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ROSMARINIK ASIT TUREVLERININ UCLU-NEGATIF MEME KANSERI
HUCRE HATTI UZERINDEKI ANTIi-KANSER ETKIiSiNiN HUCRESEL
YOLAKLARIN INCELENMESi ARACILIGIYLA BELIRLENMESI

OZET

Amag: Tez c¢alismasinin amact Rosmarinik asit (RA) tiirevlerinin anti-kanser
ozelliklerinin iiglii-negatif meme kanserine (UNMK) kars1 yolaklar iizerindeki etkisinin

belirlenmesidir.

Gerec¢ ve Yontem: UNMK hiicre hatti olan MDA-MB-231 ve normal meme epitel
hiicre hatt1 olan MCF-10A kullanilarak RA’nin metil (RAME), etil (RAEE), propil (RAPE),
biitil (RABE) esterleriyle hiicre canlilik testi ve terapotik endeks degerleri belirlendi. RA,
RAME ve RAEE esterlerinin hiicre gogii ve invazyon tizerindeki etkisi, koloni olugturma
yetenekleri incelendi. Hiicre dongiisiiniin tutuklanmasi, hiicre apoptoz ve nekroz oranlari
akis sitometri ile incelendi. RA ve tiirevlerinin EMT ve apoptoz yolaklarindaki gen anlatim
diizeylerine etkisi ger¢ek zamanli ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-
PCR) ile arastirildi.

Bulgular: RA, RAME, RAEE, RAPE ve RABE esterlerinin hiicre canlilik oranini
azalttigi,, RAME ve RAEE’nin terapotik endeksleri yiiksek olan iki aday oldugu
bulunmustur. RA, RAME ve RAEE ile devam edilen deneylerde, maddelerin koloni
olusumunu engelledigi, yara iyilesmesini geciktirdigi, hiicre gogiinii azalttigi, hiicre
dongiisiinii etkileyerek G2/M fazinda tutuklama yaptigi ve apoptozu tetikledigi tespit
edilmistir. EMT yolag: incelendiginde N-kaderin ve Slug genlerinde anlatimi azaldi.

Apoptoz yolaginda BCL-2 geni azalirken Kaspaz 3 gen anlatim seviyesinde artig goriildii.

Sonug¢: Sonug olarak RA sahip oldugu anti-oksidan 6zelligi ve tlirevlerinin hiicre
icine alim kolaylastirmas: ile UNMK hiicre hattinda apoptozu tetikleyici yonde gen

ifadelerini degistirdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Anti-Kanser Etki, Rosmarinik Asit, Terapotik Endeks, Uclii

Negatif Meme Kanseri
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DETERMINING THE ANTI-CANCER EFFECT OF ROSMARINIC ACID
DERIVATIVES ON TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER CELL LINE
THROUGH CELLULAR PATHWAYS

ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to determine the effect of anti-cancer properties of
rosmarinic acid (RA) derivatives on pathways against triple-negative breast cancer
(UNMK).

Materials and Methods: Cell viability test was carried out with methyl (RAME),
ethyl (RAEE), propyl (RAPE), butyl (RABE) esters of RA using the UNMK cell line MDA-
MB-231 and the normal breast epithelial cell line MCF-10A. Therapeutic index values were
determined. The effects of RA, RAME and RAEE esters on cell migration and invasion, and
their colony forming abilities were investigated. Cell cycle arrest, cell apoptosis and necrosis
rates were examined by using flow cytometry. The effects of RA and its derivatives on gene
expression levels in EMT and apoptosis pathways were investigated by real-time reverse

transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR).

Results: RA, RAME, RAEE, RAPE, and RABE esters have been identified as
candidates that decrease cell viability, with RAME and RAEE showing high therapeutic
indices. Continued experiments with RA, RAME, and RAEE revealed that these substances
inhibit colony formation, delay wound healing, reduce cell migration, induce cell cycle arrest
at the G2/M phase, and trigger apoptosis. Examination of the EMT pathway demonstrated
decreased expression of N-cadherin and Slug genes. In the apoptosis pathway, the expression
of the BCL-2 gene was reduced, while an increase in the expression level of Caspase 3 gene

was observed.

Conclusion: It was found that RA changed gene expressions in the direction of
triggering apoptosis in UNMK cells with its anti-oxidant properties and facilitating the

uptake of its derivatives into the cell.

Key Words: Anti-Cancer Effect, Rosmarinic Acid, Therapeutic Index, Triple

Negative Breast Cancer
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1.GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, Tiirkiye’de 2020 yilinda yapilan bir arastirma sonucu ortaya ¢ikan
veriye gore en sik goriilen ilk 5 kanser grubu igerisinde yer almistir. Uglii-negatif meme
kanseri (UNMK), dstrojen reseptérii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal
biiyiime reseptorii-2 (HER2/neu) eksikligi sonucu ortaya ¢ikan heterojen yapiya sahip bir
meme kanseri alt grubudur. UNMK nin klinikte yiiksek basariya sahip bir tedavisi
bulunmamakla birlikte mevcut olarak kullanilan tek tedavi secenegi kemoterapidir.
Hastalar {izerinde kemoterapinin meydana getirdigi yan etkilerin azaltilmasina yonelik
bitkisel kaynakli bilesenler tizerinde galismalar yapildi. Rosmarinik asit (RA), biberiye
(Rosmarinus officinalis) 6ziindeki giiglii polifenolik bilesiklerden biridir. RA’nin sahip
oldugu anti-oksidan 6zelligi ile UNMK hiicre hattinda apoptozu tetikleyici yonde gen

ifadelerini degistirdigi bulunmustur.

Tez ¢alismasinm amaci, 12048 no’lu TUSEB projesi kapsaminda sentezlenen
Ozgiin RA ester tlirevlerinin arasinda terapotik endeksi en yiiksek olan iki RA tiirevinin
apoptoz ve epitelyal-mezenkimal gegis yolaklarina etkisini aydinlatmaktir. Bu amagla,
sentezlenen 6zgiin RA tiirevlerinin terapotik endeksini belirledikten sonra terapotik etkisi
yiiksek olan iki RA tiirevinin MDA-MB-231 UNMK hiicre hattinda apoptoz oranini ne
Olciide etkiledigi, go¢ ve istila kabiliyetini hangi oranda azalttigi, gen anlatim
seviyelerinde nasil degisiklige yol agtigin1 inceleyerek etki mekanizmasi hakkinda fikir

edinilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Kanser, kendi icerisinde bir dizi molekiiler siireci i¢eren, hiicrelerin kontrolsiiz
biiyiime, farklilasma ve yayilma gosterdigi bir hastalik tiiriidiir. Insanlarda kanserin ilk
kanitlar milattan dnceki zamanlarda bulunmustur. M.O. 460-370 yillar1 arasinda yasamis
olan Yunan tip doktoru Hipokrat, ilk kez kanserli dokularda ¢evre dokuya invaziv olan
habis tiimor ve invaziv olmayan yani diger ismiyle iyi huylu tiimoér kavramimi ve
arasindaki farkliliklar1 ortaya koymustur. Mikroskobun gelisimiyle beraber 17. ve 18.
yilizyillarda kan ve lenf sisteminin daha iyi anlasilabilmesi ile kanser hiicre hattinin

arastirilmasinin 6nii agilmistir (1,2).

Kanser hiicresinin normal hiicrelerden ayiran temel Ozellikler, Hanahan ve
Weinberg tarafindan her kanser tiiriinde ortak goriilen on farkli baglik altinda toplanmaistir
(3,4). “Kanserin ayirt edici Ozellikleri” olarak adlandirilan bu 6zellikler; biiyiime
faktorlerine ihtiya¢c duymadan biiyiiyebilme, sinirsiz bdliinme potansiyeline sahip olma
ve Oliimsiizliik, apoptotik sinyallerden kaginma, biliylimeyi baskilayan sinyallerden kagcis,
anjiyogenez, invazyon ve metastaz yetene8i, bagisiklik sisteminden kagma,
kanserlesmeyi destekleyen inflamasyon, genetik mutasyonlar ve enerji metabolizmasini

degistirmedir.
2.1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme hiicrelerinin normalden farkli bir sekilde biiyiiyilip cogalmasi
sonucu meydana gelen ciddi bir kanser tiiriidiir. Bu hastalik genellikle kadinlarda goriiliir.
Meme kanserinin belirtileri arasinda memede dokunuldugunda fark edilen sertlik veya
yumru, meme cildindeki degisiklikler, meme basindan gelen akint1 ve ciltte kizariklik gibi

isaretler yer alir.

2.1.1.1 Meme kanseri epidemiyolojisi: Globocan 2020 verilerine gore; diinya
genelinde her iki cinsiyette ve her yasta yeni vaka sayisi en basta meme kanseri, ardindan
akciger, kolorektal ve prostat kanseri olarak agiklanmistir (5). Oliim oranlarma

bakildiginda ise ilk sirada akciger kanseri daha sonra kolorektal, karaciger, mide ve meme



kanseri Globocan 2020 verilerine gore; Tiirkiye’de her iki cinsiyette ve her yasta yeni
vaka sayisi en basta akciger kanseri ardindan meme, kolorektal, prostat ve tiroid
kanserinde ortaya ¢ikmistir (6). Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlarda goriilen kansere

bagl 6liimlerin basinda yer alir (7).

Meme dokusu, siit tireten kisim olan lobiiller ve siitii meme bagina ileten
kanallar olan duktuslar, destek dokusu olarak yag dokusu ile fibr6z dokulardan
olusmaktadir. Bazi kanser tiirleri baglangigta semptomlara neden olmayabilir. Bu durum,
kanser hiicrelerinin heniiz yayilmamis veya biiylimemis oldugunu gosterir. Kanser
genellikle erken evrelerindeyken, semptomlar belirginlesmeye baslar ve hastalik
ilerledikce daha belirgin hale gelir. Bu nedenle, kanser baslangicinda semptomlara neden
olmadig1 ve daha az metastaz yetenegine sahip oldugundan lobiil veya duktuslar ile sinirh

alan1 kapsamaktadir (9).

Meme kanseri risk faktorlerinin en basinda ilerleyen yas gelmektedir. Bunun yani
sira obezite, alkol kullanimi, tiitiin kullanimi, radyasyona maruziyet, menopoz ve
hormonlar gibi faktoérler meme kanseri olusumunu tetiklemektedir. Genetik faktorler
olarak ailede meme kanserli bireylerin olmasi risk diizeyini artirmaktadir. Fakat ailede
meme kanseri dykiisii olmamasi durumunda da risk ortadan kalkmamaktadir. BRCAL,
BRCA2 VE PALB-2 gibi baz1 kalitsal gen mutasyonlar1 da meme kanseri riskini biiyiik
olglide artirmaktadir (8).

2.1.1.2. Meme kanserinin prognoz ve tedavisi: Meme kanseri tedavisi,
hastaligin evresine, tiiriine ve hastanin genel saglik durumuna gore degisiklik gosterir.
Tedavi secenekleri arasinda cerrahi islem, radyoterapi, kemoterapi, hormonal terapi ve
hedefe yonelik tedaviler yer almaktadir (9). Mevcut tedavi segenekleri arasinda, hastanin
yasina, hastaligin evresine, kanserin tiiriine ve hastanin genel saglik durumuna goére uygun
tedavi secimi belirlenir (9). Ornegin, neoadjuvan kemoterapi kullaniminda, hastanin yas1
ve hastaligin evresi 6nem arz etmektedir (10). Hormonal tedavi, strojen hormonunun
meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini tesvik ettigi durumlarda kullanilir. Hormon
reseptOrii pozitif metastatik meme kanserinde ve HER2-pozitif tiimoérlere yonelik yeni
tedavi ajanlan gelistirilmistir (11). Hedefe yonelik tedavilerin i¢inde immiinoterapi son
yillarda oldukg¢a yaygin bir tedavi stratejisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hedefe yonelik

tedaviler, kanser hiicreleri biiyiimesini hedefleyen 6zel ilaglar kullanilir (9).



Bifosfat tedavisi, kanserin kemiklere yayilmasi durumunda kullanilan bir tedavi
yontemidir (12). Bifosfatlar, kemikteki kanser hiicre hattinin biiyiimesini kontrol altina
alir ve kemik yikimini azaltir. Bu nedenle, bifosfat tedavisi, hedefe yonelik bir tedavi
olarak kabul edilir ve kanserin kemiklere yayilmasini kontrol etmek amaciyla kullanilir.

Bisfosfonat tedavisinin iskelet sistemi komplikasyonlarini azalttig1 gosterilmistir.

2.1.1.3. Meme Kkanserinin molekiiler siniflandirilmasi: Meme Kkanseri
molekiiler siniflandirmasi, tiimoriin  biyolojik 6zelliklerine goére yapilan bir
simiflandirmadir. Bu smiflandirma, tiimoriin prognozunu ve tedavi seceneklerini
belirlemede rol oynamaktadir. Meme kanseri molekiiler alt tipleri, immiinohistokimyasal
(IHC) belirteclerle yapilan reseptor analizine ve Ki67 diizeyine gore ayrilmaktadir.
Bahsedilen reseptorler temel olarak ER, PR ve HER2 reseptoriidiir. Bu ii¢ biyobelirteg
arasindaki iliski, meme kanserinin siniflandirilmasinda kullanilir. Ornegin, HER2 pozitif
meme kanseri, ER ve PR negatif olabilir veya pozitif olabilir. Bu nedenle, bir hastanin
meme kanseri biyobelirteclerinin belirlenmesi, tedavi planit ve prognoz tahmini igin

onemlidir (13).

Epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR) bir alt tipi olan HER2 reseptorti,
normalde hiicre hattin biiylimesini ve bdliinmesini diizenleyen sinyalleri alir. Ancak,
HER?2 geni asir1 aktif hale geldiginde, meme kanseri hiicre hatti agir1 biiylime ve boliinme
egilimi gosterir. HER2 pozitif meme kanseri olarak adlandirilan bu tiir, diger meme

kanseri tiirlerinden farkl bir tedavi yaklagimi gerektirmektedir (14).

ER ve PR hormon reseptorleri ise, meme kanseri hiicre hattinin hormonlara nasil
yanit verdigini belirleyen reseptorlerdir. ER pozitif meme kanseri, 6strojen hormonunun
biiylimeyi tesvik ettigi hiicrelerde olusurken, PR pozitif meme kanseri, progesteron
hormonunun biiylimeyi tesvik ettigi hiicrelerde olusur. Hormon reseptorii pozitif meme
kanseri tedavisi, hormon terapisi veya blokaji ile yapilir (15). ER veya PR reseptorlerinin
mevecut olmadigi durumlarda, meme kanser hiicreleri Ostrojen ve progesteron gibi
hormonlarin etkisinden bagimsiz bir sekilde biiylime egilimi gosterir. Bu durum, tedavi

seceneklerini etkileyerek daha 6zel ve 6zellestirilmis yaklasimlar gerektirir.

ER yoklugunda meme kanseri hiicre hatti hormon etkisine yanit vermez ve
Ostrojenin biiylimeyi tesvik ettigi hiicreler de dahil olmak iizere herhangi bir hiicre tipinde
gelisebilir. Bu nedenle, ER negatif meme kanserinin tedavisi, dstrojen hormonunun

etkisini bloke eden hormonal terapiyi icermez (16). PR yoklugunda da hiicreler hormon



etkilerine yanit vermediginden ER negatife benzer sekilde tedavi edilir. Ancak PR
negatifligi, progesteron hormonunun oOstrojen hormonunun etkisini bloke ettigi
durumlarda progesteron reseptorii pozitifligi ile birlestirilirse, hastaligin prognozunun

kotii duruma ilerledigi gosterilmistir (17,18).

Tablo 2.1°de bahsedilen reseptorlerin varligina gore, meme kanseri Luminal A,
Luminal B, HER2-pozitif ve tiglii negatif olarak alt tiplere ayrilir. Luminal A ve Luminal
B alt tipleri, ER ve PR pozitif olan tiimérleri igerir. HER2-pozitif alt tip, HER2 proteininin
asir1 ifadesi olan tiimérleri igerir. Uglii negatif alt tip, ER, PR ve HER2 negatif olan

timorleri igerir.

Tablo 2.1: Meme kanserinin molekiiler alt tiplerinin siniflandirilmasi

Insan epidermal biiyiime Ostrojen Progesteron
faktor reseptorii 2 (HER2) reseptorii (ER) reseptorii (PR)

Luminal A - + +
Luminal B + + +
HER2 pozitif + - -
Uclii negatif - - -

Meme kanseri molekiiler alt tipleri, tlimdriin biyolojik 6zelliklerine gore tedavi
seceneklerine yol gosterir (19). Luminal A alt tipi, meme kanseri hastalarinda en sik
goriilen tiimor cesididir. Bu tiimorler diisiik derecede mitotik aktiviteye ve iyi bir
prognoza sahiptir. ER ve PR pozitif olan tiimorleri icermektedir. Diger alt tiplere gore
diistik hiicre cogalmasi oranina ve daha az niiks etme yetenegine sahiptir. Diisiik HER?2

ve Ki67 (proliferatif hiicre niikleer antijeni) gen seviyeleri ile tanimlanmaktadir (20,21).

Luminal A tiimorlerinde gen anlatim profili, diger meme kanseri alt tiplerine gore
daha diisiik hiicre cogalmasi oranlari ile bilinmektedir. Bu tiimorlerin prognozu, diger alt
tiplere gore daha iyidir ve hormon tedavisi ile tedavi edilmektedir (22). Luminal B, ER
pozitif ve/veya PR pozitif olan tlimdrlerin yaklasik %20-30"unu olusturur. Luminal B
tiimorleri, Luminal A tiimdrlerine kiyasla daha agresiftir ve daha ytiksek hiicre ¢ogalmasi
oranlarina sahiptir (23). Luminal B tiimédrlerinde genellikle HER2 asir1 anlatimi veya

kopya sayisi artis1 da goriiliir. Bu, tiimoriin daha agresif olmasina ve daha kotii bir



prognoza sahip olmasina neden olabilir (24). Luminal B tiimorlerindeki gen anlatim
profili, daha yiiksek hiicre ¢ogalmasi ve daha diigsiik hormon reseptorii anlatimi ile
iligkilidir.

Luminal B tiimdrleri, kemoterapi ve hormonal tedavilerle tedavi edilirler ve
tedaviye yanit oranlari, Luminal A tlimorlerine gore daha diisiiktiir. Ancak, HER2 pozitif
timorlerden daha iyi bir prognoza sahiptirler (25). HER2/neu, meme kanserinde de
siklikla goriilen bir proteindir. HER2/neu, hiicre biiyiimesi ve boliinmesi sirasinda hiicre
ylizeyindeki sinyal iletiminde rol alan bir protein olan EGFR ’nin bir alt tipidir. Fakat bazi
kanser tiirlerinde HER2 geni asir1 aktif hale gelir ve bu HER2/neu proteininin ¢ok fazla
miktarda tiretilmesine neden olur. HER2/neu proteininin sayisi arttigi i¢in kanser hiicre
hattinin daha hizli bitylimesine ve boliinmesine yol agar. Bu da kanser hiicre hattinin daha

invaziv ve agresif hale gelmesine neden olmaktadir (14).

Glinlimiizde, meme kanseri timorlerinin yaklasik %20-25'inde artmis HER2/neu
aktivitesi tespit edilmektedir. HER2 pozitif meme kanseri, normalden daha fazla HER2
proteinini iireten hiicrelerden olusur. HER2 pozitif meme kanseri tedavisinde hedeflenmis
tedaviler, 6rnegin trastuzumab gibi ilaglar, kullanilmaktadir. Trastuzumab, HER2 pozitif
meme kanseri hiicre hattindaki HER2 proteinine baglanarak kanser hiicre hattinin
biliyiimesini ve yayilmasini engeller. Bu hedeflenmis tedavi sayesinde, HER2 pozitif

meme kanseri tedavisi basari oran1 artmaktadir (25,26).

Uclii negatif meme kanseri ve bazal tip meme kanseri arasinda bazi farkliliklar
vardir, ancak baz1 durumlarda bu terimler benzer sekilde kullanilmaktadir. Genel olarak
UNMK, bazal benzeri fenotipe sahiptir ve bazal belirteclerini ifade eden tiimorlerin
cogunlugu ticlii negatif kanserlerdir. Ancak, bazal benzeri kanserlerin tamami ER, PR ve
HER2'den yoksun degildir ve ayni1 sekilde, UNMK’larin tamami bazal benzeri bir fenotip
gostermez. Yani, bazal benzeri fenotip ve iiclii negatif fenotip birbiriyle tam olarak

uyusmamaktadir (27).

Bazal benzeri meme kanserinde, ER, PR ve HER2 gibi yaygin olarak kullanilan
biyobelirteglerinin anlatimi olmadigindan, hormon ve HER2 hedefli tedaviler bu
timorlerde etkili olmaz. Diger meme kanseri alt tiplerine gore daha agresif olma
egilimindedir. UNMK hiicre hatti, normal meme hiicrelerine benzer sekilde bazal epitel
hiicre hatt1 dzellikleri gosterirler (28,29). UNMK, diger meme kanseri alt tiplerine gore

daha agresif ve daha hizli yayilsa da tedaviye daha iyi yanit verebilirler ve erken evrede



yakalanirlarsa tedavisi miimkiindiir. UNMK igin dzel tedavi stratejileri gelistirilmektedir
(30,31).

2.2. UCLU NEGATIF MEME KANSERI

Uclii negatif meme kanseri, meme dokularinda gelisen bir tiir kanserdir ve diger

meme kanseri tiirlerine gore farkli bir 6zellik tasir.

2.2.1. UNMK Mekanizmasi

Uclii negatif meme kanserinin , hormon reseptorii negatif olmasi, UNMK ile diger
meme kanseri tilirleri arasinda farkli bir iliski kurulmasma neden olur (32). Hormon
reseptOrii pozitif meme kanseri, hormonlar tarafindan uyarilan biiylimeye yanit verirken,
UNMK hormonlara tepki vermez ve kanserin biiyiiyiip yayilmas1 igin cesitli faktorler
tarafindan uyarilir. Bu faktorler arasinda genetik mutasyonlar, biiyiime faktorleri (EGFR),
tiimdr mikro cevresi ve immiin yanit etkilidir (33). UNMK tedavisi, kemoterapi ve cerrahi
miidahale gibi seceneklere sahiptir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, UNMK ’nin olusum
mekanizmalarinin genetik ve epigenetik degisikliklerle iliskili oldugunu ve sinyal
iletimindeki anormalliklerin kanser gelisimine katkida bulundugunu gostermektedir (30).
Ayrica, UNMK’nin immiin sistemle ilgili olabilecegi diisiiniilse de kesin
mekanizmalarinin  tam olarak anlasilmasi icin daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir (32,34). UNMK tedavisi, kemoterapi, immiinoterapi ve hedefe yonelik
tedaviler gibi diger yaklagimlar igerebilir (35).

2.2.1.1. UNMK hiicre hattinda goriilen degisiklikler: UNMK hiicre hattinda
ER, PR ve HER2 reseptoriin eksikligi, bu kanser tiiriiniin diger meme kanseri tiirlerinden
farkli dzellikler gdstermesine neden olmaktadir (36). UNMK ’de hiicreler, diger meme
kanseri tiirlerine gore daha yiiksek hiicre ¢ogalmasina sahiptir. Bu, hiicre boliinmesinin
artmast ve kanserin daha hizli ilerlemesi anlamina gelmektedir (37). DNA tamir
mekanizmalarindaki bazi degisiklikler nedeniyle daha yiiksek bir genomik instabilite
olusmaktadir. Bu da kanser hiicre hattinin daha kolay mutasyona ugramasina ve tedaviye
kars1 daha direngli hale gelmesine neden olmaktadir (38). UNMK ile hiicre igi sinyal
yolaklar1 arasinda birgok iliski bulunmaktadir. Ornegin: UNMK ’de siklikla gériilen p53
mutasyonlar1, PI3K/Akt sinyal yolunu aktive ederek tiimdr hiicre hattinin ¢ogalmasina ve

hayatta kalmasina yardimci olur (39).



UNMK hiicre hattinda, EGFR sinyal yolunun asir1 aktivasyonu tespit
edilmistir. Bu yolak, MAPK/Erk ve PI3K/Akt sinyal yollart ile iliskilidir ve tiimor hiicre
hattinin ¢cogalmasi, go¢ii ve invazyonu gibi 6zellikleri arttirir (40). UNMK *nin bir alt tipi
olan ve androjen reseptorii pozitif olan tiimorlerde, androjen sinyal yolunun aktivasyonu,
timor biiyiimesini inhibe eden p27 proteini seviyelerini artirir ve tiimor hiicre hattinin

apoptoza ugramasina neden olur (41).

2.2.1.2. Epitelyal-mezenkimal doéniisiim (EMT): Epitelyal-mezenkimal
gecis (EMT), epitel hiicre hattinin morfolojik ve molekiiler degisimleri sonucu
mezenkimal fenotipe donilismesidir. Kanserin ilerlemesinde énemli bir rol oynamaktadir.
Invazyon ve metastaz sirasinda, kanser hiicre hattt EMT yoluyla invaziv mezenkimal
fenotipe doniisiir ve bdylece normal doku engellerini asarak yayilim gosterirler. EMT
sirasinda hiicre hattin biyolojik davraniglart ¢ok yonliidiir ve pek ¢ok molekiiler
mekanizma bu siirece katkida bulunur. Bu mekanizmalar arasinda, EMT sinyal yollarinin
inhibe edilmesi, sitokin ve biiylime faktdrlerinin etkilesimi, miRNA’larin diizenlenmesi
ve hiicre dis1 matris bilesenlerinde degisiklikleri yer alir. EMT, kanser ilerlemesinde kritik

bir adimdir (42,43).

2.2.1.3. EMT belirtegleri: EMT belirtegleri, hiicrelerin fenotipik degisimlerini
ifade eden molekiillerdir (44). E-kaderin, hiicreler arasinda tutunmayi saglayan bir
yapisma proteini olan Kaderin ailesinden bir proteindir. E-kaderin gibi hiicresel yapisma
proteinleri, hiicreler arasinda siki baglarin olugmasmi saglar. Kalsiyum iyonlari, E-
kaderin molekiillerinin birbirine yaklasmasini tetikleyerek, hiicreler arasinda giiglii ve
yapisal olarak stabil baglar olusmasini saglar. EMT sirasinda, E-kaderin’in ifadesinde
azalma gortliir. N-kaderin ise, E-kaderin’e benzer bir yapigsma proteini olup, normalde
mezenkimal hiicrelerde ifade edilmektedir fakat EMT sirasinda, hiicrelerde N-kaderin

ifadesinde artis meydana gelmektedir (45).

B-katenin ise, hiicre yapigsmasini saglayan kaderinlerin hiicre ici etkilesimleri
icin 6nemli bir yapisal protein olarak islev goriir. E-kaderin’in hiicre zarina baglanmasini
saglar ve hiicrelerin birbirlerine yapigmasint saglayan kompleksleri olusturur. EMT
sirasinda, B-katenin’in niikleusa gogli artar ve bu da hiicrelerin metastatik davranis

sergilemesine katkida bulunmaktadir (46).



2.2.1.4. EMT transkripsiyon faktorleri: EMT transkripsiyon faktorleri,
hiicre hattin morfolojik ve fenotipik 6zelliklerinde degisikliklere neden olan ve EMT
stirecini tetikleyen proteinlerdir. Hiicrelerin migrasyon, invazyon ve metastaz yapma
yeteneklerini arttirir (47—49). Bu faktorler arasinda TWIST1, SNAIL, SNAI2 (SLUG),
ZEB1 ve ZEB?2 gibi proteinler bulunur.

UNMK hiicre hattinda, EMT siirecinin belirli transkripsiyon faktorleri ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Ornegin, TWIST1, SNAI1, SNAI2 (SLUG) ve ZEBI,
UNMK hiicre hattinda EMT sirasinda yiiksek seviyelerde ifade edilir ve bu da hiicre
hattin invazyon ve metastaz kabiliyetlerini arttirir (50). Buna ek olarak, UNMK hiicre
hattinda BAX ve CASP3 genlerinin azalmig anlatimi, BCL-2 geninin ise artmig anlatimi
da EMT siireci ile iliskilendirilmistir (51). VIM geninin ise EMT siirecinde artan bir ifade
gosterdigi saptanmustir (49,52).

2.2.2. UNMK Hiicre hattinda invazyon ve Metastaz

UNMK hiicre hatt1, in vitro biiyiitiildiigiinde genellikle belirli bir sirayla ilerleyen
invazyon ve metastaz adimlarmi takip eder. Ik adim olarak, Sekil 2.1°de goriildiigii {izere
UNMK hiicreleri hiicre dis1 matris (ECM) olarak adlandirilan matristen gegerek kendisine
en yakin dokuya penetrasyonu ger¢eklesmektedir. ECM, hiicre hattin ¢evre dokulara
yayllma yetenegini kolaylastiran bir matristir. Daha sonra hiicreler, ECM’deki
baglantilar1 bozarak ve matrisi gegerek dokuya invaze olur. Metastatik siirecte, hiicreler
birincil tlimorden ayrilir, ¢evreleyen dokuya niifuz eder, yakindaki kan damarlaria
girerek intravazasyon yapar (53). Bu adim, hiicrelerin invazyon yetenegini ve metastatik
ozelliklerini gostermektedir. Hiicreler, invazyon adimini tamamladiktan sonra, metastaz

adimina gecerek viicudun diger bolgelerine yayilabilirler.

Metastaz, kanser hiicre hattinin orijinal tiimor bdlgesinden ayrilarak kan dolagimi
veya lenfatik sistem aracilifiyla diger organlara veya dokulara yayilmasidir. UNMK
hiicre hatt1, gevrelerindeki ECM’e dogru ilerleyerek yapisma baglantilari olustururlar. Bu
stirecte, hiicrelerin yiizeyindeki reseptorler ve ligandlar arasindaki etkilesimler
gerceklesir. Daha sonra ECM’in pargalanmasina neden olan metalloproteinazlar gibi
proteolitik enzimler salgilarlar ve hiicre hattin ¢evrelerindeki dokulara dogru ilerlemesini
kolaylastirir (53). Hiicre i¢i sinyal iletim yollarinin aktive edilmesi, hiicreler arasindaki

iletisimi ve koordinasyonu saglayan onemli bir mekanizmadir. Bu yollar, hiicresel



siireclerin baslatilmasini, durdurulmasimi veya diizenlenmesini kontrol eder. Ozellikle
kanser gibi durumlarda, bu mekanizmanin bozulmasi hiicrelerin anormal bir sekilde

bliylimesine, hareket etmesine ve ¢ogalmasina neden olabilir.

Ucglii negatif meme kanseri hiicreleri, kan damarlarina yonelerek dokulara dogru
ilerleme egiliminde olur. Sekil 2.1'de de goriildiigii gibi, bu hiicreler dokulara dogru
yayilim gosterirler. Bu nedenle, UNMK hiicre hattinin in vitro (hiicre dis1) ve in vivo
(canli organizmalarda) ortamlarda davramiglari arasinda farkliliklar goriilir. In vitro
calismalarda, UNMK hiicre hatt1 genellikle kontrollii laboratuvar kosullarinda biiyiitiiliir.
Hiicre kiiltlirti agamalari, hiicre ekimi, ¢ogaltma ve tedavi protokolleri gibi uygulama
islemlerini igerir. Bu calismalar, UNMK hiicre hattinin genetik, biyokimyasal ve
fenotipik ozelliklerini anlamak i¢in kullanilir. In vivo ¢alismalarda ise genellikle fare
modelleri tercih edilir. Bu deneyler canli organizmalarda gergeklestirildigi igin, UNMK
hiicre hattinin tiimor biiyiimesi ve yayilmasi hakkinda bilgiler edinmek miimkiindiir. In
vivo adimlar arasinda hiicre enjeksiyonu, timor olusumu, tiimdr boyutunun ii¢ boyutlu
olarak Olclilmesi gibi islemler yer alir. Bu sekilde kanser modellemesi yapilir ve hiicre
hattinin ger¢ek dokudaki davranisi ile mikro gevresi hakkinda 6nemli bilgiler elde edilir
(54,55).
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Sekil 2.1: Primer tlimoriin izledigi invazyon ve metastaz adimlari (54)’ten alinarak

diizenlenmistir.

2.2.3. UNMK Anjiyogenez Mekanizmasi

Uclii negatif meme kanser hiicre hatti, tiimor bilyiimesini ve metastazi
desteklemek amaciyla yeni kan damarlar1 olusturma yetenegine sahiptir. Bu yetenek
anjiyogenez olarak adlandirilir. Anjiyogenez, UNMK hiicrelerinin gevrelerindeki normal
dokularda veya bag dokusunda bulunan kan damarlarindan biiyiime faktorleri
salgilayarak tlimdriin biiylimesini ve yayilmasini kolaylastirmak tizere yeni kan damarlari
olusturmasini ifade eder. Bu stire¢ farkli sinyal yollar1 ve proteinler tarafindan diizenlenir

(54).

Vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF) ve hepatosit biiytime faktorii (HGF)
gibi biiyiime faktdrleri, UNMK hiicreleri tarafindan iiretilerek anjiyogenez siirecini
uyarir. Bu faktorler, c¢evresel kosullar1 degistirerek c¢evredeki dokulardan yeni kan
damarlarmin olusumunu tetikler. UNMK hiicre hatt1, anjiyogenez yoluyla oksijen ve
besin maddelerine daha fazla erisim elde ederek hayatta kalmalarini saglar. Bu siire¢
ayrica, UNMK hiicrelerinin normal hiicreler ve bagisiklik hiicreleri tarafindan tespit
edilmesini zorlastirarak tiimoriin bagisiklik sisteminden kagmasii destekler (55). Bu
nedenle, UNMK hiicrelerin anjiyogenez yetenegi, tiimoriin bilyiimesini artirma ve gevre

ile etkilesimini diizenleme stratejilerinin anlagilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu
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mekanizmalarin ayrintili sekilde anlagilmasi, kanser tedavisinin gelistirilmesi ve timor

yayilmasinin engellenmesi agisindan kritik 6nem tagir
2.2.4. UNMK Hiicre Hattinda Oliim Mekanizmalar

Uclii negatif meme kanseri hiicre hattinda gériilen 6liim mekanizmalar1 gesitli
yollarla gerceklesebilir. Bu yollar arasinda en belirgin olanlar1 apoptoz, nekroz ve otofaji

olarak siralanabilir.

2.24.1. UNMK hiicre hattinda apoptoz mekanizmasi: Apoptoz, bir
hiicrenin normal dmriiniin sonunda veya hasar gordiigiinde, immiin sistemin enfekte
hiicreleri yok etmek i¢in kullandig1 bir mekanizmadir. Apoptoz siireci, bir dizi morfolojik
ve biyokimyasal degisiklikleri igerir. Bu degisiklikler arasinda hiicrenin kii¢iilmesi,
cekirdegin kiigiilmesi ve kirilmasi, DNA’nin parcalanmasi, hiicre zarinin degismesi,
sitoplazmik igerigin par¢alanmasi ve hiicrenin pargalanmasi yer alir. Apoptoz, hiicrenin
kendisini yok etmesi ve pargalanmasi nedeniyle, ozellikle kanser tedavisi alaninda
aragtirmalarda one ¢ikar. Kanser hiicre hatti, apoptozu engelleyerek veya kacarak normal

hiicrelerden farklilasabilirler (56).

UNMK hiicre hattinda apoptozisin gergeklesmesi, bir dizi hiicresel yolak
tarafindan diizenlenir. UNMK hiicre hattinda apoptozisin baslamas1 igin, genellikle
mitokondrilerin etkilenmesi yeterlidir. Bu nedenle, mitokondrilerdeki hasarin ve
fonksiyon bozuklugunun engellenmesi, UNMK hiicre hattinda apoptozisin
engellenmesine neden olabilir. (57). UNMK hiicre hattinda apoptoz mekanizmalarimnin
diizenlenmesinde en 6nemli faktdrlerden biri niikleer faktor kappa B (NF-«kB) proteinidir.
NF-xB, cesitli hiicresel uyarilara yanit veren ve apoptozu diizenleyen bir transkripsiyon
faktoriidiir. UNMK hiicre hattinda, NF-xkB’nin aktivasyonu, hiicrenin apoptozu

Onlemesine ve hiicrenin hayatta kalmasina neden olabilir (58).

UNMK hiicre hattinda apoptozisin baslatilmas: igin mitojenle aktive edilmis
protein kinaz (MAPK) yolaklarina ihtiya¢ duyuldugu gosterilmistir. MAPK yolagi, hiicre
bliytimesi, boliinmesi ve apoptoz gibi siiregleri diizenleyen bir dizi protein kinazdan
olusur. UNMK hiicre hattinda MAPK yolaginin inhibe edildigi durumlarda, apoptozisin
baslatilmasi ve hiicrenin 6liimii artar. (59). Bcl-2 ailesi proteinleri, p53 geni ve kaspazlar
da apoptoz diizenlenmesinde rol alir. Bcl-2 ailesi proteinleri, mitokondriyal membran

potansiyelinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayarak apoptozu diizenler. P53 geni,
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DNA hasarina yanit olarak apoptozu diizenler ve hiicrenin hasarli DNA’y1 tamir etmeden
once 0lmesini saglar. Kaspaz ailesi ise hiicresel apoptozisin temel enzimatik bilesenleri

olarak bilinirler. Bu enzimler, programli hiicre 6liimiinii yonlendirir ve apoptozis siirecini
baslatir (60).

Uclii negatif meme kanseri hiicre hatti, hiicre 6liimiinii saglayan apoptoz
mekanizmalarini etkisizlestirerek kanser hiicrelerinin yasamini siirdiirmesine olanak
tanir. Bu hiicre hattindaki apoptoz engelleyici mekanizmalar, Bcl-2 ailesi proteinlerinin
asir1 iiretimi, apoptozu baskilayan sinyal yolu bozukluklar1 ve DNA hasar1 onarimindaki
eksiklikleri igerir. Ek olarak, UNMK hiicreleri immiin hiicre ataklarina ragmen, immiin
sistem tarafindan yonlendirilen apoptozu etkisiz hale getiren ¢esitli stratejilerle bu hiicre
oliimiinii &nleyebilirler. UNMK hiicre hattindaki apoptozu artirmak igin farkli tedavi
yaklagimlar1 arastirilmaktadir. Bu baglamda, Bcl-2 ailesi proteinlerini hedef alan ilaglar
veya apoptoz sinyal yollarin1 uyarici ilaglar gibi tedaviler gelistirme c¢abalari
bulunmaktadir (37).

2.24.2. UNMK hiicre hattinda apoptoza direnc mekanizmalar::
Apoptozun gerceklesmesi i¢in, Sekil 2.2'de gosterildigi gibi, iki temel yol bulunmaktadir.
I¢sel yolda, hiicre icindeki stres veya DNA hasar sinyalleri gibi i¢sel faktdrlerle apoptozu
baslatir. Digsal yolda ise hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine baglanan dissal sinyal
molekiilleri apoptozu baslatir. UNMK hiicre hattinda apoptoz mekanizmalarimi
diizenleyen faktorlerin bircogu hiicre i¢i reseptor-sinyal yollariyla baglantilidir (61).
UNMK hiicre hattindaki reseptor-sinyal yolagi bozukluklari, p53 mutasyonlari, kaspaz
anlatiminin azalmast ve BCL-2 ailesindeki protein anlatimlar1 goriilmektedir. Bir
calismada, UNMK hiicre hattinda EGFR sinyal yolaginin asir1 aktive oldugu ve EGFR
inhibitdrlerinin apoptozu artirdigi gosterilmistir (62). Baska bir calismada ise UNMK
hiicre hattinda p53 geninin sik mutasyona ugradigi ve bu mutasyonlarin hiicre hattin
apoptozu dnlemesine neden oldugu gdsterilmistir (63). Ayrica, UNMK hiicre hattinda
kaspaz-3,6 ve 9 anlatiminin azaldigi ve bunun da hiicre hattin apoptozu 6nlemesine neden
oldugu gosterilmistir (64). BCL-2 protein ailesinde, anti-apoptotik ve pro-apoptotik
proteinler bulunur. Anti-apoptotik proteinler hiicrenin oliimiinii engellerken, pro-

apoptotik proteinler apoptozu tetikler.
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Sekil 2.2: Apoptoz mekanizmasi (61)’den alinarak diizenlenmistir.

BCL-2 ve BCL-XL gibi anti-apoptotik proteinler, hiicrenin dliimiinii engelleyerek
tiimor biiyiimesini destekler. Ancak, BAX ve BAK gibi pro-apoptotik proteinler UNMK
hiicre hattinda apoptozu baslatarak tiimér bilyiimesini engeller. Ozellikle BAX
proteininin artirilmis ifadesinin UNMK hiicre hattinda apoptozu artirdigi ve tiimor
biiyiimesini azalttig1 gosterilmistir (65). BCL-2 ailesi proteinlerinin fazla iiretilmesi ise
apoptozun engellenmesine yol agar. Bagka bir ¢alismada ise MCL-1 ve BCL-XL gibi
BCL-2 ailesi proteinlerinin fazla iiretildiginin, UNMK hiicrelerinin apoptozu

engellemesine neden oldugu gosterilmistir (66).

2.2.4.3. UNMK hiicre hattinda nekroz mekanizmasi:

Nekroz, hiicrenin zararli bir uyaran veya olumsuz bir ¢evre kosulu ile
karsilagmas1 sonucu hiicre zarmin bozulmasi ve hiicre ig¢indeki yapilarin dagilmasiyla
karakterize edilen bir 6lim seklidir. Bu 6liim sekli, inflamatuar cevaplara ve dokusal
hasara neden olabilir. UNMK hiicre hattinda, nekrozun ¢esitli patolojik kosullarla iliskili
oldugu gésterilmistir (67). Baz1 arastirmalar, UNMK hiicre hattindaki nekroza, oksidatif
stres, endoplazmik retikulum stresi, mitokondriyal islev bozuklugu ve DNA hasar1 gibi

cesitli mekanizmalarin neden oldugunu gostermektedir (68,69).
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2.2.4.4. UNMK hiicre hattinda otofaji mekanizmasi: UNMK hiicre hatti,
hiicre 6liim mekanizmasi olarak otofajiyi kullanma yetenegine sahiptir. Otofaji, hiicrenin
hasarli proteinleri, bozulmus organelleri ve diger hiicresel malzemeleri hedef alarak onlar1
parcalayarak ortadan kaldirdig1 bir siiregti. UNMK hiicre hattinda otofaji, farkli
mekanizmalar araciligiyla diizenlenir. Genelde hiicresel gereksinimlere gore ayarlanan
otofaji, Ozellikle besin eksikligi veya stresli kosullar altinda artarak devreye girer (70).
UNMK hiicre hattinda otofajinin arttirilmasi, kanser hiicrelerinin &liimiinii tesvik edebilir
ve tedaviye katki saglayabilir. Bu baglamda, otofaji lizerindeki etkilerin anlagilmasi,
UNMK'nin tedavisinde potansiyel bir strateji olarak degerlendirilebilir. Yapilan
calismalarda, UNMK hiicre hattinda otofajinin PI3K/Akt/mTOR yolag: araciligryla
inhibe edildigini ve bazi hiicre sinyal yollar1 araciligiyla diizenlendigini gostermektedir.
Bu sinyal yollar1 arasinda PI3K/Akt/mTOR yolagi, MAPK sinyal yolu ve JNK sinyal
yolu yer almaktadir. Bu sinyal yollar;, UNMK hiicre hattinda otofaji siirecini kontrol eden
mekanizmalardir (54,71).

2.2.5. UNMK ve Hiicre Dongiisii Iligkisi

Hiicre dongiisii, hiicrelerin biiylimesi, boliinmesi ve yenilenmesini diizenleyen
karmasik bir siirectir. Bu siireg, siki bir sekilde kontrol edilen asamalardan olusur. Hiicre
dongiisii kontrol noktalari, hiicrenin gecisini denetleyen ve hatali ya da hasarli hiicrelerin
boliinmesini engelleyen mekanizmalardir. Bu kontrol noktalari, hiicrenin DNA hasari,
replikasyon hatalar1 veya diger anormallikler gibi durumlarimi algilar ve hiicrenin
boliinme stirecini durdurur veya geciktirir. Kanser, bu kontrol noktalarinin bozulmasi
sonucu ortaya cikabilir. Hatali kontrol noktalari, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
bolinmesine ve kanser hiicrelerinin olusumuna yol agabilir (72). Bu nedenle, hiicre
dongiisii kontrol noktalarinin kanserdeki roliinlin anlasilmasi, kanser mekanizmalarini

anlamak ve tedavi stratejileri gelistirmek agisindan hayati 6neme sahiptir.

Hiicre dongiisii, genellikle siklinler ve siklin bagimli kinazlar (CDK’ler) olarak
adlandirilan protein kompleksleri tarafindan diizenlenir (73) . UNMK hiicre hattinda ise,
hiicre dongiisii diizenlemesi bozularak kanser hiicre hattinin ¢ogalmasini tesvik
etmektedir. CDK4/6 ve CDK2 gibi belirli CDK'ler, hiicre dongiisii ilerlemesi igin
gereklidir ve UNMK hiicre hattinda bu CDK'lerin aktivasyonu artmaktadir (74). Bu
durum UNMK hiicre hattinin hizli béliinmesine ve ¢ogalmasina yol agar (75). CDK 'leri

hedefleyen ilaglar gibi hiicre déngiisii diizenleyici ilaclar kullanilarak UNMK hiicre
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cogalmasi engellenmeye calisilabilir. Bu ilaglar, hiicre dongiisiine miidahale ederek

hiicrelerin boliinmesini durdurur ve kanser hiicre hattinin biiyiimesini engeller (76).

2.3. DOGAL BILESIiKLERIN ANTi-KANSER OZELLIKLERi

Geleneksel kanser tedavileri, kanser hiicreleri kadar saglikli hiicrelere de zarar
vermekte ve ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Bu nedenle, dogal bilesikler kanser
tedavisinde daha sik tercih edilir hale gelmektedir (77). Dogal bilesikler, bitkiler,
meyveler, sebzeler ve bazi mantarlar gibi dogal kaynaklardan elde edilen organik
bilesiklerdir (78). Dogal bilesiklerin kanser tedavisinde tercih edilmesinin birkag farkli
nedeni vardir. Oncelikle, dogal bilesiklerin, kanser hiicre hattinin biiylimesini durdurmak
veya Oldirmek igin etkili olabilecek bir dizi biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Ornegin, bazi bitkisel bilesikler antioksidan, anti-enflamatuar ve anti-
kanser etkilere sahiptir (79,80). Ikinci olarak, dogal bilesiklerin yan etkileri, geleneksel
kanser tedavilerine gore daha azdir (77). Bu nedenle, dogal bilesikler kanser tedavisi i¢in
daha az riskli bir segenek olarak kabul edilirler. Son olarak, dogal bilesikler daha ucuz ve
daha kolay erisilebilir olduklar i¢in tercih edilmektedir. Geleneksel kanser tedavileri,

maliyetli olmasinin yani sira ulagim agisindan zorlu siiregler gerektirmektedir (81).

2.3.1. UNMK Uzerinde Dogal Bilesiklerin Temel Molekiiler Hedefleri

UNMK iizerinde dogal bilesiklerin etkileri ve molekiiler hedefleri iizerine yapilan
caligmalar olduk¢a yeni olmakla birlikte, bazi1 molekiiler hedefler ve etkileri
belirlenmistir. Bunlardan bazilar1 asagida verilmistir. Ornegin, bazi dogal bilesikler,
ozellikle flavonoidler, CDK aktivitesini inhibe ederek hiicre cogalmasini durdurabilir ve
UNMK hiicre hattinda apoptozu tetikleyebilir (82). NF-xB, hiicrelerdeki enflamatuar
yanitin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve kanser gelisiminde de rol aldigi
diisiiniilmektedir. Baz1 dogal bilesikler, NF-kB sinyal yolunu inhibe ederek UNMK hiicre
hattinda apoptozu tetiklemektedir (83). Tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a,) hiicre 6limii
sinyallemesinde dnemli bir role sahiptir. Hiicreler arasinda iletisim saglayan bir protein
olan sitokin olarak da bilinir. Baz1 dogal bilesikler, TNF-a salinimini artirarak ve TNF-a
reseptorlerini hedefleyerek UNMK hiicre hattinda apoptozu tetiklemektedir (84).
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2.3.2. Anti-Kanser Ozellikli Dogal Bilesikler

Paklitaksel, bitki kaynakli dogal tirinler arasinda one ¢ikan etkili bir bilesiktir ve
Pasifik kizilgam agacinin kabugundan elde edilir. Ozellikle meme kanseri, over kanseri
ve akciger kanseri gibi kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan bir ajandir. Paklitaksel,
kanser hiicrelerinin bdliinme siireglerini etkileyerek biiylimelerini engelleyen bir
mekanizma tizerinden etki gosterir. Bu 6zelligi nedeniyle kanser tedavilerinde kullanimi

yayginlasmustir ve klinik uygulamada etkili sonuglar elde edilmesini saglar (85).

Vinblastin, ¢obangantasi bitkisinden elde edilen bir alkaloiddir ve lenfoma, beyin
kanseri ve akciger kanseri tedavisinde kullanilir (86). Vincristin, Madagaskar giilii
bitkisinden elde edilen bir alkaloiddir ve lenfoma, beyin kanseri ve cocukluk ¢agi
kanserleri tedavisinde kullanilir (87). Cin tibbinda kullanilan Cin'e 6zgii bir aga¢ olan
“Camptothecin” agacimin kabugundan elde edilen bir bilesik olup kolorektal kanser,

akciger kanseri, meme kanseri ve over kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (88).

Biberiye, "Rosmarinus officinalis" adli bitkinin yapraklarindan elde edilen
Akdeniz bolgesinde yetisen ve yaygin kullanilan bitkisel bir baharattir. Yemeklerde
tatlandiric1 olarak kullanilmasinin yani sira tibbi amaglar i¢in de kullanilmaktadir (89).
Hafiza arttirici, antioksidan ve anti-enflamatuar 6zellikleri, bagisiklik sistemi tizerinde
olumlu etkileri, kan dolasimini arttirict etkileri ve sindirim sistemini destekleyici etkileri
bulunmaktadir (90). Ayrica, biberiye yagi, sag ve cilt bakimi triinlerinde de kullanilir

(91).

2.3.3. Rosmarinik Asit

Fenolik bilesikler, hidroksil gruplarinin aromatik benzen halkasina bagli oldugu
kimyasal bilesiklerdir. Bu yapilar1 sayesinde viicuda alindiklarinda aktif bilesiklere
doniisebilirler ve hiicre i¢cinde enzimler ve diger biyomolekiillerle etkilesime girebilme
potansiyeline sahiptirler (92). Hidroksisinamik asit (HSA) tiirevleri, sebze, meyve,
cekirdekler ve tahillarda dogal olarak bulunan bu fenolik bilesiklere bir Ornektir.
Fenilalanin (Phe) ve tirozin (Tyr), HSA sentez yolunun baslangic molekiilleri olarak
kullanilir. Bu sentez yolundan elde edilen ferulik asit, kafeik asit, RA ve kurkumin gibi
molekiiller, oncii molekiil olarak kullanilarak ileri metabolik yolaklarda c¢esitli
flavonoidler ve antosiyaninlere doniistliriilebilir. HSA tiirevleri, suda ¢0ozlinebilir

molekiiller olduklari i¢in agiz yoluyla alindiklarinda biyoyararlanimlar1 oldukga etkili ve
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hizlidir (92). Bitki kaynakli HSA tiirevi bilesikler, sinirli veya ihmal edilebilir yan etkileri
olmalarinin yani sira kanser hiicrelerine kars1 etkili olduklar1 bilinmektedir. Bu nedenle,
son zamanlarda geleneksel tedavilere alternatif veya tamamlayici olarak kullanilmak

tizere aktif olarak arastirilmaktadir (92).

Hidroksisinamik asit tiirevleri arasinda, hiicre igine yliksek oranda alinabilen
molekiiller arasinda yer alan RA, Lamiaceae familyasina ait bitkilerden elde edilebilir.
Bu bitkilerin ugucu yaglarindan faydalanilan ve &zellikle biberiye (Rosmarinus
officinalis) bitkisinden izole edildigi i¢in "rosmarinik asit" olarak adlandirilmaktadir. RA,
molekiiler alim oran1 yiiksek olan bir bilesik olarak one ¢ikar. Nane, adagayi, kekik ve
biberiye gibi bazi bitkilerde bol miktarda RA bulunur. Kimyasal formiilii C1gH160g’dir
ve fenolik asitlerin bir alt grubudur. RA’nin en 6nemli kimyasal 6zellikleri arasinda
antioksidan, anti-enflamatuar ve antiviral etkileri bulunur (93). Ayrica, bagisiklik

sistemini giiclendirdigi ve beyin fonksiyonlarini artirdig1 da gosterilmistir.

Sekil 2.3’te goriildiigii tizere RAnin ¢esitli kanser tiirlerinde etkili olabilecegi ve
molekiiler hedefleri vardir. Yukar1 ok (1) sembolii RA’nin bu hedefler {izerinde pozitif
etkiler yarattigint ve onlart artirdigini gosterir. Bu, genellikle hedef proteinlerin
aktivasyonu veya gen ifadesinin artmasi anlamina gelir. Asagi ok (|) sembolii ise RA’nin
bu hedefler lizerinde negatif etkiler yarattigin1 ve onlar1 azalttigini gosterir. Bu durumda,
genellikle hedef proteinlerin inhibisyonu veya gen ifadesinin azalmasi anlamina gelir.
Bilgiler dogrultusunda RA farkli kanser tiirlerindeki etkisini anlamak ve potansiyel tedavi

stratejileri gelistirmek i¢in kullanilabilir (95).
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Sekil 2.3: Cesitli kanser tiirlerinde RA'nin molekiiler hedefleri (95)’ten alinarak

diizenlenmistir.

2.3.4. RA’nin UNMK Uzerindeki Anti-Kanser Etkileri

RA’nin, UNMK hiicre hattinda cesitli hiicresel sinyal yolaklarmi ve gen
ifadelerini etkileyerek anti-kanser etki sergiledigi bulunmustur (94). RA, UNMK hiicre
hattinda NF-xB sinyal yolaklarin1 inhibe ederek anti-enflamatuar etki gosterir. Ayrica,
RA, UNMK hiicre hattinda apoptozu artiran kaspaz-3 ve kaspaz-9 genlerinin ifadesini
arttirir. UNMK hiicre hattinda c-Myc, cyclin D1 ve Bcl-2 gibi baz1 onkogenlerin ifadesini
azaltirken, tiimor baskilayict genlerin (p21, p27, ve PTEN) ifadesini arttirmaktadir (95).
Gen ifadesi degisiklikleri kanser hiicre hattinin biiyiime ve ¢ogalmasini engelleyebilir. Bu
nedenle, RA’nin UNMK iizerindeki hiicresel sinyal yolag1 ve gen ifadeleri iizerindeki

etkileri, UNMK 'nin tedavisi i¢in umut verici bir strateji olmaktadir (96-98).
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2.3.4.1. RA ile yapilan ¢cahismalar: RA {izerine yapilmis klinik ¢alismalarin
sayis1 heniiz ¢ok azdir ve ¢ogunlukla hayvan modelleri tizerinde ¢alisilmistir (99). RA ile
ilgili yapilan klinik ¢alismalarin biiyiik bir kismi, bitkisel bilesiklerin RA tedavisindeki
potansiyelini incelemek {iizere insanlar iizerinde gerceklestirilmistir. Bir 6rnek olarak,
kekik ve adagay1 6ziitleri iceren bir ¢alismada, diyabetik hastalarda kan sekeri seviyelerini
diisiirmede etkili olduklar1 goriilmiistiir. Bagka bir arastirmada ise bu bitkisel 6ziitlerin
Alzheimer hastalarinda biligsel fonksiyonlar iyilestirdigi ortaya konmustur. Ayrica, RA
iceren bitkilerin atopik dermatit gibi bazi cilt hastaliklarinda da olumlu etkiler
gosterebilecegini gosteren calismalar mevcuttur. Ancak, bu calismalarin ¢ogunlugu,
insanlar tizerinde RA'nin etkilerini degil, RA igeren bitkisel bilesiklerin etkilerini

incelemeye yoneliktir (99,100).

2.3.4.2. RA tiirevli ilaclarla yapilan cahsmalar: RA’nin disiik
biyoyararlanimi ve kisa yar1 6mrii nedeniyle, bu bilesigin tedavide kullanimi sinirhdir.
Bu nedenle, RA molekiilii lizerinde yapilan degisiklikler, biyoyararlanimi arttirarak
tedavi etkinligini arttirabilir (98). RA tiirevleri, hiicre i¢indeki baz1 avantajlara sahiptir.
Ornegin, lipofilik RA tiirevleri, hiicre i¢inde daha iyi ¢dziiniirliige sahip olur ve bu da
hiicrelere daha kolay girmelerini saglar. Bir baska calismada, 6zelikle RA tiirevlerinden
propil ve heksil esterlerin anti-bakteriyel aktiviteyi arttirdigi bulunmustur (101). RA
tiirevleri ile ilgili yapilan bir ¢alismada anti-tiimor etkisi, bir bagka ¢alismada ise insan

herpes viriisleri tizerinde giiglii antiviral aktiviteleri gosterilmistir (89,102,103).

Bir c¢alismada ise RA metil esterin, vaskiiler diiz kas hiicre (VSMC)
proliferasyonunu inhibe etme mekanizmasinin agiklandigi belirtilmektedir. CDK2, hiicre
dongiisiinde 6nemli bir rol oynayan bir enzimdir ve Retinoblastoma (Rb) proteininin
fosforilasyonunu etkiler. RAME, CDK2 inhibisyonu yoluyla Rb proteininin
fosforilasyonunu azaltarak hiicre hattin Go/G: fazinda durmasini saglamistir. Bu
durumda, hiicre hattin proliferasyonu durdurularak ve VSMC proliferasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir (104).

Kanser arastirmalarinda, UNMK iizerinde cesitli molekiiler yolaklari, hiicre
canliligin, apoptoz mekanizmalarini ve ilgili etkileri incelemislerdir. Ornegin, UNMK'de
yapilan calismalar, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin asir1 aktivasyonunun tiimor gelisimine
neden oldugu gdsterilmistir (105). Ayrica, UNMK hiicre hattinda PI3K/Akt/mTOR

yolaginin asir1 aktif oldugu, bu da hiicre canliligimi artirdig1 ve apoptozu engelledigi
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belirlenmistir (106). Buna ek olarak, UNMK'de p53 gen mutasyonlarinin yaygin oldugu
ve p53 eksikliginin apoptoz mekanizmasini etkiledigi saptanmistir (107).

RA'nin, karboksilik gruptaki negatif yiik olmasi nedeniyle hiicre zarindan gegmesi
engellenir. Ancak, lipofilik RA ester tiirevleri plazma zarindan kolayca igeriye yayailir.
Hiicre iginde bulunduklarinda, bu ester tiirevleri spesifik olmayan esteraz enzimleri
tarafindan hidrolize edilir. Hidroliz reaksiyonu, ester baginin su molekiilleriyle tepkimeye
girerek asit ve alkole ayrismasini saglar. Sekil 2.4’te goriildiigi gibi, hidroliz sonucunda
RA elde edilir ve hiicre zarindan disariya difiizyon yapamaz, hiicre iginde birikir. Bu
sebepten dolay1 RA tiirevleri ile ¢alisilmaktadir (108).

RosA RosA-ester g

Sekil 2.4: RA ve esterlerin hiicre i¢ine alimi1 (109)’dan alinarak diizenlenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Tez galigmasi boyunca deneylerde kullanilan kimyasallarin bilgileri Tablo 3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan kimyasallarin listesi

Kimyasal ad1 Marka Katalog numarasi
RPMI Medium 1640 (1x) Gibco 21875-091
e SR SO Lorz
Fetal Bovine Serum Diagnovum D154-100ml
Dulbecco's PBS (1X) Capricorn PBS-1A
Penisilin-Streptomisin Sigma Aldrich P4333-100ml
Trypsin- Edta Solution Sigma Aldrich T4049-100ml
Dimethyl Sulfoxide Honeywell 41640-11
Ethanol Absolute Isolab 920.026.2500-2.5
Metanol Honeywell 24229-2.5L
Kristal Viyole Biobasic Cb0331
Rosmarinik Asit BiosynthCarbosynth Fr02310
Triton X-100 Biobasic 9002-93-1
izopropil Alkol Zag Kimya Z5.100280.1000
I%gtre?ﬁf; gi‘;" TimePCR \jepenthe NP041010210 - 1 mL
Onescript® Plus cDNA Abm G236

Synthesis Kit
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Tablo 3.1 (devam)

Resazurin RD Systems AR002
Rnase A Sigma 10109142001
Propidyum Iyodiir

Annexin V-FITC/PI Elabscience E-CK-A211
Sodium Chloride Isolab- 1kg 7647-14-5
Ambion Nuclease Free Water  Invitrogen Am9938

Cell Basement Membran Atcc Acs-3035
Sodium Azide Biobasic S2002
Copper (1) Sulfate Biobasic Cdb0063

Pentahydrate

3.2. SARF MALZEMELER VE KULLANILAN CiHAZLAR

Calismada kullanilan sarf malzemelerin marka ve katalog numaralar1 Tablo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan sarf malzemelerin listesi

Sarf Malzemeler Marka Katalog numarasi
Pipet u¢lar1 (10 pL) Eppendorf 20221216

Pipet uclar1 (200 pL) NEST 302106

Pipet uglar1 (1000 plL) KIRGEN KG1313

Serolojik pipet (5 mL) Greiner bio-one 606180/5 mL
Serolojik pipet (10 mL) Greiner bio-one 607180/10 mL
Serolojik pipet (25 mL) Greiner bio-one 760180/25 mL
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Tablo 3.2 (devam)

Kriyotiip (2 mL)

Greiner Bio-One

Thoma Lami

6 Kuyucuklu Steril Plate Greiner Bio-One 657160

96 Kuyucuklu Steril Plate  Nest

Transwell Plate Costar 3422

PCR Microplate Labselect Mp-96-Hs-0200
PCR Plate Sealing Film Nest 410001
ﬁ]alil)triﬁij Tiipleri (1,5-2-5 Isolab

Siringa

Siringa Filtresi

25cm? ve 75cm? Flasklar Greiner Bio-One Ct-002-50a
Parafilm Isolab Pm-996

Deney stlireci boyunca kullanilan cihazlarin marka ve model isimleri Tablo 3.3’te

verilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan cihazlarin listesi

Hassas Tart1

Ohaus

H15221-H15222
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Invert Mikroskop Motic AX-224

Mikrodalga Firin Samsung AE2000
Allegra X-30R Centrifuge Beckman Coulter ME87M
Santrifiij HERMLE Allegra X-30R

Tablo 3.3 (devam)

Otoklav Hirayama MTC-100
Mikropipet Seti (10, 100,

1000 L) Brand HV50-L

Invert Microscopy Carl Zeiss Transferpette-S

The Personal Automated Lab

Assistan (Paula) Leica Microsystems

Saf Su Cihazi MES H-IMS-50
Biyogiivenlik Kabini Bioair MP Minipure
Orbital Calkalayici Heidolph Safe Mate EZ 1.2
Buzdolab1 Vestel Unimax 1010
Cok Kanalli Pipet Rainin
Isiticili manyetik karistirict Heidolph MR Hei-Tec

3.3. HUCRE KULTURU

MDA-MB-231 (ATCC: HTB-26) hiicre hatti, 51 yasindaki bir kadindan elde
edilen metastatik meme adenokarsinomunu temsil eder. Bu hiicre hatt1 yapiskan ve
epitelyal yapiya sahiptir ve ER, PR ve HER2 i¢ermedigi i¢in oldukca agresif ve invaziv
bir 6zellik sergiler. RPMI-1640 bazal besiyerine %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1
penisilin/streptomisin ilavesiyle MDA-MB-231 hiicre hattinin besiyeri hazirlandi.

Hiicreler, 37 °C sicaklikta ve %5 COzigeren inkiibator ortaminda kiiltiirlenerek ¢cogaltildi.
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Hiicre kiiltiirii islemleri, steril bir kabin i¢inde gergeklestirildi ve kabinde kullanilan tim

malzemeler %70'lik etanol ile sterilize edildi.

MCF-10A (ATCC: CRL-10317), 1984 yilinda 36 yasindaki beyaz bir kadinin
meme dokusundan elde edilen bir epitel hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, Michigan Kanser
Vakfi tarafindan muhafaza edilmektedir. MCF-10A normal meme epitel hiicre hatti, %1
penisilin-streptomisin, %2 fetal sigir serumu (FBS), 5 ng/ml epitel biiylime faktori
(EGF), 0,5 pg/mL hidrokortizon, 5 pg/mL insulin, 50 pg/mL sigir hipofiz ekstresini
iceren Mammary Epithelial Growth Basal Medium (MEGM) besiyeri igerisinde 37 °C

sicaklikta ve %5 CO2 ortaminda kiiltiirlenmektedir.

3.3.1. Hiicre Cozdiirme

Kriyotiip iginde DMSO ile dondurulmus hiicreler hizli bir sekilde ¢oziilmesi i¢in
37°C'ye ayarlanmis su banyosunda birka¢ dakika bekletildi. Coziilen hiicreler, i¢cinde 4
mL RPMI-1640 besiyeri bulunan falkon tiipiine aktarildi. Santrifiij, 1300 rpm hizinda ve
4 dakika siireyle uygulandi. Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant kismi atildi. Elde
kalan hiicre pelleti, 1 mL besiyeri i¢inde ¢o6ziildii. Ardindan, 4 mL besiyeri iceren T-25
hiicre kiiltiirii flaska i¢ine hiicreler aktarildi. Bu hiicreler, 37 °C sicaklik ve %5 COziceren

inkiibator ortaminda kiiltiirlenerek ¢ogaltildi.

3.3.2. Hiicre Besiyeri Degisimi ve Pasajlama

Hiicreler, mikroskop altinda yogunluklarina bagl olarak incelendi ve besiyeri
degisimi veya pasaj islemleri uygulandi. Besiyeri degisimi i¢in, besiyeri 1sitilarak 37°C'ye
ayarlanmis su banyosunda 1s1tild1. Flask igerisindeki eski besiyeri uzaklastirildiktan sonra
yeni besiyeri eklenerek islem gergeklestirildi. Hiicre hattinin yogunlugu %70-80
seviyesine ulastiginda pasaj islemleri gergeklestirildi. Bu islemler icin besiyer, PBS ve
tripsin, sicak su banyosunda 1sitildi. Flask igerisindeki besiyeri uzaklastirdiktan sonra,
icerisinde kalsiyum ve magnezyum bulunmayan 2 mL PBS ile yikama yapildi. T-25 flask
icin 500 pL Tripsin-EDTA eklenerek 3-4 dakika boyunca inkiibatérde bekletildi. Hiicre
hattinin flask ylizeyinden kalkip kalkmadigi, mikroskop ile kontrol edildi. Tripsin islemi
sonrast, kullanilan Tripsin-EDTA miktarinin 3 kat1 kadar RPMI-1640 besiyeri eklenerek
tripsin inaktive edildi. Flasklarin {izerine hiicre hattinin adi, tarih ve pasaj numarasi
yazildi. Hiicreler uygun kosullarda biiytimeleri i¢in inkiibatore konuldu. Ayni islemler

MCF-10A hiicre hatt1 igin de MEBM besiyeri ortaminda gerceklestirildi.

26



3.3.3. Hiicre Dondurma

Stoklanacak MDA-MB-231 hiicreleri, 2 mL'lik kriyotiiplerde, serumlu besiyerine
eklenmis %10 DMSO ortaminda donduruldu. MCF-10A hiicre hatt1 ise %7.5 DMSO
ortaminda donduruldu. Kriyotiipler, hiicre dondurma islemi sirasinda her dakika -1°C'ye
sogutulmasi amaciyla “Corning CoolCell” igerisinde -80°C'ye yerlestirildi. Bu yontemle,

hiicreler agamali ve kontrollii bir sekilde donduruldu.

3.3.4. Hiicre Sayim

Hiicre ekimi agamasini i¢ceren ¢alismalarda, her bir kuyucuga esit miktarda hiicre
hattinin dagitilmas1 amaciyla hiicre sayimi gergeklestirildi. Hiicre sayimi igin,
tripsinizasyon isleminden sonra 10 pL hiicre Thoma lamina damlatilarak ters mikroskop

altinda sayim yapildi. Hiicre sayim1 hesaplamasi, Denklem 3.1'e gore yapildi.
Konsantrasyon (hiicre/mL) = (Hiicre sayist) / 4 X Diliisyon faktori x 10* (3.1)

3.4. HUCRE COGALMASI ANALIZi

Hiicre canliligi/sitotoksisite deneyleri Resazurin kullanilarak yapildi. Resazurin
(%10) besiyeri igerisinde seyreltildi. Hiicreler ilk dénce 96 kuyucuklu plakalara 5x10*
hiicre/kuyucuk olarak ekildi. Hiicreler bir giin bekletilerek 0- 200 pM doz araliginda RA,
RAME, RAEE, RABE ve RAPE ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edildi. 96
kuyucuklu plakanin her kuyucuguna Resazurin c¢ozeltisi eklendikten sonra, hiicreler
37°C’de %5 COz ortamli inkiibatorde 90 dakika inkiibe edildi. Canli hiicrelerin metabolik
aktivitesi sonucu agiga ¢ikan renk degisimi floresan ve plaka okuyucuda 560 ve 590 nm
dalga boylarinda spektrofotometrik olarak okutuldu. 1Cso hesaplamalari i¢in ¢evrimigi bir

ara¢ kullanilarak hesaplandi (127) .

Terapotik endeks hesaplamalari saglikli hiicre olarak MCF-10A ve kanserli hiicre
olan MDA-MB-231 hiicresinin ICso degerleriyle denklem 3.2°deki formiile gore
hesaplandi (109).

IC50 saglikli

gt s _ hiicre
Terapétik indeks = /150 kanserti hicre  (3-2)
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3.5. KOLONI OLUSTURMA

UNMK hiicre hatt: olan MDA-MB-231, 5x10? hiicre igeren bir kuyucuk plakasina
6 kuyucuk seklinde ekildi. Ertesi giin, hiicrelere RA, RAME ve RAEE esterleri 90 uM
konsantrasyonunda uygulandi. Hiicreler, 12 giin siiresince 37°C sicaklikta ve %5 CO2
iceren inkiibatdr kosullarinda tutuldu. Inkiibasyon sonrasinda besiyeri uzaklastirilarak
PBS ile yikama adimi1 yapildi. Daha sonra fiksasyon islemi icin, her bir kuyucuga soguk
%100 metanol (500 pL) eklenerek, +4°C'de 20 dakika boyunca bekletildi. 20 dakika
sonunda metanol uzaklastirildi ve hiicrelerin {izerine %0.1 kristal viyole boyas1 (500 pL)
eklendi. Hiicreler, oda sicakliginda 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda,
kuyular PBS ile yikandi ve fazla boyadan uzaklastirildi. Olusan koloniler, invert

mikroskop altinda goriintiilendi.

3.6. CiZIK YARA IYILESME DENEYI]

MCF-10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerinde RA ve RAME, RAEE
esterlerinin hiicre gogli lizerine etkileri ilk olarak yara iyilesme analizi ile karsilastirildi.
Hiicreler ilk once 6 kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre/kuyucuk olarak ekildi ve plaka
ylizeyinde %90 doluluk oranina geldikleri zaman 10 pL’lik pipet ucu ile kuyucugun
ortasina bir ¢izgi atildi. Besiyeri uzaklastirilip PBS ile yikama yapildiktan sonra RA,
RAME ve RAEE esterlerinin belirlenen ICso degerine gére 90 uM dozlar1 ile muamele
yapildi. Hiicreler 37°C’de %5°lik CO2 ayarl inkiibatorde bekletilerek 0, 6, ve 12. saatler
icerisindeki yara kapanma goriintiileri otomatik goriintii alma cihazi (PAULA, Leica) ile
kaydedildi. Ardindan, cihazda otomatik olarak hesaplanan “yara kapanma hiz1” degerleri

kaydedildi.

3.7. HUCRE GOCU VE ISTILASI DENEY1

Hiicre gogii ve istila deneyleri i¢in 24 kuyulu Transwell plakalari ve icerdikleri 8
um gozenek boyutlu polikarbonat zar iceren insertler kullanildi. Matrijel bir giin
oncesinden +4°C'de bekletildi. Mikropipet uglar1 ve eppendorf tiipleri 6nceden sogutuldu
ve kullanildi. Deneyin asamalar1 su sekilde gerceklestirildi. Ilk olarak, insertlerin icine 1
mg/mL Matrijel ¢ozeltisi 100 pL olarak eklendi. Transwell plaka, 37°C'de 30 dakika
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda Matrijel, pipet yardimiyla gekildi
ve uzaklastirildi. Insertlerin alt kismina, FBS igeren besiyeri ve 90 uM konsantrasyonlu

RA, RAME ve RAEE esterleri eklenerek (500 uL) dolduruldu. . Insertlerin iist kismina,
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FBS igermeyen besiyeri ortammda MDA-MB-231 hiicre hattindan 5x10* yogunlukta
hiicre (100 pL) ekildi. Ornekler, 48 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon

siiresinin sonunda insertler ¢ikarildi ve alt kisimdaki kuyucuklar yavas¢a PBS ile yikandi.

Yikama isleminden sonra her kuyucuga soguk %100 metanol (500 pL) eklendi.
Bu islem, hiicre hattin fiksasyonu i¢in +4°C'de 20 dakika boyunca bekletildi. 20 dakika
sonunda metanol uzaklastirildi ve hiicre hattin {izerine %0.1 kristal viyole boyasi (500
uL) eklendi. Hiicreler, oda sicakliginda 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda
kuyular PBS ile yikanarak fazla boyadan uzaklastirildi. Matrijel iizerinden go¢ eden

hiicreler invert mikroskop ile bakilarak kaydedildi.

3.8. HUCRE DONGUSU ANALIZi

MDA-MB-231 hiicre hatt1 6 kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre/kuyucuk ekildi.
Hiicreler bir giin bekletilerek RA, RAME ve RAEE ile 90 uM doz araliginda uygulama
yapildi. 48 saat inkiibasyon sonrasi tripsin ile hiicreler kaldirildi. Ardindan hiicreler
vorteks tizerinde buz soguklugunda %70 etanol damlatilarak fikse edildi ve -20°C’de
sakland1. Analiz i¢in, fikse edilen hiicreler 4°C sicaklikta, 300xg ve 5 dakika santrifiij
edildi. PBS ile yikama agamalarimin ardindan %0,1 Triton X-100 (500 uL) eklendi. Daha
sonra iki kez yikama adimi yapildi ve 6rneklere 100 pL propidyum iyodiir (PI) (50
ug/mL) ve 400 pL RNase A (100 pg/mL) eklendi. Ornekler oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildikten sonra FL3 filtresi ile 10.000 hiicre iizerinden hiicre akis sitometri

cihazinda analiz yapildi.

3.9. APOPTOZ/NEKROZ ANALIZi

Hiicrelerde meydana gelen apoptotik ve nekrotik olaylarin belirlenmesi amaciyla,
Annexin V-FITC/PI Apoptosis kit kullanildi. Ik énce MDA-MB-231 hiicre hatt1 6
kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre /kuyucuk ekildi. Hiicreler bir giin bekletilerek RA ester
tiirevleri ile belirlenen doz araliklarinda uygulama yapildi. 48 saat inkiibasyon sonrasi
tripsin ile hiicreler kaldirildiktan sonra hiicreler 4°C sicaklikta, 300xg ve 5 dakika
santrifiij edildi. PBS ile yikama adim1 yapildiktan sonra hiicre siispansiyonu i¢in her biri
5x10° hiicre olacak sekilde 1,5 mL’lik tiiplere ayrildi. Hiicreler 4°C sicaklikta, 300xg ve
5 dakika tekrar santrifiij edildi.

PBS ile yikama adimi1 yapildiktan sonra 500 pL. 1xAnnexin V-FITC baglanma
tamponu eklendi. Her tiipe 2.5 puL. Annexin V-FITC ve PI eklendikten sonra kisa bir
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vorteks yapilarak karanlik ortamda 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicre
akig sitometri cihazinda FL1 ve FL4 filtreleri kullanilarak 10.000 hiicre iizerinden

apoptotik ve nekrotik hiicre hattin yiizdesi belirlendi.

3.10. FLORESAN MIiKROSKOPU iLE HUCRE ALIMI ANALIZi

MDA-MB-231 hiicre hatt1 6 kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre/kuyucuk ekildi.
Hiicreler bir giin bekletilerek RA, RAME ve RAEE ile 90 uM doz araliginda uygulama
yapildi. 48 saat inkiibasyon sonrasinda floresan mikroskobu ile gériintii alind1. Ornekler
Leica Application Suite X programi ile FITC kanalinda 450-490 dalga boyunda uyarilma
ve 500-550 dalga boyunda emisyon ile 6l¢iim yapildi.

3.11. KANTITATIF GEN ANLATIM ANALIZi

UNMK hiicreleri RA, RAME ve RAEE ile muamele edildiginde apoptoz ve EMT
yolag ile iliskili genlerin (N-kaderin, Kaspaz 3, BCL-2, Slug) transkript diizeylerini
Olemek icin ger¢ek-zamanli PCR analizi yapildi. Calismada kontrol ve test grubu olmak
tizere 2 farkli grup kullanildi. Test grubuna, MDA-MB-231 hiicre hatt1 ile RA, RAME ve
RAEE esterlerinin 90 pM konsantrasyon doz uygulanirken, kontrol grubuna sadece

besiyeri eklenerek ayni islemler yapildi.

3.11.1. Total RNA izolasyonu

MDA-MB-231 hiicre hatlar1, 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 2x10°
hiicre/kuyu olarak 2 mL hacimde ekildi. MDA-MB-231 hiicreleri ekildikten bir giin
sonra, RA, RAME ve RAEE ile 90 uM konsantrasyoda 48 saat muamele edildi.
Inkiibasyon sonrast tripsin ile hiicreler kaldirildi. Santrifiij edilen hiicrelerin siipernatanti
tizerine 250 uL. PEG-Gold Trizol eklenip 50 pL kloroform eklenerek pipetaj yapildi. Oda
sicakliginda 15 dakika inkiibasyondan sonra, 4°C sicaklikta 12.000xg’de 15 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda {istteki RNA fazi yeni bir eppendorf tiipe alinarak
250 pL izopropanol alkol (soguk) ile yikama yapilarak. santrifiij edildi. Pellet %75 etanol
(500 pL) yikanip santrifiij islemi tekrar edildi. Kurutulan pellet miktarina bagli olarak 20-
25 uL RNaz icermeyen su eklendi. Ornekler kisa siireli saklama icin -20°C’de (1-2 giin)
uzun siireli saklama igin de -80°C’de (1-2 y1l) muhafaza edildi.
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3.11.2. RNA Konsantrasyon ve Safliginin Belirlenmesi

Niikleik asitlerin 260-280 nm dalga boyunda UV absorbanslar1 alinarak
konsantrasyon ve saflik degerleri dl¢iildi. MDA-MB-231 hiicre hatlarindan izole edilen

RNA o6rneklerinin konsantrasyon ve safliklar1 BioSpec-nano cihazi ile 6l¢iildii.

3.11.3. RNA Orneklerinden ¢cDNA Sentezi

Trizol ile elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi, OneScript Plus cDNA kiti
kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi. cDNA sentezi i¢in
250 pg RNA, 4 ul 5x RT buffer, 1 pl ANTP, 1 pl random primer ve 1 pl OneScript Plus
RTase kullanildi. 55°C’de 15 dakika inkiibasyondan sonra cDNA’lar elde edildi.
Inkiibasyon sonrasinda edilen cDNA’lar qPCR analizlerinde kullanilmak iizere -20 °C’de

sakland.

3.11.4. Ger¢ek Zamanh PCR

Hiicrelerin N-kaderin, Slug, Bcl-2, Kaspaz 3 genlerinin kantitatif anlatimi iizerine
etkileri belirlenmesi i¢in ger¢ek zamanli PCR yontemi kullanildi. Ger¢ek-zamanli PCR
reaksiyon karisimina; cDNA (250 ng), her bir primerden 0.25 pM, 2x SYBR Green
karisimindan 5 pL (1 X) eklenerek niikleaz icermeyen su ile toplam hacim 10 puL’ye
tamamlandi. 2X SYBR Green Real Time PCR Master Mix protokolii takip edildi.
Kullanilan primerlerden 5' ACATTAGAACTCACATGGGGAA 3’ ileri primer ve 5’
TGATCTGTCTGCAAAAGCCCT 3’ geri primer sekanslhi Slug primeridir. N-kaderin
primerinin 5> TCAGGCGTCTGTAGAGGCTT 3> ileri primer ve 5’
ATGCACATCCTTCGATAAGACTG 3° geri sekansidir. BCL-2 primerinin ise 5’
AGAGCAACCCAATGCCCGC 3’ ileri primer ve 5° CAACGAGGGGCCTGAGAGG 3’
geri primer sekansidir. Kaspaz3 primerinin 5° GGGAGCAAGTCAGTGGACTC 3' ileri
primeri ve 5 CCGTACCAGAGCGAGATGAC 3' geri sekansidir. “Housekeeping” geni
olarak kullanilan QuantiTect Primer Assays I8SRNA (Hs RRN18S 1 SG) referans gen

olarak kullanildi.

PCR reaksiyonu ilk 6nce denatiirasyon adimi i¢in 94° C’de 10 dakikalik 1 dongii
baslatildi. Primerlerin ilgili bolgelere baglanabilmesi i¢in 95° C’de 15 saniye, 53-59° C’de
30 saniye ve 72° C’de 30 saniye olarak 35 dongii devam ettirildi. Her primerin farkli
baglanma sicakliklar1 oldugu i¢in bu degerler ¢alisilan primere gore degistirildi. En son

adim olan sogutma asamasinda 72° C’de 5 dakika reaksiyon gergeklestirildi. PCR
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reaksiyonu sonrasinda 1s1 60° C’ye diistirtiliip tekrar kademeli olarak 95° C’ye arttirilarak
erime egrisi analizi ger¢eklestirildi. Gen ifade diizeyleri esik dongiisti degerleri tizerinden
hesaplanildi. Sonucglar 1I8SRNA ‘housekeeping’ genini anlatimina gére normalize edildi.
Hedef genlerin bagil ekspresyon seviyeleri delta delta CT (2-22Y yontemi kullanilarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIK DENEYi SONUCLARI

MCF-10A ve MDA-MB-231 hiicre hattinin 24, 48 ve 72 saat siiresince 0, 25, 50,
100, 150 ve 200 uM artan dozlarda RA ve esterleriyle muamele edilmelerinin ardindan,
hiicre canlilig1 yiizdesindeki degisikliklerin incelenmesi ve ICsp degerlerinin
hesaplanmasi amaciyla resazurin deneyi yapildi. Hi¢ doz uygulamas: yapilmamis olan
hiicreler kontrol grubu olarak %100 canli kabul edilmis ve farkli dozlarin uygulanmasi
sonucu yiizde canlilik, kontrol grubu ile kiyaslanarak hesaplanmistir. Resazurin analizi

ile ortaya ¢ikan sonuglardan ¢evrimigi bir web sitesi kullanilarak ICsp hesaplanmistir

(127).

Sekil 4.1°de goriildiigii tizere MDA-MB-231 hiicre hattinda 25, 50 ,100, 150 ve
200 uM artan konsantrasyonlarda 24 saat boyunca RA ile muamele edildiginde kontrol
grubuna gore sirastyla yaklasik %8, %9, %74, %94 ve %96 oraninda hiicre canliliginda
azalma gbzlemlendi. 48 saat boyunca RA ile muamele edildiginde ise sirastyla %3, %26,
%76, %98 ve %99 oraninda hiicre canliliginda azalma olmustur. 72 saat sonunda sonuglar

strastyla %23, %30, %74, %100 ve %100 oraninda hiicre canliliginda azalma goriildii.
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Sekil 4.1: MDA-MB-231 hiicre hattinda RA’nin hiicre canliligina etkisi
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Sekil 4.2°de goriildiigii iizere MDA-MB-231 hiicre hatt1 25 uM, 50 uM, 100 pM,
150 uM ve 200 uM 24 saat boyunca RAME ile muamele edildiginde kontrol grubuna
gore yaklasik olarak %3, %21, %22, %80, %92 oraninda hiicre canliliginda azalma
gozlemlendi. RAME ile 48 saat muamele sonrasinda sirasiyla %6, %25, %44, %79 ve
%97 oraninda hiicre canliliginda azalma olmustur. 72 saat sonunda ise %36, %47, %66,

%94 ve %100 oraninda hiicre canlilifinda azalma goriildii.
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Sekil 4.2: MDA-MB-231 hiicre hattinda RAME’nin hiicre canliligina etkisi

Sekil 4.3’te goriildiigii tizere MDA-MB-231 hiicre hattinda 25, 50 ,100, 150 ve
200 uM artan konsantrasyonlarda 24 saat boyunca RAEE ile muamele edildiginde kontrol
grubuna gore sirastyla yaklasik %15, %10, %18, %75 ve %86 oraninda hiicre canliliginda
azalma gozlemlendi. 48 saat boyunca RAEE ile muamele edildiginde ise sirastyla %19,
%23, %52, %91 ve %97 oraninda hiicre canliliginda azalma olmustur. 72 saat sonunda

ise %44, %46, %71, %97 ve %99 oraninda hiicre canliliginda azalma goriildii.
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Sekil 4.3: MDA-MB-231 hiicre hattinda RAEE’nin hiicre canliligina etkisi

Sekil 4.4’te goriildiigii tizere MDA-MB-231 hiicre hatt1 25 uM, 50 uM, 100 pM,
150 uM ve 200 uM 24 saat boyunca RAPE ile muamele edildiginde kontrol grubuna gore
yaklagik olarak %15, %16, %23, %50 ve %70 oraninda hiicre canliliginda azalma
gozlemlendi. RAPE ile 48 saat muamele sonrasinda sirastyla %24, %39, %54, %79 ve
%91 oraninda hiicre canliliginda azalma olmustur. 72 saat sonunda ise %50, %56, %74,

%91 ve %98 oraninda hiicre canliliginda azalma goriildii.
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Sekil 4.4: MDA-MB-231 hiicre hattinda RAPE’nin hiicre canliligina etkisi
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Sekil 4.5’te goriildiigii tizere MDA-MB-231 hiicre hatt1 25 uM, 50 uM, 100 pM,
150 uM ve 200 uM 24 saat boyunca RABE ile muamele edildiginde kontrol grubuna gore
yaklasik olarak %16, %30, %41, %64 ve %78 oraninda hiicre canliliginda azalma
gozlemlendi. RABE ile 48 saat muamele sonrasinda sirasiyla %21, %41,% 67, %82 ve
%94 oraninda hiicre canliliginda azalma olmustur. 72 saat sonunda ise %60, %69, %79,

%90 ve %97 oraninda hiicre canliliginda azalma goriildii.
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Sekil 4.5: MDA-MB-231 hiicre hattinda RABE’nin hiicre canliligina etkisi

Sekil 4.6’da goriildiigii tizere MCF-10A hiicre hatt1 25 pM, 50 uM, 100 uM, 150
uM ve 200 puM 24 saat boyunca RA ile muamele edildiginde kontrol grubuna gore
yaklagik olarak %1, %1, %4, %7 ve %9 oraninda hiicre canliliginda azalma gézlemlendi.
RA ile 48 saat muamele sonrasinda sirasiyla %1, %2, %6, %18 ve %22 oraninda hiicre
canliliginda azalma olmustur. 72 saat sonunda ise %5, %2, %10, %21 ve %30 oraninda

hiicre canliliginda azalma goriildii.
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Sekil 4.6: MCF-10A hiicre hattinda RA’nin hiicre canliligina etkisi

Sekil 4.7°de goriildigii tizere MCF-10A hiicre hatt1 25 uM, 50 uM, 100 pM, 150
uM ve 200 uM 24 saat boyunca RAME ile muamele edildiginde kontrol grubuna gore
yaklagik olarak %27, %29, %42, %48 ve %54 oraninda hiicre canliliginda azalma
gozlemlendi. RAME ile 48 saat muamele sonrasinda sirasiyla %25,% 42, %51, %64 ve
%064 oraninda hiicre canliliginda azalma olmustur. 72 saat sonunda ise %28, %40, %57,

%66 ve %79 oraninda hiicre canliliginda azalma goriildii.
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Sekil 4.7: MCF-10A hiicre hattinda RAME’nin hiicre canliligina etkisi
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Sekil 4.8’de goriildiigii tizere MCF-10A hiicre hatt1 25 pM, 50 uM, 100 uM, 150
uM ve 200 pM 24 saat boyunca RAEE ile muamele edildiginde kontrol grubuna gore
yaklasik olarak %31, %34, %48, %57 ve %68 oraninda hiicre canliliginda azalma
gozlemlendi. RAEE ile 48 saat muamele sonrasinda sirasiyla %41, %45, %63,% 77 ve
%88 oraninda hiicre canlilifinda azalma olmustur. 72 saat sonunda ise %41, %47,

%65,%86 ve %92 oraninda hiicre canliliginda azalma goriildii.
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Sekil 4.8: MCF-10A hiicre hattinda RAEE’nin hiicre canliligina etkisi

Sekil 4.9’da goriildiigii tizere MCF-10A hiicre hatt1 25 pM, 50 uM, 100 uM, 150
uM ve 200 pM 24 saat boyunca RAPE ile muamele edildiginde kontrol grubuna gore
yaklagik olarak %30, %28, %67, %78 ve %87 oraninda hiicre canliliginda azalma
gozlemlendi. RAPE ile 48 saat muamele sonrasinda sirastyla %45, %52, %74, %91 ve
%95 oraninda hiicre canliliginda azalma olmustur. 72 saat sonunda ise %43, %56, %81,

%96 ve %97 oraninda hiicre canliliginda azalma gorildii.
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Sekil 4.9: MCF-10A hiicre hattinda RAPE’nin hiicre canliliina etkisi

Sekil 4.10°da goriildiigii tizere MCF-10A hiicre hatt1 25 pM, 50 uM, 100 uM, 150
uM ve 200 uM 24 saat boyunca RABE ile muamele edildiginde kontrol grubuna gore
yaklagik olarak %30, %42, %70, %91 ve %98 oraninda hiicre canliliginda azalma
gozlemlendi. RABE ile 48 saat muamele sonrasinda sirasiyla %43, %57, %88, %95 ve
%99 oraninda hiicre canliliginda azalma olmustur. 72 saat sonunda ise %44, %57, %88,

%97 ve %99 oraninda hiicre canliliginda azalma goriildii.
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Sekil 4.10: MCF-10A hiicre hattinda RABE’nin hiicre canliligina etkisi
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Sekil 4.11’de MDA-MB-231 hiicre hattinda (a) RA, (b) RAME, RAEE, RAPE,
RABE 25,50, 100, 150 ve 200 uM doz ile muamele sonrasindaki IC50 degerleri sirasiyla
105,3, 96,1, 96,9, 68 ve 60,2 uM’dur.
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Sekil 4.11: MDA-MB-231 hiicre hattinda RA ve esterlerin 1Cso degerleri

Sekil 4.12°de goriildiigli iizere MCF-10A hiicre hattinda (a) RA, (b) RAME,
RAEE, RAPE, RABE 25, 50, 100, 150 ve 200 uM doz ile muamele sonrasindaki ICso
degerleri sirasiyla 389; 82,8; 46,3; 36 ve 34 uM’dir.
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Sekil 4.12: MCF-10A hiicre hattinda RA ve esterleri 1Cso degerleri

“Gereg ve Yontem” kisminda Denklem 3.2°de belirtildigi lizere terapotik endeks
saglikli meme hiicresinin ICso degeri ile meme kanser hiicresinin ICso degerine
oranlayarak bulunmustur. RA ve ester tiirevleri olan RAME, RAEE, RAPE ve RABE’nin
Tablo 4.1°deki terapdtik endeks hesaplamalari 15181nda en yliksek terapotik endekse RA
(3,7) ve RAME’nin (0,9) sahip oldugu belirlenmistir. Ilerleyen deneylerde, en iistiin
terapotik endekse sahip RA esteri olarak RAME belirlenmis ve alkil zincirinin
uzunlugunun artmasinin etkilerini incelemek amaciyla RAEE secilmistir. Bu dogrultuda,
calismalara RA, RAME ve RAEE bilesikleriyle devam edilmistir. [C50 degerlerinde RA,
RAME ve RAEE degerlerinde ortak bir deger olan 90 uM konsantrasyonu kullanilmistir.
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Tablo 4.1: MCF-10A ve MDA-MB-231 hiicre hattinda ICsg ve terapdtik endeksleri

1Cs0 (M) MCF-10A MDA-MB-231  Terapétik endeks
RA 389 105,3 3,7
RAME 82,8 96,1 0,9
RAEE 46,3 96,9 0,5
RAPE 36 68 0,5
RABE 34 60,2 0,6

4.2. MDA-MB-231 HUCRE HATTINDA KOLONIi OLUSUMU UZERINE
ETKIiSi

Negatif kontrol (NK), RA, RAME ve RAEE maddelerinin 90 uM konsantrasyon
dozundan sonra MDA-MB-231 hiicre hattindaki koloni olugturma potansiyeline etkisini
belirlemek amaci ile koloni formasyon deneyi gergeklestirildi. Sekil 4.13’te goriildiigii
tizere negatif kontrolde koloni olusumu goriiliirken RA, RAME ve RAEE o6rneklerinde
koloni olusumu gergeklesmemistir. Kontrol grubuna gore RA ve tiirevlerinin MDA-MB-

231 hiicre hattinda koloni olusumunu baskilayic etkileri oldugu gézlemlendi.

42



Negatif Kontrol

Sekil 4.13: Kolonilerin mikroskop goriintiileri

4.3. MDA-MB-231 HUCRE HATTINDA YARA IYILESMESINE ETKIiSi

Tez kapsaminda, MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde RA, RAME ve RAEE
esterlerinin etkilerini incelemek amaciyla yara iyilesme deneyleri gergeklestirildi. Sekil
4.14’te gorildigi iizere sonuglara gore 6. saatin sonunda yara kapanma yiizdeleri NK,
RA, RAME ve RAEE’de sirasiyla %62, %75, %79 ve %65 bulundu. Yara kapanma
yiizdeleri 12.saatin sonunda ise NK, RA, RAME ve RAEE o6rneklerinde sirasiyla %33,
%34, %73, %42’dir. Yara kapanma alanlar1, “ImageJ” programinda “wound healing tool”

kullanilarak hesaplandi.
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4.4 MDA-MB-231 HUCRE HATTINDA MiGRASYON YETENEKLERI

Istila deneyinin sonuglarina gore, NK ve RA drneklerinde matrijelden gegmis ve
yogun hiicre migrasyonunun gézlemlendigi tespit edildi. Sekil 4.15’e gore hiicre sayisi
NK, RA, RAME ve RAEE o6rneklerinde sirasiyla sirastyla 325 £20,42, 245 +19,15, 19 +
6,02 ve 19 + 1,52 hiicre bulundu. Sonuglar kontrol grubuna gore karsilagtirilinca yiizdelik
olarak sirasiyla %100, %75, %6 ve %6 hiicre invazyon orani hesaplandi. Boylelikle
matrijel-invazyon testi ile RA, RAME ve RAEE’nin MDA-MB-231 hiicre hattinda

invazyonu azalttigi belirlenmistir. Matrijelden gecen hiicreler, “Imagel” programi
kullanilarak analiz edildi.
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Sekil 4.15: Hiicrelerin goriintiileri (A) ve toplam hiicre sayis1 grafigi (B)
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4.5 MDA-MB-231 HUCRE HATTINDA HUCRE DONGUSU UZERINE
ETKIiSi

RA, RAME ve RAEE esterlerinin MDA-MB-231 hiicre hattindaki hiicre dongiisii
tizerine etkisi Propidyum iyodiir (PI) boyama sonrasi hiicre akis sitometrisi ile
incelenmistir. NK olarak PI ile boyanan doz muamelesi yapilmayan hiicreler kullanildi.
Pozitif kontrol (PK) olarak DMSO (%10) kullanildi. Sekil 4.16°daki sonuglara gore
NK’de Sub-Go fazinda %4,29 + 1,88, Go/G1 fazinda %53,35 + 11,9, S fazinda %13,85 +
1,42 ve G2/M fazinda 9%32,51 + 12,47 hiicre bulundu. Pozitif kontrol grubunda dongii
fazlarinda sirastyla %9,22, %62,37, %9,45 ve %22,10 oraninda hiicre gézlemlendi. RA
orneginde Sub-Gg fazinda %9,33 + 1,68, Go/G1 fazinda 56,86 + 0,91, S fazinda 12,86 +
1,36 ve G2/M fazinda %23,79 + 1,01 hiicre bulundu. RAME 6rneginde sirasiyla %11,31
+ 4,73, %50,97 = 5,09, %9,89 + 3,76 ve %30,38 + 0,45 hiicre goriildii. RAEE esterinde
ise Sub-Go fazinda %13,83 + 2,99, Go/G1 fazinda 49,94 + 4,41, S fazinda 12,17 + 2,56 ve
G2/M fazinda %26,78 + 1,40 hiicre gozlemlendi.
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Sekil 4.16: MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre dongiisii sekil (A) ve grafikleri (B)
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4.6 MDA-MB-231 HUCRE HATTINDA HUCRE OLUMU UZERINE
ETKISi

MDA-MB-231 hiicre hattinin akis sitometrisi sonuglarina gore NK 6rneginde
canl hiicre %96,59, erken apoptoz hiicre %2,11, gec apoptoz hiicre %1,16 ve nekroza
giden hiicre %0,13 olarak elde edildi. Pozitif kontrolde (DMSO), canli hiicre %74,08,
erken apoptoz %8,52, gec apoptoz %16,99 ve nekroz %0,40 oraninda goriildii. Hiicre
hattin RA ile 48 saat muamele sonrasinda ise canli hiicre %93,26, erken apoptoz %2,05,
gec apoptoz %2,69 ve nekroz %2 oraninda goriildii. RAME ile muamele sonrasinda canli

hiicre %0,19, erken apoptoz 0, gec apoptoz 89,90 ve nekroz %9,91 oraninda elde edildi.

RAEE esterinde ise canli hiicre %0,29, erken apoptoz %0, ge¢ apoptoz %90,29
ve nekroz %9,42 oraninda gozlemlendi (Sekil 4.17). RAME ve RAEE ile muamele
edilmis MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptotik hiicre 6liimii oranlarinda sadece yiiksek
oranda ge¢ apoptoz gozlemlendi. RA tiirevlerinde otofloresan 1s1ma olasiligini

degerlendirmek amaciyla floresan mikroskopta incelenme yapildi.
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Sekil 4.17: Hiicre hattin apoptoz deney goriintiileri (A) ve grafikleri (B)
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4.7 FLORESAN MIKROSKOBU iLE HUCRE iCINE ALIM SONUCLARI

Floresan mikroskobu kullanilarak MDA-MB-231 hiicre hattinin incelenmesi
sonucunda, RA ile muamele edildikten sonra FITC kanalinda herhangi bir floresan

1simasinin gézlenmedigi belirlendi. RAME ve RAEE o6rneklerinde ise FITC kanalinda
1s1ma goriintiilendi (Sekil 4.18).

Islk Bll‘lCSlk
FET— J o %7 N S o 7 S55A
= e 5 \i}\';\@ | 5o = “@ '\%‘v\! ,_‘1
T T T e SR
22 2 S\ S0 B e o9 SISV T e
4 “a LN %cE" /, o & o A
=g S 7;, ‘)D-é} ‘“40, '}:/ = ’
RA 48 : T /.s . oo s o
= -
RAME
RAEE

Sekil 4.18: MDA-MB-231 hiicre hattinin floresan mikroskobundaki goriintiileri

4.8. MDA-MB-231 HUCRE HATTINDA APOPTOTIiK GENLERDEKI
ETKISI

MDA-MB-231 hiicre hattinda, RA, RAME ve RAEE bilesikleri ile muamele
sonrasinda hem apoptoz hem de EMT yolaginda etkili olan genlerin ifadeleri, qRT-PCR
yontemi kullanilarak detayli bir sekilde incelenmigtir. BCL-2 geninin anlatim seviyesinde
NK’ye gére RA, RAME, RAEE orneklerinde sirasiyla 0,37, 0,42 ve 0,80 kat azalma
goriilmiistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda RA, RAME ve RAEE ile muamele
sonrasinda Kaspaz 3 geninin anlatim seviyesinde NK’ye gore RA, RAME, RAEE
orneklerinde 1,75, 2,96 ve 3,25 kat artis gozlemlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: MDA-MB-231 hiicre hattinda BCL-2 (A) ve Kaspaz 3 (B) gen anlatim1

EMT yolagindaki belirteclere bakildiginda ise N-kaderin geninde RA, RAME ve RAEE
gruplarinda sirasiyla 0,32, 0,16 ve 0,03 kat, Slug gen ifadesinde ise 0,09, 0,06 ve 0,01
kat azalma goriilmiistiir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: MDA-MB-231 hiicre hattinda N-kaderin (A) ve Slug (B) gen anlatimi
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5. TARTISMA

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser
tirtidiir (110). Tirkiye'de, her 100.000 vakada meme kanseri insidansi kadinlar arasinda
yaklagik %40 oranindadir ve diger kanser tiirlerinden daha yiiksektir (111,112).
Kemoterapi, meme kanseri tedavisinde sik¢a kullanilan bir yontemdir, ancak kanser
hiicrelerinin yani sira saglikli hiicrelere de zarar verebilir, bu nedenle tedavinin
uygulanmasini smirlayan 6nemli bir faktordiir. Gliniimiizde, etkili meme kanseri
tedavilerine ragmen, ilaca kars1 diren¢ siklikla tedavinin ilk yilinda ortaya
cikabilmektedir. Meme kanseri, diger kanser tiirleri gibi heterojen bir hastaliktir, yani
farkli alt tipleri vardir. Meme kanserinin molekiiler siniflandirmasi genellikle dort alt tipte
gosterilir (113). Meme kanserinin bir alt tip olan UNMK, son derece agresif ve metastatik
ozellik gosterir. Yapilan bir ¢aligmaya (114) gore, UNMK vakalarinin bircogunda
kemoterapiden sonra kotii bir sonug¢ gdzlemlendi. UNMK 'nin tedavi secenekleri, ER, PR
ve HER2 reseptériiniin eksikligi nedeniyle smirlidir. UNMK'nin bu olumsuz 6zellikleri
nedeniyle, yenilik¢i tedavi yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda,
UNMK'nin taksan veya antrasiklin bazli birincil kemoterapotik ajanlara iyi yanit

verebildigi, ancak yiiksek bir niiks riski tagidig1 goriilmistiir (114).

Calismamizda, meme kanserine karsi potansiyel tedavi seceneklerini aragtirmak
amaciyla MCF-10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda RA ve tiirevlerinin anti-kanser
etkilerini inceledik. Meme kanseri hiicre hattinin 6nemli bir alt tipi olan t¢lii negatif
meme kanseri tizerinde etkilerini degerlendirdik. Bu alt tip, reseptorlerin eksikliginden

kaynaklanan bir durum oldugu i¢in tedavi edilmesi zorluguyla bilinmektedir.

Fenolik bilesikler, yapilar1 sayesinde viicuda alindiklarinda aktif bilesiklere
doniisebilirler ve hiicre i¢inde enzimler ve diger biyomolekiillerle etkilesime girebilme
potansiyeline sahiptirler (92). Hidroksisinamik asit (HSA) tiirevleri, sebze, meyve,
cekirdekler ve tahillarda dogal olarak bulunan bu fenolik bilesiklere bir drnektir. HSA
tirevleri, suda c¢oziinebilir molekiiller olduklar1 i¢in agiz yoluyla alindiklarinda
biyoyararlanimlari oldukga etkili ve hizlidir. Bitki kaynakli HSA tiirevi bilesikler, sinirl
veya ihmal edilebilir yan etkileri olmalarinin yanm sira kanser hiicrelerine karsi etkili

olduklar1 gézlemlendi (92).

50



Hidroksisinamik asit tiirevleri arasinda, hiicre i¢ine yiliksek oranda alinabilen
molekiiller arasinda yer alan RA, Lamiaceae familyasina ait bitkilerden elde edilebilir.

RA, molekiiler alim orani1 yiiksek olan bir bilesik olarak one ¢ikar.

Hiicre canlilik deneyleri sonucunda se¢ilen RA, RAME ve RAEE’nin MDA-MB-
231 hiicre hattinin invazyon ve migrasyon yeteneklerini etkileyebilecegi bulunmustur.
RA'nin, UNMK hiicre hattinda sitotoksik ve antiproliferatif etkiler gdsterdigi literatiire
gore de uyumlu bir sonugtur (122). Yara iyilesme ve matrijel deneyleri, bu maddelerin
hiicrelerin hareketlilik ve invazyon yeteneklerini azaltabilecegini gostermistir. Matrijel
deneyinde, hiicrelerin metastatik Ozelliklerini taklit eden bir ortamda davranislarini
incelememizi olanak saglamistir. NK grubunda, hiicreler matrijel {izerinde kolaylikla
hareket ederken, RAME ve RAEE Orneklerindeki hiicrelerin matrijel icerisinde
ilerleyemedikleri gozlenmistir. Bu sonuglar, RAME ve RAEE’nin potansiyel olarak

meme kanseri tedavisinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda RAME ve RAEE esterlerinin 90 uM
konsantrasyonunda uygulandiginda, ge¢ apoptoza giden hiicre hattin yogun oldugu
gozlemlendi. Hiicre hattin RA ile 48 saat muamele sonrasinda ise en fazla canli hiicre
yuzdeligi goriilitken RAME ve RAEE ile muamele sonrasi ¢ogunlukla ge¢ apoptoz

gozlemlendi.

Annexin V deneyinde de hiicreler hem Annexin V hem de PI boyasi ile boyanir.
Annexin V, hiicre zarinda bulunan fosfatidilserinin apoptotik hiicrelerdeki artan miktarini
6l¢mek icin kullanilirken, PI boyas1 apoptotik hiicrelerdeki DNA hasarini tespit etmek
icin kullanilir (125). Ancak, PI boyasi ayni zamanda canli hiicrelerde de DNA'ya
baglanabilir ve bu da yanlis pozitif sonuglara neden olabilir. Bu nedenle, PI boyasi ile
boyanmis hiicrelerdeki floresans sinyali, kompanzasyon yoluyla diizenlenir.
Kompanzasyon yapmak i¢in, dncelikle tekli boyali kontrol 6rnekleri hazirlandi. Bu
orneklerde, hiicreler yalmizca Annexin V veya yalnizca PI boyasi ile boyandi. Bu
orneklerde, boyalarin verdigi floresans sinyalleri ayarlanarak, her boyanin hangi dalga
boylarinda sinyal verdigi belirlendi. RA 6rneginde canli hiicreler yogunlukta iken RAME
ve RAEE oOrneklerinde hiicreler ¢apraz bir sekilde yukariya yonde yani geg¢ apoptoz
yoniine kaydilar. Deney tekrarlandiginda yine ayni sonug elde edildi. Daha sonra RAME
ve RAEE esterlerinin deneyde kullanilan boyalar ile bir etkilesime girip girmedigi merak

edildi. Bunun i¢in floresan mikroskobunda hiicreler boyali bir sekilde olmadan
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bakildiginda esterlerin FITC kanalinda 1s1ma yaptiklar1 goriildii. RA ile ayni islemler
yapildiginda bir 1s1ma saptanmadi. Buradan sonu¢ olarak RA esterlerinin (RAME,
RAEE) hiicre i¢ine girdiklerinde metabolize edilerek ortama 1s1ma yaydiklar1 diisiiniildii.
Yapilan bir ¢alismada RA’nin hiicre i¢ine giremedigini ve RA esterlerinin lipofilik
ozellikte oldugundan kolayca hiicre ig¢ine alimindan bahsedilmektedir (108). Baska bir
calismada ise RA alkil zincirinin uzatilmasi ile elde edilen esterlerin antioksidan
aktivesini degistirdigi ve hlicre membranindan gegme yetenekleri ile bir iliskisi oldugu

bulunmustur (126).

Benzer sekilde, RA'min hiicre proliferasyonunu engelleme, hiicre dongiisiinii
durdurma ve ¢esitli kanser hiicrelerinde kaspaz bagimsiz apoptoz indiikleme yetenegini
igeren bir¢ok in vitro ¢alisma bulunmaktadir (115,116). Yapilan bir ¢alismada MDA-MB-
468 hiicrelerinde RA'nin hiicre dongiistinii S evresinde durdurdugunu, apoptozu
indiikledigini ve proliferasyonu azalttigi fakat MDA-MB-231 hiicrelerinde bilesigin
temel olarak Go/G: hiicre dongiisii durdurmasi indiiklendi ve MDA-MB-468 hiicrelerine
kiyasla daha zayif bir apoptotik etkisi gozlendigi bulunmustur (96). Bunun iizerine
yaptigimiz ¢calismamizda Sub-Go fazinda RA, RAME ve RAEE orneklerinde sirastyla 3,5,
5 ve 5,3 kat artis gézlenmistir. Sub-Go deki artig apoptozu tetikleyebildigini ifade edilir
(117). Go sonuglarina bakildiginda RA ve tiirevlerinin UNMK hiicre hattinda RA tiirevi
ile muamele edilmemis hiicreler ile karsilastirildiginda artis gdézlemlenmis olmasi
apoptozu tetikleyebildigini ifade eder. Ayrica RA, RAME ve RAEE o6rneklerinde NK

grubuna kiyaslandiginda hiicre dongiistiniin G2/M fazinda diisiis gézlemlenmistir.

Gen seviyesindeki degisiklikleri anlamak icin yapilan gercek-zamanli PCR
deneylerinde, EMT ve apoptoz siireclerindeki gen diizenlemeleri incelenmistir. EMT,
kanser hiicrelerinin normal o6zelliklerinden uzaklasarak daha invaziv ve hareket
yetenekleri artmis mezenkimal hiicrelere donlismesi anlamima gelir. Bu, kanser
hiicrelerinin metastaz yeteneklerini artirabilir, bagisiklik sisteminden kagmasina ve
tedaviye direng gelistirmesine yol acabilir. EMT'nin temel mekanizmalar hiicresel sinyal
yollart araciligtyla diizenlenir ve kanser hiicrelerinin yapisini, davranisini ve islevlerini
degistirir. Bu siire¢, kanser arastirmalarinda énemli bir konudur, ¢linkii metastaz ve

tedaviye direng gibi kritik kanser 6zelliklerini etkileyebilir (118).

RA'in timdr olusumunu ve gelisimini etkili bir sekilde baskiladigi bildirilmistir.

Bir ¢alismada, kolorektal kanser hiicre hattinda RA, EMT yolagin1 diizenleyerek ve
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Matris Metaloproteinaz-2 (MMP2) ve MMP9'un ifadesini durdurarak metastazi
engellemistir (71). RA tedavisi, BAX, BCL-2, Kaspaz-3 ve poli (ADP-riboz) polimeraz
1 (PARP1) gen ifadesini diizenleyerek hiicre hayatta kalmasin1 durdurmus ve prostat
kanseri hiicre hatlarinin apoptozunu tetiklemistir (119). Yaptigimiz ¢alismanin
sonuglarinda da apoptoz yolaginda BCL-2 gen anlatim seviyesi azalirken, Kaspaz 3

seviyesi artmigtir. EMT yolaginda ise N-kaderin ve Slug genlerinde azalma gozlenmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak, dogal kaynakli olmasi1 ve toksik olmayan yapisi nedeniyle RA, umut
vaat eden bir ilag aday1 potansiyeline sahiptir. RA'nin ester tiirevlerini olusturarak hiicre
i¢i etki mekanizmasini daha da gelistirmek miimkiindiir. Calisma, kanser hiicre hattindaki
EMT mekanizmalarini ve hiicre 6liimii lizerindeki etkilerini molekiiler diizeyde anlamak
icin 6nemli veriler sunmaktadir. Hiicre gogii ve istilasinin incelenmesi, apoptotik
yolaklarin gen diizeyinde degerlendirilmesi ve epitelyal-mezenkimal gegisin gen
diizeyinde belirlenmesi, bu siireglerin  kapsamli bir sekilde aydinlatilmasini
amaglamaktadir. Béylece, UNMK tedavisinde umut vaat eden en az bir RA tiirevi
adaymin in vitro calismalarda ortaya c¢ikmis olmasi, ileri asama ¢aligmalarda
patentlenebilir bir ilag molekiilii olarak kullanilmasinin 6niinii agmaktadir. Bu bulgular
dogrultusunda, RA tiirevlerinin UNMK tedavisi i¢in potansiyel terapdtik uygulamalarini
arastirmak icin ileri diizeyde arastirma ve gelistirmeye devam edilmesi 6nerilir. Hayvan
modelleri ve klinik ¢alismalari igeren ilave in vivo ¢alismalar, bu bilesiklerin etkinligini
ve glvenilirligini dogrulamak amaciyla yapilmalidir. RA tiirevlerinde goriilen 1s1ma
sebebiyle, hiicresel apoptoz durumunu belirlemek i¢in annexin-V yerine TUNEL yontemi
ve kaspaz 3/7 aktivasyonu gibi diger apoptoz tespit yontemleri kullanilabilir. RA
tiirevlerinin UNMK tedavisinde kullanilabilecek ilag molekiilii olarak hedefe yonelik
sekilde tasarlanabilir. Hayvan modelleri ve klinik ¢alismalariyla desteklenen in vivo
caligmalar, bu tiirevlerin etkinlik ve giivenilirliklerini dogrulamak igin yapilabilir. UNMK
hiicre hattinda molekiiler mekanizmalari, apoptoz ve EMT ile iligkili gen ifadeleri
lizerinden daha detayl bir sekilde incelenebilir. RA tiirevleri ile UNMK hiicre hattinda

ilag direnci iizerine ¢alisilabilir.
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