T.C.
KASTAMONU UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GOKNAR OZUTLERININ MDA-MB-231 HUCRELERI
UZERINDEKI SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKISI

Zeynep TUNCEL
Danisman Dr. Ogr. Uyesi Ash UGURLU
Jiiri Uyesi Dog. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU
Jiiri Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Hasan Ufuk CELEBIOGLU

YUKSEK LiSANS TEZI
BiYOLOJi ANA BiLiM DALI

KASTAMONU - 2019



TEZ ONAYI

Zeynep TUNCEL tarafindan hazirlanan "Géknar Oziitlerinin MDA-MB-231
Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik ve Apoptotik Etkisi" adl1 tez ¢aligmas1 asagidaki
jiiri iiyeleri dniinde savunulmus ve oy birligi ile Kastamonu Universitesi Fen Bilimleri
Enstitlisii Biyoloji Anabilim Dah’nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul
edilmistir.

Danisman Dr. Ogr. Uyesi Ash UGURLU
Kastamonu Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU
Kastamonu Universitesi

Jiiri Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Hasan Ufuk CELEBIOGLU
Bartin Universitesi

02/07/2019

Enstitii Miidiirii Dog. Dr. Nur BELKAYALI v{




TAAHHUTNAME

Tez igindeki biitlin bilgilerin etik davramis ve akademik kurallar gergevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif
yapildigini bildirir ve taahhiit ederim.

Imza
Zeynep TUNCEL

g



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GOKNAR OZUTLERININ MDA-MB-231 HUCRELERI UZERINDEKI
SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKISI

Zeynep TUNCEL
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dal1

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Asli UGURLU

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanserdir. Molekiiler biyoloji ve
farmakolojideki gelismeler, meme kanserinin daha iyi anlagilmasini saglayarak,
kanseri hedef alan ve daha akilli terapétiklerin tasarimimi miimkiin kilmistir. Ulkemiz
icin endemik bir tiir olan Abies nordmanniana subsp. Bornmulleriana (Uludag
goknari), Bat1 Karadeniz Bolgesinde, Kizilirmak ile Uludag arasinda bulunmaktadir.
Birinci smif orman agaci olup, 30-40 m boya sahiptir. Bu ¢alismanin amact géknarin
biyolojik aktivitelerini degerlendirmektir. Goknar 6z ve diri Oziitleri anti-kanser
Ozellik agisindan test edilmistir. MTT hiicre canlilig1 testinde, 6z ve diri Oziitlerinin
MDA-MB-231 iiglii negative meme kanseri hiicre hattina karsi konsantrasyon ve
zamana bagl olarak artan sitotoksik etkisi oldugu bulunmustur. Goknar 6z ve diri
oziitleri MDA-MB-231 hiicrelerinde Bax/Bcl-2 apoptotik gen ifadelerini degistirerek
apoptozun uyarilmasini saglamistir. Bu bulgular, goknar Oziitlerinin yeni kanser
onleyici ilaglarin  gelistirilmesinde  potansiyel olarak  kullanilabilecegini
gostermektedir.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

THE CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF
FIR EXTRACTS ON MDA-MB-231 CELLS

Zeynep TUNCEL
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Asli UGURLU

Breast cancer is the most common cancer among women. Advances in molecular
biology and pharmacology have enabled a better understanding of breast cancer and
providing the design of smater cancer-targeting therapeutics. Abies nordmanniana
subsp. Bornmulleriana (Uludag fir) is located in the Western Black Sea Region,
between Kizilirmak and Uludag. It is a first class forest tree and has 30-40 m height.
The aim of this study is to evaluate the biological activities of fir extracts. Heartwood
and sapwood extracts were tested for their anti-cancer properties. According to the
MTT cell viability analysis, heartwood and sapwood extracts demonstrate
cytotoxicity on triple-negative MDA _MB_231 breast cancer cells in a time and dose
dependent manner. Both heartwood and sapwood extract treatments have increased
Bax/Bcl-2 apoptotic gene expression ratio and stimulated apoptosis.
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Normal hiicrelerin genomunda meydana gelen mutasyonlar kanser hiicresine
doniisimiine sebep olmaktadir. Genomda meydana gelen bu hasar, DNA
replikasyonundaki hatalar, bazi DNA bazlarmin kimyasal kararsizligi veya
metabolizma sirasinda ortaya cikan serbest radikallerin saldirist gibi endojen
mekanizmalarin sonucu olabilir. DNA hasar1 ayrica iyonlastirict radyasyon, UV
radyasyonu ve kimyasal kanserojenler gibi digsal ajanlarla etkilesimlerden de
kaynaklanabilir. Hiicreler, bu hasar1 onarmak i¢in ¢esitli yontemler gelistirse de,
hatalarin tamir edilemedigi durumlarda genomda mutasyonlar kalici degisimlere

sebep olmaktadir (Bertam, 2001).

Yetigkin insan, dokular1 ¢ogaltmak i¢in bolmesi ve farklilagtirmasi gereken yaklasik
10" hiicreden olusur. Hiicre béliinmesi ve proliferasyonu mutasyonlarin olusumunda
ve bu mutasyonlar1 tasiyan hiicrelerin klonlarinin genislemesinde 6nemli bir
faktordiir. Bu klonal genisleme siireci ¢oklu mutasyonlarin olusmasina neden
olmaktadir (Klein, 2000). Kanser artan biiylime hizi, komsu normal dokulari istila
etme ve metastaz yapma kabiliyetinin kazanilmasi ve kemoterapotik ajanlarin

uygulanmasindan sonra ilaca direngli hale gelmesi ile karakterize edilmektedir.

Bir kanser hiicresinin olusumunda bes ana yol etkinlestirilmeli veya

etkisizlestirilmelidir (Sekil 1.1.) (Hanahan ve Weinberg, 2011).

e Biiylime uyarici sinyallerin artisi;

e Biiylime engelleyici sinyallere kars1 direng;

e Programlanmis hiicre 6liimiine, yani apoptoza kars1 direnc;
e Yaslanmanin engellenmesi;

e Yeni kan damarlar1 ve kilcal damarlar olusturma kapasitesi.

Kanser vakalar1 son yillarda artmakta ve kanser hastalarinin fiziksel aktivitelerini, ve
sosyal hayatlarii1 da etkilemektedir. Kanserin goriilme sikligi gelismis iilkelerde

yiizde besin altinda degismektedir. Diinyada yedi milyondan fazla insanin kanserden



6ldiigti tahmin edilmektedir. 2020 yilina kadar bu oranin yiizde yetmis oraninda

artacagl ongoriilmektedir.
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Sekil 1.1. Kanser olusumuna yol agan mekanizmalar (Bertram, 2001)

1.2. Kanser Tedavisi

Kanser, diinya ¢apinda en yaygin 6lim nedenlerinden biridir (McGuire, 2016).
Kemoterapi ve radyoterapi, kanser tedavisi igin en etkili ve kapsamli yaklasimlardir.
Kemoterapi ve radyoterapiye bagl olarak oral mukozit, gastrointestinal toksisite,
hepatotoksisite, nefrotoksisite, hematopoetik sistem hasar1, kardiyotoksisite ve
norotoksisite dahil olmak iizere ortaya ¢ikan olumsuz etkiler bu yontemlerin klinikte
kullanimin1 zorlastirmaktadir. Bu olumsuz etkiler genellikle kanser hastalarinda
yagsam kalitesini azaltir ve tedavinin sonlandirilmasina yol acabilir (Shapiro, 2016).

Bu nedenle, kemoterapi ve radyoterapinin neden oldugu yan etkilere karsi etkili

yonetim stratejileri gelistirmek énemlidir.



Ham o6ziitler, biyoaktif bilesenlerle zenginlestirilmis fraksiyonlar ve bitkilerden elde
edilen saf bilesikleri igeren dogal iiriinler, kanserleri 6nlemekte ve tedavi etmektedir
(Sanders vd., 2016). Klinik ¢alismalar ve preklinik ¢alismalar bazi dogal triinlerin
kemoterapi ve radyoterapiye bagli olumsuz yan etkileri azaltabilecegini
gostermektedir (Zhang vd., 2018).

1.3. Meme Kanseri

Meme kanseri, en yaygin kanser tiirii ve kanser iliskili 6liimlerin ikinci 6nde gelen
nedenidir. Her y1l bir milyondan fazla kadina meme kanseri teshisi konmasi ile
birlikte kadinlarda en sik goriilen kanser g¢esididir. Meme kanseri, siit bezleri,
lobiiller ve siit kanallarindan ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 1.2.). Meme kanseri i¢in en
onemli risk faktorleri, yas, hormon diizeyleri ve iyot yetersizligi olarak

gosterilmektedir.

Meme kanserleri molekiiler karakterizasyonlara gére luminal A, luminal B, HER2
asir1 ifadesi, bazal ve normal benzeri tiimorler olarak bes alt tipte
siniflandirilmaktadir (Dai  vd., 2015). Luminal benzeri tiimorlerde, hormon
reseptorleri (Ostrojen reseptorii ER ve progesteron reseptorii PR) ifadesi vardir ve
ekspresyon profilleri, memenin luminal epitel bilesenine benzemektedir. Luminal A
benzeri tiimdrler ER veya PR pozitifligi ve HER2 (insan epidermal biiyiime faktorii)
negatifligi olan tiimorlerken, Luminal B tipi tiimorler ER veya PR pozitifligi ve
HER2 pozitifligi olan timorlerdir. HER2 agir1 ifadesi olan tiimdrlerde hormon
reseptorleri ifadesi yoktur (ER-, PR-). Bazal alt tip, viicudun diger boliimlerinin
bazal epitel hiicrelerine ve normal meme epitel hiicrelerine benzer ekspresyon

profillinde (ER-, PR-, HER2- ii¢lii negatif) timorlerden olugmaktadir.

Meme Kanseri i¢in baslica tedavi tiirleri cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi,
endokrin (hormon) tedavisi ve hedefe yonelik tedavidir. Gogiis koruma cerrahisi,
lokalize meme kanseri tedavisinde genellikle basvurulan yaklasimdir. Cerrahiyi
genellikle tam iyilesmeyi saglamak ve metastaz riskini en aza indirmek i¢in yardimei
adjuvan tedaviler izler. Ameliyat sirasinda goriilmeyen kanser hiicreleri, kanserin

yerel niiks riskini azaltmak i¢in radyasyonla 6ldiirtilebilir. Radyasyon terapisi, kanser



hiicrelerinin dogrudan yiliksek diizeyde radyasyona maruz kaldigi bir siirectir.
Endokrin tedavi hormonlar1 dengelemek veya engellemek icin uygulanmaktadir. ER-
pozitif hastalarda genellikle belirtilmistir. Kemoterapi uygulamasi ile ER-negatif
timorlerde daha etkin sonuglar vermektedir. Triple Negatif Meme Kanseri (TNBC),
HER2 pozitif meme kanserlerinin biliylik cogunlugunda ve yiiksek riskli liimen
tiimorlerinde kemoterapi Onerilmektedir. Giiniimiizde uygulanan c¢esitli tedavi
yontemlerine ragmen, meme kanserinin heterojen yapisi tedaviyi zorlastirmakta,
kanser tekrar1 metastaz ve ilag direnci goriilebilmektedir (Cazzaniga ve Bonanni,

2012).

Fibroadenom

Kist

Apse
Fibrokist
hastaligi

Tamor

Cukurlu cilt

Sekil 1.2. Meme kanseri olusumu (URL-1,2014)

1.4. Apoptoz

Apoptoz, Kerr, Wyllie ve Currie (1972) tarafindan 1972’de tanimlanmis ve o giinden
itibaren biyolojik ¢alismalarda en ¢ok arastirilan siireglerden biri olmustur (Kerr, vd.,
1972). Cok segici bir siire¢ olan apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda
onemlidir. Apoptoz mekanizmalarini anlamak ¢ok onemlidir ve diizensiz apoptoz

cesitli patogenezlere yol agmaktadir. Bu da, belirli apoptotik genleri veya yolaklari
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hedef alan ilaglarin gelistirilmesine yardimci olabilir. Kaspazlar baslaticilar ve
uygulayicilar olmak {izere apoptoz mekanizmasinin merkezindedir (Goldar vd.,
2015). Kaspazlarin aktive edilebilecegi ii¢ apoptoz yolag: vardir. En yaygin olarak
bilinen apoptozun igsel (veya mitokondrial) ve digsal (veya olim reseptorii)
yolaklaridir (Sekil 1.3.). Daha az bilinen bir {igiincii yolak ise, i¢sel endoplazmik

retikulum yolagidir.
1.4.1. Dissal Oliim Reseptorii Yolag

Digsal oliim reseptorii yolagi, 6liim ligandlar1 bir 6liim reseptoriine baglandiginda
baslamaktadir. TNF ve FasL en yaygin olarak bilinen 6liim ligandlaridir ve sirasiyla
Tip 1 TNF reseptorii (TNFR1) ve Fas reseptorlerine baglanarak dissal 6liim reseptorii
yolagini aktiflestirmektedirler. Oliim ligandmin 6liim reseptdriine baglanip adaptdr
protein ile birleserek 6liim indiikleyici sinyal kompleksini (DISC) olusturmaktadir.
DISC daha sonra pro-kaspaz 8'in aktivasyonunu saglamaktadir (Fulda ve Debatin,
2006). Kaspaz 8 enziminin aktif hali diger uygulayici kaspazlarin par¢alanmasiyla

apoptozu baslatmaktadir.
1.4.2. i¢sel Mitokondriyal Yolak

DNA hasari, oksijen eksikligi, oksidatif stres gibi i¢sel uyaranlar, i¢ mitokondriyal
yolagin  bagslatilmasim1  tetiklemektedir. Uyaranlara bakilmaksizin, bu yol,
mitokondriyal gecirgenligin artmasi ve sitokrom-C gibi proapoptotik molekiillerin
sitoplazmaya salinmasimin sonucudur. Bu yol, Bcl-2 ailesine ait bir grup protein
tarafindan diizenlenmektedir. Bcl-2 proteinlerinin iki ana grubu vardir: pro-apoptotik
proteinler (6rnegin. Bax, Bak, Bad, Bcl-xS, Bik, Bim ve Hrk) ve anti-apoptotik
proteinler (6rnegin, Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Bfl-1 ve Mcl-1). Anti-apoptotik proteinler,
sitokrom-c'nin  mitokondriyal salinimini engelleyerek apoptozu diizenlerken,
proapoptotik proteinler, bu salinimi tesvik ederek etki etmektedir (Chipuk ve Green,
2008). Apoptozun baslatilip baglatilmayacagini belirleyen pro- ve anti-apoptotik
proteinler arasindaki dengedir. Sitokrom c'nin sitoplazmik salinimi, sitokrom c,
Apaf-1 ve kaspaz 9'dan olusan apoptozom olarak bilinen bir kompleksin olusumu

yoluyla kaspaz 3'ii aktive etmektedir.



1.5. Apoptoz ve Kanser

Kanser, normal bir hiicrenin malign bir hiicreye doniistiigii bir genetik degisimin
sonucu olarak goriilebilirken, hiicre 6liimii kacist bir hiicrede bu koti huylu
doniisiime neden olan temel degisikliklerden biridir. 1970’lerin baslarinda, Kerr,
Whyllie ve Currie (1972) apoptozu potansiyel olarak kotii huylu hiicrelerin, hiperplazi

ve timor ilerlemesinin ortadan kaldirilmasiyla iliskilendirmislerdir. Dolayisiyla,

azalmis
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Sekil 1.3. Apoptoz yolaklar1 (Wong, 2011)

apoptoz veya direnci karsinojenezde énemli rol oynamaktadir. Malign bir hiicrenin
apoptoz veya apoptoz direncinde azalma saglayabilecegi bir¢ok yol vardir. p53

mutasyonlari, pro-apoptotik protein seviyesinin azalmasi, anti-apoptotik proteinlerin



artmasi, 0lim reseptorii ifadesinin azalmasi, kaspaz aktivitesinin azalmasi apoptoz
mekanizmasinda bozukluklara yol agarak kanser hiicrelerinin oliimden kagmasini

saglayan mekanizmalar arasindadir (Sekil 1.4.) (Wong, 2011).

Birgok arastirmaci, hedef kanser hiicrelerde apoptozu arttirmak i¢in molekiiler ve
kimyasal ajanlar gelistirmektedir. Segici olarak mitokondriyi hedef alan ilaglar
gelistirilmektedir. Bax'in tiimor hiicrelerinde asir1 ifadesinin, kemoterapi duyarliligini
arttirdigi ve fare modellerinde tiimor biiyiime oranlarinin azaldigi gosterilmistir. Bir
aday ila¢ olan HA14-1, insan akut miyeloid 16semi (HL-60) hiicrelerinde apoptozu

uyarmistir (Lickliter vd., 2003).
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Sekil 1.4. Apoptozdan kagis mekanizmalar1 (Wong, 2011)
1.6. Bitki Oziitlerinin Kanser Tedavisinde Kullanim

En oliimcil hastalik tiirlerinden biri olan kanser, diizensiz hiicre popiilasyonu
genislemesini igeren genis bir sendrom grubunu kapsar. Taksol, kamptotesin,

combrestatin, epipodofilotoksin liganlar ve vinka alkaloitleri gibi bitki kaynakli



bilesikler kanser tedavisinde dnemli rol oynamaktadir. Bu bilesikler, 1997'den 6nce
piyasaya siiriilmiis olup, hala kanser tedavisinin temel bir parcasidir. Ek olarak, bazi
diyet bilesenlerinin hem in vitro hem de in vivo olarak anti-kanser etkileri
bildirilmistir. Dogal tiriinlerin ¢esitliligi nedeniyle, kanser karsitt mekanizmalar farkli
bilesenlerde belirgindir. Ornegin, curcumin, siilforafan, soya izoflavon ve resveratrol
gibi bazi diyet bilesikleri, kanser kok hiicresinin kendini yenileme yollarini
etkileyebilir. Bazi1 c¢aligmalar ayrica bitkilerden elde edilen metabolitlerin
proapoptotik 6zelliklere sahip olabilecegini rapor etmistir. Bu tiir g¢alismalar
kemoterapoétik ajanlarin hem dis hem de i¢ apoptotik yolaklarin aktivasyonu ile hiicre
Olumiini indiikledigini gostermistir. Cesitli timor tipleri lizerinde test edilen bitki
kaynakl1 bilesikler, daha ileri kanser tedavisi igin stratejiler saglayabilir (Ouyang vd.,
2014).



2. KURAMSAL CERCEVE

Diinyadaki 6liimlerin ana nedenlerinden biri olan kanser, kontrolsiiz hiicre béliinmesi
sonucu ortaya ¢ikan ve diger dokulara yayilma potansiyeli olan bir hastaliktir. Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan 2015 yilinda 8,8 milyon kansere bagl 6liim bildirilmistir ve
yeni kanser vakalarinin gelecek 20 yilda % 70 artacagi tahmin edilmektedir.
Tedavide kullanilan kemoterapi ve radyoterapinin hastanin yasam kalitesini biiyiik
Ol¢iide azaltan yan etkileri vardir. Bitki kaynakli dogal bilesenler kanser terapisinde
tiimor biiylimesini engellemekte, kemoterapi ve radyoterapinin yan etkilerini

hafifletebilmekte ve kanser hastalarinin 6mriinii uzatabilmekte rol oynamaktadir

(Ouyang vd., 2014).

Pinaceae familyasina ait Abies cinsi, Asya, Avrupa, Kuzey ve Orta Amerika ve
Kuzey Afrika daglarinda bulunan 50 farkli tiir icermektedir. Abies tiirleri,
terpenoidler, flavonoidler, liganlar, fenoller, steroidler, yag asitleri ve yag alkolleri
gibi ¢esitli fitokimyasallar icerir (Yang vd., 2008). Abies 0ziitlerinin, anti-bakteriyel
(Richardson vd., 1992; Bagci ve Digrak, 1996; Digrak, vd., 1999), anti-fungal
(Aoyama, 1992), anti- inflamatuar, anti-hipertansif (Singh vd., 1998), anti-depresan
ve anksiyolitik faaliyetler (Singh vd., 1998; Kumar vd., 2000) olmak {izere gesitli
biyolojik aktiviteleri vardir. Birgok calismada da Abies tiirlerinin anti-kanser
aktivitesi oldugu rapor edilmistir. Abies alba ve Viscum albiim 6ziitleri karisiminin
L-1210 fare 16semi hiicreleri tizerinde anti-proliferatif etkisi oldugu ve tedavi edilen
sicanlarda tiimor biliylimesinin 6nemli Olglide azaldigr gosterilmistir (Stefanou ve
Evangelou, 2000). Abies koreana'dan izole edilen bir triterpenoid bilesik, insan
akciger karsinomu (A549), yumurtalik karsinomas: (SK-OV-3), malign melanom
(SK-MEL-2) ve kolon karsinomu (HCT-15) hiicre hatlari iizerinde sitotoksik etki
gostermistir (Kim vd., 2001). Abies marocana'dan izole edilen bilesikler igin P-388,
A-549, HT-29 ve MEL-28 kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik aktivite rapor
edilmistir (Barrero vd., 1996). Literatirde Abies nordmanniana subspecies
bornmulleriana biyolojik aktiviteleri hakkinda bilgi eksikligi tespit edilmistir
(Tumen vd., 2011) (Sekil 2.1.). Bu ¢alismada amacimiz, servikal kanser ve karaciger

kanseri hiicreleri tizerinde giiglii sitotoksik etki gordiigiimiiz Abies nordmanniana



subspecies bornmulleriana 6z ve diri 6ziitlerinin MDA-MB-231 ii¢lii negatif meme

kanseri hiicreleri tizerindeki anti-kanser aktivitesini degerlendirmektir.

Sekil 2.1. Abies nordmanniana subsp. bornmulleriana (Savill vd., 2016)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiira

MDA-MB-231 meme kanser hiicresi hatt1, Bogazici Universitesi, Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Bolimii tarafindan hediye edilmistir. MDA-MB-231 hiicreleri nemli
ortamda, %5 CO; inkiibatoriinde 37°C'de biiyiitilmistiir. Hiicreler % 90 yogunluga
ulagtiginda PBS ile yikandiktan sonra 37°C’de 5 dakika boyunca % 0.25 tripsin-
EDTA ¢ozeltisi ile inkiibe edilip kazinmistir. Hiicreler, 500 x g'de 5 dakika boyunca
santrifiijlenerek ¢oktiirilmiis, taze besi yeri ile c¢oziilerek {i¢c petriye boliinmiistiir.
Hiicre stoklama islemi i¢in hiicreler dondurucu soliisyon igerisinde ¢oOziinerek -
80°C’de saklanmugtir. Hiicre kiiltiirinde kullanilan soliisyonlar Tablo 3.1.°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar

MDA-MB-231 Besi Yeri Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

% 10 FBS
0.01 mg/ml Insan Insiilini
% 1 Esansiyel Olmayan Amino Asit

% 0.1 Penisilin/Streptomisin

MDA-MB-231 Dondurucu Soliisyon % 50 DMEM
% 40 FBS

% 10 Dimetil Siilfoksit (DMSO)

10X Tripsin-EDTA 2.5% Tripsin

7mM Etilendiamintetraasetik Asit
(EDTA)

0.9% NacCl
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3.2. Bitki Oziitlerinin Hazirlamis1

Goknar 6z ve diri oziitleri % 0.1 DMSO igerisinde ¢oziildiikten sonra filtrelenerek
sterilize edilmistir. Oziitler, hiicre kiiltiirii ve gen ifadesi calismalarinda kullanilmak

tizere -20°C'de saklanmistir.
3.3. MTT Analizi

Hiicre canliligini belirlemek amaciyla MTT analizi yapilmistir. 104 MDA-MB-231
hiicresi 96 kuyucuklu petrilere ekilip 24 saat boyunca bliylimeye birakilmistir.
Hiicreler goknar oziitlerinin farkli konsantrasyonlartyla (0.1, 1, 10, 100, 1000 pg/ml)
24, 48 ve 72 saat siireyle muamele edilmistir. Sonrasinda besiyeri % 0.5 FBS, 0.5
mg/ml MTT iceren DMEM’le degistirilmis ve 4 saat 37°C'de inkiibasyon yapilmistir
(Sekil 3.1.). Elde edilen formazan kristalleri, %3 SDS ve 40 mM HC1/izopropanol
ile ¢oziilmiis mikroplaka spektrofotometresi (Multiskan Go, Thermo Scientific)
kullanilarak 570 nm'de absorbans degerleri Olgiilmiistiir. Yari maksimal inhibitor

konsantrasyon (ICsp) degerleri, GraphPad Prism 7 programi ile hesaplanmustir.

Sekil 3.1. MTT analizi sonunda ¢dziinmiis formazan kristalleri
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3.4. RNA izolasyonu

2x106 MDA_MB-231 hiicresi petri kaplarina ekilip biiyiitiildiikten sonra IC50
degerlerinin dozlarinda géknar 6z ve diri 6ziitleriyle muamele edilmistir. Total RNA,
GeneJET RNA Isolation Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak MDA-MB-231
hiicrelerinden izole edilmistir. Kit ile saglanan 600 pl lizis tamponu kullanilarak
hiicreler homojenize edilmistir. 360 ul %100 etanol ilave edildikten sonra ornekler
kolonlara yiiklenmis ve 12000 x g’de 1 dakika boyunca santriflij edilmistir. Yikama
tamponlar1 ile yikanan kolonlardan 30 ul DNaz/RNaz i¢ermeyen su kullanilarak
RNA izolasyonu tamamlanmistir. RNA izolasyonu sonrasinda olasi DNA
kontaminasyonundan arindirmak i¢in RNA oOrnekleri DNaz enzimi (Thermo
Scientific, ABD) ile 37°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. RNA 06rneklerinin
konsantrasyonu Nanodrop spektrofotometre (Multiskan Go, Thermo Scientific)

kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
3.5. cDNA Sentezi ve gPZR Analizi

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, ABD) ile rasgele
primerler kullanilarak 1 pg total RNA’dan ¢cDNA sentezlenmistir. qPZR reaksiyon
karisimi, 10 ul SYBR Green (Biorad, ABD), 1 ul ¢cDNA, 1 ul ileri ve geri yonli
primer (5 pM) (Tablo 3.2.), 7 ul distile sudan olusmaktadir. Amplifikasyonlar
95°C'de 5 dakika denatiirasyon sonrasinda 40 dongii 95°C'de 10 saniye denatiirasyon
ve 57°C'de 30 saniye primer baglanmasi ve zincir uzamasi seklinde Rotor-Gene Q
(Qiagen, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir (Tablo 3.3.) mRNA seviyeleri
o-AACt

yontemi kullanilarak analiz edilmistir. GAPDH referans gen olarak

kullanilmistir ve hedef gen sonuglart GAPDH sonuglarina normalize edilmistir.

Tablo 3.2. qPZR deneylerinde kullanilan primerler

Primer ad1 Primer dizisi (5°-3”)

GAPDH-Ileri | GGAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAPDH-Geri | AACATGTAAACCATGTAGTTGAGGT

Bax-Ileri CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG
Bax-Geri CCAGCCCATGATGGTTCTGAT
Bcl-2-1leri GGTGGGGTCATGTGTGTGG
Bcl-2-Geri CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC
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3.6. istatistiksel analiz

MTT analizleri 3 bagimsiz 6rnek ile tekrarlanmistir. Standart sapmave hata

degerleri hesaplanmus, verilerin istatistiksel nemi Student’s t-test ile belirlenmistir.

Tablo 3.3. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka/Model

CO Inkiibatorii Niive EC 160
Laminar Kabin Hedlab

Inverted Mikroskop Leica

Santrifiyj Niive NF 800

gPCR Cihazi Qiagen Rotor-Gene Q
PCR Cihazi Techne TC-512

Mikroplaka Spektrofotometre

Thermo Scientific

Jel Goruntileme Sistemi

Vilber Lourmat

Otoklav

WiseCave

-80°C Derin Dondurucu

Nuaire NU 9668E

-20°C Derin Dondurucu

Argelik

pH Metre Isolab
Vortex Mixer WiseMix
Buz Makinasi Hoshizaki
Manyetik karistirici WiseStir
Hassas terazi Precisa

14




4. BULGULAR

4.1. Hiicre Morfolojisi ve Sitotoksik Etki

Goknar 6z ve diri 6ziitlerinin MDA-MB-231 ii¢lii negatif meme kanseri hiicre hatt
tizerindeki sitotoksik etkisi MTT analizi ile test edilmistir. Hiicreler, 24, 48 ve 72
saat boyunca farkli konsantrasyonlarda goknar 6z ve diri Oziitleri ile muamele
edilmistir. Oziit ile inkiibasyon sonrasi mikroskop incelemelerinde sitotoksik etki
gbzlemlenen hiicrelerde morfolojik degisiklikler gozlemlenmistir (Sekil 4.1., Sekil

4.2., Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.7., Sekil 4.8.)

Goknar Oz - 24 saat

Kontrol 0.1 pg/ml

10 pg/ml 1000 pg/ml

Sekil 4.1. Oz 6ziitii ile 24 saat muamele sonrasi hiicre morfolojisi. Kontrol hiicreleri % 0.1
DMSO ile muamele edilmistir. Hiicreler, ters mikroskop (Leica, Almanya) ile 10x
objektif biiyiitme kullanilarak incelenmistir.

24 Saatte hiicre canliligt 0-100 pg/ml arasi konsantrasyonlarda onemli bir
degiskenlik gostermemistir. 1000 pg/ml’de 6z oOziitinde % 70 oraninda, diri
Oziitlinde % 73 oraninda hiicre canlilifinda diislis gozlemlenmistir ve bu diistisler

istatiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.3.).

48 Saatte 0-100 pg/ml arast konsantrasyonlarda hiicre canliliginda disis

gbézlemlenmemistir. 1000 pg/ml’de ise 6z oOziitinde % 93, diri Oziitinde % 92
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oraninda hiicreler 6lmiistiir. 1000 ug/ml 6ziit konsantrasyonu ile 48 saat inkiibasyon

sonucu elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.6.).

GOknar Diri- 24 saat

i
10 pg/ml 100 pg/ml

Sekil 4.2. Diri 6ziitii ile 24 saat muamele sonrasi hiicre morfolojisi. Kontrol hiicreleri % 0.1
DMSO ile muamele edilmistir. Hiicreler, ters mikroskop (Leica, Almanya) ile 10x
objektif biiyiitme kullanilarak incelenmistir.

1000 pg/ml

120

100
8
6
4 .
| il
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1000

Hiuicre canliligi (%0)
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(=]

o

Konsantrasyon (ug/ml)
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Sekil 4.3. MTT analizi sonuglari-24 saat. MDA-MB-231 hiicreleri, 24 saat, artan dozlarda
goknar oOziitleri ile muamele edilmistir. Kontrol hiicreleri % 0.1 DMSO ile
muamele edilmistir. Grafikte ortalamalar = SH datas1 gosterilmistir (n = 3). * p
<0.05.
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Goknar Oz-48 saat

Kontrol 0.1 pg/ml

10 png/ml 100 pg/ml 1000 pg/ml

Sekil 4.4. Oz 6ziitii ile 48 saat muamele sonrasi hiicre morfolojisi. Kontrol hiicreleri % 0.1
DMSO ile muamele edilmistir. Hiicreler, ters mikroskop (Leica, Almanya) ile 10x
objektif biiyiitme kullanilarak incelenmistir.

Goknar Diri-48 saat

Kontrol 0.1 pg/ml 1 pg/ml

10 pg/ml 100 pg/ml 1000 pg/ml

Sekil 4.5. Diri 6ziitii ile 48 saat muamele sonrasi hiicre morfolojisi. Kontrol hiicreleri % 0.1
DMSO ile muamele edilmistir. Hiicreler, ters mikroskop (Leica, Almanya) ile 10x
objektif biiyiitme kullanilarak incelenmistir.

72 Saatte 0-100 pg/ml arasinda hiicre 6liimii gériilmezken 1000 pg/ml’de 6z 6ziitii %
98, diri oziitii ise % 97 oraninda hiicre &liimiine sebep olmustur. Oz ve diri
Oziitlerinin 72 saat sonundaki giiclii sitotoksik etkisi de istatistiksel olarak anlamlidir

(Sekil 4.9.).



Goknar 6z 6ziitli i¢in 24 saatte 1Cso degeri 849 pg/ml, 48 saatte 789.9 pg/ml, 72
saatte 595.3 pg/ml olarak hesaplanmistir. En diisiik 1Cso degeri 72 saatte elde
edilmistir (Sekil 4.10.). Bu sebeple apoptoz deneylerinde 72 saatlik 6z oziitii
inkiibasyonu yapilmistir. Goknar diri 6ziitii igin 24 saatte ICso degeri 388.2 pg/ml, 48
saatte 710.6 pg/ml, 72 saatte ise 264 pg/ml olarak hesaplanmigtir (Sekil 4.10.). En
diisiik 1Cso degeri 72 saatte elde edildigi i¢in apoptoz deneylerinde 72 saatlik diri

0ziitli inkiibasyon yapilmistir.

(]
0 0.1 1 10 100

1000

140
120
10

<

8

=}

6

<

4

<

Hiicre canlihigr (%)

2

[T ]

Konsantrasyon (pg/ml)

m oz mdiri

Sekil 4.6. MTT analizi sonuglar1-48 saat. MDA-MB-231 hiicreleri, 48 saat, artan dozlarda
goknar Oziitleri ile muamele edilmistir. Kontrol hiicreleri % 0.1 DMSO ile
muamele edilmistir. Grafikte ortalamalar + SH datas1 gosterilmistir (n = 3). * p
<0.05.

Goknar Oz-72 saat

Kontrol 0.1 pg/ml

10 pg/ml 100 pg/ml 1000 pg/ml

Sekil 4.7. Oz 6ziitii ile 72 saat muamele sonrasi hiicre morfolojisi. Kontrol hiicreleri % 0.1
DMSO ile muamele edilmistir. Hiicreler, ters mikroskop (Leica, Almanya) ile 10x
objektif biiyiitme kullanilarak incelenmistir.
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Goknar Diri-72 saat

Kontrol ‘ 0.1 pg/ml 1 pg/ml

10 pg/ml : 100 g/ml 1000 pg/ml

Sekil 4.8. Diri 6ziitii ile 72 saat muamele sonrasi hiicre morfolojisi. Kontrol hiicreleri % 0.1
DMSO ile muamele edilmistir. Hiicreler, ters mikroskop (Leica, Almanya) ile 10x
objektif biiyiitme kullanilarak incelenmistir.
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Sekil 4.9. MTT analizi sonuglari-72 saat. MDA-MB-231 hiicreleri, 72 saat, artan dozlarda
goknar ozitleri ile muamele edilmistir. Kontrol hiicreleri % 0.1 DMSO ile
muamele edilmistir. Grafikte ortalamalar + SH datas1 gosterilmistir (n = 3). * p
<0.05.

4.2. Apoptotik Etki

Sonuglarimiza gére Bax transkript diizeyinde her iki o6ziit i¢in de O6nemli bir
degisiklik gozlemlenmemistir. Bcl-2 transkript seviyesi 6z oOziitii ile muamele

edildiginde % 53 oraninda azalirken, diri Oziitii ile muamele edildiginde %46
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oraninda diismiistiir. Apoptozun pro- ve anti-apoptotik genler arasindaki dengeye

bagli olarak gerceklestigi goz oniinde bulundurulursa hem 6z hem gdoknar dziitlerinde

artan pro/anti apoptotik gen orani, bu 6ziitlerin apoptozu tetikledigini géstermektedir

(Sekil 4.11.).
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Sekil 4.10. ICsy degerleri. Goknar 6z ve diri dziitlerinin ICsy degerleri, GraphPad Prism 7
programi yardimiyla verilere dogrusal olmayan bir doz-yanit egrisi uygulanarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Apoptotik gen ifadeleri. MDA-MB-231 hiicreleri, goknar 6z ve diri 6ziitleri 1Csg
ile 72 saat boyunca muamele edilmistir. Bax ve Bcl-2 genlerinin transkript
seviyeleri qPZR ile analiz edilmistir. GAPDH referans geni olarak kullanilmistir.
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5. TARTISMA

Kanser, ¢ok sayida hastanin oliimiine neden olan ciddi bir saglik sorunudur. En
yaygin kullanilan kanser tedavilerinden kemoterapide sitotoksik ilaglar kullanilmakta
ve bu ilaglarin hastanin refahim1 azaltacak mide bulantisi, agri, sindirim sistemi
problemleri gibi yan etkileri olmaktadir. Bu sebeple yan etkisi olmayan dogal
kaynakli bilesenlerden tiiretilen ilaglar son zamanlarda yogun ilgi gérmektedir. Bu
calismada, A. nordmanniana 6z ve diri 6ziitlerinin ti¢lii negatif MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri tizerindeki anti-kanser etkisinin analizi amaclanmistir. Zaman ve
doza bagl toksisite olup olmadigini belirlemek i¢in hiicreler 6z ve diri Oziitlerinin
bes farkli konsantrasyonuyla 3 farkli zaman periyodunda (24, 48, 72 saat) muamele
edilmistir. Mikroskop incelemeleri 06ziit konsantrasyonuna bagli olarak hiicre
morfolojisinde degisimler oldugunu gostermistir.  MTT analizi sonuglarina gore,
hem 6z hem diri oziitleri icin MDA-MB-231 hiicrelerinde benzer sonuglar elde
edilmistir. Oziitler maximum konsantrasyonda (1000 ug/ml) zamana bagh bir sekilde
MDA-MB-231 hiicre yogunlugunu azaltmistir. 0-100 pg/ml konsantrasyon
uygulamalarinda 6nemli bir sitotoksik etki tespit edilmemistir. En etkili hiicre 6limii
72 saat Oziit inkiibasyonlar1 sonucunda gézlemlenmistir ve dolayisiyla en diisiik 1C50

degerleri 72 saat inkiibasyon sonuglariyla elde edilmistir (6z: 595,3 pg/ml, diri: 264
ug/ml).

Dogal bir bilesenin kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleme kabiliyeti, bir anti-
kanser ajani olarak kullanilma potansiyelini gdstermektedir. Bu nedenle, goknar
Oziitlerinin apoptoz uyarma potansiyeli apoptoz ile iligkili genlerin ifade profili
irdelenerek analiz edilmistir. Bunun i¢in MDA-MB-231 hiicreleri goknar 6z (595,3
pg/ml ) ve diri ziitleriyle (264 pg/ml) 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Her iki 0ziit i¢in de, pro-apoptotik gen Bax seviyesinde degisiklik olmazken, anti-
apoptotik Bcl-2 gen seviyesinde yaklasik %50 oraninda diisiis gozlemlenmistir.
Sonug olarak Bax/Bcl-2 oranindaki toplam artis 6ziit muamelesi ile MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinde apoptoz araciligiyla hiicre olimii gergeklestigine isaret

etmektedir.
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Ek olarak, bu bitki tiirlerinin aktif icerikleri ve fitokimyasallar1 ¢esitli analitik
yontemlerle tanimlanmis ve goknar 6z ve diri dziitlerinde benzoik asit, kaempferol
ve apigenin yiiksek oranda tespit edilmistir. GOknar oOziitlerinde yiiksek oranda
bulunan bilesiklerden apigenin ve kaempferol, apoptozu uyarma ve ¢esitli sinyal
yollarini modiile etme kabiliyetlerinden dolay1 son yillarda iimit verici bir anti-kanser
ajan olarak dikkat ¢ekmistir. Birgok ¢aligma, in vitro ve in vivo olarak ¢ok cesitli
kanser tiirlerine karsi apigenin ig¢in anti-kanser aktivite oldugunu rapor etmistir.
Apigenin, hiicre dongiisiinii engelleyerek, apoptozu uyararak ve tiimor metastazini
engelleyerek anti-kanser etkinlik gostermektedir. Ayrica, ila¢ direncini, metastazi ve
kanserin tekrarlanmasini Onleme agisindan kritik oneme sahip olan kanser kok
hiicrelerini de inhibe etmektedir (Yan vd., 2017). MDA-MB-231 hiicre hatt1 ile
yapilan ¢alismalarda apigeninin siklin A, siklin B ve sikline bagli kinaz-1 (CDK1)
ifadesini baskilayarak hiicre dongiisiinii durdurdugu ve hiicre ¢ogalmasini azalttigi
rapor edilmistir. Ayrica, apigeninin ksenograft modelinde timor biiyiimesini
geciktirdigi gosterilmistir (Tseng vd., 2017). Kaempferol, apoptoz, hiicre dongiisi,
anjiyogenez ve metastaz mekanizmalarini diizenlemektedir. Diger kemoterapi
ilaglartyla karsilagtirildiginda daha az toksik etki gostermekle birlikte kombinasyon
olarak diger kemoterapi ilaglariyla birlikte kullanildiginda kemoterapi etkinligini
arttirmaktadir. (Chen ve Chen, 2013). Gynura medica oziitlerinden izole edilen
kaempferol, Bcl-2 ifadesini diizenleyerek apoptoz indiiklemis ve MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmistir (Yi vd., 2016). Benzoik asit,
kaspaz-3 aracili apoptoz yoluyla kanser hiicresi biiyiimesini inhibe etmektedir
(Anantharaju vd., 2017). Benzoik asit bazli inhibitér SH4-54 in vitro insan glioma,
meme ve prostat kanseri hiicrelerinde STAT3 DNA baglanma aktivitesini ve
STAT3'e bagimli gen transkripsiyonu ile birlikte Bcl-2, BclxL, Mcl-1, Cyclin D1, ¢
Myc ve Survivin ifadesini bloke etmistir. SH4-54 glioma, meme ve prostat kanseri
hiicrelerinin sagkalimini ve ¢ogalmasini azaltmis, fare ksenograft glioma ve meme
kanseri modellerinde ise timor bilyiimesini engellemistir (Yue vd., 2016).
Literatiirde belirtilen apigenin, kaempferol ve benzoik asit bu ¢aligmada elde edilen
verileri desteklemektedir. Goknar 6ziitlerinin anti-kanser etkinligi i¢eriginde bulunan

apigenin, kaempferol ve benzoik asidin kombine etkisine dayandirilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Birgok arastirmaci, toksik olmamalar1 nedeniyle bitki kdkenli kanser Onleyici ilaclara
odaklanmistir. Bu c¢alismada, goknar 6z ve diri Oziitlerinin MDA-MB-231 iigli
negative meme kanseri hiicrelerine karsi anti-kanser etkinligi oldugu gosterilmistir.
Oz ve diri 6ziitlerinin MDA-MB-231 hiicrelerine karsi yakin derecede sitotoksik
etkisi vardir. Ayrica hem 6z hem diri dziitleri pro-apoptotik ve anti-apoptotik gen
ifade seviyesinde degisiklik saglayarak apoptozu uyarmistir. Goknar oziitleri icin
calismamizda tamimlanan yeni biyolojik aktivite anti-kanser ajan olarak
gelistirilmesine dair umut vermektedir. Etki mekanizmalarinin anlagilmasi igin hiicre
dongiisii, anjiyogenez, metastaz test edecek detayli molekiiler analizler yapilmali ve

in vivo deneylerle dogrulanmalidir.
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