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PISTACIA TEREBINTHUS (MENENGIC) RECINE EKSTRESININ
MDA-MB-231 HUCRE HATTINA ETKISI

Kerim FIRAT
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Yiiksek Lisans Tezi, Arahk 2022
Damisman: Dog. Dr. Mehtap NISARI

OZET

Meme kanseri Ozellikle kadinlarda en fazla goriilen ve en yliksek mortalite oranina
sahip olan kanser tiiriidiir. Cesitli bitkilerde dogal olarak mevcut olan bazi bilesenlerin
insanlarda kanserin 6nlenmesinde 6nemli 6lgiide etkili oldugu bilinmektedir. Pistacia
terebinthus’un ham 6zleri, ugucu yaglari ve bazi triterpenoid bilesenleri, astrenjan,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, antiviral ve uyarict olarak kullanilmaktadir. Bu
caligmada, Pistacia terebinthus (menengi¢) recine ekstresinin MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattina etkisinin degerlendirilmesi amaglandi. Calismada regine
ekstresinin - MDA-MB-231 hiicrelerindeki  sitotoksik dozu MTS analizi ile
degerlendirildi. Regine ekstresinin apoptoza etkisi Hoechst boyama ile incelendi.
Kaspaz-3 ve boliinmiis kaspaz-3 protein ekspresyonlar1 western blot analizi ile
belirlendi. Goriintiiler Image J programina aktarilarak, istatistiksel analizleri GraphPad
Prism programi ile yapildi. Regine ekstresinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hattinda IC50 dozu 56.54 nug/ml olarak belirlendi. Hoechst boyama analizi ile kontrole
gore 10 ve 100 pg/ml MRE konsantrasyonlarinda apoptotik degisime ugrayan
hiicrelerde artis gozlendi. Kontrol grubuna gore 100 pg/ml regine ekstresi verilen
hiicrelerde kaspaz-3 ve bolinmiis kaspaz-3 protein ekspresyonlarinda anlamli bir
degisim gozlenmedi. Pistacia terebinthus reginesinin MDA-MB-231 hiicrelerinde
kaspaz bagimsiz apoptoz yolagi ya da diger hiicre 6liim yolaklar1 {lizerinden hiicre
oliimiine neden olabilecegi diisliniildii ve meme kanseri tedavisine destekleyici bir
tedavi olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz; MDA-MB-231; Pistacia terebinthus; Regine.



EFFECT OF PISTACIA TEREBINTHUS (MENENGIC) RESIN
EXTRACT ON MDA-MB-231 CELL LINE

Kerim FIRAT

Erciyes University, Graduate School of Healthy Sciences
Department of Anatomy
M.Sc. Thesis, December 2022
Supervisor: Dog. Dr. Mehtap NISARI

ABSTRACT

Breast cancer is the most common type of cancer, especially in women, and has the
highest mortality rate. It is known that some components that are naturally present in
various plants are significantly effective in preventing cancer in humans. Crude extracts,
essential oils and some triterpenoid components of Pistacia terebinthus are used as
astringent, anti-inflammatory, antimicrobial, antiviral and stimulant. In this study, it was
aimed to evaluate the effect of Pistacia terebinthus (menengic) resin extract on MDA-
MB-231 breast cancer cell line. In the study, the cytotoxic dose of the resin extract in
MDA-MB-231 cells was evaluated by MTS analysis. The effect of resin extract on
apoptosis was examined by Hoechst staining. Caspase-3 and cleaved caspase-3 protein
expressions were determined by western blot analysis. Images were transferred to Image
J program and statistical analyzes were performed with GraphPad Prism program. 1C50
dose of resin extract in MDA-MB-231 breast cancer cell line was determined as 56.54
ug/ml. With Hoechst staining analysis, an increase was observed in cells that underwent
apoptotic change at 10 and 100 pg/ml MRE concentrations compared to the control.
There was no significant change in caspase-3 and cleaved caspase-3 protein expressions
in cells given 100 pug/ml resin extract compared to the control group. It was thought that
Pistacia terebinthus resin might cause cell death in MDA-MB-231 cells via caspase-
independent apoptosis pathway or other cell death pathways, and it was concluded that
it could be a supportive treatment for breast cancer treatment.

Keywords: Apoptosis; MDA-MB-231; Pistacia terebinthus; Resin.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, insan sagligi i¢in oOnemli bir tehdit olup, diinyada kalp damar
hastaliklarindan sonra 6liim nedeni olarak ikinci sirada yer almaktadir (Wang, 2017).
Meme kanseri ise Ozellikle kadinlarda en fazla goriilen ve en yiiksek mortalite

oranina sahip olan kanser tirtdir (Sung ve ark., 2021).

Son zamanlarda saglik konusunda hassasiyetin artmasi, hizla artan hastaliklara karsi
kullanilan sentetik ilaglarin yetersizligi ve bu ilaglarin bazi yan etkilerinin oldugunun
belirlenmesi, dogal/bitkisel {irtinlerin kullanimina olan egilimde artisa neden
olmustur (Cift¢i Yegin, 2017). Cesitli bitkilerde dogal olarak mevcut olan bazi
bilesenlerin kanserin onlenmesinde onemli Olgiide etkili oldugu bilinmektedir.
Kanser baskilayici ya da 6nleyici 6zellige sahip olan bu dogal bilesenlerin insanlarda
diisiik toksisitesi oldugu ve tedavi esnasinda hastalarin agrilarini azaltacak etkiye
sahip olabildigi belirtilmektedir. Bunun yani sira, bitkilerde dogal olarak bulunan
bilesenlerin kanseri tedavi edici etkisinin kullanilan sentetik ilaglara gére daha az
oldugu, fakat bu bilesenlerin gesitli kombinasyonlarinin tedavideki etkinligini 6nemli
oranda artirdigi bildirilmektedir (Jiang ve ark., 2017; Wang ve ark., 2012). Bu
nedenle, kanserin tedavi edilmesinde cesitli tiirdeki dogal kanser baskilayicilarin
dogru kombinasyonlarinin kesfedilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. Literatiir
incelendiginde menengi¢ bitkisinin yiiksek antioksidan icerdigi goriilmiistiir (Ozcan
ve ark., 2020). Ayrica menengic bitki ekstresinin meme kanseri olusturulmus ratlarda
antikanser etki gosterdigi rapor edilmistir (Erdem Erisir, 2020). Mevcut literatiire
gore, menengi¢ recine ekstresinin (MRE) meme kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik

etkileri ile ilgili ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu c¢alismada Pistacia terebinthus



(menengi¢) regine ekstresinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hattinda

sitotoksik ve apoptoz sinyal yolagina olasi etkisini degerlendirilmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Anatomisi ve Fizyolojisi

Insanlarda meme yag ve bag dokusu ile siit bezlerinden olusmaktadir. Her meme, 15-
20 lobdan olusmakta ve her bir lobda bircok lobiil bulunmaktadir. Meme basini
cevreleyen renkli ve piitiirlii alana areola mammae denir. Gogiis 6n duvarmin
tizerinde 2. ve 6. Kostalar arasinda, sternumun lateralinden linea axillaris medianaya
kadar uzanmaktadir. Koltuk altina kadar uzanan processus axillaris (Spence’nin
kuyrugu) adi verilen meme kuyruk bolimii vardir. 4., 5. ve 6. nervus (n.)
intercostalislerin rami cutaneus lateralis ve anterior dallar1 ile memenin sinirsel
uyarimi olmaktadir. 4. n. intercostalisin dallari meme bagini innerve etmektedir.
Bunlara ek olarak 2., 3. ve 6. n. intercostalisin rami cutaneus lateralis ve anterior
dallar1 ile C3 ve C4’ ten ¢ikan n. supraclavicularis de innerve edebilmektedir. Hangi
sinirlerin memeyi innerve ettigi kisiden kisiye degistigi gibi ayni kisinin her iki
memesinde de degisebilmektedir. Arteria (a.) axillarisin dallari, a. intercostalis
posterior ve a. thoracica interna memenin kanlanmasini saglayan arterlerdir. Venoz
drenaj1 ise areola mammae ¢evresindeki plexus venosus areolaristen (Haller plexusu)
baslayip vena (v.) axillaris ve v. thoracica internaya acilir. Memenin lenfatik drenaji
baslica nodi axillarestir. Ancak hem nodi axillares hem de nodi parasternalese akim
gerceklesebilmektedir. Aksiller bolgede 20-40 adet musculus (m.) pectoralis minér
komsuluguna gore siniflandirilan aksiller lenf nodu vardir:
a) Alt grup; m. pectoralis mindr inferior ve lateralinde

b) Orta grup; m. pectoralis mindr posteriorunda



c¢) Ust grup; m. pectoralis mindr iist kisminin superiorunda (Sekil 2.1.)
(Arinct ve Elhan, 1997; Cabioglu, 2012; Moore ve Dalley, 1992).

PRV __— Fascia pectoralis
o =
: “?ff‘.'/ _____— M. pectoralis major
s ——
N8
N “;\f
: Lt( ’\Cil
| 3
2 f‘,‘\,
. \‘\
¥ K
\1, W :
U.\)';,i \. v ____— Ligg. suspensoria mammaria*
';‘ D e

Ductus lactiferi

> Lobi glandulae mammariae

N

Adipose tissue

Sekil 2.1. Meme anatomisi (Klonish ve Hombach, 2011).

Memenin baslica vazifesi siit olusumunu saglamasidir. Meme dis bolgesi diger
bolgeler ile mukayese edildiginde daha fazla salgisal doku muhteva etmektedir ve
bunun sonucu olarak lezyon olusumu bu bodlgede digerlerine kiyasla daha sik
gozlemlenebilir. Meme bezi boyutu; genetik faktorler, yas, gebelik gibi etkenlere
bagl olarak farklilik sergileyebilir. Meme seklini degistiren bir diger faktor ise yag
doku miktaridir. Meme gelisimi hormonlar tarafindan diizenlenmektedir. Erken
ergenlik doneminde Ostrojen salgilanmasi goriilmektedir. Hipotalamustan salgilanan
hormonlar hipofize gelerek buradan folikiil uyarici hormon (FSH) ve luteinizan
hormon (LH) salgilanmasini saglar. FSH vazifesi over folikiillerinin gelisimini
uyarmaktir ve over folikiillerinde Ostrojen salgist mevcuttur. Ostrojen etkisinde
cinsel organ ve meme gelisimi meydana gelmektedir. Yumurtlama goriilmeyen
donemde ise Ostrojen memede bag doku gelisimini, damarlasmay1 ve yag doku
stoklanmasii tesvik etmektedir. Yumurtlama evresinde progesteron hormonu
salgilanmas1 gozlemlenir. Ostrojen ve progesteron hormonlari etkisinde, meme

gelisimi devam etmektedir (Alowami et al., 2003; Degerli, 1998).



2.2. Meme Kanseri

Kanser; epigenetik degisimler, kopya sayisi sapmalar1 ve genetik mutasyonlarla
seyreden hiicre proliferasyonu, canlilik, yenilenme, 6liim, invazyon ve degisik
hiicrelerde sinyal yolaklarinin bozulmasina yol agan karmasik ve farklilagmis
hastaliklardir (Clarke ve Fisher, 2020). Mitojen aktive protein kinaz (MAPK)
sinyali, fosfoinositid-3- kinaz (PI3K) / mTOR sinyali, Wnt sinyali, p53 sinyali,
Ostrojen sinyali ve benzeri gibi kontrollii hiicre biiylimesinden sorumlu olan bir¢ok
etkili metabolik yol vardir (Sobocan ve ark., 2020). Bu metabolik yolaklardan biriyle
direkt ya da dolayli yoldan iligkili olan gen {iriinlerinde meydana gelen anomali,
genomik istikrarsizliga yol agabilir, mekanizmalarin bozulmasina neden olabilir ve
doku etrafindaki kan damarlarinda artisla sonuglanabilir. Boylece hiicreler, uygun
molekiiler kontrol noktas1 denetleyicileri olmadan boliiniir ve dokuda tiimdrojenik
bolgeler olusturur. Aslinda tiimorlerin kendileri ¢ogunlukla 6limciil degildir, bu
timorlerin asil tehlikesi asir1 molekiiler o6zellikler kazanmalar1 ve diger viicut
dokularina yayilmak ve istila etmek i¢in kendilerini gelistirmeleridir. Bu duruma

metastaz denir ve kanser oliimlerinin genelini olusturur (Park ve ark., 2020).

2.2.1. Meme kanseri epidemiyolojisi

Meme kanseri, meme bezi epitel dokusundan gelisen kadin malign neoplazmidir ve
diinya capinda kadinlar arasinda yiiksek oranda dliimlere sebebiyet verici en yaygin
goriilen kanser tiirlerindendir (Li ve Han, 2018). Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin
2020 yilindaki raporuna gore meme kanseri diinya genelinde %11.7 goriilme orani
ile en sik goriilen kanser tiirii iken, lilkemizde de %10.3’liikk goriilme orani ile akciger
kanseri ile birlikte en sik goriillen kanserler arasindadir.  Diinya genelinde
kadinlardaki insidansi %24.5 iken iilkemizde %23.9’dur (Sekil 2.2.) (Diinya Saglik
Orgiitii, 2021).



Her iki cinsiyet ve her yastan 2020’deki yeni vaka sayisi

Akciger

41264 (%17.6)
Meme
24175 (%10.3)

Kolorektum
21191 (%9.1)

Diger kanserler
114 078 (%48.8)

Prostat
19 444 (%8.3)

Tiroid
13 682 (%5.9)

Toplam: 233 834

Erkeklerde her yastan 2020°deki yeni vaka sayisi

Akciger
34207 (%25.8)

Diger kanserler
48 513 (%36.5)

Prostat
19 444 (%14.6)

Mide
8 187 (%6.2)

Safra kesesi Kolorektum
10476 (%7.9) 11 989 (%9)

Toplam: 132 816

Kadinlarda her yastan 2020°deki yeni vaka sayisi

Meme

24 175 (%23.9)
Diger kanserler
43632(%43.2)

Tiroid
11034 (%10.9)

Kolorektum
9202 (%9.1)

Rahim agz1 Akciger
5918 (%5.9) 7 057 (%7)

Toplam: 101 018

Sekil 2.2. Ulkemizde meme kanseri insidansi (Diinya Saglik Orgiitii, 2021).

2.2.2. Meme kanseri patogenezi

Meme Kkanseri genelde c¢evresel ve genetik faktorlerin etkilesimi ile olusur.
PI3BK/AKT yolu ve RAS/MEK/ERK yolu, normal hiicreleri intihardan korur. Bu
koruyucu yollar1 kodlayan genler mutasyona ugradiginda, hiicreler artik ihtiyag
duyulmadiginda intihar edemez hale gelir ve bu da kanser gelisimine yol acar. Bu
mutasyonlarin  deneysel olarak Ostrojen maruziyetiyle baglantili  oldugu
kanitlanmistir. Biiylime faktorleri sinyalizasyonundaki anormalliklerin maling hiicre
bliylimesini kolaylagtirabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Leptinin meme yag dokusunda

asir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonunun artmasina ve kansere yol agmaktadir.



Meme kanseri gelisiminde ailesel yatkinliga kalitsal meme-yumurtalik kanseri
sendromu denir. p53, BRCA1 ve BRCA2 gibi kanserle iligkili bazi1 mutasyonlar,
kontrolsiiz boliinmeye, baglanma eksikligine ve uzak organlara metastaza yol agan
DNA'daki hatalar1 diizeltmek igin mekanizmalarda meydana gelir. BRCAL veya
BRCA2 genlerindeki kalitsal mutasyon, DNA c¢apraz baglarinin ve DNA ¢ift zincir
kiriklarinin  onarimint  engelleyebilir. GATA-3, Ostrojen reseptoriiniin (ER) ve
epitelyal farklilasma ile iliskili diger genlerin ekspresyonunu dogrudan kontrol eder.
GATA-3'in kaybi, artan kanser hiicresi invazyonunu artirir ve uzak metastaz
nedeniyle farklilagmanin inhibisyonuna ve kotii prognoza yol agmaktadir (Kabel ve

Baali, 2015).
2.2.3. Meme kanseri risk faktorleri

Meme kanseri risk faktorleri degistirilebilir ve degistirilemeyen risk faktorleri olmak

tizere iki baglik altinda incelenebilir (Sekil 2.3.)
2.2.3.1. Degistirilemeyen risk faktorleri

e Genetik: BRCA1 ve BRCA2 genleri, meme Kanserinin altinda yatan tek biiyiik
yiiksek penetrasyonlu genler olabilir (Collins ve Politopoulos, 2011).

e Cinsiyet: Kadin cinsiyet en giiglii risklerdendir. Giinlimiizde her 8 kadindan biri
omrii siiresince meme kanseri olma riski ile karst karsiyadir (DeSantis ve ark.,
2014)

e Yas: Yas hastalifm ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Ileri yas ile meme
kanseri insidansindaki artis paralellik gostermektedir. Meme kanserlerinin
neredeyse tamami (%90-95°1) >40 yas kadinlarda goriilmektedir (Parlar ve ark.,
2005).

e Aile oyKkiisii: Hastalarin %15’inin ailesinde kanser oykiisii oldugu gozlenmistir

(Colditz ve ark., 2012).



Iyi huylu meme hastahklari: Kist, hiperplazi ve fibroadenom gibi bazi bening
meme rahatsizliklarina sahip kadinlarda risk daha yiiksek olabilmektedir

(Hartmann ve ark., 2005)

Irk ve etnik faktorler: Beyaz kadinlardaki risk Afrikali Amerikalilara gore biraz
daha fazladir, ancak aradaki fark son yillarda azalmistir. Afrikali Amerikali
kadinlarda da oliim riski her yasta daha yiiksektir. Hispanik, Asyali ve Yerli
Amerikali kadinlarda meme kanseri olusum ve kanserden 6lme riski daha azdir
(Lorona ve ark., 2021).

Menstriiel oykii: Erken regl donemi (<12 yas) ve 55 yasindan sonra menopoza
baglama, hormonlara daha uzun siire maruziyete neden oldugu icin riski

artirmaktadir (Rojas ve Stuckey, 2016).

Meme kanseri oykiisii: Daha 6nce meme kanseri hikayesi olan ve tedavi almis
olan kadinlarin, diger memelerinde kanser olasiliginin meme kanseri olmamis

olanlara gore 3-4 kat daha fazladir (Campbell, 2002).

Uzun olmak: Uzun boylu kadinlarda kisa kadinlara goére risk fazla
olabilmektedir. Bunun nedeni net olarak tanimlanmamis olmakla birlikte,
beslenme, hormonal ya da genetik faktorlerle iligkili olabilecegi sdylenmektedir

(Escala- Garcia ve ark., 2020).

Meme doku yogunlugu: Yogun gégiislerde bag dokusu yag dokusundan daha
fazla oldugu i¢in mamografide timorii gérmeyi gliglestirebilmektedir. Dolayist

ile risk daha fazladir (Howell ve ark., 2014).

Gogiiste radyasyon maruziyeti: Farkli bir kanser i¢in alinan radyoterapi, ileride

meme kanseri olusum riskini artirabilir (Hill ve ark., 2005).

2.2.3.2. Degistirilebilir risk faktorleri

Dogum yag1 ve sayisi: ilk dogumun ileri yasta olmasi ya da daha hi¢ dogum

yapmamak riski artirmaktadir. Bu riski azaltan durum ise gebelik ve emzirme



doneminde strojen hormonun diismesinden kaynaklanmaktadir (Rosato ve ark.,
2014).

Emzirme: Cogu calisma >1 yil emzirmenin riski azaltabilecegini ileri
stirmektedir. Ciinkii emzirmenin uzun olmasi yasam dongiistindeki adet sayisinin
az olmasina neden olmaktadir. Uzun siire 6strojene maruziyet riski artirmaktadir.
Gebelik ve emzirme doneminde Ostrojen seviyelerinde diisiis oldugu i¢in >1 yil

stire boyunca emzirme riski azaltmaktadir (Rojas ve Stuckey, 2016).

Dogum Kkontrolii ve hormon tedavileri: Oral kontraseptiflerin riski
artirabilecegi belirtilmektedir. Hormon replasman tedavisinin (HRT), 6zellikle
Ostrojen-progesteron tedavisinin (EPT) riskte artigla iliskilendirilmistir (Rojas ve
Stuckey, 2016).

Alkol alim: Orta diizeyde alkol tiiketimi, meme kanseri riskinde yaklasik %30-
50 artigla iliskilendirilmistir. Hiicre kiiltiirli, hayvan ve insan ¢aligmalari, alkoliin
meme kanseri patogenezinde rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir. En yaygin
olarak arastirilan yollar, hem etanol metabolitlerinin kanserojen roliinden hem de

alkoliin Ostrojen seviyelerini degistirmedeki roliinden kaynaklanmaktadir

(McDonald ve ark., 2013).

Beslenme: Basta doymus yaglar olmak iizere asir1 yag alimimm hastalarda
mortalite ve kotii prognoz ile iligkili oldugu belirtilmistir. Ayrica normal
agirhiktaki kadinlara kiyasla hafif sisman veya obez kadinlarda riskin daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (Sun ve ark., 2017).

Fiziksel inaktivite: Ozellikle menapoz sonrasi diizenli fiziksel aktivitenin riski
azalttig1 duslinlilmektedir. Ancak bu azalisi nasil sagladigi net degildir;
inflamasyon, viicut agirligi, enerji dengesi iizerindeki etkileri ve hormonlardan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (de Boer ve ark., 2017).



Aile gecmisi

Artnug meme doku

DNA mutasyonu TR
yogunlugu

Uzun siire oral

Geg dogum .
L kontraseptif kullaniu

yast

Menopoz sonrasi
hormon replasman
tedavisi

Modern yasam tarzi &
sosyoekonomik durum

Aok ' Alkol ve tiltiin

Obezite & BKI o
tirtinleri

Erken menars &
ge¢ Menopoz

Sekil 2.3. Meme kanseri risk faktorleri (Harwansh ve Deshmukh, 2020).

2.2.4. Meme kanseri belirtileri

Memenin boyutu, sekli ve yapisi; menstiirasyon durum, hormonal durum, yas,

gebelik, laktasyon ve genetik gibi bir¢cok faktorden etkilenir. Genellikle kadinlarda

her iki meme boyutlarinda farklilik goériilmektedir. Boyut farki addlesan donemde

baslar ve ve yasam boyu siirer. Meme yap1 itibariyle homojen degildir. Ust dis

kadran glandiiler yapinin en fazla bulundugu bolgedir. Bu yiizden meme kanseri

genellikle st dis kadranda olusmaktadir (Bland ve ark., 2017). Yerlesim yeri tist dis

kadrandan baslayarak santral, st i¢, alt dis, alt i¢ kadranlar seklinde devam
etmektedir (Tasdelen, 2012).

Kitle: Meme kanserinin en 6nemli belirtisi Kitledir (Tasdelen, 2012). Memede
kitle agrisiz, sert ve ¢evre doku ile yapisik ve doku ile hareket edebilme 6zelligi

olmasindan dolay1 memede bulunan benign tiimérlerden ayrilmaktadir (Koo ve

ark., 2017).
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Meme Basinda Retraksiyon: Memede nipple areola kompleksi gerisinde
bulunan Kitleler fibrozis nedeniyle klinik belirti seklinde deri ve meme basi
retraksiyonu seklinde goriinebilmektedir. Meme kanseri fibrozisle ilerleyen
malign siiregtir ve bu fibrotik komponent tiimoriin {stiindeki deride veya

yakimindaki deride retraksiyonun sebebi olabilir (Tasdelen, 2012).

Eritem ve Ulserasyon: Meme kanserinde iki nedenle eritem olusabilmektedir.
[k olarak, tiimdr meme derisine yaklastiginda vendz degisiklikler olusturarak
deride eriteme neden olmaktadir. Bu, tiimoriin tizerinde bulunan kiiciik bir alanda
olusmaktadir. Lokal siire¢ ilerledik¢e deriyi infiltre ettigi igin ilk basta deride
beslenme bozukluguna, sonra ise iilserasyona neden olmaktadir. ikinci olarak,
inflamatuar meme kanseri belirtisi ile eritem olusmaktadir. Bu nedenle olusan
eritem, yaygmn ve genis bir alanda bulunmaktadir. Deri; gergin, parlaktir ve
meme icindeki Kitleyi palpe etmek zordur. Inflamasyona ¢ok benzemektedir bu

nedenle apseyle karisabilmektedir (Tasdelen, 2012).

Odem: Meme kanserinde 6dem, meme derisinin lenfatik drenajindaki bir
tikaniklik nedeniyle olusur. Memedeki timor hiicreleri, derinin yiizeyel lenf
nodlarin1 tikayarak meme derisinin lenf dolagiminin bozulmasina neden olur.
Meme derisindeki belirgin 6dem, deriyi kalinlastirarak kil folikiillerinin igeriye
cekilmesini saglar. Odem memede gériilen sislik olarak algilanabilir ve sisligin
ileri doneminde portakal kabugu goriintiisii (peau d’orange) olugmaktadir

(Tasdelen, 2012).

Lenf nodlarinda biiyiime: Memede; aksilar, servikal, infraklavikular ve
supraklavikular lenf nodlar1 bulunmaktadir. Bu nodlarin sisligi enfeksiyona bagh

olusabilecegi gibi malign tiimor metastazina bagli da olabilmektedir (Tasdelen,

2012).

Meme Bas1 akintisi: Meme basmin akitist genellikle benign nedenlerden
kaynaklanmaktadir. Ancak meme basi akintisi goriilen kadinlarin %2-15’inde ve
erkeklerin ise %20’sinde goriilen meme bas1 akintist meme Kanserinden kaynakli
olusmaktadir. Ozellikle Kitleyle beraber goriilen meme basi akintisinda meme
kanseri riski artar. Akintinin; kanli, spontan ve tek tarafli olmas1 meme kanseri

stiphesini arttirmaktadir (Tasdelen, 2012).
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o Agri: Memedeki agr1 genellikle fizyolojik ya da bening temelli olmakla beraber
meme kanserinin ileri evre belirtileri olarak da goriilebilmektedir (Owen ve ark.,
2019).

2.2.5. Meme Kkanseri teshisi

e Kendi kendine muayene: Teshis i¢gin kadinin kendi kendine muayenesi oldukca
onemlidir, ¢ilinkii kadinlarin memelerinin normal goriiniislerini ve nasil

hissettiklerini bilmeleri meme sagliginin en énemli pargasidir (L. Wang, 2017).

e Goriintilleme: Tarama testleri, meme kanserinde belirtiler ortaya ¢ikmadan 6nce
teshis icin oldukc¢a 6nemlidir. Meme kanserinde erken teshis tedavinin olumlu
sonuglanmasimi beraberinde getirmektedir. Memenin mamografiyle taranmasi
cok 6nemli olup bunun yaninda ultrasonografiden (USG) de yararlanilmaktadir.
Ek olarak, manyetik rezonans (MR) goriintiileme yontemi de meme kanseri
teshisinde kullanilmaktadir (L. Wang, 2017).

Mamografi, USG ve MR goriintileme yontemleri meme kanseri teshisinde
kullanilmaktadir. Meme kanserinin erken teshisi i¢in 40 yasindan itibaren her yil
diizenli olarak tarama mamografisi yapilmasi dnerilmektedir. Ancak, mamografi her
meme kanserini bulamayabilir. Bu yiizden, kadmlarin kendilerini diizenli olarak
kendi kendine muayene yoOntemiyle kontrol etmeleri gerekmektedir. Bir dokunun
mikroskobik olarak incelenmesi, meme Kkitlesini degerlendirir ve kesin teshisin
konulmasmi saglar. Meme Kkanserleri tanisinin  koyulabilmesi igin  klinik
degerlendirme, goriintilleme yontemleri ve biyopsi gibi patolojik yaklasimlarin

beraber ele alindig1 teshis yontemleri birlikte kullanilmalidir (L. Wang, 2017).
2.2.6. Meme kanseri evreleri

Meme kanserinde evrelemenin; hastalar1 farkli prognostik kategorilere ayirarak
klinikk arastirma  sonuglarinin  ve terapotik  sonuglarin  karsilastirilmasini

kolaylastirdig1 bilinmektedir (Hortobagyi ve ark., 2018).

Evre 0: Kanserli ve kanserli olmayan hiicrelerde, tiimoriin biiyiimeye basladigi meme
boliimiinde bulundugunu ve boliimii ¢evreleyen dokularda timdér bulunmadigini ve

tiimoriin invazif 6zellik gostermedigi evredir (Bednarek ve ark., 1997).
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Evre I: Bu evre “invaziv meme karsinomu” olarak isimlendirilir. Mikroskobik
invazyon goriilebilir. Evre 1A ve IB olarak kategorize edilir ve evre 1A’da meme
timorii 2 cm'ye kadar olabilir ve lenf nodlar1 dahil degildir. Evre 1B’de, lenf
nodlarinda 0,2 mm'den daha biiyiik kii¢iik bir kanser hiicresi grubu bulunmaktadir
(Segal ve ark., 2001).

Evre 1I: Evre IIA ve 1IB olarak kategorize edilir. Evre 11A’da, lenf diigiimlerinde
timor bulunmaktadir. Ancak memede tiimér bulunmamaktadir. Timor 2-5 cm
arasinda olmaktadir. Evre 1I1B’de, tiimor 5 cm'den biiyiiktiir, ancak lenf diigiimlerinde
bulunmamaktadir (Moran ve ark., 2014).

Evre 11I: Evre IIA, I1IB ve HIC olarak kategorize edilir. Evre 111A’da, memede
timor bulunmazken lenf diigiimlerinde bulunabilir. Evre 111B’de tiimér boyutu
farklilik gosterebilir, ancak ciltte sisme ya da iilserlere neden olmaktadir. Ayrica evre
[1IB’de, inflamasyonla seyreden kirmizi, sicak ve sis meme derisi bulunmaktadir.
Evre 11IC’de ise, tiimor lenf noduna yayilmistir (Jacquillat ve ark., 1990).

Evre IV: Meme kanseri memenin 6tesine beyin, akcigerler, karaciger ve kemikler
gibi viicudun diger bolgelerine uzak metastaz yapmistir (Neuman ve ark., 2010)
(Sekil 2.4.)

Evrel Evre I Evre II1 Evre IV

Sekil 2.4. Meme kanseri evreleri (1., 2., 3., 4. evre meme kanseri) (Siddique ve ark., 2020).
Meme kanseri evreleri; timdr tipine, boyutuna ve hiicrelerin meme dokusuna niifuz

etme oranina baglidir (Heim ve ark., 1997).
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2.2.7. Meme kanseri tedavisi

Meme kanserinde uygulanan tedavi yontemlerini belirlemek i¢in kanserin evresi,

hastanin menapoza girip girmedigi ve hastanin yasi1 6nemlidir. Cerrahi operasyonlar,

radyoterapi, kemoterapi ve hormonal tedaviler en sik basvurulan tedavi

tirlerindendir (Hwang ve ark., 2013).

Cerrahi Operasyonlar: Cerrahi operasyonlar, meme kanserinde ilk ve en fazla
tercih edilen tedavi yontemidir. Kanserin yerine, yapisina, metastazina gore
uygulanacak iki farkli cerrahi operasyon yontemi bulunmaktadir. ilk ydntem,
bolgesel mastektomi olarak adlandirilan tiimériin alindig1 operasyonlardir. Ikinci

yontemde ise, total mastektomi ile tiim meme alinmaktadir (Fisher ve ark., 2002).

Radyoterapi: Radyoterapi ile tedavi yonteminde, yiiksek enerjili 1simnlar
kullanilarak iki sekilde tedavi uygulanmaktadir. Timor biiyiikse cerrahi
operasyondan Once timori kiigiiltmek ya da tiimoriin boyutu kiigiikse
operasyondan sonra kalan tiimor hiicrelerini 6ldiirmek igin radyoterapi ile tedavi
yapilmaktadir. Radyoterapinin hedefi, dogrudan DNA yapisini bozmak ya da
serbest radikal olusumunu saglayarak dolayli olarak DNA’ya hasar verip timér

hiicreleri yok etmektir (Chew, 2001).

Kemoterapi: Kemoterapi; kanser hiicrelerini zayiflatarak, oldiirerek ve yeniden
ortaya ¢ikmasini engelleyerek anti-kanser ilaglarin kullanildigi bir tedavi
yontemidir. Bazi durumlarda kemoterapi, cerrahi operasyon Oncesi tiimor
boyutunu kiigiiltmek amaciyla ya da {iglii reseptor negatif hastalarda neo-adjuvan
olarak uygulanabilmektedir. Bazi durumlarda ise, cerrahi operasyon sonrasi kalan
tiimor hiicrelerini yok etmek amaciyla kemoterapi adjuvan tedavi yontemi olarak

uygulanabilmektedir (Pritchard ve ark., 2006).

Hormonal tedavi: Ostrojen reseptdrii ve progesteron reseptorii olmak iizere iki
reseptor meme kanserinde bulunmaktadir. Meme kanserinin hormonal tedavisi bu
reseptorlerin tiimor biiylimesine olan katkisini azaltmayr hedeflemektedir. Bu
tedavide, ER antagonisti ajanlarla ER reseptorleri inhibe edilir ya da direkt
Ostrojen sentezini baskilayan ajanlar kullanilir (Dowsett, 2001; Vogel ve ark.,
2006).
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e Hedefe yonelik tedavi: Uygulanan diger tedavilerin komplikasyonlarini
azaltmak i¢in monoklonal antikorlarin, tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanildigi
bir tedavi yontemidir. Kemoterapiye gore daha avantajli olmasina ragmen
iyilesme iizerine kesin bir yanit alinamamistir (Romond ve ark., 2005; Slamon ve
ark., 2011).

2.3. Meme Kanseri Hiicre Hatlar:

Hiicre hatlari, basta kanser arastirmalar1 olmak {izere ¢esitli arastirmalarda in vitro
modeller olarak yogun olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle kanserin molekiiler

tanisinda anahtar 6ge gibi goriinmektedir (Comsa ve ark., 2015).

MDA-MB-231 hiicre hatti, metastatik meme adenokarsinomu olan 51 yasindaki
beyaz bir kadinin plevral efiizyonundan elde edilmistir. Epitelyal 6zellikte bir hiicre
dizisidir ve tibbi arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir (Cailleau ve ark., 1978).
MDA-MB-231 oldukea agresif, ER ve progesteron reseptorii (PR) ekspresyonunun
yani sira insan epidermal biiytime faktorii reseptorii 2 (HER2) amplifikasyonundan
yoksundur. Bu nedenle oldukga invaziv, agresif ve kotii farklilasmis tiglii negatif
meme kanseri hiicre dizisidir. Diger invaziv kanser hiicre hatlarina benzer sekilde,
MDA-MB-231 hiicrelerinin invaze olmasina, hiicre dis1 matriksin proteolitik

bozulmasi aracilik eder (Chavez ve ark., 2010; Liu ve ark., 2003).
2.4. Apoptoz

Apoptoz kavraminin bilesenleri daha dnceki yillarda tanimlanmis olmasina ragmen,
terim olarak apoptoz ilk kez 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan hiicre
oliimiiniin morfolojik olarak farkli bir bigimini tanimlamak i¢in kullanilmigtir (Kerr
ve ark., 1972). Apoptoz, bir hiicrenin boliinmesini ve biiylimesini engelleyen ve
bunun yerine, hiicre igeriginin disartya dokiilmeden kontrollii 6liimiiyle sonuglanan
bir siiregtir. Apoptoz, bazen programlanmis hiicre 6liimii (veya daha yaygin olarak

'hiicresel intihar') olarak da adlandirilir (D’ Arcy, 2019).

Apoptoz, yani programlanmis hiicre 6liimii, DNA hasarin1 takiben veya gelisim

sirasinda  olusan hasarli hiicrelerin diizenli ve etkili bir sekilde ortadan

15



kaldirilmasiyla sonuglanir ve gen diizeyinde ¢ok iyi bir sekilde diizenlenir. Apoptoz

mekanizmasi karmagiktir ve birgok sinyal yolunu igerir (Pistritto ve ark., 2016).

Apoptoz, hem homeostatik mekanizma hem de savunma mekanizmasi olarak rol
oynamaktadir. Biiylime ve yaslanma donemlerinde de homeostatik bir mekanizma,
bagisiklik reaksiyonlarinda veya hiicreler zararli ajanlardan hasar gordiigi
zamanlarda ise bir savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Apoptozu
indiikleyen hem fizyolojik hem de patolojik bir¢ok uyaran ve durum olmasina
ragmen, apoptoz uyarani biitiin hiicreleri ayn1 sekilde etkilememektedir. Radyoterapi
veya kemoterapi tedavisinde kullanilan ilaglar, bazi hiicrelerde DNA hasar1 yolu ile
pS53'e baghi bir yolagi aktif hale getirerek apoptotik o6liime neden olabilir.
Kortikosteroidler gibi bazi hormonlar, timositler gibi bazi hiicrelerde apoptozu
indiikleyebilir, fakat diger hiicreler etkilenmemekle birlikte uyarilabilir (EImore,
2007). Prekanser6z lezyonlarda DNA hasariin bir sonucu olarak apoptozun
indiiklenmesi, potansiyel olarak zararli hiicreleri uzaklastirabilir ve boylece timor
biliylimesini bloke edebilir. Bu 6liim siirecinin deregiilasyonu, kontrolsiiz hiicre
cogalmasi, kanserin gelismesi ve ilerlemesi ve ilag tedavilerine kars1 kanser direnci
ile iligkilidir. Bu nedenle apoptozun deregiilasyonu kanserin ayirt edici
Ozelliklerinden biri olarak kabul edilir. Bu nedenle apoptotik direngle ilgili
molekiilleri hedef alan terapétik stratejiler, kanser hiicrelerinin apoptoza duyarliligini
geri kazandirmak ve tedavilerin etkisiz hale gelmesini engellemek igin izlenecek

gegerli bir yaklasimdir (Pistritto ve ark., 2016).

Apoptoz, kaspazlar olarak bilinen bir dizi sistein-aspartik proteazin aktivasyonu ile
baslar. Kaspazlar baslatici1 (kaspaz 2, 8, 9 ve 10) ve efektor (kaspaz 3, 6, ve 7) olmak
tizere iki kategoriden olusmaktadir. Hiicre hasari gerceklestiginde, prokaspazlar
(aktif degil) baslatic1 kaspazlar1 (kaspaz 8 ve 9) aktive eder ve efektor kaspazlarin
(kaspaz 3, 6 ve 7) aktivasyonu ile siire¢ devam eder. Efektor kaspazlar aktive
edildiginde, endoniikleazlarin aktivasyonu ile DNA fragmantasyonu, niikleer
proteinlerin ve hiicre iskeletinin yok edilmesi, proteinlerin capraz baglanmasi,
fagositik hiicreler i¢in ligandlarin ekspresyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu ile
sonuglanan bir olaylar dizisi baslamaktadir. insan viicudunda giinde yaklagik 1 x 10°

hiicrenin apoptoza ugradigi tahmin edilmektedir. Apoptozun hem intrinsik hem de
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ekstrinsik yollari, ¢cok hiicreli organizmalarin saglikli kalmasini ve kusurlu hiicrelerin

viicuttan atilmasini saglamak i¢in sinerjik olarak ¢alisir (D’ Arcy, 2019).
2.4.1. Apoptozun intrinsik yolu

Intrinsik apoptotik yolak (mitokondriye bagimli), farkli stres kosullarma (yani,
1sinlama, kemoterapotik ajanlarla tedavi, vb.) yanit olarak mitokondriyal seviyede
birlesen hiicre i¢i sinyaller araciligiyla gerceklesir. Onarilamaz genetik hasar,
hipoksi, asir1 yliksek sitozolik Ca+ konsantrasyonlar1 ve siddetli oksidatif stres gibi i¢
uyaranlar, intrinsik mitokondriyal yolun baslatilmasinin baz tetikleyicileridir. Bcl-2
ailesinin (Bax, Bak) proapoptotik BH3 iiyelerinin aktivasyonunu takiben,
antiapoptotik proteinler olan Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1'i nétralize ederek mitokondriyal
membran dis membran gecirgenliginin (MOMP) bozulmasina yol agar. Boylece
normalde zarlar arasi boslukta bulunan proteinler sitozole salimir. Bu proteinler,
sitozolde mitokondriye bagli 6liimii aktive etmede ¢ok onemli bir rol oynayan
sitokrom-c gibi apoptojenik faktorleri igerir. Sitokrom-c, sitozolik Apaf-1'e (apoptoz
proteaz aktive edici faktor-1) baglanir ve baslatici pro-kaspaz-9'u kaspaz alim
bolgesine (CARD) alan, otoaktivasyona ve ardindan proteolize izin veren apoptozom
adl1 bir kompleksin olusumunu tetikler. islem sirayla apoptotik hiicre liimiine yol
acan hiicresel substratlarin boliinmesi igin sirasiyla yiiriitiicii kaspaz-3, -6 ve -7'yi

aktive eder (Sekil 2.5) (Pistritto ve ark., 2016).
2.4.2. Apoptozun ekstrinsik yolu

Bu ekstrinsik yol apoptozun 6liim reseptorii (DR) yolu olarak da bilinmektedir (Sekil
2.4.1). Dogal oldiriicii hiicreler veya makrofajlar, 6liim ligandlarini irettiginde
baglatilmaktadir. Prokaspaz 8, hedef hiicre zarindaki DR'lerle baglandiktan sonra
kaspaz 8'e aktive olur ve boylece ekstrinsik yol indiiklenir. DR'ler, tiimér nekroz
faktorii (TNF) st ailesinin tiyeleridir ve her DR'nin karsilik gelen bir 6liim ligandina
sahip oldugu birkag iiye icerir. Kaspaz 8'in aktivasyonu igin, bir 6liim ligandinin bir
DR'ye baglanmasi gerekir, bu da monomerik prokaspaz 8'in 6lim efektor bolgesi
(DEB) araciligiyla liganda bagli DR'nin sitoplazmik alaninda bulunan 6liime neden
olan bir sinyal kompleksine (DISC) alinmasiyla sonuglanir. DISC ayrica prokaspaz
8'in DISC ile etkilesimini kolaylastiran ya FAS ile iligkili 6liim alan1 (FADD) ya da
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TNF reseptorii (TNFR) ile iligkili 6liim alan1 (TRADD) olarak bilinen bir adaptor
proteini igerir. Prokaspaz 8 monomerleri DISC'e alinir, bunlar dimerize olur ve
aktive edilir, sonucta kaspaz 8 ortaya ¢ikar. Kaspaz 8 de, iki farkli alt yoldan biri
yoluyla apoptozu indiikleyebilir. Hangi alt yolun indiiklenecegi hiicrelerin Tip I veya
Tip II hiicre olmasmna baglidir. Kaspaz 8 Tip I hiicrelerde efektor kaspazlari
dogrudan bolmekte ve boylece dogrudan apoptozu baslatmaktadir. Mitokondriden
salinan proteinler apoptoz inhibitdr proteinleri inhibe etmedigi siirece Tip |l
hiicrelerde, efektor kaspazlarin dogrudan kaspaz 8 aktivasyonunu inhibe eder (Sekil

2.5.) (D’ Arcy, 2019).

Memeli Hiicresindeki Ana Apoptotik Yollar

Oliim Reseptrleri Mitokondriyal Yolak
Yolag

APAF-1
Kaspaz 9

Pro-kaspaz 3 I —
dATP
APAF -1

Kaspaz 9

Hiicresel Hedefler <+— m APOPTOZOM

Sekil 2.5. Apoptozun intrinsik ve ekstrinsik yolu (Celepli ve ark., 2020).

2.5. Meme Kanseri Tedavisinde Tibbi Bitkiler

Kanser tedavisi yepyeni bir aragtirma alani haline gelmistir. Kanser i¢in uygulanan
geleneksel tedaviler oldugu kadar birgok da modern teknikler vardir. Kanser tedavisi
icin kemoterapi, radyoterapi veya cerrahi tedavi gibi cesitli teknikler vardir. Ancak
hepsinin dezavantajlar1 vardir. Geleneksel kimyasallarin kullanimi1 yan etkilere ve
toksisitelere sahiptir. Ancak, sorun devam ederken, Ozellikle geleneksel
kemoterapotik yaklagimlarin basarisiz olmast nedeniyle hastaliklarin kontrolii i¢in

yeni yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, bu hastaliga bagli 6liim oranini
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kontrol altina almak icin kanserin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in yeni stratejilere ihtiyag
vardir. Bitkisel ilaglar ¢ok giivenli, toksik olmayan ve kolayca temin edilebilen
kanser tedavi edici bilesikler kaynagi haline gelmistir. Bitkilerin sahip olduklar1
cesitli Ozelliklerden dolayr viicuttaki hastaliklarin etkilerini nétralize ettigine

inanilmaktadir (Khan ve ark., 2019).

Sanayi sektoriiniin ve endiistriyel tibbin gelismesiyle birlikte sifali otlarin kullanimi1
uzun bir siire unutulmustur. Yeni tekniklerin ortaya c¢ikmasi nedeniyle dogal
bilesiklerle ilgili engeller azalmis ve bu tiir dogal bilesenlerin ilag endiistrisinde
kullanimmna ilgi artmistir (Saklani ve Kutty, 2008). Diinyada geleneksel tedavi
yontemleri kullanimini %80 oldugu tahmin edilmektedir (Wang ve ark., 2012).
Bitkilerin ¢esitli hedefler tizerindeki etkilerinin anlasilmasi, antikanser, anti-
inflamatuar ve anti-virlis gibi bazi 6nemli o6zellikleri tanimlayan modern
biyomolekiiler bilimin yardimiyla olmustur. Bu tiir bitkisel ilaglarin etkilerinin
giderek daha iyi anlasilmasi ile farkli kanser tiirlerine karsi etkileri de tespit
edilmistir (Khan ve ark., 2019).

Son birka¢ on yilda, kanser tedavisinde kullanilan ikincil metabolitlerin fazlaca
karmagikligi nedeniyle yeni bilesiklerin kesfine ihtiyag duyulmustur. Bu durum
geleneksel olarak kullanilan tibbi bitkilerin aragtirilmasina ilginin artmasina neden
olmustur. Aslinda taksan, vinka alkaloidleri, podofillotoksin ve kamptotesin gibi
bir¢ok antikanser ilaci sifali bitkilerden izole edilmistir: Vinblastin ve vinkristin gibi
Vinca alkaloidleri Catharanthus roseus'tan tiiretilmistir ve paklitaksel orijinal olarak
Taxus brevifolia'dan izole edilmistir (Aumeeruddy ve Mahomoodally, 2019).
Pistacia terebinthus L.” de alternatif tipta kullanilan Anacardiaceae (Sakiz

agacigiller) familyasina ait bir bitkidir.
2.6. Menengi¢ (Pistacia Terebinthus)

Tirkiye'de "menengi¢c" (Sekil 2.6.) olarak bilinen Pistacia terebinthus,
Anacardiaceae familyasina ait 20 Pistacia tiirinden biridir. Kanarya Adalart ve
Akdeniz bolgesinde yerli bir agag¢ olan Pistacia terebinthus, genellikle Fas, Portekiz,
Yunanistan ve Tiirkiye'de yayilim gostermektedir. Ayrica Kuzey Afrika, Arap

Yarimadasi ve Bati Asya'da da bulunmaktadir. Bu bitki tiirii Tiirkiye'nin gliney ve
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bati bolgelerinde yaygin olarak yetistirilmektedir. Menengi¢c agaci, kuru kaya
yamagclarinda veya ¢am ormanlarinda, 6zellikle Toros daglarinda, deniz seviyesinin
hemen {istiinden 1600 m yiikseklige kadar yetisen ¢ok yillik bir agagtir (Tastekin ve
ark., 2014). Kirmizims1 mor renkli gigekler Mart ve Nisan aylarinda goriiliir. Once
kirmizi renkte olan meyveler, olgunlastikca mavimsi veya yesilimsi siyah renk halini
alir. Tohumlar ise Eyliil-Ekim aylarinda olgunlasir. Yetistigi bolgeye gore bitki farkli
isimler almaktadir. Bunlar menengi¢, melengic, melengeg, menekis, menevis, menis,
melekes, antep fistig1, citlik, cedene, getimek, ¢itlenbik, ¢itemik, citlembik, ¢itmik,
cogre, sakizlak, sakizli agac gibi isimlerdir (Sahin, 2019).

Sekil 2.6. A: Menengig bitkisi, B: Menengi¢ tohumu, C: Menengig reginesi.

2.6.1. Pistacia terebinthus’un Kimyasal yapisi

Pistacia terebinthus yag asitleri, sterolleri ve tokoferolleri igerir. Temel yag asidi,
yag asitlerinin %43-51'ini olusturan oleik asittir. Pistacia terebinthus a ve y tokoferol
icerigi 110-150 mg/kg olarak belirlenmistir. igerigindeki temel sterol ise, sterollerin
%80’ini olusturan 3 sitosteroldiir (Bahcecioglu ve ark., 2015).

Pistacia terebinthus regine, ugucu yaglar, proteinler, organik asitler, sekerler,
flavonoidler ve tanenler dahil olmak {izere zengin madde icerigine sahiptir. Ugucu
yagin kimyasal bilesimi, bitkinin elde edildigi kismina ve bitki popiilasyonunun
cografi kokenine gore degisiklik gostermektedir (Pulaj ve ark., 2016).

Salgis1 %4 ugucu yag, %60 regine ve %36 tanen karisimi igerir. Ayrica meyveler
organik besin maddeleri agisindan da zengindir. 100 g menengi¢ yaklasik 594 kcal, 2
g posa, 7.3 mg Fe, 136 mg Ca, 20.8 g protein, 500 mg P, 16.4 g nisasta, 51.6 g yag,
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158mg Mg, 1.02mg K vitamini, 0.4 mg B6 vitamini, 1.45 mg B2 vitamini, 62 mg B1
vitamini, 5.2 mg E vitamini ve 7 mg C vitamini igerir (Yiiksel ve ark., 2015).

2.6.2. Pistacia terebinthus’un geleneksel kullanim

Pistacia terebinthus agacinin farkli boliimlerinin bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip
oldugu icin, eski zamanlardan beri fitoterapide yaygin olarak kullanildigt
bildirilmistir (Kallis ve ark., 2019). Giiniimiizde, tibbi uygulamalar i¢in Pistacia
terebinthus’dan elde edilen fenolik bilesikler, terpenoidler, monoterpenler,
flavonoidler, yag asitleri, alkaloidler, saponinler ve steroller gibi bilesenlere
farmasotik agidan dikkat gekilmektedir. Pistacia terebinthus’un ham 6zleri, ugucu
yaglar1 ve bazi triterpenoid bilesenleri, astrenjan, antiinflamatuar, antimikrobiyal,
antiviral ve uyaric1 olarak kullanilmasmin yani sira, egzama, felg, diyare, bogaz
enfeksiyonlari, bobrek taslari, sarilik, astim ve mide agrilart gibi ¢ok sayida
inflamatuar hastaligin tedavisi i¢in de kullanilmaktadir (Duru ve ark., 2003; Giner-
Larza ve ark., 2001; Lamiri ve ark., 2001; Mouhajir ve ark., 2001). Ayrica, Pistacia
terebinthus’dan elde edilen regine, geleneksel olarak sakiz ve gida katki maddesi
olarak ve dudak kuruluguna, bazi mide hastaliklarina kars1 ve solunum sistemi i¢in
antiseptik olarak kullanildig1 i¢in bir¢ok uygulama alanina sahiptir. Son g¢alismalar,
bu rec¢inenin, gelistirilmis aromatik O6zelliklere sahip yeni fonksiyonel gida
triinlerinin tiretimi i¢in bir antimikrobiyal ajan ve gida koruyucusu ve ayrica bir
bakteriyel immobilizasyon tasiyicisi olarak kullanimini ortaya ¢ikarmistir (Kallis ve
ark., 2019). Pistacia terebinthus, geleneksel Tiirk halk tibbinda da giines ¢arpmasi,
peptik ilser, gastralji, astim, romatizma, Oksiirik, egzama, ishal ve bogaz
enfeksiyonlarimi tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Tastekin ve ark.,
2014). Meyveleri ayn1 zamanda kahve ikamesi olarak da tiiketilmekte ve
meyvelerinden elde edilen yag, Tiirkiye'nin belirli bir boliimiinde yemeklik yag
olarak ve sabun tiretiminde kullanilmaktadir. Farkl: iilkelerde farkli kullanim alanlar
da mevcuttur. Ornegin, Iran'da hava temizleyici olarak kullanilmaktadir (Pulaj ve
ark., 2016).

Yapilan bir c¢alismada menengi¢ bitki ekstresinin antioksidan kapasitesi
arastiritlmistir. Bitki yapraklarmin yiliksek 85 trolox esdegeri antioksidan kapasitesi

(TEAC) ile yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve Staphylococcus aureus’ a
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kars1 yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismanin
sonuclar1 dogrultusunda menengi¢ bitkisinin olasi kanser riskini azaltmada etkili bir
biyoaktif bilesik oldugu sonucuna varilmistir (Kavak ve ark., 2010). Orhan ve ark.
(Orhan ve ark., 2012) yaptiklar1 bir galismada menengic kahve ¢ekirdekleri ve meyve
etil asetat ve metanol ekstrelerinin asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz ve tirozinaz
enzim inhibisyonu yoluyla ndroprotektif etkilerini arastirmislardir. Ayni1 zamanda
antioksidan kapasiteleri de test edilmistir. Ekstrelerin biitirilkolinesteraza karsi 1limli
bir inhibisyon sagladig1 ve 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)’ e kars1 potansiyel bir
radikal siipiiriicii oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda antioksidan kapasitelerini
belirlemek icin kullanilan metal selasyon testlerinde ve ferik-azaltict antioksidan gii¢
testinde giiglii aktivite gosterdikleri ve fosfomolibden azaltma giicliniin 1limh
diizeyde oldugu rapor edilmistir (Orhan ve ark., 2012) Pistacia terebinthus bitkisinin
antiinflamatuar aktivitesinin arastirildigi bir c¢alismada, bitkinin kronik ve akut
inflamasyona karsi etkili oldugu belirlenmis ve kromatografik analize gore de,
iceriginde bulunan lanostanin iyi bir antiinflamatuar ajan olabilecegi sonucuna
varilmistir (Giner-Larza ve ark., 2000). Yapilan bir ¢alismada, MCF-7 ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre hatlarinda Pistacia terebinthus meyve ve yapraklarinin
metanolli ve sulu ekstrelerinin  antiproliferatif etkisi MTT analizi ile
degerlendirilmistir. MTT analizi icin hiicreler farkli konsantrasyondaki (250 pg/ml,
500 pg/ml, 750 pg/ml ve 1000 pg/ml) Pistacia terebinthus metanollii ve sulu
ekstreleri ile muamele edilmistir. 48. saatte doza bagl olarak Pistacia terebinthus
ekstreleri her iki hiicrede de proliferasyonda azalmaya neden olmustur. MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinin canliliginda 500 pg/ml konsantrasyonlarda, sirasiyla
%36 ve %20’den daha biiyiik azalma goriilmiistiir (Iigen ve ark., 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinin deneyleri Erciyes Universitesi Betiil Ziya Eren Genom ve Kok
Hiicre Merkezi laboratuvarinda gergeklestirildi ve ekstre Erciyes Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali laboratuvarinda hazirland.
3.1. Kullanilan Malzemeler
Deney sirasinda kullanilan demirbas ve sarf malzemeler asagidaki gibidir.

3.1.1.Demirbas malzemeler

Laminar Akim Kabini (Airstream)

CO2 ‘Li Inkiibatér (Panasonic, MCO-19 A/C(UV))
Otoklav (Alp, CL-40M)

Vorteks (Heidolph)

Manyetik Karistiric1 (Heidolph)

Derin Dondurucu -20 (Ugur)

Invert Mikroskop (Leica)

Sogutmal1 Santrifiij (Beckman Counter)

Buzdolab1 +4 (Siemens)

Hassas Terazi (Sanyo)

Su Banyosu (Memmert)

vV Vv Vv VY ¥V V¥V V¥V V VY VY V V

Floresan Mikroskop (Leica)



>
>
>
>
>
>

Calkalayic1 (Heidolph)

Pipet Tabancasi (Gilson)

Mikropipet Seti (Gilson)

Biorad Western Goriintiilleme Cihazi (ChemiDocMP)
Sonikator (Scientz)

Spektrofotometre (Promega)

3.1.2. Sarf malzemeler

>

vV Vv Vv VYV ¥V V¥V V¥V

vV Vv VvV VYV VY V¥V V V¥V

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Biological Industries, 01-
170-1A)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries, 04-001-1A)
L-Glutamin (Biological Industries, 03-020-1B)
Penisilin-Streptomisin (Biological Industries, 03-031-1B )
Tripsin-EDTA (%0.05) (Gibco, 25200056)

Serolojik Pipet 5 ml, 10 ml, 25 ml (Grenier, MSP0101)

Steril 6-24-96 Kuyucuklu Plaklar (Grenier,657160, 662102, 651101)

Pipet Ucu 0.1-10 pl, 5-200 pl, 200-1000 pl (Greiner, 772351, 775351,
778352)

Hiicre Kiiltiir Plaklar1 25 cm2 (Grenier,690160)
Hiicre Kiiltiir Plaklar1 75 cm2 (Grenier, 658170)
Cryo Tiip Steril (Isolab, 09111102)

Fosfat Buffer Saline (PBS) (Merck, P5493)
Metanol (Merck, 494437)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck, D8418)
Blotting Grade Blocker (Biorad, 1706404)

Tween 20 (Biorad, 1706531)
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YV ¥V Vv VvV VY ¥V ¥V V V VY

Y

>

Glycine (Sigma, G8898)

Tris-base (Serva, 37192.01)

Membran (Bio Rad, Biorad Immun Blot Pvdf, 1620177)

Jel (Mini-Protean TGX, Precast Gel) (Biorad, 4561084)

Filtre (Biorad Thick Blot Paper, 1703932)

MTS (Abcam, ab197010)

PMS (Sigma, P9625)

Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) (Merck, D8537)

Tris tamponlu saline (TBS) (Merck, T5912)

ECL (Enhanced Chemiluminescence) (Bio Rad, 1705060)
Protein marker (Bio Rad, 1610374)

Rabbit sekonder antikor (Bio Rad, 1706515)

3.2. Menengi¢ Recine Ekstresinin (MRE) Hazirlanmasi

Bitki reginesi Eyliil ayinda Malatya Kale yoresinden toplandi (Sekil 3.1.). Ekstre

Erciyes

Universitesi  Eczacilik  Fakiiltesi Farmakognozi  Anabilim  Dal

laboratuvarinda hazirland.

Sekil 3.1. Pistacia terebinthus (Menengi¢) reginesi.
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Bitkisel materyalin lizerine %80’lik metanol eklenip 24’er saat siireyle masere edilip
dort kez oda sicakliginda ekstre edildi. Elde edilen ekstreler birlestirilip vakum
altinda rotavaporda (37-38 °C) yogunlastirildi. Tiim ekstreler liyofilize edildi ve

analiz anina kadar -20 °C’de sakland:.
3.3. Hiicre Hatt1

Bu ¢alismada hiicre hatt1 olarak agresif meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231
hiicre hatt1 kullanildi. Hiicre hatt1 Erciyes Universitesi Betiil Ziya Eren Genom ve
Kok Hiicre Merkezi’nden alindi. Kullanilan hiicre hatti 22. Pasaj sayisina sahipti
(Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. MDA-MB-231 hiicre hatti.

3.4. Hiicre Besiyeri

Hiicrelerin biiyiimesi i¢in %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin
igeren DMEM besiyeri kullanildi. Hazirladigimiz besiyeri kullanilana kadar +4°C’de
muhafaza edildi. Kullanilacagi zaman su banyosunda isitilarak, sicakligi 37°C’ye
getirilip kullanildr (Sekil 3.3.). Besiyerinin hazirlanmasi steril sartlarda laminar air-

flow kabinde hazirlandi.
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Sekil 3.3. Su banyosu.
3.5. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi
Dondurulmus MDA-MB-231hiicre hatlarinin ¢6ziilmesi i¢in %10 DMSO ile

dondurulmus olan krioviyal tiipler igerisindeki hiicre hatlari, nitrojen tankindan alindi

ve steril laminar air flow’da 37 °C'de ¢oziilmesi beklendi (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. A: -80°C dondurucu, B: Laminar air flow.

DMSO’nun toksik etki gdstermesinden dolayi, hiicre hatlarinin tamamen ¢oziilmesi
beklenmeden, yar1 buzlu haldeyken 15 ml’lik falkon tiipe alindi ve iizerine 9 ml
hazirlanan besiyeri eklendi. Falkon tiip +4 °C’de 1500 rpm’de 5 dakika siire ile

santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 falkon tiipte bulunan siipernatant kisim, yani
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pelletin {izerinde kalan kisim aspire edildi. Coken MDA-MB-231 hiicrelerinin
tizerine besiyerinden 1 ml eklenerek, pipetaj ile hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi
saglandi. Sonra {izerine besiyeri eklendi ve 75 cm?'lik flasklara aktarilarak, 37 °C'de,
%5 CO, ve %95 nem igeren etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibatérde gogalmaya
birakilan flasklarin giinliik mikroskobik kontrolii yapildi ve hiicrelerin besiyeri ii¢
dort giinde bir yeni besiyeri ile degistirildi. Flasklarda hiicre yogunlugu %70-80
oranina ulastiginda hiicreler pasajlanarak flasklarda ¢ogaltildi (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. A: Santrifiij cihazi, B: Etiiv.

3.6. Hiicrelerin Sayim

Hiicrelerin canliliklarinin belirlenmesinde tripan mavisi boyasi testi kullanildu.
Hiicrelerin gogalmaya birakildigi 75 cm?lik flask laminar kabine alindi. Flaskin
icinde bulunan besiyeri aspire edildi. Yapisan hiicrelerin kaldirilmasi i¢in flaska 3 ml
tripsin-EDTA eklendi. Flask 5 dk siire boyunca 37 °C'de, %5 CO’li inkiibatorde
bekletildi. Inkiibatrden ¢ikarilan flask igerisine 6 ml besiyeri eklenerek, bu hiicre ve
besiyeri karisimi1 15 ml’lik falkon tiip igerine alinarak +4 ° C'de 5 dakika siire ile
1500 rpm’de santrifiij edildi. Pelletin iizerinde kalan siipernatant aspire edildi. Daha

sonra pelletin lizerine 9 ml besiyeri eklenerek yavas pipetajla ¢oziilmesi saglandi.
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Thoma lamini ¢ukur kisimlarina 1:1 oraninda 10’ar pL hiicre+besiyeri karigimindan
ve tripan mavisi boya eklenerek invert mikroskopta canli hiicre sayim1 yapild1 (Sekil
3.6.).

Sekil 3.6. A: Invert mikroskop, B: Thoma lami hiicre sayimu.

1 ml’deki hiicre sayisi=sayilan bolgelerin ortalama sayis1 X diliisyon katsayist x 10

formiili ile hiicre sayisi belirlendi.
3.7. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inkiibatorden ¢ikarilan flasklardaki besiyerleri aspire edildi. Flasklara 3 ml tripsin
eklenerek 5 dk siire boyunca 37 ° C'de, %5 CO’li inkiibatorde bekletildi.
Inkiibatorden ¢ikarilan flask igerisine 6 ml besiyeri eklendi, bu hiicre ve besiyeri
karisimi 15 ml’lik falkon tiip icerine alinarak +4 °C'de 5 dakika siire ile 1500 rpm’de
santrifiij edildi. Pelletin iizerinde kalan siipernatant aspire edildi. Pellet besiyeri ile
¢ozdiiriilerek 75 cm®lik flasklara aktarilarak iizerlerine besiyeri eklendi. Flasklar 37

°C'de, %5 CO2 ve %95 nem igeren etiive alinarak inkiibasyona birakild.
3.8. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin dondurulmasinda DMSO kullanildi. Inkiibatrden cikarilan flasklardaki
besiyerleri aspire edildi. Flasklara 3 ml tripsin eklenerek 5 dk siire boyunca 37 °C'de,
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%5 COy’li inkiibatdrde bekletildi. Inkiibatérden ¢ikarilan flask icerisine 6 ml besiyeri
eklenerek, bu hiicre ve besiyeri karistmi 15 ml’lik falkon tiip igerine alinarak +4
°C'de 5 dakika siire ile 1500 rpm’de santrifiij edildi. Pelletin iizerinde kalan
stipernatant aspire edildi. Pelletin tizerine 900 pL besiyeri ve 100 uL. DMSO

eklenerek krioviyal tiipe alinarak nitrojen tankinda donduruldu.
3.9. Ekstre Stogunun Hazirlanmasi

Ekstre stogunun hazirlanmasi i¢in hassas terazide tartilan 4 mg recine ekstresi
ependorf tiipe alindi. Ekstre 20 uL DMSO ile ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen karisima 1980

uL besiyeri eklenerek sonikator cihazi ile homojenizasyonu saglandi.

3.10. Sitotoksisite Testi (MTS Testi)

Regine ekstresinin %50 canlilik dozunun belirlenmesi igin 3 - (4,5 - dimetiltiyazol - 2
- yl) - 5 - (3 - karboksimetoksifenil) - 2 - (4 - siilfofenil) - 2H - tetrazolyum (MTYS)
hiicre proliferasyon testi kullanildi. MDA-MB-231 hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalara
ekildi ve kiiltiirin 72. saatinde 10, 25, 50, 100, 200, 300 ve 500 ug/ml MRE eklendi.
Bir kisma da ekstre eklenmeyen hiicreler (NT) eklendi. 24 saatlik MRE
uygulamasindan sonra hiicre canliligini 6lgmek i¢in her kuyucuga 20 ul MTS-PMS
karisimi (2 ml MTS-100 pl PMS mg/ml) eklendi. Inkiibatérde 2-3 saat inkiibasyona
birakildi. 3-4 saat sonra hiicrelerin canlilik oran1 450 nm dalga boyunda ELISA
okuyucusa (Promega) 6l¢iildii. Deneyler, ii¢ kez tekrarlandi (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. ELISA okuyucu.
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3.11. Apoptoz testleri
3.11.1. Hoechst boyama

MRE’nin apoptotik hiicre oliimiine etkisini morfolojik olarak belirlemek icin 6
kuyucuklu plaklara her kuyucukta 100 000 hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi ve
CO2’li etiivde inkiibe edildi. inkﬁbasyonlarlmn 72. saatinde hiicreler 10, 25, 50, 100,
200, 300 ve 500 pg/ml konsantrasyonlarinda MRE ile muamele edildi. Bir kisim
hiicrelere ise kontrol amagli kullanmak i¢in hi¢bir muamele yapilmadi. 24 saatlik
uygulamay1 takiben %4 paraformaldehit ile fikse edildi. Paraformaldehit aspire
edildikten sonra 3 defa PBS ile yikand1 ve 0.2 mL Hoechst boya eklendi ve 15
dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra boya aspire edildi ve floresan
mikroskopta goriintiileri alind1 (Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. Floresan mikroskop.

3.11.2. Western blot analizi

Oncelikle 37 °C’de 25 cm?lik flasklara ekilen MDA-MB-231 hiicreleri MTS analizi
ile Hoeschst boyama analizinde anlamli deger ¢ikan 100 ug/ml MRE ile 24 saat siire
boyunca muamele edildi. Kontrol olarak kullanilan NT grubuna hi¢bir uygulama
yapilmadi. Zaman araligi doldugunda hiicrelerin yapisan flasktan kaldirilmasi i¢in
flasklara tripsin-EDTA eklendi. Sonra hiicreler 5 dk etiivde bekletildi, tizerine 10 ml

medyum eklenerek santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra siipernatant atilarak kalan
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pelletin iizerine 1 ml DPBS eklenerek hiicreler siispanse edildi, sonra hiicreler
ependorf tiiplere aktarildi. Hiicreler +4°C’de 3 dk boyunca 5000 rpm’de tekrar
santrifiij edildi. Sonrasinda hiicrelerin pargalanarak proteinlerin izole edilmesini
saglamak amaciyla yikanmis hiicrelerin {izerine fosfataz inhibitorii, proteaz
inhibitorii ve sodyum floriir igiren lizis soliisyonu ile bir mix hazirlanarak, ependorf
tiplere 100’er uL eklendi. Daha sonra ependorf tiipler vortekste karistirilip buza
alind1. 3 defa bu islem tekrarlandi. Sonra tiipler +4°C’de 20 dk siire ile 13000 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi protein igeren siipernatant kistm yeni ependorf
tiiplere aktarildi. Izole edilen proteinler 7:1 oraninda diliie edildikten sonra 96
kuyucuklu plakaya eklendi. Proteinlere Reagent A, B ve S soliisyonlar1 gerekli
miktarlarda eklenip 3 dakika shaker cihazinda inkiibe edildi. 750 nm dalga boyunda
ELISA-okuyucuda protein konsantrasyonlar1 olgiildii. Olgiilen 6rnekler uygun
konsantrasyonlarda su ve loading buffer eklenerek jele yiiklenecek total miktarlar
icin hazirlandilar. 99 °C’de heater cihazinda 5 dakika bekletildikten sonra total
protein oran1 40 pul olacak sekilde jeldeki kuyucuklara her ornekten eklendi ve 50
V’da 3 saat boyunca yiiriitiilerek proteinlerin molekiil agirliklaria gore ayrilmasi

saglandi (Sekil 3.9.).

S — Y )
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Sekil 3.9. Western yiiriitme tanka.

Cikarilan jel, membran, filtre kagidi ve siinger ile sandvi¢ modeli (siinger, filtre
kagidi, membran, jel, filtre kagidi ve silinger) kullanilarak jeldeki proteinlerin
membrana transfer edilmesi saglandi. Bunun icin transfer tankina yerlestirilen
transfer aparatinin iizerine transfer buffer eklenildi ve tank bir gece boyunca +4°C’de

bekletildi. Ertesi giin membran transfer tankindan ¢ikarildi ve TBS-Tween 20
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karisim soliisyonu (TBS-T) ve siit tozundan olusan karigim igerisine alinarak shaker
tizerinde 1 saat bloklandi. Siit tozu ile doyurma islemi tamamlandiktan sonra,
membranin 3 tekrar ile yikamasi yapildi ve membran bir gece boyunca primer
antikorlar ile +4°C’de bekletildi. Primer antikorlar hazirlanirken antikorlar ayr1 ayri
TBS-T ve siit tozu karisimindan olusan soliisyonla karistirildi, ertesi giin primer
antikorlar membrandan uzaklastirildi. Uzaklagtirmak i¢in 3 kez 5’er dk TBS-T ile
shakerda yikandi. Primer antikor uzaklastirildiktan sonra membran TBS-T ve siit
tozu karisimi ile hazirlanan sekonder antikor ile muamele edildi. Sekonder antikor 2
saat siire ile bekletilip tekrar TBS-T ile yikama yapildi. Yeni bir antikora bakilmadan
once membran strip buffer ile 10 dakika muamele edildi ve bir dnceki antikorun
membrandan uzaklagmasi saglandi. Membranin goriintilemesi i¢in  TBS-T
uzaklastirtlip membrana 700°er pnL ECL A ve B soliisyonu eklenerek ChemiDOC
goriintilleme cihazinda goriintiileralindi ve kaydedildi. Kaydedilen goriintiilerden
elde edilen protein bantlar1 ImageJ programu ile dlgiildii (Sekil 3.10.)

I

e e ateias

Sekil 3.10. ChemiDoc cihazi.

3.12. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi Microsoft Excell 2019 ve GraphPad Prism 9 programi
ile yapildi. Verilerin karsilastirlmasinda bagimsiz iki 6rneklem t-testi uygulanmustir.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Menengic Recine Ekstresi (MRE)’ nin Hiicre Canhilhigina Etkisi

MRE’nin MDA-MB-231 hiicreleri i¢in sitotoksik olup olmadigin test etmek ve eger
toksik etkiye sahipse hiicrelerin yaklasik %50’°sinin 6ldigi (IC degeri) sitotoksi
degeri belirlemek i¢in MTS analizi yapildi. Bu amagla hiicreler 24 saat boyunca 10,
25, 50, 100, 200, 300 ve 500 pg/ml konsantrasyonlarinda MRE ile muamele edildi.
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Sekil 4.1. MTS analiz yontemi ile MRE’nin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattt
izerindeki 24.saat sitotoksisitesi.

MTS analizi sonucunda 10 ve 25 pg/ml MRE’nin hiicre canliligini etkilemedi™
konsantrasyonlarda toksik etkisinin olmadigi bulundu (p>0.05). 50 pg/ml dozi
itibaren tiim dozlarda hiicre canliliginda kontrol grubuna gore, istatistiksel ol
anlaml1 bir azalma gozlendi (p<0.0001) (Sekil 4.1.).

MTS analizi sonuglarimiza gére MRE’nin 24 saatlik uygulama sonrast 1C50 dozu
56.54 ng/ml olarak belirlendi (Sekil 4.2.).

35



IC50
150~

[N

o

o
|

%Canhhk

o1
(en)
le

0 T T 2 1
0 1 2 3
Menengic regine (24 saat)

Sekil 4.2. MTS analiz yontemi ile MRE’nin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti
iizerindeki IC50 dozu.

4.2. Menengi¢c Recine Ekstresi (MRE)’ nin Hiicrelerin Niikleer Morfolojisine
Etkisi

MRE’nin MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicrelerin niikleus morfolojisine etkisini

degerlendirmek i¢in Hoechst boyama yapildi. Uygulanan dozlarin hiicre hattindaki
etkileri Sekil 4.3.’de gosterildi.
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Kontrol 10 png/ml

25 ng/ml 50 png/ml

100 pg/ml 200 pg/ml

300 pg/ml 500 pg/ml

Sekil 4.3. MRE’ye maruz kalan ve Hoechst boyasi ile boyanan MDA-MB-231 meme kanseri
hiicreleri.

Ok ile gosterilen hiicrelerde apoptoz sonucu olusan kromatin yogunlagmasi

(kondansasyonu) goriilmektedir.

Boyanan hiicrelerin niikleus morfolojisi incelenerek, kromatin kondansasyon ve
niikkleus fragmantasyonu (par¢alanma) arastirildi. Hoechst boyanan hiicrelerin
goriintiileri analiz edildiginde kontrol grubuna goére 10 ve 100 pg/ml MRE
konsantrasyonlarinda apototik degisime ugrayan hiicrelerin arttigi gozlendi. 200, 300
ve 500 pg/ml MRE konsantrasyonlari toksik dozun {izerinde oldugu i¢in canli hiicre

sayillarinda onemli oranda azalma gorildi. 25 ve 50 pg/ml MRE

37



konsantrasyonlarinda kontrole goére apoptotik degisim goriilmedi. Kontrol grubu

hiicrelerde de birkag apoptotik degisime ugrayan hiicre gézlendi (Sekil 4.3.).
4.2. Menengic Recine Ekstresi (MRE)’ nin Apotoz Sinyal Yolagina Etkisi

MRE’nin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda apoptoz sinyal yolagina
etkisini degerlendirmek i¢in Hoechst boyama analizinde anlamli ¢ikan doz olan 100
ug/ml MRE ile muamele edilen hiicrede kazpaz-3 ve boliinmiis kaspaz-3 (Cleaved
caspase-3) proteinlerinin ekspresyonlart western blot yontemi ile analiz edildi.
Yiikleme kontrolii olarak B-aktin proteini kullanildi. Western blot analizi sonuglarina
gore total kaspaz-3 ve aktif kaspaz-3 olan bolinmiis kaspaz-3 proteinlerinin
ekspresyonlar1 agisindan kontrol grubu (NT) ve 24 saat 100 pg/ml MRE uygulanan
hiicreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Sekil

4.4.).
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Sekil 4.4. MDA-MB-231 hiicrelerinde MRE ve kontrol grubunun A: Kaspaz-3, boliinmiis
kaspaz-3 (Cl-caspase-3) ve B-aktin protein ekspresyonlarinin Western Blot goriintiileri, B:
Kaspaz-3 protein ekspresyonu, C: Boliinmiis kaspaz-3 protein ekspresyonu sonuglart.
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5. TARTISMA
Bitkiler c¢esitli biyoaktif bilesenlerden olusur ve bu bilesenlerin bilesimi ve
konsantrasyonu cografi konum, hasat mevsimi, hasat sonrasi islem ve depolamaya
gore degisebilmektedir. Standart kanser tedavisinde kullanilan ¢ok sayida modern
ilag da bitkilerden yapilmaktadir. Son on yilda, bitkilerin hem biyoaktif
bilesenlerinin hem de bitkilerin ekstraktlarmin antikanser etkilerini belirlemek ve
anlamak i¢in ¢esitli arastirma ¢alismalar1  yapilmistir  (Subramani  ve
Lakshmanaswamy, 2017). Bitkilerden elde edilen fitokimyasallar, giivenlikleri,
diistik toksisiteleri ve genel kullanilabilirlikleri nedeniyle kanser tedavisinde diger
kaynaklardan daha yaygim olarak kullanilmaktadir. Timér olusumu, tutunma ile
baglayip, cesitli genetik ve epigenetik degisiklikleri iceren ilerleme ve metastazi
izleyen ¢ok asamali bir siirectir. Fitokimyasallar, ¢esitli sinyal yollarini etkileyerek
antianjiyogenik, antiinflamatuar, antioksidatif stres, antiproliferatif ve proapoptotik
etkiler gosterir. Bu durum, fitokimyasallar1 kanseri birden fazla asamada

engelleyebilen etkili antikanser ilaglar1 yapmaktadir (Shu ve ark., 2010).

Pistacia terebinthus, organik asitler, sekerler, temel yaglar, regine, proteinler,
tanenler ve flavonoidler dahil olmak {izere zengin bir madde karigimindan
olugsmaktadir (Pulaj ve ark., 2016). Pistacia tiirlerinin saf ekstreleri, ugucu yaglari ve
baz1 triterpenoid maddeleri, antiinflamatuar ve antifungal 6zelliklere sahiptir. Ayrica,
karakteristik bir antioksidan olan alfa-tokoferol (E vitamini), yapraklarinda bol
miktarda bulunmaktadir (Tastekin ve ark., 2014). Pistacia terebinthus, &zellikle

icerdigi flavonoidler ve diger fenolik bilesikler ve tohumlarinda bulunan yag asitleri



sayesinde antioksidan, sitotoksik, antipiretik, antiseptik ve antiinflamatuar
aktivitelere sahiptir (Dhifi ve ark., 2012; Topgu ve ark., 2007). Pistacia terebinthus
reginesinden izole edilen ¢ triterpen olan mastikadienolik asit, mastikadienonik asit
ve morolik asit, anti-inflamatuar aktivitesinden sorumlu gériinmektedir (Bozorgi ve
ark., 2013). Pistacia terebinthus ekstrelerinin, askorbik asit ve biitillenmis
hidroksianisol ile karsilastirildiginda 12 kat daha yiiksek antioksidan kapasiteye
sahip oldugu gosterilmistir. Bu, muhtemelen, yiiksek miktarda igerdigi fenol ve

flavonoidlerin bir sonucudur (Bahcecioglu ve ark., 2015).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) gesitli endojen (sitokinler, biiylime faktorleri ve
metabolik siirecler) ve eksojen maddeler (sigara dumani) tarafindan iretilir. ROS,
hiicre yasami i¢in oldukca reaktif ve tehlikeli yapan eslestirilmemis bir elektrona
sahiptir. Kanser hiicrelerinde ROS sinyal yolu iki yonliidir: ROS ile indiiklenen
timor ilerlemesi ve ROS ile indiiklenen timor apoptozu. Kanser hiicreleri, yerlesik
bir karsinojenez kaynagi olan biiylimeyi, hiicre sagkalimmi ve inflamasyonu
uyarmaya yardimci olmak icin serbest radikalleri ve diger ROS'lan iiretir. Ancak
inflamatuar stiregte makrofaj ve nétrofillerin varligi, siiperoksit ve diger ROS'larin
tiretiminin toksik seviyelere ulasmasina neden olarak, sonunda tiimor hiicresi
olimiine ve apoptoza neden olabilir. Antioksidanlar, ROS'u stabilize etmek veya
parcalamak icin gereken ekstra bir elektron saglar. Bu nedenle, kanser hiicrelerinin
sabit bir ROS dengesini korumak i¢in antioksidanlar tiretmesi zorunludur (Athreya
ve Xavier, 2017). Kanser ve antioksidanlar arasindaki bu iliski goz Oniine
alindiginda, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan Pistacia terebinthus’un da

kanserin 6nlenmesi ve tedavisinde etkisi olabilecegini diistindliirmektedir.

Literatiirde Pistacia terebinthus bitkisinin daha ¢ok antidiyabetik ve karaciger
hasarinin Onleyici etkisi lizerine ¢alismalar bulunmaktadir. Bahgecioglu ve ark
(Bahcecioglu ve ark., 2015) menengi¢ kahvesinin ratlarda karaciger hasari {izerine
etkisini inceledikleri ¢alismada, ratlar1 4 gruba ayirmislardir. Birinci gruba bazal bir
diyet + intraperitoneal salin soliisyonu, 2. gruba bazal diyet + taze hazirlanmis
menengi¢c kahvesi + intraperitoneal salin soliisyonu, 3. Gruba bazal diyet +
intraperitoneal tiyoasetamid ve 4. Gruba da bazal diyet + intraperitoneal tiyoasetamid
+ taze hazirlanmis menengic¢ kahvesi verilmistir. 8 haftalik tedaviden sonra menengic

kahvesi tiiketen karaciger hasarli grupta fibrozis ve inflamasyon skorlarini
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istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha diisiik olarak bulmuslardir. Pistacia
terebinthus bitkisinin bu 6zelliginin NF-KB sinyal yolaginda proinflamatuar
sitokinleri baskilamasindan kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir (Bahcecioglu ve
ark., 2015). Pistacia terebinthus bitkisinin yagli ekstresinin ratlarda antidiyabetik
etkisinin arastirildig1 bir ¢calismada, ratlarda diyabet olusturduktan sonra 28 giin siire
ile ratlara akarboz ya da gastrik gavaj yolu ile 2ml/kg Pistacia terebinthus yagl
ekstresi uygulanmistir. Ekstre alan grupta kontrol grubu ve akarboz olan gruba gore
kan glikoz, AST, ALT, alkalen fosfataz, laktat dehidrogenaz, trigliserit ve LDL
kolesterol seviyeleri anlamli olarak diisiikk bulunmasinin yani sira, antioksidan enzim
seviyelerinde de iyilesmeler oldugu gosterilmistir (Uyar ve Abdulrahman, 2020).
Pistacia terebinthus kahve ve ekstreleri ile yapilan ¢alismalara ek olarak, sabunu ile
yapilan ¢alisma bulunmaktadir. Tastekin ve ark (Tastekin ve ark., 2014) kolon
kanseri igin setuksimab (epidermal biiyiime faktorii resptorii inhibtorii bir ilag)
tedavisi alan 15 bireye topikal olarak Pistacia terebinthus sabunu uygulamasi
yaparak deri toksisitesi lizerine etkisini incelemislerdir. Hastalardan haftada iki kez
yiizlerini menengi¢ sabunu ile yikamalarini istemislerdir. Yiizlerini yikarken sabunu
uyguladiktan sonra iki dakika bekletip yikamalari istenmistir. Bir haftalik tedaviyi
takiben bireylerde deri toksisite seviyelerinde anlamli azalma oldugu gosterilmistir

(Tastekin ve ark., 2014).

Pistacia terebinthus bitkisinin antikanser etkisini inceleyen ¢esitli ¢alismalar
bulunmaktadir. Caligmalarda bitkinin antioksidan 6zelliginden dolay: antikanser etki
gosterdigi belirtilmistir (Erdem Erisir, 2020; Igen ve ark., 2015; Naghmachi ve ark.,
2022). Pistacia terebinthus bitkisinden elde edilen glimiis nanopartikiillerin de meme
kanseri hiicre hatti olan MCF-7 hiicrelerine etkisini inceleyen ¢alismada 3, 6, 12.5,
25, 50, 100, 200 ve 400 mg/L dozlarindaki menengi¢c metanolik ekstresi ve giimiig
nanopartikiillerinin antioksidan etki gostererek ve hiicre proliferasyonunu azaltarak
antikanser etki gosterdigi bildirilmistir (Naghmachi ve ark., 2022). Pistacia
terebinthus tohumu sulu ve metanolik ekstrelerinin meme kanseri hiicre hatlari olan
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerini arastiran ¢alismada
MTT testi uygulanmistir. Her iki hiicreye de 0, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml
dozlarinda ekstreler 24 siire ile uygulanmistir. Ekstrelerin ikisinin de iki hiicre

hattinda 250 pg/ml ve altindaki dozlarin higbirinde sitotoksik etki gozlenmezken,
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500 pg/ml dozunda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin canliliginda sirasiyla %36
ve %20 lik azalma oldugu gosterilmistir (Igen ve ark., 2015). Calismamizda Pistacia
terebinthus reginesinin MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerine etkileri arastirilmastir.
Agresif meme kanser hiicre hatt1 olan MDA-MB-231 hiicreleri lizerindeki 24 saat
MRE uygulandiginda hiicrelerin yaklasik %50’sinin 6ldiigii IC50 degeri 56.54 pg/ml
olarak bulunmustur. Bizim c¢alismamizda MRE’nin, tohum formunun sulu ve
metanolik ekstrelerine gore daha diisiik dozlarda bile sitotoksik etki gosterdigi
goriilmektedir. Yani Pistacia terebinthus bitkisinin re¢inesinin tohumundan daha ¢ok

sitotoksik etkiye sahip oldugu diisiiniilebilir.

Pistacia terebinthus tohumu sulu ekstresinin deneysel meme kanseri olusturulan
ratlarda apoptotik proteinlerin ekspresyonuna etkisinin incelendigi ¢alismada, kontrol
grubu disindaki sicanlara 16 hafta siire ile oral tiiketim ile 20 mg/kg menengic
tohumu sulu ekstresi verilmistir. Ekstre verilen grupta kontrol grubuna gore kaspaz-
9 ve Bax proteinlerinin ekspresyonlart anlamli olarak daha yiiksek oldugu
gozlenirken Bcl-2 ekspresyonu da anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (Erdem
Erisir, 2020). Bizim g¢alismamizda ise apoptoz yolaginda yer alan kaspaz-3 ve
boliinmiis kaspaz-3 protein ekspresyonlarini Western blot ile degerlendirme
sonucunda MRE verilen grupta kontrol grubuna gore kaspaz-3 protein ekspresyonu
ve kaspaz-3’iin aktive edilmis protein hali olan boliinmiis kaspaz-3 ekspresyonunda
bir degisiklik bulunamamistir. Kaspaz-3'iin boliinmesi genellikle apoptozun evrensel
bir belirteci olarak kabul edilmektedir, ¢ilinkii kaspaz-3 aktivitesi, apoptoz ile iliskili
morfolojik ve biyokimyasal olaylarin ¢ogu i¢in gereklidir. Kaspaz-3, ii¢ fragment ile
sonuglanan iki bolgede boliiniir; 6n etki alani, biliylik alt birim ve kiiciik alt birim.
Birinci bolinme kaspaz-3'ii sadece kismen aktive eder ve ikinci otolitik boliinme tam
aktivasyonla sonuglanir. Bu nedenle, apoptozun meydana geldigini belirtmek igin
kaspaz-3'iin tamamen aktive olmasini saglamak onemlidir (Crowley ve Waterhouse,
2016). Ancak bizim ¢alismamizda kaspaz-3’ iin aktive hali olan boliinmiis kaspaz-3
ekspresyonu MRE grubunda yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
degildir. Bu veriler MRE’nin sitotoksik etkisini kaspaz bagimli apoptoz yolagi
tizerinden gostermedigini diisiindiirmektedir. Kaspaz aktivitesinde bir degisiklik
olmamasina ragmen Hoeshst boyama sonuglarimiza goére hiicrelerin niikleer

morfolojilerinde 6nemli degisiklikler tespit edilmistir. Hatta artan MRE
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konsantrasyonlarima bagli olarak hiicre sayisinda azalma bulunmustur. Bu
sonuclarimiza gore MRE’nin agresif meme kanseri hiicreleri icin sitotoksik bir etki
gosterdigi ve hiicrelerin proliferasyonunu/canliligini inhibe ettigi blundu. MRE’nin
agresif meme kanseri hiicrelerinde kaspaz bagimli apoptoz sinyal yolagini
etkilemedigi bulundu. Tiim bu sonuc¢larimiza goére; MRE’nin kaspaz bagimisz
apoptoz yolag {izerinden veya diger hiicre 6lim yolaklar1 iizerinden hiicrelerin
canliligini baskilagini diisiinebiliriz. MRE’nin hangi 6liim sinyal yolagin etkileyerek
sitotoksik etki gosterdigini, yani MRE’nin agresif meme kanseri hiicrelerindeki
molekiiler mekanizmasini agiga c¢ikarmak icin daha ileri ¢aligmalar yapilmasi

gereklidir.

Literatiir incelendiginde Pistacia terebinthus tohumlari ve kahvesinin ¢esitli
hastaliklar tizerine etkileri arastirilmistir. Ancak Pistacia terebinthus recinesinin
meme kanseri tlizerine etkisi arastirlmamistir. Dolayisi ile Pistacia terebinthus
reginesinin agresif meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 {izerine etkilerini

incelemeyi amaglayan bu tez ¢alismasi, literatiirde ilk olma niteligindedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Pistacia terebinthus (menengic) regine ekstresinin MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattinda hiicre 6liimiine etkisini degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen bu

calismada asagidaki sonuclar elde edilmistir:

e MRE’nin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda IC50 dozu 56.54
ug/ml olarak belirlendi.
e Hoechst boyama analizi sonucunda 100 pg/ml dozundan sonra hiicre canliligi
Onemli bir sekilde azaldi.
e MRE verilen hiicrelerde kaspaz sinyal yolaginda goérevli olan proteinlerin
ekspresyonlar1 degismedi.
e MRE, MDA-MB-231 hiicrelerini kaspaz bagimli apoptozdan ziyade diger
hiicre 6liim yolaklar1 araciligi ile 6ldiirmiis olabilir. Sonuglar dogrultusunda,
Pistacia terebinthus re¢inesinin meme kanseri tedavisine destek olarak
kullanilabilecek bir iirlin olabilecegi Ongodriilmektedir. Ancak bitkisel {irlinlerin
bilingsiz kullanimiin ortaya ¢ikarabilecegi olumsuz sonuglardan dolayi, ozellikle
kanser hastalar1 gibi riskli bir grupta, recinenin uygun sekilde kullanimi ve toksik
dozu ile ilgili gerekli hayvan c¢alismalar1 ve klinik ¢calismalarin yapilmasi gereklidir.
Ayrica reginenin meme kanseri hiicrelerindeki etkilerinin hangi mekanizma yoluyla
oldugunu net olarak belirleyebilmek i¢in daha fazla molekiiler ¢caligma yapilmasi

gerektigini diisiinmekteyiz.



7. KAYNAKLAR

Alowami S, Troup S, Al-Haddad S, Kirkpatrick 1, Watson PH. Mammaographic
density is related to stroma and stromal proteoglycan expression. Breast Cancer
Res, 2003; 5: R129-R135.

Arinci K, Elhan A. Anatomi: Dolasim Sistemi, Periferik Sinir Sistemi, Merkezi Sinir
Sistemi, Duyu Organlari 2. cilt. Glines Kitapevi, Ankara 1997; s.: 401-404.

Athreya K, Xavier MF. Antioxidants in the treatment of cancer. Nutr Cancer, 2017,
69: 1099-1104.

Aumeeruddy MZ, Mahomoodally MF. Combating breast cancer using combination
therapy with 3 phytochemicals: Piperine, sulforaphane, and thymoquinone.
Cancer, 2019; 125: 1600-1611.

Bahcecioglu IH, Ispiroglu M, Tuzcu M, Orhan C, Ulas M, Demirel U, Yalniz M,
Ozercan IH, Ilhan N, Sahin K. Pistacia terebinthus coffee protects against
thioacetamide-induced liver injury in rats. Acta Medica Cordoba, 2015; 58: 56-
61.

Bednarek AK, Sahin A, Brenner AJ, Johnston DA, Aldaz CM. Analysis of
telomerase activity levels in breast cancer: positive detection at the in situ
breast carcinoma stage. Clin cancer Res an Off J Am Assoc Cancer Res, 1997;
3:11-16.

Bland KI, Copeland EM, Klimberg VS, Gradishar WJ. The breast E-book:
Comprehensive Management of Benign and Malignant Diseases. Elsevier Inc
2017; p.: 1754-1780.

Bozorgi M, Memariani Z, Mobli M, Surmaghi MHS, Shams-Ardekani MR, Rahimi
R. P. khinjuk, and P. lentiscus): A Review of Their Traditional Uses,
Phytochemistry, and Pharmacology. The Scientific World Journal, 2013; 2013:
219815-219848.

Cabioglu N. Meme anatomisi ve fizyolojisi. Kitap: Ozmen V, Cantiirk Z, Celik V,
Giiler N, Kopka¢ M, Koyuncu A, Miislimanoglu M, Utkan Z (editorler),
Meme Hastaliklar1 Kitabi. Giines Tip Kitabevleri, Ankara 2012; s.:3-17.

Cailleau R, Olive M, Cruciger QVJ. Long-term human breast carcinoma cell lines of
metastatic origin: preliminary characterization. In Vitro, 1978; 14: 911-915.

Campbell JB. Breast cancer-race, ethnicity, and survival: a literature review. Breast
Cancer Res Treat, 2002; 74: 187-192.



Celepli S, Bigat I, Celepli P, Karagin PH. Apoptoz ve apoptotik yollarn gdzden
gecirilmesi. Glincel Gastroenteroloji, 2020; 24: 103-111.

Chavez KJ, Garimella S V, Lipkowitz S. Triple negative breast cancer cell lines: one
tool in the search for better treatment of triple negative breast cancer. Breast
Dis, 2010; 32: 35-48.

Chew HK. Adjuvant therapy for breast cancer: who should get what? West J Med,
2001; 174: 284-287.

Clarke MA, Fisher J. Executable cancer models: successes and challenges. Nat Rev
Cancer, 2020; 20: 343-354.

Colditz GA, Kaphingst KA, Hankinson SE, Rosner B. Family history and risk of
breast cancer: nurses’ health study. Breast Cancer Res Treat, 2012; 133: 1097-
1104.

Collins A, Politopoulos I. The genetics of breast cancer: risk factors for disease. Appl
Clin Genet, 2011; 4: 11-19.

Comsa S, Cimpean AM, Raica M. The story of MCF-7 breast cancer cell line: 40
years of experience in research. Anticancer Res, 2015; 35: 3147-3154.

Crowley LC, Waterhouse NJ. Detecting cleaved caspase-3 in apoptotic cells by flow
cytometry. Cold Spring Harb Protoc, 2016; 2016: 958-962.

Ciftei Yegin S. Farkli yorelere ait sumak (Rhus Coriaria L.) eksisinin antioksidan
kapasitesinin belirlenmesi. Cumhur Univ Sag Bil Enst Derg, 2017; 2: 35-39.

D’Arcy MS. Cell death: a review of the major forms of apoptosis, necrosis and
autophagy. Cell Biol Int, 2019; 43: 582-592.

de Boer MC, Worner EA, Verlaan D, van Leecuwen PAM. The mechanisms and
effects of physical activity on breast cancer. Clin Breast Cancer, 2017; 17 :272-
278.

DeSantis C, Ma J, Bryan L, Jemal A. Breast cancer statistics, 2013. CA Cancer J
Clin, 2014; 64: 52-62.

Dhifi W, Mnif W, Ouerhani B, Ghrissi K. Chemical composition and antibacterial
activity of essential oil from the seeds of Pistacia terebinthus grown in Tunisia.
J Essent Oil Bear Plants, 2012; 15: 582-588.

Dowsett M. Overexpression of HER-2 as a resistance mechanism to hormonal
therapy for breast cancer. Endocr Relat Cancer, 2001; 8: 191-195.

Duru ME, Cakir A, Kordali S, Zengin H, Harmandar M, Izumi S, Hirata T. Chemical
composition and antifungal properties of essential oils of three Pistacia species.
Fitoterapia, 2003; 74: 170-176.

Elmore S. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol, 2007; 35:
495-516.

Erdem Erisir F. Deneysel meme kanseri hiicre modelinde sumak ve memengi¢’in
Her-2, p53, Bcl-2, Bax, Kaspaz-9 ve Ras proteinlerinin ekspresyon diizeyleri
ile bazi biyokimyasal parametreler iizerine etkileri., Doktora Tezi, Firat
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Elaz1g 2020; s.: 17-43.

46



Escala-Garcia M, Morra A, Canisius S, Change-Claude J, Kar S, Zheng W, Bojesen
SE, Easton D, Pharoah PD, Schmidt MK. Breast cancer risk factors and their
effects on survival: a Mendelian randomisation study. BMC Med, 2020; 18:
327-337.

Fisher B, Anderson S, Bryant J, Margolese RG, Deutsch M, Fisher ER, Jeong JH,
Wolmark N. Twenty-year follow-up of a randomized trial comparing total
mastectomy, lumpectomy, and lumpectomy plus irradiation for the treatment of
invasive breast cancer. N Engl J Med, 2002; 347: 1233-1241.

Giner-Larza EM, Maiez S, Giner-Pons RM, Recio MC, Rios J-L. On the anti-
inflammatory and anti-phospholipase A2 activity of extracts from lanostane-
rich species. J Ethnopharmacol, 2000; 73: 61-609.

Giner-Larza EM, Manez S, Recio MC, Giner RM, Prieto JM, Cerda-Nicolas M, Rios
JL. Oleanonic acid, a 3-oxotriterpene from Pistacia, inhibits leukotriene
synthesis and has anti-inflammatory activity. Eur J Pharmacol, 2001; 428: 137-
143.

Hartmann LC, Sellers TA, Frost MH, Lingle WL, Degnim AC, Ghosh K, Vierkant
RA, Maloney SD, Pankratz VS, Hillman DW, Suman VJ, Johnson J, Blake C,
TiIsty T, Vachon CM, Melten 3rd LJ, Vischer DW. Benign breast disease and
the risk of breast cancer. N Engl J Med, 2005; 353: 229-237.

Harwansh RK, Deshmukh R. Breast cancer: An insight into its inflammatory,
molecular, pathological and targeted facets with update on investigational
drugs. Crit Rev Oncol Hematol, 2020; 154: 103070-103080.

Heim E, Valach L, Schaffner L. Coping and psychosocial adaptation: Longitudinal
effects over time and stages in breast cancer. Psychosom Med, 1997; 59: 408-
418.

Hill DA, Gilbert E, Dores GM, Gospodarowicz M, Van Leeuwen FE, Holowaty E,
Glimelius B, Andersson M, Wiklund T, Lynch CF, van't Veer M, Storm H,
Pukkala E, Stovall M, Curtis RE, Allan JM, Boice JD, Travis LB. Breast
cancer risk following radiotherapy for Hodgkin lymphoma: modification by
other risk factors. Blood, 2005; 106: 3358-3365.

Hortobagyi GN, Edge SB, Giuliano A. New and important changes in the TNM
staging system for breast cancer. Am Soc Clin Oncol Educ B, 2018; 38: 457-
467.

Howell A, Anderson AS, Clarke RB, Duffy SW, Evans DG, Garcia-Closas M,
Gescher AJ, Key TJ, Saxton JM, Harvie MN. Risk determination and
prevention of breast cancer. Breast Cancer Res, 2014; 16: 446-465.

Hwang ES, Lichtensztajn DY, Gomez SL, Fowble B, Clarke CA. Survival after
lumpectomy and mastectomy for early stage invasive breast cancer: the effect
of age and hormone receptor status. Cancer, 2013; 119: 1402-1411.

Icen MS, Karakus F, Tosun E, Yilmaz K. Antiproliferative Potential of Pistacia
terebinthus L. on Breast Cancer Cell Lines, International Gazi Pharma
Symposium Bildiri Kitab1. Antalya 12-15 Kasim 2015; ss.:17282.

47



Jacquillat C, Weil M, Baillet F, Borel C, Auclerc G, De Maublanc MA, Housset M,
Forget G, Thill L, Soubrane C. Results of neoadjuvant chemotherapy and
radiation therapy in the breast- conserving treatment of 250 patients with all
stages of infiltrative breast cancer. Cancer, 1990; 66: 119-129.

Jiang Q, Yang M, Qu Z, Zhou J, Zhang Q. Resveratrol enhances anticancer effects of
paclitaxel in HepG2 human liver cancer cells. BMC Complement Altern Med,
2017; 17: 477-489.

Kabel AM, Baali FH. Breast cancer: insights into risk factors, pathogenesis,
diagnosis and management. J Cancer Res Treat, 2015; 3: 28-33.

Kallis M, Sideris K, Kopsahelis N, Bosnea L, Kourkoutas Y, Terpou A, Kanellaki
M. Pistacia terebinthus resin as yeast immobilization support for alcoholic
fermentation. Foods, 2019; 8: 127-144.

Kavak DD, Altiok E, Bayraktar O, Ulkii S. Pistacia terebinthus extract: As a
potential antioxidant, antimicrobial and possible B-glucuronidase inhibitor. J
Mol Catal B Enzym, 2010; 64: 167-171.

Kerr JFR, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wideranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer, 1972; 26: 239-257.

Khan T, Ali M, Khan A, Nisar P, Jan SA, Afridi S, Shinwari ZK. Anticancer plants:
A review of the active phytochemicals, applications in animal models, and
regulatory aspects. Biomolecules, 2019; 10: 47-77.

Klonish T, Hombach-Klonish S. Sobotta Atlas of Human Anatomy (15th ed).
PAulsen F, Waschke J (eds), Elsevier GmbH, Munich 2011; p.:115.

Koo MM, von Wagner C, Abel GA, McPhail S, Rubin GP, Lyratzopoulos G. Typical
and atypical presenting symptoms of breast cancer and their associations with
diagnostic intervals: Evidence from a national audit of cancer diagnosis.
Cancer Epidemiol, 2017; 48: 140-146.

Lamiri A, Lhaloui S, Benjilali B, Berrada M. Insecticidal effects of essential oils
against Hessian fly, Mayetiola destructor (Say). F Crop Res, 2001; 71: 9-15.

Li J, Han X. Adipocytokines and breast cancer. Curr Probl Cancer, 2018; 42: 208-
214.

Liu H, Zang C, Fenner MH, Possinger K, Elstner E. PPARy ligands and ATRA
inhibit the invasion of human breast cancer cells in vitro. Breast Cancer Res
Treat, 2003; 79: 63-74.

Lorona NC, Malone KE, Li Cl. Racial/ethnic disparities in risk of breast cancer
mortality by molecular subtype and stage at diagnosis. Breast Cancer Res
Treat, 2021; 190: 549-558.

McDonald JA, Goyal A, Terry MB. Alcohol intake and breast cancer risk: weighing
the overall evidence. Curr Breast Cancer Rep, 2013; 5: 208-221.

Moore KL, Dalley AF. Clinically Orientated Anatomy (8th ed). Williams and
Wilkins, Baltimore 1992; p.: 29-37.

Moran MS, Schnitt SJ, Giuliano AE, Harris JR, Khan SA, Horton J, Klimberg S,
Chavez-MacGregor M, Freedman G, Houssami N, Johnson PL, Morrow M.

48



Society of Surgical Oncology—American Society for Radiation Oncology
consensus guideline on margins for breast-conserving surgery with whole-
breast irradiation in stages | and Il invasive breast cancer. Int J Radiat Oncol
Biol Phys, 2014; 88: 553-564.

Mouhajir F, Hudson JB, Rejdali M, Towers GHN. Multiple antiviral activities of
endemic medicinal plants used by Berber peoples of Morocco. Pharm Biol,
2001; 39: 364-374.

Naghmachi M, Raissi A, Baziyar P, Homayoonfar F, Amirmahani F, Danaei M.
Green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) by Pistacia terebinthus extract:
Comprehensive evaluation of antimicrobial, antioxidant and anticancer effects.
Biochem Biophys Res Commun, 2022; 608: 163-169.

Neuman HB, Morrogh M, Gonen M, Van Zee KJ, Morrow M, King TA. Stage IV
breast cancer in the era of targeted therapy: does surgery of the primary tumor
matter? Cancer Interdiscip Int J Am Cancer Soc, 2010; 116: 1226-1233.

Orhan IE, Senol FS, Gulpinar AR, Sekeroglu N, Kartal M, Sener B. Neuroprotective
potential of some terebinth coffee brands and the unprocessed fruits of Pistacia
terebinthus L. and their fatty and essential oil analyses. Food Chem, 2012; 130:
882-888.

Owen WA, Brazeal HA, Shaw HL, Lee M V, Appleton CM, Holley SO. Focal breast
pain: imaging evaluation and outcomes. Clin Imaging, 2019; 55: 148-155.

Ozcan MM, Al Juhaimi F, Uslu N, Ahmed IAM, Babiker EE, Osman MA, Gassem
MA, Algah HA, Ghafoor K. Effect of sonication process of terebinth (Pistacia
terebinthus L.) fruits on antioxidant activity, phenolic compounds, fatty acids
and tocopherol contents. J Food Sci Technol. 2020, 57: 2017-2025.

Park H-A, Brown SR, Kim Y. Cellular mechanisms of circulating tumor cells during
breast cancer metastasis. Int J Mol Sci, 2020; 21: 5040-5059.

Parlar S, Kaydul N, Ovayolu N. Meme kanseri ve kendi kendine meme

muayenesinin 6nemi. Anadolu Hemsirelik ve Saglik Bilim Derg, 2005; 8: 72-
83.

Pistritto G, Trisciuoglio D, Ceci C, Garufi A, D’Orazi G. Apoptosis as anticancer
mechanism: function and dysfunction of its modulators and targeted
therapeutic strategies. Aging (Albany NY), 2016; 8: 603-619.

Pritchard KI, Shepherd LE, O’Malley FP, Andrulis IL, Tu D, Bramwell VH, Levine
MN, National Cancer Institute of Canada Clinical Trial Group. HER2 and
responsiveness of breast cancer to adjuvant chemotherapy. N Engl J Med,
2006; 354: 2103-2111.

Pulaj B, Mustafa B, Nelson K, Quave CL, Hajdari A. Chemical composition and in
vitro antibacterial activity of Pistacia terebinthus essential oils derived from
wild populations in Kosovo. BMC Complement Altern Med, 2016; 16: 147-
156.

Rojas K, Stuckey A. Breast cancer epidemiology and risk factors. Clin Obstet
Gynecol, 2016; 59: 651-672.

49



Romond EH, Perez EA, Bryant J, Suman VJ, Geyer Jr CE, Davidson NE, Tan-Chiu
E, Martino S, Paik S, Kaufman PA, Swain SM, Pisansky TM, Fehrenbacher L,
Kutteh LA, Vogel VG, Visscher DW, Yothers G, Jenkins RB, Brown AM,
Dakhil SR, Mamounas EP, Lingle WL, Klein PM, Ingle JN, Wolmark N.
Trastuzumab plus adjuvant chemotherapy for operable HER2-positive breast
cancer. N Engl J Med, 2005; 353: 1673-1684.

Rosato V, Bosetti C, Negri E, Talamini R, Dal Maso L, Malvezzi M, Falcini F,
Montella M, La Vecchia C. Reproductive and hormonal factors, family history,
and breast cancer according to the hormonal receptor status. Eur J cancer Prev,
2014; 23: 412-417.

Saklani A, Kutty SK. Plant-derived compounds in clinical trials. Drug Discov Today,
2008; 13: 161-71.

Segal R, Evans W, Johnson D, Smith J, Colletta S, Gayton J, Woodard S, Wells G,
Reid R. Structured exercise improves physical functioning in women with
stages | and Il breast cancer: results of a randomized controlled trial. J Clin
Oncol, 2001; 19: 657-665.

Shu L, Cheung K-L, Khor TO, Chen C, Kong A-N. Phytochemicals: cancer
chemoprevention and suppression of tumor onset and metastasis. Cancer
Metastasis Rev, 2010; 29: 483-502.

Siddique M, Hassan A, Nawaz M, Bashir H, Chaudhry M. Comparison between
sentinel lymph node hybrid scintigraphy and blue dye technique in breast
cancer patients: An institutional experience. World J Nucl Med, 2020; 19: 21-
27.

Slamon D, Eiermann W, Robert N, Pienkowski T, Martin M, Press M, Mackey J,
Glaspy J, Chan A, PAwlicki M, Pinter T, Valero V, Liu MC, Sauter G, von
Mincvkwitz G, Visco F, Bee V, Buyse M, Bendahmane B, Tabah-Fisch I,
Lindsay MA, Riva A, Crown J, Breast Cancer International Research Group.
Adjuvant trastuzumab in HER2-positive breast cancer. N Engl J Med, 2011;
365: 1273-1283.

Sobocan M, Smolle MA, Schatz C, Haybaeck J. The interplay of tumor stroma and
translational factors in endometrial cancer. Cancers (Basel), 2020; 12: 2074-
2088.

Subramani R, Lakshmanaswamy R. Complementary and alternative medicine and
breast cancer. Prog Mol Biol Transl Sci, 2017; 151: 231-274.

Sun YS, Zhao Z, Yang ZN, Xu F, Lu HJ, Zhu ZY, Shi W, Jiang J, Yao PP, Zhu HP.
Risk factors and preventions of breast cancer. Int J Biol Sci, 2017; 13: 1387-
1397.

Sahin I. Menengi¢ (Pasticia terebinthus) tohumu yagmin karakterizasyonu. Yiiksek
Lisans Tezi, inonii Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Malatya 2019; s.: 4-9.

Tasdelen I. Meme hastaliklarinda belirtiler. Kitap: Ozmen V, Cantiirk Z, Celik V,
Giiler N, Kopka¢ M, Koyuncu A, Miisliimanoglu M, Utkan Z (editorler),
Meme hastaliklar1 kitabi. Giines Tip Kitabevleri, Ankara 2012; s.: 33-46.

50



Tastekin D, Tambas M, Kilic K, Erturk K, Arslan D. The efficacy of Pistacia
Terebinthus soap in the treatment of cetuximab-induced skin toxicity. Invest
New Drugs, 2014; 32: 1295-1300.

Topgu G, Ay M, Bilici A, Sarikiirkcii C, Oztiirk M, Ulubelen A. A new flavone from
antioxidant extracts of Pistacia terebinthus. Food Chem, 2007; 103: 816-822.

Uyar A, Abdulrahman NT. A histopathological, immunohistochemical and
biochemical investigation of the antidiabetic effects of the Pistacia terebinthus
in diabetic rats. Biotech Histochem, 2020; 95: 92-104.

Vogel VG, Costantino JP, Wickerham DL, Cronin WM, Cecchini RS, Atkins JN,
Bevers TB, Fehrenbacher L, Pajon Jr ER, Wade 3rd JL, Robidoux A,
Margolese RG, James J, Lippman SM, Runowicz CD, Ganz PA, Reis SE,
McCaskill-Stevens W, Ford LG, Jordan VC, Wolmark N, National Surgical
Adjuvant Breast and Bowel Project. Effects of tamoxifen vs raloxifene on the
risk of developing invasive breast cancer and other disease outcomes: the
NSABP Study of Tamoxifen and Raloxifene (STAR) P-2 trial. Jama, 2006;
295: 2727-2741.

Wang CZ, Calway T, Yuan CS. Herbal medicines as adjuvants for cancer
therapeutics. Am J Chin Med, 2012; 40: 657-669.

Wang L. Early diagnosis of breast cancer. Sensors, 2017; 17: 1572-1592.

World Health Organisation (2021). The Global Cancer Observatory: Turkey. Erigim:
[https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/792-turkey-fact-
sheets.pdf]. Erigsim Tarihi: 9 Kasim 2022.

Yiiksel AK, Sat IG, Yiiksel M. The effect of terebinth (Pistacia terebinthus L.) coffee
addition on the chemical and physical characteristics, colour values, organic
acid profiles, mineral compositions and sensory properties of ice creams. J
Food Sci Technol, 2015; 52: 8023-8031.

51



PISTACIA TEREBINTHUS (MENENGIC) RECINE EKSTRESININ
MDA-MB-231 HUCRE HATTINA ETKIS|

ORIfiNALLE RABCRU

10 W14 2 .9

BEMZERLIK ENDEKS] INTERMET KAYMAKLARl  YAYINLAR HERENCI GDEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

n acikbilim.yok.gov.tr 5
internet Kaynag %

Submitted to Erciyes Aniversitesi 2
Ogrenci Odevi %

=]

acikerisim.erbakan.edu.tr ‘|
internet Kaynag %

abakus.inonu.edu.tr 1
internet Kaynag %

Submitted to The Scientific & Technological » 1
Research Council of Turkey (TUBITAK)
Ogrenci Odevi

E Submitted to Saglik Bilimleri Universitesi ‘|
Ogrenci Odevi %
acikerisim.istinye.edu.tr q

internet Kaynag y <%

E Submitted to Yakin Dogu Universitesi < 1
Ogrenci Odevi %

acikerisim.pau.edu.tr:8080



OZGECMIS

KIiSISEL BILGILER

Adi, Soyadi : Kerim FIRAT

Uyrugu : Tiirkiye (T.C.)

EGITIM BiLGILERI

DERECE KURUM MEZUNIYET

Yiiksek Lisans | Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri | 2018- Devam ediyor
Enstitlisti, Tip Anatomi ABD,

Lisans Kirikkale Universitesi, Saglik | 2009-2013
Bilimleri Fakiiltesi, Fizyoterapi ve
Rehabilitasyon Bolimii

IS DENEYIMI

YIL KURUM GOREV

2013-2014 Ozel Eyliil Sevim Ozel Egitim ve | Fizyoterapist
Rehabilitasyon Merkezi
(Biinyan/K AYSERTI)

2014-2015 Ozel Anadolu Ozel Egitim ve | Fizyoterapist
Rehabilitasyon Merkezi
(Kocasinan/KAYSERT)

2015-2020 Ozel Yeni Koza Ozel Egitim ve | Fizyoterapist
Rehabilitasyon Merkezi
(Kocasinan/KAYSERI)

2020 Basaksehir Cam ve Sakura Sehir | Fizyoterapist
Hastanesi (Basaksehir/ISTANBUL)

2020-Halen Ozel Yeni Koza Ozel Egitim ve | Fizyoterapist
Rehabilitasyon Merkezi
(Kocasinan/KAYSERI)

YABANCI DIL

Ingilizce




	Hazırlayan
	Kerim FIRAT
	Yüksek Lisans Tezi
	YÖNERGEYE UYGUNLUK ONAYI
	Tezi Hazırlayan Danışman
	ONAY
	Prof. Dr. Bilal AKYÜZ

	TEŞEKKÜR
	ÖZET
	Meme kanseri özellikle kadınlarda en fazla görülen ve en yüksek mortalite oranına sahip olan kanser türüdür. Çeşitli bitkilerde doğal olarak mevcut olan bazı bileşenlerin insanlarda kanserin önlenmesinde önemli ölçüde etkili olduğu bilinmektedir. Pist...
	ABSTRACT
	Breast cancer is the most common type of cancer, especially in women, and has the highest mortality rate. It is known that some components that are naturally present in various plants are significantly effective in preventing cancer in humans. Crude e...
	Keywords: Apoptosis; MDA-MB-231; Pistacia terebinthus; Resin.
	İÇİNDEKİLER
	KISALTMALAR
	ŞEKİLLER LİSTESİ

	1. GİRİŞ VE AMAÇ
	Kanser, insan sağlığı için önemli bir tehdit olup, dünyada kalp damar hastalıklarından sonra ölüm nedeni olarak ikinci sırada yer almaktadır (Wang, 2017). Meme kanseri ise özellikle kadınlarda en fazla görülen ve en yüksek mortalite oranına sahip olan...
	Son zamanlarda sağlık konusunda hassasiyetin artması, hızla artan hastalıklara karşı kullanılan sentetik ilaçların yetersizliği ve bu ilaçların bazı yan etkilerinin olduğunun belirlenmesi, doğal/bitkisel ürünlerin kullanımına olan eğilimde artışa ned...
	Pistacia terebinthus (menengiç) reçine ekstresinin MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında hücre ölümüne etkisini değerlendirmek amacıyla gerçekleştirilen bu çalışmada aşağıdaki sonuçlar elde edilmiştir:
	 MRE’nin MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında IC50 dozu 56.54 µg/ml olarak belirlendi.
	 Hoechst boyama analizi sonucunda 100 µg/ml dozundan sonra hücre canlılığı önemli bir şekilde azaldı.
	 MRE verilen hücrelerde kaspaz sinyal yolağında görevli olan proteinlerin ekspresyonları değişmedi.
	 MRE, MDA-MB-231 hücrelerini kaspaz bağımlı apoptozdan ziyade diğer hücre ölüm yolakları aracılığı ile öldürmüş olabilir. Sonuçlar doğrultusunda,
	Pistacia terebinthus reçinesinin meme kanseri tedavisine destek olarak kullanılabilecek bir ürün olabileceği öngörülmektedir. Ancak bitkisel ürünlerin bilinçsiz kullanımının ortaya çıkarabileceği olumsuz sonuçlardan dolayı, özellikle kanser hastaları ...

