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SELENYUM DIOKSIT VE PAKLITAKSEL KOMBINASYONUNUN MDA -
MB-231 MEME KANSERI HUCRE HATTI UZERINE ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI
Seda BULUT
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, EKim 2022
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Gozde Ozge ONDER

OZET
Bu c¢alismanin amaci bitkisel kokenli bilesik olan selenyum dioksitin(SEL)
kemoterapotik ajan paklitaksel(PTX) ile kombine edilerek MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattinda proliferasyon ve apoptozis iizerine etkisinin belirlenmesidir.

Calismada, SEL’in yar1 maksimal inhibitér konsantrasyonunu(IC50) belirlemek
amaciyla MTT analizi yapildi. Deney gruplart SEL1(24uM), SEL2(12uM),
SEL3(6uM), PTX(20nM), SELI+PTX, SEL2+PTX ve SEL3+PTX seklinde
olusturuldu. SEL ve PTX ile tedavinin hiicrelerde apoptozis mekanizmasi ve bu
mekanizma da diizenleyici olarak rol oynayan transkripsiyon faktoérii NF-KB
tizerindeki potansiyel etkisini degerlendirmek amaciyla immunof loresan boyama
metodu uyguland.

Calismada SEL’in IC50 dozu 12uM-24 saat olarak belirlendi. Apoptozis verilerine
gore, SEL1, SEL2, SEL3 ve PTX gruplarinda kontrol grubuna gore apoptozisin
arttig1 belirlendi. SEL ve PTX’in birlikte uygulandigi SEL1+PTX, SEL2+PTX ve
SEL3+PTX gruplarinda ise apoptozisin yalniz PTX grubuna gore azaldig: dikkati
¢ekti. NF-kB ekspresyonu agisindan degerlendirildiginde SEL1, SEL2, SEL3, PTX
gruplarinda NF-kB immiinreaktivite yogunlugunda kontrole gore azalma oldugu
goriildi. SEL ve PTX’in birlikte uygulandigi SEL1+PTX, SEL2+PTX ve
SEL3+PTX gruplarinda ise PTX grubuna gére NF-KB ekspresyonunda artig oldugu
belirlendi. Hiicre canliligi verilerine gore, SEL ve PTX’in birlikte uygulandigi
gruplarda PTX grubuna gore hiicre canliliginda bir artis oldugu goriildii.

Mevcut ¢alismada SEL ve PTX’in in vitro olarak MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattinda sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi bu ¢alismada bu iki maddenin
antagonistik etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: MDA-MB-231; Meme kanseri; NF-kB; Paklitaksel; Selenyum
dioksit; TUNEL.



EVALUATION OF THE EFFECT OF SELENIUM DIOXIDE AND
PACLITAXEL COMBINATION ON THE MDA-MB-231 BREAST CANCER
CELL LINE

Seda BULUT

Erciyes University, Graduate School of Healthy Sciences Department of
Histology Embryology

M.Sc. Thesis, October 2022

Supervisor: Assist. Professor Gozde Ozge ONDER

ABSTRACT
The aim of this study is to determine the effect of the plant-derived compound
selenium dioxide(SEL) combined with the chemotherapeutic agent paclitaxel(PTX)
on proliferation and apoptosis in MDA-MB-231 breast cancer cell line.
In the study, MTT analysis was performed to determine the semi-maximal inhibitory
concentration of SEL. Experimental groups were formed as SELI1(24uM),
SEL2(12uM), SEL3(6uM), PTX(20nM), SEL1+PTX, SEL2+PTX and SEL3+PTX.
The immunofluorescent staining method was applied to evaluate the mechanism of
apoptosis in cells and the potential effect of treatment with SEL and PTX on the
transcription factor NF-kB, which plays a regulatory role in this mechanism.
In the study, the IC50 dose of SEL was determined as 12uM-24 hours. According to
the apoptosis data, it was determined that apoptosis increased in SEL1, SEL2, SEL3
and PTX groups compared to the control group. It was noted that in the SEL1+PTX,
SEL2+PTX and SEL3+PTX groups in which SEL and PTX were administered
together, apoptosis was reduced compared to the PTX group alone. When evaluated
in terms of NF-kB expression, it was observed that NF-kB immunoreactivity
intensity decreased in SEL1, SEL2, SEL3, PTX groups compared to the control. In
the SEL1+PTX, SEL2+PTX and SEL3+PTX groups to which SEL and PTX were
administered together, there was an increase in NF-kB expression compared to the
PTX group. According to the cell viability data, an increase in cell viability was
observed in the groups in which SEL and PTX were administered together, compared
to the PTX group.
In the current study, in which the cytotoxic effects of SEL and PTX on the MDA-
MB-231 breast cancer cell line were evaluated in vitro, it was determined that these
two substances had antagonistic effects.

Keywords: Breast cancer; MDA-MB-231; NF-kB; Paclitaxel; Selenium dioxide;
TUNEL.
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya niifusundaki hizli artis, cesitli hastaliklar1 da beraberinde getirmektedir ve
bunlardan biri de 6liim orani ¢ok yiiksek olan kanserdir. Bu nedenle, tiim diinya
kanser tedavi yontemleri gelistirmeye yonelik ¢aligmalari artirmis ve ayni1 zamanda
uygulanan tedavilerin insan sagligina olan olumsuz etkilerinin en aza indirilmesi
amaglanmistir. Hem hastaligin ilerlemesini durdurmak hem insan Omriinii uzatip
kaliteli bir yasam sunmak i¢in gecmiste de bu konu iizerine caligmalar yapilmistir.
Ancak etken maddeleri kimyasal olan bu ilaglar1 kullanan hastalarda kanser
hiicrelerinin yani sira normal viicut hiicrelerine de zarar verdigi bilinmektedir. Bu
yiizden kimyasal kokenli ilaglarindan ziyade dogal olan ve hastalarin normal viicut

hiicrelerine en az zarar verecek maddelere yonelik ilgi artmistir (Ernst ve ark., 1998).

Onemli saglik sorunlarindan biri olan meme kanseri, tiim diinyada 6zellikle kadinlart
etkilemektedir. Giiniimiizde meme kanserine dair artan bilgiye, teshis ve tedaviye
yonelik gelisen teknolojiye ragmen birgok kisi meme kanserinden dolay1r yagamini
yitirmektedir (Gupta ve ark., 2012). Meme kanseri tedavisinde cerrahi tedavinin yani
sira niiksetme ve metastaz riskini azaltmak i¢in hastanin durumuna gére hormonal
tedavi, hedefe yonelik tedaviler, radyasyon tedavisi ve kemoterapi uygulanmaktadir
(Hwang ve ark., 2013). Kemoterapi tedavisinde bir ya da birden fazla anti-kanser ilag
kullanilabilmektedir. Kemoterapiden bir hastanin yarar gérebilmesi, tiimdriin boyutu,
tiimdr dokusunda dstrojen reseptérii (OR) veya progesteron reseptorii (PR) varligi,
etkilenen lenf diigiimlerinin sayis1 dahil olmak iizere bir¢cok faktore baghdir (Carey

ve ark., 2007).

Paklitaksel (PTX), birden fazla kanser tipinin tedavisinde oldugu gibi meme kanseri

tedavisinde de sik kullanilan kemoterapotik bir ilagtir (Karliga ve Talinli, 2004).



PTX’in hiicre 6liimiinii apoptozis araciligtyla yaptig1 ve bunun da doz bagimli olarak
gerceklestigi, diisiik dozlarda PTX uygulamasi sonucunda hiicrelerin G2/M interfaz
asamasinda biriktigi ve Olimle sonuglandigi gosterilmistir (Jordan ve ark., 1996;
Torres ve Horwitz, 1998). Yapilan ¢alismalar incelendiginde PTX’in gastrointestinal
toksisite, hipersensitivite, norotoksisite ve myelosupresif gibi yan etkileri oldugu
tespit edilmistir (Frederiks ve ark., 2015). Baz1 vakalarda ise, hiicrelerde bir siire
sonra PTX’e kars1 direng meydana geldigi gosterilmistir (Némcova-Fiirstova ve ark.,
2016). Hem kemoterapotik ilaglarin olumsuz etkilerinin azaltilmasi hem de bu
ilaglara kars1 olusan direncin azaltilmasi amaciyla son yillarda kemoterapotik
ajanlarin farkli dogal bilesiklerle kombinasyonu ile kullanimlari {izerine ¢aligmalar
artmaya baglamistir (Chavoshi ve ark., 2017; Chen ve ark., 2016; Jiang ve ark.,
2017).

Selenyum (Se) insan saglig1 i¢in esansiyel besin olarak bilinen eser bir elementtir
(Wilber, 1980). Immiin fonksiyonlar1 artirmasi, antioksidan etkisi, hiicre
proliferasyonunu  inhibe etmesi, apoptozisi indiiklemesi, karsinojenlerin
metabolizmasini azaltmasi gibi Se’nin ¢ok cesitli antikanserojenik etkileri vardir
(Iglesias ve ark., 2013). Yapilan ¢alismalarda, Se bilesenlerinin antikanser
aktivitesinin belirlenmesinde uygulanan dozun ve kullanilan Se’nin Kimyasal
yapisinin 6nemli oldugu gosterilmistir (Kuppusamy ve ark., 2005). Se’nin dogada
organik ve inorganik formlar1 bulunmaktadir. SEL ise, Se’nin inorganik formudur
(Evenson ve Sunde 1988; Mahan 1999; Surai 2000; Wolffram 1999;). Meme
kanserinde, ¢esitli ¢aligmalarda, Se seviyeleri ile kanser riski ve 0liim orani arasinda
ters bir iligki oldugu sdylenmektedir. Ancak Se’nin inorganik formu olan SEL ile
yapilan ¢aligmalar oldukg¢a kisithidir (Kuppsamy ve ark., 2005). Kemoterapotik bir
ila¢ olan Sisplantinin SEL ile kombinasyonunun insan yumurtalik kanseri {izerine
etkisinin arastirildigi bir calismada, SEL’in sisplatinin tiimor biiylimesi tizerindeki
inhibe edici etkisini artirabildigi ve yumurtalik kanseri ksenograftinda sisplatinin ilag
direncini azaltabildigi bulunmustur (Hu ve ark., 2010). Bu ¢alismada da SEL’in PTX
ile kombine kullannmmin PTX’in kanser hiicreleri iizerindeki etkinligini nasil
degistirdigi tizerinde durulmustur. Ancak kullanilan takviye ajanlarin kemoterapotik
ilaglarla etkilesimi sonucunda tedaviye nasil bir yon katacagi degisebilmektedir.
Dolayistyla bu durumu agiklamaya yonelik c¢alismalar, hiicre proliferasyonu ve
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oliimiinde etkili olan sinyal yolaklarindaki molekiiller hedef alinarak yiiriitiilmelidir.

Apoptozis, normal fizyolojik sartlarda gergeklesen, hasarli veya yash hiicrelerin
programlanmig bir hiicre 6lim mekanizmasidir (Kierszenbaum, 2006). Apoptozis
mekanizmasiin etkilendigi durumlarda cesitli hastaliklar ortaya c¢ikmaktadir.
Apoptozisi anlamak, kanser hiicrelerini 6ldiirmede kullanilacak yeni kanser ilaglarini
ya da antioksidanlarin etkinligini belirleyebilmek i¢in Onem arz etmektedir.
Apoptozisin gergeklesmesi olduk¢a kompleks bir siirectir ve bu siiregte ¢ok cesitli
molekiiller gorev yapmaktadir. Bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB bunlardan
birisidir (Aggarwal, 2004). NF-kB, inflamasyon, proliferasyon, apoptozis, metastaz,
timor hiicrelerinin invazyonu ve anjiyogenez ile iligkili genleri transaktive etme
yoluyla tiimdrigenezde hayatsal rol oynamaktadir (Orlowski ve Baldwin, 2002).
Ayn1 zamanda tiimor hiicrelerinin NF-KB inhibisyonu ile kemoterapiye duyarli bir
hale gelebildigi yapilan galismalar sonucu saptanmistir (Rundall ve ark., 2004). NF-
kB’nin siirekli olarak inaktif durumda kalmasi ise apoptozis ve gecikmeli hiicre

biiylimesine neden oldugu bilinmektedir (Baldwin, 1996).

Dolayistyla bu ¢aligmada, SEL takviyesinin PTX ile birlikte uygulanmasinin MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre dizisinde hiicre proliferasyonu, apoptozis mekanizmasi
ile bu siiregte dnemli rol oynayan ve bir transkripsiyon faktorii olan NF-KB {iizerine
etkisinin  belirlenmesi  amacglanmigtir. Meme kanserinin  goriilme  sikligi
degerlendirildiginde, SEL’in PTX tedavisi sirasinda kullantiminin hiicrede apoptozis
mekanizmasini nasil etkileyebileceginin arastirilmasinin hem tedaviye yonelik
caligmalara hem de literatlire katki saglayabilecegini ve diger calismalara goriis

onerisi olusturacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanserin kelime anlami olarak kokeni Lantince yenge¢ anlamini tagiyan ‘cancer’
kelimesine dayanmaktadir. Tarihte ilk olarak Yunan bir hekim olan Hipokrat’in
kanserin ilerledigi safhalarda kanserin yakinlarindan gecen damar yapilarinin tipki
bir yengecin bacaklarina benzetmesinden dolay1 bu kelimeyi kullandigi bilinmektedir

(Yarimca ve Durmus, 2013).

Kanserin onemli bir saglik problemi olarak goriilmesinin nedeni iilkemizde ve
diinyamizda Oliim oranlarinda ikinci sirada yer almasindan kaynaklamaktadir.
Kanser; hiicrelerin apoptozise cevap vermemesi, hiicrelerin ¢ogalmasimi engelleyen
sinyal alintilarina duyarsizlasmasi ve dig sinyallere ihtiyag duymadan kontrolsiiz
cogalmasi nedeniyle doku ve organlari sarmaktadir. Ardindan lenf ve kan sivilari ile
viicuda yayilmaktadir (Cooper, 2000). Kanser olgularinda anormal hiicreler hizla
¢ogalmaya devam ederken ayni zamanda hiicre Olimiiniin gerceklesmemesi ve
immiin sistem hiicrelerinden kagabilmeleri nedeniyle tiimdr adi verilen bir hiicre
kitlesi olugmaktadir (Yilmaz ve Altunok, 2011). Benign ve malign olmak {izere
timorler 2 grupta incelenirler. Koken aldigi yerde siirli kalan ve viicuda yayilim
gostermeyen tiimorler bening tiimorler olarak adlandirilirlar. Malign tiimérler, koken
aldig1 bolgede kalmayip lenf ve kan sivilariyla viicuda dagilarak yayilim

gostermektedir (Cooper, 2000).

Malign ve benign tiiméor hiicreleri kaynaklandiklar yapiya gore siniflandirilmakdir.
Kas ve bag dokusu hiicrelerinden kaynaklaniyorsa sarkom sinifina dahil edilir. Epitel
hiicrelerinden kaynaklaniyorsa karsinom, kan hiicrelerinden kaynaklaniyorsa l6semi
siifina dahil edilmektedir (Alberts ve ark., 2002; Clark, 1991; Yokota, 2000; Y okota
ve Kohno, 2004).



2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, memenin karakterize hiicrelerinin kontrolsiiz ve diizensiz bir sekilde
cogalmasi ile olusan hastaliktir. Bu durum diinya {izerinde birgok yerde Oliimle
sonug¢lanmaktadir (Somunoglu, 2009). Tiim diinyada kadinlarda en sik goriilen meme
hiicrelerinde baslayan bir malignite tipi olup, her yil 2.1 milyon kadini olumsuz
yonde etkilemektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) sonuglarina gore kadinlarda
timor iligkili 6liim niceliklerinin yaklagik %15’inde meme kanseri goriilmektedir.
Meme kanseri erken donem teshisi, tedavi sansini Ve yasama oranini artirmaktadir

(Ellis ve ark., 2003).

Meme kanserinin erken teshis ve tedavi siireci i¢in planlanan KKMM (kendi kendine
meme muayenesi) basit, tiim kisiler tarafindan uygulanabilen, spesifik ara¢ ve gereg
gerektirmeksizin ve herhangi bir maliyet olusturmamasi sebebiyle ¢ok iyi nitelikli bir
erken tan1 yontemi olarak kullanilabilir. Yapilan ¢alismalarla KKMM diizenli olarak
uygulayan kadinlarin, uygulamayan kadinlara gére meme kanserinin erken donemde

teshis edebildigini ortaya ¢ikarilmustir (Oztiirk ve ark., 2000).

2.3. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanserinin etiyolojisi heniiz tam olarak bilinmemektedir, ancak genetik,
cevresel, hormonal, psikososyal etkenlerinin de kanser olusum siirecinde rol aldig:
kabul gormektedir. Meme kanseri gelisiminde 6nemli risk faktorii ise kadin cinsiyeti
ve yasin ilerlemesidir. Ulkenin batis1 ile dogusu arasinda énemli 6l¢iide kanser
oraninda farkliliklar vardir ve bunun temel nedeni ise Tiirkiye’nin bat1 kisimlarindaki
yasam tarzinin bati toplumlarina benzerligi kaynakli oldugu disiiniilmektedir
(Chlebowski ve ark., 2003; Cuzick, 2003; Marchbanks ve ark., 2002; Million
Women Study Collaborators, 2003; Ozmen ve ark., 2009).

Meme kanseri, ortaya ¢ikan yeni bilgiler ve gelismelerle birlikte hala ¢cok genis bir
alandir. Meme kanserinin kesin nedeni bilinmemekle birlikte, diinya ¢apinda yapilan
aragtirmalar, belirli 6zelliklere sahip kadmlarin meme kanseri riskinin yliksek
oldugunu ortaya koymustur. Bu 6zelliklere kisaca “risk faktorleri” de denilmektedir

(Somunoglu, 2007).

Su anda meme kanseri gelisiminde etkili oldugu gosterilen risk faktorleri sunlardir:



1. Yasam tarzi (diyet, fiziksel aktivite, igme)

2. Ureme Oykiisii (menars yasi, dogum sayisi, menars) Geg gebelik, gec menopoz,
ge¢ emzirme/kisa emzirme donemi, kisirlik, diisiik, oral kontraseptiflerin uzun siireli

kullanimi, menopozal hormon replasman tedavisi)

3. Cevresel faktorler (kimyasallar, radyasyon, elektromanyetik alanlar, viral

enfeksiyonlar, sigara)

4. Genetik faktorler (aile oykiisii, bilinen veya siiphelenilen) BRCA1/2, p53, PTEN

veya meme kanseri riski ile iligkili diger genetik degisiklikler)

5. Demografi (cinsiyet, yas, irk vb.) (Brody ve Rudel 2003; Kogak ve ark., 2011;
Sasco, 2001; Singletary, 2003).

2.4. Meme Kanseri Tedavi Yollari

Meme Kanseri tedavisinde kullanilan yontemler cerrahi yontem, radyoterapi
yontemi, hormon tedavisi ve son olarak kemoterapi olarak siralayabiliriz. Cerrahi
yontemler, mastektomi sonrasi memenin seklinin eski haline getirilmesini saglar.
Aksiller lenf bezlerine yayilip yayilmadigimi anlamak ve ilerlemis kanser durumunda
semptomlar1 hafifletmek i¢in kullanilabilir (Burbank, 1997). Radyasyon tedavisi,
ameliyat sonrasi tiimér olusumunu veya meme kanseri metastazini 6nlemek igin
kullanilan, kanser hiicrelerini yiiksek enerjili 1ginlarla 6ldiiren bir tedavidir (Akdeniz,
2010; Aydiner ve Topuz, 2007; Utkan ve ark., 2007;). Meme kanseri hiicrelerinin
yiizde sekseni OR pozitiftir ve OR pozitif meme kanserlerinin %65'i PR pozitiftir
(Akdeniz, 2010). Hormon tedavisinin amaci, hormon reseptorleri de dahil olmak
tizere kanser hormonlarinin etkilerini bloke ederek kanser gelisimini Onlemektir.
Kemoterapi, kanser hiicrelerini 0Oldiiren veya biiylimelerini kontrol eden
kemoterapétik ilaglart kullanan bir tedavidir. Kemoterapinin etkinligi, kullanilan ilag,
hastanin durumu, dozaj rejimi ve dozaj rejimi gibi bircok faktdre baglidir.
Kemoterapi, bir tiimorii tamamen yok etmek, hastayr tedavi etmek, tlimoriin
yayllmasini veya gerilemesini 6nlemek ve tiimoriin neden oldugu semptomlari
ortadan kaldirmak i¢in kullanilir. Kemoterapi tek basma veya diger tedavilerle
birlikte verilebilir. Diger tedavileri daha faydali hale getirmeye yardimci olabilir
(EMRO Tehnical Publication Series 31, 2006; University of Maryland Medical
Center).



2.5. Paklitaksel

Taksan ailesinin ilk tiyesi olan PTX, Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan binlerce
farkli bitkinin kanser {izerindeki etkileri aragtirilirken kesfedilmistir (Wani ve ark.,
1971). PTX iriinii, TAXOL® (Bristol Myers Squibb Company, NY, NY) olarak
adlandirilmistir (Arbuck ve Blaylock 1995). PTX formiilii C47H5INOI14'tir ve
molekiil agirligi 853.9 daltondur. Beyaz kristal bir maddedir. Erime sicakligi 216-
217 °C'dir. Lipof ilik bir yapiya sahiptir (Panchagnula, 1998). Sudaki ¢oziiniirliigi
0.3 pg/ml kadar diisiik olup, ¢esitli organik solventlerdeki ¢oziintirligi yiiksektir
(Adams, 1993).

PTX, meme ve rahim kanserini tedavi etmek i¢in kullanilan 6nde gelen ilaglardan
biridir (Karliga B, 2004) Taksan ilaglar1 hiicre i¢i B-tubuline geri doniistimlii olarak
baglanir ve mikrotiibiil kompleksini stabilize eder. Boylece hiicre dongiisiinii
durdurarak hiicrelerin apoptozise girmesini indiikler (McGroganve ark., 2008).
PTX'in apoptotik hiicre Oliimiine ve doza bagli hiicre oliimiine neden oldugu
gosterilmistir. Diisiik doz PTX nedeniyle hiicreler G2/M fazi sirasinda birikir ve
apoptozise neden olur (Torres ve Horwitz, 1998; Jordan ve ark., 1996). Klinik
caligmalar, PTX'in gastrointestinal toksisite, asir1 duyarlilik, norotoksisite ve
miyelosupresif etkiler gibi yan etkileri oldugunu gostermistir (Frederiks ve ark.,
2015). Bazi1 durumlarda, hiicre i¢i PTX'e diren¢ gézlemlenmistir (Némcova Fiirstova
ve ark.,, 2016). Ayrica kemoterapi alan kanser hastalarinda toksik polindropati
gelisimi baglikli bir ¢alismada PTX alan bir hastada tedavi sonrasi polindropati
gelistigi gozlenmistir (Tiirk ve ark., 2016).

2.6. Selenyum Dioksit

Se, insanlar ve hayvanlar i¢in esansiyel bir eser elementtir. Periyodik tabloda 4.
periyot ve 6. grupta yer alir ve kiikiirtle benzer 6zellikler gosterir (Wilber, 1980).
SEL, Se’nin inorganik bir seklidir. Se, havada ve suda, toprakta ve kayada kat1 halde
¢ozinlr. Bitkilere, mantarlara, bakterilere ve insanlara bu sekilde ulagsir
(Biiyiikakytiz ve ark., 2000). Se, biyolojik sistemlerde yaygin olarak organik formda
(selenometiyonin ve selenosistin), ayn1 zamanda inorganik formlarda (selenik asit,
selenyum tuzu ve selenyumdioksit) bulunur (Evenson ve Sunde 1988; Mahan 1999;
Surai 2000; Wolffram 1999) (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Se’nin Oksidasyon Durumlar1 ve Se Bilesiklerine Ornekler

Oksidasyon Durumu  Ornekler

+6 Selenyum trioksit, Selenat, Selenik asit

+4 Selenyum dioksit, Selendz asit, Selenit

0 Elemental Selenyum, Selenodiglutatyon, Selenyum
stlfitler

-2 Hidrojen selenid, Dimetilselenid Sodyum selenid

Bir zamanlar toksik ve kanserojen oldugu bilinen Se, arttk memelilerde kanser,
kardiyovaskiiler hastalik, norolojik problemler, yaslanma ve tiroid fonksiyonu gibi
onemli dejeneratif hastaliklara katkida bulunan 6nemli bir eser element olarak
tanimlanmaktadir (Schomburg ve ark., 2004). Se yakin zamanda kemoterapi ve
radyasyon tedavisi ile iliskili yan etkilere bir alternatif olarak Onerilmistir
(Francescato, 2001; Fujieda, 2006; Letavayova, 2006; Tang, 2009). Se takviyesinin,
antikanser ozelliklerini ve kemoterapinin neden oldugu yan etkileri kontrol altina
alabilmesi nedeniyle kemoterapi alan meme kanseri hastalar i¢in faydali olduguna
inanilmaktadir. Yapilan c¢alismalar, kullanilan Se dozunun ve kullanilan Se’nin
kimyasal yapisinin Se bileseninin kanser oOnleyici etkinligini belirlemede 6nemli
oldugunu gostermistir (E1 Bayoumy ve Sinha, 2004). Yapilan bir ¢alismada SEL’in
MCF-7 (OR pozitif) ve MDA-MB-231 (OR negatif) meme kanseri hiicre dizilerini
inhibe etmede selenometiyoninden daha etkili oldugunu goéstermistir (Kuppusamy ve
ark., 2005). Watrachetal ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda, Se uygulamasinin in vitro
olarak meme kanseri hiicrelerinin biiylime hizint azalttigini gostermislerdir. Ayrica
Se verilmesinin, meme kanseri hiicre proliferasyonunda %80 ila %93'lik bir
azalmaya neden oldugunu ve konak iizerinde hi¢bir Onemli olumsuz etkisi
olmadigini bildirmislerdir (Watrach ve ark., 1984). Se’nin anti-kanser aktivitesinin
olasi mekanizmalar1 arasinda, apoptozis indiiksiyonu ve hiicre proliferasyonunun
inhibisyonuna ek olarak, anjiyogenez aktivitesinin baskilanmasi ve oksidatif stresin
diizenlenmesi bulunmustur (Dong ve ark., 2002; Gallegos ve ark., 1997; Jiang ve
ark., 2000).



2.7. Apoptozis

Normal fizyolojik kosullar altinda, hasar gormiis veya yaslanmis hiicreler, apoptozis
adi verilen genetik olarak programlanmis bir hiicre 6liim mekanizmasiyla intihar
etmektedir (Kierszenbaum, 2006). Apoptozis fizyolojik bir siirectir (Ross ve Pavlina,
2014). Apoptozis mekanizmasi bozuldugunda, yavasladiginda veya arttiginda gesitli
hastaliklar ortaya ¢ikar. Kanser, otoimmiin hastalik veya viral enfeksiyonlarin olmasi
gerekenden daha az apoptozis ile meydana geldigi, iskemi/reperfliizyon hasar1 veya
norodejeneratif hastaligin ise artmis apoptozis ile ortaya ¢iktigi gosterilmistir
(Hotchkiss ve ark., 2009). Apoptozis, hiicre dis1 ve hiicre i¢i sinyal iletiminden
kaynaklanan bir dizi olaydir. Son asamada apoptozis, hiicrelerin fagositozu ile
tamamlanir (Thompson, 1999). Hiicre apoptozisine neden olan mekanizmalar; DNA
hasar1, diisiik pH, yiiksek hiicre i¢i Ca seviyeleri, bozulmus metabolizma ve/veya
hiicre dongiisii ve hipoksidir. Hiicre dis1 sinyaller arasinda biiyiime ve tireme faktorii
eksikligi, oliim reseptorii aktivasyonu (FAS-FAS ligand aracili apoptozis, TNF
aracili apoptozis), sitotoksik T lenfositler ve dis faktorler (iskemi, Toksinler, UV'ler,
kemoterap6tik ajanlar, radyasyon) bulunur. Apoptozis mekanizmasinda, baslatici
kaspaz, bir apoptozis uyaraniyla baglayan efektér kaspaza bir 6liim sinyali iletir.
Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisine

neden olur. Kaspaz aktivasyonundan sonra apoptozis iki sekilde gergeklesir;
1. Instrinsik (Mitokondriyal) yol

2. Ekstrinsik yol

a. Direkt mekanizma

b. Dolayli mekanizma

Kaspazlar da bu iki sinyal yolunda yer alir. Hiicre i¢i sinyaller, endojen apoptozis
yolunu aktive etmektedir ve hiicre dis1 sinyaller, eksojen yol boyunca apoptozisi
indiiklemektedir (Danial ve Korsmeyer, 2004; Kroemer ve ark., 2007; Smaili ve ark.,
2000).

Optik ve elektron mikroskobu kullanilarak apoptozis sirasinda hiicrelerde ¢esitli
morfolojik degisiklikler tespit edilmistir. Apoptozisin erken evrelerinde hiicre igi

sodyum (Na), potasyum (K) ve klor (Cl) tasima sistemleri durarak hiicre i¢i ve dist
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arasinda hareketsizlige ve hiicrenin kasilmasina neden olur ve piknoz olusur.
Cevresindeki hiicrelerle olan baglantisin1 kaybeder. DNA, endoniikleazlar tarafindan
spesifik olarak niikleozomdan ayrilir. 180-200 baz ¢iftinin pargalari, elektrof orez ile
tel merdiven goriintiileri olusturduklari i¢in "DNA merdivenleri" olarak adlandirilir.
Hiicreler kasildik¢ca hiicre hacmi azalir, sitoplazma yogunlasir ve organeller
sikigtirtlir. Piknoz, kromatin yogunlagsmasimin bir sonucudur ve apoptozisin ayirt
edici 6zelligidir. Kromatin yogunlagsmasiin erken asamalarinda, elektronca zengin
niikleer malzeme niikleer zarfin altinda ¢evresel olarak toplanir. Transglutaminaz
enzimi, plazma zarinda "zeiosis" adi verilen tomurcuklanmaya neden olur ve
hiicreler, sitoplazma ile g¢evrili kromatin pargalarindan olusan apoptotik govdelere
boliiniir. Fosfotidil serin, apoptotik cisimlerin fagositozunu uyaran aminof osfolipid
transferaz enzimi ile hiicre zarinin i¢ tabakasindan zarin disina go¢ eder ve daha
sonra fagolizozomlardaki makrof ajlar, parankimal hiicreler veya neoplastik hiicreler
tarafindan fagosite edilir ve fagolizozomlar icinde pargalanirlar (Aksit ve Bildik,

2008; Elmore, 2007; Law ve Elmore, 2008; Tomatir, 2003).
2.8. Niikleer Faktor Kappa Beta

Niikleer Faktor Kappa Beta (NF-kB), genellikle bir dimer formda apoptozisde yer
alan ¢ok Onemli bir transkripsiyon faktoriidiir ve ortak DNA dizilerine baglanan
yakindan iligkili proteinler igermektedir (Aggarwal, 2004). NF-kB ilk olarak 1986
yilinda Sen ve Baltimore tarafindan kesfedilmistir. ilk olarak, immiinoglobulin kappa
hafif zincir genindeki ekspresyonu baglayan ve diizenleyen B lenfositlerinin
cekirdeginde bulunan bir transkripsiyon faktorii olarak tanimlanmistir (Sen ve
Baltimore, 1986). NF-kB, hiicre biiyiimesi, farklilagmasi, apoptozis diizenlenmesi,
sitokin tlretimi ve neoplastik transformasyon ile ilgili birgok genin ekspresyonunu

diizenlemektedir (Baldwin, 1996; Pahl, 1999).

NF-kB normalde hiicre sitoplazmasinda inaktiftir ve sadece aktive edildiginde
cekirdege gecer (Shishodia ve Aggarwal, 2004). NF-kB, inflamatuar uyaranlar,
sitokinler, karsinojenler, tlimdrijenik ajanlar, alfa 1sinlari, endotoksinler ve UV 15181
ile aktive edilebilir (Ghosh ve Hayden, 2008). Bir hiicre gesitli uyaranlara maruz
kaldiginda bir sinyal alir. Sinyal aliciya baglanir. Kappa kinaz enzim inhibit6rii daha
sonra kappa Ba inhibitoriinii RelA/p50 kompleksinden ayirir. RelA/p50 kompleksi

sitoplazmadan ¢ekirdege go¢ eder. Burada koaktivator ve RNA polimeraz ile birlikte
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hedef gene baglanir. NF-kB genini uyarir (Su ve Schneider, 1996; Tank ve ark.,
2006). NF-kB, timor gelisimi ile iligkilidir ve inflamasyon, hiicre dliimsiizliigi, anti-
apoptozis/hayatta kalma, anjiyogenez, proliferasyon, timor gelisimi ve metastaz ile
iliskilidir (Aggarwal 2004; Gupta ve ark., 2010; Karin ve ark., 2006; Nishikori
2005).

Cok sayida arastirmaci tarafindan pankreas kanseri, meme kanseri, kolorektal
kanserler, hepatoselliiler kanser, prostat kanseri ve mide kanseri gibi gesitli
kanserlerde NF-kB aktivitesi gosterilmistir (Biswas ve ark., 2001; Chen ve ark.,
2002; Lind ve ark., 2001; Tai ve ark., 2000; Yamanaka ve ark., 2004; Wang ve ark.,
1999;). -NF-kB aktivasyonunun, Bcl-2 ailesinin iiyelerini ve kaspaz inhibitorlerini
uyararak apoptozisi inhibe ettigi rapor edilmistir (Lin ve Karin, 2007). Ayn1 zamanda
timor hiicrelerinin NF-KB inhibisyonu ile kemoterapiye duyarli bir hale gelebildigi
yapilan ¢alismalar sonucu saptanmistir (Rundall ve ark., 2004). NF-kB’nin siirekli
olarak inaktif durumda kalmasi ise apoptozis ve gecikmeli hiicre biiylimesine neden
oldugu bilinmektedir (Baldwin, 1996). Bununla birlikte NF-kB’nin tiimorlerde
baskilanmast durumunda hiicre siklusunu durdurup, apoptozise sebep oldugu
belirlenmistir (Bharti ve Aggarwal, 2002). NF-kB’nin antiapoptotik rol iistlenerek
timorlesme stirecindeki etkilerinin gosterildigi bu c¢alismalarin yaninda, artmis
apoptozisle korelasyon gosterir sekilde artmig NF-kB aktivitesi sergileyen gesitli
ornekler de gosterilmistir (Parrondo ve ark., 2010; Ryan ve ark., 2000; Stark ve ark.,
2007). Bu galismalar, kanser terapilerinde NF-kB’nin hedef molekiili oldugunu
gostermektedir. NF-kB’nin, 6zellikle hedef genlerinin uyarilmasi araciligiyla hiicre
hayatta kalimimi tesvik etmek suretiyle ¢ok ¢esitli patolojik, fizyolojik, biyolojik

proseslerde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (Tanabe ve ark., 2010).
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3. GEREC VE YONTEM
Bu calisma, TYL-2021-11044 no’lu proje kodu ile Erciyes Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir. Calismanin deneysel asamalari
Betiil Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi ile Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Aragtirma laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

3.1. Hiicre Kiiltiira

Calismamizda MDA-MB-231 (ATCC kaynakli) insan meme kanseri hiicre dizisi
kullanildi. Hiicreler %10 oraninda fotal sigir serumu (FBS), %1 L-glutamin igeren
DMEM besiyerinde kiiltiire edildi. Ayrica bakteri kontaminasyonunun onlenmesi
amactyla 100 IU/ml penisilin ve 100 pug/ml streptomisinden olusan antibiyotik
soliisyonundan %]1 oraninda besiyerine eklendi. Deney sirasinda, tiim hiicre kiiltiirii
prosediirleri, UV 15181 ile sterilize edilmis ve calismadan 6nce %70 etanol ile
temizlenmig bir laminar akim {initesinde gerceklestirildi. Daha énce dondurulup sivi
nitrojen tanklarinda saklanan hiicre hatt1 37°C'lik su banyosunda hizla eritildi. 5 ml
hiicre ortami igeren 15 ml’lik steril polipropilen konik tabanli steril tiipe aktarildi.
Steril tiip 1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatan
seklinde bulunan dimetil siilfoksit (DMSO) hiicrelerden hizla uzaklastirildi. Hiicre
peletine 1 ml taze ortam eklendi. Hiicreler 75 cm? kiiltiir flasklarina ekildi. 37°C’de

%5 CO; igeren inkiibatorde bekletilerek canliliklarinin devami saglandi.

3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Kiiltir flaskinda hiicre yogunlugu %80 oranina ulasana kadar beklendi. Bu
yogunluga gelen flasklardaki hiicrelerin ¢ogaltilmasi amaciyla pasajlama islemi
uygulandi. Oncelikle serolojik pipet yardimiyla besiyeri hiicrelerden uzaklastirildi.
Kiiltiir ylizeyi tripsin muamelesinin etkisini arttirmak i¢in Ca ve Mg i¢ermeyen steril
Fosfat tamponlu Salin (PBS) ile bir kez yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra

hiicreleri yapistiklar1 flaskin yiizeyinden kaldirmak amaciyla 4 ml tripsin soliisyonu



ilave edildi. Flasklar 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatorde 1-2 dakika hiicreler
yiizeyden kalkana kadar bekletildi. Bu siire sonunda hiicrelerin tamamen flask
ylizeyinden kalktigindan emin olmak amaciyla invert mikroskop altinda kontrol
edildi. Hiicreler flask yiizeyinden ayrildiginda tripsinin inhibisyonu amaciyla
konulan tripsin hacminin en az iki kati kadar besiyeri flaska ilave edildi. Flask
icindeki ortam, tripsin ve hiicre igeren silispansiyon aspire edilerek steril tiipe
aktarildi. 1500 rpm“de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen supernatant atildi.
Falkon tiipiiniin dibinde gozlenen hiicre peleti lizerine 2 ml kiiltiir ortamu ilave edildi
ve pipet ucuyla hiicreler siispanse edildi. Daha sonra hiicre sayimi yapildi.
Yedeklenecek hiicreler, %10 DMSO iceren dondurma besiyerinde -80°C de
stoklandi. Calismaya devam edilen hiicre kiiltiirleri 37°C ve %5 CO, ortamda etiivde

yeterli doluluk oranina ulasincaya kadar kiiltiir edildi.

3.3. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicre sayimi trypan mavi boyamasi yontemiyle yapildi. 1:1 oraninda tripan mavisi
ile hiicre silispansiyonu steril eppendorf icinde birlestirildi (20ul:20ul). Thoma
laminin her iki tarafindaki lam ve lamelin birlestigi ortadaki kapiller bosluklara 10’ar
ul tripan mavisi ile boyanmis hiicre siispansiyonu verildi. 16 biiyiik kareyi barindiran
thoma laminin ylizeyinde tiim hiicreler sayildi (10x biiyiitmede). Sayilma esnasinda
tist ve sol dahil sag ve alt ¢izgi hari¢ olarak sayildi (Sekil 3.1). Thoma laminin her iki
tarafindaki karelerde sayilan hiicrelerin sayisinin ortalamasi alindi. Sayilan ortalama
hiicre sayis1 x Diliisyon faktdrii x 10* formiilii ile 1m’deki hiicre sayis1 bulundu

(Russel JP ve ark., 2003).
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Sekil 3.1. Thoma laminin sayim yapilan kareleri (Kaya ve ark., 2014)

3.3.1. Selenyum Dioksitin Hazirlanmasi

SEL (Selenium dioxide; molecular weight: 110,96 g/mol), Merck-Millipore
firmasindan (800653, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) temin edildi. Oncelikle
500uM stok SEL ¢ozeltisi igin 1,1 mg SEL tartildi ve 20 ml steril dH,O ile

¢ozdiiriildii. Daha sonra 0,2 pm filtreden gegirilerek steril hale getirildi.

3.3.2. Paklitaksel Dozunun Belirlenmesi

Sivi formda temin edilen PTX (300 mg/50 ml, Sandoz, Novartis) hangi dozda
uygulanacag literatiir taramasi sonras1 20 nM olarak belirlendi (Sprouse ve Herbert,
2014; Tinghua ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2019).

3.4. Selenyum Dioksitin 1C50 Dozunun Belirlenmesi

Bu ¢alismada SEL’in IC50 dozunu belirlemek amaciyla MTT testi (tetrazolyum (3-
(4,5-dimetiltiyazol-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) kullanildi (Yerlikaya ark.,
2017). MTT testinde, kolorimetrik yontem kullanilarak hiicre ¢ozeltisindeki canli
hiicre sayis1 kantitatif olarak hesaplanir. Bu teknik, bozulmamis mitokondriyal
aktivitenin bir sonucu olarak tetrazolyum halkasinin indirgenmesiyle formazan
kristal olusumu ilkesine dayanmaktadir (Berridge ve Tan, 1993). Uygulanan
maddeye maruz kalan hiicrelerin canliligi, higbir madde icermeyen kontrol hiicreleri
olarak kullanilan hiicrelerin %100 canliligi varsayilarak belirlenir. Yani kontrol
hiicresi %100 canli olarak kabul edilir ve diger hiicrelerin canliligi, kontrol ile

iliskilendirilerek hesaplanir (Yerlikaya ark., 2017).
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Canlilik (%) = 100 X Ornegin Absorbans1 — Blankin Absorbansi
Kontroliin Absorbansi — Blankin Absorbansi

Bu amagla MDA-MB-231 hiicreleri adherent hiicreler olduklarindan dolay1
tripsinizasyonla kiiltiir flaskindan kaldirildi. Hiicre siispansiyonu tripan mavisi sayim
yontemi ile thoma laminda sayilarak 3 adet (24, 48 ve 72 saat) 96 kuyucuklu
plakamin her kuyucuguna 100ul’de 5x10%er hiicre gelecek sekilde ekildi. Sonra
hiicrelerin yapismast i¢in 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatérde 24 saat ©n
inkiibasyona birakildi. Genig araliklar sonrast doz araliklari daraltilarak belirlenen
SEL dozlar1 (14uM, 12 uM, 10 uM, 8 uM ve 6 uM) ilgili kuyucuga konuldu. Her
grup i¢in 3 kuyucuk olacak sekilde gruplar hazirlandi. Hiicreler daha sonra 24, 48 ve
72 saat boyunca 37°C'de %5CO; inkiibatoriine yerlestirildi. Her periyodun sonunda
uygun plaka tizerindeki hiicrelere 10 pl MTT soliisyonu eklendi. Hiicreler daha sonra
37°C'de %5 CO,'de 4 saat inkiibe edildi. Inkl'ibasyon sonrasinda olusan formazan
kristallerini par¢alamak i¢in tiim kuyucuklarin hiicrelerine 100 ul DMSO ilave
edildi. Kor kontrolde, ayn1 DMSQO'dan 100 pl ti¢ bos kuyucuga ilave edildi. Hiicreler
inkiibatorde 10 dakika tutuldu. Siire sonunda plaka tizerindeki ¢6zeltinin formazan
kristalleri eriyip mor renge dondii ve 570 nm dalga boyunda spektrof otometre ile
absorbans degeri Olciildii. Kontrole gore ila¢ uygulanan hiicrelerin absorbans

degerleri orantilanarak IC50 dozu belirlendi.

3.5. Deney Gruplarmmn Olusturulmasi

MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in SEL IC50 dozu belirlendikten sonra PTX ile birlikte

sekiz grup olusturuldu;

e Kontrol grubu: Herhangi bir ilag uygulamasi yapilmadan sadece besiyeri ile

inkiibe edilen hiicre hatt1 grubudur.
e SEL1 grubu: SEL’in IC50 dozunun iki katinin hiicrelere uygulandig grup.
e SEL2 grubu: SEL’in IC50 dozunun hiicrelere uygulandig: grup.
e SEL3 grubu: SEL’in IC50 dozunun yarisinin hiicrelere uygulandig: grup.
e PTX grubu: PTX’in belirlenen dozunun hiicrelere uygulandig: grup.

e SEL1+PTX: SEL’in IC50 dozunun iki katinin ve PTX dozunun birlikte

15



hiicrelere uygulandig: grup.

e SEL2+PTX: SEL’in IC50 dozunun ve PTX dozunun birlikte hiicrelere
uygulandigi grup.

e SEL3+PTX: SEL’in IC50 dozunun yaris1 ve PTX dozunun birlikte hiicrelere
uygulandigi grup.
3.6. Apoptozis Analizi icin TUNEL Metodu

Apoptozis analizi ApopTag® Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (EMD
Millipore, Darmstadt, Almanya) kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina gore
yapildi. Hiicreler iki kez PBS ile yikandiktan sonra 5 dakika boyunca equilibration
buffer ile islendi. Tunel karisimi hiicreler iizerine uygulandiktan sonra nemli ve
karanlik ortamda 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda hiicrelere stop/yikama
tamponu eklendi ve 37°C'de 10 dakika bekletildi. Hiicreler iki kez PBS ile
yikandiktan sonra anti-digoksigenin konjugat soliisyonu uyguland: ve 30 dakika oda
sicakliginda birakildi. PBS ile yikanan hiicreler ¢ekirdeklerin boyamasi igin 1 dakika
boyunca DAPI ile isleme tabi tutuldu. Hiicreler tekrar PBS ile yikanip su bazli bir
kapatici ile lam tiizerine kapatildi. Hiicrelerin boyanma durumu Olympus BX51

floresan mikroskobu altinda incelendi.

3.7. NF-kB Ekspresyon Analizi

MDA-MB-231 hiicre hattinda ila¢ uygulamalart sonrasi1 NF-KB ekspresyon diizeyini
belirlemek iizere immiinof loresan boyama metodu kullanildi. Hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra %5 goat serumu damlatilarak 1 saat beklendi. Tekrar PBS ile
yikandi. Daha sonra hiicreler NF-kB antikoru(Santa cruz, Sc-8008, Kaliforniya,
ABD) damlatilarak 1 gece +4°C'de bekletildi. Ertesi giin hiicreler 10 dk PBS ile
yikandiktan sonra FITC sekonder antikor ile 60 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Daha sonra PBS ile yikanan hiicrelere ¢ekirdek boyanmasi icin bir dakika
DAPI uygulandi. Hiicreler tekrar PBS ile yikandiktan sonra kapatict medyum ile
kapatildi. Preparatlar Olympus BX51 floresan mikroskobu altinda incelendi. NF-kB
ekspresyon diizeyini belirlemek {izere her gruptan rastgele 10 farkli alandan Image J

yazilimi (ImageJ, Bethesda, Amerika) kullanilarak 6l¢tim yapildi.
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3.8. Selenyum Dioksit ile Paklitaksel Kombine Uygulanmasinda Hiicre

Canlihiginin Gosterilmesi

SEL ile PTX kombine uygulanmasinin hiicre canliligina etkisi MTT metodu
uygulanarak gosterildi (Yerlikaya ark., 2017). Bunun igin besiyeri igerisinde 3x103
hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu plakaya hiicre ekimi yapildi. Ertesi giin
belirlenen dozlarda SEL ve PTX soliisyonlar1 besiyeri ile diliie edilerek hazirland:.
Her bir dozdan ii¢ farkli kuyuya uygulama yapildi. Kontrol grubuna herhangi bir ilag
uygulamasi yapilmadi. Ardindan hiicreler 37°C, %5 CO,‘li inkiibatére konuldu.
Belirlenen siirenin sonunda ilgili plakadaki hiicreler iizerine 10ul MTT soliisyonu
eklendi. Daha sonra hiicreler 4 saat siireyle 37°C, %5 CO>’li ortamda inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda biitiin kuyucuklardaki hiicrelerin besiyeri atildiktan sonra
hiicrelerin iizerine 100 ul DMSO eklendi. Hiicreler 10 dk inkiibatorde bekletildi.
Siire sonunda plakalardaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda
spektrof otometrede Ol¢iildii. Kontrol grubunun absorbans degerinde hiicre sayisi
%100 olarak kabul edildi. Kontrole gore ila¢ uygulanan hiicrelerin absorbans

degerleri orantilanarak yiizde canlilik degerleri hesaplandi.

3.9. istatistiksel Analiz

TUNEL ve NF-kB immiinreaktivite yogunlugunun degerlendirilmesi i¢in her bir
gruptan rastgele 10 farkli alandan goriintii alindi. Image J yazilim programi
kullanilarak immiinreaktivite yogunluklar1 olgtildii. GraphPad Prism 8.0.2 paket
programi verilerin istatistiksel analizi i¢in kullanildi. Shapiro-wilk testi ile verilerin
normal dagilima uygunlugu incelendi. Doz gruplarina goére yilizde canlilik degerleri
“one sample t test” ile karsilastirildi. Ikiden fazla gruplar arasi karsilastirmalarda tek
yonlii varyans analizi ve Kruskal Wallis testleri kullanildi. Ikiden fazla 6l¢iimler
aras1 karsilastirmalar i¢in Friedman testi ve tekrarl 6l¢iimler de varyans analizi ile
degerlendirildi. Coklu Kkarsilastirmalar i¢in Dunn-Bonferroni ve Tukey testleri
uygulandi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Selenyum Dioksitin 1C50 Dozunun Belirlenmesi

Hiicrelerin SEL uygulamasi sonrasi canlilik durumu MTT analiziyle degerlendirildi.
Bu amacla deney icin yeterli hiicre miktar1 elde edilene kadar hiicreler kiiltiir
ortaminda cogaltildi. tripsin ile flasktan kaldirilan hiicreler sayildiktan sonra 96
kuyucuklu plakalara 3000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. ilk MTT denemesinde
150 mM, 100 mM, 50 mM, 10 mM, 5 mM, 2 mM, 0,5mM, 0,4 mM, 0,3 mM, 0,2
mM, 0,1 mM dozlan secildi. Ayrica doz uygulamasinin zamana bagli degisimini
gbzlemleyebilmek icin de 24, 48 ve 72 saatler i¢in analiz yapildi. Ilk deneme sonrasi
hiicre canliliginda IC50 degerinin tam belirlenemedigi i¢in doz araligr degistirilerek
test tekrarlandi. Bunun igin 14uM, 12 uM, 10 uM, 8 uM ve 6 uM dozlar1 hiicrelere
24, 48 ve 72 saat uygulandi. MTT analizi sonrasi elde edilen bulgular sekil 4.1, 4.2.,
4.3,’de goriilmektedir. Elde edilen grafiklere bakildiginda doza bagli hiicre
canliliginda zamanla azalma oldugu goriildii. Buna gore de 1C50 dozu MDA-MB-

231 meme kanseri hiicre hatt1 i¢in 12uM — 24 saat olarak belirlendi.
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Sekil 4.1. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 24 saat SEL toksisitesi
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Sekil 4.2. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 48 saat SEL toksisitesi
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Sekil 4.3. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 72 saat SEL toksisitesi

4.2. Apoptozis Analizi Bulgular:

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 {izerine SEL ve PTX uygulamasi sonrasi
elde edilen immunof loresan goriintiiler sekil 4.4’de gosterildi. Resimlerdeki yesil
yansimalar TUNEL+ apoptotik cisimciklerdi. SEL1, SEL2 ve SEL3 gruplarina
bakildiginda kontrol grubuna gore 24. saatte apoptotik hiicrelerin artis1 gozlemlendi.
Bu apoptotik hiicre artisinin doza bagl oldugu goriildii. PTX grubunda ise kontrol
grubuna gore apoptotik cisimciklerin arttigi belirlendi. SEL1+PTX, SEL2+PTX ve
SEL3+PTX gruplarinda ise kontrol grubuna gére TUNEL+ apoptotik hiicrelerde artis
oldugu goriildii (Sekil 4.4).

Gruplarda TUNEL+ apoptotik hiicre immiinreaktivitesinin istatiksel analiz sonuglari
tablo 4.3’de goriilmektedir. SEL’in tek basina meme kanseri hiicrelerine
uygulanmas1 sonrasinda SEL1 ve SEL2 grubunda TUNEL+ apoptotik hiicre
immiinreaktivitesinde kontrol grubuna gore anlamli bir artma oldugu goriildi
(p<0,001). SEL3 grubunda ise kontrol grubuna gore apoptotik hiicrelerde bir artis
oldugu ancak bu artisin anlamli farkli olmadig:i belirlendi (p=0,3121). PTX
grubunda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artmis apoptotik hiicre

varhi@ dikkati g¢ekti (p<0,0001). SEL ve PTX’in birlikte uygulandigi gruplara
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bakildiginda SEL1+PTX grubunda apoptotik hiicre yogunlugunda hem SEL1 hem de
PTX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriildii (p<0,001).
SEL2+PTX grubunda da benzer sekilde SEL2 ve PTX gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu gériildii (p=0,0004, p= 0,0108). SEL3+PTX grubu
degerlendirildiginde SEL3 grubu arasinda anlamli fark olmadigi (p>0,9999), PTX
grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi (p=0,0072).
SEL1+PTX, SEL2+PTX ve SEL3+PTX gruplar1 ile PTX grubu arasinda apoptotik
hiicre yogunlugunda istatistiksel olarak bir azalma oldugu dikkati ¢ekerken (p=
0,0091, p= 0,0108, p= 0,0102), bu {i¢ grubun kendi aralarinda anlaml1 bir farkliligin
olmadigi gorildi (p=>0,9999) (Tablo 4.1).

KONTROL

SEL1

SEL2

SEL3

Sekil 4.4. SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina TUNEL
gortintiileri. Hiicrelerde olusan apoptotik cisimcikler floresan mikroskopta yesil yansimalar
seklinde goriilmektedir. (Bar: 100 pM)
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PTX

SEL2 + PTX SEL1 + PTX

SEL3 + PTX

Sekil 4.4 (devami). SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina
TUNEL goriintiileri. Hiicrelerde olusan apoptotik cisimcikler floresan mikroskopta yesil
yansimalar seklinde goriilmektedir. (Bar: 100 uM)
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Tablo 4.1. SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina ait TUNEL istatistiksel analiz sonuglari

GRUPLAR
KONTROL SEL1 SEL2 SEL3 PTX SEL1+PTX | SEL2+PTX | SEL3+PTX p
TUNEL | (0.90+.27)? (4.10£0.89)° | (3.26:0.80)* | (1.72£0.21)* | (2.94+0.48)° | (1.74+0.40)* | (1.76+0.39)* | (1.75+0.38)* | <0.001

Veriler ortalama +standart sapma olarak ifade edilmistir. p*: gruplar arasindaki farkin anlamliligini, p:zamanlar arasindaki farkin anlamliligini ifade etmektedir. Ayni

satirda yer alan ayn1 kii¢iik harfler gruplar arasi benzerligi, farkli harfler farkliligi ifade etmektedir (Kontrol: Uygulama yok, SEL1: 24 uM, SEL2: 12 uM, SEL3:6 uM,
PTX:20 nM, SEL1+PTX: 24 uM+20 nM, SEL2:12 uM+20 nM, SEL3: 6 uM+20 nM).
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4.3. NF-kB Bulgular:

SEL ve PTX’in birlikte MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti tizerine uygulamast
sonrast NF-kB ekspresyonuna dair elde edilen immunof loresan goriintiiler sekil
4.5’de gosterildi. En yiiksek ekspresyonun kontrol grubunda oldugu goézlemlendi
(Sekil 4.5). Gruplardaki NF-kB immiinreaktivite yogunlugunun istatistiksel sonuglari
tablo 4.2’de goriilmektedir. SEL’in tek basina uygulanmasi sonrasinda SEL1 ve
SEL2 grubunda NF-kB ekspresyonunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml bir azalma oldugu goriildii (p<0,001). SEL3 grubunda ise kontrol grubuna
gore bir azalma vardi. Ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,9999). PTX
grubunda ise kontrol grubuna gore NF-KB ekspresyonunun istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldigi dikkati c¢ekti (p<0,001). SEL ve PTX’in birlikte
uygulandigr gruplara bakildiginda SEL1+PTX, SEL2+PTX ve SEL3+PTX
gruplarinda PTX grubuna gore arttig1 belirlendi. Ancak bu artiglar istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0,9999) (Tablo 4.2).
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SEL2 SEL1 KONTROL

SEL3

Sekil 4.5. SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina NF-kB
ekspresyonu. Parlak yesil yansimalar NF-kB ekspresyonunu gostermektedir. (Bar: 100 uM)
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PTX

SEL2 + PTX SEL1 + PTX

SEL3 + PTX

Sekil 4.5 (devami). SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina NF-
kB ekspresyonu. Parlak yesil yansimalar NF-kB ekspresyonunu gostermektedir. (Bar: 100
uM)
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Tablo 4.2. SEL ve PTX uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina ait NF-kB ekspresyonu istatistiksel analiz sonuglari.

Gruplar
Kontrol SEL1 SEL2 SEL3 PTX SEL1+PTX SEL2+PTX SEL3+PTX p
(8 89£2.9 b bc ac b bc bc bc
NF-kB 2 (1.79+0.48) (4.62+0.77) (7.62+1.14) (3.31£1.85) (4.65+1.11) (4.55+1.12) (4.53+0.74) <0.001

Veriler ortalama +standart sapma olarak ifade edilmistir. p*: gruplar arasindaki farkin anlamliligini, p:zamanlar arasindaki farkin anlamliligin1 ifade etmektedir. Aym

satirda yer alan ayni kii¢iik harfler gruplar arasi benzerligi, farkli harfler farkliligi ifade etmektedir (Kontrol: Uygulama yok, SEL1: 24 uM, SEL2: 12 uM, SEL3:6 uM,
PTX:20 nM, SEL1+PTX: 24 uM+20 nM, SEL2:12 uM+20 nM, SEL3: 6 uM+20 nM).
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4.4. Selenyum Dioksit ile Paklitaksel’in Kombine Uygulamasinda Hiicre

Canhihigi Bulgular:

SEL ve PTX’in kombine uygulamasi sonrasinda hiicre canliigit MTT analiziyle
degerlendirildi (Sekil 4.6). SEL1 ve SEL2 grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugu goriildii (p<0,0001). SEL3 grubunda
ise kontrol grubuna goére hiicre canliliginda anlamli bir artis oldugu belirlendi (p=
0,0027). PTX grubunda hiicre canliliginin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalis oldu dikkati ¢ekti (p<0,0001). SELI+PTX, SEL2+PTX ve
SEL3+PTX gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalmanin oldugu belirlendi (p<0,0001). SELI+PTX, SEL2+PTX ve SEL3+PTX
gruplarinda PTX grubuna gore hiicre canliliginda bir artis oldugu belirlendi. Ancak
bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,9999).
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Sekil 4.6. SEL ve PTX’in kombine uygulamasi sonrasinda MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattina ait hiicre canlilig.

% Canlihk
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5. TARTISMA

Kanser, iilkemizde ve diinyada ikinci Oliim sebebi olmasi nedeniyle insanlar
etkileyen mithim bir saglik sorunu oldugunu gostermektedir (Cooper, 2000). Meme
kanseri ise, memenin karakteristik hiicrelerinde malign 6zellige sahip bir grup
hiicrenin kontrolsiiz ve kararsiz biiyiimesinin neden oldugu bir hastaliktir
(Somunoglu, 2009). Diinyada her yil 2,1 milyon kadinin saghgm ve oliimiinii
olumsuz yonde etkileyen en yaygin malignite tiiriidiir (Ellis ve ark., 2003). Hastaligin
fazla goriilmesi ve Oliimle neticelenmesi sebebiyle bu hastaligin tedavisine yonelik
incelemeler halen giincelligini korumakta ve giderek ¢ogalmaktadir (Saurel ve ark.,
2010). Glinlimiizde meme kanseri i¢in rutin tedaviler olarak bilinen kemoterapi ve
hormon tedavilerinin yani sira hedefe yonelik tedaviler de kullanilmaktadir ancak her
zaman 1iyi sonug¢ vermemektedir (Tiirk, 2013). Bu nedenle siireci molekiiler diizeyde
anlamak ve normal hiicreleri yok etmemek icin yeni tedaviler aramak ve
antioksidanlarin hiicre i¢inde nasil ¢alistigini incelemek olduk¢a Onemlidir. Son
zamanlarda yapilan ¢esitli in vitro ve in vivo calismalarda, dogal bilesiklerin
antikanser ilaclartyla birlikte uygulanmasinin kanser hiicrelerinin  duyarliligin
arttirdig1 bildirilmistir (Nabekura, 2010). Bu tez ¢alismasinda PTX ve SEL’in tek
basina ve birlikte uygulamalarinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerindeki
proliferasyon ve apoptozis yolagi iizerine etkileri immiinof loresan yontemlerle

incelenmistir.

Taksan ailesinin ilk iiyesi olan PTX, meme ve rahim kanseri tedavisinde kullanilan
en onemli ilaclardan biridir (Karliga ve Talinli, 2004). Klinik ¢aligmalar, PTX'in
gastrointestinal toksisite, asir1 duyarlilik, ndrotoksisite ve miyelosupresif etkiler gibi
yan etkileri oldugunu gostermistir (Frederiks ve ark., 2015). Bazi durumlarda
hiicrelerde PTX'e kars1 direng oldugu goézlenmistir (Némcova-Filirstova ve ark.,

2016). Bu direnci ve yan etkileri azaltmak ile PTX'in etkinligini artirmak igin, son



caligmalarda kemoterapdtik ajanlarin cesitli dogal {iirtinlerle birlikte kullanimina

odaklanilmistir (Chavoshi ve ark., 2017; Chen ve ark., 2016; Jiang ve ark., 2017).

Insan ve hayvan beslenmesi igin gerekli bir mineral olan SE’un inorganik formu
SEL’dir (Wilber, 1980). Se’un organik formu ise selenometiyonin’dir (Mahan,
1999). Se uygulamasinin in vitro olarak meme kanseri hiicrelerinin biiylime hizini
azalttigr gosterilmistir (Watrach ve ark., 1984). Yapilan baska bir ¢alismada ise
SEL’in MDA-MB-231 meme kanseri hiicre dizilerini inhibe etmede
selenometiyoninden daha etkili oldugu gosterilmistir (Kuppusamy ve ark., 2005).
SEL’in kanser Onleyici etkisinin molekiiler 6zellikleri belirlenmis olsa da SEL’in
PTX ile kombine kullaniminin meme kanseri hiicrelerindeki etkileri heniiz net olarak

tanimlanmamustir.

Apoptozis, ¢cok sayida molekiiliin gorev aldigi karmasik bir siiretir. Bunlardan biri
transkripsiyon faktorii NF-kB'dir (Aggarwal, 2004). NF-kB vyolu, inflamasyon,
proliferasyon, apoptozis, metastaz, tiimor hiicresi infiltrasyonu ve anjiyogenez ile
ilgili genlerin transaktivasyonu yoluyla tiimoér olusumunda 6nemli bir rol oynar
(Orlowski ve Baldwin, 2002). NF-kB aktivasyonu ile apoptozis inhibe ettigi daha
once gosterilmistir (Lin ve Karin, 2007). Ayn1 zamanda, NF-kB inhibisyonu ile
tiimdr hiicrelerinin kemoterapiye duyarli hale gelebilecegi de belirtilmistir (Rundall
ve ark., 2004). NF-kB aktivitesi, hepatoseliiler karsinom ile mide, , pankreas , kolon ,
prostat, ve meme kanseri dahil olmak ftizere farkli kanser tiirlerinde bir¢ok
arastirmaci tarafindan degerlendirilmistir (Biswas ve ark., 2001; Chen ve Sawyers,
2002; Lind ve ark., 2001; Sasaki ve ark., 2001; Tai ve ark., 2000; Yamanaka ve ark.,
2004, Wang ve ark., 1999). NF-kB'nin hiicre dongiisii, infiltrasyon, metastaz,
anjiyogenez ve anti-apoptozis ile iliskili gen ekspresyonunu aktive etmesi nedeniyle
timor gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Arlt ve
ark., 2002). Ayrica NF-kB transkripsiyon faktoriiniin inhibisyonunun, fibrosarkom,
lenfoma, melanom, mesane, meme ve skuaméz hiicreli karsinom hiicre dizilerini
TNF (timor nekroz faktorli), kemoterapi ve radyasyon tedavisinin sitotoksik
etkilerine kars1 duyarli hale getirdigi de bildirilmistir (Batra ve ark., 1999; Jeremias
ve ark., 1998; Shattuck-Brandt ve Richmond, 1997; Sovak ve ark., 1997; Van
Antwerp ve ark., 1996; Wang ve ark., 1996). MDA-MB-231 hiicreleri NF-kB ve
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VEGF'nin en yiiksek ekspresyonuna sahip hiicre dizisi oldugu ve NF-kB'nin
baskilanmasinin apoptozis mekanizmasini aktive ettigi belirtilmistir (Bharti ve
Aggarwal, 2002).

Calismamizda, SEL ve PTX kombinasyonunun MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatt1 lizerindeki etkisini aragtirmak i¢in ilk olarak hiicreler in vitro ortamda kiiltiire
edildi. IC50 degerleri, hiicrelere farkli konsantrasyonlarda ve farkli zamanlarda SEL
uygulamasi yapilarak belirlendi. SEL ve PTX ile tedavi edilen hiicrelerde apoptozis
ve NF-kB ckspresyonu immiinositokimyasal yontemlerle degerlendirildi.
Kuppusamy ve arkadaslar1 SEL ve organoselenyumun insan meme kanseri hiicre
dizisit MDA-MB-231'in  biiylimesi  iizerindeki  etkilerini  incelemislerdir.
Calismalarinda SEL IC50 dozu 34 pg/mL olarak belirlemislerdir (Kuppusamy ve
ark., 2005). Forootanfar ve digerleri, SEL ve Se nanopargaciklarinin MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde antioksidan ve sitotoksik etkilerini incelemislerdir. MTT analizi
sonrasinda Se nanopargaciklarinin IC50 degerini 41.5 + 0.9 pg/mL, SEL 1C50
degerini 6.7 = 0.8 pg/mL olarak belirlemislerdir (Forootanfar ve ark., 2014). Yaming
ve arkadaslar1 ise SEL’in ti¢ farkli akciger kanseri hiicre hatt1 tizerindeki apoptotik
etkilerini belirlemek istedikleri ¢alismalarinda 10 uM SEL dozunda hiicrelerde
apoptozis uyardigini gostermislerdir (Yaming ve ark., 2004). Jia ve ark. ise
caligmalarinda SEL’in COC1/DDP insan ovaryan kanser hiicre hatti {izerine etkileri
arastirmigladir. MTT analizi sonrasinda optimal dozu 10 uM olarak belirlemislerdir
(Jia ve ark., 2010). Bizde ¢alismamizda IC50 dozunu belirlemek igin amaciyla
14uM, 12 uM, 10 uM, 8 uM ve 6 uM seklinde farkli SEL dozlarim1 MDA-MB-231
hiicre hatt1 iizerine uyguladik. IC50 dozunu 12uM olarak belirledik. Dolayisiyla
hiicre hatt1 lizerinde etkinligini gérdiiglimiiz dozlarin eser miktarda oldugu sonucuna

ulastik.

Kansere karst bir ilacin etkinliginin goOsterilmesinde bir¢ok mekanizma
kullanilabilmektedir (Whanger, 2004). Bunlar hiicre ¢ogalmasinin ve anjiyogenezin
inhibisyonu ile immiin sistem ve apoptozisin uyarilmasidir. Bu potansiyel
mekanizmalar i¢inde ¢ogunlukla apoptozis lizerinde durulmaktadir (El-Bayoumy ve
Sinha, 2004). Kansere karst Se’nin potansiyel etkileri in vivo ve in vitro ¢alismalarda

gosterilmistir (Dennert ve ark., 2011). Bu etkileri daha ¢ok anjiyogenez, antioksidan
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etki, ekstraseliiler matriks diizenlemesi, DNA hasari, hiicre dongiisii ve apoptozis
gibi siireclerle iliskilidir (Alaejos ve ark., 2000). EI-Bayoumy ve arkadaslari, Se
formlarinin antikanserojenik aktivitelerinin belirlenmesinde tercih edilen Se’nin
kimyasal yapisinin ve uygulanan dozun o6nemli oldugunu soOylemislerdir (El-
Bayoumy ve Sinha, 2004). Watrach ve ark. yaptiklar1 ¢alismada Se uygulamasinin
in vitro ortamda meme kanseri hiicresi biiyiime oranini azalttigin1 gostermislerdir.
Ayrica Se uygulamasinin, konake1 iizerinde belirgin bir yan etki olmaksizin meme
kanseri hiicre biiylimesi oraninda %80-%93 azalma ile iliskilendirmislerdir (Watrach,
1984). Kuppusamy ve arkadaslar1 ¢alismalarinda ise SEL MCF-7 ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettikleri gostermislerdir
(Kuppusamy ve ark., 2005). Yaming ve arkadaslari, akciger kanseri hiicre dizilerinde
SEL’in antikanserojenik etkisini apoptozis tizerinden gosterdigini belirlemislerdir
(Yaming ve ark., 2004). Bununla birlikte, SEL’in PTX ile kombine kullaniminin
meme kanseri hiicrelerindeki etkileri heniiz net olarak tanimlanmamistir.
Dosetakselin Se’nin bir tiirevi olan metilselenosistein ile prostat kanseri hiicre hatlar
tizerinde yapilmis antikanser etkinligini arttirmaya yonelik ¢alismada sinerjistik etki
gosterdigi  belirlenmistir (Rami ve ark., 2006). Freitas ve arkadaslar1 ise
caligmalarinda PC-3 hiicre dizisi lizerine inorganik bir Se’nin formu olan sodyum
selenitin dosetaksel ile kombine etkilerini arastirmislardir. Bu kombine kullanimin
hiicre canlilig1 lizerinde sinerjistik etki gosterdigini bildirmislerdir. Ancak kombine
kullanimda proapoptotik faktorlerin uyarilmadigini sdylemislerdir (Freitas ve ark.,
2011). Bizde ¢alismamizda MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde SEL ve PTX
kombine uygulamasinin etkilerini arastirdik. SEL PTX ile kombine edildiginde
apoptozis tizerine etkileri arastirildiginda SEL’in doza bagl olarak bu hiicrelerde
apoptozis uyardigi gosterildi. PTX’in de tek basmna uygulanmasinda kanser
hiicrelerini 6ldiirdiigii belirlendi. Ancak SEL ve PTX’in kombine uygulandigi
gruplarda apoptozisin azaldigi dikkati g¢ekti. Dolayisiyla SEL’in PTX’in etkisini
azalttig1 sonucuna varildi. Hiicre ¢ogalmasi bulgular1 degerlendirildiginde SEL ve
PTX’in birlikte uygulandigi gruplarda PTX grubuna gore arttigi goriildi. Yalnizca
SEL gruplarinda ise doz azalmasina bagli olarak hiicre canliliginin arttig1 belirlendi.
Bu durum da SEL’in hiicreleri 6liime gotiiriirken apoptozdan farkli hiicre 6liim

yollarini da kullanabilecegini diistindiirdii.
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Apoptozis mekanizmast olduk¢a kompleks bir siire¢ olup bu siirecte farkli
molekiiller gorev almaktadirlar. Bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB’da bunlardan
biridir (Aggarwal, 2004). NF-kB hiicrelerde pro ya da anti-apoptotik fonksiyon
gosterebilmektedir. Bu durumda hangi yoldan etki edecegi apoptozis indiikleyicinin
yapisina gore belirlenmektedir (Kaltschmidt ve ark., 2000). Bir c¢alismada p53
indiiksiyonunun apoptozisin uyardigi ve NF-kB’ninda ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir. NF-KB inhibisyonunun ise p53 uyarimli apoptozisi engelledigi
belirtilmistir (Ryan ve ark., 2000). HT29 hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada ise
aspirinin apoptozis uyarict etkilerine NF-KB aktivasyonunun katki sagladigi
bildirilmistir (Stark ve ark., 2007). NF-kB’nin antiapoptotik etki gosterdigi de bazi
caligmalarda bildirilmistir. Davis ve ark ¢alismalarinda genistein’in NF-KkB 'yi inhibe
ederek prostat kanseri hiicrelerinde proapoptotik bir yaniti indiikledigini
belirtmislerdir (Joanne ve ark., 1999). Celik ise c¢aligmalarinda sar1 kantaron
bitkisinin bazal hiicreli karsinom hiicreleri tizerine etkilerini aragtirmiglardir. Sari
kantaron bitkisinin ekstresi tedavisinin bazal hiicreli karsinom hiicre hatlarinda
apoptotik proteinlerin ekspresyonunu arttirdigi, NF-KB ekspresyonunu azalttigini
gostermislerdir (Celik, 2021). Wang ve arkadaslari ise COX-2 inhibitorii olan
selekoksib’in MDA-MB-231 ve SK-BR-3 meme kanseri hiicre hatlarina etkilerini
arastirmiglardir. Selekoksib’in doz ve zamana bagl olarak apoptozisi uyardigi NF-
kB’y1 ise inhibe ettigini belirtmislerdir (Wang ve ark., 2017). Bizim ¢alismamizda da
SEL uygulamasi sonrasinda NF-kB ekspresyonunun azaldig: goriildii. Benzer sekilde
yalniz PTX grubunda da NF-kB ekspresyonunun azaldigi belirlendi. SEL1+PTX,
SEL2+PTX ve SEL3+PTX gruplarinda ise NF-kB ekspresyonunun kontrol grubuna
gore azaldigi, PTX grubuna gore arttifi gozlendi. Dolayisiyla SEL ve PTX
uygulamasinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde apoptozisi uyardigi, NF-

kB’nin ekspresyonunu azalttigi belirlendi.

Bu c¢alisma, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda SEL ve PTX
kombinasyonunun apoptozis mekanizmasi ve bu mekanizma da diizenleyici olarak
rol oynayan transkripsiyon faktorii NF-kB {izerindeki potansiyel etkisini
modellemistir. Cikan sonuclarimizda SEL ve PTX’in MDA-MB-231 hiicrelerini
apoptozise gotiirdiigii belirlenmistir. Fakat SEL-PTX’in kombinasyonunda sadece

PTX’in aksiyonuna gore apoptozisi azalttigi gézlemlenmistir. Dolayisiyla bitkisel
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kokenli bilesiklerin kemoterapoétiklerle kombine edilerek kullanilmasinda dikkatli
olunmas1 gerektigi, kemoterapotik maddenin etkinligini azaltmasi kanser tedavisinin
yoniinii degistirebilecegine dikkat edilmelidir. Bundan dolayr bitkisel kokenli
bilesiklerin kemoterapotiklerle birlikte uygulanmasina yonelik daha ayrintili

calismalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.
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