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Bu tez c¢alismasinda vulpinik asit ile farkli kemoterapotik ilaglarin (sisplatin, dosetaksel,
doksorubisin ve mitoksantron) insan meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7, MDA-MB-231 ve
MDA-MB-453) {izerindeki sinerjik antikanser etkilerinin gen ve protein seviyelerinde
arastirilmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda, ilk asamada vulpinik asit ile her bir kemoterap6tik
ilacin yukarida bahsi gegen hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkileri doz ve zaman bagimli
olarak XTT yontemiyle incelendi ve buradan elde edilen absorbans degerleri CompSyn
programina islenerek vulpink asidin her bir kemoterapétik ilag ile kombinasyon indeks (CI)
degeri belirlendi. CI degerleri, vulpinik asidin doksorubisin ve mitoksantron ile MDA-MB-231
ve MDA-MB-453 hiicreleri tizerinde sinerjik etki, MCF-7 hiicrelerinde ise antagonist etki
sergiledigini gdsterdi. Ikinci asamada, Sinerjik etki goriilen hiicre hatlarindaki ROS miktar,
mitokondriyal membran potansiyeli, multikaspaz aktivitesi, hiicre dongiisii, apoptosis ve
PI3K/AKT sinyal yolagindaki degisimler flow sitometrik analizler ile incelendi. Sonuglar, her
iki hiicre hattinda da ROS miktarinda, mitokondriyal membrane depolarizasyonunda ve
multikaspaz aktivitesinde artis oldugunu, hiicre dongiilerini GO/G1 fazinda yakaladigini,
hiicreleri apotoza yonlendirdigini ve ayrica PI3K/AKT sinyal yolagini bloke ettigini gosterdi.
Ugiincii asamada, flow sitometri analiz sonuglarini molekiiler seviyede dogrulamak igin
apoptotik yolak markir proteinleri BAX, BCL2, P53, Kaspaz-3, Kleaved kaspaz-3, Sitokrom-
C’nin, ve PI3K/AKT sinyal yolaginin markir proteinleri olan PI3K, mTOR ve AKT nin protein
ve gen seviyelerindeki kantitatif degisimleri Western blot ve Real Time PCR (qPCR) analizleri
ile incelendi. Elde edilen veriler hiicrelerde apoptotik etkilerin hem gen hem de protein
seviyesinde gergeklestigini, PI3K/AKT sinyal yolagindaki baskilanmanin ise protein
seviyesinde oldugunu gosterdi. Son asamada, yara iyilestirme yoOntemiyle gerceklestirilen
migrasyon testleri sonucunda her iki hiicre hattinda da uygulanan kombinasyonlarin énemli
derecede antimigratif etki sergiledigini géstermistir. Sonug olarak, tiim bu veriler vulpinik asit
ile doksorubisin ve mitoksantron’un meme kanseri hiicre hatlarinda in vitro sinerjik etki
gosteren kombinasyonlarmin meme kanseri tedavisinde bir sonraki asama olan in Vvivo
caligmalara kap1 aralamistir.
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ABSTRACT

PhD Thesis

INVESTIGATION OF SYNERGISTIC ANTICANCER EFFECTS OF
VULPINIC ACID AND DIFFERENT CHEMOTHERAPEUTIC DRUGS ON
BREAST CANCER CELL LINES AT GENE AND PROTEIN LEVELS

Esma Kiibra KAGAN YENICERI

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet ALTAY
Second Supervisor: Prof. Dr. Harun BUDAK

This thesis was conducted to analyze the synergistic anticancer effect of different
chemotherapeutic drugs (cisplatin, docetaxel, doxorubicin, and mitoxantrone) on human breast
cancer cell lines (MCF-7, MDA-MB-231, and MDA-MB-453) at the gene and protein levels.
In the first step, the cytotoxic effects of vulpinic acid and each of the chemotherapeutic drugs
on the above-mentioned cell lines were investigated in a dose- and time-dependent manner.
The absorbance values obtained here were then processed in the CompSyn program and the
combination index (CI) value of wvulpinic acid with each chemotherapeutic drug was
determined. The CI values showed that vulpinic acid had a synergistic effect with doxorubicin
and mitoxantrone on MDA-MB-231 and MDA-MB-453 cells, and an antagonistic effect on
MCF-7 cells. In the second phase, changes in ROS levels, mitochondrial membrane potential,
multi-caspase activity, cell cycle, apoptosis and PI3K/AKT signalling pathway were examined
by flow cytometric analysis in cell lines in which the compounds showed synergistic effects.
The results showed that there was an increase in the amount of ROS, mitochondrial membrane
depolarization, multicaspase activity and apoptotic cell rate in both cell lines, as well as G0/G1
cell cycle arrest and PI3K/AKT pathway blockade. In the third step, to confirm the results of
the flow cytometry analysis at the molecular level, quantitative changes in marker proteins of
the apoptotic pathway (BAX, BCL2, P53, Caspase-3, Cleaved caspase-3, Cytochrome-c) and
the PI3K/AKT signaling pathway (PI3K, mTOR and AKT) were examined at the protein and
gene levels by Western blot and real-time PCR (qPCR). The data obtained showed that
apoptotic effects in cells occurred at both the gene and protein levels, while the suppression of
the PI3K/AKT signaling pathway occurred at the protein levels. Finally, as a result of migration
tests using the wound healing method, it was found that the combinations of compounds
applied to both cell lines had significant anti-migratory effects. As a result, these data have
opened the door to in vivo studies of combinations of vulpinic acid with doxorubicin and
mitoxantrone, which show synergistic effects in vitro on breast cancer cell lines.

2024, 129 Pages
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1. GIRIS
Kanser

Kanser, doku veya organlardaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak biiylimesi sonucu ortaya
cikan koti huylu tiimdrlerdir (Courtnay vd., 2015). Kanserde; kanserli hiicreler
bulunduklar1 dokulardan kdken alarak organizma igerisinde baska bolgelere yayilmasi ve
invazyonu ile karakterize bir hastaliktir (Scotting ve Howard, 2013). Kanser, giderek
artan bir saglik problemi olmasmnin yami sira toplumlarda sosyoekonomik yiike,
bireylerde ise ciddi maddi ve manevi kayiplara yol agmaktadir. Diinya saglik orgiitiiniin
2018 verilerine gore 9.6 milyon 6liimle sonuglanan kanser vakalari, diinya ¢apinda artik
ilk sirada yer alan 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir. Ayni zamanda 2018 verileri
g6z Onilinde bulundurularak, 2038 yilina kadar 22 milyon insanda kanser hastalig
goriilecegi ve bu hastaliga yakalananlarin %60’min 6liimle sonuglanacagi tahmin
edilmektedir. Ayrica, 2020'de diinya ¢apinda 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik
10,0 milyon kanser 6liimii meydana geldigi Diinya Saglik Orgiitii tarafindan kayit altina
alinmigtir (WHO, 2023). Meme kanseri insidansina bakildiginda ise Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajansi'nin (IARC) Globocan 2018 verilerine gore, meme kanserinin 2018'de
620 bin 6liime neden oldugu ve kaydedilen tiim kanser tiirlerinin %11,6's1 olan 2,08

milyon yeni vaka daha tespit edildigi bildirilmistir (Bray vd., 2018).
Kanser Olusum Nedenleri ve Kanserin Ozellikleri

Kanser tanidan tedaviye oldukca karmasik bir siireci kapsamaktadir. Hem i¢sel hem dis
faktorlerin cesitli etkileri sonucunda kanserlesmenin meydana geldigi bilinmektedir
(Courtnay vd., 2015). Her ne kadar kanser hiicrelerinin esas 6zelliginin kontrolsiiz
cogalma oldugu bilinse de bunun disinda bir¢cok farkli biyolojik oOzellikleri de

bulunmaktadir. Kanserli hiicreleri normal hiicrelerden ayiran baglica 6zellikler;

e Hiicre kiiltiirlerinde kontak inhibisyondan kacabilme,

e Boliinebilmek i¢in dis uyaranlara gereksinim gostermeme,

e (Cogalmay baskilayici sinyallere duyarsizlik,

e Apoptozisten kagabilme,

e Anjiyogenezi (tomurcuklanma yolu ile yeni damarlarin olusmasi, gelismesi)

uyarabilme,



e Metastaz yapabilme,

e Bagisiklik sisteminden kagabilme... seklinde siralanabilir (Sekil 1.1).

¢ogalma biiylime
sinyalinin  paskilayicilarindan
surdiirilmesi kagma

enerji
metabolizmasini

hiicresel
olimsizlugin
etkinlestirilmesi

hiicresel
olime
direng

genetik kanserlesmeyi
kararsizlik ve destekleyen
mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 1. 1. Kanserin kazanilmig yetenekleri. (Hanahan ve Weinberg, 2011 ’den
uyarlanmustir).

Karsinogenezis olarak da bilinen kanser olusum siireci; baslangi¢ evresi (initiation),
gelisme evresi (promotion) ve ilerleme evresi (progression) olmak iizere 3 asamadan
olusmaktadir. Hiicrelerin karsinojenik etkene maruz kaldigi ve kanserli hiicrelerin
olustugu ilk basamak baslangi¢ evresidir. Hiicrelerdeki bu degisim geri doniilemez olur
ve hiicreler tiimor olusmadan uzun bir siire bu asamada kalir. Kanser hiicrelerinin
cogalmaya basladiklar1 ve klinik/patolojik olarak belirlenebildikleri olusumlara yol
actiklar1 ikinci basamak ise gelisme evresidir. Tiimor olusumun gergeklestigi, olusan
tiimoriin bulundugu organin tamamina yayildig1 veya metastaz yaptigi tiglincii basamak

ilerleme evresidir (Sekil 1.2).
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Sekil 1. 2. Timor gelisimi basit modeli (Siddiqui, Sanna, Ahmad, Sechi, ve Mukhtar,
2015 ’den uyarlanmustir).

Organizmada dokularda hiicre sayisi ve islevleri kontrol mekanizmalar1 tarafindan
oldukga sik1 bir sekilde kontrole tabi tutulurlar. Bu dokularda normal biiyiime ve dlen
hiicrelerin yerine yeni hiicrelerin yapilmasi temel hedeftir. islev gdsteren normal
hiicrelerle 6lii hiicreler arasinda bir denge mevcuttur. Bu dengenin kaybi ile kanserlesme
baslar. Kanserlesmenin biiyiik bir cogunlugu genetik degisiklikten kaynaklanmaktadir.
Cesitli mutasyonlar sonucu meydana gelen bu genetik degisikliklerle iliskili {ic ana gen

tlrd vardir;

Onkogenler: Hiicrelerin normal biiylimesini diizenler. Onkogenlerde meydana gelen

mutasyon sonucu hiicreler kanserlesme ve sinirsiz biiylime yetenegini kazanirlar.

Tiumor Baskilayict genler: Hasarli veya kanserli hiicrelerin anormal biiyiime ve iiremesini
belirleyen ve bu hata, kusur diizeltilene kadar iiremlerini durduran genlerdir. Bu genlerin

mutasyona ugramasi ve gorevlerinin bozulmasi ile kanser olusabilir.

DNA Onarim genleri: DNA’daki hatasiz eslesme ve olast DNA hasarlarinin tamirinden
sorumludurlar. Ancak bu genlerin diizgiin ¢alismamasi sonucunda DNA’da olusabilecek
hatalar yeni hiicrelere aktarilir ve bdylece hasarli hiicreler meydana gelir (Scotting ve

Howard, 2013).

Sekil 1.2°de goriildiigli iizere hiicreler c¢esitli sebeplerle kanserlesme siirecine
girdiklerinde en 6nemli 6zellikleri olan kontrolsiiz ¢ogalma sonucu tiimorlesmeye baglar.
Organizmada bulunduklar1 dokularda hizla biiyiimeye devam eden bu kanserli hiicrelerin
bulunduklari dokuyu tamamen istila etmesi sonrasinda yeni damar yollar1 olusturarak
(anjiyogenez) beslenmelerini devam ettirmelerinin yani sira yeni dokulara gogii de
miimkiindiir. Metastaz olarak da bilinen bu durum kanserli hiicrelerin yeni dokularda da

hizla ¢ogalmasini siirdiirerek dokular1 kullanilamaz hale getirebilirler. Kanser tedavi



yontemleri tiim bu siireglerin olusumunu ve siirdiiriilmesini engellemek i¢in uygulanan
tedavilerdir. Tedavide kullanilan ilaglarin temel amaci kanserli hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmalarin1 engelleyerek onlar1 programli hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoza

yonlendirmektir (Green ve Llambi, 2015).

Hiicre 6liimii, biyolojik bir hiicrenin islevlerini yerine getirmeyi birakmasi olayidir. Bu,
programli hiicre dliimiinde oldugu gibi, eski hiicrelerin 6lmesi ve yerlerine yenilerinin
gelmesi seklindeki dogal siirecin bir sonucu olabilecegi gibi, hastaliklar, lokalize
yaralanmalar veya hiicrelerin pargasi oldugu organizmanin 6liimii gibi faktorlerden de
kaynaklanabilir. Hiicrelerin bilinen on iki farkli 6lim sekli vardir. Bunlar igerisinde
mekanizmasi detayl bir sekilde agiklanmis olan ve en iyi bilinenler; apoptoz, nekroz ve

otofajidir (Green ve Llambi, 2015; Yan, Elbadawi, ve Efferth, 2020).

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii, hiicre biliylimesi ve ¢ogalmasinin énemli bir
diizenleyicisidir. Apoptozun uyarilmasi, ilerleyen bir dizi hiicresel biyokimyasal ve
morfolojik degisiklik ile karakterizedir. Hiicresel apoptoz cesitli i¢ ve dig sinyaller
araciligiyla hiicrelerin 6liime yonelimini saglayan sinyal yolaklarindan birini
olusturmaktadir. Organizma igerisinde gorevi ve islevi sona eren hiicreler apoptoza
yonlendirilerek ortadan kaldirilir. Hiicresel dongiiniin normal bir pargasi olan bu siire¢
sayesinde hiicre i¢i denge korunabilmektedir. Ancak kanser hiicrelerinde bu durum
oldukca farklidir. Kanserli hiicreler oliimden kagma o6zellikleri sayesinde organizma
icerisinde siirsiz bir sekilde ¢ogalabilmektedir. Bu durum kanser tedavisinde Oniine

gecilmeye ¢alisilan temel sorunu olusturmaktadir.

Apoptoz mekanizmalari, enerjiye bagli bir dizi molekiiler olay1 i¢eren oldukca karmasik
bir sistemdir (Sekil 1.3). Bugiine kadar yapilan arastirmalar iki ana apoptotik yol
oldugunu gostermektedir: ekstrinsik veya Olim reseptdrii yolu ve intrinsik veya
mitokondriyal yol. Apoptoz hem igsel hem de dissal faktorler tarafindan aktive edilebilen
bir siiregtir. I¢sel aktivasyon sonucu baslayan siirecte; saglikli hiicreler mitokondriyal
zarda bulunan Bcl-2 adli bir protein igerir. Mitokondri, enerji tiretiminin gergeklestigi
organellerdir. Saglikli kosullar altinda Bcl-2 apoptozu 6nler. Bununla birlikte, i¢ hasar
durumunda (6rnegin, yanlis katlanmis proteinler, kusurlu genler, vb.) Bax adi1 verilen
ikinci bir protein, Bcl-2'nin koruyucu etkilerini ortadan kaldirir ve mitokondriyal
membranda delikler agar. Mitokondrinin igindeki bir protein olan sitokrom-c, kaspaz-9'u

aktive eden bir dizi reaksiyonu baslatmak i¢in artik kirilmis olan mitokondriyal zardan
4



disartya ¢ikar. Kaspaz-9 bir baglatict enzimdir. Bu esnada hiicre kiigiilmeye baslar,
kromatin ve ¢ekirdek yogunlasir ve hiicre zar1 boyunca blebler olusur. Blebler hiicre
ylzeyindeki ¢ikintilardir. Blebbing apoptotik bir yol degil, apoptoz slirecinin bir
ozelligidir. Kaspaz-9, her ikisi de infazci proteinler olan kaspaz-3 ve kaspaz-7'yi bolerek
aktive eder. Kaspaz-3 ve kaspaz-7 membrani, kromozomlari ve hiicredeki diger gesitli
proteinleri parcalayip yok eder. Hiicre iskeleti ¢oker ve hiicre apoptotik cisimcikler adi
verilen kii¢iik kapali birimlere ayrilir. Yutma proteinleri ayn1 anda hiicre dis1 ortama
saliir. Fagositik hiicreler (baska bir hiicreyi yutabilen herhangi bir hiicre, makrofajlar)
hiicre ylizeylerindeki reseptorlere baglanan yutma proteinlerine yanit verir. Fagositler
daha sonra apoptotik cisimlere go¢ eder ve onlar1 yutar. Boylelikle apoptoz siireci hiicre
icin tamamlanmis olur. Apoptoz, geride ¢ok az veya hig¢ hiicresel kalinti birakmayan

nispeten temiz bir siiregtir (ElImore, 2007).

Dissal faktorler tarafindan baslatilan apoptoz siirecinde ise; hiicre disi ortamdan gelen
proteinler, apoptoza ugrayacak hiicrenin yiizeyindeki reseptorlere baglanir. Aktive olan
reseptorler, hiicre i¢i ortamda bulunan ve bir baslatici enzim olan kaspaz-8'i aktive eden
6liim reseptorleri ve proteinleri kiimesi olan 6liim indiikleyici sinyal kompleksine (DISC)
bir sinyal gonderir. Kaspaz-8, yiiriitiicli proteinleri pargalayip aktive ettiginde apoptoz
normal sekilde devam eder. Hiicre kiigiliir, blebler olusur, organeller parcalanir,
apoptotik cisimler ortaya ¢ikar ve fagositoz baslar. Apoptoz, hiicre dis1 ortam hiicreye
hayatta kalma sinyalleri gondermeyi biraktiginda da baglatilir. Hayatta kalma
sinyallerinin eksikligi, Bax proteininin Bcl-2'yi devre dis1 birakmasina neden olur ve

apoptoz normal sekilde devam eder (Elmore, 2007).
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Sekil 1. 3. Hiicresel apoptoz mekanizmasi (KEGGPATHWAY, 2023).

Sarvivad factors

Bilinen bir baska 6liim sekli de Nekroz’dur. Nekroz, canli dokudaki hiicrelerin otoliz
yoluyla erken 6liimiiyle sonuglanan bir hiicre hasar1 seklidir. Nekroz, hiicre bilesenlerinin
diizensiz sindirimiyle sonuglanan enfeksiyon veya travma gibi hiicre veya doku disindaki
faktorlerden kaynaklanir. Buna karsilik apoptoz, dogal olarak meydana gelen
programlanmis ve hedeflenmis bir hiicresel Oliim nedenidir. Apoptoz genellikle
organizmaya faydali etkiler saglarken, nekroz neredeyse her zaman zararlidir ve 6liimciil

olabilir (Kanduc vd., 2002).

Nekroza bagli hiicresel 6liim apoptotik sinyal iletim yolunu takip etmez, bunun yerine
cesitli reseptorler aktive olur ve hiicre zari biitiinliigiiniin kaybina ve hiicre olimii
triinlerinin  hiicre dist bosluga kontrolsiiz bir sekilde salinmasina neden olur
(Proskuryakov, Konoplyannikov, ve Gabai, 2003). Bu durum, ¢evre dokuda 16kositleri
ve Olii hiicreleri fagositoz yoluyla ortadan kaldiran yakindaki fagositleri c¢eken
enflamatuar bir yanit baglatir. Bununla birlikte, 16kositler tarafindan salinan mikrobiyal
zararli maddeler ¢cevre dokularda ikincil hasar meydana getirir (Rock ve Kono, 2008). Bu
ikincil hasar iyilesme siirecini engeller. Boylece, tedavi edilmeyen nekroz, hiicre
Oliimiiniin gergeklestigi yerde veya yakininda ciiriiyen 6lii doku ve hiicre kalintilarinin
birikmesine neden olur. Klasik bir 6rnek kangrendir. Apoptozun aksine nekrozda hiicre

siserek hiicre i¢i organellerini disartya aktarir (Galluzzi ve Kroemer, 2008).



Bir diger hiicre 6lim sekli de otofajidir. Otofaji veya otofagositoz ismi ile de bilinen bu
Olim seklinde hiicre kendi kendisini yok eder ve lizozoma bagh diizenlenmis bir
mekanizma aracilifiyla gereksiz veya islevsiz bilesenleri ortadan kaldiran bir siiregtir
(Klionsky, 2008). Baslangigta acliga kars1 korunmak i¢in indiiklenen ilkel bir bozunma
yolu olarak karakterize edilmesine ragmen, otofajinin aclik c¢ekmeyen hiicrelerin
homeostazinda da 6nemli bir rol oynadig1 giderek daha agik hale gelmistir. Otofajideki
kusurlar, nérodejenerasyon ve kanser dahil olmak tizere cesitli insan hastaliklariyla
iliskilendirilmistir ve bu hastaliklar i¢in potansiyel bir tedavi olarak otofajiyi modiile
etmeye olan ilgi hizla artmistir (Djajadikerta vd., 2020; Levy, Towers, ve Thorburn,
2017). Hastalikta otofaji, besin eksikligi olan belirli hiicresel stres durumlarinda giiglii bir
sekilde indiiklenebilen 6nemli bir fizyolojik yanittir ayrica strese karsi uyarlanabilir bir
yanit olmasinin yani sira ve hiicrenin hayatta kalmasini da tesvik etmistir; ancak diger
durumlarda, hiicre Sliimiini ve morbiditeyi tesvik ettigi goriilmektedir. Asirt aclik
durumunda, hiicresel bilesenlerin par¢alanmasi, hiicresel enerji seviyelerini koruyarak

hiicresel hayatta kalmay1 tesvik eder (Djajadikerta vd., 2020).
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Sekil 1. 4. Hiicre 6liim ¢esitleri. (Galluzzi vd., 2018’den uyarlanmustir).



Meme Kanseri Mevcut insidansi1 ve Gelecek Tahminleri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik teshis edilen kanserdir ve akciger kanserinden
sonra kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir (DeSantis vd.,2019; Sung vd.,
2021). Diinya Saglik Orgiitii’niin yayimlanan verilerine gére, 2020 yili icerisinde meme
kanseri teshisi konan 2,1 milyon kadinin oldugu, bu teshis konulan hastalar igerisindeki
6liim oraninin ise yaklasik 685.000 oldugu belirtilmistir. 2020'nin sonu itibariyle de son
5 yilda meme kanseri teshisi konan 7,8 milyon kadinin hayatta kaldig: belirtilmistir.
Diinyanin hemen hemen her iilkesinde kadinlarda ergenlikten sonra tiim yas gruplarinda
goriilebilen meme kanserinin 6zellikle ilerleyen yaslarda goriilme ihtimali ciddi oranda
artmaktadir (WHO, 2021). Mevcut oranda, vaka sayisinin 3,05 milyona yiikselmesi ve
Oliim oraninin ise 2040 yilina kadar 6,99 milyona ¢ikmasi beklenmektedir (Ferlay vd.,
2020) . Her gegen giin gittikge artan 6liim insidansi, bu hastaligin tedavisini daha da elzem
hale getirmektedir. Bu sebeple, kanserin erken tani, tarama, tedavi, beslenme,
onleyici/koruyucu miidahalelerin gelistirilmesi ve uygulanabilmesi adina bir¢ok bilimsel

caligma yapilmakta ve kanserle miicadele 6nemli bir ilgi alan1 olmaktadir.

Intemnational Agency for Research on Cancar

gl;ﬁmm et

MEME KANSERI
Kaynak: Globocan 2020

Yeni vaka sayisi, 2020, tiim yas gruplari, kadin ve erkek Bliim sayisi, 2020, tiim yas gruplari, kadin ve erkek

Meme
261419 (11.7%)

Akciger Diger Kanserler
2206771 (11.4%) 3557 464 (35.7%)

Akciger
1796 144 (18%)

Diger Kanserler

8275 743 (42.9%) Kolon

935 173 (9.4%)

Kolon
1931590 (10%)

Prostat Prostat
1414 259 (7.3%) 375 304 (3.8%)
Girtlak /1 Mide Pankreas
604100 (3.1%) 1089 103 (5.6%) 466 003 (4.79)

Rahim agn Karaciger
604127 (3.1%) 905 677 (4.7%) 544 076 (5.5%)

Karaciger
830 180 (8.3%)
Mide
768 793 (7.7%)

Meme
684 996 (6.9%)

Toplam : 19292 789 Toplam : 9958133

Sekil 1. 5. 2020 Globocan kanser insidansi1 (Globocan, 2023).
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Meme Kanseri Hiicre Hatlarinin Siniflandirilmasi

Meme kanserleri degisken morfolojik ve biyolojik ozellikler gostermektedir ve bu
nedenle farkli davranmiglar sergileyerek tedavilere farkli yanitlar vermektedir. Kanser
siniflandirilmasi, olasi onkolojik karar verme ve hastaligin dogru teshisinin yam sira
timor davraniginin da tahmin edilebilirligini saglayabilmek i¢in oldukca onemlidir

(Temel, 2015; Sing, Gupta and Pathak, 2020).

Meme kanserleri temelde iki olguya gore siniflandirilir: (1) Tiimoriin tiirii ve derecesinin
ne kadar kotii oldugu (tiplendirme ve derecelendirme), Tiimoriin evre derecesinin ne
kadar yaygin oldugu, durumlarina gore degerlendirilmektedir. Meme kanserlerinin
tiplendirilmesi ve derecelendirilmesi, WHO tiimor smiflandirmasinda ayrintili olarak
aciklanan histolojik alt tiplere ve derecelendirmeye dayanmaktadir. Meme kanserlerinin
evrelemesi, timor boyutu, nodal durum ve metastaza (TNM evrelemesi) dayanir. Meme
kanserlerinin rutin degerlendirmesi ayrica reseptor farkliliklarina gore de degismektedir.
Ostrojen reseptorii (ERa), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii

reseptorii 2 (HER2) ekspresyonuna gore de siniflandirma yapilmaktadir (Tsang ve Gary,
2020).

Ismini Michigan Cancer Foundation’dan (MCF) alan MCF-7 hiicre hatt1, ER (+) tiimérler
icin bir model olarak kullanilmaktadir. MCF-7, metastatik adenokarsinomlu 69 yasindaki
beyaz bir kadin hastanin meme dokusundan izole edilen epitel hiicreleridir. MCF-7,
Ostrojen reseptorii alfa’ya (ER-a) sahip olan nadir meme kanseri tiplerinden biri olmakla
beraber agresif yapiya sahip degildir. Bu hiicre hatt1 in vivo ortamda tek katmanl bir
sekilde ¢ogalma sergiler. MCF-7 hiicre hatt1 Gstrojen ve progesteron reseptorii pozitif,
HER?2 biiyiime reseptorii negatif hiicre hattidir (Comsa, Cimpean, ve Raica, 2015; Horie,

Urano, Ikeda, ve Inoue, 2003).



MDA-MB-231 hiicre hatti, ER, PR ve HER 2 (-) meme kanseri i¢in bir model olarak
kullanilir (Rochefort H, vd., 2003). MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 1973 yilinda
M. D. Anderson Kanser Merkezi'nde 51 yasinda, beyaz, kadin bir adenokarsinom
hastasinin meme dokusundan izole edilen epitel hiicreleridir. Epitel benzeri morfolojiye
sahip olan MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri fenotipik olarak ig seklindeki hiicreler
olarak goriiniir. In vitro olarak, MDA-MB-231 hiicre hatt1 invaziv bir fenotipe sahiptir.
MDA-MB-231 hiicre hatt1 dstrojen, progesteron ve HER2 biiylime reseptorleri negatif
olan hiicre hattidir. Bu hiicre hattt MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicre hattina gore daha
agresif bir yapidadir (Nohara, Wang, ve Spiegel, 1998).
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MDA-MB-453 insan meme kanseri hiicre hatt1, 1976 yilinda metastatik meme kanseri
olan bir kadin hastadan elde edilmistir. Bu hiicre hatt1 dstrojen ve progesteron negatif,
HER2 pozitif meme kanseri i¢in bir model olarak kullanilir. MDA-MB-453 hiicre hatti
fenotipik olarak globiiler kiimelesen tek katmanli bir yapiya sahip hiicre hattidir (Layosa
vd., 2021; Vranic, Gatalica, ve Wang, 2011).

- - - -

Sekil 1. 8. MDA-MB-453 insan meme kanseri hiicre hatti (ATCC, 2023).

Meme Kanseri Nedenleri

Tiim kanserlerde karsinogenez yani kanser olusum stireci birtakim i¢sel ve digsal etkiler
nedeniyle meydana gelmektedir. Igsel (Intrinsik) etkiler incelendiginde, karsinogenez
olusumunun temelinde hiicre DNA’sinda meydana gelen c¢ok sayidaki mutasyonlar
oldugu bilinmektedir. (Stratton, M. R. vd., 2009). En sik mutasyona ugrayan genler
arasinda ise; MYC, PIK3CA, FGFR1, PTEN, ERBB2, GATA3 ve p53 gelmektedir
(Pritchard vd., 2016).

Mutasyonlarin yani sira hiicre dongiisii sirasinda da hiicrelerde anormallikler meydana
gelebilmektedir. Hiicre dongiisii, bir hiicrenin iki boliinme arasinda meydana getirdigi
asamalarin tiimiine verilen isimdir. Hiicre dongilisii sonucu yeni hiicreler meydana
gelmekte, ayrica dongii asamalarinda olusabilen/olusan hatalarin giderilmesi de farkli
kontrol noktalari ile diizenli ve siki bir sekilde takip edilmektedir. Bu kontrol noktalari,
hiicrede bulunan herhangi bir mutasyon, farklilagma veya DNA hasarinin tespitinden
sorumludur. Hiicrede belirlenen bu kusurlarin yeni hiicreye aktarilmamasi igin belirlenen
hatalar diizeltilene kadar hiicre G1 veya G2 fazlarinda tutulmaktadir. CDK kisaltmasiyla
bilinen siklin bagimli kinazlar hiicre dongiisiiniin anahtar proteinidir. CDK’larda olusan
bir mutasyonlu hiicre, kontrol noktalarinda tutulmadan devam etmesi sonucunda 2 yeni
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mutasyonlu hiicre meydana getirir. Genomun gardiyani olarak da bilinen p53, tiimor
baskilayici bir proteindir. Ayn1 zamanda p53, hiicre dongiistindeki kontrol noktalarinda
tutulmalardan, DNA tamirinden, hiicresel senesens ve apoptoz gibi mekanizmalarda da
gorev almaktadir. Meydana gelen tiim bu degisimler igsel etkileri olusturmaktadir (Silva,

Quintas, Gongalves, ve Fresco, 2022).

Aile Oykiisii / Genetik Egilim; Pek ¢ok kanserde oldugu gibi meme kanserinde de genetik
egilim hastaliga yakalanma riskinde 6nemli bir yer tutar. Meme kanserinde aile oykiisii
bulunan kisilerde kansere yakalanma orani yaklasik %10’dur (Shiovitz ve Korde, 2015).
Aile Oykiisii bulunan bireylerde birinci derece akrabalik s6z konusu ise bu bireylerde
erken baglangicli (35 yasindan 6nce) meme kanseri goriilme olasiligi oldukga yiiksektir

(Harbeck vd., 2019).

Ekstrinsik Faktorler ise; basta beslenme, yasam tarzi, ¢esitli zararl 1sinlar ve enfeksiyon
gibi viicuda dig yollardan etkisi olan ¢evresel faktorlerin tiimiidiir. Sigara, alkol, yanlis
beslenme, arsenik gibi bazi agir metallerin viicuda alinimi, asbestos, radon vb faktorler
zaman icerisinde hiicrelerde genetik birtakim degisikliklere sebep olmaktadir (Vineis ve
Wild, 2014). Bu gibi g¢evresel faktorlerin organizmada zamanla meydana getirdigi

tiimorlesmeler pek ¢ok kanser tiiriiniin temelini olugturmaktadir (Rappaport, 2012).
Rektif Oksijen Tiirleri (ROS)

ROS; oksijenin kismi indirgenmis metbolitleri olarak tanimlanmaktadir. insan viicudunda
dogal siirecler igerisinde siirekli olarak serbest radikaller meydana gelir. Serbest
radikaller; belirli bir diizeyin {izerine ¢iktiginda kararsiz kimyasal yapilart nedeniyle
saglikli hiicrelere zarar vererek kanser, diyabet, alzheimer, kalp hastaliklar1 gibi cesitli
hastaliklara yakalanma riskini artirir. Serbest radikallerin artis1 ile gelisen bu durum,
oksidatif stres olarak da adlandirilir. ROS’nin en 6nemli 6zelligi giiglii oksitleme islevine
sahip olmasidir. Reaktif Oksijen Tirleri radikal olanlar ve radikal olmayanlar olarak
temelde iki sinifa ayrilmaktadir. Radikal olanlar baslica siiperoksit (O2™), hidroksil
radikalleri (OHe), nitrik oksit (NO), alkoksil radikalleri (RO") ve peroksil radikalleri iken
radikal olmayanlar ise hidrojen peroksit (H20z), organik hidroperoksitler ve hipoklorit’tir
(Ayhanc ve Giiltekin, 2008). ROS organizmada hiicresel proliferasyonu, farklilagmayi,
hayatta kalmay1 ve hatta apoptoz siireclerini diizenleyebilir. Ancak oldukga aktif olan

ROS’lar, hiicre i¢i lipitleri, proteinleri ve deoksiriboniikleik asidi okside edebilir,
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bulundugu hiicre ve dokulara saldirabilir ve bdylece hasarli biyolojik molekiillerin
birikmesine yol acar (Ray, Huang, ve Tsuji, 2012). Organizmada gergeklesen gesitli
kimyasal reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan ROS’larin miktari canlilar i¢in ¢ok énemlidir.
ROS miktarindaki artis canli i¢in pek ¢ok hastaligin baslangicini olusturabilir. ROS ile
antioksidan sistem arasinda bir denge mevcuttur ve bu dengenin ROS lehine bozulmasi
sonucunda bir¢cok hastaligin temeli atilmig olur (Thannickal ve Fanburg, 2000).
Metabolizmada meydana gelen bir seri iletim ve {iretim sonucunda organizma canliligini
stirdiirebilmektedir. Metabolik olarak aktif olan hiicrelerde ROS firetimi de artmaktadir.
Artan ROS’U dengeleyebilmek icin organizma, gerekli miktarda antioksidanlari

uretmektedir.
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Sekil 1. 9. Serbest radikallerin etkileri.

Siiperoksit (0O2~) Radikali; Reaktif oksijen tiirlerinden olan siiperoksit, dogada yaygin
olarak meydana gelen molekiiler oksijen (O2)'nin tek elektronlu indirgenmesinin {iriinii
olarak 6zellikle onemlidir (Sawyer ve Valentine, 1981) . Normal hiicresel kosullar altinda
stiperoksit anyonlar1 enzimatik olarak kolayca hidrojen peroksitlere doniistiiriiliir.
Stiperoksit radikali oldukc¢a aktif bir radikaldir ve organizmada 6nemli hasarlara sebep

oldugu bilinmektedir (Rapoport, Hanukoglu, ve Sklan, 1994) .

Hidrojen Peroksit (H202); H202 bir serbest radikal olmamasina ragmen, hiicrelerde
tiretilen hidroksil radikallerinin ana kaynagi olan Fenton Reaksiyonu ile demir veya bakir
gibi bir gecis katyonunun varliginda en reaktif serbest radikal olan hidroksil radikalinin

ana katki saglayicisidir. Hidrojen peroksit reaktif bir oksijen tiiriidiir ve oksijen-oksijen
13



tek bagina sahip bir bilesik olan en basit peroksittir. Hidrojen peroksit insan viicudu da
dahil olmak tizere biyolojik sistemlerde bulunur. Hidrojen peroksiti kullanan veya
ayristiran enzimler peroksidazlar olarak simiflandirilir. Kimyasal agidan H2O: zayif
reaktiftir: hafif bir oksitleyici veya hafif bir indirgeyici ajan olarak hareket edebilir, ancak
lipidler, DNA ve proteinler de dahil olmak iizere ¢ogu biyolojik molekiilii kolayca
oksitlemez (Halliwell ve Gutteridge, 2015; Hampton ve Orrenius, 1997). H2O2'nin
tehlikesi biiylik oOlgiide, ultraviyole 1s18a maruz kalmasi sonucu gelisigiizel reaktif
hidroksil radikaline doniismesinden kaynaklanmaktadir (Ueda, Saito, Shimazu, ve
Ozawa, 1996).

Hidroksil (OH") Radikali; Reaktif oksijen tiirlerindendir. Hidroksil radikali, her tiirli
biyolojik makromolekiil ile ¢cok reaktif oldugundan ve hiicre metabolizmasi tarafindan
yenilenemeyen iriinler lirettiginden, kismen indirgenmis oksijen tiirlerinin toksisitesinde
bas aktor olarak kabul edilir. Hiicre i¢i metabolizmaya ek olarak, diisiikk dalga boylu
elektromanyetik radyasyon (6rn. gama isinlari) viicuttaki suyu bdlerek bu radikali
olusturabilir. Bu korkung derecede reaktif radikal, bir kez iiretildikten sonra yaninda ne
varsa ona saldirir. Hidroksil radikali olustugu yerde reaksiyona girerek genellikle serbest
radikal zincir reaksiyonlarini yaydigi i¢in in vivo 6mrii yok denecek kadar azdir. Singlet
oksijen, peroksi nitratlar ve nitrik oksit hiicrelerde siirekli olarak iiretilen diger serbest

radikallerdir (Halliwell ve Gutteridge, 2015).
Kanser ve ROS Iiliskisi

Organizmadaki ROS miktar1 normal hiicre dongiisii siireci de dahil olmak iizere bir¢ok
siirecin diizenlenmesinde Onemli bir etkendir. Hiicresel proliferasyon, farklilasma,
hayatta kalma ve apoptoz gibi hiicresel siireclerin diizenlenmesinde ROS rol oynar (Ray
vd., 2012). ROS miktar1 olmasi gereken miktarin iizerine ¢iktiginda, yiiksek ROS
seviyeleri timor olusumunu baglatabilir hatta tiimoriin ilerlemesine neden olabilir (Canli
vd., 2017). Asirt ROS, gen mutasyonlarina neden olur ve p53 gibi tiimér baskilayici
genleri inhibe ederek kanserin baglamasina yol agar (Jackson, 1994). Ayrica, yiiksek ROS
seviyelerinin, epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) yoluyla tiimér invazyonunu ve

metastazini indiikledigi de bilinmektedir (Jiang vd., 2017).

Yiiksek ROS seviyelerinin onkojenik oldugu, DNA, protein ve lipitlere zarar verdigi,

genetik diizensizligi ve tiimorigenezi tesvik ettigi disiiniilmektedir (Liou ve Storz, 2010;
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K. Roy vd., 2015). Antioksidan savunmanin ana islevi asir1 ROS birikimini 6nlemek ve
indirgeme-oksidasyon (redoks) dengesini korumaktir (Gorrini, Harris, ve Mak, 2013).
ROS iiretimi, kanserde genomik kararsizliga ve DNA hasarina katkida bulunur; bu da ilag
tedavisine direng ve yiiksek niiks insidansi gibi 6nemli etkilere sahiptir (Pelicano, Carney,
ve Huang, 2004). Bununla birlikte, kanserlerdeki toksik seviyelerde ROS iiretimi anti-
tiimorijeniktir ve oksidatif stresin artmasina ve tiimor hiicresi 6liimiiniin indiiklenmesine
neden olur (Nogueira vd., 2008; Storz, 2005; Trachootham vd., 2006). Bu nedenle, ROS'u
ortadan kaldirmak veya ROS iiretimini artirmak i¢in kullanilan tedaviler, olduk¢a zorlu

bir kavram olmasina ragmen potansiyel olarak etkili kanser tedavilerinde yer alabilir.

ROS’un savunma mekanizmalarinin bir pargasi olarak fagositik hiicrelerde 6nemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir. Ayrica hiicre sinyalizasyonu ve diizenlenmesi, sinyal
kaskadlarinin aktivasyonu ve apoptoz gibi fonksiyonlarda (tiim hiicre tiplerinde) daha

genis bir role sahip oldugu da bilinmektedir (Wang vd., 2021).

Biiyiime faktorleri ve K-Ras tarafindan uyarilan yolaklarin kanserde MAPK1/ERK?2 'yi
aktive ettigi ve bunun hiicresel proliferasyonun artmasinda rol oynadigi gosterilmistir
(Khavari ve Rinn, 2007). H202 meme tiimor hiicrelerinde dstrojen metabolizmasinin bir
yan Uriinii olarak iiretilir ve ERK sinyal yolunun aktivasyonundan sorumludur, bu da
proliferasyonun artmasma (Irani vd., 1997; Reddy ve Glaros, 2007) ve pro-survival
PI3K/Akt sinyal yolunun aktivasyonuna neden olur (Burdick vd., 2003; Park, Na, Kim,
Cha, ve Surh, 2009). ERK'nin proliferasyon disinda baska rolleri de vardir. Meme,
16semi, melanom ve yumurtalik kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerde hiicre
sagkalimi, bulundugu dokudan bagimsiz biiylime ve hareketlilikte rolii vardir (McCubrey
vd., 2007; Steelman vd., 2008). Hiicre sagkaliminda ROS fonksiyonunun diizenlenmesi
hiicreye 6zgiidiir (Chan vd., 2008; Lee vd., 2005).

Akt yolu, apoptotik Bad, Bax, Bim ve Foxo transkripsiyon faktorleri dahil olmak {izere
hedef proteinlerinin fosforilasyonu ve inaktivasyonu yoluyla hiicre sagkaliminda islev
goriir (Brunet vd., 1999; Pastorino, Tafani, ve Farber, 1999; Qi, Wildey, ve Howe, 2006).
Epitelyal biiyiime faktorii kaynakli H2Oz tiretiminin yumurtalik kanserinde Akt'yi aktive
ettigi gosterilmistir (Liu vd., 2006). H202, PI3K/Akt sinyalizasyonunun negatif
diizenleyicileri olan PTEN ve PTP1B fosfatazlarini oksitleyerek ve inaktive ederek etki

eder ve hiicre sagkalimina neden olur (Salmeen vd., 2003). PTEN'in inaktivasyonu meme,
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endometriyal kanserler, glioblastomlar, melanom ve prostat kanseri gibi ¢esitli kanser

tirlerinde siklikla goriilmektedir (H. Wu, Goel, ve Haluska, 2003).

Hiicrelerdeki toksik ROS seviyelerinin hiicre dongiisiiniin durmasina, apoptozise ve
yaslanmaya neden oldugu bilinmektedir (Moon vd., 2010). ROS'un asir1 iiretimi, Bcl-2
protein ailesi ve sitokrom c dahil olmak {izere apoptotik efektdrlerin aktivitesini de
etkileyebilir (Groeger, Quiney, ve Cotter, 2009). Mitokondriyal ETC'den artan O~
tiretimi mitokondriyal membrana zarar vererek sitokrom c'nin membrandan sitozole
salinmasina ve translokasyonuna neden olur ve bu da kaspazdan bagimsiz ve kaspaza
bagli sitozolik sinyal olaylarini tetikler (Gerasimenko vd., 2002; Ryter vd., 2007).
Sitokrom c, apoptotik protein aktive edici faktor 1 (Apaf-1) ile bir kompleks olusturur ve
pro-kaspaz 9'un aktivasyonu ile kaspaz-3 ve 7'nin boliinmesini indiikler (Susin vd., 1999).
Mitokondriden sitokrom c¢'nin énemli 6lglide salinmasi sonucunda, mitokondriyal ETC
bozulacak ve hasar gorecek, ardindan ROS {iretiminin daha da artmasina neden olacaktir
(Chen ve Lesnefsky, 2006). Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-w ve Bcl-xL) ve
apoptotik (Bad, Bak, Bax, Bid ve Bim) iiyeleri, mitokondriyal membran
permeabilizasyonu ve apoptotik sinyalizasyonda 6nemli rollere sahiptir (Kelekar ve
Thompson, 1998). ROS kaynakli apoptoz, GSH seviyelerinin azalmasi ve redoks
dengesinin bozulmasi ile iligkilidir (Merad-Boudia vd., 1998). Azalan GSH seviyeleri,
ROS'un indiikledigi GSH oksidasyonunun bir sonucudur ve yiiksek ROS iiretimini arttirir
(D'Alessio vd., 2003).

ROS'un anti-tiimérijenik sinyalizasyonu, ROS seviyelerinin toksik seviyelere yiikselmesi
ve antioksidan sistem kapasitesinin tilkenmesi ile programlanmis hiicre 6liimiine neden
olarak kanserde bir terapi olarak hedeflenebilir. Kemoterapi kanser tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir ve ROS iiretimini artirarak onarilamaz hasara ve hiicre 6liimiine
yol agtig1 bilinmektedir. Kullanilan kemoterapi ilaglarina 6rnek olarak antrasiklinler,
sisplatin, bleomisin, arsenik trioksit verilebilir. Tiimor hiicrelerinde ROS {iretiminin
engellenmesi, pro-tiimérijenik  sinyallerin  baskilanmasiyla sonuglanabilir. ROS
seviyelerindeki azalma, hiicre sagkaliminin ve c¢ogalmasinin azalmasina, daha az
metabolik adaptasyona ve daha diisiik DNA hasar1 ve genetik istikrarsizlik seviyelerine

yol acacaktir (Pelicano vd., 2004).

Antioksidanlarla tedavinin kanserde ROS iiretimini siipiiriicii sistemler araciligiyla

azalttig1 diisiiniilmektedir. Calismalar, antioksidan SOD3"{in asir1 ekspresyonunun in vivo
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meme kanseri metastazini azalttigin1 ve antioksidanlarin kanser tedavisinde ROS'un
azaltilmasinda rol oynadigini gostermistir (Teoh-Fitzgerald vd., 2014). Bununla birlikte,
antioksidanlar kanser insidansinin artmasiyla da iligkilendirilmistir. A ve E vitamini ve
ayrica karoten kanser riskinin artmasiyla iligskilendirilmistir (Klein vd., 2012; Omenn vd.,
1996). Bu karisik sonuglar, kanser tedavisinde antioksidanlarin karmasikligini

gostermektedir.

Saghkh Hiicre Kanserli Hiicre Olii Hiicre

—AIGN

genomik ‘

- | kararsiahk
| Yiiksek ROS e

(R {Ama adagtasyonlic

L_antoksidaniar_| Artan hayatta
[mh- Pocresel ke | kalma istefi ‘

Homeostaz Tumorijenez Hicre Odmu

Sekil 1. 10. Oksidatif stresi diizenleyen aracilar, koruyucu mekanizmalar ve oksidatif
denge (Moloney ve Cotter, 2018°den revize edilmistir).

ROS’lar bu nedenlerle kanser, alzheimer, sepsis, diabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde yer almigtir. ROS miktarinin saglikli hiicrelerde
denge halinde olmas1 beklenirken kanserli hiicrelerde bu dengenin ROS lehine olmasi,
kanserli hiicrelerin apoptoza yonelimini artiracaktir. Kanser hiicrelerinin apoptoza

yoneliminin 6nemli oldugu kadar hiicrelerin proliferasyon, biiylime ve yasamsal
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faaliyetlerini siirdiirmeye devam etmesini saglayan PI3K/AKT sinyal yolaginin da inhibe

edilmesi oldukca 6nemlidir.
PI3K/mTOR/AKT Sinyal Yolag

PI3K/mTOR/AKT sinyal yolagi, hiicre proliferasyon, biiyiime, yasamsal faaliyetlerini
stirdiirme ve apoptoz siireglerinde 6nemli gorev yapmaktadir (Mogi vd., 2008; Nicholson
ve Anderson, 2002).

PI3K’nin aktive edilebilecegi tig farkli yol vardir (Nicholson ve Anderson, 2002):

e G proteinleri tarafindan aktive edilebilirler,
e Reseptor tirozin kinazlar tarafindan aktive edilebilirler,

e Kiiciik GTPa tarafindan aktive edilebilirler,

PI13K (Fosfoinositid-3 Kinaz veya Fosfatidilinasitol-3 Kinaz), kinaz ailesine mensup bir
proteindir. Kinazlar, lipid molekiillerini fosforile eden enzimlerdir. Lipidlerin
fosforilasyonunu yaparak bu yapilara madde giris-¢ikisinin gerceklestirilmesini saglarlar.
Kinazlar fosfatlama gorevi yaparlar ve bu sayede bu yolakta bir seri aktivasyon islemi
gerceklestirilir. Islevlerine gore PI3K ’lar 3 farkli sinifa ayrilmaktadirlar (Costa, Han, ve
Gradishar, 2018; Vanhaesebroeck, Guillermet-Guibert, Graupera, ve Bilanges, 2010).

» 1.Smf PI3K’lar; katalitik bir alt birimi olan p110 ve diizenleyici bir alt birim
olan p85°den olusmaktadir. PI3K yolunun aktive/deaktive olmasindan
sorumludurlar.

» 2.S8mf PI3K’lar; gorevleri fosfatidilinositolleri 4  fosfata  kadar
fosfatlayabilmektir ancak bu gorevinin disinda literatiirde pek bir bilgi
bulunmamaktadir.

» 3.Smf PI3K’lar; olduk¢a  spesifiktirler sadece  yapisal olarak

fosfatidilinositollerle reaksiyona girerler.

PI3K’nin siniflarinin her birinin substratlar1 birbirinden farklidir ¢ilinkii her birinin yolak
tizerindeki gorevleri birbirinden farklidir. PI3K, kendi igerisinde 2 alt birimden meydana
gelir. 1lki katalitik alt birim p110 ikincisi ise diizenleyici alt birim olan p85°tir. PI3K,
hiicre yiizeyinde bulunan Reseptor Tirozin Kinazlar (RTK) araciligiyla aktiflestirilirler.

Hiicre membraninda bulunan RTK’larin  bir araya gelmesiyle hiicre icinde
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PIP2(fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat), meydana gelir. PIP2, ortamda bulunan PI3K’lar
tarafindan fosfatlanarak PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat)’t meydana getirir.
PIP3’ler de yolagin en 6nemli bilesenlerinden olan AKT (Protein Kinaz B)’yi aktive eder

(Costa vd., 2018; Nicholson ve Anderson, 2002; VVanhaesebroeck vd., 2010).

Yolakta en 6nemli noktalar1t AKT ve mTOR olusturmaktadir. PI3K/ AKT/ mTOR
yolaginin kavsak noktasi olarak nitelendirilen AKT’nin rold, yolagin calisip
calismadigmi belirlemektir. AKT; metabolizma, apoptoz, hiicre dongiisii kontrolii,
anjiyogenez, farklilasma ve hiicre biiylimesi ve proliferasyonu dahil olmak {izere bir¢ok
biyolojik siiregle ilgili ¢oklu sinyal yollarinda yer alir. Memelilerde {i¢ Akt izoformu
(Aktl/PKCo, Akt2/PKBB ve Akt3/PKBY) mevcuttur. Bu izoformlar yiiksek derecede
homoloji sergilerler, ancak diizenleyici fosforilasyon bdlgelerinin lokalizasyonunda biraz
farklilik gosterirler. Ciinkii her bir AKT formu, {i¢ farkli sinifta yer alan PI3K’lar ile

etkilesime girerek, farkli gorevler sergilerler.

e Aktl, organizmada birgok dokuda bulunan ve biiyiime, hayatta kalma, embriyonik
gelisim ve adiposit farklilagsmasinda baskin bir role sahip oldugu diisiiniilen baskin
izoformdur.

o Akt2, glikoz homeostazinin diizenlenmesi ile iligkilidir ve insiiline yanit veren
dokularda eksprese edilen baskin bir diger izoformdur.

e Akt3 beyin dokusunda bol miktarda bulunur. AKT'nin aktivasyonu hem plazma
zarina translokasyonunu hem de sirastyla PDK1 ve TORC2 kompleksi tarafindan
fosforilasyonu gerektiren diizenleyici bir mekanizmaya baglidir (Cantrell, 2001;
Huck ve Mochalkin, 2017).

\ !
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Sekil 1. 11. PI3K-AKT sinyal yolagi (KEGGPATHWAY, 2023).
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Sekil 1. 12. PI3K-AKT sinyal yolagi asagi akis sistematigi (www.medikaynak.com’dan
alinmistir.)

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun 6nemli bir diger hedef proteini de mTOR’dur. Yolagin
diizenleyicisi olan mTOR, besin diizeyini kontrol etmenin yani sira hiicre dongiisii
esnasinda G1 fazindan S fazina geg¢isi de saglamaktadir. Besin diizeyinde bir yetersizlik
s6z konusu oldugunda mTOR aktivitesi baskilanmaktadir (Bader vd., 2005; Costa vd.,
2018).

PIBK/AKT/mTOR yolag:1 translasyonel kontroldiir. Asir1 boliinmek isteyen kanser
hiicreleri i¢in bu yolun asir1 aktivasyonu, kanserli hiicrelerin ¢ogalmalar1 i¢in gereklidir.

Bu nedenle bu yolagin inhibe edilmesi kanser ¢aligmalari i¢in elzemdir.
Kanser ve Tedavi Yontemleri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik teshis edilen kanserdir ve akciger kanserinden
sonra kadinlar arasinda kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir (DeSantis
vd., 2019; Sung vd., 2021). Bu sebepler, kanserin erken tani, tarama, tedavi, beslenme,
onleyici/koruyucu miidahalelerin gelistirilmesi ve uygulanabilmesi adina bir¢ok bilimsel
calisma yapilmakta ve kanserle miicadele onemli bir ilgi alan1 olmaktadir. Kanser,
tanidan tedaviye kadar olan siirecte olduk¢a zorlu ve masrafli bir hastaliktir. Uygulanan
tedavi/tedaviler genellikle pek ¢ok ciddi yan etkiyi de tetiklemektedir. Kanser, uzun siiren
tedavi ve bakim stireci gerektirdiginden kisiler hem ekonomik hem de psikolojik olarak

olumsuz etkilenmektedir.

Kanser tedavi uygulamalar1 hastaya, kanserin tiirline ve evresine bagl olarak degisiklik

gostermekte olsa da {i¢ genel baslik altinda toplanabilir:
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1) Cerrahi Operasyon: Tiumorlerin viicuttan ¢ikarilabilir olmasina bagli olarak
uygulanan bir yontemdir. Hastaya ve tlimdriin durumuna bakilarak tiimoriin bazen
bir kism1 veya tamami alinabilmekte, ayrica operasyon Oncesi veya sonrasi
kemoterapi ya da radyoterapi de uygulanabilmektedir (Siegel vd., 2012).

2) Radyoterapi: Yiiksek enerjili 1sinlar verilerek kanserli hiicreleri kiigiiltme ve yok
etmeyi hedefleyen radyasyon tedavisi de bir diger yontemdir. Kemoterapi ile
beraber de uygulanabilmektedir (Zeman, 2016).

3) Kemoterapi: Kemoterap6tik ilaglar kullanilarak uygulanan tedavi yontemidir.
Oral yolla veya damardan ilag verilerek ilacin hem kanserli hiicrelere hem de
metastatik hiicrelere ulagmasi saglanabilmektedir (DeVita Jr ve Chu, 2008).
Kanserin tipine ve evresine gore hastaligi tedavi etmek, tiimoriin yayilimini
onlemek, biliylimesini yavaslatmak, basladigi organdan viicudun diger kisimlarina
metastaz yapan kanser hiicrelerini inhibe etmek amaciyla kemoterapi uygulanir
ve bazi durumlarda kemoterapi tek tedavi segenegidir (DeVita Jr ve Chu, 2008).

Bu tedavilere ek olarak uygulanan diger tedaviler ise su sekildedir;

e Hormonal Terapi: Tedavide hormonlarin kullanildigi bir bagka yontemdir.
Genellikle meme veya prostat kanseri tedavilerinde kullaniimaktadir
(Draganescu ve Carmocan, 2017).

e Kok Hiicre Tedavisi: Kemik iligi transplantasyonu olarak da bilinen bu yontem
daha ¢ok 16semi hastalarinda kullanilmaktadir (Abraham ve Staffurth, 2016).

e Immiinoterapi: Son yillarda uygulanan bir tedavi ydntemidir. Hastalarin kendi
immiin sistem hiicrelerini kanser hiicreleri ile savasabilir sekilde egitmek

amaciyla gelistirilmis bir yontemdir (Rosenberg, Yang, ve Restifo, 2004).
Kemoterapotik ilaclar

Gilintimiizde ¢esitli kanser hastalarinda en yaygin kullanilan kemoterapi ilaglar1 arasinda
sisplatin, doksorubisin, dosetaksel ve mitaksantron bulunmaktadir. Sisplatin, kanseri
tedavi etmek icin kemoterapide kullanilan bir ilagtir. Molekiil Diinya Saglik Orgiitii 'niin

Temel Ilaglar Listesi'nde yer almaktadir.

Sisplatin, hizli bir sekilde enzimatik degisime ugrayarak aktif olmayan metabolitlerine

dontigebilmektedir ve hiicreler igerisinde DNA ¢ift zincirinde ¢apraz baglanma
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yapmaktadir. Trans konumunda iken etkisiz halde olan molekiil, i¢ginde bulunan platin'in,
iki farkli pozisyonda DNA'ya baglanip DNA replikasyonunu bloke eder ve bdylece
hiicreleri apoptosise yoOnlendirerek c¢ogalmalarin1 durdurur. Fakat bazi durumlarda
kanserli hiicreler apoptosisin engellenmesi ve DNA onariminin artmasi gibi yollara
basvurarak sisplatine diren¢ gosterebilmektedir bu gibi durumlarda, paclitaxel adli ilag
ile birlikte kombinasyon tedavisi Onerilir. Baslica yan etkileri koku duyarliligi, halsizlik
ve istahsizliktir (Aldossary, 2019). Sisplatin, cerrahi miidahale ve/veya radyoterapi gibi
lokal tedavilere cevap vermeyen tranzisyonel hiicre mesane kanseri olan hastalarda tek
ajan olarak kullanilmaktadir. Bu ilaca veya diger platin iceren bilesiklere karsi ciddi
hassasiyeti oldugu belirlenen hastalarda, bobrek yetmezligi veya isitme kaybi olan
hastalarda, omurilik baskilamasi (miyelosiipresyon) olan hastalarda, sisplatin

kullanilmamaktadir (Aldossary, 2019).

Cl, . NH;
-
Cl”  “NHa

Sekil 1. 13. Sisplatin yapis1 (Dasari ve Tchounwou, 2014).

Doksorubisin'in etki mekanizmas1 karmasik olmakla beraber DNA ile etkilestigi
diigiiniilmektedir (Rossi, 2006). Hiicrede transkripsiyon esnasinda DNA'nin agilmasini
saglayan Topoizomeraz Il enziminin ilerlemesi engellenir. Doksorubisin, DNA
transkripsiyonu esnasinda topoizomeraz II’'nin DNA'y1 kesmesinin ardindan meydana
gelen topoizomeraz-DNA kompleksini stabilize ederek DNA ikili sarmalinin tekrar
birlesmesini engeller ve bdylece DNA eslesmesini durdurur (Thorn vd., 2011).
Doksorubisin'in akut yan etkileri arasinda; mide bulanmasi, kusma ve kalp
diizensizliginin yam1 sira nétropenia (akyuvarlarda azalma) ve kellik de
goriilebilmektedir. Kiimiilatif doksorubisin dozu 550 mg/m?*'ye ulastiginda kardiyak yan
etkiler (kalp yetmezligi, kardiyomiyopati ve 6liim) dnemli miktarda arttig1, ancak bu
kardiotoksisitenin mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonda dozla orantili bir sekilde
azaldig1 belirlenmistir (Epstein, 2007). Doksorubisin kardiotoksisitesi mitokondrilerdeki

oksidatif fosforilasyonda dozla orantili bir azalma ile karakterizedir. Doksorubisin ve
22



demir etkilesiminden kaynaklanan Reaktif oksijen tiirleri miyositlere (kalp hiicrelerine)
miyofibriler kayip ve sitoplazmada vakuol olugsmasina neden olabilmektedir. Ayrica, bazi
hastalarda el-ayak sendromu (palmar plantar erythrodysesthesia) meydana
gelebilmektedir (Epstein, 2007). Bu yan etkiler ve kirmizi rengi nedeniyle doksorubisin

"kirmizi seytan" veya "kirmizi 6liim" takma adlari ile anilmaktadir (Epstein, 2007).

Sekil 1. 14. Doksorubisin yapisi (Sikora vd., 2022).

Dosetaksel, yar1 sentetik bir taksandir. Dosetaksel'in organizmada iki asamali bir
antineoplastik aktivite mekanizmasina sahip oldugu diisiiniilmektedir (Pienta, 2001). Tk
olarak, dosetaksel mikrotiibiiler depolimerizasyonu inhibe eder; daha sonra, bel-2 ve bcl-
xL gen ekspresyonunun etkilerini inhibe ederek kanserli hiicreleri apoptosise yonlendirir
(Farha ve Kasi, 2019). Mitozda 6nemli olan tiibiilin molekiiliine yiiksek afinite ile
baglanmasi ile mitoz ger¢eklesemez, proliferasyon durur ve hiicre apoptoza gider (Farha
ve Kasi, 2019; Pienta, 2001). Dosetaksel hiicre dongiisiine 6zgii bir ajan oldugu igin
viicuttaki tiim boliinen hiicreler igin sitotoksiktir (Hettiarachchi vd., 2021). Bu, timor
hiicrelerinin yani sira sag¢ folikiillerini, kemik iligini ve diger germ hiicrelerini igerir. Bu
nedenle sa¢ dokiilmesi gibi yaygin kemoterapi yan etkileri ortaya ¢ikar; bazen bu kalici
olabilir. Hematolojik yan etkiler arasinda nétropeni (%95,5), anemi (%90,4), atesli
nétropeni (%11,0) ve trombositopeni (%38,0) yer alir (Abdel-Rahman, 2020; Ashrafizadeh
vd., 2021).

23



DavE66

Sekil 1. 15. Dosetaksel yapis1 (www.genome.jp,2023).

Mitoksantron bir antrasendion antineoplastik ajandir. Mitoksantron, bir tip II
topoizomeraz inhibitoriidiir; DNA bazlar arasinda interkalasyon yaparak hem saglikli
hiicrelerde hem de kanser hiicrelerinde DNA sentezini ve DNA onarimin1 bozar. Ayni
zamanda bir antibiyotik olarak siniflandirilmaktadir (Mazerski, Martelli, ve Borowski,
1998). Mitoksantron, sinifindaki diger ilaglarda oldugu gibi, bulanti, kusma, sag
dokiilmesi, kalp hasar1 ve muhtemelen gecikmeli olarak bagisiklik sistemini baskilama

dahil olmak iizere degisen siddette advers reaksiyonlara neden olabilir (Maghzi vd.,
2011).

H
OH 0 HN"~N~"0on

OH O HN_~ ~_OH
H

Sekil 1. 16. Mitaksantron yapisi1 (Goryacheva vd., 2023).

Bu kemoterapdtik ilaglar kan dolagimi vasitasiyla tiim viicuda yayilarak tiimor
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasini engelleyecek sekilde calisir. Kanser tedavilerinde
amagc, hastayr tedavi etmenin yami sira semptomlarini azaltarak yasam kalitesini de
yukseltmektir. Mevcut kemoterapotik yontemler bazi kanser tiplerinde etkili olmasina
ragmen, pek ¢ok yan etkilere sebep olmasi, ayrica kanserli hiicrelerin bu kemoterapdtik
ilaclara direng¢ gostermesi gibi siireci olumsuz etkileyecek ciddi dezavantajlara sahiptir
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(Emami vd., 2021). Kemoterapi esnasinda kanserli hiicrelerin 6ldiiriilmesinin yani sira
ilacin tiim viicuda kan yoluyla taginmasi neticesinde biiyiimeye ve bdliinmeye devam
eden saglikli hiicreleri de olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Ancak uygulanan tedaviler
genellikle pek ¢ok ciddi yan etkiye de sebep olabilmektedir. Literatiirde kemoterapinin
neden oldugu bazi yan etkilerin zaman gectik¢e ortaya cikabilecegi ve yan etkilerin
goriilmesinde bireyden bireye farkliliklar oldugu belirtilmektedir (Sabuncuoglu ve
Ozgiines, 2011). Kemoterapi ile tedavi, hastalarin biinyelerinde; deri biitiinliigiinde
bozulma, sa¢ dokiilmesi, anemi, trombositopeni, notropeni, stomatit, diyare, kabizlik,
bulanti-kusma, istahsizlik, agri, anksiyete ve depresyon gibi yasam kalitesini negatif

yonde etkileyen problemlere sebep olur (Bektas ve Akdemir, 2009; Onal vd., 2020).

Bu nedenlerden dolay1 yeni kemoterapotik ¢alismalarda yan etkisi az olan, ayn1 zamanda
yiiksek antikanser potansiyele sahip, kanser hiicreleri iizerinde spesifik antikanser etki
gosterebilecek ajanlarin belirlenmesi ve gelistirilmesi 6nem kazanmistir (Atashzar vd.,

2020; Supuran, 2016).
Meme Kanseri Tedavisinde Dogal Uriin Yaklasimi

Kanserin ¢agimiz hastaliklarindan biri olmas1 ve her gegen giin kanser teshisinin de
artmasi dolayisiyla bilim insanlar1 yan etkisi daha az olan kemoterapdotik ajanlar kesfetme
ve gelistirmeye onem vermektedir (Temel, 2015). Mevcut kullanimda olan antikanser
ilaglarinin %60'indan fazlasi; bitki, bakteri, mantar veya deniz organizmalar1 gibi dogal

kaynaklardan elde edilen iiriinlerden gelistirilmistir (Mondal vd., 2012).

1981 ve 2014 yillar1 arasinda diinya ¢apinda 136 antikanser ilac1 kullanima sunulmustur
ve bunlarin neredeyse %83l ya bitkisel bilesikler ya da bunlarin tiirevleri oldugu
bilinmektedir (Amaral vd., 2019). Vinkristin, vinblastin, paklitaksel ve dosetaksel dahil
olmak tlizere bir dizi antikanser ilaci meme kanserinin tedavisi i¢in halihazirda
kullanilmaktadir (Zyad vd., 2018). Bitkiler, gegmisten giiniimiize insanoglunun saglik
ihtiyaclarina hizmet eden geleneksel Cin ilaglar1 gibi geleneksel tip sistemlerinin temelini
olusturmustur. Gelismekte olan ve az gelismis lilkelerdeki niifusun biliyiik bir kismi,
birincil saglik sorunlarini tedavi etmek i¢in bitkisel ilaclara giivenmektedir. Geleneksel
tibbi bitkilerden elde edilen ilaglar, maliyet etkinlikleri, bolluklart ve yan etkilerinin az
olmas1 veya hi¢ olmamasi gibi sebeplerden dolay1 oldukga popiiler bir hal almistir. Son

yillarda, geleneksel olarak kullanilan tibbi bitkilerden ilag benzeri maddeleri bulmak i¢in
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bitki arastirmalarinda kiiresel ¢apta 6nemli bir artig s6z konusudur. Ayrica, kurkumin,
resveratrol, kersetin gibi dogal olarak olusan birka¢ bitki bazli bilesik, umut verici
antikanser etkiler gostermistir ve adjuvan kemoterapdtik ajan olarak ilgi kazanmaya
devam etmektedir. Ayrica, dogal olarak olusan bilesikler, saglikli hiicrelere daha az
toksisiteye neden olur ve bazi durumlarda anormal veya hastalikli hiicrelere karsi segici
toksisite gosterir (Yuan vd., 2016). Bugiin pazarlanan ¢ok sayida ilacin yapisal olarak
dogal bir sekilde olusan bilesiklerin yapisina benzemesinin nedeni bu olabilir. Birgok
arastirmaci, mevcut ilaclarin antikanser aktivitesini arttirdig1 i¢in bitkisel bilesiklerin
terapotik bir modalitede kullanilabilecegini 6ne siirmiistiir (Yuan vd., 2016). Bitkilerin
tiim bu ozelliklerinin yan1 sira son yillarda tibbi bitkiler olarak siniflandirilan bitkilerin
ozellikle kanser calismalarinda tek basina kullanimindan ziyade halihazirda kemoterapi
ilact olarak kullanilan bircok ilag ile birlikte kombine halde uygulamalari artig
gostermektedir. Sinerjik etki olarak adlandirilan bu durum kemoterapédtik ajanlarin
olumsuz yan etkilerini olduk¢a minimalize ettigi de yapilan ¢alismalarla belirlenmistir

(M. Roy vd., 2011; Yu vd., 2007).

Unlii bir antikanser bitki sekonder metaboliti olan kurkumin, kanser hiicrelerini ilaglara
karsi daha canli hale getiren kemoterapdtik ilaglardan siklofosfamid ve paklitaksel ile
birlikte uygulandiginda meme kanseri belirteglerinin ekspresyonunu in vivo ve in vitro
olarak asagi regiile ettigi bilinmektedir (M. Roy vd., 2011; Zhan vd., 2014). Benzer
sekilde, ginsenositlerin bir metaboliti olan 20S-protopanaxadiol, tamoksifen ile
kombinasyon halinde kullanildiginda Gstrojenik gen ekspresyonuna miidahale ederek
MCF-7 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu inhibe etmistir. Ayrica, bu kombinasyon
tamoksifenin sitotoksisitesini ER'den bagimsiz bir sekilde asinerjik olarak da
iyilestirmistir (Yu vd., 2007). Bu ve benzeri nedenlerle, bitkisel bilesiklerin sinerjistik
terapideki faydalar1 dikkate degerdir ve bu durum, meme Kkanseri tedavisinde
kemoterapoétik ilag direncinin ve toksisite gibi problemlerin iistesinden gelmeye yardimci
olabilir. Bununla birlikte, sentetik antikanser ilaglarin uzun siireli kullanimi, bu ilaglarin
normal hiicrelerdeki toksik etkisinden kaynaklanan ¢esitli saglik riskleri veya yan etkileri

ile baglantilidir.

Bitkisel bilesiklerle kemoprevensiyon biiyiik ilgi gérmektedir. Kanserin kontroli ve
yoOnetimi i¢in ucuz, kolaylikla uygulanabilen, kabul edilebilir ve erisilebilir bir yaklasim

olarak kabul edilmektedir (Singh, Gupta, ve Pathak, 2020). Bitkisel ilaglar meme kanseri
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ve iligkili terapdtik toksisite yonetiminde dnemli bir rol oynamaktadir. Bitkisel tirlinlerin
ve kemoterapinin birlikte kullanimi, meme kanserini tedavi etmenin etkili ve uygun
maliyetli bir yolu olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tiir adjuvan tedavinin, ilag toksisitesini
azaltan, ila¢ direncini baskilayan ve tedavinin kalitesini arttiran hizli ilag etkisi saglayan
sinerjistik bir antikanser etkisi drettigi kanitlanmistir (Montemurro, Nuzzolese, ve
Ponzone, 2020). Vinblastin, vinkristin, taksoller vb. gibi bitki kaynakli antikanser ilaglar,
su anda meme kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ilaglara benzer sekilde bir
potansiyel gostermistir ve bunlarin biiyilik bir kismi preklinik veya klinik deneylerdedir.
Son on yilda, in vivo ve in vitro meme kanseri modellerinde cesaret verici antikanser
aktivite gosteren ¢ok sayida fitokimyasal tanimlanmistir (Dhyani vd., 2022; Gonzalez-

Burgos ve Gomez-Serranillos, 2021).

Dogal iiriinler, dogada kendiliginden yetismesi ve kolay ulasilabilir olmasi, birgok dogal
tirtiniin halk arasinda yiizyillardir ¢esitli tedavilerde kullanilmasi ve nispeten giivenilir
olmasiyla avantaj saglamaktadir. Yukarida belirtildigi gibi pek ¢ok biyolojik aktivite
sergiledikleri bilinmektedir ancak, hala yeterince arastirllmamis pek ¢ok dogal kaynak
bulunmaktadir. Bunlar arasinda 0zellikle son yillarda kanser tedavisinde yeni
kemoterapotik ajan olarak kullanilabilecegi yoniinde sinirl sayida ¢alisma bulunmasina

ragmen likenler de bu gruba dahil edilmektedir (Ozgencli vd., 2018).
Likenler ve Liken Asitleri

Mantarlarin ve alglerin simbiyotik birlikteliginden meydana gelmis, morfolojik ve
fizyolojik birlikler, liken olarak tanimlanmaktadir (Kalin, 2022). Likenler Diinya
tizerinde pek ¢ok farkli iklim sartlarinda ve tiim karasal habitatlarda yasayabildikleri i¢in
genel liken simbiyozu ¢ok basarilidir (Nash, 1996). Liken maddeleri, primer metabolitler
(intraseliiler) ve sekonder metabolitler (ekstraseliiler) olmak {izere iki ana gruba ayrilir.
Likenlerde biiyiik oranda organik bilesikler bulunmaktadir. Bu organik bilesiklerin biiyiik
bir boliimiinli, mantar hiicresi icerisinde veya hiflerin yiizeyinde depolanan sekonder
metabolitler olusturmaktadir. Bilinen liken bilesikleri; amino asit tiirevleri, seker
alkolleri, alifatik asitler, makrolitik laktonlar, monosiklik aromatik bilesikler, kininler,
kromonlar, ksantonlar, dibenzofuranlar, depsidler, depsidonlar, depsonlar, terpenoidler,
steroidler, karotenoidler ve difenil eterler dahil olmak tiizere bir¢ok bilesik sinifini
icermektedir (Calcott vd., 2018). Bu bilesikler genelde suda ¢oziinmezken, organik

¢oziiciilerle ckstre edilebilirler (Nash, 1996). Sekonder metabolitler; antiviral,
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antibakteriyel, antifungal, antiprotozoal, antiherbivor, mutajen, antioksidan, antitiimor,
anti-iilserojenik, ates diisiiriici ve anti-inflamatuar gibi 6nemli birgok biyolojik etkilere
sahiptirler (Mitrovi¢ vd., 2011). Bugiine kadar, 1000'den fazla liken sekonder metaboliti
rapor edilmistir (Calcott vd., 2018). Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de tibbi agidan
onemli, farmasotik 6zelligi olan bitkiler halk arasinda yiizyillardan beri hastaliklarin
tedavisinde kullanilmigtir (Baytop, 1999). Bilinen etnobotanik bitkilerin yani sira likenler
de bu amagla kullanilmaktadir. Bu kapsamda liken sekonder metabolitlerinin biiyiik
cogunlugunun heniiz kesfedilmemis olmasi, kesfedilen ve igerigi belirlenen liken
asitlerinin de olduk¢a dnemli biyolojik aktivite sergilemeleri kemoterapdtik ajan olabilme
olasiligin1 her gegen giin artirmaktadir. Literatiirde bulunan bir¢ok calisma liken asitleri
icerisinde kimyasal olarak igerigi en iyi bilinen ve liken sekonder metabolitleri iginden
lizerinde en fazla calisilan usnik asittir. Yapilan c¢aligmalar neticesinde usnik asitin
antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser gibi birgok biyolojik aktivite sergiledigi
belirlenmistir (Koc vd., 2021).

Son yillarda usnik asitin yan1 sira evernik asit, difrakteik asit, lekoranik asit ve vulpinik
asit gibi igerigi belirlenen ve {izerinde ¢esitli biyolojik aktivite ¢aligmalar1 siirdiiriilen
liken asitleri de bulunmaktadir (Kalin, Altay, ve Budak, 2022). Liken asitlerinin bilinen
biyolojik aktiviteleri; Sitotoksik aktivite (Solarova vd., 2020), antiviral, antibakteriyel ve
antifungal aktivite (Kosani¢ vd., 2013; Molnar ve Farkas, 2010), antioksidan aktivite
(Molnar ve Farkas, 2010), antitimor aktivite (Giinaydin vd.; Kalin vd., 2022; Nguyen
vd., 2019) olarak literatiirde yer almaktadir.

Vulpinik Asit

Likenlerden elde edilen bir sekonder metabolit de vulpinik asittir. Vulpinik asit ilk olarak
1831 yilinda Bebert tarafindan izole edilmistir (Bebert, 1831). Huneck ve Yoshimura’nin
yaptig1 calismada parlak sar1 goriiniimlii olan vulpinik asitin, ¢ok yiiksek miktarlarda
Letharia vulpine yiyen ren geyikleri iizerinde toksik etki sergiledigini belirtmislerdir
(Huneck vd., 1996). Zehirli olarak bilinen Letharia vulpine’den izole edilen Vulpinik asit,
diger sekonder metabolitler arasinda antibiyotik etkiye sahip olan 60 sekonder
metabolitten biridir (Karamanoglu, 1971). Yapilan bir bagka ¢alismada ise vulpinik asitin
antimikrobiyal etki gosterdigi gram negatif ve gram pozitif bakteriler kullanilarak
belirlenmistir (Osmanagaoglu, Yildiz, ve Sacilik, 2000). Letharia vulpina’dan elde edilen

vulpinik asitin ayn1 zamanda en iyi mavi 15181 emdigi ve yansittig1 kaydedilmistir
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(Phinney, Gauslaa, ve Solhaug, 2019). Vulpinik asit, Letharia vulpina’dan izole edilen,
C19H140s5 molekiil yapisina sahip olan bir liken asitidir ve Son yillarda yapilan
caligmalarla vulpinik asitin (VA) antimikrobiyal (Lauterwein, vd. 1995), antidiyabetik
(Demir vd., 2022), antikanser (Kalin vd., 2022; Kilig, Aras, ve Cansaran-Duman, 2018)
gibi birgok biyolojik aktivite sergiledigi gosterilmistir (Bhattacharyya vd., 2016).

Sekil 1. 17. Vulpinik asit yapis1 (VulpinicAcid, 2023).
Dogal Uriin- ila¢ Kombinasyonlar

Pek cok ilag gibi antibiyotikler de ihtiyaca yonelik yillarca kullanimlar1 gergeklestirilen
ve basartyla tedavi siirecini sonuglandiran ila¢ gruplarindan biridir. Ancak zaman
igerisinde patojen bakterilerde meydana gelen degisimler sonucu antibiyotiklere kars1 bir
diren¢ olusumu gézlenmistir. Bu diren¢ olusumu sonucunda tedaviyi devam ettirmek
adina ya yenti ilag liretimi ya da mevcut ilaglarin farkli dozlarda bir araya getirilmesiyle
direncin kirilmasina yonelik c¢alismalar gerceklestirilmistir. Antibiyotiklerle yapilan
kombinasyon ¢alismalarinda her bir ilacin farkli hedef molekiile baglanmasin1 amaglar
ve bu sayede daha genis etki alanina ulasilmasina olanak saglar. Kombinasyonlarda
sinerjist etki; farkli hedefleri farkli yollardan ya da aymi yoldan, aym hedefi farklh
yollardan inhibe ederek meydana gelir. Kombinasyonlarin kullaniminin yayginlagmast;
ilaclarmn sinerjik etkisi, ilag¢ direncinin gelisimini engellemesi ve toksik etkiyi azaltmasi

gibi farkli 6zelliklere sahip olmasi nedeniyledir (Aktas, 2014).

Antibiyotik direncinde oldugu gibi kanser tedavilerinde de kullanilan kemoterapdtik

ilaglara kars1 kanser hiicreleri direng gosterebilmektedir. Bu nedenle son yillarda kanser

tedavisinde kemoterapdtik ilaglarin kombinasyonlarina yonelik calismalar yogunluk

kazanmistir (Ayhanci ve Giiltekin, 2008). Giiniimiizde tedavisi devam eden hastalara

tedaviyi kisaltabilmek adma ilag-ilag kombinasyonlari (Sisplatin+Dosetaksel,
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Sisplatin+Doksorubisin kombinasyonlar1) uygulanmaktadir (Guo vd., 2019; Terada vd.,
2019). Ancak kullanilan ilaglarin sentetik olmasi nedeniyle hastalar {izerindeki yan
etkilerin azalmamasi, bu tiir kombinasyonlarm dezavantajimi olusturmaktadir. Ilag—ilag
kombinasyon caligmalarinda ilaglardan birinin dogal {iriinlerden secilmesi ile olas1 yan
etkileri minimuma inecegi ve bunun da bir avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu
baglamda son yillarda ilag+dogal iiriin kombinasyon ¢alismalar1 hiz kazanmistir. Tekin
2021, yapmis oldugu yiiksek lisans tez calismasinda, Olea europea yaprak oOziitiiniin
(OLE) kemoterapi ilac1 olan 5- Fluorourasil (5-FU) ve sisplatin ile kombine olarak
kullanilmastyla gastrik kanser (mide kanseri) AGS hiicrelerinin canliligi ve oliimii
tizerine, timor hiicrelerinin agresifligini baskilamasina, tiimdr biiyiikliigii ve hiicrelerde
gelisen tedavi direncinin kirilmasi ve bu siireglerde gorev alan epigenetik mekanizmalar
tizerine etkilerini arastirmistir. Elde ettigi kombinasyon sonuglari; OLE’nin hiicre
proliferasyonunu azalttig1, hiicreleri apoptotik yolla 6ldiirdiigii ve kemoterapétikler ile
birlikte EMT ve CSC belirteglerini inhibe ederek tiimoriin agresifligini baskiladigi, ayni
zamanda MDR genlerinin ekspresyon seviyelerini diisiirerek ila¢ direncini dnledigini
tespit etmistir. Ayn1 zamanda OLE’nin tek basina ve kemoterapétikler ile birlikte
uygulandiginda tiimor boyutunda kiigiilme goriildiigii ve anjiogenezin baskilandig rapor
edilmistir (Tekin, 2021).

Vargas ve ark., yaptiklart caligmada doksorubisin (Doxo) ve resveretrol (Rsv)
kombinasyon dozlarmin MCF-7 hiicre hatti iizerinde tetikledigi hiicresel mekanizmalari
incelemislerdir. Calisma sonucunda Rsv tarafindan modiile edildigi tahmin edilen yedi
varsayilan gen bulmusglardir: CCND1, CDH1, ESR1, HSP90AA1, MAPK3, PTPN11 ve
RPS6KBI1. Bu yedi genden altisinin kanser hiicrelerinde Rsv tarafindan modiile edildigi
deneysel olarak kanitlanmigtir ve MCF7 hiicrelerindeki 6 genden 4'ii Rsv tarafindan
modiile edilmistir. Sonug¢ olarak, akut Rsv, Doxo direncinde rol oynayan genlerin ve
mekanizmalarin modiilasyonu yoluyla meme kanserinde Doxo’nun uzun vadeli
toksisitesini potansiyel olarak gii¢lendirmistir. Rasyonel otofaji inhibisyonu, hayvan
modellerinde daha fazla test edilmesi gereken bir strateji olan Rsv+Doxo'nun etkilerini

giiclendirdigi sonucuna varmiglardir (Vargas vd., 2020).

Calaf ve ark., (2018) kurkumin ve paklitaksel ile yaptiklari ¢alismada insan meme kanseri
hiicre hatlarinda (MDA-MB-231 ve MCF-10F) kurkumin ve paklitakselin tek basina ve

kombinasyon halinde neden oldugu hiicre 6liimiinii degerlendirmislerdir. Elde ettikleri
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sonuglar, kurkumin ve paklitakselin apoptoz ve nekrozu indiikledigini gostermistir; bu
durum kaspaz-3/7 aktivitesi, Annexin V, poli (ADP-riboz) polimeraz-1 aktivasyonu ve
kaspaz-3, niikleer faktor NF-xB transkripsiyon faktorii ve ¢ogalan hiicre niikleer
antijeninin protein ekspresyonu gibi bircok yontemle gosterilmistir. Kurkumin ve
paklitaksel kombinasyonu MCF-10F ile karsilastirildiginda malign MDA-MB-231 hiicre
hattinda apoptoz iizerinde azaltici bir etkiye sahip oldugunu belirlemistir. Kurkumin ve
paklitaksel ile kombine tedavinin, meme kanseri hiicre hatlarinda tek bagsina her iki
maddeye kiyasla daha yiiksek diizeyde apoptoz ile sonuglandigi gosterilmistir (Calaf,

Ponce-Cusi, ve Carrion, 2018).

Iki veya daha fazla ilac1 birlestiren bir tedavi olan kombinasyon tedavisi, kanser tedavisi
icin yeni bir stratejidir. Fitokimyasallar ve kemoterapétiklerin kombinasyonu, mono-
terapiye kiyasla etkinligi artirir, bunun nedeni ilag kombinasyonlarinin optimum etkilere
ulagmak i¢in sinerjik veya eklemeli bir sekilde anahtar yollar1 hedeflemesidir (Mokhtari
vd., 2017). Bu kapsamda son yillarda dogal iiriin ve ilag kombinasyon ¢alismalari oldukga
artis gostermistir. Temel hedef kanserli hiicrelerin 6liimiinli saplayarak ortadan
kaldirilmasi, ayn1 zamanda kanserli olmayan hiicrelerin de minimum zarar ile bu siireci
tamamlayabilmesidir. Dogal iiriinlerden elde dilen sekonder metabolitler bu baglamda

oldukca ragbet gormektedir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

Son yillarda tibbi ve aromatik bitkilerin biinyelerinde bulunan sekonder metabolitlerin
onarici ve tedavi edici 6zelliklerinden dolay1 bitki temelli tirtinler kullanilarak alternatif
tedavi olusturulmasina yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir (Emsen vd., 2018). Liken asitleri
olarak da bilinen liken sekonder metabolitlerinin yapilan galigsmalar neticesinde bir¢ok
biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bilinen biyolojik aktiviteler; antiviral,
antibakteriyel, analjezik, antipiretik ve antikanser aktiviteleri gibi 6nemli biyolojik
etkilerdir. Ozellikle ¢agimiz hastaliklarindan olan kanser igin yapilan antikanser
caligmalar i¢in essiz birer kaynak olan liken asitlerinin yukarida belirlenen biyolojik
aktivitelerinin yan1 sira sitotoksik, pro-apoptotik, antiproliferatif, antimigratif, anti-
invaziv ve antioksidan 6zelliklerinin de oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismalar sonucunda
liken asitlerinin karsinogenez olusumunu veya gelisimini 6nlemede son derece 6nemli bir

Ozellige sahip olduklar1 diistiniilmektedir (Calcott vd., 2018; Molnar ve Farkas, 2010).

Sentetik ilaclarin yan etkilerinin fazla olmasi ve kanser tedavisi siirecinden sonra hastada
meydana gelen ¢esitli yan etkilerin bir slire daha devam etmesi nedeniyle pek ¢ok bilim
insan1 dogal bilesiklere yonelmistir. Sentetik ilaclarin aksine dogal bilesiklerin
metabolizmaya pozitif yonde etki eden ozellikleri yillardir bilinmekte olup, ilag¢ etken
maddesi ve gida takviyeleri olarak kullanilmaktadir. Kisa ve uzun vadede ortaya ¢ikan
tim bu yan etkiler nedeniyle kemoterapdtik ilaglarin kullanimi hastayr hem tedavi
stirecinde hem de tedavi sonrasi ciddi sekilde etkilemektedir. Bu nedenle yan etkilerini
daha az oldugu belirlenmis olan tibbi ve aromatik bitkilere yonelim giiniimiizde olduk¢a
artmigtir (Sekar ve Kandavel, 2010). Kanser tedavilerinde kullanimda olan mevcut kanser
ilaglarmin da sentetik olmas1 nedeniyle var olan yan etkileri, meme kanserinin oldukca
maliyetli ve sinirhi tedavisi gibi sebepler, yeni ve yan etkisi olduk¢a az olan hedef

molekiillerin kesfi biiylik 6nem kazanmustir.

Vulpinik asidin kanser hiicrelerinde anti-mikrobiyal, anti-proliferatif, anti-anjiyogenik ve

ultraviyole 1sinlarina karsi koruyucu etkileri oldugu yakin zamanda yapilan ¢aligmalarla

belirlenmistir (Kalin vd., 2022; Koparal, 2015).
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Vulpinik Asit ile yapilan diger ¢alismalar ise su sekildedir:

Son yillarda yan etkilerinin olduk¢a az olmasi ve heniliz pek ¢ogunun igeriginin
kesfedilmemis olmasi bir¢cok bilim insaninin merakini liken sekonder metabolitleri
lizerine ¢ekmistir. Ozgencli ve ark. (2018), yapmis olduklar1 ¢alismada liken asitlerin
(difraktaik, evernik, lobarik, lekanorik ve vulpinik asit) sigan akcigerinden saflastirilan
mitokondriyal TrxR iizerindeki in vitro inhibisyon etkisini arastirmislardir. Elde edilen
veriler uygulanan liken asitleri igerisinde Ozellikle lekanorik (LA) ve vulpinik asit
(VA)’in TrxR iizerinde ticari olarak kullanilan antikanser ilaglardan sisplatin ve
doksorubisin’e gore ¢cok daha giiglii inhibitdr etki sergiledigini gostermistir (Ozgencli vd.,
2018).

Cansaran-Duman ve ark. (2021) yapmis olduklar1 calismada meme kanseri ilerlemesinde
vulpinik asit (VA) ve ilgili miRNA'larin roliinii degerlendirmislerdir. Yapilan miRNA
dizisinin ve biyoinformatik analizlerinin sonuglari, 12 miRNA'nin MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde VA’e spesifik olarak yanit verdigini gostermistir. Bu sonug, VA’in 12
miRNA'nin ekspresyonunu baskilayarak hiicre proliferasyonunu durdurdugunu ortaya
koyan ilk ¢caligmadir. Calisma ayrica VA’in FOXO-3 genini baskilayarak 12 miRNA'nin
ekspresyonunu asagi regiile edebilecegini ortaya koymus ve miRNA hedeflerinin esas
olarak apoptoz, hiicre dongiisi ve MAPK yollarinda rol oynadigi da belirlenmistir

(Cansaran-Duman, Yangin, ve Colak, 2021).

Demir ve ark. (2021), vyaptiklar1 c¢alismada diyabetik komplikasyonlarin
Onlenebilmesinde wvulpinik asit (VA), karnosik asit (CA), ve usnik asidin (UA)
saflastirilmis Aldoz rediiktaz (AR) ve Sorbitol dehidrojenaz (SDH) enzimleri tizerindeki
inhibitor etkilerini incelemislerdir. Poliol yolunun 6nemli enzimleri olan AR ve SDH,
saflastirildiktan sonra VA, CA ve UA bu enzimlerin aktivitelerine karsi in vitro olarak
cesitli konsantrasyonlarda test edilmistir. VA, CA ve UA’nin AR {izerindeki ki degerleri
sirastyla 1,46 £0,04, 5,13 £0,25, ve 11,71 £0,27 uM olarak bulundugu rapor edilmistir.
Aym Orneklerin SDH i¢in degerleri ise sirasiyla 15.32+0.34, 145.60+2.17, ve
213.40+£2.64 uM olarak tespit edilmistir. Bu bulgular VA, CA, ve UA'nin diyabetik

komplikasyonlarin tedavisinde yararli olabilecegini gostermektedir (Demir vd., 2022).

Kili¢ ve ark. (2018), yaptiklar1 ¢alismada, Vulpinik Asiti (VA) insan meme kanseri

(MCF-7) ve kanserli olmayan MCF-12A hiicre hatlar1 ilizerine antiproliferatif ve
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apoptotik etkilerini arastirmislardir. Elde edilen sonuglar, VA'nin hiicre canliliginm
onemli Olclide inhibe ettigini ve insan meme kanseri hiicrelerinin apoptozunu
indiikledigini gostermistir. En yiiksek biiylime azalmasi oranlari, MCF-7 meme kanseri
hiicresinde 48 saat boyunca VA'nin ICsp degeri kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuclar, P53 genlerinin gen ekspresyonunun, VA ile tedaviden sonra MCF-12A hiicre
dizisinde 2.5 katina ulastigini gostermistir. Bu gézlemler, kanserli olmayan insan meme
epitel hiicre dizisine kiyasla VA'nin meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigini

desteklemektedir (Kili¢ vd., 2018).

Sahin ve ark. (2019), yaptiklar1 ¢calismada HUVEC insan endotel hiicre hatti iizerine
VA’in farkli konsantrasyonlarin1 (5, 10, 15, 20, 40, 60, 80, 100, 200, ve 300 uM)
uygulamiglardir. Uygulanan dozlardan 15 uM’a kadar herhangi bir sitotoksik etkisinin
olmadig1 ve bu dozda da hiicre canliliginin oldukca yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Yapilan bu ¢alisma ile VA’nin H20> kaynakli oksidatif stresi ve oksidatif strese bagl
hasarlar1 oldukga azalttigini ve damar tikaniklig1 olarak bilinen ateroskleroz dahil pek cok
hastaligin temelinin oksidatif dengenin bozulmasi sonucu olusan hasar oldugunu, bu
sonuglarin da damar tikanikligi tedavisinde ilag aday1 olabilecegini gostermislerdir (Sahin

vd., 2019).

Gilinaydin tarafindan 2021 yilinda yapilmis ytiksek lisans tez calismasinda, Vulpinik asit
(VA), Evernik Asit (EA), Difrakteik Asit (DA) ve Lekonorik Asit (LA)’in insan akciger
kanseri hiicre hatt1 A549 {izerinde antikanser ajan olarak kullanilip kullanilmayacaginin
ve olas1 antikanser etkinin tiyoredoksin rediikktaz 1 (TRXR1) hedefli gerceklesip
gerceklesmeyecegini gen ve protein seviyesinde arastirmistir. Elde edilen bulgularda
AS549 hiicre hatt1 iizerinde VA, EA ve DA’ni sitotoksik etkisi oldugu, VA ve DA’in
BAX/BCL2 oranin1 ve P53 gen ekspresyonunu artirdigi, migrasyonu baskiladigi, TRXR 1
enzim aktivitesini inhibe ettigi ve TXN gen ekspresyon seviyesini artirdigi rapor

edilmistir (Glinaydin, 2021).

Karaca tarafindan 2021 yilinda yapilmis yiiksek lisans tez ¢alismasinda, insan karaciger
(HepG2) kanser hiicre hattinda bazi liken asitlerinin (evernik, vulpinik, difraktaik,
lekanorik) antikanser etkilerini ve olas1 etkilerin tiyoredoksin rediiktaz 1 (TRXR1) hedefli
olup olmadigini gen ve protein seviyesinde arastirmistir. Elde edilen bulgularda; evernik,
vulpinik ve difraktaik asitlerinin HepG2 kanser hiicreleri iizerine doz ve zaman bagimli

olarak antiproliferatif etkilerinin oldugu, migrasyonu baskiladigi, vulpinik ve difraktaik
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asitlerinin apoptozu indiikledigini belirlemistir. Ayrica Vulpinik asidin BAX/BCL2
oranini arttirdigi, p53 geninin ekspresyonunu azalttigini, difraktaik asidin ise apoptotik
yolak genlerinden sadece p53 geninin ekspresyonunu arttirdigini belirlemistir. Vulpinik
ve difraktaik asidin tiyoredoksin sistem genlerinden TXN ekspresyonunda bir degisiklik
olusturmadigini, TRXR1 geninde ise dnemli bir artis olusturdugunu, Evernik asit ise
belirtilen genlerin ekspresyonlarinda degisiklik olusturmadigini, vulpinik, evernik ve
difrakteik asitin TRXR1 kantitatif protein ekspresyonunu arttirdigini ve vulpinik asit ile
difraktaik asidin enzim aktivitesini baskilarken evernik asidin enzim aktivitesini

arttirdigini rapor etmistir (Karaca, 2021).

Kalin tarafindan 2022 yilinda tamamlanan doktora tez ¢alismasinda, Vulpinik asit (VA),
Evernik Asit (EA), Difrakteik Asit (DA) ve Lekonorik Asit (LA)’in insan meme kanseri
hiicre hatlar1 (MCF-7 ve MDA-MB-453)’ nda tiyoredoksin rediiktaz 1 (TrxR1) hedefli
antikanser etkilerini arastirmistir. Elde edilen bulgularda; VA, EA ve DA’nin yukarida
bahsi gegen meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde doz ve zaman bagimli olarak
antiproliferatif etki gdsterdiklerini ve ayrica molekiiler ¢aligmalar neticesinde de bu fi¢
liken asidi (VA, EA, DA) ’nin antikanser etkilerini TrxR1 enziminin inhibisyonuyla

sergiledikleri rapor edilmistir (Kalin, 2022).

Vulpinik asit ile yapilan farkli biyolojik aktivite calismalarinin yani sira gerceklestirilen
in vitro antikanser ¢aligmalari, onun farkli kanser hiicre hatlar1 izerinde kayda deger bir
antikanser etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ancak, literatiirde VA ile kanser
tedavilerinde  yayginca  kullanilan  farkli  kemoterapotik  ilaglarin  ¢esitli
kombinasyonlarmin sinerjik antikanser etkileri hakkinda herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile insan meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7, MDA-MB-
453, ve MDA-MB-231) iizerine VA’in kemoterapdtik ilaglar (sisplatin, mitaksantron,
doksorubisin ve dosetaksel) ile farkli kombinasyonlarimin sinerjik antikanser etkilerinin
ilk kez belirlenecek olmasi tezi 6zgiin kilmaktadir. Bu kapsamda; kimyasal igerigi
belirlenmis, ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip, liken sekonder metabolitlerinden biri olan
vulpinik asit, calismaya konu olarak secilmistir. Calisma kapsaminda kemoterapétik ilag
olarak kullanilan sisplatin, doksorubisin, dosetaksel, mitoksantron ve vulpinik asit ilk
etapta MCF-7, MDA-MB-231 ve MA-MB-453 meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde doz-

zaman bagimli olarak ayr1 ayr1 uygulanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda her bir
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meme kanseri hiicre hatt1 lizerine kemoterapétik ilaglar ile vulpinik asitin kombinasyon

calismalar1 gerceklestirilmistir.

2.1. Amacg

Kanser, olusumdan tedaviye, hatta tedavi sonrasi biraktig1 kisa ve uzun vadeli yan etkileri
ile maddi manevi kisiler iizerinde pek ¢ok geri doniilemez etkiler birakan bir hastaliktir.
Yillara gore belirlenen kanser insidanslart degerlendirildiginde ge¢cmisten giliniimiize
kanserin mevcut senaryosu ve gelecek tahminleri goz tiniine alindiginda, 6niimiizdeki 20
yil igerisinde yaklasik 22 milyon kisiye kanser teshisi konulacagi, bu saymin en az
%60’k kisminin da Oliimle sonuglanacagi tahmin edilmektedir. Globocan 2020
verilerine gore 2020 yilinda toplamda 19,3 milyon kanser vakasi oldugu, bu saymin 2040
yilina kadar 30,2 milyon olacagi tahmin edilmektedir. Oliim oranlarina bakildiginda 2020
yilinda 9,96 milyon olan bu saymin 2040 yilina kadar 16,3 milyon olacagi tahmin
edilmektedir. Meme kanseri oranlarina bakildiginda ise tiim kanserler igerisinde en
yiiksek rakamlar sergiledigi goriilmektedir. 2020 yilinda yaklasik 2,3 milyon meme
kanseri teshisi konuldugu, 685 bin kisinin ise hayatim1 kaybettigi belirlenmistir. 2040
yilina kadar meme kanseri teshisinin 3,19 milyon olacagi, 6liim oraninin ise 2040 yilina
kadar 1,04 milyon olacagi tahmin edilmektedir (Ferlay vd., 2020; Globocan, 2023). Tiim

bu oranlar kanserle miicadelenin 6nemini bir kez daha ortaya koymaktadir.

Kanserli hiicrelerin tedavilerinde temel amag hiicrelerin ilaglarin etkinligi ile hiicre 6limii
ad1 verilen apoptoza yonelimlerini saglamaktir. Hiicreler apoptoza hem igsel hem de
dissal yolaklar araciligiyla yonlenebilmektedir. Bunun yani sira hiicre sag kaliminda rol
alan yolaklardan olan PI3K/AKT/mTOR yolaginin da kanserli hiicreler i¢cin bloke
edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Kanser hiicrelerinin en belirgin 6zelligi hiicre sag kalimim
devam ettirip apoptozdan kagmasidir. Bu nedenle kanserli hiicrelerin PI3K/AKT/mTOR
yolagini kullanmalarint 6nlemek elzemdir. Son yillarda ciddi ragbet gérmeye baslayan
liken sekonder metabolitleri, 6zellikle kemoterap6tik ajan olarak kullanim alanina sahip
olabilecegi diisiiniilen ve iizerinde ¢aligmalara devam edilen yeni bir alandir. Vulpinik
asit ile yapilan farkli biyolojik aktivite ¢alismalarinin yani sira gergeklestirilen in vitro
antikanser ¢alismalari onun farkli kanser hiicre hatlar1 tizerinde kayda deger bir antikanser
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ancak, literatiirde VA ile kanser tedavilerinde

yayginca kullanilan farkli kemoterapotik ilaclarin ¢esitli kombinasyonlariin sinerjik
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antikanser etkileri hakkinda bir ¢aligma bulunmamaktadir. VA’in yukarida bahsi gegen
kemoterapotik ilaglarla (sisplatin, doksorubisin, dosetaksel ve mitaksantron) birlikte
kullanildiginda ti¢ farkli meme kanseri hiicre hattinda (MCF-7, MDA-MB-453, ve MDA-
MB-231) ROS miktarii, PISBK/AKT/mTOR ve apoptotik yolak markir proteinlerini
molekiiler seviyede nasil etkiledigi hakkinda literatiirde herhangi bir ¢calismanin mevcut

olmamasi bu tez ¢alismasinin ortaya ¢ikma nedenidir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan kimyasal malzemeler

Tablo 3. 1.Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Kimyasal Adi Firma

RPMI 1640 Medium Biological Industries
Dulbecco's Minimum Essential Medium (DMEM) Biological Industries
Trypsin Solution A (0.25%) Biological Industries
L-Alanyl-L-Glutamine (Stable Glutamine) (200 mM) Biological Industries
Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B Solution Biological Industries
Cell Proliferation Kit (XTT based) Biological Industries
FBS (Fetal Bovine Serum) Biological Industries
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) Biological Industries
Trypan Blue Boyasi Sigma-Aldrich
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich
Muse® Annexin V ve Dead Cell Assay Kit Luminex

Muse® MultiCaspase Assay Kit Luminex

Muse® Mitopotential Assay Kit Luminex

Muse® P13K Activation Dual Detection Kit Luminex

Muse® Cell Cycle Kit Luminex

Muse® Oxidative Stress Kit Luminex
PureLink™ RNA Mini Kiti Applied Biosystems

cDNA Sentez Kiti (SuperScript™ |11 First-Strand Synthesis Applied Biosystems
System)

SYBR Green gPCR Master Mix Qiagen

Primer Oligomer

P53 Primer Antikor ProteinTech

BAX Primer Antikor ProteinTech

Caspase-3 Primer Antikor ProteinTech

Cytochrome C Primer Antikor ProteinTech

PI3K Primer Antikor ProteinTech

mTOR Primer Antikor ProteinTech

AKT Primer Antikor ProteinTech

B-Aktin Primer Antikor Santa Cruz Biotechnology
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Tablo 3. 1. (Devam) Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Sekonder Antikor (Rabbit Anti-Mouse 1gG-HRP) Santa Cruz Biotechnology
Sekonder Antikor (Goat Anti-Rabbit IgG-HRP) Santa Cruz Biotechnology
RIPA Buffer Biological Industries
Vulpinik Asit Cayman Chemical Company
Protein Marker Bio-Rad

Skim Milk Powder (Yagsiz siit tozu) Bio-Rad

Clarity Max Western ECL Substrates Bio-Rad

Clarity Western ECL Substrates Bio-Rad

Tween 20 Sigma-Aldrich

Tablo 3. 2. Tez Dahilinde Kullanilan Materyal ve Cihazlar

MATERYAL VE CIHAZ FIRMA
Buzdolabi (+4 / -20°C) Haier

-80 °C dondurucu Haier

Eppendorf Santrifiij Isolab

COz inkiibator Niive

Olympus CKX41 ters faz kontrast Nikon Eclips TI-U
mikroskop

Vortex WisMix DaihanVM10
ELISA plaka okuyucusu Thermo Scientific
Su Banyosu-Calkalayici Niive

Laminer Akis ve Biyogiivenlik Kabinleri  Bilser BLF 200
Thoma Lami Marienfeld

Multi pipet/ Pipet Eppendorf
Cryotubes Eppendorf
Blotlama (Semidry Blotter) Cihazi Bio-Rad

15 mL ve 50 mL’lik Santrifiij Tiipleri Sarstedt / Isolab
Flow (Akim) Sitometri Cihaz1 Muse® Cell Analyzer
Hassas Terazi Shimadzu
Nanodrop Thermo Scientific
Otoklav Niive

PCR Bio-Rad
Real-Time PCR Qiagen
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Tablo 3. 2. (Devami) Tez Dahilinde Kullanilan Materyal ve Cihazlar

Pipet Uglar

Serolojik Pipetler

T-25 Flask (Filtreli, steril)
T-75 Flasklar (Filtreli, steril)
Strip Tiipler

6 Kuyucuklu Plaka

96 Kuyucuklu Plaka

1,5-2 mL’lik Tipler ve Raklar
Cell Scraper (Hiicre Kaziyici)

Isolab
Labsolute
Sarstedt
Sarstedt
Qiagen
Sarstedt
Sarstedt
Eppendorf
Sarstedt

Tablo 3. 3. Tez Dahilinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

%70’lik Etil Alkol
%y5°lik Bloklama Cozeltisi

1X TBST Cozeltisi

1X Transfer Cozeltisi

Laemni Buffer

Saf etil alkolden 70 mL alinarak tiizeri 30 mL
saf su ile tamamlanarak hazirlandi.

5 g Skim Milk Powder (Yagsiz Siit Tozu)
tartildi ve 95 mL TBST igerisinde ¢ozdiirilda.

10X TBS’den (konsantre) 100 mL alind1 ve
tizeri 900 mL dH>O ile 1 L’ye tamamlandi.
Uzerine 1 mL Tween-20 eklendi.

10X Transfer (konsantre) ¢ozeltisinden 100
mL alindi, tzeri 900 mL saf su ile
tamamland.

100 pL B-merkaptoetanol ve 900 pL 4X
Laemni sample buffer ile tamamlanir ve
kullanilir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Cahismalar1

MCF-7 hiicreleri Dulbecco's Minimum Essential Medium (DMEM) besiyerinde
cogaltilip islemlerde kullanildi. DMEM bazal besiyeri igerisine %10 FBS, %]l
Penisilin/streptomisin icerecek sekilde hazirlandi. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453
hiicre hatlar1 da igerisinde %10 FBS, %]1 Penisilin/streptomisin bulunan RPMI 1640
besiyerisinde ¢ogaltildi.

3.2.1.1. Hiicre Acma ve Biiyiitme islemleri

Tez kapsaminda kullanilan her bir hiicre hattinin agilmasi ve ¢ogaltilmasi islemleri,
yukarida anlatildig1 sekilde hazirlanmis olan besiyeriler kullanilarak gergeklestirilmistir.
Hiicre kabini %70’lik etil alkolle temizlenerek sterilizasyonu saglanir. -80 °C’deki stok
kanser hiicresi ¢ikarildi ve su banyosunda eritildi. Hazirlanan besiyeri T-75 flask igerisine
alind1 ve tizerine stok hiicre eklendi. Bir gece 37 °C %5 CO> inkiibatorde inkiibe edildi.
Ertesi giin besiyeri degistirildi ve hiicreler %85-90 konfluensiye ulasana kadar biiylimesi
takip edildi. Hiicre yogunluguna gore her 2-3 giinde bir kontrolii yapildi ve zemini

dolduran hiicreler boliinerek ¢ogaltildi.

3.2.1.2. Hiicre Bélme ve Hiicre Dondurma Islemleri

Belirli bir yogunluga ulasan hiicrelerin (%85-90 konfluensiye) deneysel islemlerde
kullanilabilmesi ve c¢ogaltilmast i¢in hiicre bolme ve sayim islemleri gerceklestirildi.
Kabin sterilizasyonu yapildiktan sonra hiicreler kabine alindi ve eski besiyeri
uzaklastirildi. DPBS (Ca ve Mg igermeyen) ile yikama yapilarak flask icerisindeki
safsizliklar uzaklagtirildi. Daha sonra hiicrelerin {izerine Trypsin-EDTA (%0,25) eklendi
ve hiicrelerin zeminden ayrilmasi i¢in 10-15 dakika inkiibatérde bekletildi. Zeminden
kalkan hiicreler iizerine besiyeri ilave edildi ve 15mL’lik falkon tiipe alindi. Hiicreler Sdk
boyunca 13000rpm’de santrifiij edilerek hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Hiicreler, flasklara
uygun sayida ekildi ve yeniden inkiibatdre (37 °C %5 CO») kaldirildi.

Hiicreleri stoklamak i¢in 2mL’lik kriyo tiip alinir, lizerine hiicre ismi, tarih, stoklama
islemini yapan kisi ismi yazilir. Flaskta biliylimiis olan hiicreler kaldirilip ¢oktiirtildiikten
sonra taze besiyeri (besiyeri igerisinde %5’lik DMSO bulunur) hiicre peleti iizerine
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eklenir ve pipetajlanarak homojenlik saglanir. Daha sonra hiicreler kriyo tiipe konulur ve

bir saat kadar -20°C’de bekletildikten sonra -86°C’ye kaldirilir.

3.2.1.3. Hiicre Sayimi

Hiicreler, islem Oncesi sayilarak iglemin yapilacagi plate icerisine ekimi gergeklestirilir.
Bunun i¢in flasktan alinan hiicrelerin sayimi i¢in Thoma Lami kullanildi. Hiicre sayimi
i¢cin eppendorf tiip igerisine 100 pL hiicre siispansiyonu ve 100 pL tripan mavisi boyasi
eklenerek pipetajlandi. Cansiz hiicrelerin hiicre biitiinliigii bozuldugu igin, trypan blue
boyasini igerisine alarak mavi renkte gozlenir ancak canli hiicreler bu boyayi igerisine
almaz ve parlak olarak gozlenir. Bu sayede canli ve 6lii hiicreler mikroskop altinda ayirt
edilir. Boya igeren hiicre karigimindan 10 pL alinarak thoma lammin st ve alt
bolmelerine aktarildi ve sekil 3.1°deki isaretli alan igerisinde bulunan hiicrelerin sayimi
Invert mikroskop altinda gerceklestirildi. mL basina diisen hiicre sayisi asagidaki gibi
hesaplandi:

Hiicre sayis1 / mL= sayilan hiicre sayisi ortalamasi x seyreltme faktorii x 10*

Seyreltme faktorii: 2 olarak alinmistir (100 pL hiicre siispansiyonu, 100 pL tripan mavisi
boyast).

10* mm®deki sayim sonras1 1mL’ye karsilik gelen hiicre sayisini doniistiirmek igin

kullanilan sabit deger.
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Sekil 3. 1. Hiicre sayiminin yapildigr Thoma Lanmu
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3.2.2. Kemoterapi Ilaclarimmn (Sisplatin, Doksorubisin, Dosetaksel ve
Mitaksantron) ve Vulpinik Asitin Uygun Kombinasyonlarinin
Hazirlanmasi

Kanser hiicre hatlar1 lizerine uygulanacak olan vulpinik asit (VA) ve kemoterapi ilaglari
(Sisplatin, Doksorubisin, Dosetaksel ve Mitaksantron) ilk etapta stok ¢o6zelti olarak
dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich) i¢inde ¢oziildiikten sonra kullanilana kadar -
20 °C'de muhafaza edilmistir. VA'nin 5, 10, 25, 50, 100 ve 150 uM arasindaki farkli
konsantrasyonlari hiicreler lizerine uygulanmistir. Benzer sekilde, her bir kemoterapétik
ilacin 0,05-0,1-0,5-1-5-10-25-50-100 uM konsantrasyonlari hiicrelere uygulanmak tizere

hazirlanmustir.

3.2.3. Hiicre Proliferasyonu Testi (XTT Testi)

XTT [(2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)]
yontemi ile hiicre proliferasyonundaki degisimler belirlenmistir (Altay vd., 2003). XTT
analizi, XTT azalmasina bagli olarak enzimatik aktivitenin ya da formazan boyalarinin
kolorimetrik 6l¢iimiine dayanan hiicre ¢ogalma miktarinin tespit edildigi bir yontemdir.
S6z konusu yontemde, proliferasyonu artmis hiicreler tarafindan XTT tuzu
kullanilmaktadir ve artan dehidrojenaz enzim aktivitesine bagli olarak XTT tuzunu
turuncu renkli suda ¢ozilinebilen formazan triiniine doniistiirmektedir. Elde edilen renk
degisimi, ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile 6l¢iilerek hiicre proliferasyonundaki
degisimler belirlenmektedir. Onerilen tez kapsaminda calisilan VA ve kemoterapik

ajanlarin secilen insan kanser hiicre hatti lizerine antiproliferasyonlari etkileri i¢in;

1. 96’lik plagin her bir kuyucuguna, 100 pL (7500 hiicre/kuyu) besiyeri i¢erisindeki
hiicre silispansiyonu ekildi. Hiicrelerin yiizeye yapismalari i¢in 37°C ve %5’lik
COgz ayarl inkiibatorde bir gece bekletildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda plak igerisindeki kiiltir medyumu uzaklastirilip, PBS
tamponu ile her bir kuyucuk yikandi ve PBS tamponu uzaklastirildi.

3. 96’lik plak icerisine 100 pL test edilecek her bir maddenin besiyeri ortaminda
hazirlanan farkli konsantrasyonlarindan ilave edildi ve 37°C de %5’lik CO2 ayarli
inkiibatorde zaman bagimli olarak (24, 48 ve 72 saat) inkiibe edildi. Kontrol grubu

olarak sadece besiyeri iceren hiicreler kullanildi.

43



4. Inkiibasyon siiresinden sonra, hazirlanan XTT soliisyonundan her bir kuyucuga
50’ser uL (5 mL XTT igin 100 pL aktivator) konulup 5 saat %5°lik CO2 ayarli
inkiibatorde inkiibe edildi.

5. Inkiibasyonu yapilan hiicrelerin, mikroplate okuyucu spektrofotometre ile 490 nm

absorbans degerinde 6l¢iimleri yapildi.
Hiicre proliferasyonundaki azalma asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir;

% pl’0|ifera8y0n = [AbS (ekstre ile muamele gérmiis hiicreler) — Abs (hiicresiz ortamdaki ekstre)] / [AbS (kontrol

grubu hiicreler) -Abs (hiicresiz ortam)] X100

3.2.4. Kombinasyon indeks Cahsmalar

Tez kapsaminda vulpinik asit (VA) ile kemoterapotik ilaglar (sisplatin, doksorubisin,
dosetaksel ve mitaksantron) ilk 6nce ayr1 ayri meme kanseri hiicre hatlari (MCF-7, MDA-
MB- 231 ve MDA- MB 453) iizerine farkli konsantrasyonlarda (0,05-150 uM) ve farkl
zaman dilimlerinde (24, 48 ve 72 saat) uygulanmistir. Her bir hiicre hatti izerinde VA’in
ve kamotarapotik ilaglarin antiproliferatif etkileri ayr1 ayr1 belirlenmistir. Daha sonra her
bir hiicre hatti {izerine kombinasyon denemeleri (VA+Doksorubisin ve
VA+Mitoksantron) yapilmistir. Kombinasyon denemeleri sonucunda kombine
VA-+kemoterapotik ilaglarin hiicrelerin iizerindeki antiproliferatif etkileri zaman bagiml

olarak belirlenmistir.

XTT deneyleri sonucunda elde edilen verilere gore vulpinik asit (VA)’in her bir
kemoterapik ilag (sisplatin, doksorubisin, dosetaksel ve mitoksantron) ile ayr1 ayr1 farkl
dozlardaki kombinasyonlart (VA+Doksorubisin ve VA+Mitoksantron) kanser
hiicrelerine tatbik edilmis ve tekrarlanan XTT ¢alismasi sonucunda buradan elde edilen
veriler Compusyn programina islenerek CI (Combinational Index) degerleri
hesaplanmistir. CI degeri, iki veya daha fazla ilacin belirli oranlardaki kombinasyonunun
hiicre tizerindeki etkilerini belirten degerdir. Kombinasyon ¢aligsmalar1 sonucunda elde
edilen Kombinasyon indeks degeri 1 ila 10 arasinda ise Antagonistik etki, 10’den biiyiik
ise Aditif etki, 0,9 ila 0 arasinda ise Sinerjik etki gosterdigi anlami tasimaktadir (Chou ve
Talalay, 1984; Sever, 2018).
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Kombinasyon indeksi degerleri (CI) Hiicreye EtkKisi
CiI=11-1.2 Hafif Antagonistik etki
ClI=12-145 Orta Antagonistik etki
CI=145-33 Antagonistik etki
CI=33-10 Giliglit Antagonistik etki
CI>10 Cok giiclit Antagonistik etki
CI=09-1,1 Aditif etki
CI=0.85-0.9 Hafif sinerjik etki
CI=0.7 -0.85 Ornta sinerjik etki
CI=0.3 - 0.7 sinerjik etki
CI=0,1-03 Gilclit sinerjik etki
ClI<0.1 Cok giiclii sinerjik etki

Sekil 3. 2. Kombinasyon Indeksi deger araliklar1 ve hiicreler lizerindeki etkileri (Chou ve
Talalay’dan esinlenerek hazirlanmistir).

3.2.5. Flow Sitometri Calismalari
3.25.1.  Apoptozis (Annexin V-FITC/PI)

VA ve kemoterapotik ilaglarin meme kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki apoptotik etkileri
Annexin V ve Dead Cell Kiti kullanilarak gergeklestirildi (Muse® Annexin V ve Dead
Cell Kit, Merck Millipore). Bunun i¢in, hiicreler 6 kuyucuklu bir plaka i¢inde belirli bir
konsantrasyonda (1x10°-5x10° hiicre/mL) ekildi ve bir gece CO; inkiibatdriinde inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler &n testler sonucunda elde edilen
kombinasyonun CI degerindeki konsantrasyonlariyla muamele edildi ve zaman bagimli
apoptotik etkileri gérmek igin 48 saat boyunca inkiibasyonlara tabi tutuldu (Altay vd.,

2019). inkiibasyon siiresinden sonra asagida belirtilen deney basamaklar1 uygulands;

1) 6 kuyucuklu plaklar igerisindeki mevcut hiicreler tripsin ile bulunduklari
ortamdan kaldirilip santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

2) Pelet lizerine %1’ lik fetal bovine serum (FBS) iceren 1 mL’ lik besiyeri ilave
edildi ve homojen hale getirildi.

3) Elde edilen hiicre silispansiyonu {lizerine daha Onceden hazirlanan FITC
Annexin V ¢ozeltisinden 100 pL eklendi ve hizlica 3-5 sn vortekslendikten
sonra karisim oda sicakliginda 1siktan korunarak 20 dk inkiibe edildi.

4) Kontrol grubu ig¢in aymi ayarlar gergeklestirilerek ornekler bu ayarlar

tizerinden Muse™ Cell Analyzer yardimiyla okundu.
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3.25.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (MMP)

Test Orneklerinin kanser hiicre hatlar1 {izerinde Mitokondriyal Membran Potansiyeli
lizerine etkileri Muse MitoPotential Kiti (MCHI100110, Luminex) kullanilarak
gerceklestirildi. Bunun icin, her bir hiicre hatt: (1x10°-5x10° hiicre/mL) ayr1 ayr1 6
kuyucuklu plakalar icerisine ekildi ve bir gece CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler, daha dnceki deney basamagindan (XTT) elde
edilen kombinasyon degerindeki (CI) sinerjik etkiye sahip olan konsantrasyonlariyla
muamele edildi (Caglar vd., 2022). Inkiibasyondan sonra asagida belirtilen deney

basamaklar1 uygulandi;

1) 6 kuyucuklu plaklar igerisindeki mevcut hiicreler tripsin ile bulunduklari
ortamdan kaldirilip santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
2) Inkiibasyonun ardindan hiicreler toplandi ve 300 x g'de 5 dakika

santrifiijlenerek siipernatant atildi, pellet yikandi.

3) Pelet daha sonra 1X tahlil tamponu ile yeniden siispanse edildi.
4) Siispanse edilen hiicre siispansiyonundan 100 pL alindi
5) Hiicrelerin iizerine 95 pL. Mitopotantial calisma soliisyonu eklendi

6) Hiicreler 20 dakika 37°C’de COz inkiibatdriinde inkiibe edildi
7) Inkiibasyondan sonra, 7-aminoaktinomisin D (7-AAD) test tiipiine ilave edildi
ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildi

8) Analizler Muse™ Cell Analyzer yardimiyla okundu.

3.25.3. Multikaspaz Aktivite Testi

Test orneklerinin kanser hiicre hatlar1 iizerinde Multikaspaz aktivitesi {izerine etkileri
Muse Multikaspaz Kiti (MCH100109, Luminex) kullanilarak gerceklestirildi. Bunun
i¢in, her bir hiicre hatt1 (1x10°-5x10° hiicre/mL) ayr1 ayr1 12 kuyucuklu plakalar igerisine
ekildi ve bir gece CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra
hiicreler, daha 6nceki deney basamagindan (XTT) elde edilen kombinasyon degerindeki
(CI) sinerjik etkiye sahip olan konsantrasyonlariyla muamele edildi (Altay vd., 2022).

Inkiibasyondan sonra asagida belirtilen deney basamaklari uygulands;

1) 12 kuyucuklu plaklar igerisindeki mevcut hiicreler tripsin ile bulunduklar

ortamdan kaldirilip santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
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2)

3)
4)
5)

6)
7)
8)

3.2.54.

Inkiibasyonun ardindan hiicreler toplandi ve 5 dakika santrifiijlenerek
stipernatant atildi, pellet yikandi.

Pelet daha sonra 1X kaspaz tamponu ile yeniden siispanse edildi.

Stispanse edilen hiicre siispansiyonundan 50 uL alindi

Hiicreler {izerine Muse Multicaspase Reagent ¢alisma soliisyonu eklendi ve
pipetleme yapildu.

Tiplerin agz1 tam kapatilmadan 30 dk. inkiibatérde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 150 uL 7-AAD’den her bir tiip eklendi ve pipetlendi.
Ornekler 5 dk.oda sicakliginda bekletildi ve Muse™ Cell Analyzer yardimryla

okundu.

Oksidatif Stres

Test orneklerinin kanser hiicre hatlar1 tzerinde Oksidatif stres lizerine etkileri Muse

Oxidative Stress Kiti (MCH100111, Luminex) kullanilarak gerceklestirildi. Bunun igin,

her bir hiicre hatt1 (2x10°-5x10° hiicre/mL) ayr1 ayr petriler igerisine ekildi ve bir gece

CO; inkiibatériinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler, daha 6nceki

deney basamagindan (XTT) elde edilen kombinasyon degerindeki (CI) sinerjik etkiye

sahip olan konsantrasyonlariyla muamele edildi ve hiicre dongiisii tizerindeki etkilerini

belirlemek igin tekrar CO> inkiibatoriinde 48 saat siireyle inkiibe edildi (Harurluoglu vd.,

2021). Inkiibasyon siiresinden sonra asagida belirtilen deney basamaklar1 uygulands;

1)

2)

3)
4)

5)
6)

Petri igerisindeki mevcut hiicreler tripsin ile bulunduklar1 ortamdan kaldirilip
santrifiij edildi

Stipernatant dokiildii, pelet, PBS ile yikandi ve 300 x g'de 5 dakika
santrifiijlendi

Pelet lizerine Assay tamponu eklenerek yeniden siispanse edildi.

Stispanse edilen hiicre siispansiyonundan 10 uL alindi ve iizerine 190 uL
calisma soliisyonu eklendi.

Hiicreler 30 dakika 37 °C’de COz2 inkiibatdriinde inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, hiicrelerdeki oksidatif stres durumu Muse™ Cell

Analyzer yardimiyla belirlendi.
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3.2.5.5. Hiicre Dongiisii (Cell Cycle)

Test 6rneklerinin kanser hiicre hatlar1 izerinde Hiicre Dongiisii iizerine etkileri Muse Cell
Cycle Kiti (MCH100106, Luminex) kullanilarak gercgeklestirildi. Bunun i¢in, her bir
hiicre hatt: (1x105-5x10° hiicre/mL) ayr1 ayr1 6 kuyucuklu plakalar icerisine ekildi ve bir
gece CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler, daha
onceki deney basamagindan (XTT) elde edilen kombinasyon degerindeki (CI) sinerjik
etkiye sahip olan konsantrasyonlariyla muamele edildi ve hiicre dongiisii tizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in tekrar CO2 inkiibatoriinde inkiibe edildi (Harurluoglu vd., 2021).

Inkiibasyon siiresinden sonra asagida belirtilen deney basamaklar1 uygulandi;

1) 6 kuyucuklu plaklar igerisindeki mevcut hiicreler tripsin ile bulunduklari
ortamdan kaldirilip santrifiij edildi

2) Stipernatant dokiildii, pelet, PBS ile yikandi ve 300 x g'de 5 dakika
santrifiijlendi

3) Santrifiij sonras1 supernatant uzaklastirildi ve pelet, %70 buz soguklugunda
etanol ile yeniden siispanse edildi ve -20 °C'de 3 saat inkiibe edildi

4) -20°C'den ¢ikarilan hiicreler tekrar 300 x g'de 5 dakika santrifiijlendi

5) Stipernatant uzaklastirildi ve ardindan test tiipiine 200 uL Muse hiicre dongiisti
reaktifi eklendi ve hiicreler oda sicakliginda 30 dakika daha inkiibe edildi

6) Inkiibasyonun ardindan, hiicre déngiisii degisiklikleri Muse™ Cell Analyzer

yardimiyla okundu.

3.25.6.  PI3K/AKT Sinyal Yolag

Tez kapsaminda kullanilan liken sekonder metaboliti ve kemoterapdtik ilaglarin meme
kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki apoptotik etkileri PI3K Cell Kiti kullanilarak
gerceklestirildi (Muse® PI3K Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore,
MCH200103). Bunun igin, hiicreler 6 kuyucuklu bir plaka icinde belirli bir
konsantrasyonda (1x10°-3x10° hiicre/mL) ekildi ve bir gece %5 CO2 inkiibatdriinde
inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler daha 6n testler sonucunda elde edilen
kombinasyonun CI degerindeki konsantrasyonlariyla muamele edildi ve zaman bagimli
apoptotik etkileri gormek i¢in 48 saat boyunca inkiibasyonlara tabi tutuldu (Demirci vd.,
2023; Harurluoglu vd., 2021). inkiibasyon siiresinden sonra asagida belirtilen deney
basamaklar1 uygulandi;
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6 kuyucuklu plaklar igerisindeki mevcut hiicreler tripsin ile bulunduklar

ortamdan kaldirilip santrifiij edildi ve slipernatant uzaklastirildi.

e Pelet lizerine 1X Assay Buffer eklenerek yikama yapildi. Daha sonra Fixation
Buffer ilave edildi.

e 300 g’de 5 dk santrifiij yapildu.

e Hiicre peleti iizerine Permobilize Buffer eklendi ve tekrar hiicreler 300 g’de 5 dk
santrifiij edildi.

e 90 uL 1X Assay Buffer eklenerek hiicreler homojenize edildi.

e Her bir hiicre iizerine 10 pL coctail eklendikten sonra 30 dk. inkiibasyona
birakildi.

e Inkiibasyondan sonra 1X Assay Buffer eklenerek yikama yapildi ve hiicreler 300
g’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklstirildi.

e Hiicreler tizerine 200 pL 1X Assay Buffer eklenerek Muse™ Cell Analyzer

yardimiyla okuma gergeklestirildi.

3.2.6. Kantitatif Protein Ekspresyon (Western Blot) Calismalar:
3.2.6.1. Jelin Yiiklenmesi

Deneyde kullanilacak 10-100 pg proteine 1X SDS yiikleme tamponu (Laemmli
Buffer) eklenip 10 dk 95°C’lik 1sitma blokunda inkiibe edildikten sonra proteinler 10
dk buz igerisinde bekletilmistir. Denatiire edilen numuneler yiikleme jeline (Mini-
Protean TGX %4 ila %20 (agirlik/hacim) prekast jel (Bio-Rad)) yiiklendikten sonra
50 Voltta 30 dakika SDS jel elektroforezinde yiiriitiilmeye baslanmistir. Numuneler
ayirma jeline gegmeye basladiginda cihaz voltaji 120 Volta ¢ikarilip 90 dakika daha
yiirlitme gergeklestirilmistir (Kalin vd., 2022).

3.2.6.2 Jeldeki Proteinin Membrana Transferi (Blotlama), Bloklama ve
Goriintiilleme Basamaklan

SDS-PAGE jeli lizerinde molekiil agirliklarina gore ayrilan proteinler BioRad Trans-
BlotR TurboTM Transfer System semidry blotter cihazi kullanilarak PVDF
membrana aktarilmistir (Altun ve Budak, 2021). Transfer igin yapilan islemler

asagidaki gibi gergeklestirilmistir.
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1) Semidry Blotter cihazina sirasiyla bir parca blot kagidi, PVDF membran, jel ve
tekrar blot kagidi konulduktan sonra 25 Volt 2,5 Amper’de 7 dakika siireyle
blotlama islemi gerceklestirilmistir.

2) Blotlama isleminin ardindan membran 10 dk TBST ile yikanmistir. Bloklama
cozeltisi (%5 Skim Milk Powder veya %35 Bovine Serum Albumin) ile 1 saat oda
sicakliginda muamele edilmistir.

3) 4°C’de bir gece boyunca birinci antikor ile inkiibasyona birakilmustir.

4) Inkiibasyon bittikten sonra 5 kez 5 dk TBST ile yikama yapilmistir.

5) HRP konjuge edilmis ikinci antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona
birakilmistir.

6) Inkiibasyon islemi bittikten sonra membran 5 kez 5 dk TBST ile yikanarak
goriintliileme basamagina ge¢ilmistir.

7) Antikorun kimyasal sinyal olusturarak 1sima vermesi i¢in Femto ve Pico
substratlar1 (ECL Reagent) kullanilmistir.

8) BioRad ChemiDoc™ Touch Imaging System cihazi kullanilarak membranin

kemiliiminesans goriintiisii elde edilmistir.

3.2.7. Kantitatif Gen Ekspresyon (Real-Time PCR) Calismalari

RT-PCR c¢alismalar1 kapsaminda kontrol ve muamele grubu olmak iizere iki farkli grup
bulunmaktadir. Muamele grubuna insan meme kanseri MDA-MB-231 ve MDA-MB-453
hiicre hatlar1 {izerine VA+Kemoterapétik ilaglarin CI degerlerince belirlenmis olan
sinerjik etki dozlari, belirlenen konsantrasyonlarda uygulanirken, kontrol grubuna

besiyeri eklenmistir.

3.2.7.1.  Total RNA izolasyonu

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 (2x10° hiicre/mL) ayr1 ayri petriler
icerisine ekildi ve 37°C’de %5’lik CO; ayarli inkiibatorde bir gece inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda besiyeri uzaklastirilarak DPBS tamponu ile hiicreler yikandi.
Daha sonra muamele grubu hiicreleri lizerine VA+Kemoterapdtik ilag kombinasyonu,
kontrol grubu hiicrelerine taze besiyeri konularak 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 besiyeri ve ilaglar hiicreler iizerinden uzaklastirildi ve DPBS ile tekrar
yikama yapildi. RNA izolasyonu, GeneJET RNA Purification Kit kullanilarak tiretici

firmanin protokoliine gore gerceklestirildi (Gilinaydin, 2021; Kalin, 2022; Karaca, 2021).
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Hiicrelerin tlizerindeki biiylime ortami uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile yikanarak
PBS uzaklastirildi.

Hiicrelerin tizerine Trypsin eklenerek hiicreler kaldirildi ve 250 g’de 5dk. santrifij
edildi, siipernatant atildi.

Toplanan hiicrelere M [B-merkaptoetanol veya DTT ile desteklenmis Lysis
Buffer’dan 600 pL eklendi, vortexlendi.

360 pL etanol (%96-100) numune {izerine eklendi ve numune pipetajlandi.
Toplama tiipiine yerlestirilen GeneJET RNA saflastirma kolonuna 700 uL’ye
kadar lizat aktarildi. Kolon 12000 g’de 1 dk. santrifiijlendi. Tim lizat kolona
aktarilana kadar isleme devam edildi. Islem esnasinda her 700 puL’lik degisimden
sonra tiip dibinde kalan atild1 ve kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi. Son
asamada kolon yeni bir 2 mL’lik toplama tiipiine yerlestirildi.

Kolona 700 pL Wash Buffer -1 eklendi ve 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
Dipteki kisim atild1 ve kolon yeniden toplama tiipiine yerlestirildi.

Kolona 600 uL. Wash Buffer -2 eklendi ve 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
Dipteki kisim atildi ve kolon yeniden toplama tiipiine yerlestirildi.

Kolona 250 uL Wash Buffer -2 eklendi ve 12000 g’de 2 dk santrifiij edildi. Kolon
steril bir 1,5 mL RNAaz icermeyen mikrosantrifiij tiipline aktarildi.

Kolonun merkezine niikleaz igermeyen 100 pL su eklendi.

Saflastirma kolonu ¢ikarildi. Alinan RNA’lar diger islemler i¢in -20°C veya -70°C

‘de muhafaza edildi.

RNA Konsantrasyon ve Safliginin Belirlenmesi

Niikleik asitler, igerdikleri piirin ve pirimidin bazlarinin 260-280 nm’de ultraviyole (UV)

15181 kuvvetli sekilde absorbe etmelerinden dolay:r kantitatif olarak tayin edilebilirler.

Spektrofotometrik yontemler kullanilarak elde edilen niikleik asitlerin protein kirliligi

tasiyip tasimadigr 280 nm’de Olglim yapilarak tespit edilebilmektedir. Saf olarak elde
edilen DNA orneklerinde A260/A280 orani yaklagik 1,8 ve iizerinde iken, RNA

orneklerinde ise A260/A280 oran1 yaklasik 2,0 ve iizeridir. Bu oranlarin altinda yer alan

degerler proteinlerin izolasyon esnasinda olusabilecek kirliligin gdstergesidir (Gilinaydin,

2021; Karaca, 2021). Izole edilen RNA’nin konsantrasyon ve saflik derecesi Elisa cihaz1
(Take3) kullanilarak spektroskopik dlgtimle belirlendi (Tablo 3.4 ve 3.5).
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Tablo 3. 4. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 i¢in Belirlenen CI Dozunda VA+Kemoterapotik
Ilag Uygulamasi Sonucu Elde Edilen RNA’larin Saflik ve Konsantrasyon Degerleri

Gruplar/MDA-MB-231 260/280 ng/nL
Kontrol-1 2,114 299,616
Kontrol-2 2,194 387,456
VA+DOX 2,173 223,296
VA+MIX-1 2,164 276,416
VA+MIX-2 2,163 226,656

Tablo 3.5. MDA-MB-453 Hiicre Hatti i¢in Belirlenen CI Dozunda VA+Kemoterapdtik
Ilag Uygulamasi Sonucu Elde Edilen RNA’larin Saflik ve Konsantrasyon Degerleri

Gruplar/MDA-MB-453 260/280 ng/pnL
Kontrol-1 2,208 385,936
Kontrol-2 2,187 342,176
VA+DOX 2,194 114,747

VA+MIX-1 2,211 132,827
VA+MIX-2 2,269 93,216

3.2.7.3.  cDNA kiitiiphanesinin hazirlanmasi

Izole edilen mRNA’lardan c¢DNA sentezi i¢in High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits kullanilarak {iretici firmanin belirlemis oldugu kit protokoliine gore
asagidaki gibi gergeklestirildi.

v' Kit igerisindeki biitiin bilesenler buz tizerinde ¢6zdiiriiliir.

2X RT Master Mix hazirlamak i¢in;

e 10XRT Buffer 2 uL
e 25XdNTP Mix (100mM) 0,8 uL
e 10XRT Random Primer 2 ul

e MultiScribeTM Revers Transkriptaz 1 pL
e Niikleaz-igermeyen H,O 4,2 uL

v Once 2X RT Master Mix hazirlanarak buza yerlestirilir. 2X Master Mix’den 10

uL aliarak mini-santrifiij tliptine aktarilir.
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v" 10 pL numunelerden alinarak tiiplere eklenir.
v Numuneler ve master mix igeren tiipler karigtirtlir ve mini santrifiijde spin yapilir.

v Daha sonra asagidaki siirelerde reaksiyon dongiileri uygulanir:

Sicaklik ~ 25°C 37°C 85°C 4°C
Dakika 10 120 5 Hold

Stire bitiminde reaksiyon sonlandirilarak elde edilen cDNA’larin konsantrasyon ve saflik
derecesi Elisa cihazi (Take3) kullanilarak spektroskopik 6l¢iimle belirlendi (Tablo 3.6 ve
3.7).

Tablo 3.6. MDA-MB-231 Hiicre Hatti i¢in Belirlenen CI Degerindeki
VA+Kemoterapétik ilag Uygulamasi Sonucu Elde Edilen cDNA’larin Saflik ve
Konsantrasyon Degerleri

Gruplar/MDA-MB-231 260/280 ng/pnL
Kontrol-1 1,920 2452,86
Kontrol-2 1,929 2431,66
VA+DOX 1,915 2376,66

VA+MIX-1 1,927 2347,26
VA+MIX-2 1,930 2235,06

Tablo 3. 7. MDA-MB-453 Hiicre Hatt1 i¢in Belirlenen CI Degerindeki
VA+Kemoterapotik ilag Uygulamasi Sonucu Elde Edilen cDNA’larin Saflik ve
Konsantrasyon Degerleri

Gruplar/MDA-MB-453 260/280 ng/pL
Kontrol-1 1,943 2247,46
Kontrol-2 1,940 2100,36
VA+DOX 1,929 2104,26

VA+MIX-1 1,931 2123,86
VA+MIX-2 1,931 1957,96

Saflik dereceleri ve konsantrasyonlari belirlenen numuneler Real-Time PCR analizinde

kullanilmak tizere -20°C’de sakland:.

3.2.7.4. Primer Dizaym

Tez kapsaminda g¢alisilan apoptotik yolak proteinlerinden BCL-2 iliskili apoptotik X

proteini (BAX), anti-apoptotik onkoprotein (BCL-2) (Ergiin vd., Demir, 2023; Taouiji,
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Wolf, ve Chevet, 2013), solunum zincirinin kompleks III ve kompleks IV'ii arasinda
elektronlar1 transfer etmek {izere islev gordiigi, i¢ ve dis mitokondriyal zarlar arasindaki
bolmede lokalize olan bir heme proteini (Sitokrom-C) (Matsuura vd., 2016),
transkripsiyon aktivasyon domainini igeren (p53) (Belyi vd., 2010), asparata 6zgii
sisteinil proteazlar ailesinin iiyesi olan protein (Kaspaz-3) (Kashyap, Garg, ve Goel,
2021), PI3Ksinyal yolag1 proteinleri (PI3K,AKT,mTOR) ve B-Aktin genlerinin primer
dizayn1 igin National Center for Biotechnology Information (NCBI) databazi
kullanilmistir. Primer dizayni i¢in NCBI ana sayfasi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’na
gidilerek Sekil 3.3.’deki gibi “All databases” boliimiinden “Gene” secenegi segildi ve
arama kutucuguna gen bilgisi (kisa veya uzun adi ya da ID numarasi) girilip “search”

tiklanarak Sekil 3.4 organizma se¢im sayfasina ulasildi.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

All Databases v || | f1gili Genin fsminin Yazldig Biliim [ Search |
All Databases I
Assembly
Biocollections
NCBI Home ™ T BioProject NCBI Popular Rescurces
Resource List (A-7) gl;)jimple ter for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
All Resources Clinvar enomic information Bookshelf
Chemicals & Bicassays | Conserved Domains il | Mission | Organization | NCBI News & Blag PubMed Central
gosaP BLAST
Data & Software dbvar / ‘
DNA & RNA ene bmit Download Learn Nucleotide
. Genome
Domains & Structures GEO DataSets F manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Genems
Genes & Expression GEO Profiles bases computer class or watch a tutorial SNP
Genetics & Medicine GTR Gene
HomoloGene Protein
RO Identical Protein Groups
PubChem
Homology MedGen
L\Ieralur‘e MesH
NLM Catalog -
Protains NCBI News & Blog
Sequence Analysis Develoy Analyze Research NCBI SARS-CoV-2 Resources Page Will
Taxonomy P Y Redirect Soon
- - Use NCBI APIs and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and
Training & Tutorials libraries to build applications data analysis task collaborative projects Ef:\ of the G‘D‘w'D'W‘-“F‘uh e
ot mernancy  Nurina tha COMIN-19

Sekil 3. 3. Primer dizayninda kullanilan NCBI ana sayfasi.

Tez kapsaminda insan meme kanseri hiicre hatlar1 kullanildigr i¢in gen ismi arama
kutucuguna yazilip search butonuna tiklandiktan sonra sag tarafta bulunan kutucuk
yardimiyla ‘homo sapiens’ yazilarak ilgili gen hakkinda detayl bilgilerin bulundugu sekil
3.4 sayfasi agildu.
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Gene

Gene sources

Alternatively spliced
Annotated genes

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

| Gene

v|[cytochiome ¢ |

D

Create RSS Save search Advanced

Tabular» 20 perpage » Sort by Relevance «

@ See also 277 discontinued or replaced items

Sendto: »

Genomic . y
Mitochondria Filters: Manage Filters
Organelles Search results
Results by taxon =
Categories Items: 1 to 20 of 581 Page[1 |of30 Neits Lastss 4

Top Organisms [Tree]
Homo sapiens (581)

g;"teﬂ:gmg Name/Gene 1D Descrption Location Allases MIM
Pseudogene [ SURF1 SURF1 cytochrome ¢ oxidase  Chromosome 9, NC_000009.12  CMT4K, MCADN1, SHY1 185620 | Find related data =
- 6834 assembly factor [Homo (133351758.133356487, Database:
Sequence content sapiens (human)] complement)
CcCDs
Ensemb 0 sc02 synthesis of cytochrome ¢ Chromosome 22, NC_000022.11  CEMCOX1, ECGF1, 604272
RefSeq D: 9897 oxidase 2 [Homo sapiens  (50523568.50526442, Gliostatin, MCADN2, MYPS,
RefSeqGene (human)] complement) PD-ECGF, SCO1L, TR
Soe - TYMP TRPase Search details -
v Current O cyes cytochrome ¢, somatic [Home  Chromosome 7, NC_000007.14  CYC, HCS, THC4 123970| [cytochrome c[ALL Fields] AND "Homo sapiens”
D: 54205 sapiens (human)] (25118656..25125260, [porgn] AND alive[prop]
Ceral complement
Show aditonsl fters [JMI.CO2  mitochondrially encoded Chromosome MT, NC 0129201 COIl, MTCO2, COX2 4
D D: 4513 cytochrome c oxidase Il (7586..6269)
[Homo sapiens (human)] Search See more.

Sekil 3. 4. Primer dizayni i¢in ilgili genin bilgilerinin yer aldig1 se¢cim sayfasi.

Acilan sayfada ilgili genin gen sekansina ait detayli bilgiler goriinmektedir. Gen sekans
kodu tiklanarak gen hakkindaki gen ve protein sekans detaylar1 bilgilerine ulasilmaktadir

(Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Gene | Gene vH

Advanced Helj

Full Report » Sendto: »

CYCS cytochrome ¢, somatic [ Homo sapiens (human) ]

Gene |D: 54205, updated on 21-Jun-2023

“ summary 2|2

Official Symbol
Official Full Name
Primary source
See related

CYCS povi
cytochrome ¢, somatic p
HGNC:HGNC:19986

EnsembLENSGO0000172115 MIM:123970; Al

HGNC:19986

Gene type protein coding
RefSeq status REVIEWED
Organism  Homa sapiens
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini: Hominidae; Homo
Also known as  CYC; HCS; THC4
Summary This gene encodes a small heme protein that functions as a central component of the electron transport chain in mitechondria. The encoded protein associates with the inner membrane of the
mitochondrion where it accepts elecirons from cytochrome b and transfers them to the cytochrome cxidase complex. This protein is also involved in initiation of apaptosis. Mutations in this gene
are associaled with autosomal dominant nonsyndramic thrombocytopenia. Numerous processed pseudogenes of this gene are found throughout the human genome [provided by RefSeq, Jul
2010
Expression Broad expression in heart (RPKM 66.9), colon (RPKM 54.4) and 24 other tissues See more

Sekil 3. 5. Tlgili gen sekansina ait bilgilerin oldugu NCBI sayfasinin iist tarafi.
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| NCBI Reference Sequences (RefSeq) B

EED Try the new Transcript table

 RefSeqs maintained independently of Annotated Genomes

Thes

Genomic

1. NG_023438.1 RefSeqGene
Range 500111711

Download | GenBank, FASTA, Sequence Viewer (Graphics), LRG 876

mRNA and Protein(s)

1. NM_018947.6 — NP_061820.1 cytochrome ¢

See identical proteins and their annotated locations for NP_061820.1

Status: REVIEWED

Source ACO07487, AI365318_BC024216, DB447825
Consensus CDS | GCDS5393 1
UniProtKB/Swiss-Prot | A Rdl1, POD001, P99999, Q6NURZ, QBNX69, QS6BVA
UniProtKBITrEMBL | G4XXL9
Related  ENSP00000307786.2, ENST00000305786.7
Conserved Domains (1) summary

i

COG3474 | CycT; Cytochrome c2 [Energy production and conversion]
Location:1 — 103

Sekil 3. 6. lgili gene ait mRNA bilgilerin oldugu NCBI sayfasinin alt tarafi.

Gene ait mRNA bilgilerinin FASTA formatina ulasmak igin sayfada (Sekil 3.7) bulunan
FASTA sekmesine tiklanir ve genin niikleotit sekansina ulasilir (Sekil 3.8).

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide [Nucleotice |||
Advanced

GenBank = Sendto: =

Homo sapiens cytochrome ¢, somatic (CYCS), mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_018947.6
Graphics

Go to

LOCUs MM_818247 5432 bp mRNA linear PRI 24-MAY-2823
DEFINITION Homo sapiens cytochrome c, somatic (CYCS), mRNA.
ACCESSION NM_8132347

WERSION MM_818%47.6
KEYWORDS RefSeq; MANE Select.
SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metszoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFERENCE 1 (bases 1 to 5432)

AUTHORS Feng ¥, Dong ¥, Du KJ, Liu XC, Gao 5Q and Lin YW.

TITLE The oxidative nuclease activity of human cytochrome c with
mutations in Omega-loop C/D

JOURNAL  Biochim Biophys Acta Proteins Proteom 1871 (3), 148897 (2823)

PUBMED 36642284

Sekil 3. 7. lgili gen sekansimin bulundugu NCBI sayfasi.
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ORIGIN

1 agagsgtgsgsg gacgtccggc

181 [
241 ¢
3@l =

421 aaatgtctca tgactttttt
421 agstcatgsa tgactgacag
341 ctigtggtts satgaatatg
6@l tggtatcact gtttacccct
68l ttcacamags tggtgagtgc
721 tatataactg gttatgtgaa
781 ccaagcaaga ttcacctgtg
841 gasgataast aaggtsgcaa
9@l attccctgtas tttasastgg
98l tgteatatta sagattattc
18921 tttasaatag tagcaagtta
1981 gtiastaatit aggattgtct
1141 ttgattgggs atggtgcttt
1281 attttasast tatgtgtgat
1261 gactttttgs ctgtgcttga
1321 aggagcccta aatgtcagtg
1381 tggtgctaga ttgtttactt
1441 attgactctt agtttctttg
1581 gaggsatgcc tgtggtcata
1561 atttcatgca tagtctgtge
1621 ggtgagcaca aggtaagtca

ttcggagcgg

361 .atctcaaaa aagctactaa tgagtaopL]

atgtgtacca
aatattttgt
ttcagttttt
tttaaagata
catcttaaaa
tatatttaza
ttttgtgttc
tgtctatagt
tttcttttac
aacacctcte
aacttcactc
ttzaacagcc
tgccaactta
cacaagacta
tttcatgact
cagcagcoct
ggttttctag
ctcagattga
gttttgtgat
catacacatt
taaagaataa

gagtgttcgt

ttggccactg
tcctttaata
tgggcaghcce
gaattttaat
tgattagact
cttactggag
tactgggegaa
atgttcattt
titggeoctta
ttattgaaag
acatcttaca
ttgaattctt
attcagaaac
aasggattaa
aagatsatta
gatgcacaaa
aaatgtcagt
gactgcctca
gaactgcagc
gtgtaacagt
tagagtagtc
tgagaaaata

tgtgccageg
ttattatgaa

caaatctcca

ccgccaataa

atcccaagaa

ccttatttat
gatctcatac
tgatttaazaa
agtaactcca
tcgttagtaa
attggtttta
attgcttcac
gcctcttaaa
actatgccaa
gcattttagt
gatctataag
tacaatctaa
aazactgtag
sgtaacggag
BaAaagasaac
ttttaatgat
gcagcagtgt
actagaataa
atttatgcca
gtataattac
cttggagatt
aatctatgct

actzasasga

cttaatagct]
tacaaaacag
accagaattc
ctaagactgg
attcagtaza
tgttcaactt
tatttagatt
tgtcttagaa
ggceaggstt
tctaattata
gtgstttatg
gtcacatget
gtcaaactaa
aactgtgtat
atatacacza
cacagatcat
taasaagtsc
taaccagtca
cacttcacta
gacatggaca
atactgaatt
ttatggagat

gegtgcagetg

Sekil 3. 8. Ilgili sekansin FASTA formati.

Tez kapsaminda c¢alisilan genlere ait ekspresyon seviyesini belirlemek amaciyla

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ programi kullanildi. Program ile primerlerin dizaynlari
gerceklestirildi. Tlgili genin FASTA format1 kopyalanip Sekil 3.9°da bulunan kutucuga
yapistirildi. Sol ve sag primer kutucuklari isaretlendikten sonra Sekil 3.10°da yer alan

general primer picking conditions bagligi altindaki bilgiler ilgili gen gz Oniinde

bulundurularak dolduruldu.

H Prlmer3web version4.1.0 - Pick primers from a DNA sequence.

disclaimer code
cautions

Select the Task for primer selection

[Template masking before primer design (available species)

Primer failure rate cutoff (0.1 | || Nucleotides to mask in 3" directi

Select species [Example. Mus musculus | | Nucleotides o mask in 5' direction[1 |

irection[0_|

use a Mispriming Library. (gepeat library) [NONE

GGACTAGAACCAGTGGTCTGTAACAAAAGTACTTTCTCTTTACTCTATTAAATCTAGAATTAGCCGGEC
ATG6TCGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTT TGGGAGGCCAAGGC AGGCAGATCACTTGAGGTCAGCGT
TTGAGACCAGCC TGGTCAACATGGCGAAACCCTGTCTCTACAAAAAACATAAAART TAGCCAGGTGTGGT
GGTGGGCACCTGTAATCTCAGCTACTTGGGAGEC TGAGGCACAAGAATCACTTGRACTTGGGAGGTGEAG
GTTGCAGTGAGCCAAGATTGTGCCACTGCACTCAAGC CTGGGTGACGAGTGAACTGTCTCCAMARAARA
AAsALA

4

Paste source sequence below (5'->3", string of ACGTNacgtn - ulher letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs, etc.) or

| & pick tefi primer, or use left primer below || Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo below] B Pick right primer, or use right primer below (5'to 3' on opposite strand)

Sekil 3. 9. Primer dizayni i¢in kullanilan veri taban1 sayfasi.
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http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

General Primer Picking Conditions

Upload the settings from a file | Dosya Sec | Dosya secilmedi

Primer Size Mnl|18 ‘Opt‘zﬂ ‘,\Iax|20 ‘
Primer Tm MmlSS 0 ‘ Opt ‘ 59.0 ‘.\IaxlBT 0 ‘_\:[ax Tm Difference Table of thermodynamic parameters
Product Tm Min [-1000000 | Opt 0.0 | Max [1000000. |

Primer GC% Min[350  [Opt[50.0  |Max[650 |

Product Size Ranges ‘ 80-150

Number To Return Max 3’ Stability.
Max Library Mispriming | 12.00 Pair Max Library Mispriming |20.00

Thermodynamic Secondary Structure Alignments Old Secondary Structure Alignments
Use Thermedynamie Oligo Alignment
TH: Max Self Complementarity 45.0 Max Self Complementarity;
TH: Max 3' Self Complementarity

Max 3' Self Complementarity
Max Pair Complementarity

TH: Max Pair Complementarity

TH: Max 3' Pair Compl v Max 3' Pair Complementarity 100
TH: Max Prumer Hairpin

Thermodynamic Template Alignments 0Old Template Alignments

[T Use Thermodynamic Template Alionment

TH: Max Template Mispriming /W‘ Max Template Misprimin /W‘
TH: Pair Max Template Mispriming Pair Max Template Mispriming

Sekil 3. 10. Primer bilgilerinin girildigi veri tabani sayfasi.

Gerekli bilgiler girildikten sonra sayfada yer alan ‘Pick Primers’ butonuna tiklanarak veri

tabaninin 6nerdigi primer dizisinin yer aldig1 sayfaya ulasildi (Sekil 3.11).

Primer3 Output

PRIMER PICKING RESULTS FOR

No mispriming library specified
Using l-based seguence positions

OLIGO start len tm gc% _any th _3' th hairpin seqg
LEFT PRIMER 361 20 59.08  50.00 0.00  0.00 0.00 ATGCCTGTAATCCCAGCACT
RIGHT PRIMER 462 20 359.3% 55.00 0.00  0.00 0.00 TGTAGRGACAGGETTTCGCC

SEQUENCE SIEE: 507
INCLUDED REGION SIZE: 507

PRODUCT SIZE: 102, PAIR ANY TH COMPL: 0.00, PARIR 3' TH COMPL: 0.37

1 CTGTARGTGGCTAGGTTGETAGRATCARARRCEAGGGCCAGATGTATTTAAGGGGTATTC
61 AGATGCCACCTRACATGCTTATTTTGTCTAGAACAGTGCTGTCTAATAGRACTTTCTGTGA

121 CGATGGATATTTTGTAGACTTTTGCTGTCCAGTGTGGTAGCCACTARACCACATGTGGCTG

Sekil 3. 11. Veri tabaninin ilgili gen i¢in 6nerdigi primer dizisi sayfasi.

Primer3 veri tabaninin 6nermis oldugu dizayn edilen primer dizilerinin baska genler ile

aralarinda herhangi bir homolojinin olup olmadigini ise

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ veri tabani kullanilarak kontrol edilir (Sekil 3.11).

flgili genin dizayn edilen primerleri blastlanarak sonuglar1 Sekil 3.13°de gosterilmistir.

58


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

ELASTN programs search nuclectide Gatzbases using a nucleolide query. more.
Enter Query Sequence
Enter . gi(s), or FASTA @ ciear Query subrange €
ATGCCTGTAATCCCAGCAGT Fom ]
Ilgili Gene Ait Primer Sekansmm Yazildig1 Alan
To
Or, upload file Dosya secilmedi [2]
Job Title [ ]
tive for your BLAST search @
[ Align two or mare sequences @
Choose Search Set
Database (® Standard databases (nr efc - () rRNAATS databases () Genomic + franscript databases () Betacoronavirus
B O experimontal databases Try experimental taxonomic nt databases
For mors info see What are taxonomic nt datahases?
[ Muclestide collection (nrint] ~ @
Organism e _
optional Homa sampiens (favid azjldigxulien(73d orgenizm )
TEm common name. shonn @
Exclude [ Modeis (xtxp) ) U sample
Optional ~
Limit to [] sequences from type material
optianal
Entrez Query [ | VoullllTd Create custom database
Opticamt Enf Entrez query to fimit s=arch @
Program Selection
Optimize for @ Highly similar sequences (megabiast)
) More dissimilar sequences (disconfiguous megablast)
() Somewhat similar sequences (blastn)
2 BLAST algerithm @
Search database Nucleotide collection {nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
] show results In a new window

Sekil 3. 12. Primer dizayninin kontrol edildigi BLAST sayfasi.

National Library of M

BLAST ® » blastn suite » results for RID-9GF326G601N

o Your search parameters were adjusted to search for a short input sequence
Your search is limited to records that include: Homo sampiens (taxid:9606)

Home Recent Resulis Saved Sirategies Help

earch Search Summary v © How to read this report?  E8 BLAST Help Videos DBack to Traditional Results Page

Job Title Nucleotide Sequence Fllter Results
RID 9GF326GB01TM Search expires -26 2108 pm Download All +

i ly top 20 wil ]
Program BLASTN @  Citation v Organism  only top 20 will appear [ exclude
Database M See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘

+ Add organism

Query ID lcl|Query_446781
Description None Percent ldentity E value Query Coverage
el 1 L Js[ [ Je ]

Query Length 20

Otherreports  Distance free of resulls MSA viewer @

Descriptions

apl Summary Alignments Taxonomy

& hoverto see the titie I click fo show sfignments W=:4 MWs0-50 [J50-s0 [@so-z200 MW e

Alignment Scores

100 sequences sefested @)
Distrlbutlon of the top 137 Blast Hits on 100 subject sequences

Query.

Sekil 3. 13. Dizayn edilen primerlerin BLAST sonug sayfasi.

59



Tez ¢alismast dogrultusunda gen ekspresyon profillerine bakilarak her bir gen i¢in dizayn
edilen primerlerin listesi Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3. 8. Dizayn Edilen Primerlerin Listesi

Primer Dizisi Tm Sicakhk % GC

Gen Adi Primer (5"=>3’) (%) Orani
Beta Aktin Forward TGCTATCCCTGTACGCCTCT 59 55
Reverse CTCCTTAATGTCACGCACGA 57 50
BAX Forward CAGGAAGTGGAAAGGTGGAG 59 55
Reverse CTCAGGATGAAGACCCGAAG 59 55
BCL2 Forward TTGTAGTGTGTATGCCCTGCTT 59 45
Reverse TCCTCTGTGATGCTGAAAGGT 59 47
Caspase-3 Forward GCCTACAGCCCATTTCTCC 59 58
Reverse  TTCACTTTCTTACTTGGCGATG 59 41
P53 Forward ACCCATCCACCTCTCATCAC 59 55
Reverse TCTACTCCCAACCACCCTTG 59 55
PI3KCA Forward CCCCTCCATCAACTTCTTCA 60 50
Reverse ATGCCGATAGCAAAACCAAT 59 40
mTOR Forward GCAGATTTGCCAACTATCTTCGG 64 48
Reverse  CAGCGGTAAAAGTGTCCCCTG 64 57
AKT Forward TTCTATGGCGCTGAGATTGTGT 62 45
Reverse GCCGTAGTCATTGTCCTCCAG 62 57
Cytochrome- Forward AGACATGGACAGAGGAATGCC 60 52
¢ Reverse  CCTTGTGCTCACCATCTCCA 59 55

3.2.7.5. Kantitatif Gen Ekspresyonu (Real-Time PCR) Analizi

Gen ekspresyon seviyelerinin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla VA+Kemoterapotik
ila¢ kombinasyonlarinin sinerjik etki gosteren dozlar1 ile muamele edilen ve muamele
edilmeyen insan meme kanseri hiicre hatlarina Real-Time PCR (gPCR) analizi
gergeklestirildi. qPCR analizi stirecinde SYBR Green yontemi kullanildi. Bu yontemde
SYBR Green, qPCR analizi esnasinda ilgili gen bolgesi ¢ogaltilirken yesil floresan boya
kantitatif olarak olusan iiriine baglanir. Bu baglanma sonucunda belirli bir dalga boyunda
1s1ma meydana gelmesi sonucunda cihazda absorbans alinmasiyla analiz gergeklestirilir
(Ergiin vd., 2023).
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Kontrol ve uygulama gruplarindaki hiicrelerden izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi
gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’larin konsantrasyonlari esitlendikten sonra SYBR
Green yontemi kullanilarak BAX, BCL-2, p53, Sitokrom-C, Kaspaz-3, PI3K, mTOR,
AKT genlerinin ekspresyon miktarlar1 dlgiilerek B-Aktin ile normalize edildi.

RT-PCR reaksiyon karisimi hazirland1 ve igerisine cCDNA (100 ng-100 fg), ¢alisilan her
bir primerden 0,3-0,5 uM, Syber Green master miksten 10 pL ilave edildi. Son hacim
niikleaz free su ile 25 ul’ye tamamlandi. Calismalar esnasinda ve Tablo 3.9’daki PCR

protokolii takip edildi.

Tablo 3. 9. Quantitect SYBR Green PCR Protokolii

Basamak Sicaklik (°C) Siire  Dongii Sayis1
On Denatiirasyon 50°C 2 dk
Denatiirasyon 95°C 15dk 1
Primer Baglanma Basamagi 94°C 15 sn
Primer Uzama Basamagi 50°C -60°C 30 sn 40
Sonlandirma Basamagi 72°C 30sn

3.2.8. Migrasyon Calismasi

Hiicre gogii, yara tyilesmesi, kanser metastazi, embriyonik gelisim ve doku rejenerasyonu
dahil olmak {izere ¢esitli patolojik ve fizyolojik siireclerin temel bir bilesenidir. Kanserli
hiicrelerde toplu hiicre go¢ii 6zellikle invazyon ve metastazda 6nemli bir rol almaktadir
(Yamaguchi, Wyckoff, ve Condeelis, 2005). Hiicre migrasyonunu degerlendirmek igin
wound healing calismas1 yapilmistir. Hiicreler (5x10° hiicre/kuyu) 6 kuyucuklu plakalara
ekildi (Kalin vd., 2022). Hiicreler inkiibatorde bir gece bekletildikten sonra steril 10 pL
pipet ucu ile ¢izik (yara) olusturuldu. Hiicre artiklarini uzaklastirmak i¢in DPBS ile
yikandiktan sonra hiicreler, VA+Kemoterapotik ilaglarin kombinasyonunun en etkin CI
dozlariyla muamele edilerek inkiibasyona birakildi. Cizilen bolgeler, mikroskopla 0, 24
ve 48 saat araliklarla fotograflandi. Cizilen bolgelerin mesafesi, ImageJ yazilim programi

ile dlgiilerek migratif etkisi ortaya konuldu.

3.2.9. Iistatistiksel Analizler

Her bir hiicre hatti tizerine ilk asamada kemoterapétik ilaglar ve vulpinink asit (VA) ayri

ayr1 uygulandi ve doz- zaman bagimli proliferasyon sonuglart mikroplate okuyucu
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spektrofotometre ile 490 nm absorbans degerinde dl¢timleri alindi. Elde edilen sonuglara
gore her bir hiicre hatt1 {izerine ikinci agsamada kemoterapoétik ilag ile VA kombinasyon
denemesi yapildi. Kombinasyon denemelerinin sonug¢lart CompuSyn programi ile

hesaplandi. Deneyler 3’er kez tekrarlandi.

Her bir hiicre hatt1 iizerine sinerjik etki gosteren VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlar1 XTT sonucunda belirlenen 48 saatlik inkiibasyon siiresince uygulandi. Uygulama
sonrasi kombinasyon dozlarmin hiicreler iizerindeki migratif etkileri, mitokondriyal
membran potansiyeli, coklu kaspaz aktivasyonu, apoptoz, hiicre dongiisii lizerine etkisi,
hiicre i¢i oksidatif stres ile iligkisi, PI3K sinyal yolagi iizerindeki aktivasyon ve
inhibisyon degisimlerinin yani sira apoptotik ve PI3K yolak proteinleri iizerindeki
farkliliklar ve proteinlerin apoptotik yolak {izerindeki etkileri arastirildi. Deney
sonuclarinin istatistiki degerlendirilmesi i¢in GraphPad Prism version 5.00 (GraphPad
Software, San Diego California USA) istatistik programi kullanilarak gerceklestirildi.
Istatistiki olarak gerceklestirilen calismalarin degerlendirilmesi sonucunda P<0.05,
istatistiksel olarak anlaml bir farkin gostergesi olarak kabul edildi. Gergeklestirilen tiim

deneyler 3’er kez tekrarlandi.

Western blot analizi ile elde edilen hedef proteinler ve B-Aktin housekeeping proteininin
kemiliiminesans sinyal yogunlugu ImageJ software programu ile 6l¢iiliip, hedef proteinler
ve B-Aktin housekeeping proteinine karsi normalize edildi. Deney sonuglarinin istatistiki
degerlendirilmesi i¢in GraphPad Prism version 5.00 (GraphPad Software, San Diego
California USA) istatistik programi kullanilarak Unpaired t-testi yapilarak p degerleri

belirlendi. Deneyler 3’er kez tekrarlandi.

gPCR sonrasi hem kontrol hem de muamele gruplarinin gen ekspresyon seviyeleri CT
degerlerine gore standart sapmalariyla Livak Metodu (2722<") kullanilarak gerceklestirildi
(Livak ve Schmittgen, 2001). Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesi GraphPad Prism
Software programi kullanilarak yapildi. Unpaired t-testi yapilmis ve p degerleri
belirlendi. Buna gore; p>0,1=ns 6nemsiz, *p<0,01 6nemli, **p<0,001 ¢ok Onemli,
—

p<0,0001 vyiiksek derecede Onemli olarak degerlendirildi. Deneyler 3’er kez
tekrarlandu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Vulpinik Asit ve Kemoterapotik ilaclarin  Doz-Zaman Bagmh
Antiproliferasyon Calismalari

Meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453) {izerine ilk
asamada 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde sisplatin, doksorubisin, dosetaksel,
mitoksantron ve vulpinik asit ayr1 ayri uygulanmistir. Uygulama sonucunda her bir hiicre
hattinda kemoterapdtik ilaglarin ve vulpinik asitin inhibisyon degerleri Tablo 4.1° de doz-

zaman bagimli olarak verilmistir.

Tablo 4. 1. MCF-7 hiicre hatt1 iizerine Sisplatin, Doksorubisin, Dosetaksel, Mitoksantron
ve Vulpinik Asitin 24, 48 ve 72 saatlik inhibisyon degerleri.

24 saat
Sisplatin %inhibition %inhibition %inhibition %inhibition Vulpinik %inhibition
Dosetaksel Sisplatin Dosetaksel  Doksorubisin  Mitaksantron Asit Vulpinik Asit
Doksorubisin (nM)
Mitaksantron
(um)
0.1 16,94 57,35 46,24 31,30 10 10,29
1 26,49 58,94 47,74 33,50 25 25,82
10 29,06 60,86 86,31 38,73 50 30,21
50 32,79 65,09 >100 26,75 75 37,60
100 38,31 69,14 >100 51,34 100 56,25
48 saat
Sisplatin
Dosetaksel %inhibition %inhibition %inhibition %inhibition Vulpinik %inhibition
Doksorubisin Sisplatin Dosetaksel  Doksorubisin  Mitaksantron Asit Vulpinik Asit
Mitaksantron (nM)
(uMm)
0.1 8,76 59,33 83,01 56,45 10 52,48
1 11,03 46,62 85,90 67,86 25 58,69
10 9,67 35,62 97,25 88,91 50 59,86
50 1,25 36,27 >100 86,52 75 71,88
100 6,10 42,633 >100 96,01 100 73,03
72 saat
Sisplatin
Dosetaksel %inhibition %inhibition %inhibition %inhibition Vulpinik %inhibition
Doksorubisin Sisplatin Dosetaksel  Doksorubisin  Mitaksantron Asit Vulpinik Asit
Mitaksantron (nM)
(uM)
0.1 16,56 62,40 94,81 >100 10 78,72
1 22,59 65,46 94,55 >100 25 88,035
10 17,01 61,80 97,51 >100 50 89,79
50 9,45 58,95 >100 >100 75 >100
100 11,19 59,46 >100 >100 100 >100
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Inhibisyon sonuglar1 dogrultusunda MCF-7 hiicre hatt1 icin konsantrasyonlar vulpinik vsit
(VA) 25-150 uM, doksorubisin (DOX) ve mitoksantron (MIX) igin ise 0,05-10 uM olarak
belirlenmistir.

Meme kanseri hiicre hatlart MDA-MB-231 iizerine ilk asamada 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde doksorubisin, mitoksantron ve wvulpinik asit ayri ayr
uygulanmistir. 72 saat sonunda hiicreler tamamen 61diigii i¢in 6l¢lim alinamamistir. Bu
nedenle 72 saatlik doz aralig1 verilmemistir. Uygulama sonucunda her bir hiicre hattinda
kemoterapotik ilaglarin ve vulpinik asitin inhibisyon degerleri Tablo 4.2° de doz-zaman

bagimli olarak verilmistir.

Tablo 4. 2. MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine Doksorubisin, Mitoksantron ve Vulpinik
Asitin 24 ve 48 saatlik inhibisyon degerleri.

24 saat

Doksorubisin/ %I nhibisyon %I nhibisyon Vulpinik Asit %] nhibisyon

Mitoksantron Doksorubisin Mitoksantron (uM) Vulpinik Asit
(nM)

0.05 61,77 41,93 5 18,94

0.1 60,01 48,64 10 29,53

1 68,45 58,24 25 31,99

10 77,80 83,68 50 38,11

50 98,67 85,57 100 49,57

100 >100 92,02 150 70,72

48 saat
Doksorubisin/ %]inhibisyon %Inhibisyon Vulpinik Asit %Iinhibisyon
Mitoksantron Doksorubisin Mitoksantron (uM) Vulpinik Asit
(nM)

0.05 69,09 40,82 5 26,84

0.1 73,45 49,0 10 38,90

1 77,83 59,22 25 34,35

10 91,23 90,98 50 39,37

50 >100 91,78 100 63,89

100 >100 >100 150 76,89

Inhibisyon sonuglar1 dogrultusunda MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in konsantrasyonlar
vulpinik asit (VA) 5-150 uM, doksorubisin (DOX) ve mitoksantron (MIX) igin ise 0,05-

100 uM olarak belirlenmistir.
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Meme kanseri hiicre hatlart MDA-MB-453 {izerine ilk asamada 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinde doksorubisin, mitoksantron ve wvulpinik asit ayri ayr
uygulanmigtir. 72 saat sonunda hiicreler tamamen inhibe edildigi i¢in Olglim
almmamamustir. Bu nedenle 72 saatlik doz aralig1 verilmemistir. Uygulama sonucunda her
bir hiicre hattinda kemoterapétik ilaglarin ve vulpinik asitin inhibisyon degerleri Tablo

4.3’ de doz-zaman bagimli olarak verilmistir.

Tablo 4. 3. MDA-MB-453 hiicre hatt1 iizerine doksorubisin, mitoksantron ve vulpinik
asitin 24 ve 48 saatlik inhibisyon degerleri.

24 saat
Doksorubisin/ %] nhibisyon %] nhibisyon Vulpinik Asit %] nhibisyon
Mitoksantron Doksorubisin Mitoksantron (nM) Vulpinik Asit
(uM)
0,05 2,63 20,16 5 23,06
0,1 2,66 41,66 10 28,46
0,5 12,53 30,72 25 40,04
1 23,51 41,93 50 48,72
5 49,36 80,88 100 54,96
10 56,26 90,68 150 59,38
25 71,52 93,48
50 84,12 97,41
48 saat
Doksorubisin/ %1 nhibisyon %I nhibisyon Vulpinik Asit %I nhibisyon
Mitoksantron Doksorubisin Mitoksantron (uM) Vulpinik Asit
(uM)
0,05 4,28 25,64 5 27,91
0,1 4,94 27,87 10 32,14
0,5 14,42 37,83 25 43,01
1 25,07 44,63 50 56,74
5 68,33 85,74 100 60,11
10 79,40 93,78 150 74,01
25 84,51 96,61
50 91,92 98,01
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4.2. Kemoterapétik Ilaclarin Vulpinik Asit ile Kombinasyon indeks Degerlerinin
Belirlenmesi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 iizerine VA ve kemoterapdtik
ilaclarin doz-zaman bagimli XTT ¢alismast sonuclar1 dogrultusunda her ti¢ hiicre hatti
lizerine belirlenen konsantrasyonlarda VA-DOX ve VA-MIX kombinasyonlar
uygulanarak 48 saatlik inkiibasyon sonucuna gére kombinasyon indeks (CI) degerleri
CompuSyn programu ile belirlenmistir. Bu asamadan sonraki tiim ¢alismalar VA’nin her
bir kemoterapdtik ilag ile sergilemis oldugu sinerjik etki (CI<1) gosterdigi dozlar

tizerinden devam ettirilmistir.

MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon indeks
degerleri Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4. 4. MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde VA+DOX ve VA+MIX’in CI degerleri

VA+DOX VA+MIX
Konsantrasyon Absorbans CI degeri Konsantrasyon  Absorbans CI degeri

(M) (nM)

25-0,05 0,394 4,732 25-0,05 0,313 2,123
50-0,1 0,222 1,725 50-0,1 0,211 1,369
75-1 0,144 4,190 75-1 0,143 3,362
100-5 0,064 2,623 100-5 0,068 2,169

150-10 0,070 6,373 150-10 0,050 1,980

MCEF-7 hiicre hatt1 lizerine uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin bes
farkli dozu (25-0,05, 50-0,1, 75-1, 100-5 ve 150-10 uM) 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
absorbans degerleri alinarak CI degerleri CompuSyn programi ile belirlenmistir. MCF-7
hiicre hatti lizerinde uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarindan elde edilen
CI degerleri bu kombinasyonlarin tiim dozlarinda antagonistik etki sergiledigini

gostermistir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerine uygulanan kombinasyon konsantrasyonlar1 ve CI

degerleri Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4. 5. MDA-MB-231 hiicre hatti iizerine VA+DOX ve VA+MIX konsantrasyon
ve CI degerleri

VA+DOX VA+MIX
Konsantrasyon  Absorbans  CI degeri Konsantrasyon  Absorbans  CI degeri

(uM) (nM)

5-0,1 0,459 0,713 5-0,1 0,317 0,162
10-0,5 0,413 2,207 10-0,5 0,360 0,639

25-1 0,349 2,784 25-1 0,247 0,785

50-5 0,153 1,808 50-5 0,109 0,907
100-10 0,107 2,002 100-10 0,127 2,161

MDA-MB-231 hiicre hatti lizerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin dozlari
(5-0,1, 10-0,5, 25-1, 50-5 ve 100-10 uM) 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda absorbans
degerleri alinarak CI degerleri CompuSyn programi kullanilarak degerlendirilmistir.
Degerlendirme sonucunda CI degerlerine bakildiginda MDA-MB-231 hiicre hattinda
VA+DOX kombinasyonlart i¢erisinde en diisiik dozlar olan 5-0,1 uM dozu orta sinerjik
etki gosterirken diger dort doz antagonistik etki gostermistir. Ayni hiicre hatti {izerine
uygulanan VA+MIX dozlarindan ise en diisiik doz (5-0,1 uM) giiclii sinerjik etki,
uygulanan ikinci ve tiglincii dozlar (10-0,5 uM ve 25-1 uM) sinerjik etki, dordiincti doz
(50-5 uM) ise hafif sinerjik etki sergiledigi goriilmiistiir.

MDA-MB-453 hiicre hatt1 lizerine uygulanan kombinasyon konsantrasyonlart ve CI

degerleri Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4. 6. MDA-MB-453 iizerine VA+DOX ve VA+MIX konsantrasyon ve CI degerleri

VA+DOX VA+MIX
Konsantrasyon  Absorbans  CI degeri Konsantrasyon  Absorbans  CI degeri
(nM) (nM)
25-0,1 0,146 0,174 25-0,05 0,105 0,119
50-0,5 0,118 0,295 50-0,1 0,086 0,192
75-1 0,083 0,303 75-0,5 0,034 0,115
100-5 0,0388 0,203 100-1 0,0188 0,087
150-10 0,0150 0,113 150-5 0,0073 0,054

MDA-MB-453 hiicre hatt1 iizerine 48 saatlik inkiibasyon siiresince uygulanan VA+DOX
(25-0,1, 50-0,5, 75-1, 100-5 ve 150-10 uM) dozlar1 ve VA+MIX (25-0,05, 50-0,1, 75-
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0,5, 100-1 ve 150-5 pM) dozlarinin tamaminda sinerjik etki gozlenmistir. VA+DOX
uygulanan tiim dozlar giiclii sinerjik etki sergilerken, VA+MIX uygulanan ilk ii¢ dozu
(25-0,05 uM, 50-0,1 uM ve 75-0,5 uM) gii¢lii sinerjik etki, son iki dozu ise (100-1 uM
ve 150-5 uM) ¢ok giiclii sinerjik etki sergilemistir.

MCF-7 MDA-MB-231 MDA-MB-453
VA+DOX VA+MIX VA+DOX VA+MIX VA+DOX VA+MIX
(um) (uM) (uM) (uM) (uM) (um)

i~ 13 17 17

(25-0,05) {25-0,05) (5-0,1) :5-0,1]+ (25-0,1) + (2 5-0,:::5;‘“#"

i tH 11 13
(50-0,1) (50- 0,1) (10-0,5) [10-0.5) (50-0,05) (50- 0,1)

1 1 T+ 1t 1+

75- 1) (75-1) 125-1) (25-1) (75-1) (75- D.5++

f 19 1 1
(100-5) (100- 5) [50- 5) {50- 5) {100- 5) (100- 1)

I T+ K

(150- 10) (150- 10) {100- 10} (100- 10) (150- 10["#" 1150-51+

@ Hafif Sinerjik Etki

© Orta Sinerjik Etki

@ Sinerjik Etki

@ Giiclu Sinerjik Etki

@ Cok Giiclii Sinerjik Etki

© Antagonistik Etki
@ Orta Antagonistik Etki
@ Gicli Antagonistik Etki

Sekil 4. 1. MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 lizerinde uygulanan
vulpinik asit-kemoterapétik ilag kombinasyon ¢alismalari.

Meme kanseri hiicre hatlarindan MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 iizerinde 48 saatlik
inkiibasyondan sonra VA+DOX ve VA+MIX’in sinerjik etki gosteren dozlart sonraki
molekiiler ¢aligmalar i¢in uygulanmistir. Her bir uygulama sonrasinda sinerjik etki
gosteren dozlarin her iki meme kanseri hiicre hattinda oksidatif stres, mitokondriyal
membran potansiyeli, ¢coklu kaspaz aktivasyonu, hiicre dongiisii, migrasyon, apoptoz ve

PI3K/AKT sinyal yolag: iizerine etkileri arastirilmistir.

68



4.3. Flow Sitometri Calismalari
4.3.1. Apoptozis (Annexin V/FITC-PI)

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 iizerine VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlarinin 48 saat uygulanmasi sonucu apoptotik etkilerinin flow sitometri

analiz sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de verilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik etkilerin belirlenmesi i¢in hiicreler
VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin 48 saatlik uygulama sonrasi ANNEXIN V
testine tabi tutulmustur (Sekil 4.2). Yapilan c¢alismalar sonucunda kontrol grubunda
bulunan hiicre popiilasyonunun %97,25°1 canli, %0,45’1 erken apoptoz, %1,45°1 geg
apoptoz, toplamda %1,9 total apoptoz gozlenmistir. Uygulama gruplarinda ise VA+DOX
(5-0,1 uM) dozunda hiicre popiilasyonunun %92,10’u canli, %1,25’i erken apoptoz,
%35,95°1 geg apoptoz, toplamda %7,2 (**, p<0,001) total apoptoz gézlenmistir. VA+MIX
kombinasyonunun en diisiik dozunda (VM-1, 5-0,1uM) hiicre popiilasyonunun %90,90°1
canli, %0,65°1 erken apoptoz, %4,75’i ge¢ apoptoz, toplamda %5,4 (**, p<0,001) total
apoptoz gozlenmistir. VA+MIX’in ikinci kombinasyonu (VM-2, 10-0,5 uM) hiicrelere
tatbik edildiginde hiicre popiilasyonunda %3,85 erken apoptoz, %6,50 ge¢ apoptoz ve
toplamda %10,35 (***, p<0,0001) total apoptoz gbzlenmistir. VA+MIX uygulanan en
son dozunun (VM-3, 25-1 uM) hiicre popiilasyonunun %87,52’sinin canli, %2,77’sinin
erken apoptoz, %6,01’inin ge¢ apoptoz, toplamda %8,78 (***, p<0,0001) total apoptoz
sonuglart elde edilmistir. Sonug¢ olarak kontrol grubuna kiyasla uygulama grubu
hiicrelerinde, VA+DOX ve VA+MIX’in sinerjik etki dozlarinin kanser hiicrelerini diisiik-

orta derecede apoptoza yonelttigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. MDA-MB-231 hiicre hatti iizerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin
48 saatlik apoptotik etkileri. Grafiklerin iizerinde bulunan konsantrasyonlar sirasiyla;
VA+DOX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-2 (10-0,5 uM), VA+MIX-3
(25-1 uM)’dur.

MDA-MB-453 hiicre hattina 48 saatlik inkiibasyon siiresince uygulanan VA+DOX ve
VA+MIX dozlarinin hiicreler iizerindeki apoptotik etkisini belirleyebilmek i¢in
ANNEXIN V testi hiicrelere uygulanmistir (Sekil 4.2). Uygulama sonrasi kontrol
grubunda bulunan hiicrelerdeki hiicre popiilasyonunun %81,10’u canli, %15,70’1 erken
apoptoz, % 3,051 ge¢ apoptoz, toplamda %18,75 total apoptoz gozlenmistir. Uygulama
grubunda ise, VA+DOX kombinasyonunun ilk dozunda (VD-1, 25-0,1 uM) hiicre
popiilasyonunun % 62,80’1 canli, %30,65’1 erken apoptoz, %6,55’1 ge¢ apoptoza,
toplamda %37,2 (***, p<0,0001) total apoptoz goézlenmistirr VA+DOX
kombinasyonunun ikinci uygulanan dozunda (VD-2, 75-1 uM) ise hiicre popiilasyonunun
% 43,05’1 canli, %43,20’si erken apoptoz ve %13,75’1 ge¢ apoptoz, toplamda %56,95
(****, p<0,00001) total apoptoz gozlenmistir. VA+DOX son uygulanan dozu (VD-3,
150-10 uM) ise hiicre popiilasyonunu % 43,40 canli, %43,95’inin erken apoptoz,
%12,60’min ge¢ apoptoz, toplamda %56,55 (****, p<0,00001) total apoptoz
gozlenmistir. VA+MIX dozlarinda ise ilk dozda (VM-1, 25-0,05 uM) hiicre
popiilasyonunun % 64,80’1 canli, %28,20’si erken apoptoz, % 6,95’1 ge¢ apoptoz
toplamda %35,15 (***, p<0,0001) total apoptoz gdzlenmistir. Ikinci uygulanan dozda ise
(VM-2, 75-0,5 uM) hiicre popiilasyonunun %57,65’inin canli, % 33,951 erken apoptoz,
%8’1 geg apoptoz, toplamda %41,95 (****, p<0,00001)total apoptoz gézlenmistir. MDA-
MB-453 hiicre hattina uygulanan VA+DOX ve VA+MIX sinerjik etki kombinasyon
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dozlarmin kontrol grubuna goére hiicreleri yiiksek derecede apoptoza yonlendirdigi

belirlenmistir.

KONTROL VA+DOX 1 VA+DOX-2 VA+DOX-3

APOFTOEE FATFIE AROFTCEIRFROTLE
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0.15% ELoLY
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WIBILITY
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Sekil 4.3. MDA-MB-453 hiicre hatt1 iizerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlarmin 48 saatlik apoptoz etkisi. Grafiklerin iizerinde bulunan konsantrasyonlar
sirastyla; VA+DOX-1 (25-0,1 uM), VA+DOX-2 (75-1 uM), VA+DOX-3 (150-10 uM),
VA+MIX-1 (25-0,05 uM), VA+MIX-2 (75-0,5 uM)’dur.

rl * ]
IVIDASIVIB=ZS1 MDA-MB-453
VA+DOX (5-0,1uM) VA+DOX-1 (25-0,1uM
N Sﬁf — VA+DOX-2 (75-1uM)
VA+DOX-3 (150-10uM)
VA+MIX-1 (5-0,1uM)
L VAFMIX-2 (10-0,5|,|.M} VA+MIX-1 [25-0,05“&“%
VA+MIX-3 (25-1uM) VA+MIX-2 (75-0,5uM)

Sekil 4.4. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatlar1 izerinde vulpinik
asit-kemoterapétik ilag kombinasyonlarinin apoptoz sonuglari.
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4.3.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 iizerine VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlarinin 48 saat uygulanmasi sonucu mitokondriyal membran potansiyeli
tizerine etkilerinin flow sitometri analiz sonuglar1 sirastyla Sekil 4.5 ve Sekil 4.6°da

verilmigtir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine 48 saatlik inkiibasyon siiresince uygulanan VA+DOX
(VD-1, 5-0,1 uM) ve VA+MIX (VM-1, 5-0,1 uM, VM-2, 10-0,5 uM ve VM-3, 25-1 uM)
dozlariin mitokondri membraninda meydana getirdigi farklilik Mitokondriyal Membran
Potansiyeli testi ile belirlenmistir. Elde edilen bulgular kontrol grubu hiicrelerinde hiicre
poplilasyonunun %70,08’1 canli, %23,27’si o6li, %5,19°’u depolarize-canli, ve
%1,46’smin ise depolarize Olii, toplamda %6,65 total depolarize hiicre popiilasyonu
oldugunu gostermistir. Uygulama grubunda ise VD-1 dozunun hiicre popiilasyonunun,
%61,05’inin canli, %30,70’inin 6lii, %6,55’ini depolarize canli %1,70’inin depolarize
oli, toplamda %8,25 (*, p<0,01) total depolarize hiicre popiilasyonu oldugu
belirlenmistir. VA+MIX dozlarinda ise VM-1 dozunda hiicre popiilasyonunun %39.,45’1
canli, %38,05’1 6l ve %7,80’1 depolarize canli, %14,70’inin depolarize 6lii, toplamda
%22,5 (***, p<0,0001) total depolarize hiicre popiilasyonu oldugu, VM-2 dozuna tabi
tutulan hiicre popiilasyonunun %9,60°1 canli, %42’si 6lii ve %37,90°1 depolarize canli,
%10,05’inin depolarize 6lii, toplamda %47,95 (***, p<0,0001) total depolarize hiicre
popiilasyonu oldugu, uygulanan VM-3 dozunda ise hiicre popiilasyonunun %10,55’1
canli, %39,35’1 6li ve %36,70’1 depolarize canli, %13,40’1 depolarize 6lii, toplamda
%50,1 (***, p<0,0001) total depolarize hiicre popiilasyonu oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak kontrol grubuna kiyasla uygulanan VD kombinasyonunun MDA-MB-231
hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelinde oldukca diisiik bir degisiklik
gostermistir (*, p<0,01). Ote yandan her bir VM kombinasyonunda membran

potansiyelinin yiiksek derecede depolarize oldugu belirlenmistir (***, p<0,0001).
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KONTROL VA+DOX

KONTROL VA+MIX-1 VA+MIX-2 VA+MIX-3

Sekil 4.5. MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlarmnin 48 saatlik mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen degisimlerin
etkisi. Grafiklerin iizerinde bulunan konsantrasyonlar sirasiyla; VA+DOX (5-0,1 pM),
VA+MIX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-2 (10-0,5 uM), VA+MIX-3 (25-1 uM)’dr.

MDA-MB-453 hiicre hatti lizerine 48 saatlik inkiibasyon siiresince uygulanan VA+DOX
(VD-1, 25-0,1 uM ve VD-3 150-10 uM) ve VA+MIX (VM-1, 25-0,05 uM, VM-2, 75-
0,5 uM ve VM-3 150-5 uM) dozlarinin mitokondri membraninda meydana getirdigi
farklilik Mitokondriyal Membran Potansiyeli testi ile belirlenmistir. Elde edilen bulgular
kontrol grubu hiicrelerindeki hiicre popiilasyonunun %81,20’si canli, %5,30’u 6li ve
%12,90’1 depolarize canli, %0,60°1 depolarize 6lii, toplamda %13,5 total depolarize hiicre
popiilasyonu oldugu belirlenmistir. Uygulama grubunda ise VA+DOX dozlaria
bakildiginda VD-1 dozunda hiicre popiilasyonunun %32,05°1 canli, %58,75’1 6l ve
%2,45°1 depolarize canli, %6,75’1 depolarize 6li, toplamda %9,2 (**, p<0,001) total
depolarize hiicre popiilasyonu oldugu, VD-3 dozunda ise hiicre popiilasyonunun
%16,20’si canli, %70,05°1 6li ve %5,25°1 depolarize canli, %8,50’sinin depolarize 6lii
toplamda %13,75 (ns, p<0,05) total depolarize hiicre popiilasyonu oldugu belirlenmistir.
VA+MIX dozlarina bakildiginda VM-1 dozunda hiicre popiilasyonunun %28,05°1 canli,
%61,80’1 6lii ve %6,30°u depolarize canli, %3,85’1 depolarize 6lii, toplamda %10,15 (**,
p<0,001) total depolarize hiicre popiilasyonu oldugu, VM-2 dozunda ise hiicre
popiilasyonunun %15,65’1 canli, %52,45’1 6li ve %28’ depolarize canli, %3,901
depolarize oli, toplamda %31,90 (***, p<0,0001) total depolarize hiicre popiilasyonu

oldugu, VM-3 dozundaki hiicre popiilasyonunun ise %11,10’u canli, %49,15°1 6lii ve
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%34°1 depolarize canli, %5,75’1 depolarize 6lii, toplamda %39,75 (***, p<0,0001) total
depolarize hiicre popiilasyonu oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak kontrol grubu
hiicrelerine kiyasla VD’nin her iki dozu da 48 saat inkiibasyondan sonra MDA-MB-453
hiicrelerinin  mitokondriyal membran potansiyellerinde anlamli bir degisiklik
gdstermemistir. Ote yandan VM nin ikinci ve {i¢iincii kombinasyonlari istatistiksel olarak
mitokondriyal membran potansiyelini yiiksek derecede degistirdigi belirlenmistir (***,

p<0,0001).
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Sekil 4.6. MDA-MB-453 hiicre hatt1 lizerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlarmin 48 saatlik mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen degisimlerin
etkisi. Grafiklerin iizerinde bulunan konsantrasyonlar sirasiyla; VA+DOX-1 (25-0,1
uM), VA+DOX-3 (150-10 uM), VA+MIX-1 (25-0,05 uM), VA+MIX-2 (75-0,5 uM),
VA+MIX-3 (150-5 pM)’dir.

VA+DOX VaA+MIX
VD-1 (5-0,1 puha) WI-1 (5-0,1 uh)
MDA-MB-231 ns WM-2 (10-0,5 phaj
N WM-3 (25-1 uM) \
VD-1 (25-0,1 ph) V-1 (25-0,05 ph)
MDA-MB-453 WD-3 (150-10 uh) WM-2 (75-0,5 uhAj

VIM-3 (150-5 pM)

Sekil 4.7. MDA-MB-453 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerine vulpinik asit-
kemoterapotik ilag kombinasyonlarinin mitokondriyal membran potansiyeli {izerine
etkileri.
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4.3.3. Multikaspaz Aktivitesi

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 tizerine VA+DOX ve VA+MIX’in farkli
kombinasyonlar1 48 saat siireyle uygulanmis ve bu kombinasyonlarin multi-kaspaz
aktiviteleri flow sitometri analizleriyle belirlenmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.8 ve

Sekil 4.9’da gdsterilmistir.

Sekil 4.8°de goriildiigl iizere MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol grubu hiicrelerinin
%86,15°1 canli, %0,65’inin ise 6li, %8,35’1 casp+, %4,85’1 casp+/6li, toplamda ise
%13,2 total kaspaz hiicre popiilasyonu oldugu goériilmektedir. VD-1 (5-0,1 uM) uygulama
grubunda hiicre popiilasyonunun %60,95’1 canli, %0,15’inin 6li, %16,5’1 casp+,
%22,75’1 casp+/6lii ve toplamda %39,25 (***, p<0,0001) total kaspaz hiicre popiilasyonu
oldugu gorilmektedir. VA+MIX uygulama grubunda ise VM-1 (5-0,1 puM)
kombinasyonunda hiicre popiilasyonunun %44,20 canli, %0,30 oli, %27,20 casp+,
%28,30 casp+/6lii ve toplamda %55,50 (***, p<0,0001) total kaspaz hiicre popiilasyonu
oldugu, VM-2 (10-0,5 uM) kombinasyonunda ise hiicre popiilasyonunun %46,45 canl,
%0,50 oli, %27,15 casp+, %25,90 casp+/6lii ve toplamda ise %53,05 (***, p<0,0001)
total kaspaz hiicre popiilasyonu oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak kontrol grubuna
kiyasla her iki VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-231 hiicrelerinde

multi-kaspaz aktivitesini onemli derecede artirdigi goriilmiistiir.

KONTROL VA+DOX-1

Caspase+Dead

KONTROL VA+MIX-1 VA+MIX-2

° | . | 13

Fins
H

Sekil 4.8. MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlarmin 48 saatlik multikaspaz aktivitesine etkisi. Grafiklerin {lizerinde bulunan
konsantrasyonlar sirasiyla; VA+DOX (5-0,1 uM), VA+MIX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-2
(10-0,5 uM)’dr.
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Sekil 4.9°da goriildiigii iizere MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol grubu hiicrelerinin
%84,75 canli, %0,15 6li, %10,15 casp+, %4,95 casp+/6lii ve toplamda %15,1 total
kaspaz hiicre popiilasyonu oldugu belirlenmistir. Uygulama dozlarinda ise VD-1 (25-0,1
uM) dozundaki hiicre popiilasyonunun %77 canli, %0,10 6li, %17,05 casp+, %5,85
casp+/6lii ve toplamda %22,9 (**, p<0,001) total kaspaz hiicre popiilasyonu oldugu, VD-
2 (75-1 uM) dozundaki hiicre popiilasyonunun ise %16,15 canli, %54,55 casp+, %29,30
casp+/0lii, toplamda %83,85 (****, p<0,00001) total kaspaz hiicre popiilasyonu oldugu,
VA+MIX dozlarinda ise VM-1 (25-0,05 uM) dozundaki hiicre popiilasyonunun %87,50
canli, %0,05 6li, %8,95 casp+, %3,50 casp+/6li ve toplamda %12,45 (*, p<0,01) total
kaspaz hiicre popiilasyonu oldugu, VM-2 (75-0,5 uM) dozundaki hiicre popiilasyonunun
%58,85 canli, %21,30 6li %3,80 casp+, %16,05 casp+/6lii ve toplamda %19,85 (*,
p<0,01) total kaspaz hiicre popiilasyonu oldugu, oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak,
kontrol grubuna gore karsilastirildiginda uygulama grubunda kullanilan VD-2 dozunun
onemli derecede MDA-MB-453 hiicre hatt1 iizerinde kaspaz aktivitesini artirdidi,
uygulamada kullanilan diger VA+DOX ve VA+MIX sinerjik etki kombinasyonlarinda
da MDA-MB-453 hiicre hatt1 iizerinde kaspaz aktivitesini artirdigi belirlenmistir.

KONTROL VA+DOX-1 VA+DOX-2
.
il ? gt £
KONTROL VA+MIX-1 VA+MIX-2
-
o
. |

Sekil 4.9. MDA-MB-453 hiicre hatt1 iizerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlarinin 48 saatlik multikaspaz aktivitesine etkisi. Grafiklerin iizerinde bulunan
konsantrasyonlar sirastyla; VA+DOX-1 (25-0,1 uM), VA+DOX-2 (75-1 uM), VA+MIX-
1(25-0,05 uM), VA+MIX-2 (75-0,5 uM)’dr.
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Sekil 4.10. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 {izerine uygulanan vulpinik
asit-kemoterapétik ilag kombinasyonlarimin multikaspaz aktiviteleri tizerindeki etkileri.

4.3.4. Reaktif Oksijen Tiirleri

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 iizerine VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlar1 48 saat siireyle uygulanmis ve bu kombinasyonlarin reaktif oksijen
tirleri tizerindeki degisimleri flow sitometri analizleriyle belirlenmistir. Elde edilen

bulgular Sekil 4.11 ve Sekil 4.12’de verilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine VA+DOX (5-0,1 uM) ve VA+MIX (5-0,1 uM, 10-0,5
uM, 25-1 uM) kombinasyonlarmin ROS iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in uygulama
yapilmustir. Uygulama sonucunda elde edilen grafiklerde yer alan M1; Canli ve ROS’un
negatif oldugu hiicre popiilasyonunu, M2 ise ROS+ sergileyen hiicre popiilasyonunu
gostermektedir. Bu kapsamda hiicre MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanan VA+DOX
ve VA+MIX kombinasyonlarinin ROS degisimleri belirlenmistir. Kontrol grubu
hiicrelerinin ROS popiilasyonuna bakildiginda M1 9%69.73, M2 %15.87 oldugu
belirlenmistir. Uygulama grubunda VD-1 dozunda M1 %57.27, M2 %38.50 (***,
p<0,0001) oldugu, VM-1 kombinasyonunda M1 %73.07, M2 %15.73 (ns, p<0,05)
oldugu, VM-2 kombinasyonunda M1 %67.40, M2 %21.67 (**, p<0,001) oldugu, VM-3
kombinasyonunda M1 %55.97, M2 %36.27 (***, p<0,0001) oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak, kontrole gore kiyaslandiginda VD-1 ve VM-3 dozlarinin ROS miktarin1 artirdigi,
VM-2 dozunda ROS’un kismen arttigi ve VM-1 dozunda ise anlamli bir degisiklik

gostermedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.11. MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlarmin 48 saatlik reaktif oksijen tiirleri lizerine etkisi. Grafiklerin {izerinde bulunan
konsantrasyonlar sirasiyla; VA+DOX (5-0,1 uM), VA+MIX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-2
(10-0,5 uM), VA+MIX-3 (25-1 uM)’dur.

MDA-MB-453 hiicre hatti tizerine VA+DOX (VD-1, 25-0,1 uM ve VD-2, 75-1 uM) ve
VA+MIX (25-0,05 uM, 75-0,5 uM, 150-5 uM) kombinasyonlarinin ROS tizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in uygulama yapilmistir. Uygulama sonucunda elde edilen
grafiklerde yer alan M1; Canli ve ROS’un negatif oldugu hiicre popiilasyonunu, M2 ise
ROS’un pozitif oldugunu sergileyen hiicre popiilasyonunu gostermektedir. Bu kapsamda
hiicre MDA-MB-453 hiicre hattina uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlarinin ROS degisimleri belirlenmistir. Kontrol grubu hiicrelerinin ROS
popiilasyonuna bakildiginda M1 %89.23, M2 %6.10 oldugu belirlenmistir. Uygulama
grubunda VD-1 kombinasyonunda M1 %89.47, M2 %8.43 (*, p<0,01) oldugu, VD-2
kombinasyonunda M1 %29.23, M2 %70.70 (****p<0,00001) oldugu, VM-1
kombinasyonunda M1 %87.50, M2 %6.73 (ns, p<0,05) oldugu, VM-2 kombinasyonunda
M1 %65.97, M2 %9.40 (*, p<0,01) oldugu, VM-3 kombinasyonunda M1 %69.43, M2
%10.17 (*, p<0,01) oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, kontrole gore kiyaslandiginda
ozellikle VD-2 kombinasyonunun hiicrelerinde oldukg¢a 6nemli derecede ROS’u artirdigi,
VM-1 kombinasyonunda kontrole gore anlamli bir degisim gézlemlenmedigi, VD-1,

VM-2 ve VM-3 kombinasyonlarinda ROS miktarini kismen artirdig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.12. MDA-MB-453 hiicre hatt1 lizerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlarmin 48 saatlik reaktif oksijen tiirleri lizerine etkisi. Grafiklerin {izerinde bulunan
konsantrasyonlar sirastyla; VA+DOX-1 (25-0,1 uM), VA+DOX-2 (75-1 uM), VA+MIX-
1(25-0,05 uM), VA+MIX-2 (75-0,5 uM), VA+MIX-2 (150-5 uM)’dur.

VA+DOX VASMIX
VD-1 (5-0,1 ui) ‘ VM- {5-0,1 ph) ns
MDA-MB-231
VM-2 (10-0,5 pM)
VIM-3 (25-1 uh) A
VD-1 (25-0,1 pM) ns VM-1(25-0,05 uM) NS

MDA-MB-453
VD-2 [75-1 uh) ‘ VIM-2 (75-0,5 pM) Q
VIM-2 [150-5 un) Q

Sekil 4.13. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 lizerine uygulanan vulpinik
asit-kemoterapétik ilag kombinasyonlariin ROS {izerine etkileri.

4.3.5. Hiicre Dongiisii

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 iizerine VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlari 48 saat siireyle uygulanmis ve bu kombinasyonlarin hiicre dongiisii

tizerindeki degisimleri flow sitometri analizleriyle belirlenmistir. Elde edilen bulgular

Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°de verilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine 48 saatlik inkiibasyon siiresince uygulanan VA+DOX
(VD-1, 5-0,1 uM) ve VA+MIX (VM-1, 5-0,1 uM ve VM-2, 10-0,5 uM) dozlarinin hiicre
dongiisii  lizerindeki etkileri arastirilmistir. Uygulama sonrasinda kontrol grubu
hiicrelerinin hiicre dongiisii esnasinda hiicre popiilasyonlarinin tutulma yerleri ve

oranlari; GO/G1 noktasinda %42.9, S noktasinda %24.5, G2/M noktasinda %16.3 olarak
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belirlenmigtir. Uygulama grubunda ise VD-1 dozunda hiicre popiilasyonu; GO/G1
noktasinda %53.2 (**, p<0,001), S noktasinda %4.8, G2/M noktasinda %1.9, VM-1
dozunda hiicre popiilasyonu; GO/G1 noktasinda %61.7 (***, p<0,0001), S noktasinda
%18.5, G2/M noktasinda %10.2, VM-2 dozunda hiicre popiilasyonu; GO/G1 noktasinda
%62.6 (***,p<0,0001), S noktasinda %14.5, G2/M noktasinda %9.7 olarak belirlenmistir.
Sonu¢ olarak MDA-MB-231 hiicreleri iizerine uygulanan VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlarinin, uygulama sonucunda kontrol grubuyla kiyaslandiginda hiicrelerin
GO0/G1 fazinda tutulduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4.14. MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlarinin 48 saatlik hiicre donglisii iizerine etkisi. Grafiklerin iizerinde bulunan
konsantrasyonlar sirasiyla; VA+DOX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-
2 (10-0,5 uM)’dur.

MDA-MB-453 hiicre hatti {izerine 48 saatlik inkiibasyon siiresince uygulanan VA+DOX
(VD-1, 25-0,1 uM) ve VA+MIX (VM-3, 150-5 pM) dozlarinin hiicre dongiisii tizerindeki
etkileri arastirilmistir. Uygulama sonrasinda Kontrol grubu hiicrelerinin hiicre dongiisii
esnasinda hiicre popiilasyonlarinin tutulma yerleri ve oranlari; GO/G1 noktasinda %40.4,
S noktasinda %23.5, G2/M noktasinda %19.9 olarak belirlenmistir. Uygulama grubunda
ise VD-1 kombinasyonunda hiicre popiilasyonu; GO/G1 noktasinda %57.4 (***,
p<0,0001), S noktasinda %18.6, G2/M noktasinda %14.8, VM-1 kombinasyonunda hiicre
popiilasyonu; GO0/G1 noktasinda %41.8 (ns, p<0,05), S noktasinda %4.8, G2/M
noktasinda %1.7, VM-3 kombinasyonunda hiicre popiilasyonu; GO/G1 noktasinda %59.1
(***, p<0,0001), S noktasinda %16.2, G2/M noktasinda %8.1 olarak belirlenmistir.
Sonug¢ olarak MDA-MB-453 hiicreleri iizerine uygulanan VA+DOX ve VA+MIX

80



kombinasyonlarindan VD-1 ve VM-3 kombinasyonlarinin hiicre déngiisiinde

popiilasyonlarint 6nemli derecede GO/G1 fazinda tutulduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4.15. MDA-MB-453 hiicre hatt1 lizerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon
dozlarmin 48 saatlik hiicre donglisii lizerine etkisi. Grafiklerin iizerinde bulunan
konsantrasyonlar sirasiyla, VA+DOX-1 (25-0,1 uM), VA+MIX-1 (25-0,05 uM),

VA+MIX-3 (150-5 uM)’dir.

VA+DOX (G0/G1)

VA+MIX (GD/G1)

VD-1 (5-0,1 pM)

MDA-MB-231

L)
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MDA-MB-453
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L)

Wh-3 (150-5 pM)

Sekil 4.16. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlari {izerine uygulanan vulpinik
asit-kemoterapétik ilag kombinasyonlarimin hiicre dongiisii izerine etkileri.

4.3.6.

PI3SK/AKT Sinyal Yolag

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlarn tzerine VA+DOX ve VA+MIX

kombinasyon dozlarinin PI3K/AKT sinyal yolag1 {izerine etkisinin zaman bagimli olarak

uygulanmasi sonucu elde edilen bulgular Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’deverilmistir.

Sekil 4.17°de goriildigii tizere MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol grubu hiicrelerinin

%81 aktif, %0,1 inaktif ve %0,60 ekspresyona ugramayanlar oldugu belirlenmistir.

81



Uygulama grubunda ise VA+DOX (VD-1, 5-0,1 uM) hiicre popiilasyonunda %48 aktif]
%13,60 (***, p<0,0001) inaktif ve %9,30’unun ekspresyona ugramayanlar oldugu
belirlenmistir. VA+MIX (VM-1, 5-0,1 uM/ VM-2, 10-0,5 uM/ VM-3 25-1 uM)
kombinasyonlarinda ise VM-1 kombinasyonunda hiicre popiilasyonunun %43,20 aktif,
%18,20 (***, p<0,0001) inaktif ve %12,40 ekspresyona ugramayanlar oldugu, VM-2
kombinasyonunda hiicre popiilasyonunun %44,90 aktif, %34,20 (****, p<0,00001)
inaktif ve %8,80 ekspresyona ugramayanlar oldugu, VM-3 kombinasyonunda hiicre
popiilasyonunun %43,20 aktif, %39,30 (****, p<0,00001) inaktif ve %6,80 ekspresyona
ugramayanlar oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak, MDA-MB-231 hiicre hattina
uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin olduk¢a Onemli derecede
PI3K/AKT sinyal yolagini inhibe ettigi belirlenmistir.
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Sekil 4.17. MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde uygulanan VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlarinin PI3K/AKT sinyal yolag: ekspresyon grafikleri. Grafiklerin iizerinde
bulunan konsantrasyonlar sirasiyla; VA+DOX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-1 (5-0,1 uM),
VA+MIX-2 (10-0,5 uM)’dir.

Sekil 4.18’de gorildigi izere MDA-MB-453 hiicre hatti iizerine uygulanan VA+DOX
(VD-1, 25-0,1 uM/ VD-3 150-10 uM) ve VA+MIX (VM-1, 25-0,05 uM/ VM-2 75-0,5
uM/ VM-3 150-5 uM) kombinasyonlarinin PI3K/AKT sinyal yolag tizerindeki etkileri
aragtirilmistir. Kontrol grubu hiicre popiilasyonunun %86,40 aktif, %7,20 inaktif ve

%0,50 ekspresyona ugramayanlar oldugu belirlenmistir. Uygulama grubunda VD-1
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kombinasyonunda hiicre popiilasyonunun %75,90 aktif, %16,90 (**, p<0,001) inaktif ve
%1,60 ekspresyona ugramayan, VD-3 kombinasyonunda hiicre popiilasyonunun %51,90
aktif, %47,30 (***, p<0,0001) inaktif ve 90,20 ekspresyona ugramayan oldugu
belirlenmistir. VM-1 kombinasyonunda hiicre popiilasyonunun %53,90 aktif, %45,90
(***, p<0,0001) inaktif, VM-2 kombinasyonunda hiicre popiilasyonunun %38 aktif, %662
(****, p<0,00001) inaktif, VM-3 kombinasyonunda hiicre popiilasyonunun %14,80 aktif,
%85,20 (****, p<0,00001) inaktif oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, MDA-MB-453
hiicre hattina uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin PI3K/AKT sinyal

yolagini olduk¢a 6nemli derecede inhibe ettigi belirlenmistir.
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Sekil 4.18. MDA-MB-453 hiicre hatt1 {izerinde uygulanan VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlarinin PI3K/AKT sinyal yolag1 ekspresyon grafikleri. Grafiklerin tizerinde
bulunan konsantrasyonlar sirasiyla; VA+DOX-1 (25-0,1 uM), VA+MIX-1 (25-0,05 uM),
VA+MIX-3 (150-5 pM)’dur.
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Sekil 4.19. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 {izerine uygulanan vulpinik
asit-kemoterapétik ilag kombinasyonlarinin PI3K/AKT sinyal yolagi tizerine etkileri.

4.4. Kantitatif Protein Ekspresyon Analiz (Western Blot) Calismalari

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlari tizerinde sinerjik etki gosteren VA+DOX
ve VA+MIX kombinasyonlar1 hiicrelere uygulanmis, 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonucunda western blot teknigi ile kantitatif protein miktar tayini gerceklestirilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen veriler grafik haline getirilmistir.

Sekil 4.20°de gorildiigi tizere, MDA-MB-231 hiicre hatti {izerinde VA+DOX
kombinasyonunun uygulanmasi sonucunda apoptotik ve PI3K yolak proteinlerinin nasil
etkilendigi arastirildi. Apoptotik yolak proteinleri incelendiginde MDA-MB-231 hiicre
hattinda VA+DOX (5-0,1uM) kombinasyonunda; BAX’m (ns, p>0,05) degismedigi,
BCL-2’nin (***, p<0,0001) onemli derecede azaldigi, BAX/BCL2 oraninda (**,
p<0,001) 6nemli bir artig, Sitokrom-c’de ve Cleaved-kaspaz3’de (*, p<0,01) azalss,
Kaspaz-3’de (***, p<0,0001) olduk¢a 6nemli bir azalig, p53°iin ise (*, p<0,01) arttig1
gozlemlenmistir. PI3K sinyal yolag: proteinlerinde ise PI3K’da (***, p<0.0001) olduk¢a
onemli bir azalis, mMTOR ve AKT’de (**, p<0,001) 6nemli bir azalis, Phospho-AKT (P-
AKT)’de ise (*, p<0,01) azalis gézlemlenmistir. Sonu¢ olarak, uygulanan VA+DOX
kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicrelerini flow sitometri sonuglarinda oldugu gibi
protein seviyesinde de apoptoza yonelttigi, PI3K/AKT sinyal yolunu da protein
seviyesinde de inhibe ettigi belirlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.20. VA+DOX kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde apoptotik
yolak kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin iizerinde bulunan konsantrasyon
VA+DOX-1 (5-0,1 uM)’dur.
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sekil 4.21. VA+DOX kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde PI3K/AKT
yolag: kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin iizerinde bulunan konsantrasyon;
VA+DOX-1 (5-0,1 uM)’dur.
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MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerine VA+MIX kombinasyonunun sinerjik etki dozlarinin
uygulanmast sonucunda apoptotik ve PI3K yolak proteinlerinin nasil etkilendigi
arastirildi (Sekil 4.22). Apoptotik yolak proteinleri incelendiginde BAX’mn uygulanan her
iki kombinasyonunda da sirasi ile artis (*, p<0,01 ; ***, p<0,0001), BCL-2’de uygulanan
en diisik kombinasyonda azalig, sonraki kombinasyonda ise herhangi bir degisim
olmamistir (**, p<0,001; ns p>0,05). BAX/BCL-2 oraninda ise kontrole gore en diisiik
kombinasyonda olduk¢a 6nemli bir artis, sonraki kombinasyonda artis gozlenmistir (¥**,
p<0,0001; *, p<0,01 ). Sitokrom-c’de her iki kombinasyonda da artis (**, p<0,001; *,
p<0,01 ). P53’de her iki kombinasyonda da 6nemli artig (**, p<0,001; ***, p<0,0001),
kaspaz-3’iin her iki kombinasyonda 6nemli artis (***, p<0,0001), cleaved kaspaz-3’de
ise her iki kombinasyonda da artis (*, p<0,01; **, p<0,001) gozlemlenmistir. PI3K sinyal
yolag1 proteinlerinde ise PI3K’da uygulanan her iki kombinasyonda da 6nemli derecede
azalis (***, p<0,0001), mTOR’da her iki kombinasyonda azalis (**, p<0,001; ***,
p<0,0001), AKT’de ilk kombinasyonda spesifik bir degisim yokken ikinci
kombinasyonda kismi azalis (ns p>0,05; *, p<0,01), P-AKT de en diisiik kombinasyonda
artig, ikinci kombinasyonda ise herhangi bir degisim goriilmemistir (***, p<0,0001; ns
p>0,05). Sonu¢ olarak, uygulanan VA+MIX kombinasyonunun MDA-MB-231
hiicrelerini flow sitometri sonug¢larinda oldugu gibi protein seviyesinde de apoptoza
yonelttigi, PI3K/AKT sinyal yolunu da protein seviyesinde de inhibe ettigi belirlenmistir
(Sekil 4.23).
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Sekil 4.22. VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde apoptotik
yolak kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin lizerinde bulunan konsantrasyonlar
sirastyla; VA+MIX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-2 (10-0,5 uM)’dur.
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Sekil 4.23. VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-231 hiicreleri {izerinde PI3K/AKT
yolagi kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin tizerinde bulunan konsantrasyonlar
sirastyla; VA+MIX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-2 (10-0,5 pM)’dur.

MDA-MB-453 hiicre hatt1 tiizerinde VA+DOX kombinasyonunun uygulanmasi
sonucunda apoptotik ve PI3K yolak proteinlerinin nasil etkilendigi arastirildi. Apoptotik
yolak proteinleri incelendiginde BAX’da artis (**, p<0,001), BCL-2’de azalis (**,
p<0,001), BAX/BCL-2’de 6nemli derecede artig (***, p<0,0001), Sitokrom-c ve P53’de
azalis (**, p<0,001), Kaspaz-3 ve Cleaved kaspaz-3’de kismi azalis (*, p<0,01)
gozlemlenmistir (Sekil 4.22). PI3K sinyal yolagi proteinlerinde ise PI3K ve AKT’de
onemli derecede azalis (***, p<0,0001), mTOR’da azalig (**, p<0,001), P-AKT de ise
kismi azalis (*, p<0,01) gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak, uygulanan VA+DOX
kombinasyonunun MDA-MB-453 hiicrelerini flow sitometri sonuglarinda oldugu gibi
protein seviyesinde de apoptoza yonelttigi, PI3K/AKT sinyal yolunu da protein
seviyesinde de inhibe ettigi belirlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. VA+DOX kombinasyonunun MDA-MB-453 hiicreleri iizerinde apoptotik
yolak kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin {izerinde bulunan konsantrasyon;
VA+DOX-1 (25-0,1 uM)’dr.

PRK 3 9 MTOR g 3
o E £ 04 z £
2 -~ 3 o 2 g 2
z z s
3o - = § [, wror
=0
& oz ™ - g oz =
£ s £ " -
§ ]
S o1 3 ;S u
& & -
i
o = 00 e
S S 15 o A 2
& & & & 5

& . &
& * L —— ] 8-AKTIN & © »— e

- | ";\ - :
AKT = 8 ] P-AKT = 8 <
3 & & b g 2
150 2 o 150 =z o
H S 2 F=t
£o 100 2 2 Sos 2 < £
£, e . g ™
g - g
0.2-
£ s $oz 7
g 01 g
& 5 3 % —
04 20 0. 20
> ~ " R ~ i
&£ & & rd
S & 10 ot g 10

Sekil 4.25. VA+DOX kombinasyonunun MDA-MB-453 hiicreleri iizerinde PI3K/AKT
yolag kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin iizerinde bulunan konsantrasyon;
VA+DOX-1 (25-0,1 uM)’dur.
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MDA-MB-453 hiicre hatt1 {izerinde VA+MIX kombinasyonlarinin uygulanmasi
sonucunda apoptotik ve PI3K yolak proteinlerinin nasil etkilendigi arastirildi (Sekil 4.24).
Apoptotik yolak proteinleri incelendiginde BAX’da artis (**, p<0,001), BCL-2’de ilk
kombinasyonunda herhangi bir degisim gozlemlenmezken ikinci kombinasyonda kismi
artis (ns p>0,05; *, p<0,01), yine BAX/BCL-2 oraninda ise kismi artis (*, p<0,01)
gbzlemlenmistir. Sitokrom-c’de ilk kombinasyonda herhangi bir degisim yok iken ikinci
kombinasyonda artis (ns p>0,05; **, p<0,001), Kaspaz-3’de 6nemli derecede artig (***,
p<0,0001), Cleaved kaspaz-3’de ilk kombinasyonda onemli derecede artig, sonraki
kombinasyonda artis (¥***, p<0,0001; *, p<0,01), p53°de ilk kombinasyonda spesifik bir
degisim gozlemlenmezken ikinci kombinasyonda 6nemli derecede azalis (ns p>0,05; ***,
p<0,0001) gozlemlenmistir. PI3K sinyal yolagi proteinlerinde ise PI3K’nin ilk
kombinasyonda azalis, ikinci kombinasyonda onemli derecede azalig (**, p<0,001; ***,
p<0,0001), mTOR ve AKT’nin her iki kombinasyonunda da 6nemli derecede azalig (***,
p<0,0001), VM-1 P-AKT’m kantitatif protein ekspresyonunu 6nemli derecede azaltt1g1,
VM-2 ise diisiik derecede azalttigi (***, p<0,0001; *, p<0,01) gdzlenmistir. Sonug olarak,
uygulanan VA+DOX kombinasyonlarinin MDA-MB-453 hiicrelerini flow sitometri
sonuglarinda oldugu gibi protein seviyesinde de apoptoza yonelttigi, PI3K/AKT sinyal
yolunu da protein seviyesinde de inhibe ettigi belirlenmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.26. VA+MIX kombinasyonunun sinerjik etki gosteren konsantrasyonunda MDA -
MB-453 hiicreleri iizerinde kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin iizerinde
bulunan konsantrasyonlar sirasiyla; VA+MIX-1 (25-0,05 uM), VA+MIX-2 (75-0,5
uM)’dir.
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Sekil 4.27. VA+MIX kombinasyonunun MDA-MB-453 hiicreleri tizerinde PI3K/AKT
yolag1 kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin tizerinde bulunan konsantrasyonlar
sirastyla; VA+MIX-1 (25-0,05 uM), VA+MIX-2 (75-0,5 uM)’dur.

MDA-MB-231 BAX BCI1-2 BAX/BCI2 [ SITOKROM-C [ P53 KASPAZ-3 CLEAVED
(VA+MIX KASPAZ-3

5-0,1/10-0,5 uM)

MDA-MB-453 BAX BCI1-2 BAX/BCI2 | SITOKROM-C P53 KASPAZ-3 CLEAVED
(VA+MIX KASPAZ-3

25-0,05/75-0,5 uM)

MDA-MB-231 BAX BCl1-2 BAX/BCI2 | SITOKROM-C | P53 KASPAZ-3 CLEAVED
(VA+DOX KASPAZ-3
5-0,1 uM)

MDA-MB-453 BAX BCI-2 BAX/BCI2 | SITOKROM-C | P53 KASPAZ-3 CLEAVED
(VA+DOX KASPAZ-3

25-0,1 uM)

Sekil 4.28. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 {izerine uygulanan vulpinik
asit-kemoterapotik ilag kombinasyonlarinin apoptototik yolak iizerindeki kantitatif
protein ekspresyon etkisi.
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Sekil 4.29. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 {izerine uygulanan vulpinik
asit-kemoterapétik ilag kombinasyonlarinin PI3K/AKT sinyal yolagi iizerindeki kantitatif
protein ekspresyon etkisi.

Protein seviyesinde gerceklestirilen ¢caligmalar sonrasinda ayni doz ve kombinasyonlarin
meme kanseri hiicre hatlarina (MDA-MB-231 ve MDA-MB-453) uygulanmasi sonucu
apoptotik ve PI3K/AKT sinyal yolagi genleri iizerine etkisi qRT-PCR yontemi ile

arastirildi.

4.5. Kantitatif Gen Ekspresyonu (g-PCR) Calismalar:

Sekil 4.30°da goriildiigii tizere, MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanan VA+DOX ve
VA+MIX kombinasyonlarinin gen seviyesindeki degisimleri; apoptotik yolak
genlerinden BAX’1in hem VA+DOX (5-0,1 uM) hem de VA+MIX (VM-1 ( 5-0,1uM) /
VM-2 (10-0,5 uM)) kombinasyonlarinin hepsinde 6nemli derecede artis (¥**, p<0,0001)
sergiledigi, BCL-2’nin VA+DOX (5-0,1 uM) kombinasyonunda anlamli bir degisim
gozlenmezken VA+MIX (VM-1 ( 5-0,1uM) / VM-2 (10-0,5 uM)) kombinasyonlarinda
onemli derecede artig (***, p<0,0001) sergiledigi, BAX/BCL-2 oraninda ise VA+DOX
(5-0,1 uM) kombinasyonunda 6nemli derecede artis (***, p<0,0001), VA+MIX ilk
kombinasyonunda (VM-1) artis uygulanan ikinci kombinasyonunda (VM-2) onemli
derecede artis (**, p<0,001; *** p<0,0001) sergiledigi belirlenmistir. Kaspaz-3’de
VA+DOX (5-0,1 uM) kombinasyonunda spesifik bir degisme olmamisken VA+MIX
(VM-1 / VM-2) kombinasyonlarinin her ikisinde de onemli derecede artig (***,

p<0,0001) gézlemlenmistir. Sitokrom-C’de ise VA+DOX (5-0,1 uM) ve VA+MIX (VM-
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2 (10-0,5 uM)) kombinasyonlarinda onemli bir artis (¥*, p<0,001), VA+MIX ilk
kombinasyonunda (VM-1 (5-0,1uM)) ise kontrole gore herhangi bir degisim (ns p>0,05)
gbzlenmemistir. p53°’de VA+DOX (5-0,1 puM) kombinasyonunda kismi azalis (*,
p<0,01), VA+MIX VM-1 (5-0,1uM) kombinasyonunda 6nemli derecede artig (***,
p<0,0001), VA+MIX VM-2 (10-0,5 uM) kombinasyonunda ise anlamli bir farklilik (ns
p>0,05) gozlenmemistir. Sonu¢ olarak, uygulanan VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlarinin gen seviyesinde MDA-MB-231 hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi

belirlenmistir.

Sekil 4.31°de goriildiigii tizere, PI3K sinyal yolagi genlerinde ise PI3K’da VA+DOX (5-
0,1 uM) kombinasyonunda kismi azalis (*, p<0,01), VA+MIX (VM-1 (5-0,1uM) / VM-
2 (10-0,5 uM)) kombinasyonlarinda kismi artis (*, p<0,01), mTOR’da hem VA+DOX
(5-0,1 uM) hem de VA+MIX (VM-1 ( 5-0,1uM) / VM-2 (10-0,5 uM))
kombinasyonlarinda 6nemli bir artis (***, p<0,0001), AKT’de ise VA+DOX (5-0,1 uM)
kombinasyonunda énemli bir artig (***, p<0,0001), VA+MIX (VM-1 (5-0,1uM)/ VM-2
(10-0,5 uM)) kombinasyonlarinda ise artig (**, p<0,001) gdzlemlenmistir. Sonug olarak,
uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlar1 gen seviyesinde MDA-MB-231

hiicreleri iizerinde PI3K/AKT sinyal yolaginda inhibisyon gostermemistir.
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Sekil 4.30. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-231 hiicre hattinda
apoptotik yolak genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.
Grafiklerin iizerinde bulunan konsantrasyonlar sirasiyla; VA+DOX-1 (5-0,1 uM),
VA+MIX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-2 (10-0,5 uM)’dur.
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Sekil 4.31. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-231 hiicre hattinda
PI3K/AKT vyolak genlerinin gPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.
Grafiklerin tizerinde bulunan konsantrasyonlar sirasiyla, VA+DOX-1 (5-0,1 uM),
VA+MIX-1 (5-0,1 uM), VA+MIX-2 (10-0,5 uM)’dur.

MDA-MB-453 hiicre hattina uygulanan sinerjik etki kombinasyon dozlarinin gen
seviyesindeki degisimleri; apoptotik yolak genlerinden BAX’in VA+DOX (VD 25-

0,1uM) ve VA+MIX’in (VM-1 25-0,05 uM) ilk kombinasyonunda artis (**, p<0,001),
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VA+MIX’in ikinci kombinasyonunda (75-0,5 uM) ise 6nemli bir artis (***, p<0,0001),
BCL-2’de VA+DOX (25-0,1uM) kombinasyonunda kismi artig (*, p<0,01), VA+MIX
dozlarinda sirasiyla ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-0,05 uM) kayda deger bir degisim
yok iken (ns p>0,05), ikinci uygulanan kombinasyonda (VM-2, 75-0,5 uM) 6nemli
derecede artis (***, p<0,0001), BAX/BCL-2 oraninda VA+DOX (25-0,1uM)
kombinasyonunda artis (**, p<0,001), VA+MIX’un ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-
0,05 uM) kismi artis (*, p<0,01), sonraki uygulanan kombinasyonda ise artis (**,
p<0,001), P53’de VA+DOX (25-0,1uM) ve VA+MIX ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-
0,05 uM) spesifik bir degisim olmadig1 (ns p>0,05), VA+MIX ikinci kombinasyonunda
(VM-2, 75-0,5 uM) ise 6nemli derecede artis (***, p<0,0001), Kaspaz-3’de VA+DOX
(25-0,1uM) ve VA+MIX ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-0,05 uM) artig (**, p<0,001),
VA+MIX ikinci kombinasyonunda (VM-2, 75-0,5 uM) ise onemli bir artig (***,
p<0,0001) gdzlemlenmistir. Sitokrom-C’de VA+DOX (25-0,1uM) kombinasyonunda ve
VA+MIX ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-0,05 uM) anlamli bir farklilik (ns, p>0,05)
goriilmemis, VA+MIX ikinci kombinasyonunda (VM-2 75-0,5 uM) oldukga 6nemli bir
artig (***, p<0,0001) gézlemlenmistir. Sonug olarak, uygulanan VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlarinin gen seviyesinde MDA-MB-453 hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi

belirlenmistir (Sekil 4.32).

PI3K sinyal yolag: genlerinde ise PI3K’da VA+DOX (25-0,1uM) kombinasyonunda ve
VA+MIX ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-0,05 uM) anlamli bir farklilik (ns, p>0,05)
goriilmemis, VA+MIX ikinci kombinasyonunda (VM-2 75-0,5 uM) oldukga 6nemli bir
artig (***, p<0,0001) gozlemlenmistir. AKT ve mTOR’da ise hem VA+DOX (25-0,1uM)
hem de VA+MIX (VM-1 (25-0,05 uM), VM-2 (75-0,5 uM)) kombinasyonlarinda 6nemli
derecede artig (***, p<0,0001) gézlemlenmistir. Sonug olarak, uygulanan VA+DOX ve
VA+MIX kombinasyonlar1 gen seviyesinde MDA-MB-453 hiicreleri iizerinde
PI3K/AKT sinyal yolaginda inhibisyon gostermemistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.32. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-453 hiicre hattinda
apoptotik yolak genlerinin gPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.
Grafiklerin {izerinde bulunan konsantrasyonlar sirasiyla; VA+DOX (25-0,1uM),
VA+MIX-1 (VM-1, 25-0,05 uM), VA+MIX-2 (VM-2 75-0,5 uM)’dur.
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Sekil 4.33. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-231 hiicre hattinda
PI3K/AKT yolak genlerinin gPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi.
Grafiklerin {izerinde bulunan konsantrasyonlar sirasiyla; VA+DOX (25-0,1uM),
VA+MIX-1 (VM-1, 25-0,05 uM), VA+MIX-2 (VM-2 75-0,5 uM)’dur.
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Sekil 4.34. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar {izerine uygulanan vulpinik
asit-kemoterapétik ilag kombinasyonlarinin apoptotik yolak tizerindeki kantitatif gen
ekspresyon etkisi.
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Sekil 4.35. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 lizerine uygulanan vulpinik
asit-kemoterapétik ilag kombinasyonlarinin PI3K/AKT sinyal yolagi iizerindeki kantitatif
gen ekspresyon etkisi.

4.6. Migrasyon Analizi Calismalar

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 {izerine sinerjik etki gosteren dozlarin
uygulanmasi sonucunda bu dozlarin hiicreler lizerindeki migrasyon etkileri Sekil 4.25 ve

Sekil 4.36°da verilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde VA+DOX (5-0,1uM) ve VA+MIX (5-0,1 uM, 10-
0,5 uM ve 25-1 uM) dozlar1 0, 24 ve 48 saatlik siire zarfinda migratif etkileri

gozlemlenmistir. Calisma sonucunda uygulanan dozlarin MDA-MB-231 hiicre hattinda
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kontrole gore hiicre gogiinii istatistiksel olarak 6nemli derecede durdurdugu belirlenmistir

(***, p<0,001).

V40 (5-0.1)

VM (50,1)

VM (251}

MDA-MB-231

24 saat

Yara Huzi lyilesmesi (%)

MDA-MB-231
48 saat

Yara Hizi lyilesmesi (%)

e & & ©
VN

VD (5-0,1uM)

VM-3 (25-1uM)

VD (5-0,1uM)

VM-3 (25-1uM)

Sekil 4.36. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-231 hiicre hatti

tizerindeki 0-24 ve 48 saatlik migrasyon etkisi.

VA+DOX (25-0,1 uM, 75-1 uM ve 150-10 pM) ve VA+MIX (25-0,05 uM, 75-0,5 uM
ve 150-5 pM) kombinasyonlart MDA-MB-453 hiicre hattinda 0, 24 ve 48 saatlik

stirelerde fotograflanmig ve calisma sonucunda uygulanan kombinasyonlarin MDA-MB-

453 hiicre hattinda kontrole gore hiicre gogiinii istatistiksel olarak 6nemli derecede

durdurdugu belirlenmistir (***, p<0,001) (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-453 hiicre hatti
tizerindeki 0-24 ve 48 saatlik migrasyon etkisi.
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5. SONUC ve TARTISMA

Gegmisten giliniimilize insanlar ¢esitli hastaliklara kars1i tedaviyi dogal yollarla
aramiglardir. Giiniimiizde tip ve teknoloji oldukca gelismesine ragmen insanlar bitkisel
tedavi deneyimlerini siirdirmeye halen devam etmektedir. Sentetik ilaglarin yan
etkilerinin fazla olmasi ve kanser tedavisi siirecinden sonra hastalarda ortaya ¢ikan gesitli
yan etkilerin bir siire daha devam etmesi nedeniyle pek ¢ok bilim insan1 dogal bilesiklere
yonelmistir. Sentetik ilaglarin aksine dogal bilesiklerin metabolizmaya pozitif yonde etki
eden oOzellikleri yillardir bilinmekte olup ila¢ etken maddesi ve gida takviyeleri olarak
kullanilmaktadir. Bundan dolayi ilag uygulama sistemleri halen dogal ve daha etkin, ayni
zamanda minimum yan etkiye sahip olabilecek ila¢ ve tedavi protokolleri aramaktadir
(Sekar ve Kandavel, 2010). Tirkiye, 6zellikle etnobotanik olarak da adlandirilan tibb1 ve
aromatik bitkiler agisindan biiyiik cesitlilige sahiptir. Giinlimiizde de tibbi bitkiler,
geleneksel tedavi yontemlerinin en aktif unsurlaridir. Kullanilan tibbi ve aromatik

bitkilere bakildiginda igerdikleri etken maddelere gore ¢ok fazla sayida kullanim alani

bulunmaktadir (Baytop, 1999).

Son yillarda igeriklerinin de belirlenmesiyle ciddi ragbet gérmeye baslayan liken
sekonder metabolitleri, 6zellikle kemoterapdtik ajan olarak kullanim alanma sahip
olabilecegi diisiiniilen ve {izerinde calismalara halen devam edilen yeni bir alandir.
Literatiirde bircok biyolojik aktivite gosterdigi belirlenmis olan bu sekonder
metabolitlerden biri olan Vulpinik Asit (VA) ile mevcut kullanimda bulunan kemoterapi
ilaglarinin kombinasyonlar1 sonucunda hiicreler {izerinde olusturduklart sinerjik etkinin
kombinasyon indeks degerlerinin belirlenmesi, liken sekonder metaboliti olan VA ve
kemoterapi  ilaglarimin  (sisplatin,  doksorubisin,  dokataksel, = mitaksantron)
kombinasyonlarinin en etkin oldugu insan meme kanseri hiicre hatlarinda, en diisiik
konsantrasyon uygulanarak, en yiliksek iyilesme saglayabilmek tez ¢alismasinin ilk
asamasini kapsamaktaydi. Tezin ilk asamasinda, segilen hiicre hatlari tizerinde pozitif etki
gosteren ve farkli etkileriyle de ayn1 yonde etkiler saglayan yeni ilag kombinasyonlari
elde edilmeye calisilmasi, sonraki asamalarda ise ilk asamadan elde edilen bulgular
dogrultusunda VA-+kemoterapotik ilag kombinasyonlar: arasinda sinerjik etki gdsteren
dozlarin meme kanseri hiicre hatlar1 lizerindeki migratif etkisi, flow sitometri ¢alismalari
ile apoptoz iizerine etkilerini, apoptotik gen ve protein ekspresyonu, PI3K/AKT yolagi

gen ve protein lizerine etkilerinin belirlenmesi amaglandi ve ¢alismalar gergeklestirildi.

101



Oncelikle, VA’in ve belirlenen kemoterapétik ilaclarm, doz ve zaman bagimli olarak
canlilik tizerine etkisi incelenmis ve meme kanser hiicre hatlarindan MCF-7, MDA-MB-
231 ve MDA-MB-453 hiicrelerinde etkin dozlar1 ayr1 ayr1 belirlenmistir. Daha sonra
VA+Kemoterapotik ilaglar farkli dozlarda zaman bagimli olarak kombine sekilde
hiicreler iizerine uygulanmis ve CI degerleri belirlenmistir. Belirlenen etkin CI degerleri
ile muamele edilen kanser hiicre hatlarinin flow sitometri ile analizleri yapilarak apoptoz
tizerine etkileri, migrasyon, apoptotik yolak genlerinin ve proteinlerinin ekspresyonu ve

PI3K/AKT/mTOR yolaginin gen Ve protein iizerine etkileri aragtirilmistir.

Literatiire bakildiginda, VA’in ¢esitli kanser hiicrelerinde antiproliferatif, antimikrobiyal
ve antianjiyogenik gibi biyolojik aktivite sergiledigi belirtilmistir (Koparal, 2015). VA’in
sitotoksik etkisi iizerine yapilan bir ¢alismada CaCo2, HepG2, Hep2C, RD, Wehi, Vero
ve 1929 hiicre hatlar1 kullanilmis, doz ve zaman (24, 48 ve 72 saat) bagimli olarak VA
ile hiicreler muamele edildiginde canlilig1 6zellikle 48 saatte onemli 6l¢iide (sirastyla ICso
degeri 13.7, 23.8, 25.3, 34.4 ve 38.6 uM) inhibe ettigi belirlenmistir (Cansaran-Duman,
Guney Eskiler, Colak, ve Sozen Kucukkara, 2021). Baska bir ¢alismada da VA’in meme
kanseri hiicre hatlann (MDA-MB-231, MCF-7, BT-474 ve SK-BR-3) {izerindeki
proliferatif aktivitesinin 6nemli 6l¢iide (5-18 pM arasindaki konsantrasyonlarinin) inhibe
edildigi gosterilmistir (Kilig vd., 2018). Kalin (2022) liken asitlerinin meme kanseri hiicre
hatlar1 iizerine etkilerini arastirdig1 ¢alismasinda VA’in MCF-7 ve MDA-MB-453 (1Cso=
22,92 (ng/ mL) ve 1C50=95,65 (ng/ mL)) hiicre hatlart iizerinde olduk¢a giiclii bir
sitotoksik etki sergiledigini belirtmistir (Kalin vd., 2022). VA’in meme kanseri {izerine
etkilerinin yan1 sira literatiirde bagka kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri de
arastirilmistir. Yapilan ¢alismalarda VA’in cilt kanseri (Yangin vd., 2022), prostat kanseri
(Duman vd., 2021), rahim agz1 kanseri (Budak, Kalin, ve Yapca, 2023), akciger kanseri
(Y. Wu vd., 2022) hiicre hatlan iizerinde de olduke¢a etkili bir antiproliferatif etki

sergiledigi belirlenmistir.

Bu baglamda VA’in meme kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki etkileri gesitli biyolojik
aktivite calismalari ile literatlire kazandirilmistir. Ancak, kemoterapoétik ilaglar ile VA’in
kombinasyon etkilerine dair heniiz bir calisma mevcut degildir. Bu ¢alisma kapsaminda
meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-231) {izerine ilk
asamada 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde Sisplatin, Doksorubisin, Dokataksel,

Mitaksantron ve Vulpinik Asit ayr1 ayr1 uygulanmustir. {1k uygulama asamasinda, meme
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kanseri hiicre hatlar1 i¢inde {izerinde en ¢ok c¢alisma yapilmis olan MCF-7 hiicre hattina
her bir kemoterapétik ilag sisplatin, doksorubisin, dokataksel, mitaksantron ayri ayri
uygulanmistir. Uygulama sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.1°de verilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda uygulanan kemoterapotik ilaglar igerisinden Sisplatinin hiicre hatt
tizerinde doz-zaman bagimli inhibisyon etkisi olmadigi goriilmektedir. Dokatakselin ise
doz-zaman bagimli sonuglari, doksorubisin ile mitaksantrona gore daha az inhibisyon
etkisine sahiptir. Vulpinik asitin hiicre hatti {izerine etkisine bakildiginda en iyi etkiyi 48
saatlik inhibisyon zaman diliminde gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda MCF-7 hiicre hatt1 iizerine 48 saatlik uygulama yapilmstir. 96 kuyucuklu
plakaya ekilen hiicreler tizerine vulpinik asit (VA), doksorubisin (DOX) ve Vulpinik asit
+ Doksorubisin (VA+DOX) kombinasyonu ile Vulpinik asit (VA), Mitaksantron (MIX)
ve Vulpinik asit + Mitaksantron (VA+MIX) kombinasyonundan elde edilen sonuglar
CompuSyn programi ile analiz edilmis ve kombinasyon indeks (CI) degerleri Tablo
4.4°de verilmistir. Bu sonuglara gore VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlart MCF-7
hiicre hatt1 iizerinde belirlenen konsantrasyonlarda sinerjik etki gostermemis ancak

antagonistik etki gosterdigi belirlenmistir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine VA, DOX, MIX’in Tablo 4.2’de belirtilen farkl
konsantrasyonlar1 24 ve 48 saatlik siirelerde uygulanmistir. Elde edilen inhibisyon
sonuglar dogrultusunda VA’in en 1yi inhibisyon degerleri 48 saatlik uygulamada
alindigindan dolayt MDA-MB-231 hiicre hatti iizerine 48 saatlik uygulama yapilmistir.
96 kuyucuklu plakaya ekilen hiicreler tizerine Vulpinik asit (VA), Doksorubisin (DOX)
ve Vulpinik asit + Doksorubisin (VA+DOX) kombinasyonu ile Vulpinik asit (VA),
Mitaksantron (MIX) ve Vulpinik asit + Mitaksantron (VA+MIX) kombinasyonu Tablo
6’da belirtilen bes farkli dozda uygulanmistir. Elde edilen sonuglar CompuSyn programi
ile analiz edilmis ve kombinasyon indeks (CI) degerleri Tablo 4.5°de verilmistir. Bu
sonuclara gore VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlart MDA-MB-231 hiicre hatti
tizerinde belirlenen konsantrasyonlar igerisinde; VA+DOX kombinasyonunda 5-0,1 uM
kombinasyonu, VA+MIX kombinasyonunda ise en yiliksek dozlar olan 100-10uM’lik
kombinasyon dozlar1 hari¢ diger dort (5-0,1 uM, 10-0,5 uM, 25-1 uM, 50-5 uM) doz

sinerjik etki gostermistir.

MDA-MB-453 hiicre hatt1 lizerine VA, DOX, MIX’1in Tablo 4.3’de belirtilen farkli

konsantrasyonlar1 24 ve 48 saatlik siirelerde uygulanmistir. Elde edilen inhibisyon
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sonuglar dogrultusunda VA’in en iyi inhibisyon degerleri 48 saatlik uygulamada
alindigindan dolayr MDA-MB-231 hiicre hattinda oldugu gibi MDA-MB-453 hiicre
hattinda da 48 saatlik uygulama yapilmistir. 96 kuyucuklu plakaya ekilen hiicreler {izerine
Vulpinik asit (VA), Doksorubisin (DOX) ve Vulpinik asit + Doksorubisin (VA+DOX)
kombinasyonu ile Vulpinik asit (VA), Mitaksantron (MIX) ve Vulpinik asit +
Mitaksantron (VA+MIX) kombinasyonlarindan elde edilen sonuglar CompuSyn
programi ile analiz edilmis ve kombinasyon indeks (CI) degerleri Tablo 4.6’da
verilmistir. Bu sonuglara géore VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlart MDA-MB-453
hiicre hatt1 tizerinde belirlenen konsantrasyonlar igerisinde; hem VA+DOX (25-0,1 uM,
50-0,5 uM, 75-1 uM, 100-5 uM, 150-10 uM) kombinasyonunda hem de VA+MIX (25-
0,05 uM, 50-0,1 uM, 75-0,5 uM ,100-1 uM, 150-5 pM) kombinasyonunda uygulanan

tiim dozlar sinerjik etki gostermistir.

Tezin ilk asamasinda yapilan ¢alismalar sonucunda Vulpinik asit ile Doksorubisin ve
Mitaksantronun ¢esitli kombinasyonlarinin sinerjik etkileri zaman bagimli bir sekilde
belirlendi. VA+DOX ile VA+MIX kombinasyonlar1t MDA-MB-231 ve MDA-MB-453
hiicre hatlar1 lizerine ayr1 ayr1 uygulanarak 48 saatlik inkiibasyon siiresince inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda her bir hiicre hatt1 {izerindeki sinerjik etki kombinasyon
dozlarinin; migrasyonu, mitokondriyal membran potansiyeli, ¢coklu kaspaz aktivasyonu,

apoptoz, hiicre dongiisii lizerine etkisi, hiicre i¢i oksidatif stres ile iligkisi aragtirildi.

VA ile yapilan apoptoz ¢aligmalar: literatiirde olduk¢a sinirhidir. Yapilan ¢aligmalarda;
Kalmn (2022), Vulpinik asit’in MCF-7 hiicreleri iizerinde erken apoptotik, ge¢ apoptotik
ve nekrotik hiicrelerin yiizdesini kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
degistirmedigini, MDA-MB-453 hiicrelerinde ise, vulpinik asit’in erken apoptozu ~%2,5
(p <0,05), ge¢ apoptozu ~%5,2 (p < 0,001) artirdigini, ancak kontrolle karsilastirildiginda
nekrozu etkilemedigini belirlemistir (Kalin vd., 2022). Literatiirde meme kanserinin yani
sira akciger kanseri hiicre hattinda da VA’in apoptotik etkisinin oldugu belirtilmistir

(Giinaydin, 2021).

Tez calismasi kapsaminda VA ile kemoterapdtik ilaglarin (Doxorubisin+DOX,
Mitaksantron+MIX) sinerjik etki gosteren kombinasyon dozlart (VA+DOX ve
VA+MIX) MDA-MB-453 ve MDA-MB-231 hiicre hatlariin apoptoz {izerine etkilerini
belirlemek i¢in Annexin V-FITC (Apoptosis) calismasi yapildi. Yapilan calisma

sonucunda MDA-MB-231 hiicre hatti {izerine uygulanan VA+DOX ve VA+MIX
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kombinasyonlarinin kontrole gore kiyaslandiginda hiicreleri apoptoza MDA-MB-453
hiicre hattina gére daha az yonlendirdigi, ancak kombinasyonlarin sinerjik etki dozlarinin

MDA-MB-453 hiicrelerini apoptozu indiikledigi belirlenmistir.

Mitokondri intrinsik apoptotik yolakta 6dnemli bir rol oynar ve membran biitiinltigiindeki
herhangi bir bozulma, 6liim sinyal kaskadini baslatan apoptotik efektorlerin salinmasina
neden olabilir. Bu nedenle kanser hiicreleri {iizerinde mitokondriyal membranin
bozulmasi, hiicrelerin apoptoza yonelimleri igin 6nemli bir basamaktir. BAX/BCL 2
oranindaki herhangi bir degisiklik sonucu mitokondri membrani bozulmaya baslar ve bu
bozulma sonucunda mitokondriden sitozole sitokrom C salinir. Sitokrom C’ler kaspazlari

aktive eder ve hiicre apoptoza yonelir.

Kalin (2022) yapmis oldugu VA ile yapmis oldugu ¢alisma sonucunda MCF-7 ve MDA-
MB-453 meme kanseri hiicre hatlar lizerinde apoptotik yolak markirlarinin her iki hiicre
hattinda da farkli sonuglar sergiledigini belirlemistir. VA’in MCF-7 hiicre hattinda
apoptotik yolagi etkilemedigi, ancak MDA-MB-453 hiicre hattinda ise inhibisyona sebep
oldugunu belirtmistir. Flow sitometri c¢alismalar1 neticesinde; Vulpinik asidin meme
kanseri MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicreleri tizerindeki olasi sitostatik etkisini belirlemek
icin, hiicre dongiisiiniin farkli asamalarindaki (GO0/G1, S ve G2/M gibi) hiicre
popiilasyonlarinin dagiliminin; VA’in MCF-7 hiicrelerinde hem G0/G1 (p <0.01) hem de
G2/M (p <0.001) fazlarindaki hiicre popiilasyonlarinin oranini artirirken, S fazindaki
hiicre popiilasyonunu (p <0.001) kontrol hiicrelerine kiyasla azalttigin1 gostermistir.
MDA-MB-453 hiicrelerinde ise VA, S fazindaki hiicre popiilasyonunu azaltirken (p <
0.001), G2/M (p < 0.001) fazindaki popiilasyonu artirmis ve G0O/G1 (p>0.05) fazinda
onemli bir degisikligin bulunmadigin1 belirtmistir (Kalin vd., 2022).

Likenlerin pek ¢ok biyolojik aktivite sergiledigi literatiirde yapilmis caligmalarla
belirtilmistir. Likenlerin ayrica hiicre dongiisiinde GO/G1, S veya G2/M fazlarina etki
ederek hiicre dongiisiinii durdurabildigi de bilinmektedir (Hirota vd., 2002; Shrestha ve
St. Clair, 2013). Aym1 zamanda liken asitlerinin hiicresel bir¢ok yolakta da ¢esitli
etkinliklere sahip oldugu bilinmektedir (Mohammadi vd., 2022).

Kilig ve ark. (2018) yaptiklart ¢alismada vulpinik asitin sitotoksik etkilerini ve cesitli
kanser hiicre hatlarin1 (CaCo2, HepG2, Hep2C, RD Wehi) ve normal hiicreleri (Vero ve

L929) inhibe eden farkli konsantrasyonlarini hiicreler tizerine uygulamislardir. VA’nin
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apoptotik molekiiler paternlerinin belirlenebilmesi i¢in western blot ve RT-PCR
calismalar1 gerceklestirilmistir. Calismada hem gen hem de protein seviyelerindeki
transkriptom degisiklikleri benzer sonuglar géstermistir. Bax, Bcl-2 ve p53 genlerinin
mRNA seviyelerinin belirlenmesi, kanser ve normal hiicre hatlarinda qRT-PCR ile
gosterilmistir. Calismanin sonuglari, vulpinik asidin ICso degerinin, incelenen tiim kanser
hiicrelerinde Bax, Bcl-2 ve p53 genlerinin mRNA seviyelerini tedavi edilmeyen hiicrelere
kiyasla  degistirdigini  gdstermistir.  Incelenen genlerin mRNA  seviyeleri
karsilastirildiginda, Bax geninin tiim hiicre hatlarinda Bcl-2 ve p53 genlerine kiyasla daha
fazla ekspresyon artisi gosterdigi gozlemlenmistir. Bu sonuglarla, VA’in mRNA

seviyeleri lizerindeki apoptotik etkisi ilk kez degerlendirilmistir. (Kilig vd., 2018).

Cansaran-Duman ve ark (2021) yaptiklar1 ¢alismada MCF-7 ve MCF-12A hiicreleri
tizerine VA’in antikanser etkilerini mRNA’lar araciligiyla belirlemislerdir. Caligmada
miRNA dizisi ve biyoinformatik analizlerin sonuglari, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
12 miRNA'nin vulpinik aside spesifik olarak duyarli oldugunu goéstermistir ve VA’in 12
miRNA'nin ekspresyonunu inhibe ettigini ve meme kanseri hiicre proliferasyonunu
baskiladigin1 ortaya koymustur. Calisma ayrica VA’in FOXO-3 genini baskilayarak 12
miRNA'nin ekspresyonunu asagi regiile edebilecegini ortaya koymustur. miRNA
hedeflerinin esas olarak apoptoz, hiicre dongiisii ve MAPK yolaklarinda rol oynadigi
bulunmustur. Ayrica, Bcl-2, Bax, procaspase-3 ve procas-pase-9 protein seviyeleri,
protein seviyesinde apoptozun dogrulanmasi igin western blot analizi ile

degerlendirilmistir (Cansaran-Duman vd., 2021).

VA’in farkli biyolojik aktivite sergileyen calismalar yakin zamanda literatiire
kazandirilmistir. Ozellikle meme kanseri iizerinde 6nemli 6lciide etkinlige sahip oldugu
diistiniilmektedir. Kemoterapétik ilaglarin yan etkisini azaltabilmek icin bazi dogal
tirtinlerle kombinasyonlarinin uygulamalar1 yapilmaktadir (Calaf vd., 2018; Tekin, 2021,
Vargas vd., 2020). Ancak literatirde bu amagla VA ile kemoterapotik ilaglarin
kombinasyonlarinin meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-
453) tizerindeki etkileri heniiz bilinmemektedir. Bu kapsamda yapilan bu tez ¢alismasi
ile VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon dozlarinin meme kanseri hiicre hatlari
tizerindeki mitokondri membran potansiyeli, multi kaspaz aktivitesi, ROS, hiicre dongiisii

tizerine etkileri su sekildedir;
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Yapilan tez ¢alismasi sonucunda VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonu uygulanan hiicre
hatlarinda (MDA-MB-231 ve MDA-MB-453) kontrole gore ilaghh gruplar
karsilastirildiginda ilaglhi gruplarin depolarize canli ve depolarize oOlii hiicre
popiilasyonlarinda artig, canli hiicre popiilasyonlarinda azalis goériilmektedir. Bu sonuglar
ele alindiginda her iki hiicre hatt1 {izerine uygulanan sinerjik etki kombinasyon dozlarinda

her iki hiicre hattinda da mitokondri membraninda bozulmalar meydana gelmistir.

Mitokondriyal membran potansiyelindeki herhangi bir bozulma, sitokrom c'nin sitozole
salinmasina yol agar, bu da mitokondride kaspaz kaskadinin aktivasyonuna neden olur.
Aktive kaspazlar ise hiicreyi apoptoza yonlendirir. Her iki hiicre hatti iizerinde uygulanan
sinerjik kombinasyon dozlarmin kaspaz+ ve kaspaz+/Olii hiicre popiilasyonlarimni
kontrole gore artirdigi, canli hiicre popiilasyonlarinin ise kontrole gore azaldigi

belirlenmistir.

Reaktif oksijen tiirleri, g¢esitli reaksiyonlar sonucu ortaya c¢ikan serbest radikallerin
tiimiine verilen isimdir. ROS’lar bulunduklar1 dokuya ciddi zararlar verirler bu nedenle
kanser hiicrelerinde ROS miktarindaki artis 6nem arz etmektedir. VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlarinin MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlarina belirlenen sinerjik
etki dozlarinda uygulanmasi sonucunda MDA-MB-453 hiicre hattinda VA+DOX-2
olarak kodlanan dozunda 6nemli bir ROS artisinin meydana geldigi, ancak VA+MIX
dozlarinin hiicre tizerinde fazla oksidatif stres olugturmadigi, MDA-MB-231 hiicrelerinde
ise VA+DOX ve VA+MIX-3 dozlarmin oksidatif stres olustururken diger dozlarin

olusturmadig belirlenmistir.

Hiicreler, islevlerini yerine getirebilmek ve ¢ogalmak i¢in siirekli ve diizenli bir dongii
icerisinde yer alirlar. Bir hiicrenin bir dongiisliniin tamamlanmas1 4 temel basamaktan
olusur: GO, G1, S, G2 ve M evreleri. Bu evreleri tamamlayan hiicre artik yeni bir
kopyasini olusturmus olur. Saglikli hiicrelerin dongiisii bu sekilde ilerleme kaydederken
kanserli hiicrelerde dongiliniin durdurulmasi gereklidir. VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlarinin hiicrelere uygulanmasi sonucunda elde edilen grafiklerde ozellikle

hiicre popiilasyonlarinin GO/G1 evresinde yiiksek tutulma oldugu belirlenmistir.

PI3K/AKT/mTOR yolu, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde énemli olan hiicre i¢i bir
sinyal yoludur. Bu nedenle hiicresel durgunluk, ¢ogalma, kanser ve uzun Omiirle

dogrudan iligkilidir. PI3K aktivasyonu AKT'yi fosforile edip aktive ederek plazma
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membraninda lokalize eder (King, Yeomanson, ve Bryant, 2015). Normal hiicrelerin
yasamsal faaliyetlerinin devamini saglayan bu yolagin aktivasyonu onemli iken kanser
hiicrelerinde hiicrelerin apoptozdan kagmak i¢in kullandig1 yolaklardan biridir. Birgok
kanserde bu yolak asir1 derecede aktiftir, dolayisiyla apoptozu azaltir ve kanserli

hiicrelerde ¢ogalmaya izin verir (Peltier, O'Neill, ve Schaffer, 2007).

Pek ¢cok meme kanseri tiiriinde PI3K/AKT/mTOR yolaginda gerceklesen anormallikler
en sik goriilen genomik anormalliklerdir. Bilinen en yaygin anormallikler arasinda
PIK3CA gen mutasyonu ve fonksiyon kaybi mutasyonlar1 veya PTEN'in epigenetik
susturulmasi yer almaktadir (Raphael vd., 2018). Rapamisinin fosfoinositid 3-kinaz
(PI3K)/protein kinaz B (Aktas) /memeli hedefi (mTOR) yolu, meme kanseri vakalarinin
yaklasik %30-40'inda aktive olur. Uglii negatif meme kanserinde, PI3K/AKT/mTOR
yolunun onkogenik aktivasyonu, EGFR gibi yukari akis diizenleyicilerinin asir
ekspresyonunun, PIK3CA mutasyonlarinin aktive edilmesinin, fonksiyon kaybinin veya
fosfataz ve tensin homologunun (PTEN) ekspresyonunun bir fonksiyonu olarak meydana
gelebilir (Costa vd., 2018).

PI3K/AKT sinyal yolag: etkilerine bakildiginda MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde
uygulanan kombinasyon dozlarinin (VA+DOX ve VA+MIX) etkileri sekil x de
goriilmektedir. Kontrol grubuna gore hiicre popiilasyonlarina bakildiginda aktivasyon
oranlarinin uygulanan dozlarda %81’den %43’lere kadar diisiirdiiglinii, inaktive hiicre
poplilasyonlarinda ise hiicrelerin %0,10’dan  %39,30’a kadar artis gosterdigi
belirlenmistir. MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerinde uygulanan dozlarin PI3K/AKT sinyal

yolagini inhibe ettigi belirlenmistir.

MDA-MB-453 hiicre hatt1 lizerinde uygulanan kombinasyon dozlarinin (VA+DOX ve
VA+MIX) etkileri sekil x de goriilmektedir. Kontrol grubuna gore hiicre
popiilasyonlarina bakildiginda aktivasyon oranlarinin uygulanan dozlarda %86’dan
%14,8’e kadar diisiirdiigli, inaktive hiicre popiilasyonlarinda ise hiicrelerin %16,9’dan
%85,2’ye kadar artis gosterdigi belirlenmistir. MDA-MB-453 hiicre hatti {izerinde
uygulanan dozlarin PI3K/AKT sinyal yolagini inhibe ettigi belirlenmistir.

Tezin son asamasinda yapilan calismalarla; VA+DOX ve VA+MIX sinerjik etki
kombinasyon dozlarmin PI3K sinyal yolagi ile yapilan flow sitometri ¢alismalari

sonucunda uygulanan dozlarin bu yolak {izerinde inhibisyon sergiledigi belirlenmistir.
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Yapilan western blot calismasindan elde edilen sonuglar, her iki hiicre hatti iizerine
uygulanan sinerjik etki dozlariin hem apoptotik yolak proteinleri hem de PI3K yolak
proteinlerinde apoptoz ve PI3K yolak inhibisyon sonuglari ile benzer sonuglar sergiledigi
belirlenmistir. CI degerleri ile muamele edilen MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre
hatlarinin flow sitometrik analiz sonuglarindan elde edilen verileri dogrulamak amaciyla
gen ve protein ekspresyon profilleri de incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda VA+DOX
kombinasyonunun apoptotik yolak markirt BAX/BCL2 oranmin ve p53 miktarinin
MDA-MB-231 hiicre hattinda arttig1, buna karsin Sitokrom-c, Kaspaz-3 ve Cleaved
kaspaz-3 miktarlarinda azalis oldugu belirlenmistir. VA+MIX kombinasyonunda ise ayn1
hiicre hattinda hem BAX/BCL2 oranimmi hem de p53, Kaspaz-3, Cleaved kaspaz3 ve
Sitokrom-c miktarlarinda da artig sergiledigi bulunmustur. PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolag1 proteinlerinin ise MDA-MB-231 hiicre hatti {izerinde hem VA+DOX hem de
VA+MIX kombinasyonlarinin uygulanmasi sonucunda AKT, PI3K, mTOR, P-AKT
miktarlarinda diisiis meydana geldigi gozlemlenmistir. Her iki kemoterapétik ilag
kombinasyonunun kullanilan en iyi CI degerlerinin MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagini protein seviyesinde baskiladigi bulunmustur.

MDA-MB-453 hiicre hattinda ise uygulanan VA+DOX kombinasyon dozlarinin
BAX/BCL2 oranimi artirdigi, buna karsin p53, Kaspaz-3, Cleaved kaspaz3 ve Sitokrom-
¢ miktarlarinda azalis meydana geldigi belirlenmistir. Ayn1 hiicre hattinda VA+MIX
kombinasyonunda ise p53 miktarinda azalis, Kaspaz-3, Cleaved kaspaz3 ve Sitokrom-c
miktarlarinda artis gézlemlenmistir. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi proteinlerinin ise
MDA-MB-231 hiicre hatt1i tlizerinde hem VA+DOX hem de VA+MIX
kombinasyonlarinin uygulanmasi sonucunda AKT, PI3K, mTOR, P-AKT miktarlarinda
diisiis meydana geldigi gozlemlenmistir. Her iki kemoterapétik ilag kombinasyonunun
kullanilan en iyi CI degerlerinin MDA-MB-453 hiicre hatti iizerinde PI3BK/AKT/mTOR

sinyal yolagin protein seviyesinde baskiladig1 bulunmustur.

Yapilan PCR ¢alismalar1 sonucunda; VA+DOX ve VA+MIX sinerjik etki kombinasyon
dozlarinin MDA-MB-453 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 tizerindeki etkileri zaman

bagimli olarak etkileri incelenmistir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda hem VA+DOX hem de VA+MIX kombinasyonlarinda,
BAX/BCL2 oraninda artis, sitokrom-c, kaspaz-3 ve p53 seviyelerinde artis

gozlemlenmistir. Elde edilen bu qPCR sonuglar1 protein seviyesinde oldugu gibi gen
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seviyesinde de benzer sonuclar sergilemis, uygulanan dozlarin gen seviyesinde de
hiicreleri apoptoza yonlendirdigi belirlenmistir. Ancak uygulanan dozlarin PI3K sinyal
yolagi1 genlerinde protein seviyesinde PI3K, AKT ve mTOR’da baskiladiklar1 goriiliirken,

gen seviyesinde indiikledigi belirlenmistir.

MDA-MB-453 hiicre hattinda da hem VA+DOX hem de VA+MIX kombinasyonlarinda,
BAX/BCL2 oraninda artis, sitokrom-c, kaspaz-3 ve p53 seviyelerinde artis
gozlemlenmistir. Elde edilen bu qPCR sonuglar1 protein seviyesinde oldugu gibi gen
seviyesinde de benzer sonuclar sergilemis, uygulanan dozlarin gen seviyesinde de
hiicreleri apoptoza yonlendirdigi belirlenmistir. Ancak uygulanan dozlarin PI3K sinyal
yolag1 genlerinde protein seviyesinde PI3K, AKT ve mTOR ’da baskiladiklar1 goriiliirken,

gen seviyesinde indiikledigi belirlenmistir.

VA’in insan epidermal keratinosit hiicre hatti (HaCaT) lizerinde yara izi iyilesme
deneyleri gerceklestirilmis ve HaCaT hiicreleri iizerinde orta seviyeli bir yara kapanma
etkisinin oldugu gosterilmistir (Burlando vd., 2009). Kalin (2022) yaptig1 ¢alismasinda
ise meme kanseri hiicre hatlart (MCF-7 ve MDA-MB-453) iizerinde VA’in kontrol
grubuna kiyasla 6nemli derecede hiicre gociinii baskiladigini gézlemlemistir (Kalin vd.,
2022).

Literatiirde VA ile ilgili calismalarda yara iyilestirme ¢alismalar1 oldukga sinirli olup, VA
ile kemoterapdtik ilaglarin kombinasyonel sekilde sinerjik etki sergiledigi dozlarla meme
kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki migratif etkisine dair literatiirde herhangi bir ¢alisma
heniiz bulunmamaktadir. Bu ¢alismada ise, Vulpinik Asit (VA) ile kemoterapotik
ilaglarin (Doxorubisin -DOX, Mitaksantron — MIX) sinerjik etki gésteren kombinasyon
dozlart (VA+DOX ve VA+MIX) MDA-MB-453 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin
migrasyonu iizerine etkisini belirlemek i¢cin migrasyon testi (wound healing / yara
iyilestirme) yapildi. Hiicreler arasinda olusturulan boslugun (yaranin) alanlarinin
karsilastirilmas1 Sekil 1 ve Sekil 2°de verilmistir. Sekil 1’de MDA-MB-231 hiicre hatti
tizerine uygulanan sinerjik etki dozlarinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda kontrol
grubuna kiyasla hiicrelerin olusturulan yara alaninin yiizdesini artirarak migrasyonu
onemli bir sekilde baskiladigi (p<0,05), benzer sekilde Sekil 2°de de MDA-MB-453
hiicre hattina yapilan uygulama sonucunda ayni zaman araliginda kontrol grubuna kiyasla

hiicrelerin olusturulan yara alaninin yiizdesini artirarak migrasyonu baskiladigi (p<0,05)
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belirlenmistir. Her iki hiicre hatt1 lizerinde 24 ve 48 saatlik sinerjik etki dozlarinin

hiicrelerin migrasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi belirlendi.

VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin meme kanseri hiicre hatlar1 MDA-MB-231
ve MDA-MB-453 iizerindeki sinerjik antikanser etkilerinin molekiiler seviyede
arastirtlmasi ilk kez gergeklestirilmis olup literatiirde heniiz bu kapsamda bir galisma
mevcut degildir. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonunun MCF-7 hiicre hattinda
sergiledigi antagonistik etki sonucu da olduk¢a &nemlidir. Oncelikle VA’in, doz ve
zaman bagimli olarak canlilik {izerine etkisi incelenmistir ve meme kanser hiicre
hatlarmdan MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicrelerinde etkin dozlari
belirlenmistir. Aym1 sekilde kemoterapétik ilaglar (DOX, MIX, DOC, CiS) da meme
kanseri hiicre hatlar1 tizerinde farkli dozlarda uygulanmis ve etkin dozlar1 belirlenmistir.
VA’nin kemoterapotik ilaglar ile potansiyel sinerjik antikanser etkileri kombinasyon
Indeks (CI) degerleri hesaplanarak belirlenmistir. CI dozlar1 ile muamele edilen
hiicrelerdeki ROS miktari, apoptotik yolak, PI3K/AKT sinyal yolagi ve hiicre
dongiisiindeki degisimler hem flow stometrik ve hem de molekiiler seviyede

ararstirtlmistir.
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6. ONERILER

e VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlart MCF-7 hiicreleri lizerinde antagonistik
etki gosterdi. VA+DOX, MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde bir kombinasyon
dozunda hafif sinerjik etki, VA+MIX ise ayni hiicre hatt1 izerinde uygulanan ilk
dort kombinasyonda sinerjik etki gdsterdi. VA+DOX ve VA+MIX
kombinasyonlar1 MDA-MB-453  hiicreleri  {izerine  uygulanan tiim
kombinasyonlarda giiclii sinerjik etki gosterdi.

e Bilesiklerin uygulanan kombinasyonlart MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre
hatlarinda ROS miktarin1 artirmistir. ROS miktarlarinin artisina sebep olan
kombinasyonlarin antioksidan savunma sistemleri tizerindeki etkileri (Glutatyon
sistem, Tiyoredoksin sistem) incelenebilir.

e VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-231 ve MDA-MB-453
hiicre hatlarinda migratif etkilerinin oldugu belirlenmistir. Anti-migrasyon
etkileri invazyon ve migrasyon etkileriyle ilgili yolaklarda rol alan markir protein
ve gen caligsmalart ile belirlenebilir.

e VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarinin MDA-MB-231 ve MDA-MB-453
hiicre hatlar1 lizerinde bagisiklik sisteminde meydana getirebilecek etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in bagisiklik sistemi ile iliskili yolaklar ¢alisilabilir.

e MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hiicre hatlar1 {izerine uygulanan VA+DOX ve
VA+MIX kombinasyonlarindan elde edilen sonuglar in-vivo ¢alismalara kapi
aralamigtir. Bu baglamda belirlenen kombinasyonlar in-vivo hayvan deneyleri

yapilarak organizma iizerindeki etkileri incelenebilir.
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