA-MB-231 hiicrelerinde dulsitoliin, 7,5 mM’daki
hiicre canliligi1 (%) 80,27 + 8,22 oldugu, 10 mM’daki hiicre canlilig1 (%) 78,66 + 6,93
oldugu ve 15 mM’daki hiicre canliligi ise (%) 78,04 £ 1,10 seklinde oldugu
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Kontrol 1
Sekil 3.7. Dulsitol uygulanan MCF-10A hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (24. saat). Hiicre
popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir.
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Sekil 3.8. Dulsitol uygulanan MCF-10A hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (48. saat). Hiicre
popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir.

120

100
8
6
4
2
0
2,5 5 7,5 10 15

o

o

o

o

Kontrol 1

Sekil 3.9. Dulsitol uygulanan MCF-10A hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi (72. Saat). Hiicre
popiilasyonu (%) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde verilmistir.
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Cizelge 3.3. Dulsitol uygulanan MCF-10A hiicrelerinde hiicre canliligi analiz sonuglari. Hiicre
popiilasyonu ( %) canlilik ortalama+ standart sapma seklinde ifade edilmistir.

Konsantrasyon Hiicre Canlihg (%)
24 .saat 48.saat 72.saat
Kontrol 106,30 + 16,88 99,91 + 15,51 99,96 + 13,30
1mM 116,33 + 5,07 100,48 + 4,53 92,63 +2,26
2,5mM 122,78 £ 29,25 99,73 + 8,84 101,53 + 6,73
5mM 124,64 + 17,42 102,49 + 16,83 97,32+ 11,28
7,5mM 153,30 + 38,29 103,22 + 19,73 93,28 +7,10
10mM 129,80 + 31,00 101,36 + 4,47 99,91 +2,04
15mM 132,38 + 15,60 98,19 + 7,43 95,86 + 14,44

MCF-10A hiicrelerinde dulsitoliin 1, 2,5, 5, 7,5, 10 ve 15 mM konsantrasyonlari
24, 48 ve 72. saat muamele edilmis ve hiicre canliliginda anlamli bir degisiklik
gbzlenmemis olup, bu degerler (%) canlilik ortalama + standart sapma seklinde, Sekil
3.7, Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°de gosterilmis ve Cizelge 3.3 de ifade edilmistir.
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3.2. Hiicre Dongiisii Analiz Bulgular:

Dulsitol’iin hiicre dongiisii tizerindeki etkisi Muse Cell Cycle Kit (Millipore,
Almanya) araciligiyla belirlenmistir. MDA-MB-231 hiicreleri 5, 7,5, 10 ve 15 mM

dulsitol ile muamele edilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.10. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre dongiisii analizine ait plot
goriintiileri.
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Sekil 3.11. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre déngiisii analiz bulgulari.
GO0/G1, S ve G2/M evelerindeki hiicre popiilasyonu (%) ortalamatstandart sapma seklinde
ifade edilmistir, * p<0.05, kontrole gore anlamlilik.

Cizelge 3.4. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre dongiisii analizine ait
% hiicre poptilasyon degerleri.

Hiicre popiilasyonu (%)

G0/G1 S G2/M
Kontrol 5,05 +0,21 13,95+1,48 80,9+1,84
5mM 16,05 +£2,05 10+1,84 73,8+0,28
7,5 mM 17,6 +4,10 12,85+6,72 69,5+2,69
10 mM 16,05 +5,59 15,95+2.76 68+8,34
15 mM 20,05 £1,77 10,85+0,35 69,1+2,12

MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre dongiisii analizlerinde GO0/G1 fazinda,
kontrol grubu hiicre popiilasyonu (%) 5,05 +0,21 oldugu saptanmistir. Kontrol
grubuna kiyasla dulsitoliin 5, 7,5, 10, ve 15 mM konsatrasyonlarinda GO/G1 fazindaki
hiicre popiilasyonunda (%), konsantrasyona bagl artisin gerceklestigi Sekil 3.10, Sekil
3.11 ve Cizelge 3.4’de ifade edilmis olup; hiicre popiilasyonu (%), 5 mM’da 16,05
+2,05 oldugu, 7,5 mM’da 17,6 +4,10 oldugu, 10 mM’da 16,05 +5,59 oldugu ve 15
mM’da 20,05 £1,77 oldugu saptanmustir.

Sonug olarak dulsitoliin MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre donglisiinii GO/G1

fazinda anlamli olarak inhibe ettigi belirlenmistir.

44



3.3. Annexin V Baglanma Analizi Bulgular:

Dulsitolin meme kanseri hiicrelerindeki apoptotik etkinligi akim sitometri

teknigi ile Annexin V-FITC apoptoz saptama kiti kullanilarak gergeklestirilmistir.

Hiicreler 5-15 mM konsantrasyon araliginda dulsitol ile muamele edilmis ve 24 saat

inkiibe edilmistir. Elde edilen plotlar Sekil 3.12°de gosterilmektedir. Sayisal veriler

(%) hiicre popiilasyonu olarak Cizelge 3.5’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.12. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde Annexin V baglanmasi analizi

plot goriintiileri.
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Sekil 3.13. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin Annexin V baglanma analizi
bulgulari. Hiicre popiilasyonu (%) ortalama =+ standart sapma seklinde ifade edilmistir,*
p<0.05, kontrole gore anlamlilik.

Cizelge 3.5. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde Annexin V baglanma
analizine ait % hiicre popiilasyon degerleri.

Hiicre popiilasyonu (%)

Canh Erken Apoptotik
Kontrol 96,945 +0,21 3,055+ 0,21
5mM 93,525 +3,36 6,475 + 3,36
7,5 mM 89,1+0,21 10,9+0,21
10 mM 89,225 +3,50 10,775 + 3,50
15 mM 81,775+ 3,15 18,225 + 3,15

5 mM dulsitol uygulanan grupta erken apoptotik hiicre popiilasyonu (%) 6,475 +
3,36, 7,5 mM dulsitol uygulanan grupta (%) 10,9 + 0,21, 10 mM dulsitol uygulanan
grupta (%) 10,775 £ 3,50 ve 15 mM uygulanan grupta (%) 18,225 + 3,15 olarak
saptanmistir. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde MDA-MB-231 hiicrelerinde
dulsitoliin 7,5 mM ve lizerindeki konsantrasyonlarda apoptotik hiicre populasyonunu

kontrole gore anlamli olarak artirdig belirlenmistir.
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3.4. Floresan Goriintiileme Bulgular:

Dulsitoliin MDA-MB-231 hiicrelerinde annexin V baglanmasi lizerine etkisi,
floresan boyama yontemi ile goriintilenmistir. Bu kapsamda, Annexin V-FITC

floresan mikroskop kiti kullanilmistir.

Faz kontrast Annexin V

Kontrol

10 mM 7,5 mM

15 mM

Sekil 3.14. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde Annexin V-FITC floresan
goriintiileri



3.5. Kaspaz Diizeyi Analizi Bulgular

Dulsitol’tin MDA-MB-231 hiicrelerinde kaspaz diizeyleri analizi, Muse Multicaspase

Assay Kit kullanilarak tayin edilmistir.
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. MULTICASPASE PROFILE

Dead CasgasasQond
085 % S¥%

Deod

Dulsitol (5 mM)

" MULTICASPASE PROFILE

Des?
150 %

Dwand

CaspasesDead
830%

060%
Caspase+

= PR

Negstve  CASPASE  Pesane

Dulsitol (10 mM)
4 MULTICASPASE PROFILE
S {Desd CaspasesDesd
“ sy "5 %
3
g, il
P v
i 855 %
3 0. Caspases
1 ivi oy

Negatve  CASPASE  Fustive

,MULTICASPASE PROFILE

Dulsitol (7,5 mM)

Oead
23B%

Deas

o MULTICASPASE PROFILE

CaspasesDead
1420%

VIABILITY
~

o

egalive

Dulsitol (15 mM)

Desd

VIABILITY

L

, N’ —
5 0 Caspase~

1 e
g i
& 290%
5 Cospases
1

y: —i 4
CASPASE  Fostne

Sekil 3.15. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde kaspaz diizeyi analizi plot

goriintiileri.
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Sekil 3.16. Dulsitol bilesigi uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin kaspaz diizeyleri. Grafikte

canli, kaspaz+, kaspazt+/6lii ve Olii % hiicre popiilasyonunu gosterilmektedir. Sonuglar
ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir,* p<0.05, kontrole gére anlamlilik.

Cizelge 3.6. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin kaspaz diizeyi analizine ait (%)
hiicre popiilasyon degerleri.
Hiicre popiilasyonu (%6)

Canh Kaspaz + Kaspaz +/Olii Olii
Kontrol 91,55+ 2,26 0,63 + 0,04 6,55+1,70 1,28 +£0,60
5 mM 90,6 + 1,41 2,68 £2.93 5,95 +3,32 0,78 +1,03
7,5 mM 82,75+ 3,11 5,33+ 3,43 10,55 +5,16 1,38 +1,38
10 mM 79,05 + 0,28 5,43 £4,42 14,15+ 3,39 1,43 £0,67
15 mM 70,68 £ 0,32 15,58 + 3,08 11,9 +£2,76 1,85 +0,64

MDA-MB-231 hiicrelerinde kaspaz diizeyi analizinde kontrol grubunda (%)
kaspaz + 0,63 + 0,04 iken; 5 mM’da 2,68 + 2,93 seklinde oldugu, 7,5 mM’da 5,33 +
3,43 seklinde oldugu, 10 mM’da 5,43 + 4,42 seklinde oldugu ve 15 mM’da ise 15,58
+ 3,08 oldugu saptanmistir. Bu sekilde MDA-MB-231 hiicrelerine artan
konsantrasyonlarda dulsitol uygulamasi ile elde edilen veriler dogrultusunda kontrol

grubuna kiyasla kaspaz diizeylerinin arttig1 belirlenmistir.
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3.6. Mitokondriyal Membran Potansiyel Analiz Bulgulari

Mitokondriyal membran potansiyelinin 6l¢iilmesi, apoptozun belirlenmesinde

onemli bir basamaktir. Bu amagla, Muse Mitopotential Assay kit kullanilmistir.
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Sekil 3.17. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin mitokondriyal membran
potansiyeli analizi plot goriintiileri.
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Sekil 3.18. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin mitokondriyal membran
potansiyeli bulgulari. Grafikte canl, depolarize-canli, depolarize-6lii ve o6lii hiicre
popiilasyonlar1 % olarak belirtilmektedir,* p<0.05, kontrole gore anlamlilik.
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Cizelge 3.7. Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde mitokondriyel membran
potansiyeli bulgularina iliskin hiicre populasyonu (%) degerleri.

Konsantrasyon Depolarize/Canh

Kontrol 39,28 +£5,34
5 mM 56,05 + 3,04
7.5 mM 63,5+1,34
10 mM 68,7 8+ 2,93
15 mM 73,28 +£ 4,43

Hiicre popiilasyonu (%0)

Canh
493+1,10
15,13+ 0,04
14,03+ 0,74
15,08 + 0,39
13,98+ 2,17

Depolarize/Olii

44,33+ 1,24
19,18 + 3,08
13,78 + 0,18
9,38 +2,44
7,38 +1,39

Olii

11,48 +3,01
9,65 + 0,07
8,7+0,78
6,78 + 0,11
5,38 + 2,87

Kontrol grubunun ve 5, 7,5, 10 ve 15 mM konsantrasyonlarda dulsitol bilesigi

uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde mitokondriyel membran potansiyeli dlgim

sonuglar1 Sekil 3.16, Sekil 3.17 ve Cizelge 3.7°de ifade edilmektedir. Buna gore

dulsitoliin, konsantrasyon artigina bagli olarak MDA-MB-231 hiicrelerinde, depolarize

hiicre popiilasyonunu kontrole gére anlamli olarak arttirdig1 saptanmastir.

3.7. DNA Hasar1 Analiz Bulgular:

Multi Color DNA damage kit kullanilarak DNA hasar1 flow sitometrik olarak

analiz edilmistir.

Kontrol
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Sekil 3.19. Dulsitol bilesigi uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde tespit edilen DNA hasari

plot goriintiileri.
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DNA hasari analiz bulgulart Sekil 3.19°da gosterilmistir. Kontrol grubu ve en
yiikksek doz olan 15 mM konsantrasyona kadar degerlendirilmis olmakla birlikte,
dulsitolin MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA hasari izerine etkisinin olmadig: tespit

edilmistir.

3.8. MMP-2/-9 mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Bulgulari

Real-Time PCR c¢alismas: ile dulsitolin MDA-MB-231 meme kanseri

hiicrelerinde MMP-2/-9 mRNA ekspresyonu iizerine etkisi degerlendirilmistir.

2-AACt

! - I * * * * : *
0 i B i " - ]
MMP-2 MMP-9

Kontrol 5 m75 m10 m15

Sekil 3.20. Dulsitol bilesigi uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde tespit edilen MMP-2 ve
MMP-9 gen ekspresyonu analizi,* p<0.05, kontrole gore anlamlilik.

Cizelge 3.8. Dulsitol bilesigi uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde tespit edilen MMP-2 ve
MMP-9 gen ekspresyonu, 224 yontemi ile hesaplanan degerler (fold change) ortalama +
standart sapma seklinde ifade edilmektedir.

Z-AACt
Konsantrasyon MMP-2 MMP-9
Kontrol 1+0 1 +0
5mM 0,95 £ 0,27 3,64 £0,5
7,5 mM 0,19 £ 0,05 0,30 + 0,1
10 mM 0,44 +0,12 0,63 +0,17
15 mM 0,19 +0,09 0,47 +0,11

Dulsitol uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9 mRNA
ekspresyon analizi bulgulart Sekil 3.27 ve Cizelge 3.8.’de gosterilmektedir. Elde
edilen bulgulara gore, dulsitol uygulanan hiicrelerde 7,5, 10 ve 15 mM
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konsantrasyonlarda MMP-2 mRNA ekspresyonunda sirasi ile 0,19 &+ 0,05, 0,44 £ 0,12
ve 0,19 £ 0,09 kat azalma gozlenmistir (p<0.05). Benzer sekilde MMP-9
ekspresyonunda da 0,30 + 0,1, 0,63 = 0,17 ve 0,47 = 0,11 kat azalma oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). Elde edilen bulgular, dulsitolin 7,5 mM ve iizeri
konsantrasyonlarda MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonunda anlamli diizeyde

azalmaya neden oldugunu gostermektedir.
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4. TARTISMA

Kanser diinya capinda olduk¢a 6nemli bir saglik problemi olmakla birlikte
Amerika Birlesik Devletleri’nde 6liimlerin ikincil 6nde gelen nedenidir. 2020 yilinda
meydana gelen koronaviriis pandemisi, kanserin tani ve tedavisini olumsuz yonde
etkilemistir. Pandemi nedeniyle kapanan saglik tesisleri ve Covid-19’a maruz kalma
korkusu sebebiyle bakima erigimin yetersiz hale gelmesi, kanserin erken teshis ve
tedavisinde gecikmelere yol acarak, insidansinda kisa siireli diisiise neden olsa da

ardindan ileri evre kanserlerin artigina yol agmistir (Siegel ve ark., 2022).

Meme kanseri, diinya c¢apinda kadinlarda kanser nedeniyle meydana gelen
Oliimlerin 6nde gelen nedenidir (Bray vd.,2018). Meme kanseri hetorojenite gosteren,
olusumu birden fazla nedene bagl olan, spesifik, klinik, histopatolojik, molekiiler
(Eliyatkin ve ark., 2015) ve genetik 6zellik tasiyan bir hastalik grubudur (Bertos vd.,
2011).

Kanser hiicrelerinin invazyon ve metaztazinin molekiiler mekanizmalar
kompleks bir olaylar dizisi halindedir. Erken olaylardan biri, kanser hiicrelerinin
hareketi i¢in biyokimyasal ve mekanik bariyer olusturan (Chambers ve Matrisian,
1997) ekstraselliller matriks komponentlerinin  proteolitik degradasyonudur
(Woessner, 1991). Ekstraselliiler matriksin degradasyonu, ekstraselliiler proteinazlari
gerektirdiginden, MMP enzimleri meme kanserinde kritik rol oynamaktadir. MMP
ailesi i¢inde, 72kDa’luk MMP-2 (Gelatinaz A) ve 92 kDa’luk MMP-9 (Gelatinaz B)
enzimlerinin, ECM degradasyonunda ve hiicre migrasyonunda kritik rol oynadiklar
ve meme Kkanserinde tiimor hiicresinin invazyonuna yol agtiklari bildirilmistir

(Egeblab ve Werb, 2002).

Sekerlerin indirgenme {iriinii olan seker alkollerine, bir¢ok farkl bitki grubunda
rastlanirken ayrica yosun, mantar ve likenler tarafindan da {retimlerinin mevcut
oldugu goriilmektedir. Seker alkolleri genellikle diisiik kalorili, dogal tatlandiricilar
olarak tercih edilmektedirler. Biyo bazli kimyasallar i¢in potansiyel yapi taslari olarak
da kullanimlar1 6nerilmektedir (Jagtap ve ark., 2019).
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Dogal kaynakli bir seker alkolii olan dulsitoliin, yapilan ¢esitli ¢alismalarda,

anti-kanser, anti-enflamatuvar etkinliklere sahip oldugu bildirilmistir.

Dulsitoliin, DBA/1J farelerinde kollajen ile indiiklenen artrit (CIA) iizerindeki
etkisinin degerlendirildigi calismada, DBA/1J farelerine sigir tip II kollajen
asilamasindan 6 hafta sonra dulsitol, 100mg/kg/giin dozunda oral yoldan 9 hafta
boyunca uygulamasi yapilmistir. Bu ¢alisma ile, dulsitol’lin, kollajen kaynakl artiriti
baskilayarak hiicresel bagisikligi diizenleyici roliiniin olabilecegi belirtilmistir

(Kobayashi ve ark., 1997).

Dulsitol’iin 25 mg/ml konsantrasyonda 24 saat boyunca C6 rat glioma hiicreleri
tizerine etkisinin degerlendirildigi ¢aligmanin sonucunda; glioma hiicrelerinde
hiicresel ROS seviyelerini ve apoptozu dnemli oranda arttirdigi gosterilmistir (Zhang

ve ark., 2018).

Tez c¢alismamizda dulsitolin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme Kkanseri
hiicrelerinde hiicre canliligi ve apoptoz lizerine etkinligi degerlendirilmistir. Elde
edilen bulgular, s6z konusu bilesigin ¢alisilan konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerinde
hiicre canliligi tizerine etkisinin olmadigini, bununla birlikte, MDA-MB-231
hiicrelerinde 7,5 mM ve {lizeri konsantrasyonlarda hiicre canliligini anlaml sekilde
inhibe ettigini gostermistir. Ayrica dulsitoliin bu hiicrelerde annexin V baglanmasini,
mitokondriyal membran potansiyelini ve total kaspaz diizeyini anlamli sekilde artirdigi

ve apoptozu indiikledigi de tespit edilmistir.

HepG2 karaciger karsinoma hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, dulsitoliin doza
bagiml olarak SIRT1, bel-2 proteinlerinin ekspresyonunu down-regiile ederken p53,
asetile-p53, cleaved-kaspaz 9, cleaved-kaspaz 3, bax ve sitokrom ¢ ekspresyonunun
up-regiilasyonunu saglayarak HepG2 hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
bildirilmigtir. Bu c¢aligmada ayrica, dulsitoliin, tiimor invazyonuyla iligkili olarak
arttig1 bilinen E-cadherin MMP-9, Ups (iirokinaz tipi plazminojen aktivatorii) ve
MMP-2 seviyelerini azaltarak HepG2 hiicrelerinin invazyonunu ve migrasyonunu
baskiladigi, sonu¢ olarak, dulsitoliin SRT1 inhibitorii gibi davranarak MMP’ler ve
SIRT1/p53 yolag regiilasyonu ile, apoptozu indiikledigi ve bu hiicrelerin
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proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Lin ve
ark., 2020).

Tez calismamizda dulsitoliin MDA-MB-231 hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9
MRNA ekspresyon diizeylerini anlamli olarak azalttigi gosterilmis olup, elde edilen
bulgular literatiir ile uyumludur.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz tez c¢alismasinda, dogal kaynakli yollardan elde edilebilen
bir seker alkolii olan dulsitoliin ¢esitli meme kanseri hiicrelerindeki antiproliferatif ve

apoptotik etkinliginin arastirilmasi amaglanmuistir.

Bu kapsamda hiicre canliligi analizleri, dulsitoliin g¢alisilan konsantrasyon
araliginda 6strojen pozitif MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde etkisinin olmadigini, bununla
birlikte, triple negatif meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 hiicrelerinde 7.5
mM ve lizeri konsantrasyonlarda hiicre canliligint GO/G1 evresinde anlamli olarak

inhibe ettigini gostermistir.

Apoptotik etkinin degerlendirilmesi kapsaminda yapilan analizlerde, dulsitoliin
MDA-MB-231 hiicrelerinde annexin V baglanmasini ve mitokondriyal membran
potansiyelini anlamli olarak artirdigi saptanmistir. Ayrica, dulsitoliin apoptotik
belirte¢lerden olan total kaspaz diizeylerini anlamli olarak artirdigi, bununla birlikte

DNA hasar1 tizerine etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Tez ¢alismasinda, kanserde ekspresyonunun arttig1 bilinen ve metastazda 6nemli
rolii oldugu gosterilen matriks metalloproteinaz enzim ailesi iiyelerinden MMP-2 ve
MMP-9 mRNA ekspresyon analizleri de gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgular,
dulsitoliin 7,5 mM ve lzeri konsantrasyonlarda s6z konusu proteinlerin mRNA

ekspresyonlarini anlamli olarak azalttigin1 gostermistir.

Sonug olarak, tez calismamizdan elde edilen bulgular, dulsitoliin selektif olarak
triple negatif meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik etkinliginin oldugunu
gostermistir. Dogal kaynakli bir bilesik olan dulsitoliin mevcut literatiir taramalarinda
antikanser etkinligine dair siirli bilgi yer almakla birlikte, calismamizda elde edilen

bulgular literatiir ile uyum gostermektedir.

57



Literatiirde yer alan bulgular ve tez ¢alismasindan elde edilen sonuglara gore,
dulsitoliin antikanser etkinligi olmakla birlikte, bu etkilerin altinda yatan
mekanizmalarin aydinlatilmasi1 igin apoptozda etkin rol oynayan proteinlerin

ekspresyonlarinin, western blot analizi yontemiyle arastirilmasi gerekmektedir.
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OZET

Dulsitol'iin Cesitli Meme Kanseri Hiicrelerinde Apoptotik Etki Mekanizmalarinin

Arastirllmasi

Kanser gilinlimiizde, kardiyovaskiiler hastaliklar ve inmeden sonra diinya genelinde
meydana gelen 6liimlerin birincil nedenlerinden biridir. 2018 yilinda yayimlanan verilere gore
meme kanserinin diinyada kadinlar arasinda en yaygin kanser tiirii ve kanser 6limlerinin ana
nedeni oldugu bildirilmistir.

Meme kanseri, spesifik klinik, histopatolojik ve molekiiler 6zellikler tagiyan bir hastalik
grubudur. Meme kanserinin kompleks yapida olmasi ve heterojenite gostermesi farklr alt
tiplere siniflandirilmasina ve tedavide gesitli rejimlerin uygulanmasina neden olmustur. Meme
kanseri’nin tedavisi i¢in uygulanan geleneksel tedavi yontemlerinin etkinliginin diisiik ve yan
etkilerinin yliksek olmasi sorunlari, meme kanserinin tedavisi i¢in yeni ajanlar gelistirmenin
Oonemini giderek arttirmaktadir. Dulsitol, dogal bir seker alkolii olup, farkli hiicre hatlari
tizerinde anti-kanser ve anti-enflamatuvar etkinligi belirtilmis bir bilesiktir. Son yillarda dogal
kaynakli bilesiklerin kanser hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde etkili olduklarinin
gosterilmesi ile bu etkinlige yonelik mekanizmalarin arastirilma ¢aligmalarit hizla devam
etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, dulsitoliin, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme karsinoma hiicreleri
tizerinde antiproliferatif ve apoptotik etkinliginin degerlendirilmesi amaglandi. Elde edilen
bulgular, dulsitoliin MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canliligini anlaml olarak azaltirken,
MCF-7 hiicrelerinde etkili olmadigim1 gdsterdi. Ayrica, dulsitolin MDA-MB-231
hiicrlelerinde apoptozu indiikledigi ve MMP-2/-9 mRNA ekspresyonunu anlamli olarak
azalttig1 gosterildi.

S6z konusu caligma, dulsitolin meme kanseri hiicreleri {izerindeki etkinliginin
degerlendirildigi ilk ¢aligma olmasi bakimindan énem tasimakta olup, elde edilen bulgularin
literatiire katki saglayacag diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dulsitol, Sitotoksisite, Meme Kanseri, Apoptoz, MMP-2, MMP-9
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SUMMARY

Investigation of Apoptotic Effect Mechanisms of Dulsitol in VVarious Breast Cancer
Cells

Cancer is now one of the primary causes of death worldwide after cardiovascular disease
and stroke. According to data published in 2018, it was reported that breast cancer is the most
common type of cancer among women and the main cause of cancer deaths in the world.

Breast cancer is a group of diseases with specific clinical, histopathological and
molecular features. The complexity and heterogeneity of breast cancer has led to its
classification into different subtypes and the application of various regimens in the treatment.
The problems of low efficacy and high side effects of traditional treatment methods applied
for the treatment of breast cancer increase the importance of developing new agents for the
treatment of breast cancer. Dulsitol, a natural sugar alcohol, is a compound that has been
shown to have anti-cancer and anti-inflammatory activity on different cell lines. In recent
years, with the demonstration of the effects of naturally-derived compounds on the
proliferation of cancer cells, studies to investigate the mechanisms for this activity continue
rapidly.

In this thesis, it was aimed to evaluate the antiproliferative and apoptotic effects of
dulsitol on MCF-7 and MDA-MB-231 breast carcinoma cells. The findings showed that
dulsitol significantly reduced cell viability in MDA-MB-231 cells, but was not effective in
MCEF-7 cells. In addition, it was shown that dulcitol induced apoptosis in MDA-MB-231 cells
and significantly reduced MMP-2/-9 mRNA expression.

The study in question is important in that it is the first study to evaluate the effectiveness
of dulcitol on breast cancer cells, and it is thought that the findings will contribute to the
literature.

Key words: Dulcitol, Cytotoxicity, Breast Cancer, Apoptosis, MMP-2, MMP-9
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