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OZET

Diren, A. (2014). Fermente Edilmis Morus Nigra Meyve Suyunun MCF-7 ve MCF-10A
Insan Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Sitotoksik ve Apoptotik Etkilerinin incelenmesi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans
Tezi. Istanbul.

Flavanoidler, fenolik asitler ve antosiyaninler gibi dogal antioksidanlar1 iceren
dutsu meyveler oldukc¢a i1yi bir kaynaktir. Serbest radikal inhibitorleri olarak etki
gosterebilen yiiksek etkinlikte antioksidan enzimleri ve oksijen radikal siipiiriicii

aktiviteleri vardir, bu sayede hiicresel hasarlara kars1 koruma saglarlar.

Bu meyveler i¢cinde bulunan, tropikal ve subtropikal bir meyve tiirii olan dut
(Morus spp.), Moreceae ailesinin Morus cinsinde yer almaktadir. Morus cinsinde yaygin
olarak yetistirilen tiirler; kirmizi dut (Morus rubra), karadut (Morus nigra) ve beyaz dut

(Morus alba)’tur.

Fermente iceceklerin, fenolik bilesikleri icermeleri ve antioksidan etkileri
nedeniyle yaslanma, kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi siireclerin
onlenmesinde Onemli rol oynadiklari onerilmektedir. Dolayisiyla yiiksek antosiyanin
icerigi olan fermente edilmis karadutun kanser gelisimi {izerine potansiyel

antikarsinojenik etkilerinin bulunmasi ¢cok muhtemeldir.

Bu amagla calismamizda, in vitro hiicre kiiltiiri yontemleri kullanilarak,
fermente karadutun sitotoksik ve apoptotik etkilerinin incelemesi hedeflenmistir.
Calismamizda kullanllan MCF7 meme kanseri hiicre soyu, en yaygin gézlenen meme
kanserini ornekleyen Ostrojen reseptor pozitif ER+ Ozelliktedir. Kontrol olarak normal
meme epitel hiicre soyu olan MCF10A ve periyodental ligaman hiicre soyu PDL
kullanilmistir. Bu ii¢ tip hiicre soyunda fermente karadut 6ziitlerinin hiicre canlilig
tizerinde karsilastirmali etkisi incelenerek, fermente karadutun meme kanserinde olasi

Onleyici veya baskilayic1 etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler : Karadut, Mayalanma, Meme Kanseri, Flavanoid, Apoptoz

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 44896
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ABSTRACT

Diren A. (2014). Investigation of Fermentated Morus Nigra Juice in MCF-7 and MCF-
10A Human Breast Cancer Cell Lines’ Cytotoxic and Apoptotic Effects. Istanbul
University, Institute of Health Science, Molecular Medicine. Master Thesis. [stanbul.

Berry fruits are a good source of natural antioxidants such as anthocyanins,
flavonoids, and phenolic acids. They have high antioxidant enzymes and oxygen radical
scavenging activities, which could be as affective as free radical inhibitors and provide
protection against harmful damage.

In one of these fruits, Mulberry (Morus spp.) is a tropical and subtropical fruit
species and belongs to Morecaea family genus Morus. The species are widely grown in
the genus Morus are red (Morus rubra), black (Morus nigra) and white (Mogus alba).
Antioxidant activities of mulberry species are generally caused by their phenolic
compounds, especially anthocyanins.

Fermented beverages, include phenolic compounds so that they have an
antioxidant effect which have an important role to prevent processes such as aging,
cancer, diabetes mellitus and cardiovascular diseases. Despite the fact that the black
mulberry has a significant amount of valuable anthocyanin content, it is very likely to
have a anticarcinogenic potential impact in the development of cancer.

For this purpose, we aimed to investigate the cytotoxic and apoptotic effect of
the black mulberry in the human breast cancer cell line. In this study, MCF7 breast
cancer cell line was used, which has estrogen receptor-positive breast ER + property
that exemplifies the most commonly observed breast cancer.

MCF10A normal breast epithelial cell line and PDL periodontal ligament were
used as a control. On these three types of cell line, examining comparative effect of
mulberry extracts on cell viability. We aimed to determine preventive / suppressive

effects of mulberry in the breast cancer.

Key Words: Black Mulberry, Fermentation, Breast Cancer, Flavanoid, Apoptosis
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda meme kanseri sikh@inda artis gozlenmektedir. Bu nedenle
biyokimya, toksikoloji, molekiiler biyoloji, genetik ve epidemiyoloji gibi cesitli
disiplinlerde kanser mekanizmasi yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Bununla beraber,
kanser multifaktoriyel etiyolojisinden dolay1 sadece cevre, diyet, genetik ve epigenetik
faktorlerle iliskili olmay1p, ayn1 zamanda gen-cevre ve gen-beslenme iligkisinin de etkili
oldugu bir hastaliktir. Nitekim uzun yillar boyunca beslenmeye dayali yapilan
arastirmalarda, besinler ve diger diyetsel bilesiklerin genler ile olan iliskileri arastirilmis
ve bu etkilesimin olasi mekanizmalart ve smiflandirilmasi iizerine yapilan calismalar
teknolojik gelismelerle hiz kazanmustir (1).

Meme kanseri, 6zellikle Bat1 iilkelerinde kadinlarda en sik goriilen kanserdir (2).
Meme kanseri 1ngiltere’de 12 kadindan birinde (3), ABD’de ise 8 kadindan birinde
goriilmektedir (4). GLOBOCAN 2008 verilerine gore lilkemizde yaklagik yilda 12.7
milyon kanser vakasi ve 7.6 milyon kanser 6liimiiniin meydana geldigi bildirilmistir (5).

Kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi pek c¢ok hastaliklarmn
engellenmesini saglayan antioksidan maddeler, son zamanlarda fonksiyonel gidalardaki
varliklar1 nedeniyle dikkat ¢ekmis ve bu tiir gidalarda daha ¢ok arastirma yapilmasini
saglamiglardir (6).

Besin ve fitokimyasallar icermeleri acisindan zengin olan dut ve dut gibi
meyvelerin alinimmin c¢esitli hastalik ve rahatsizliklar1 6nleyebilir olmasi, diinya
capmnda meyve ve sebze tiiketiminin artmasini saglamistir. Pek c¢ok dut giiclii
hastaliklarla savasan gidalardir ve insan diyetinde tiiketilen meyvelerin biiyiik bir
porsiyonunu olusturur (7). Cesitli bogiirtlen, ahududu ve yaban mersini kiiltiirlerinden
elde edilen meyve Ozleri etkili serbest radikal inhibitorleri olarak hareket ederler (8).

Dut o6ziitleri sahip olduklar1 potansiyel insan saglig1 yararlar1 i¢in bitkisel diyet
takviyesi olarak kullanilmaktadir. Pek ¢ok laboratuvar ve hayvan caligmalar1 dutlarin;
antikanser, antioksidan ve antiproliferatif ozellikleri oldugunu gostermistir (9,10).
Dutlarin biyoaktif bilesenleri; metabolize edici enzimlerin indiiksiyonu, gen ifadesinin
diizenlenmesi, hiicre boliinmesi, apoptoz ve hiicre i¢i sinyal yollarinin iizerindeki
etkileri de dahil olmak iizere cesitli hareket tamamlayici ve iist iiste gelen mekanizmalar

aracihigiyla anti-kanser etkisi gostermektedir (11).



Cilek ve karadut gibi bazi dut tiirlerinin gallik ve elajik asit gibi fenolik bilesik
kaynag oldugu ve dolayisiyla potansiyel kanser onleyici aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir (12). Insan sagh ile iliskili flavonoid, fenolik asit ve benzerini iceren bu
fenolik bilesikler giiniimiizde oldukca biiyiik ilgi cekmektedir (13).

Bu meyveler icinde bulunan, tropikal ve yaritropikal bir meyve tiirii olan dut
(Morus spp.), Moreceae ailesinin Morus cinsinde yer almaktadir (14). Dogu, Bat1 ve
Giiney Dogu Asya, Giiney Avrupa, Kuzey Amerika’nin giineyi, Giiney Amerika nin
kuzeybatisi ve Afrika’nin bazi bolgeleri bu tiiriin dagilim alanlaridir. Morus cinsinde en
yaygin olarak yetistirilen tiirler; kirmizi dut (Morus rubra), karadut (Morus nigra) ve
beyaz dut (Morus alba)’tur (15,16).

Dut cesitlerinin antioksidan aktiviteleri cogunlukla fenolik bilesenlerinden;
ozellikle de antosiyaninlerden kaynaklanir (17).

Yapilan caligmalar; antosiyaninler ve antosiyaninlerce zengin ziitler ile hiicre
cogalmasinin engellenmesinin, kanserli hiicrelerde normal hiicrelere gore daha belirgin
oldugunu gostermistir (18).

Fermente iceceklerin, fenolik bilesikleri icermeleri nedeniyle antioksidan etkiye
sahip olmalar1 ile yaslanma, kanser, diyabet, norolojik bozukluklar, ateroskleroz ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi zararh siire¢lerin 6nlenmesinde onemli rol oynadiklar
bildirilmektedir (19,20). Dolayisiyla ©6nemli miktarda antosiyanin icerige sahip
olmalarindan otiirii fermente edilmis kara dutun kanser gelisimi iizerine potansiyel

antikarsinojenik etkileri olmas1 ¢cok muhtemeldir.

Bu amagla calismamizda, in vitro hiicre kiiltiirii yontemlerini kullanarak, insan
meme kanseri hiicre soyunda, fermente edilmis karadutun sitotoksik ve apoptotik
etkilerini incelemeyi hedefledik. Tez projemiz bu agidan literatiirde ilk arastirma
olmustur. Calismamizda kullandigimiz MCF7 meme kanseri hiicre soyu, en yaygin
gozlenen meme kanserini Ornekleyen Ostrojen reseptor pozitif ER+ 0Ozelliktedir.
Kontrol olarak normal meme epitel hiicre soyu olan MCF10A ve periyodental ligaman
fibroblast PDL hiicre soyu kullanilmistir. Bu {i¢ tip hiicre soyunda fermente edilmis
karadut oziitlerinin hiicre canlilig1 iizerinde karsilastirmali etkisi incelenerek, fermente
karadutun meme kanserinde olasi Onleyici / baskilayic1 etkilerinin belirlenmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin olan kanser tipi olup; akciger
kanserinden sonra goriilme siklig1 en yiiksek olan ikinci kanser tiiriidiir. GLOBOCAN
2012 verilerine gore 2012 yilinda Diinya genelinde 14,1 milyon yeni kanser vakasi ve
8,2 milyon kansere bagli mortalite tespit edilmistir. Diinya genelinde akciger
kanserinden sonra en fazla tan1 koyulan kanser tiirii meme kanseridir ( %11,9) (21).
Meme kanseri, klinik ve molekiiler agidan oldukca karmasik bir yapiya sahiptir. Bu
karmasik yapmin ortaya c¢ikmasinda yapisal heterojenite, gen ekspresyon

seviyelerindeki farkliliklar ve tiimoriin mikrogevre ile etkilesimi rol oynamaktadir.

Tiimor gelisim siirecinde, normal biyolojik fonksiyonlarda c¢ok sayida
bozukluklar meydana gelmektedir. Proliferatif sinyalin siirekliligi bu bozukluklardan
biri olup tiimor hiicrelerinden biiyiime faktorlerinin salgilanmasinda etkili olmaktadir.
Bu hiicrelerin yilizeyinde bulunan reseptorler ise, biiylime faktorleri ile etkilesime
girerek fonksiyon gostermektedir. Ancak, bu reseptorlerin ekspresyon diizeylerindeki
artiglar veya yapisal bozulmalar tiimor hiicrelerinde proliferasyonda rol oynayan sinyal

yolaklarmin kontrolsiiz sekilde aktivasyonuna yol agmaktadir (22,23).

2.1.1. Meme Anatomisi

Meme farklilagsmis bir ter bezidir. Memede lobiil ad1 verilen birimler birleserek
loblar1 olustururlar ve bu birimleri siit salgisini yapan hiicreler meydana getirir. Meme
basi, etrafinda bulunan 15-20 lobdan olusur. Lobiiller siit kanallar1 ile birbirlerine
baglidir. Siit kanallart meme basina dogru birlesirler. Meme basinda 6-8 adet toplayici
genis duktus bulunmaktadir (24).

Meme kotii huylu timorlerinin  onemli bir kismi adenokarsinomlardir.
Giiniimiizde bu tiimorlerin memenin duktal-lobiiler (siit kanallari-bezleri) biriminden
kaynak aldig1 bilinmektedir. Lobiilleri meydana getiren hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasi
sonucu gelisen meme kanseri siit kanallarindan kaynaklanirsa duktal karsinoma adini
alir. Meme kanserlerinin yaklasik %20’si lobiillerden, %801 ise lobiiller ile meme
ucunu birbirine baglayan meme kanallarindan koken almaktadir. En c¢ok rastlanan

duktal karsinoma, memenin siit kanallarinda baslar. Meme kanseri memenin disina



yayildiginda koltuk altindaki lenfatik nodiiller en ¢ok goriilen yayilim yerleridir. Kanser
hiicrelerinin en ¢ok yayildig yerler; memenin diger lenf nodlari, kemik, karaciger ve
akcigerdir (25). Histolojik olarak meme karsinomlar1 in situ ve invaziv karsinomlar
olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir. In situ karsinomda habis epitelyum kokenli
hiicreler bazal membranla cevrili iken, invaziv (infiltratif) karsinomda neoplastik
hiicreler bazal membrani asarak stromaya yayilim gostermektedirler. Bu nedenle
invaziv karsinomlar, lenfatik ve kan damarlarin1 gegerek bolgesel lenf diigiimlerine ve

uzak organlara metastaz yapabilme kapasitesine sahiptir (26).

Meme kanseri, morfolojik, klinik, hormon reseptor diizeyi, tedaviye yanita gore
farkli degerlendirilen heterojen bir hastaliktir. Bu farkliligin baslica sebebi, kanser
hiicrelerindeki genetik farkliliktir (27).

2.1.2. Meme Kanserinin Tamim ve Onemi
Memede lobiilleri ve kanallar1 olusturan hiicrelerin, kontrol dig1 ¢ogalmalar1 ve
viicudun c¢esitli yerlerine yayilim yaparak cogalmaya devam etmelerine meme kanseri

denir.

Sik goriilmesi, sikliginin giderek artmasi, erken evrelerde tedavi edilebilir
olmasi ve giinimiiz kosullarinda taninmasmm olanakli olmasi meme kanserinin

Onemini artirmaktadir. (28,29)

Meme kanseri erken tespit edildiginde tedavi edilebilir bir hastaliktir. Meme
kanserleri icin 5 yillik sag kalim %98 iken, metastatik vakalarda bu oran %27’dir (30).
50 yasindan 6nce kemoterapi alan kadinlarda 15 yillik sag kalim %10 iken, 50 yasindan

sonra bu oran %3 olarak belirlenmistir (31).

Gliniimiizde meme kanserinin tedavi yontemleri basta cerrahi olmak iizere,
hormon tedavileri, kemoterapiler, radyoterapi ve hedefe yonelik tedavi olmak iizere bes
grupta toplanir (32). Heniiz meme kanserini kesin 6nleyen bir yontem mevcut degildir.
Ancak kemoterapotik tedavilere ek olarak uygulanabilecek alternatif tedaviler hem
kemoterapotik tedavinin zararh etkisini en aza indirmek amaciyla hem de tedavi

seceneklerinin artmasi acisindan 6nemli olacaktir.

2.1.3. Meme Kanseri Epidemiyolojisi
Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinin basinda gelmektedir.

Amerika Birlesik Devletlerinde, kadmlarda goriilen tiim kanserlerin %29’unu, kansere



bagli mortalitenin %14’linii, meme kanseri olusturmaktadir (33). Meme kanseri
insidanst yillara bagli olarak oOzellikle gelismis iilkelerde artis gostermekle birlikte,
meme kanserine bagli mortalite oranlarmda diisiis egilimi goriilmektedir (34). Meme
kanseri insidansi, cografik bolgelere gore farklilik gostermektedir. Tiirkiyenin de dahil
oldugu pek ¢ok iilkede meme kanseri insidansi, diisiik-orta yas gurubunda dramatik bir
sekilde artmaktadir. 2007 yil1 verilerine gore iilkemizde meme kanseri insidans1 44,253
olarak belirlenmis olup, bati bolgelerinde, dogu bolgelerine gore 2 kat fazla

goriilmektedir. Ulkemizde, 40 yasin altindaki kadinlarda goriilme oran1 %20’ dir (35).

Meme kanseri, multifaktoriyel bir hastaliktir. Cevresel ve genetik faktorler,
beslenme diizeni, yas, tireme faktorleri ve hormonal durum gibi pek ¢ok faktor meme
kanseri gelisiminde etkili olabilmektedir. Yas ilerledikce meme kanseri insidansi
artmaktadir (36). Meme kanseri ailesel gecis 0zelligi gosterir. Aile gecmisinde meme
kanseri vakasi olan kadmlarin hastaliga yakalanma riskinin daha yiiksek oldugu
bilinmektedir (37). Ileri yasta anne olmak, ge¢c menopoz, menstiirel siklus diizeni gibi
cok sayida faktor meme dokusunda DNA hasarinin artisina yol acarak kanser gelisim

riskini arttirabilmektedir (38,39).

2.2. Dutlar ve Ozellikleri

Dut bitkisi, Urticales takiminin Morus cinsine dahildir. Diinyanin 1liman iklim
bolgelerinde Morus cinsinin 100 kadar tiirii tanimlanmistir. Bu tiirlerden yaygin olarak
10 — 12 tiiriin yetistigi kabul edilmekle beraber, en ¢ok rastlanan tiirler, Morus alba
(Beyaz dut), Morus nigra (Kara dut) ve Morus rubra (Mor dut)’ dir (40). Morus
alba’min anavatam Cin, Morus nigra’nmn anavatani Iran ve Kafkaslar, Morus rubra’nin

anavatani ise Kuzey Amerika’dir (41). Meyvesinden yararlandigimiz dutlar, bu ii¢ tiir

icerisinde yer almaktadir (42,43).

Dut’'un gerek bitkisi gerek meyvesi degisik alanlarda kullanilarak
degerlendirilebilmektedir. Yaprag: ipekbocegi besini olarak kullanilmakta ve iilkemiz
ekonomisine onemli katkilar saglamaktadir. Bundan dolayidir ki sadece yaprag icin
yetistirilen bircok dut tiiri bulunmaktadir. Meyvesi, taze ve kuru tiiketildigi gibi

pekmez, recel, pestil, sirke, ispirto da yapilmaktadir (44).

Dutun kok ve govde kabuklarmin, pek c¢ok hastaligin tedavisinde, Kara dut
surubunun ise agiz ve bogaz hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi bildirilmektedir

(45).



2.2.1. Tiirkiye’de Dut

Tiirkiye’de en ¢ok rastlanan kara dut, beyaz dut ve mor dut tiirleri degisik
bolgelerde farkh amaglarla yetistirilmektedir. Bunlar i¢inde en yaygin olan beyaz dut,
yapraklariin ipek bocegi beslenmesinde kullanilmasindan dolay1 6zellikle ipek tiretimi
yapilan yerlerde daha yogun sekilde yetistirilmektedir. Aga¢ sayis1 itibariyle beyaz

dut’u sirastyla kara dut ve mor dut takip etmektedir (46).

2.2.2. Fenolik Bilesikler ve Sitmflandirilmalari

Besin ve fitokimyasallar icermeleri acgisindan zengin olan dut ve dut gibi
meyvelerin aliniminin ¢esitli hastalik ve rahatsizliklar1 6nleyebilir olmasi diinya ¢apinda
meyve sebze tiiketiminin artmasimni saglamistir. Pek ¢ok dut giiclii hastaliklarla savasan
gidalardir ve insan diyetinde tiiketilen meyvelerin biiyiik bir porsiyonunu olusturur (47).
Bu meyveler sadece taze ve donmus olarak tiiketilmemekle birlikte ayn1 zamanda
islenmis tiriinleri olarak ta tiiketilmektedir. Cesitli bogiirtlen, ahududu ve yaban mersini
kiiltiirlerinden elde edilen meyve Ozleri etkili serbest radikal inhibitorleri olarak hareket
ederler (48).

Yiiksek seviyelerdeki polifenoller, antioksidanlar, vitaminler ve minerallerin
varhigr  dutlann yiiksek saghk yararlar1 sahibi yapmaktadir (49). Polifenoller;
hidroksibenzoik asitler, hidroksisinnamik asitler, antosiyaninler, proantosiyanidinler,
flavonlar, flavanoller, izoflavonlar gibi cesitli siniflara ayrilirlar. Dut genomundaki
varyasyonlarin bu biyoaktif bilesenlerin konsantrasyonu iizerinde etkili oldugunu
gosteren kanitlar artmaktadir (50).

Dut 6ziitleri insan saglig tizerindeki potansiyel yararlar1 nedeniyle bitkisel diyet
takviyesi olarak kullanilmaktadir. Pek cok laboratuar ve hayvan ¢alismalar1 dutlarin;
antikanser, antioksidan ve antiproliferatif Ozellikleri oldugunu gostermistir (51,52).
Dutlarin  biyoaktif bilesenleri; metabolize edici enzimlerin indiiksiyonu, gen
ekspresyonunun modiilasyonu ve hiicre proliferasyonu, apoptoz ve hiicre i¢i sinyal
yollarinin {izerindeki etkileri de dahil olmak {izere cesitli mekanizmalar aracihgiyla
anti-kanser etkisi gostermektedir (53).

Cilek ve karadut gibi baz1 dut tiirlerinin gallik ve elajik asit gibi fenolik bilesik
kaynag oldugu ve dolayisiyla potansiyel kanser kimyasal Onleyici aktiviteye sahip

oldugu tespit edilmistir (54). Insan saghg ile iliskili flavonoid, fenolik asit ve diger



aktif bilesenlerini iceren bu fenolik bilesikler giinlimiizde oldukca biiyiik ilgi
cekmektedir (55).

Dutlarin icerikleri arasinda fitokimyasallar, esansiyel mineraller, vitaminler ve
yag asitleri yer almaktadir. Dutlar; provitaminA, mineraller, vitamin C ve B-kompleks
vitaminleri agisindan olduk¢a Onemli bir kaynaktir. Dut meyveleri yaklasik %15
oraninda ¢oziilebilen katilar (cogunlukla seker) igerir.

Dut fenolleri bitki biiyiime, gelisme ve savunma rolleri de dahil olmak iizere ¢ok
cesitli biyolojik fonksiyonlara hizmet vermektedir. Bu fenoller pigmentasyon,
antimikrobiyal ve antifungal etki, bocek-besleme caydiricilik, ultraviyole radyasyondan
korunma, zehirli agir metallerin selatlanmasi ve fotosentez esnasinda olusan serbest

radikallerin antioksidan etkileri ortadan kaldirilmasinda gorev alirlar (56,57).

2.2.3. Biyoaktif Bilesenleri

2.2.3.1. Vitaminler

Dutlar vitamin A, C ve E ile kompleks B vitaminlerini ihtiva eder. Bu vitaminler
bagisiklik sistemini giiclendirmeye ve inflamasyonu azaltmaya yardimci olur. Ayrica
kalp hastaligi, diyabet ve yaygin kanserler gibi kronik hastaliklara yol acan oksidatif

stresin etkilerini uzaklastirmaya yardimci antioksidanlar olarak kabul edilirler (58,59).

Dutlar canh sistemlerde bir ¢ok role sahip suda ¢oziinebilen bir bilesik olan
askorbik asidin ¢cok Onemli bir kaynagidir. Taze meyve ve sebzelerde oldukga fazla
bulunur. Dut meyvelerinin C vitamini igerikleri; tiir, ¢esitlilik, iklim, hava kosullari,

bolge, olgunluk ve depolama siiresi gibi ¢ok sayida faktorden etkilenmektedir (60).

2.2.3.2. Mineraller

Dutlar makro ve mikro besin kaynaklari agisindan olduk¢a zengindir. Dutlarda
en ¢ok fosfor, potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir, mangan, bakir, sodyum ve
aliminyum mineralleri bulunur. Dutlar demir, kalsiyum, fosfor ve sodyum mineralleri
icermeleri bakimindan diger meyveli bitkiler arasinda lider konumdadir (61). Bu
mineraller insanlarda; su ve elektrolit denge, metabolik kataliz, oksijen baglanma,
hormon fonksiyonlari, kemik ve membran diizenlenmesi gibi fizyolojik ve

biyokimyasal siireclerde 6nemli rol oynar (62).



2.2.3.3. Antosiyaninler

Antosiyaninler dogada yaygin olarak bulunurlar ve flavonoidlerin alt grubudur.
Yaban mersini, karadut, bogiirtlen, c¢ilek, lahana ve 1spanak gibi meyve ve sebzelerde
oldukca fazla bulunur. Antosiyaninler kirmizi, mavi ve mor pigmentli dutlarda bulunan
ve giiclii antioksidan olarak davranan renkli pigmentlerdir. Taze meyvelerle birlikte, dut
iiriinlerinden meyve suyu, sarap ve recel de antosiyanin kaynaklaridir (63).
Antosiyaninlerin yiiksek antioksidan etkileri ¢ok sayida hastalik iizerinde olumlu

etkilerinin sebebidir (64).

2.2.3.4. Saghk Yararlan

Yapilan arastirmalar dutlarin saglikli bir diyetin 6nemli bir pargast oldugunu
ispatlamaktadir. Dutlardaki c¢esitli fitokimyasallarin antioksidan olduklar1 ve serbest
radikallerin kronik hastaliklar ve yaslanmaya neden olan zarar verici etkilerine kars
viicudu cesitli hastaliklara kars1 korumaya yardimci olduklar diisiiniilmektedir. Dutlar
pek c¢ok dogal antioksidanin; flavonoidler, fenolik asitler, vitamin C ve E nin
kaynagidir. Yiiksek tanin igerigi ve antiseptik Ozelligi dutlarmn minor kanamalarin
tedavisinde etkili olmalarmi saglar. Dutlarin antioksidanca zengin olmasi, serbest
radikallerle viicudun savunmasina ve cesitli tipte kanserden kaginmaya yardimci olur.
Antosiyaninler dut fenolikleri icersinde en cok calisiimis olan maddelerdir (52,54).
Antosiyaninlerin; antioksidan, antikanser ve anti-inflamatuvar 6zellikleri de dahil ¢ok
genis bir biyoaktivite araliklar1 vardir.

Dut fenolikleri en ¢ok antioksidan olarak davranislariyla tanmir. Fakat in vivo
calismalar dut fitokimyasallarnm antioksidan disinda pek c¢ok ozellikleri oldugunu
gostermistir. Ayrica dut fitokimyasallarinin; niikleer reseptorlerin ve metabolizma
enzimlerin aktivitelerinin, gen ekspresyonunun, hiicre i¢i sinyal yolaklarmin
diizenlenmesinde ve DNA oksidatif hasarmin tamiri gibi cok sayida hiicresel

fonksiyonda etkili olduklarma dair kanitlar artmaktadir (65,66).

2.2.3.5. Antioksidan Ozellikleri

Flavonoidler ve diger fenoliklerden olan fitokimyasallar serbest radikallerin yol
actigl oksidatif hasara karsi hiicreleri korumaya yardim eden antioksidan aktiviteleri
oldugu disiiniilmektedir. Son zamanlarda saghk yararlarindan otiirii  dutlarin
tiiketiminde artis olmustur. Antioksidanlarin serbest radikallerin hasar verici etkisine ve

yaslanma siireci ile iligkili kronik hastaliklara karst viicudu korumaya yardim ettikleri



diisiiniilmektedir. Dutlarinda yer aldig1 taze meyveler ve sebzeler antosiyanin, vitamin
C ve E gibi dogal antioksidanlar igererek, diisilk yogunluklu lipopolisakkarit (LDL)

oksidayonunu inhibe eder ve antioksidan aktiviteyi arttirirlar (67).

2.2.3.6. Antikanser Ozellikleri

Cok sayida in vitro ¢alismalarda tiimérojenik siirecinin farkli evrelerinde cesitli
dut Oziitlerinin antikarsinojenik etki gosterdigi kanitlamistir. Epidemiyolojik calismalar,
meyve ve sebze iceren fitokimyasal zengin diyet tiiketiminin bazi insan kanserlerinin
gelisim riskini azaltict yonde etkisine isaret etmektedir (68).

Cok sayida deneysel ve hayvan ¢aligmalar1 dutlarin anti-kanser ozelliklere sahip
oldugunu gostermistir (69). Dutlar antosiyaninlere ek olarak aym zamanda, flavonol,
fenolik asitler, ellajik asit, vitamin C ve E, folik asit ve B-sitosterol gibi diger koruyucu

etkili fitokimyasallarca da zengin dogal bir kaynaktir (70).

2.2.3.7. Antimutajenik Ozellikleri

Dut oziitlerinden cesitli kimyasallar izole edilmis ve bu Oziitlerde kanser hiicre
metabolizmasini bloke eden, kiiltiirde kanser hiicrelerini Oldiiren, serbest radikalleri
inaktive eden, antiostrojenik aktiviteyi arttirtp mutajenezi inhibe eden antimutajenik
aktivite oldugu bildirilmistir (71,72). Dut ve dutsu meyvelerin antikarsinojenik ve anti
inflamatuar etkileri oldukc¢a iyi calisilmistir. Hiicre kiiltiirii cahismalaridan cesitli bitki
oOziitlerinin kanser hiicre hatlarmin c¢ogalmasini engelledigi ve pek c¢ok bitki
bilesiklerinden, Ozellikle kara duttan elde edilenlerin, saf formda olduk¢a yiiksek

antiproliferatif etki gosterdikleri bildirilmistir (73,74).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Calismalarda Kullamlan Cihazlar

Hiicre Sayim Cihazi1 (Beckman Coulter Vi Cell XR), Laminar akimh kabin, CO,
Inkiibator (Thermo electro corporation), Isik mikroskobu (Olympus CKX41), Floresan
faz-kontrast invert mikroskop, Amaxa Nucleofactor transfection cihazi, Dijital Kamera
CCD peltier Santrifiij (Hettich, rotina 38), Vorteks, Isitict banyo, Sivi azot tanki 2 adet
(101t./371t), Buzdolab1 (Beko), Spektrometre (Thermo Multiskan SPECTRUM), Akan
hiicre 6lger (BD FACSCalibur)

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM) (Biochrome), Mammary Epithelial Cell

Growth Medium (MEGM) ve Bullet kit (Lonza), One Stromal Cell Medium BulletKit™
(Lonza), Fetal Bovine Serum (Biochrome), Tripsin / EDTA % 0,25 (Gibco), Accutase
Enzyme Cell Detachment Medium (EBiosciences), Trypsin Neutralizing Solution
(Lonza), Trypsi/EDTA Solution (Lonza), HEPES Buffered Saline Solution (Lonza),
Penisilin/Streptomisin (Gibco), Vi-Cell Reagents (Beckman Coulter), Dimetil siilfoksit
(Sigma), FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD), Cell Proliferation Reagent
WST-1 (Roche), PBS (Gibco)

3.3. Deneyde Kullamlan Cozeltiler

3.3.1. Mediumun Hazrlanmasi

MCF?7 hiicre hatt1 icin DMEM Medium ticari olarak satm ahnd1. icerisine %10
FBS, %1 pencilin streptomycin, %1 L-Glutamin eklendi. Hazirlanan medium 0.22 pm’
lik filtreden siiziilerek kullanima uygun hale getirildi.

MCFI10A hiicre hatt1 icin Bullet Kit ticari olarak satin alind1. Icerisine %10 FBS,
500 pl EGF, 500 pl insulin, 500 pl hidrokortizon, 2ml BPE, %1 pencilin streptomycin,
%1 L-Glutamin ve 500 pul GA eklendi. Hazirlanan medium 0.22 pm’ lik filtreden
stiziilerek kullanima uygun hale getirildi.

PDL hiicre hatt1 icin Bullet Kit satm alindi. Igerisine 500 pl hFGFE-B, 500 ul
Insulin, 25 ml FBS, 500 pl GA-1000 eklendi. Hazirlanan medium 0.22 pm’ lik filtreden

stiziilerek kullanima uygun hale getirildi.
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3.3.2. Hiicre Dondurma Mediumunun Hazirlanmasi
Dondurma mediumu i¢in gerekli olan, %45 FBS, %45 Medium ve %10 DMSO

falkon tiipiine igerisinde hazirlandu.

3.3.3. %70’lik ve % 60’ik EtOH Hazirlanmasi
70 ml saf etanole 30 ml steril deiyonize su eklenerek %70’lik EtOH ve 60ml saf
etanole 40 ml steril deiyonize su eklenerek %60’ ik EtOH hazirland:.

3.3.4. PBS Hazirlanmasi
Her bir PBS tabletine 100 ml steril deiyonize su eklenecek sekilde 5S00ml PBS

soliisyonu hazirlandu.

3.3.5. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi
Mayalanmis dut sularmin her biri %60’k EtOH ile c¢oziilerek son
konsantrasyon 2 pg / ul olacak sekilde ayarlandi. Cozeltiler +4 °C de saklandi.

3.4. Dutlarin Temini

Calismamiza konu olan farkh kiiltiirlere ait Morus nigra meyvelerinden 14
Kenan, G008 ve 6 Icme ornekleri Malatya’dan temin edilmistir. Calismamizda
karsilastirma i¢in kullanilan Morus alba meyvelerinin taze 6rnekleri olan Yasar 28 ve
11-24-12 de Malatya’dan temin edilmistir. Orneklerin teshisi Ege Tarimsal Arastirma

Enstitiisii (Menemen, Izmir) tarafindan yapilmustir.

3.5. Morus Nigra ve Morus Alba Meyvelerinin Ekstraksiyonu ve Meyve Sularimin
Elde Edilmesi

Dut meyvelerinin ekstraksiyonu ve meyve sularinin elde edilmesi Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali ve Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal1 isbirligince gerceklestirildi.

Hasat zamaninda taze olarak toplanan ve soguk zincir ile gonderilen Ornekler

ekstraksiyon islemine kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Ekstraksiyon Oncesi dutlar

oda 1si1sina alinarak ¢oziinmeleri beklenmis ¢oziilen dutlar homojenizator ile 3000 g’de
homojenize hale getirilmis ve 3 kat gazli bezden siiziilmiistiir. Siiziintii 15000g’de 10dk
(+4°C) santrifiij edilmis ve toplanan supernatant Biichner hunisinden MACHEREY-

NAGEL @125mm filtre kagid1 kullanilarak siiziilmiis ve dut sular1 elde edilmistir.
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3.6. Dut Sularimin Mayalanmasi
Dut sularmimn fermantasyonu Istanbul Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve

Genetik Anabilim Dal1 isbirligince gerceklestirildi.

Meyve sularinin  seker giderimi fermentasyon islemiyle saglanmistir.
Fermantasyona ihtiya¢c duyulma nedeni, hiicrelerin glikozsuz ortamda davranislarinin
incelenmesi ve dut sulari icerisinde sadece sahip olduklari fenolik maddelerin

etkilerinin gozlemlenmesidir.

Meyve suyu ornekleri, 2 litrelik Erlen siseleri i¢ine yaklasik 500 ml sivi hacmi
olacak sekilde aktarilmistir. Bunun {izerine daha Onceden oOn kiiltiirii yapilmis
Saccharomyces cerevisiae hiicreleri son Optik Yogunluk degeri (ODggp) 0,1 olacak
sekilde eklenmistir. Ornekler 30 C° 150 devir/dakika calkalama hiziyla orbital
calkalayicida 24 ile 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon boyunca alinacak
kiiltiir Orneklerinin glukoz tayini, yiiksek basin¢gh sivi kromatografisi (HPLC)

yontemiyle gerceklestirilmistir.

3.7. Fermente Dut Sularimin HPLC ile Analizi

Bu analiz, meyve sular icerisindeki seker bilesikleri ve alkol miktarii belirlemek
icin yapilmistir. Seker bilesiklerinin maya tarafindan tamamen tiiketildigi anda
fermantasyon igleminin sonlandirilmasi i¢in saat basi kontrollii olarak tekrar edilmistir.

1,5 ml numuneler flasklara almir ve 5dk boyunca 10000g’de santrifiij edilirler.
Siipernatantlar 0,2 pm filter kullanilarak filtrelendi. Etanol, asetat ve gliseroliin iiretim
glikozun da tiiketim oranlarmi belirlemek icin yiiksek basingli sivi kromatografisi ile
analiz edildi.

HPLC sistemi; bir sistem kontrolorii, sivi kromatografi sistemi, kirilma endeksi
dedektorii, otomatik enjektor ve kolon firinindan olusmaktadir. Metabolitlerin HPLC
analizi, numunelerden 10 pl enjeksiyon ile 0,6 ml / dk akis oraninda 60 °C’de Aminex
HPX-87H kolonunda gerceklestirilmistir. 5 mM H2S04 ¢ozeltisi mobil faz / yikama
stvist olarak analiz Olclimlerinde kullanilmistir. Bu metabolitlerin alt1  standart
soliisyonlar1 hazirlanmis ve standart bir egri elde edebilmek i¢in tek tek okutulmustur.
Glikoz, etanol ve gliserol konsantrasyonu; elde edilen alt1 standart soliisyonun verileri

ile her 6rnekten elde edilen verilerin karsilagtirilmasi ile hesaplandi (75).
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Glikoz g/L Etanol g/L Gliserol g/L
Yasar 28 t=0 75,9 4,43 0,58
t=son 1,1 97,10 5,96
G-igme t=0 49,3 2,88 0,63
t=son 1,0 58,25 3,76
Kenan t=0 51,3 3,95 0,22
t=son 0,6 47,09 3,22
11-24-12 t=0 79,4 4,42 1,05
t=son 1,4 96,27 5,43
G-008 t=0 51,5 3,00 0,71
t=son 1,4 50,31 2,38

3-1:Dut Sular1 HPLC Analizi

3.8. Fermente Meyve Sularimin Mayadan Kurtarilmasi ve Liyofilizasyonu

Dut sularmin mayadan kurtariimas: ve liyofilizasyonu Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali ve Istanbul Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali isbirligince gerceklestirildi.
Fermente edilen meyve sular1 15000 g’de 10 dk (+4°C ) santrifiij edilmis ve

toplanan supernatant 0.22 pm’lik filtreden siiziilmiistiir. Bu sekilde mayadan kurtarilan

fermente meyve sular1 -80°C’de dondurulmus ve -55°C’de kontrollii liyofilizasyonlar1

gerceklestirilerek kuru toz halde ekstreler elde edilmistir.

3.9. Hiicre Kiiltiirii

3.9.1. Hiicrelerin Temini

MCF-7 ve  MCF10A hiicre soylar1t ATCC (Amerikan Type Culture Collection)
firmasmdan PDL hiicre soyu ise Lonza firmasindan temin edilmistir. Bu hiicre soylar1
orjinal protokoliine uygun sekilde in vitro ortamda steril kosullar saglanarak 1s1 siklusu
bozulmadan ¢oziiliip uygun besiyeri eklendikten sonra kiiltiir kabi ortamina ekilecektir.

Literatiirdeki protokole uygun sekilde hiicreler ¢cogaltilarak pasaj islemi yapilacaktir.
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MCEF-7 hiicre hatt1 dstrojen reseptorii pozitif adenokarsinoma tipindeki epitelyal
hiicredir. MCF-10A hiicre hatt1 fibrokistik tipteki epitelyal hiicredir. PDL hiicreleri

normal insan periyodental ligaman fibroblast hiicreleridir.

3.9.2. Hiicre Kiiltiir Ortam

Hiicre Kkiiltiiri c¢alismalarinda  hiicrelerin in vitro ortamda yasayip,
cogalabilmeleri i¢in suni ortamlar ve gerekli besiyeri maddeleri saglanmalidir. Besiyeri
ihtiyac1 hiicrelerin tipine, adaptasyon kabiliyetine ve hiicre kaynagi organizmanin
tiirtine gore farklilik gosterir (76). Hiicreler farkli besiyerlerinde farkli davranabilirler.
Bu yiizden calismanmn amacina gore hiicrenin besiyeri ihtiyaclarmin belirlenmesi
gerekir. Caliymamizda besiyeri ortami olarak MCF-7, MCF10A ve PDL hiicrelerinin
medyumlari sirastyla DMEM ve Bullet Kit kullanild:.

Hiicreler hazirlanan besiyeri ortaminda %5 CO; ’li inkiibatorde, 37 °C’de ve %
95 nemli ortamda tutulan hiicrelerin medyumlar1 haftada iki defa degistirilerek

hiicrelerin gelisimi konfluent olana kadar izlendi.

3.9.3. Hiicrelerin Coziilmesi

-196 0 C s1v1 azot tankinda bulunan hiicreler oda 1sisinda bekletilerek hiicrelerin
coziinmesi saglandi. Dondurma medyumu i¢erisinde bulunan DMSO’nun hiicrelere olan
negatif etkisini azaltmak icin hiicreler kendi medyumunda c¢oziildii ve 5dk 12000
rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant dokiilerek temiz medyumda c¢oziilen hiicreler 25

cm” alanli flasklara ekilerek inkiibator icerisine konuldu.

3.9.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler konfluent oldugunda hiicrelerin pasajlanmalar1 gerekir. Oncelikle flask
icerisindeki medyum ortamdan uzaklastirthr. Medyum artiklarindan flaskr iyice
temizlemek i¢in flask igerisi soguk PBS ile yikanir ve hiicreleri flask yiizeyinden
kaldirmak icin tripsin kullanilir. Her 25 cm? “lik flask i¢in 2 ml tripsin eklenir. Tripsin
aktivasyonu sicaklikla arttig1 i¢in flasklar 3-4 dakika inkiibatorde bekletilir. Uzun siire
tripsin muamelesi hiicrelere zarar vermeye baglayacagi icin hiicrelerin kalktig
goriildiiginde tripsin miktarmnin iki kati medyum eklenerek tripsin inaktivasyonu

saglanir.
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Hiicreler falkonlara toplanip sayilirlar ve daha sonra 15000 rpm’de 5dk santrifiij
edilirler. Stipernatant atilir ve temiz medyumda ¢d6ziilen hiicreler flasklar icerisine ekilir.

Hiicreler inkiibatore kaldirilir.

3.9.5. Hiicrelerin Sayim

Flask yiizeyinden ayirdigimiz hiicreler falkonda toplandiktan sonra Vi-Cell Cell
Viability Analyzer cihazinda sayim yapilmak iizere falkon igerisinden 100 pl cihaza ait
kiivetler igerisine konulur. 400 pl hiicreye ait medyum kiivet icine eklenir ve cihaz
sayim islemi i¢in c¢alistirilir. Cihazin verdigi canli hiicre sayisi diliisyon faktorii olan 5
ve falkonda bulunan toplam ml medyum ile carpilarak elde edilen hiicre sayimi
gerceklestirilir. Yeterli miktarda hiicre olmasi durumunda WST-1 deneyi i¢in gerekli

olan hiicreler ayrilir, kalan hiicreler dondurulur ve pasajlanir.

3.9.6. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre saymmindan sonra her Cryo vial dondurma tiiplerine 1 ml medyumda
¢oziilmiis 3 x 10° hiicre ile 6nceden hazirlanmis dondurma medyumundan 1 ml konulur.
Tiipler oncelikle Mr. Frosty i¢inde 24 saat -20 OC bekletilir, ikinci 24 saat diliminde -80
%C’de bekletilir ve iigiincii giin tiipler -196 °C’de siv1 azot tankimna aktarilarak kademeli

olarak dondurulur.

3.9.7. Hiicrelerin Plakalara Ekimi

Onceden sayilmis ve medyumu ile diliisyonu yapilmis olan hiicreler 96
kuyucuklu plakalar igerisine her kuyucukta 10.000 hiicre 100 pl icerisinde olacak
sekilde ekilirler. Ekilen bu hiicreler plaka yiizeyine 24 saat i¢erisinde yapisirlar ve ertesi
giin hiicreler belirlenen dozlar dogrultusunda dozlanirlar. Plakalar inkiibatore

kaldirilirlar.

3.9.8. Hiicrelerin Dozlanmasi

96 kuyucuklu plaka icerisine ekilen hiicreler ertesi giin mikroskopta kontrol
edilirler. Yapismis olan hiicreler iizerinden medyumlar1 ¢ekilir ve iizerilerine 6nceden
¢Oziilmiis fermente morus nigra meyvesi suyu uygun dozlarda kuyucuklar iizerlerine

eklenir. Plakalar inkubatore kaldirilirlar.
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3.9.9. Hiicrelere WST-1 Hiicre Canlilik Testinin Uygulanmasi

WST-1 deneyi ile tetrazolyum tuzlari hiicrede bulunan mitokondriyal solunum
zinciri enzimlerinden biri olan siiksinat tetrazolyum rediiktaz enzimi tarafindan
formazana ¢evrilmektedir. Bu enzim sadece canl hiicrelerde ¢alismaktadir. Bu sekilde
hiicre sayisindaki bir artig, formazan olusumunu da arttirmakta ve Kkiiltiirdeki hiicre

sayisi ile direk bir korelasyona sahip olmaktadir.

Biitiin liyofilize edilmis fermente dut sular1 ¢6zelti olarak hazirlanmis, 80 pg/ml
ile 160 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda hiicre hatlarma dozlanmistir. Sonrasinda 24.,
48. ve 72. saat WST-1 hiicre canlhlik testi dl¢iimii yapilmistir. 80 pg/ml dozu Oncesi
hiicre canliligr azalmasinda diisiik etki yarattigindan ve 160 pg/ml sonrasi hiicrelere
sitotoksik etkiye sebep oldugundan hiicrelere uygun doz olarak 80 pg/ml ile 160 pg/ml
aralig secilmistir.

WST-1 1siksiz ortamda kuyu basma 10 ul olacak sekilde uygulanir ve
inkiibatorde bekletilir. 2 ile 4 saat arasinda 450nm ve 620nm de spektrofotometre

cihazinda dl¢tim yapilir.

3.9.9.1. 6-icme Dutu Uygulamasimn Hiicre Canlihig Uzerine Etkisi
3.9.9.2. MCF-7 Hiicre Hatt1
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3-1:MCF-7 Hicre Hattinda 6 - icme Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-3:MCF-7 Hiicre Hattinda 6 - icme Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-5:MCF-10A Hiicre Hattinda 6 - icme Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-6:MCF-10A Hicre Hattinda 6 - icme Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh Etkisi

3.9.9.3. PDL Hiicre Hatt1
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3-7:PDL Huicre Hattinda 6 - icme Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-9:PDL Hiicre Hattinda 6 - icme Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3.9.10. 11-24-12 Dutu Uygulamasimin Hiicre Canhligi Uzerine Etkisi

3.9.10.1. MCF-7 Hiicre Hatt1
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3-10:MCF-7 Hucre Hattinda 11-24-12 Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-11:MCF-7 Huicre Hattinda 11-24-12 Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-12:MCF-7 Hucre Hattinda 11-24-12 Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh Etkisi

3.9.10.2. MCF-10A Hiicre Hatt1
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3-13:MCF-10A Hi'cre Hattinda 11-24-12 Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-14:MCF-10A Hucre Hattinda 11-24-12 Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-15:MCF-10A Hicre Hattinda 11-24-12 Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh EtKisi
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3.9.10.3. PDL Hiicre Hatti
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3-16:PDL Hiicre Hattinda 11-24-12 Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-17:PDL Hiicre Hattinda 11-24-12 Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-18:PDL Hiicre Hattinda 11-24-12 Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh Etkisi

3.9.11. 14 - Kenan Dutu Uygulamasinin Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

3.9.11.1. MCF-7 Hiicre Hatt1
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3-19:MCF-7 Hucre Hattinda 14 - Kenan Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-20:MCF-7 Hucre Hattinda 14 - Kenan Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-21:MCF-7 Hiicre Hattinda 14 - Kenan Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3.9.11.2. MCF-10A Hiicre Hatti
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3-23:MCF-10A Hu'cre Hattinda 14 - Kenan Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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14 Kenan 72. Saat
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3.9.11.3. PDL Hiicre Hatti
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3-25:PDL Hiicre Hattinda 14 - Kenan Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3.9.12. G008 Dutu Uygulamasimin Hiicre Canhligi Uzerine Etkisi

3.9.12.1. MCF-7 Hiicre Hatt1
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3-28:MCF-7 Hucre Hattinda G008 Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-29:MCF-7 Hiuicre Hattinda G008 Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3.9.12.2. MCF-10A Hiicre Hatt1
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3-31:MCF-10A Hucre Hattinda G008 Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-32:MCF-10A Hucre Hattinda G008 Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-33:MCF-10A Hucre Hattinda G008 Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3.9.12.3. PDL Hiicre Hatt1
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3-35:PDL Hiicre Hattinda G008 Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3.9.13. Yasar - 28 Dutu Uygulamasimin Hiicre Canhilig1 Uzerine Etkisi
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3-37:MCF-7 Hucre Hattinda Yasar - 28 Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-38:MCF-7 Hucre Hattinda Yasar - 28 Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3-39:MCF-7 Huicre Hattinda Yasar - 28 Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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3.9.13.2. MCF-10A Hiicre Hatti
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3-41:MCF-10A Hiicre Hattinda Yasar - 28 Dutunun 48. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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Yasar 28 72. Saat
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3-42:MCF-10A Hucre Hattinda Yasar - 28 Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh Etkisi

3.9.13.3. PDL Hiicre Hatti
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3-43:PDL Hiicre Hattinda Yasar - 28 Dutunun 24. Saatteki Doza Bagh Etkisi
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Yasar 28 48. Saat
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3-45:PDL Hiicre Hattinda Yasar - 28 Dutunun 72. Saatteki Doza Bagh Etkisi

3.9.14. Hiicrelere Annexin V — PI Boyama ile Apoptoz Tayinin Yapilmasi
Hiicrelere fermente dut ekstraktlarinin uygulanmasini takiben hiicrelerin

apototik siirece girisini analiz i¢in Annexin V ve PI boyama teknigi kullanilmigtir.



39

Membran fosfolipidlerinden biri olan fosfotidilserin, hiicrenin plazma membraninin
sitoplazma kismina bakan i¢ yiiziinde oldugu halde, apoptotik siirecin baslamasi ile
hiicrenin plazma membraninin dis yiizeyine ¢cikmaya baslar. Komsu hiicreler, iizerinde
fosfotidilserin olan hiicreleri fagosite eder. Apoptozun bu fizyopatolojik 6zelliklerinden
istifade edilerek apoptotik hiicreler tespit edilebilmektedir. Anneksin V, hiicrenin dis
yiizeyinde ortaya c¢ikan fosfotidilserine baglanabilen bir protein oldugu icin, hiicre
yiizeylerine Anneksin V baglanma orani, o hiicre toplulugundaki apoptoza ugramis
hiicrelerin oranmni vermektedir. FITC-Anneksin kompleksinin hiicre yiizeyindeki
fosfotidilserine baglanma orani flow sitometri ile 6l¢iilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin
yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi gibi flow sitometride ikinci boya
olarak propidyum iyodiir eklenmektedir.

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 3x10° hiicre 2ml medyum icerisinde olacak
sekilde ekilirler. 24 saat sonra secilen uygun doza gore dozlanir. Se¢ilen uygun saate
gore kuyu icerisindeki medyumlar falkonlar igerisine toplanirlar. Kuyucuklar soguk
PBS ile iki kere yikanir ve toplanan PBS’ler tekrar ayn falkon icerisine konulur.

Falkon 12000 rpm de 5 dk santrifiij edilir. Siipernatant yerine 1ml 1X Binding
Buffer eklenir ve hiicreler homojenize edilirler. Homojenize olan hiicrelerden flow tiipii
icerisine 100 pl alinir, {izerilerine 5 pl FITC Annexin V ve 5 pl PI konulur. Tiipler
hafifce karistirilarak 15 dakika karanlikta oda sicakliginda inkiibe edilirler. Her tiipe

400 ul 1X Binding Buffer eklenir ve 1 saat icerisinde flow sitometri ile analiz edilirler.

PDL ve MCF-7 hiicreleri kuyu basina 300.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyulu
plakalara ekildi. Hiicreler, WST-1 Hiicre Canhlik Testi sonuglarina gore secilen uygun
doz ve uygun saate gére muamele edildi. Anneksin V — PI boyama ile hiicreler boyandi

ve flow sitometri cihazinda okutuldu.

3.9.15. MCF-7 ve PDL Hiicre Hattinda Anneksin V - FITC
MCEF-7 hiicre hatti ile kontrol grubu olarak PDL hiicre hatlarinda apoptoz tayini

icin fermente edilmis dut sularindan Morus alba ailesine ait Yasar — 28 ve 11-24-12 dut
sulart hiicre canliligl agisindan secilen dozlarda bir etki yapmadiklari i¢in; Morus nigra

ailesine ait 14 — Kenan, 6 — Icme ve G-008 secildi.

Her hiicre hatt1 icin kapilama Sekil 3.46 da oldugu gibi yapildi. Kontrol olarak

doz verilmemis hiicreler kullanild.
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3-47:MCF-7 Hiicresi Anneksin V- FITC Boyasiz & Boyali Kontrolleri
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3-48:PDL Hiicresi Anneksin V- FITC Boyasiz & Boyali Kontrolleri

3.9.15.1. 6 — icme Dutu Uygulamasinin MCF-7 ve PDL Hiicre Hatt1 Uzerindeki

Apoptotik Etkisi
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uL 89 203 1.78 20.69
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I 3870 8842 7740 7.07
LR 275 6.28 550 66154

3-49:6 — icme Dutunun 80 pg / pl Dozunun 48. saatte MCF-7 ve PDL hiicre hatt:

uizerindeki etkisi
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Quad Events % Gated %Total X Mean
uL 110 245 220 2214
UR 42 0.94 0.84 407.64
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LR 153 3.41 3.06 64810

Quad Events % Gated % Total X Mean
UL 236 5.16 472 3757
UR 1719 37.58 3438 899.24
Ll 1995 43.62 39.90 2158
LR 624 13.64 1248 276.23

3-50:6 — icme Dutunun 100 pg / pl Dozunun 48. saatte MCF-7 ve PDL hiicre hatti
iizerindeki etkisi

3.9.15.2. 14 - Kenan Dutu Uygulamasinin MCF-7 ve PDL Hiicre Hatt1 Uzerindeki
Apoptotik Etkisi
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o 1261 12934 17.24 35 LL 3740 8580 7480 865
3 43 3862 147.90 LR 346 7.94 692 53318

3-51:14 - Kenan Dutunun 80 pg / pl Dozunun 48. saatte MCF-7 ve PDL hiicre hatti
tizerindeKi etkisi
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Acquisition Date: 11-Dec-14 Acquisition Date: 11-Dec-14
Quad Events % Gated % Total X Mean Quad Events %Gated % Total X Mean
uL 35 0.77 0.70 862 uL 161 3.75 322 2078
UR 1404 31.02 28.08 701.84 UR 94 219 1.88 400.65
LL 1610 3557 32.20 7.25 LL 3843 89.46 76.86 8.47
LR 1477 32,63 29.54 11571 LR 198 4.61 3.96 668.05

3-52:14 - Kenan Dutunun 100 pg / pl Dozunun 48. saatte MCF-7 ve PDL hiicre hatti
iizerindeki etkisi

3.9.15.3. G008 Dutu Uygulamasmn MCF-7 ve PDL Hiicre Hatti Uzerindeki
Apoptotik Etkisi
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Quad Events % Gated % Total X Mean Quad Events % Gated % Total X Mean
uL 22 0.49 0.44 853 uL 129 3.02 258 1554
UR 2104 4658 4208 72365 UR 81 190 162 57454
LL 869 19.24 1738 5.27 LL 3770 8821 7540 6.93
LR 1522 3369 3044 206.05 LR 294 688 588 77221

3-53:G-008 Dutunun 80 pug / ul Dozunun 48. saatte MCF-7 ve PDL hiicre hatti iizerindeki
etkisi
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Acquisition Date: 11-Dec-14 Acquisition Date: 11-Dec-14
Quad Events % Gated % Total X Mean Quad Events % Gated % Total X Mean
uL 27 0.60 0.54 7.42 UL 147 3.44 2.94 19.55
UR 1972 4358 39.44 72986 UR 86 201 1.72 484.28
LL 898 19.85 17.96 5.61 LL 3746 8763 74.92 6.81
LR 1628 3598 3256 224.17 LR 206 6.92 592 720.92

3-54:G-008 Dutunun 100 pg / ul Dozunun 48. saatte MCF-7 ve PDL hiicre hatti iizerindeki
etkisi

3.10. istatiksel Analiz
Istatiksel analizler Graphpad Prism 6.0f paket programinda yapilmistir. Sidak-
Bonferroni yontemi diizeltilmesi ve 0,01 istatiksel anlamlilik (alpha) secilerek multiple t

testi yapilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda 3 farkli hiicre soyunda mayalanmus 5 farkli dut suyunun etkisi
incelenmistir. Yapilan hiicre canlilik testi analizleri sonucuna gore fermente Morus
nigra’larin fermente Morus alba’lara gore apoptotik anlamda hiicreler lizerinde daha

etkili oldugu bulunmustur.

Yapilan ¢oklu t testi analizleri sonucu 6-Icme dutunun 3 hiicre ve 3 saate gore

analizi asagidaki gibidir. (Tablo 4.1)

4-1: 6-Icme dutunun analizi

Karsilastirilan Doz . .
H§Ucfeler Saat (ng/ml) P Degeri
24 80 0,000317422
48 80 3,07932E-05
120
o |ooperan
MCF10A ’
- 100 1,90314E-05
120 0,000490963
160 1,55232E-07
80 0,000141966
100 9,9399E-05
24 120 9,11436E-06
140 3,13421E-09
160 0,000236856
MCE7 - PDL 100 0,000472043
48 120 2,64259E-05
140 3,81684E-06
160 0,000169283
120 4,19239E-06
72 140 0,000950142
160 0,00145428
24 120 0,000633591
MCF10A - 140 1,55266E-08
PDL 48 140 0,000214203
160 8,41502E-05

Bu sonuglara gore MCF7 — MCF10A ve MCF7 - PDL hiicreleri iizerinde 6-I¢me
dutunun 24. saatte diisiik dozda etkisi gozlenirken, 72. saatte yiiksek dozda istatiksel

olarak anlamli apoptotik etkisi gozlenmistir (p < 0,001). MCF10A — PDL hiicreleri
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iizerinde 6-Igcme dutunun 24. ve 48. saatte yiiksek dozda etkisi istatiksel olarak anlamh

bulunmustur (p < 0,001).

Yapilan ¢oklu t testi analizleri sonucu 14-Kenan dutunun 3 hiicre ve 3 saate gore analizi

asagidaki gibidir. (Tablo 4.2)

4-2:14-Kenan dutunun analizi

Karsilastirilan Doz .
Hucreler Saat (ng/ml) P Deger
24 120 3,51352E-06
80 3,91487E-07
MCF7 - 100 2,11363E-05
MCF10A 72 120 7,55159E-06

140 4,42883E-13
160 0,000177244

80 | 0,000671226
100 | 0,00023287
24 120 2,4182E-06
140 | 3,50978E-05

160 8,03379E-06

M7 - oL 48 80 1,04969E-07
100 | 0,000384357

80 4,47796E-12

7 100 7,296E-13

140 | 2,68936E-09

160 | 2,51428E-06

” 140 | 0,000227011

160 | 1,93601E-07

MCF10A - PDL |—22 160 | 3,38306E-07
100 | 0,000474854

72 120 1,69654E-08

140 0,000152455

Bu sonuglara gore MCF7 — MCF10A hiicreleri iizerinde 14-Kenan dutunun 72.
saatte yiiksek dozda istatiksel olarak anlamh apoptotik etkisi gozlenmistir (p < 0,0001).
MCF7 - PDL hiicreleri tizerinde 48. saatteki 100 pl dozu istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p < 0,001). MCF10A — PDL hiicreleri iizerinde ise 24. Ve 72. Saatteki
yiiksek dozda anlamh apoptotik etki istatiksel olarak gdzlenmistir (p < 0,001).
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Yapilan ¢oklu t testi analizleri sonucu 11-24-12 dutunun 3 hiicre ve 3 saate gore

analizi asagidaki gibidir. (Tablo 4.3)

4-3:11-24-12 Dutunun Analizi

Karsilastirilan Doz

Hucreler Saat (ng/ml) P Degeri
MCE7 80 0,000654367
MCF10A 72 100 7,21859E-05

160 0,000888453

140 1,10504E-07

24
MCE7 - PDL 160 2,24309E-05
48 120 4,75737E-07
160 7,26947E-08
22 140 3,41433E-05
160 2,76771E-06
48 120 4,87724E-07
MCF10A - PDL 160 2,08407E-11
80 5,71285E-05
72 100 0,00164339

140 0,000598756

Bu sonuglara gore MCF7 — MCF10A ve MCF10A — PDL hiicreleri lizerinde 11-
24-12 dutunun etkisi 72. saatte istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,001).



Yapilan ¢oklu t testi analizleri sonucu G-008 dutunun 3 hiicre ve 3 saate gore

analizi asagidaki gibidir. (Tablo 4.4)

4-4:G-008 Dutunun Analizi

Karsilastirilan Doz . .
H§Ucr§eler Saat (ng/ml) P Degeri
24 80 0,000376814
160 9,93651E-06
MCE7 - 48 120 0,000749244
MCF10A 100 2,20124E-06
7 120 4,84358E-11
140 3,97868E-07
160 0,000127246
80 6,05388E-12
100 6,25836E-08
24 120 3,70574E-08
140 1,47632E-09
160 1,07142E-07
80 0,000443572
MCE7 - PDL 100 1,97651E-11
48 120 5,34834E-15
140 8,00402E-16
160 4,83603E-15
100 1,00574E-07
79 120 1,37606E-06
140 7,11832E-06
160 5,33135E-06
80 3,89149E-08
100 8,21011E-05
24 120 2,18489E-06
140 1,11408E-07
MCF10A - 160 1,96251E-12
PDL 100 8,75284E-07
48 120 9,73443E-09
140 3,90773E-13
160 2,06894E-12
72 120 6,35858E-06

Bu sonuglara gore MCF7 — MCF10A hiicreleri iizerinde G-008 dutunun 24.
saatte diisiik dozda ve 48. saatte yiiksek dozdaki apoptotik etkisi istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (p < 0,001).
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Yapilan ¢oklu t testi analizleri sonucu Yasar-28 dutunun 3 hiicre ve 3 saate gore analizi

asagidaki gibidir. (Tablo 4.5)

4-5:Yasar-28 Dutunun Analizi

Karsilastirilan Doz

Hlcreler Saat (ng/ml) P Degeri
MCF7 -
MCF10A 48 120 0,00159896

80 2,39611E-14
100 1,43031E-12
24 120 5,10428E-13
140 2,06778E-13
160 1,70086E-10
MCF7 - PDL 100 2,11967E-07
120 0,000291762

48
140 9,77133E-07
160 8,61237E-10
72 140 3,80316E-13

160 1,23969E-14

80 6,85751E-13
100 2,05466E-11
24 120 1,98696E-13
140 1,01291E-14
160 1,09496E-10

MCF10A -
PDL 100 1,50925E-09
48 120 1,744E-07
140 1,25589E-08
160 7,23726E-11
72 140 1,75874E-05

160 7,37503E-11

Bu sonuclara gore MCF7 — MCFI10A hiicrelerinde Yasar-28 dutunun etkisi 48.
saatte yiiksek dozda apoptotik etkisi istatiksel olarak anlamli bulunmustur ( p < 0,001).
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5. TARTISMA

Fonksiyonel dogal gidalar icerdikleri polifenolik maddelerden dolay1 dikkatleri
iizerine ¢ekmistir. Ozrenk ve arkadaslarmin belirttigi gibi bu gidalarin en 6nemli
ozelliklerinden biri kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabette dahil olmak iizere
bir takim hastaliklarin 6nlenmesine katki saglayan ve iceriklerinde bulunan flavonoid ve
antosiyaninler gibi maddelerden kaynakl antioksidan aktiviteleridir.

Calismamiza Tiirkiye’nin farkli yorelerinde yetismis Morus nigra (14 — Kenan, 6
— Icme ve G-008) ve Morus alba (Yasar 28 ve 11-24-12) sular1 fermente edilmistir ve
tic farkli hiicre hatt1 iizerinde uygulanmaistir.

Calismamizda mayalanma sonucu glikozu ortamdan uzaklastirarak mayalanmis
dut sular1 icersinde bulunan sadece fenolik bilesiklerin insan meme kanseri hiicre
hatlarindaki etkisini gozlemlemeyi amacladik. Hakala ve arkadaslarinin yaptig
calismalardan fenolik bilesiklerden antosiyanin ve flavanoidlerin antikanserojenik
etkisinin oldugunu biliyoruz.

Flavonoid ve antosiyaninler bitkilere renklerini vermektedirler (77).
Bulgularimiz goz oOniine alindiginda ¢alismamizda kullandigimiz kara dutlarin beyaz
dutlara kiyasla kanserli hiicrelerde hiicre canhiligini azaltmada daha etkili olduklarini
gordiik. Bunun sebebinin kara dutlarin flavanoid ve antosiyaninlerce beyaz dutlara gore
daha zengin olduklarini diisiinmekteyiz.

Yapilan akan hiicre Olger ile apoptoz tayini analizlerinde fermente karadut
sularinin sec¢ilen dozlarinin MCF-7 hiicrelerini apoptoza gotiiriirken PDL hiicrelerinde
ise hiicre canliligini azaltmada etkili olmadig goriilmiistiir.

Ozetlemek gerekirse;

. 6-icme dutu; MCF7 hiicrelerini 24., 48. ve 72. saatlerinde diisiik
dozlarda, MCF10A hiicrelerini 24., 48. ve 72. saatlerinde yiiksek
dozlarda apoptoza gotiirmiistiir. Ancak PDL hiicrelerine ayni saatler ve
ayni dozlarda ayn1 apoptotik etkiyi gostermemistir.

° 14-Kenan dutu MCF-7 ve MCF10A hiicrelerini 24., 48. ve 72.
saatlerinde yiiksek dozlarda apoptoza gotiirmiistir. Ancak PDL
hiicrelerine ayni saatler ve aym dozlarda ayni apoptotik etkiyi

gostermemistir.
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° G-008 dutu MCF7 hiicrelerini 24., 48. ve 72. saatlerinde diisiik dozlarda,
MCF10A hiicrelerini 24., 48. ve 72. saatlerinde yiiksek apoptoza
gotlirmiistiir. Ancak PDL hiicrelerine ayni saatler ve aymi dozlarda
ayni1 apoptotik etkiyi gostermemistir.

° 11-24-12 dutu MCF7 hiicrelerine 24. ve 48. saatlerde apoptotik etki
gostermemis, 72. saat itibariyle etki etmistir. MCF10A hiicrelerine 24.,
48. ve 72. saatlerinde yiiksek dozlarda apoptoza gotiirmiistiir. PDL
hiicrelerine ayni saatler ve aym dozlarda ayni apoptotik etkiyi
gOstermemistir.

° Yasar-28 dutu MCF7 ve MCF10A hiicrelerine 48 ve 72. saatte yiiksek
dozlarda apoptoza gotiirmiistiir. Ancak PDL hiicrelerine aymi saatler ve

ayn1 dozlarda ayni apoptotik etkiyi gostermemistir.

Calismamizi bu dut sulari icerisindeki flavanoidlerin ve antosiyaninlerin tayini
ile hiicre dongiisiine olan etkisi ve kaspaz-3 aktivitesinin bulunmas1 gibi molekiiler ve

teknik analizler ile destekleyerek daha da ileriye gotiirmeyi hedeflemekteyiz.
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