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SULFORAFANIN 769-P iNSAN BOBREK KANSER HUCRE DiZiSINDE
APOPTOZ UZERINE ETKIiSi VE HUCRE MIGRASYONUNUN
INHIBISYONU

OZET

Kanser goriilme siklig1 diinyada giderek artmaktadir. Saglikli hiicrelerde meydana
gelen fenotipik ve genotipik degisiklikler sonucunda kanser meydana gelmektedir.
Kontrolsiiz hiicre proliferasyonu sebebiyle hiicreler anormal sekilde ¢ogalarak
invazyon ve metastaz 6zelligi kazanirlar. Bobrekler metabolizma tarafindan iiretilen
artik maddelerin viicuttan uzaklastirilmasinda ve homeostazin saglanmasinda dnemli
fonksiyonlara sahiptir. Bobrek kanseri; lirogenital kanserler icerisinde yer almakta ve
insidansi gittikge artmaktadir.

Son yillarda bitkisel kaynakli besinlere olan ilgi artmaktadir ve geleneksel tedavileri
desteklemek amaciyla siklikla tercih edilmektedir. Tarih boyunca da tedavilerde
bitkisel gidalar kullanilmis olup biyoaktif bilesenlerin ayni zamanda kanserin
onlenmesinde farmakolojik ve fizyolojik etkilerinin oldugu savunulmaktadir. Diyetle
alman besinlerdeki kemopreventif bilesikler; hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarinm
diizenleme veya kanser olusum siirecini uzatarak cesitli koruyucu etkiler meydana
getirmektedir.

Brokoli, karnabahar, beyaz ve karalahana, Briiksel lahanas1 gibi Brassicaceae olarak
da bilinen turpgiller ailesindeki sebzeler ‘glukosinolat ¢ adi verilen bilesik igerirler.
Glukosinolatlar, mirosinaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyona girerler.
Parcalanma {iriinii ise izotiyosiyanatin karakteristik bir bilesigi siilforafan (SFN)’dir.
SFN kemopreventif etkileri sayesinde son yillarda biiyiik ilgi gérmektedir.

Cok sayida epidemiyolojik aragtirmalar ile in vivo ve in vitro ¢aligmalar, SFN’nin
kanseri Onleyici ya da riskini azaltict potansiyeli oldugunu belirlemistir. SFN’nin
cesitli hiicre hatlar1 lizerindeki proapoptotik etkileri tanimlanmigtir fakat literatiirde
bobrek kanserinde apoptoz {izerine olan etkisi i¢in yeterli ¢caligma bulunmamaktadir.
Bu calismada SFN’nin 769-P insan bobrek kanser hiicre hatti tizerindeki etkisi
arastirtlmis ve kontrol grubu olarak 293-T insan bobrek epitel hiicre hatti
kullanilmistir. Bu amagla cesitli SFN konsantrasyonlar1 hazirlanmis ve hiicre hatlar
tizerinde etkileri incelenmistir. Hiicre proliferasyonu ilizerine etkisinin gdzlenmesi i¢in
MTT [3-(4, 5-dimetil tiyazol-2-il)-2, 5 difenil tetrazolyum bromid] testi (24. ,48. ,72.
saat) ve sitotoksik etkinin belirlenebilmesi i¢cin LDH (Laktat dehidrogeneaz) testi
uygulanmistir.  Analizler sonucu segilen konsantrasyonlarda hiicre dongiisii
inhibisyonlar1 saptanmistir. SFN’nin hiicrelerde meydana getirdigi apoptotik etkinin
belirlenebilmesi i¢in erken ve ge¢ apoptotik hiicreler Anneksin V yontemi ile analiz
edilmigtir. 769-P insan bobrek kanser hiicre hattinda ise doza bagimli sekilde hiicre
migrasyonunun inhibisyonu incelenmistir.
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EFFECT OF SULFORAPHANE ON APOPTOSIS IN 769-P HUMAN KIDNEY
CANCER CELL LINE AND INHIBITON OF CELL MIGRATION

SUMMARY

The frequency of cancer falls in the World and it occurs in phenotypic and genotypic
conditions that occur in healthy cells. Because of uncontrolled cell proliferation, cells
gain abnormalities and gain invasion and metastasis. Kidneys have factors related to
metabolism and homeostasis is sufficient. Kidney cancer; urogenital cancers are
involved and the incidence is increasing.

In recent years, interest in plant-derived foods has increased and is often preferred to
support traditional treatments. Throughout history, plant foods have been used in the
treatment and bioactive components are also claimed to have pharmacological and
physiological effects in the prevention of cancer. Chemopreventive compounds in
dietary foods; by modulating the intracellular signal transduction pathways or
prolonging the cancer formation process.

Broccoli, cauliflower, white and black cabbage, Brussels sprouts such as Brassicaceae
vegetables contain in the compound called glucosinolate. Glucosinolates react by
catalyzing the enzyme myosinase. The disintegration product is a characteristic
compound of isothiocyanate, sulforaphane (SFN). Due to its chemopreventive effects,
SFN has received great interest in recent years.

In vivo and in vitro studies with numerous epidemiological investigations have
identified the potential of SFN to prevent or reduce cancer. The proapoptotic effects
of SFN on various cell lines have been described, but there is insufficient study in the
literature on the effect of apoptosis on kidney cancer. In this study, the effect of SFN
on 769-P human kidney cancer cell line was investigated and 293-T human renal
epithelial cell line was used as control group. Various SFN concentrations were
prepared for this purpose and the effects on cell lines were examined.MTT [3- (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide] test (24, 48, and 72 hours)
and LDH (Lactate dehydrogenease) for the detection of cytotoxic effect on cell
proliferation test was applied. Cell cycle inhibitions were determined at the selected
concentrations. In order to determine the apoptotic effect of SFN in cells, early and
late apoptotic cells were analyzed by Annexin V method. In the 769-P human kidney
cancer cell line, inhibition of cell migration in a dose-dependent manner was
investigated.

xii



1. GIRIS VE AMAC

Kanser giiniimiizde onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Diinya
genelinde niifusun hizla artmasi ve yas ortalamasinin yiikselmesi ile birlikte birgok
iilkede en 6nemli 61iim nedeni ve halk saglig1 sorunu olarak 6ne ¢ikmaktadir. Kanser;
genlerdeki mutasyonlar ve patolojik hiicre igi sinyal iletimi sonucu farkli organlarda

kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin olusmasiyla karakterize bir hastaliktir [1].

Bobrek iginde kotii huylu hiicrelerin ¢ogalarak kitle olusturmasiyla ortaya g¢ikan
bobrek kanserinde insidans ve mortalite oranlari sosyoekonomik 6zellikleri farkli olan
bircok iilkede gittikge arttig1 bildirilmistir [2]. 2018 Diinya Kanser Istatistiklerine gore
403.262 (%2.2) kisi bobrek kanserine yakalanmis ve 175.098 (%1.8) kisi bobrek
kanseri sebebiyle hayatini1 kaybetmistir [1]. Bobrek kanseri kontrolsiiz gogalma, lokal
dokulara invazyon ve metastaz asamalariyla birlikte, ¢esitli genetik ve epigenetik

degisiklikleri igeren ¢ok basamakli bir siirectir.

Kanser kemoprevensiyonu, hastaligin klinik olarak olusmasindan once diyet veya
farmakolojik ajanlarin kullanilmas1 ve bu sayede tiimor gelisimini engellemek, bloke
etmek ve tersine gevrilmesi olarak ifade edilmektedir [3]. Epidemiyolojik ve patolojik
calismalardan elde edilen bulgular kanserlerin Onlenebilecegini veya ilerlemesinin
durdurulabilecegini gostermektedir [3]. Tarih boyunca kanser tedavisinde diyetle
alinan bitkisel gidalar kullanilmig, ayn1 zamanda kanserin 6nlenmesinde de faydali
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bitkilerde bulunan biyolojik olarak aktif fitokimyasal
bilesenlerin varligi, botanik tedavilerin farmakolojik ve fizyolojik etkilerini
desteklemektedir. Cok sayida epidemiyolojik arastirmalar ile in vivo ve in vitro
caligmalar, aktif fitokimyasallarin kanseri onleyici ya da riskini azaltici potansiyeli
oldugunu belirlemistir [4]. Ozellikle diyetle alinan sebze ve meyveler, diisiik
toksisiteye sahip olduklar1 icin oldukca ilgi goérmekle birlikte kemopreventif
bilesiklerin zengin kaynaklari olarak kabul edilmistir [5].

Brokoli, karnabahar, beyaz ve karalahana, Briiksel lahanas1 gibi Brassicaceae olarak
da bilinen turpgiller grubundaki sebzelerin tiiketimi, genel sebze tiiketimi ile

kiyaslandiginda kansere karsi ¢ok daha gliglii bir koruyuculuk saglamaktadir.



Turpgiller grubunda kanser kemoprevensiyonu ile ilgili olarak en c¢ok calisilan
biyoaktif bilesenlerden biri glukosinolatlardir. Glukosinolatlar kimyasal olarak
tanimlanmis olup, enzimatik olarak hidrolize olmadig1 siirece aktif olmayan
bilesiklerdir [6]. Bu gruptaki glukosinolatlarin hidroliz iirlinleri bitki tiiriine gore
cesitlilik gdstermektedir ve hidroliz sonucu olusan izotiyosiyanatlardan en karakterize
olanlardan biri Siilforafan (SFN)’dir [7]. In vivo ve in vitro deneysel ¢alismalar ile
SFN’nin tiimor gelisimine karsi olarak hiicre dongiisiinii inhibe etmesi veya apoptozu
(programlanmis hiicre 6liimii) uyarmasi gosterilmistir. Kolon, prostat ve meme gibi
bir¢ok kanser hiicresinde hiicre dongiisiiniin inhibisyonu ve apoptozun indiiksiyonu
saptanmistir [8]. Apoptozun molekiiler mekanizmasi olduk¢a kompleks olup farkli
sekillerde baslayabilmektedir. Apoptozun baslama siireci, Olim reseptorleriyle
(ekstrinsik) olabildigi gibi, mitokondriyal (intrinsik) yolak ile de baslayabilmektedir.
Ayrica bu iki baslatic1 yolak diginda T hiicre aracili, perforin granzim bagimli bir
apoptotik yolak daha vardir. Kaspaz ailesi adi verilen proteaz enzimlerin
aktivasyonlari ile sonlanmaktadir [9]. Apoptoz kontrolsiiz hiicre boliinmesinde kritik
bir rol oynar. Kanser hiicrelerinin yaygin Ozelliklerden biri hiicre 6liim sinyal
yolaklarimi bloke ederek apoptozdan kagabilmeleridir. Sinyal yolaklarinin agikliga
kavusturulmasiyla kanser hiicrelerini segici olarak oldiiren veya o6ldiriilmesini
saglayan terapétik ajanlarin gelistirilmesi i¢in asamalar kaydedilmistir [10]. In vivo
premalign ve malign tiimor hiicreleriyle yapilan calismalar gesitli kemopreventif
ajanlarin Bcl-2 gen ailesi liyelerinin ekspresyonunu veya mitokondri gercirgenlik
potansiyelini etkileyerek apoptozu indiikledigini gostermistir [11]. SFN, apoptotik
yolakta birden ¢ok molekiilii etkilemektedir. Anti-apoptotik, pro-apoptotik gen
regiilasyonlarin1 ve kaspaz protein ailesi iiyelerinin aktivasyonunu degistirmektedir
[12].

Ik olarak SFN ve apoptoz iliskisi HT29 ve Caco-2 kolon kanser hiicrelerinde
belirlenmistir [13]. Daha sonra prostat LNCaP hiicrelerinde kaspaz aktivasyonu
tanimlanmistir [14]. Insan medulloblastom hiicreleri, PC-3, DU-145, fare embriyonik
fibroblastlar ve insan glioblastoma hiicrelerinde kaspaz aktivasyonu ile apoptozu
indiikledigi saptanmustir [8, 15-18]. Ancak 6zellikle bobrek kanseri i¢in literatiirde in
vivo ve in vitro SFN indiiklii apoptozun etkin terap6tik diizeyi hakkinda yeterli sayida
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada SFN aracili apoptozun 769-P ve kontrol
olarak 293T bobrek epitel hiicre hattindaki sitotoksik ve apoptotik etkisini



karsilagtirarak aragtirmak amacglanmistir. Bu amagla SFN’nin sitotoksik etkilerini
gostermek icin metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) ve laktat dehidrojenaz (LDH)
testleri, apoptotik Ozelliklerini gostermek i¢in Annexin V ve hiicre dongilisii testi ve
migrasyon Ozelliklerini gostermek igin ise migrasyon testi yapilmistir. Calismada
kullanilan 769-P hiicre hatti, bobrek kanseri igerisinde en sik goriilen tip olan berrak

hiicreli adenokarsinom kokenlidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser giinlimiizde sikliginin azalmamasi ve bazi tiplerinde belirgin artis gozlenmesi
nedeniyle 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Diinya genelinde
niifusun hizla artmasi ve yas ortalamasinin yiikselmesi ile birlikte bir¢ok iilkede en
onemli 6lim nedeni ve halk sagligi sorunu olarak 6ne ¢ikmaktadir [19]. Kanser;
genlerdeki mutasyonlar ve patolojik hiicre igi sinyal iletimi sonucu farkli organlarda
kontrolsiiz cogalan hiicrelerin olugmasiyla karakterize bir hastaliktir. Kanser olusumu;
tek bir hiicredeki mutasyon ya da mutasyon dis1 kalitimsal sebeplerle baslayarak, hiicre
soyu ilerledikge yeni mutasyonlarla invaziv ve metastatik 6zellik kazanan klonal bir

stirectir [20].

Genel olarak kanser gelisimini tanimlayan karsinogenez, cevresel faktorler ve genetik
degisikliklerle beraber hiicrenin kontrolsiiz boliinme ve c¢ogalmasma yol agan
karmasik bir siirectir. Bu siirecin 3 farkli adimda gelistigi diistiniilmektedir; kontrolsiiz
cogalma, lokal dokulara invazyon ve metastaz. Kontrolsiiz ¢ogalma asamasi; normal
hiicrelerin karsinojene maruziyeti ile genomik DNA’sinda meydana gelen hasarlar
sonucunda hiicrelerin dis uyarilardan bagimsiz olarak boliinebildikleri ve geri
doniisiimii olmayan bir olaydir. Invazyon asamasinda aktif olarak ¢ogalan hiicrelerin
hizla bélinmeye ve yayilmaya basladigi nispeten uzun ve tersine c¢evrilebilir bir
islemdir. Metastaz asamasi ise neoplastik transformasyonun son asamasi olup, biriken
mutasyonlar sonucu farkli ozellikler kazanan tiimor hiicrelerinin kan dolasimina

gecerek uzak dokulara yayildigi durumdur [21, 22].

Normal hiicrelerin kanser hiicresine doniisiimii DNA molekiiliindeki bir ya da daha
fazla sayida mutasyon sonucu ortaya ¢ikar, mutasyon sonucunda etkilenen hiicresel
mekanizmalar; biiylime ve ¢ogalmay1 etkileyen protoonkogenlerin aktivasyonu,
boliinmeyi denetleyen tiimor siipresor (baskilayici) genlerin inhibisyonu, DNA tamir

mekanizmalariin etkisiz hale gelmesi ve apoptozun ger¢eklesememesidir [23].



Tiimor siipresor genler ilk kez nadir goriilen ¢ocukluk tlimorii olan retinoblastomun
incelenmesiyle kesfedilmistir. Timor siipresor genler hiicre proliferasyonunu ve sag
kalimini baskilar. Bu genlerin inaktivasyonu tiimor gelisimine sebep olmaktadir.
Kanser olgularinda en sik rastlanan genetik degisikliklerden biri p53 tiimor baskilayici
genindeki mutasyonlardir [24]. Losemi, lenfoma, meme, akciger karsinomlart gibi
cesitli kanserlerde siklikla islev kaybi1 goriilmiistiir. Normal kosullarda p53 proteini
hiicre dongiisii reglilasyonunda negatif yonde etkileyen diizenleyici bir protein olarak
islev goriir, DNA’da meydana gelen bir hasar oldugunda p53 sentezi indiiklenir. p53,
DNA replikasyonunu ve hiicre dongiisiinii durdurur (arrest fazi) ve tamir

mekanizmalari ile onarilamayan DNA hasar1 apoptozu baglatir.

p53 mutasyonu veya gen kaybi; hiicre dongiisii arrestini ortadan kaldirarak mutasyon
sikliginin artmasina, DNA hasarina ragmen apoptozun gerceklesememesine ve hiicre
genomundaki kararsizliga neden olur. Akciger, prostat kanseri ve melanom gibi
goriilme siklig1 fazla olan kanserlerde tiimor siipresor gen iriinlerinden olan Rb,
PTEN, WT1 gibi proteinler ¢esitli sinyal yolaklarinda gorevlidirler. Bu proteinler
hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, transkripsiyon regiilasyonunda, apoptozun

diizenlenmesi gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonu saglamaktadir [25].

Hiicre proliferasyonunu dogrudan baskilayan genler bekg¢i (gatekeeper) tipi genler
olarak adlandirilmaktadir. Bu tiimor siipresor genlerin her iki kopyasinin hasar
gérmesi durumunda genler islevlerini kaybederek, artan hiicre biiylimesi ve dongiiniin
kontroliiniin gerceklesememesi sonucunda tiimoér olusumu meydana gelmektedir.
Hiicre dongiisiinii dolayl1 olarak etkileyen diger genler ise genom biitiinliigii, DNA
tamir mekanizmasiyla ilgili ve mutasyon olusumunun engellemesinde gorevli olan,
bakici (caretaker) tipi timor siipresor genlerdir. Kanserde yanlis eslesmeden kaynakli
tamir mekanizmalar1 haricinde, genomik instabilitenin (kararsizlik) de yeri biiytiktiir.
Kromozomal translokasyonlar, kromozom segmentlerinin delesyonu, duplikasyonu,
anoploidi ve diger kromozomal anomaliliklerinin artmasi ve azalmasi genomik
instabilite igerisinde yer almaktadir. Meydana gelen bu degisiklikler bir¢ok kanser
tiiriiniin gelismesi ve ilerlemesine sebep olmaktadir. Bu kromozomal kararsizliklar

bir¢ok yolla kanserin ilerlemesine katkida bulunur [26].

Protoonkogenler genellikle hiicrelerin normal sekilde biiylimesinin ve temel hiicresel
islevlerin diizenlemesinde dogrudan rol oynarlar. Bilinen onkogenlerin bir¢ogu

hiicresel biiyiime kontrol yolaklarina katilan normal hiicresel genlerden yani



protoonkogenlerden tiiretilir. Onkogenler, protoonkogenlerin mutasyona ugramis
formlaridir. Ornegin; Ras geni bir hiicre ici sinyal proteinini kodlayan bir
protoonkogendir. Ras geninde meydana gelen bir mutasyon sonucu olusan mutant ras

geni ve lirlinii olan onkoprotein kontrolsiiz biiyiime sinyallerine destek olmaktadir

[27].

Onkogenler genellikle baskin karaktere sahiptir ve gergeklesen mutasyon sonucu var
olan iki kopyadan bir tanesi etkilendiginde etkisi fenotipik olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Bir protoonkogenin bir onkogene doniismesi veya aktivasyonu, genellikle fonksiyonel
bir mutasyonla gergeklesir. Nokta mutasyonlari, gen amplifikasyonlari, inversiyon ve
translokasyon gibi genetik diizenlemeler onkogen doniisiimiinii saglamaktadir [27,
28].

2.1.1 Kanser gelisiminde rol oynayan hiicresel mekanizmalar

Kanser gelisimi; genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi ile olusan, bir¢cok degiskene
bagli bir durumdur. Cevresel faktorler ve yasam tarzi; sigara tiikketiminden, beslenme
aligkanligy, kilo etkisi, viriisler, bakteriler, parazitler, kimyasallar ve fiziksel etkenlere
(UV, radyasyon) kadar birgok etkiyi kapsamaktadir. Genetik faktorler ise kalitimsal
ailevi riskleri ve hastaliga yatkinlik olusturan genlerdeki yeniden diizenlenmeleri
igermektedir. Bu faktérlerin olusturdugu etkiler sonucunda genetik materyalde hasar
meydana gelmektedir. Hasarin meydana gelmesiyle hiicre dongiisii, biiylimesi,

farklilagmasi ve apoptoz mekanizmalari etkilenmektedir [29].

2.1.1.1 Hiicre dongiisii

Ana hiicreden boliinerek olusacak yavru hiicrelerin eksiksiz genoma sahip olmasin
saglamak i¢in hiicre biiyiimesi ve DNA replikasyonu denetlenmelidir. Hiicre bdliinme
mekanizmasi hiicrelerin ¢ogalmasini denetleyen faktorler tarafindan organizmanin

gereksinimleri dogrultusunda hiicre boliinmesine imkan vererek diizenlenir.

Hiicre boliinme dongiisii birbiriyle baglantili olarak; interfazdaki G1, S, G2 evreleri ve
mitoz (M) evresinden olusmaktadir. Bu siire¢ igerisinde DNA replikasyonu, genetik
materyalin hiicrelere esit bicimde dagilmasi ve hiicre boliinmesi (sitokinez)

gerceklesmektedir [25].

Tiimor hiicrelerinin ayirt edici 6zelliklerinden birisi hiicre dongiisii diizenleme

mekanizmalarindaki bozukluklardir. DNA’da meydana gelen bir hasar sonrasi hiicre



dongiisiiniin bloke edilmesi genomik biitiinliiglin korunmasi agisindan ¢ok 6nemlidir.
Hiicre dongiistindeki farkli evrelerin bir diizen igerisinde ilerlemesi ve gerektiginde

dongiiniin durdurulmasi igin kontrol noktalar1 yer almaktadir [30].

G1/S, SIG2 ve G2/M fazlar1 arasindaki gegisler kontrol noktalari olarak islev
gormektedir (Sekil 2.1). G1 kontrol noktasinda hasarli DNA’nin S evresine girmeden
onarilmasi saglanir. Hiicre dongiisiiniin devam etmesi i¢in uygun biiylime faktorleri
bulunmuyorsa hiicre GO evresine girer. Bu evre de hiicre bliylimesi durur ve
boliinmeden yasamina devam eder. Hiicre dis1 sinyallerle uyarildiklarinda ise hiicre
boliinme dongiisiine devam eder. DNA’daki hatalarin diizeltilemeyecegi durumlarda
ise hiicre S evresine gegcmeden apoptoza girmesi saglanir. S kontrol noktasinda DNA
hasar kontrolii gergeklesir. G2 kontrol noktasinda DNA replikasyonu tamamlanmadan
mitozun baslangicina engel olur. M kontrol fazinda ise mitozda kromozomlarin ig
ipliklerine diizgiin dizilimlerinin kontrolii saglanir [25]. Bu dongiide ve kontrol
noktalarinda gorev alan siklinler, siklin-bagimli kinazlar (CDK'ler) ve CDK
inhibitorleri (CDI'lar) arasindaki denge, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini ve

ilerlemesini saglamaktadir [12, 31].

Yanlig dizilmis

Kopyalanmamis kromozomlar

veya hasarli DNA

Hasarli DNA Hasarli DNA

Sekil 2.1 Hiicre dongiisii kontrol noktalari [25].

Hiicre dongiisii kontrol noktalari, hiicrede meydana gelmis olan hasarin onarilmasini
saglamak ve hasarli genetik materyalin yeni hiicrelere gegmesini 6nlemek acisindan
oldukca 6nemlidir. Kontrol noktalar1 sayesinde dongili gegici olarak durdurulabilir
ancak hasar onarilamazsa kontrol noktasi sinyalleri apoptoz yolaklarini aktive edebilir.
Timor hiicrelerinin hizli bir sekilde ¢ogalmasi, bu noktalardaki kontrol kaybindan

kaynaklanmaktadir ve hasarli genomun devamini engellemek i¢in hiicre kontrol



noktalarinda boliinmenin durdurulmasinin ne kadar 6nemli oldugu bir kez daha

vurgulanmaktadir [30].

2.1.1.2 Programlanmis hiicre éliimii (Apoptoz)

Apoptoz, c¢ok hiicreli organizmalarin normal gelisiminin gergeklesmesi ig¢in
embriyogenezden itibaren doku homeostazisinin devami i¢in gerekli olan hiicrelerin
programli olarak Oliimiidiir. Apoptoz, hasarli veya zarar gormiis, gerekli olmayan
hiicrelerin dokuyu tahrip etmeden, fizyolojik olarak ortadan kaldirilmasidir [32].
Apoptoz sirasinda niikleer kondensasyon ve parcalanma, kromozomal DNA'nin
interniikleozomal ayrilmasi, 6len hiicrelerin plazma membrant yikimi olmadan
apoptotik cisimler halinde paketlenmesi ve apoptotik cisimlerin fagositik hiicreler
tarafindan tanmarak uzaklastirilmasi gibi ATP gerektiren sirali bir¢ok olay

gerceklesmektedir [33].

Apoptoz, kaspaz adi verilen (sistein proteazlari) proteaz ailesi proteinlerinin
fonksiyonu ve DNAazlarin aktivasyonu araciligiyla DNA’nin par¢alanarak hiicrenin
yikimi olayidir. Fosfotidilserinin hiicre membran i¢ yiizeyinden dis yiizeyine yerlesimi
ile gbzlenen membran degisiklikleri, fagositik hiicrelerin apoptoz olacak hiicreyi
taninmasi ile devam eder [34]. Apoptotik sinyaller, genomik biitiinliigiin korunmasina
yardimc1 olmaktadir. Bu sinyallerin diizensizligi sadece tiimorogenezini tesvik
etmekle kalmayip, ayn1 zamanda tedaviye diren¢li kanser hiicresini de iiretebilir.

Hiicrelerin, apoptozdan kagmasi, kanserin belirgin bir gostergesidir [35].

Apoptozun gergeklestigi mekanizmalarda meydana gelen diizensizlikler hastaliklarin
patogenezinin anlagilmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu durum belirli apoptotik genleri
veya apoptotik yolaklar1 hedef alan ilaglarin gelistirilmesine yardimci olabilir.
Apoptoz mekanizmalarin baslangiglart  farkli olsa da, silireg kaspazlar ile
sonlanmaktadir. Kaspazlar apoptotik silirecte hem baslatict hem de uygulayici olarak

gorev yapmaktadirlar [36].

Kaspaz zincirinin aktivasyonunu ve apoptozu baslattigi bilinen 3 yol vardir. Hiicrenin
tercih ettigi yol; baslangi¢ 6liim sinyaline, ilgili hiicre tipine ve pro-apoptotik/anti-
apoptotik sinyaller arasindaki dengeye baglidir. Oliim reseptorii aracili (ekstrinsik) ve
mitokondriyal (intrinsik) olan iki yol ile ayrintili olarak ele alinirken, {igiincii yol
endoplazmik retikulumu igeren igsel bir yoldur. Bu yolun, hiicresel strese yanit olarak

ortaya ¢ikan patolojik olarak uygun bir apoptoz formu olduguna inanilmaktadir [37].



Oliim reseptérii aracili yolakta, 6liim ligandlar ilgili reseptorlerine baglandiginda
apoptoz baslar. Oliim reseptorleri tiimor nekroz faktdrii (TNF) ailesinin (tip I TNF
reseptorii ve Fas) tiyeleridir. Reseptorler ile iliskili adaptor proteinlerde bir baglanma
alaniin olusmasiyla ligand-reseptor-adaptor protein kompleksi meydana gelir. Bu
kompleks ilgili kaspazlar1 aktiflestirir ve apoptotik yolagin devami saglanir.
Mitokondriyal yolakta ise hipoksi, genetik hasar, yiiksek konsantrasyonda kalsiyum
iyonlari, asir1 oksidatif stres gibi faktorler mitokondriyal membran gegirgenliginin
artmasimna neden olur. Mitokondriyal membrandaki bu degisiklikler Bcl ailesi
genlerinden olan proapoptotik genlerin aktivasyonuyla gerceklesir ve mitokondriyal i¢
zardan sitoplazmaya sitokrom c salinir. Sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici
faktor 1 (APAF-1) baglanir ve kaspaz 9 aktivasyonunu gerceklestirir. Kaspaz 9, kaspaz
3, 6 ve 7’yi aktive ederek onemli hiicre i¢i proteinlerin bozulmasiyla morfolojik

degisimlere ve apoptotik hiicrelerin fenotipine yol acar [38].

Kanser hiicrelerinin ¢ogunda apoptoz goriilmediginden dolay1 yasam siireleri normal
hiicrelerden daha fazladir. DNA’da meydana gelmis olan hasarlara ragmen kanser
hiicreleri apoptoza gitmezler. Kanser hiicrelerini apoptozdan koruyan mekanizmalar;
pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein dengesinin bozulmasi, kaspaz fonksiyonlarinin
azalmasi veya inhibe edilmesi ve 6liim reseptorleri yolagi sinyallerinin inhibisyonudur
[25, 36].

2.2 Bobrek Kanseri

Bobreklerin her ikisi de karin boslugunda retroperitoneal aralikta 12. toraksik ve 3.
lumbal vertebralar arasinda bulunan, bir fasulye tanesini andiran kahverengi renkte
organlardir. Sag bobregin list kisminda karaciger bulundugu igin biraz daha asagi
konumdadir. Sol bobrek ise 1 cm daha uzundur ve ortalama agirliklar1 150 gram’dir
[39].

Bobrekler travmalardan korumasi icin retroperitoneal yag dokusu ile sarilidir ve kalin,
dayanikli yapidaki bobrek kapsiil yapisina sahiptir. Her iki bobregin iist poliinde,
bobrekiistii bezleri mevcuttur. Bobrekler nefron adi verilen ve bobregin fonksiyonel
en kiiglik TUnitesi olarak bilinen yapilardan, toplama kanallarindan ve kilcal

damarlardan olusmaktadir. Her bobrekte yaklagik bir milyon nefron bulunmaktadir.
[39, 40].



Bobrekler, metabolizma tarafindan iiretilen ya da iiretilmis atik maddelerin viicuttan
atilmasimi saglamak, viicut sivi hacmini ve bilesimini kontrol etmek gibi 6nemli
fonksiyonlara sahiptir. Viicuttaki elektrolitlerin alimi ve ¢ikis1 arasindaki dengeyi
korumak, ayni zamanda diizenlenmesini saglayarak plazmanin filtrelenmesini,
istenmeyen maddelerin siiziilerek idrardan atilmasinit ve kanin geri doniisimiini
saglayarak viicut homeostazisinin devamliliginin siirdiiriilmesini saglar. Ayrica

glukoneogenezin gergeklesmesinde de 6nemli bir yeri vardir [41].

Bobrek fonksiyonlarinda geri doniisiimsiiz olarak ortaya c¢ikan kronik bobrek
rahatsizliklart ve bobrek yetmezliginin yani sira bobrekte olusan kitleler de saglik
acisindan 6nem arz etmektedir. Birgok bobrek kitlesi, hastaligin gec evrelerine kadar
asemptomatiktir ve fiziksel muayene ile tespit edilememektedir. Cogu kitleler, gesitli
ilgisiz semptomlara sahip olmakla birlikte, siklikla goriintiileme muayenesi
kullanimiyla tesadiifen saptanmaktadir [42]. Tan1 ve tedavi yontemleri, teknolojideki
gelismelerle oldukga artmistir; bilgisayarli tomografi, abdominal ultrasonografi ve
diger goriintilleme yontemleri bir¢ok farkli hastalikta kullanildigi gibi bobrek
kitlelerinin de tespitinde kullanilmaktadir [43].

Bobrek hiicreli  karsinomlar (BHK) tiim bobrek malignitelerinin = %90’ 1n1
olusturmaktadir ve en sik goriilen solid lezyondur [44]. Bobrekte olusan kitlelerin
bazilar1 tedavi veya takip gerektirmeyecek basit Kitleler olmasina ragmen vakalarin
biliylik bir ¢ogunlugu iyi huylu renal lezyonlar veya kotii huylu renal hiicreli
karsinomlardir [43]. Lezyonlarin ¢ogu kiiglik dereceli tiimorler olmasina ragmen,
bobrek karsinomlar1 uzak metastazlara sahiptir. Bobrek karsinomunun en sik metastaz
yaptig1 organlar; akciger (%45), kemik (%30), lenf nodlar1 (%22), karaciger (%20),
bobrek iistii bezleri (%9) ve beyindir (%8) [45].

Urogenital kanserler igerisinde yer alan ve yiiksek mortaliteye sahip olan bdbrek
kanserleri erkeklerde kadinlara oranla daha yaygindir, ¢ocuklarda ise nadir olarak
goriilmektedir [2, 46]. Insidans1 her y1l %2-4 oraninda artmakla birlikte, en yiiksek
insidans 60 ila 70 yas araligindadir [44, 46]. Kuzey ve Dogu Avrupa, Kuzey Amerika
ve Avustralya iilkelerinde goriilme sikligi en fazladir. Morbiditesi ise iilkelerin

sosyoekonomik gelismislik diizeyi ile ters orantili bir sekilde ilerlemektedir [2].
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2.2.1 Bobrek kanseri etiyolojisi

BHK’nin etiyolojisinde pek cok faktor yer almaktadir ancak hala kesin olarak
bilinememektedir. Vaka kontrol ve kohort ¢alismalariyla birlikte ¢esitli risk faktorleri

ortaya konmustur.

Yas: Bobrek hiicreli kanserlerin insidansi yasla birlikte artmaktadir. 6. ve 7. dekatlarda

goriilen artis ile hastalarin %80’i 40-69 yas araligini kapsamaktadir [47].

Obezite: Hu J. ve arkadaslar1 [48] obezite ve asir1 kilo ile bobrek hiicreli karsinom
arasindaki iliskiyi vaka kontrol ¢alismasi ile degerlendirmislerdir. Hem erkeklerde
hem de kadinlarda asir1 kilo ve obezite ile artmis bobrek hiicreli karsinom riski ortaya
cikmigtir. Obezitenin bobrek hiicreli karsinomu etkiledigi birka¢ mekanizma
sunulmustur ancak hala belirsizdir. Streoid hormonlarda meydana gelen degisikliler,
endokrin reseptor aracilt etkileri oldugundan renal hiicre proliferasyonunu

etkilemektedir [2, 49].

Sigara tiiketimi: Akciger ve mesane kanseri kadar etkisi olmasa da sigara tiiketimiyle
bobrek hiicreli kanser arasinda bir korelasyon oldugu bildirilmistir. Icilen sigara

miktar1 ve kanser riski arasinda bir orant1 vardir [2, 49].

Hipertansiyon: Hipertansiyon ve tedavisinde kullanilan ditiretik ilaglarda dahil anti

hipertansif ilaglarin bobrek hiicreli karsinomlarla iligkili oldugu bulunmustur [2, 49].

Bobrek Transplantasyonu ve Diyaliz: Uzun siireli bobrek diyalizi gegiren hastalarda
genel popiilasyona kiyasla yillik ortalama renal hiicreli karsinom insidansi da
artmaktadir. Son zamanlarda yapilan birkag ¢alismada transplantasyon sonrasi kanser
riski ile ilgili bityiik 6l¢lide artan kazanilmis renal kistik hastalik ve renal hiicre kanseri

riskini ortaya ¢ikarmistir [50].

Mesleki ve ¢evresel karsinojenler: Trikloretilen, bir¢ok sanayide yag giderici kimyasal
olarak kullanilmaktadir ve maruziyetinin kanseri indiikledigi de cesitli deneylerle
gosterilmistir. Berrak hiicreli bobrek kanseriyle onemli bir iligkisi oldugu ifade

edilmistir.

Bu risk faktorlerinin haricinde bobrek hiicreli kanserlerde; beslenme aligkanligi, idrar
yolu enfeksiyonu, iyonize radyasyon, kronik bobrek yetmezligi ve aile dykiisiiniin

etiyolojide etkili olabilecegi diisiiniilmektedir [2, 49].
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2.2.2 Bobrek kanseri evrelendirmesi ve simiflandirmasi

Kanserin tanisinda yayginligi ve evresinin belirlenmesi prognoz, tedavi sonuglart ve
klinik arastirmalar agisindan en kritik anahtar faktordir. Kliniklerin ve uzmanlarin -
ihtiyaclar degerlendirildiginde ¢ok sayida evreleme sistemi yapilmistir. En kullanigh
evreleme sistemi “American Joint Committee on Cancer” (AJCC) ve “The
International Union for Cancer Control” (UICC) tarafindan birlikte gelistirilen timor-
nod-metastaz (TNM) sistemidir. TNM evreleme sistemi kanserleri; primer tiimoriin
boyut ve uzanimi (T), bolgesel lenf nodu tutulumu (N) ve uzak metastazin olup
olmamasi (M) ile anatomik olmayan prognostik faktorleri de ekleyerek
siiflandirmaktadir (Tablo 2.1). Bobrek kanserlerinin prognozunda tiimér ve hastayla
iliskili faktorler ile birlikte laboratuvar testleri de dikkate alinmaktadir [51].

Tarih boyunca bobrek hiicreli karsinom kendine 6zgii belirtileri olan karakterize bir
hastalik olarak goriilmiistiir. Ancak giiniimiizde Diinya Saglik Orgiitii’ne (WHO) gére
bobrek hiicreli karsinomlar kendine 6zgiin morfolojik 6zellikleri, farkli histolojik
yapilari, birbirlerine benzemeyen klinik seyirleri ve farkli genetik anomalilerden
kaynaklanan heterojen bir kanser ailesi olarak tanimlanmis ve simiflanmigtir [52].
Bobrek hiicreli kanserlerin 2016 WHO smiflandirilmasi asagidaki gibidir [2]. Bobrek
hiicreli karsinomlar da meme, prostat, kolon ve bir¢ok kanser tiirii gibi kalitsal veya
sporadik olarak gelismektedir. Renal hiicreli karsinomlarin ¢ogu sporadik olsa da %?2
oraninda kalitsal olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bazi genetik bozukluklar bobrek
kanserleriyle iligkilidir ve bobrek kanseri olan bir bireyin birinci derece akrabasi i¢in
bu risk iki kati kadardir [2, 53]. Bobrek hiicreli kanser 2016 WHO histolojik

siiflandirilmasi:

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom,

Papiller bobrek hiicreli karsinom,

Kromofob bobrek hiicreli karsiom,

Diistik malign potansiyelini multilokiiler kistik bobrek neoplazma,

Kalitsal leiomyomatozis ve renal hiicre karsinom iligkili bobrek hiicresi karsinomu,
Multilokiler kistik bobrek hiicreli karsinom,

Toplayict kanal karsinomu MiT ailesi translokasyonu bobrek hiicreli karsinomlar,
Meduller karsinom,

Siiksinat dehidrojenaz eksikligi bobrek hiicresi karsinomu,

Miisinéz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom,
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Tibiilo Kistik bobrek hiicreli karsinom,
Noroblastom ile iliskili bobrek hiicreli karsinom,
Papiller adenom, Onkositom,

Siniflandirilamayan bobrek hiicreli karsinom seklindedir [2].

Tablo 2.1 Bobrek hiicreli karsinomun TNM (2017) evrelendirme sistemi [54].

T Kategorisi T (Primer Tiimor) kriterleri
Tx Primer timor degerlendirilemiyor
T0 Primer tiimdre ait bulgu yok

<7 cm bdbrege siirl
T1 Tla:<4cm

T1b:>4 cm, ancak <7 cm

>7 cm bobrege siirlt
T2 T2a: > 7 cm ancak <10 cm

T2b: > 10 cm

Tiimor biiyiik venler veya perinefrik dokulara uzaniyor
T3a: Renal ven veya dallarina, perinefrik yagl dokuya
ya da renal siniisteki yag dokusuna uzaniyor, ancak
T3 gerotada simirl

T3b: Tiimor, diyaframin altindaki vena kavaya uzanur.
T3c: Timor, diyaframin Ustiindeki vena kavaya uzanir

veya vena kava duvar invazyon

T4: Timor Gerota fasyasin1 agsmis (ipsilateral adrenal bez

tutulumu dahil)

N Kategorisi N (Bolgesel lenf nodlar) Kkriterleri
NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

M Kategorisi M (Uzak metastaz) kriterleri

MO Uzak metastaz yok
cM1(klinik Uzak metastaz var
siiflama)

pM1 (patolojik | Uzak metastaz var, mikroskobik olarak dogrulanan

evre gruplamasi)
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2.2.2.1 Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom

Berrak hiicreli BHK bobrek kanserlerinin  %65-70’ini olusturmaktadir. Tiimor
hiicreleri, biiyiik, a¢ik sitoplazmali, kiigiik yuvarlak ve hiperkromatik bazal
¢ekirdeklidir (Sekil 2.2) [55]. Bu neoplazmlar tipik damar olusumuna ve karakteristik

bir molekiiler degisime sahiptirler [2].

P 8 ¢ A e N Pe ~ J - 0 )
¢ » s :
- %3’ » S P \ ’ -.~ o
- $a 6 a3 '’ & o
» Q 0@ R - ) \ * ‘
P, D .5‘
%\ v o &% g ~! N s b . b
15 ‘ & N L A - /‘
> ‘b@ ', ‘&JP\.‘% 9° I \‘ 3 .)
g » ie ? N da :‘}
' B ‘f e N e p ) e
| . e P W
TraN A % e e 9
» Y 9 " # o
w ad SVNE e Bd O o
|- J 9 3 D™ 2 e 8
s 5 ~
/q, _’? < ® ) 8 S . Q 8‘~ v @
n @ D | .9 %L o ok 9 %
o 2) ~ - e . o (3] e C\‘
. L “ - og &"
- ® o Nk O »
S oge @ > o — @
al” Ale d S0 8 »

Sekil 2.2 Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom [55].

Berrak hiicreli karsinomlarin %96’s1 sporadik %4’1i aileseldir. Neredeyse tiim ailesel
berrak hiicreli karsinomlar 3. kromozomun p kolunda bulunan Von Hippel-Lindau
(VHL) tiimor baskilayic1 genindeki kalitsal bir mutasyondan ve hipoksiyle indiiklenen
faktor (HIF) indiiklenmesinden kaynaklanir [46]. VHL geni, HIF olarak adlandirilan
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu diizenleyen bir protein (pVVHL) kodlar. HIF
hiicresel cevabini oksijen varligina gore diizenler. Normoksik kosullarda pVHL, HIF
ile etkilesir ve ubikiitinasyonuna sebep olur. Sonugta proteozomlar tarafindan
degradasyonu saglanir. Hipoksik kosullarda, HIF birikmesi meydana gelir ve
hipoksiye karsi hiicresel adaptasyonla iliskili genler transkribe edilir. Bu genlerin
transkripsiyonu, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), transforme edici
biliylime faktorii (TGF) alfa ve beta ve trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF)

aktivasyonuyla anjiyogenez, hiicre biiylimesi ve glikolizi arttirmaktadir [56].

Birgok biyomedikal arastirmada gesitli hiicre hatlar1 kullanilmaktadir ve in vitro
modeller {izerinde yapilan ¢alismalarla, olduk¢a kompleks bir hastalik olan kanserin
tedavisinde de bir¢ok kesif yapilmistir. Bobrek kanserinde de terapétik ajanlar bobrek
tiirevli hiicre hatlar1 tizerinde denenmektedir. 1970’lerin ortasindan 1980’lerin sonuna

kadar bobrek hiicre hatlari, alt tiplerinin heniiz ayirt edilemedigi bir donemde
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olusturulmustur. Ancak sonraki donemlerde giderek artan veriler, genetik profil
analizi, immiinohistokimya ve gen dizilemesi de dahil olmak iizere bir¢ok belirteg
bobrek hiicreli kanserin alt siniflandirilmasi i¢in yardimei olmustur. 769-P hiicre hatti
da (ATCC® CRL-1933™, Manassas, VA, ABD) berrak hiicreli bobrek kanseri
fenotipini diisiindiiren VHL gen mutasyonu igerir ve aynt zamanda yiiksek seviyede

VEGEF salgilar [57].

2.3 Diyet ve Kanser Kemoprevensiyonu

Diinya genelinde, tibbi tedavilerdeki modern gelismelere, erken teshis ve farkindaligin
artmasina ragmen kanser goriilme siklig1 da gittikce artmaktadir. Kanser gelisiminde
etkili olan, genetik yatkinlik gibi bircok risk faktoriiniin degistirilememesinden dolay1

kanserin 6nlenmesinde yeni yaklasimlara ilgi artmaktadir [58].

Kemoprevensiyon, kimyasal bilesiklerle kanser gelisiminin engellenmesini ifade
etmektedir. Bu kimyasallar ya sentetik olarak elde edilip ilag olarak alinir ya da dogal
yollardan diyet ile almir [59]. Tlk olarak Lee Wattenberg [60] tarafindan dnerilen klasik
siiflandirmaya gore, kemopreventif ajanlar; bloke edici ve baskilayici ajanlar olmak
lizere iki ana kategoriye ayrilmistir. Bloke edici ajanlar, Kkarsinojenlerin hedef
bolgelere ulagmasini, metabolik aktivasyondan gegmesini veya daha sonra DNA, RNA
ve protein gibi kritik molekiillerle etkilesmesini Onler. Baskilayici ajanlar ise
hiicrelerin baslangic asamasindan, gelisme ve ilerleme asamalarina malign
transformasyonunu inhibe eder [61]. Birgok kemopreventif ajan, baslangi¢ asamasini
engelleyen bloke edici ajanlar olarak ya da kanser proliferasyonunu, farklilagmasini,
yaslanmasini veya apoptozunu kontrol eden 6nemli faktorleri etkileyerek, kanserin

ilerlemesini durduran ya da tersine ¢eviren baskilayici ajanlar olarak siniflandirilabilir

[31].

Yaygin hastaliklarin  olusum risklerini belirlenmesinde genler kadar c¢evresel
faktorlerin de etkisi onemlidir. Epidemiyolojide diyet ve hastaliklar arasindaki
iliskinin olduk¢a uzun bir ge¢misi olsa da, diyetin hastalik risklerini arttirabilecegi
veya azaltabilecegi konusundaki mekanizmalar hala kesin degildir. Yapilan caligmalar
ile diyetin epigenetik degisikliklere yol agarak gen diizenlenmesinde degisiklikler
meydana getirebilecegi ve hastalik riskleriyle iligkili olabilecegi yakin zamanda fark

edilmistir [62].
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Diinya Kanser Arastirma Fonu (WCRF) diyet ile kanser riski iliskisine dair; karaciger
kanseri ile aflatoksinler, kirmizi et veya islenmis et ile kolorektal kanser, alkol ve
sigara i¢in gastrointestinal sistem, B-karoten ile akciger kanseri arasinda ¢esitli spesifik

kanitlar bildirmistir [63].

Epidemiyolojik calismalar, meyve ve sebzeler agisindan zengin olan saglikli
beslenmenin, beslenmenin Gtesinde kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara, diyabet,
diger kronik hastaliklara da karst korudugunu oOngormektedir. Bu koruma
Mmekanizmasi bitkilerde bulunan lezzet, tat ve renkten sorumlu olan sekonder
metabolitler sayesinde ger¢eklesmektedir. Bu dogal bilesiklerin ¢ok biiylik bir sinifi
olan fitokimyasallarin sagliga faydali etkileri kanitlanmis olup oldukga ¢esitlidir [64].

2.3.1 Fitokimyasallar

Fitokimyasallar, bitkisel kimyasallar olup, meyve, sebze ve tahillarda 5000°den fazla
sayida tanimlandig1 tahmin edilmektedir. Fitokimyasallar; karotenoidler, fenolikler,
alkaloidler, azot igeren bilesikler ve organosiilfiir bilesikleri olarak siniflandirilabilir.
Organosiilfiir bilesiklerin ise izotiyosiyanatlar, indoller ve allilik siilfiir bilesikleri

olmak tizere ti¢ ¢esidi vardir [65].

[k glukosinolat beyaz hardal tohumlarindan izole edilmistir ve o zamandan itibaren

en ¢ok sayida glukosinolat yapilari turpgillerden elde edilmistir [66].

Turpgiller ailesi 120’den fazla benzersiz amino asit yan zincirine sahip olan , -
tioglukozit N-hidroksisiilfatlar1 iceren yiiksek glukosinolata sahiptir. Turpgiller
ailesinin aci1 tadindan sorumlu olan glukosinolatlar, farmasctik faaliyette ana islev
goriirler. SFN ve diger izotiyosiyanatlar, inaktif glukosinolat prekiirsorleri seklinde
bitkilerde sentezlenir ve depolanir [67]. Glukosinolatlar glikoz ve siilfiir iceren organik
anyonlar olup, pH, sicaklik ve demir varlig1 gibi reaksiyon kosullarina bagli olarak,
enzimatik olmayan, molekiiller arasi yeniden diizenlemelerin bir sonucu olarak
tiyosiyanatlar ve nitrilleri igeren diger reaksiyon iiriinlerini de olusturulabilir (Sekil
2.3.a) [68-70].

Bitkinin yaralanmasi, ¢ignenmesi, hasati, donmasi ya da ¢oziilmesi gibi doku hasari
gerceklestiginde, mirosin hiicrelerinde lokalize oldugu diistintilen bir B-tiyogluko-
hidrolaz enzimi olan mirosinaz enzimi serbest birakilir [67]. Glukosinatlarin mirosinaz

enzimleri ile hidrolizi sonucunda olusan {iriinlerden bazilar1 bocekler, bitkiler,
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mantarlar ve bakteriler gibi ¢cok ¢esitli organizmalara kars1 biyosidal aktiviteye sahiptir
[70].
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Sekil 2.3 (a) Glukosinolatin mirosinaz enzimi tarafindan hidrolizi ve
reaksiyon sonucu olusan iiriinler (b) Glukorafanin hidrolizi sonucu SFN
olusumu [70].
Mirosinaz reaksiyonunun kinetigi, tiirden tiire gore biiyiik oranda farklidir ve enzimin
cesitli formlari, ayn1 bitki i¢erisinde bile mevcut olabilir. Mirosinaz enzimi bitkilerin

yani sira mantar ve insan bagirsak mikroflorasi ile iliskili bircok bakteride de

(Enterobacter cloacae, Tani ve arkadaslari, 1974 [71]) bulunmaktadir [72].

2.3.2 Siilforafan

SFN [1-izotiyosiyano-4-(metilsiilfiinil)biitan, (CeH11NOS)], brokoli ve diger
turpgillerden elde edilen bir izotiyosiyanattir (ITC) ve bir glukosinolat ¢esidi olan
glukorafaninin endojen mirosinaz enzimi ile hidrolizi sonucu olusmaktadir (Sekil

2.3.b) [69, 73].

Kuru agirlik miktar: olarak daha yiiksek seviyedeki glukosinolatlar fidelerden birkag
giin sonra olusan brokoli filizleri igerisinde bulunmaktadir [12]. Klinik olarak yapilan
aragtirmalarin ¢ogu, brokolinin filizlerine iliskindir, bu alandaki ¢aligmalarin ilki
1990'larin baginda Johns Hopkins Universitesi'nde Fahey ve arkadaslari tarafindan
yapilmistir ve 3 giinliik brokoli filizlerinin, olgun bitkilerden 10-100 kat daha yiiksek
glukosinolat konsantrasyonu igerdigini gostermistir [74, 75]. Daha yiiksek miktarda
glukosinolat i¢eren, brokoli filizleri 6zel olarak yetistirilmektedir [12].
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Oral olarak alinan brokoli filizleri veya tohum ekstreleri, hidrolizi ger¢eklestirmek i¢in
mirosinaz enzimi barindirmazlar. Saglikli insan bagirsak mikroflorasinda yer alan
mirosinaz enzimi treten bakteriler tarafindan metabolize edilmektedir. Bireyler
arasinda bagirsaklardaki mikrobiyal flora ve dolayisiyla mirosinaz enzimi agisindan
farklihik gostermektedir. Arastirmalar sonucu yaklagik SFN’nin  %74‘lniin
jejunumdan emildigi ve merkaptiirik asit metabolizma yolagini kullanmakta oldugu

ifade edilmistir [76].

2.3.2.1 Siilforafan’in kemoprevensiyon mekanizmalari

SFN’nin karsinojenez asamasina bagli olarak gosterdigi cesitli molekiiler etkilesimler
ve kemoprevensiyon mekanizmalari ¢esitli galismalarla ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 2.4)
[12]. Son ¢alismalar SFN’nin molekiiler hedeflerinin; kanserin asamasina ve hedef
dokuya bagli olarak degistigini, aynt zamanda coklu hedeflerinin oldugunu
gostermistir. Ik olarak 1992'de potansiyel bir ajan olarak tanimlanan SFN ile ilgili
yapilan c¢alismalar, Faz II enzim indiiksiyonu ve karsinojen aktivasyonunda rol
oynayan enzimleri inhibe ettigini gostermistir. SFN’nin tiimor gelisimine karsi koruma
ve kanser gelisimini baskilama mekanizmalarinin etkilerine ozellikle ilgi

gosterilmektedir [77] .

Kimyasallarla uyarilan karsinogenezin Onlenmesinde sitokrom P450 enzimlerinin
(CYP) gorev yaptigr Faz I metabolizmasinin 6nemli bir yeri vardir. Diyetle alinan
bilesikler ve c¢evresel karsinojenler; ilag metabolizma enzimleriyle oksidasyon
reaksiyonu sirasinda dnemli molekiillere baglanabilen ve yiiksek derecede reaktif ara
tirtinlere doniisebilen prokarsinojenlerdir. Bu reaksiyonlar CYP enzimleri tarafindan
gerceklestirilmektedir ve enzimlerin islev, fonksiyonlarini diizenleyebilen bilesikler
de karsinogenezin asamalarinda etkili olmaktadir. SFN ise Faz I metabolizmasi
enzimlerinin aktivitesini direkt etkilesim veya mRNA seviyelerinin diizeylerinde
yaptigi degisikliklerle diizenleyebilmektedir [78]. Yapilan c¢alismalarla, si¢an
hepatositlerinde CYP1Al ve CYP2B1/2'nin SFN ile doza bagli bir inhibisyonu
goriilirken, insan hepatositlerinde, mMRNA seviyelerini azaltarak CYP3A4'iin
aktivitesini azaltmistir. SFN, cesitli Faz 1 enzimlerinin seviyesini ve aktivitelerini
degistirerek prokarsinojenlerin aktivasyonunun azaltilmasina yol acacak sekilde

diizenlemektedir [77].
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Faz 1l enzimleri [Glutatyon transferazlari (GSTler), NAD (P) H: kinon rediiktaz (QR),
epoksit  hidrolaz, hemeoksijenaz, UDP-glukuronosiltransferaz] elektrofillerin
detoksifikasyonunda onemli rol oynamaktadir ve indiiksiyonu, karsinogenez ve
mutageneze karsi korur. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif
nitrojen tiirlerinin (RNS) anormal {iretimine yol acan prooksidan/antioksidan
dengesizliginden kaynaklanmaktadir. ROS’ un yiiksek seviyelere ulagsmasiyla, hiicre
molekiilleri ile reaksiyona girerek DNA, lipid ve proteinlere zarar verebilir. Hiicredeki
sinyal yolaklarin1 degistirebilmektedir, hiicresel dejenerasyona ve sonucunda da

hiicreyi apoptoza da gétiirebilmektedir [79].

Ancak SFN dogrudan bir antioksidan veya prooksidan degildir, ¢iinkii izotiyosiyanat
grubunun fizyolojik kosullar altinda oksidasyon veya rediiksiyon reaksiyonlarina
katilmas: pek miimkiin olmamakla birlikte, hiicrelerin antioksidan kapasitesini ve
oksidatif stresle basa ¢ikma yeteneklerini arttirmak i¢in dolayli olarak etkiledigine dair
onemli ve artan kanitlar vardir [80]. Cesitli reaktif karsinojenleri, mutajenleri ve diger
toksinleri metabolize eden GST'ler ve NQOI1 gibi Nrf2 diizenleyici enzimleri iceren

Faz 1l ailesini kodlayan genleri uyarmaktadir [77].

U Metastaz,
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(;ogalma Anjiyogenez
- ¥ gk
No"rmal Baslangig Preneoplastlk Birincil timaor invaziv ve metastatik '
hicre hucresi hiicreler hicresi hiicreler
s
hd R
Kemoprevensiyon Kemoterapi

Sekil 2.4 SFN’nin karsinogenez siirecinin farkli asamalarina etki ederek
kemopreventif ve kemoterapdtik ajan olarak etkisi [12].

SFN alternatif kemoprevensiyon mekanizmasi olarak epigenetik hedefleri igeren
histon modifikasyonunda da rol oynamaktadir [81]. Gen regiilasyonunun 6nemli bir
mekanizmasi; niikleer histonlariin asetilasyonudur. Histon asetil transferaz ve histon
deasetilaz enzimlerinin arasindaki denge hiicrelerin normal siireglerini devam
ettirmeleri i¢in gereklidir. Var olan dengenin degisimi sonucunda kanser gelisimi

gozlenebilmektedir [82]. Myzak ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma ile SFN’nin kolon
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ve prostat kanseri hiicrelerinde histon deasetilaz aktivitesinde azalma oldugunu
saptamiglardir. Gostermis olduklari modifikasyonla histon deasetilaz inhibitorlerinin

ayni egilime sahip oldugunu saptamiglardir [81].

Giincel SFN c¢alismalari; anjiyogenezi baskiladigini, benign tiimorlerin malign
timorlere gelisimini ve metastatik siireci engelledigini gostermistir [78]. Ayrica
geleneksel kanser tedavisinde, kemoterapi ve radyoterapilerde hastalarda sistemik
toksisite meydana gelmektedir. SFN’nin kemopreventif etkisi, kemoterapi ve
radyoterapi ile kombin edildiginde, direngli kanser hiicrelerinin duyarliligini ve tedavi
etkinligini arttirmaktadir. SFN, gemsitabin ve sisplatin gibi kemoterapétik ajanlarla
birlikte sinerjik olarak kullanildiginda, diisiik dozlarda bile ajanlarin etkisini arttirdigi
ve dolayisiyla sitotoksisiteyi azalttigi goriilmiistiir. Bu etkilerin yanm1 sira
antiproliferatif etkisiyle hiicre dongiisiinii durdurdugu ve proapoptotik etkilerinin de

oldugu saptanmustir [83].

2.3.2.2 Siilforafan ve hiicre dongiisii

Hiicre dongiisii kontrol noktasindaki sinyallerin diizenlenmesi dnemli klinik sonuglara
yol agmaktadir. Dongiideki fonksiyon bozukluklari tiimér hiicrelerinin kemoterapdtik
ajanlara olan duyarliligini etkileyebilir. Hiicre dongiisiinii diizenleyen mekanizmalarda
gorev alan molekiilleri etkileyecek diyetle alinan kimyasal bilesiklerin etki potansiyeli
ve tiimorojenik hiicrelerin proliferasyonunun bloke eden ajanlar gelecek i¢in umut

vadetmektedir [12, 31].

SFN uygulanan doz, tedavi siiresi ve hiicre tipine bagli olarak hiicresel dongiide 6nemli
rol oynayan siklinler, CDK’ler ve CDI’lar1 etkileyerek hiicre proliferasyonunu
etkilemektedir. SFN ile yapilan ¢alismalarda hiicre dongiisiiniin bir¢ok fazini
durdurdugu gosterilmistir [84]. SFN ile yapilan mesane, meme, kolon, beyin ve
pankreas kanser hiicrelerinin in vitro deneylerinde hiicre dongiisii durdurulmasinda
onemli rol aldig1 gosterilmistir [85]. PC-3 prostat hiicre hattinda siklin B1, Cdc25B ve
Cdc25c¢ seviyelerinin azalmasi ile G2/M gegisinde ve HCT116 insan kolon kanseri
hiicre hattinda baskin bir G2/M hiicre dongiisii arresti gozlenmistir [86]. Ayni kanser
tirtine ait farkli hiicre hatlarinda SFN ile muamele sonucunda dongiiniin farkli
fazlarinda durdugu da gozlenmistir. Ornegin prostat kanseri LNCaP hiicre hattinda
G0/G1 fazinda hiicre dongiisii durdurulmustur [14]. SFN ile indiiklenen hiicre dongiisii

G2/M fazinda durdurulmasi insan prostat kanseri hiicrelerinde ve insan kolon
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karsinom hiicrelerinde siklin Bl ekspresyonu ve CDC2 kinaz aktivitesiyle
iligkilendirilmistir. Ancak bu etki farkli hiicre hatlarinda farkli etkilerle
ger¢eklesmektedir. SFN ile muameleden sonra kolon kanseri hiicrelerinde yiiksek
seviyelerde siklin B1 ve aktif cdc2 kinaz bulunurken, prostat kanseri hiicrelerinde ise
siklin B1 seviyelerini diislirdiigli ve radyasyonla indiiklenen hiicre hasarinin bir
sensorii olarak gorev yapan ve hiicre dongiisii regiilasyonunda etkili olan ATM kinaz
aktivasyonuyla cdc2 kinaz aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir [87, 88]. DU145
hiicre hattinda ise yapilan ¢alismalar sonucunda GO/G1 ve G2/M her iki fazinda iken,
UMUC-3 mesane tiimor hiicrelerinde ise S ve G2/M her iki fazda dongiiniin durdugu
saptanmustir [15, 89, 90]. G2/M fazinda hiicre dongiisiiniin durmasinin gézlendigi bir
baska calismada CDKI1 asag1 regiilasyon ve siklin BI/CDK1 kompleksinin ayrilmasi
yoluyla insan yumurtalik kanseri hiicre dizisi PA-1’de elde edilmistir [91].

SFN’nin hiicre dongiisii inhibisyonu siklinler, CDK’lar ve CDI’lar haricinde boliinme
asamasinda tiibiilin polimerizasyonun inhibe edilmesi sonucunda mikrotiibiillerin
bozulmasindan kaynaklandigi da saptanmistir. Tiibilin polimerizasyonunu 6nledigine
dair ilk kanit, fare meme karsinomu hiicre hatti F3II’de gozlenmistir [92]. SFN ile
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde de maruziyet sonrasi ekvatoral metafaz

hizalamasini igermeyen kondanse kromozomlar gozlenmistir [93].

2.3.2.3 Siilforafan ve apoptoz

Apoptoz doku homeostazinin devami igin gerekli olan sessiz bir hiicre yok etme
mekanizmasidir  ancak  dilizensizligi norodejeneratif hastaliklardan, organ
yetmezligine, otoimmiin hastaliklardan kanser olusumlarina kadar bir¢ok rahatsizliga
neden olabilir. Cevresel stres ve toksik bilesikleri de kapsayan bir¢ok faktor apoptozda
etkili olabilir [3]. Pre-neoplastik veya neoplastik hiicreler, kontrolsiiz hiicre boliinmesi
ve O0lim mekanizmalarina sahip olduklar1 i¢in, kemopreventif bilesiklerin genetik
olarak hasarli bu hiicrelerde apoptoz indiiksiyonu olduk¢ca Onemsenmistir.
Kemopreventif bilesiklerin olusturdugu stres sinyallerinin sitotoksik etkileri;
mitokondri, kaspazlar ve diger apoptoz ile iligkili proteinlerin incelenmesiyle
izlenebilir [31].

SFN’nin apoptoz indiiksiyonu cesitli hiicre modellerinde c¢alisiimistir. Ornegin,
androjene bagimli LNCaP hiicrelerinde doza bagli olarak DNA igeriginde azalma

goriilmis, kaspaz aktivasyonu ile hiicrelerin apoptoza yonlendigi gozlenmistir [14].
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DU 145 hiicrelerinde ise cleaved (kesilmis) kaspaz 3 ve Bcl2 ekspresyonunda azalma
ile apoptoz gozlenmistir [90].

SFN kaspaz bagimli intrinsik yolak iizerinden hiicre apoptozunu indiikledigi gibi
kaspaz bagimsiz olarak insan beyin glioblastom hiicreleri T98G ve U-87MG’de bir¢ok
molekiiler mekanizmanin aktivasyonuyla apoptozu indiikledigi saptanmustir [17]. PC-
3 ve LNCaP hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada tiimor nekroz faktorii ile iliskili apoptoz
indiikleyici ligandina (TRAIL) olan terapotik etkisi incelenmis ve TRAIL reseptor-1
(TRAIL-R1/DR4), TRAIL-R2 / DR5, Bax ve Bak protein ekspresyonlarini arttirdigi
ve NF-kB, P13K/AK ve MEK/ERK yolaklarinin aktivasyonunu inhibe ettigi
gozlenmistir [94].

Insan osteosarkom hiicre hatt1 Saos-2’de cleaved Bid, kaspaz 8, 10, 9 ve 3 aktivasyonu,
DR5 mRNA ekspresyonu ve protein seviyelerinde artis ile insan medulloblastoma
hiicre hattt DAQOY ’da belirgin olarak DNA fragmantasyonu, kromatin yogunlagmasi,
kaspaz 3 ve 9 aktivitesiyle hiicreler {izerinde proapoptotik etkileri gdzlenmistir [16,
95]. SFN’nin antiproliferatif ve apoptotik etkisinin p53’den bagimsiz oldugu ¢esitli
caligmalarla ortaya konmustur. Yabanil tip p53, mutasyona ugramis p53 ve p53
knockout fibroblastlarinda SFN ile muamele sonucunda her {i¢ fibroblast hattinda da
apoptozu ve HT-29 hiicrelerinde G1 tutulumunu p53°den bagimsiz bir sekilde
uyarmistir [96, 97].

2.4 Hiicre Canlihiginin Belirlenmesinde Kullamlan Yoéntemler

Hiicre merkezli ¢alismalar; kanser arastirmalarinda, ila¢ kesfi igin yapilan
caligmalarda ve in vitro sitotoksisite belirlenmesinde kullanilirken, ayni zamanda
genetik raportdrlerin ifadesiyle hiicresel bilesenlerin ve sinyal yolaklarinin anlasilmasi

gibi biyolojik olaylarin analizi igin de yaygin olarak kullanilir.

Yapilan ¢aligmalarda test edilen faktoriin hiicre canliligr tizerindeki etkisini bilmek
onemlidir. [98]. Sitotoksisite ¢alismalari arastirilan maddelerin hiicreler iizerindeki
toksik etkisini anlamak i¢in yapilmaktadir. Sitotoksisite belirleme yontemlerinde
kolorimetrik metodlardan biri mitokondriyal enzim aktivitesi 6l¢limiine bagli olarak
yapilan MTT [3-(4,5-dimetil tiyazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolyum bromid] yontemi ve
enzimatik yontemlerde de laktat dehidrogenaz (LDH) yontemi kullanilmaktadir.
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Hiicre oliimii belirteci olarak ve membran degisikliklerine bagli olarak canli ve

apoptotik hiicre ayrimini saglayan Annexin V/7AAD boyalari kullanilmaktadir [99].

Tetrazolyum tuzlarindan olan MTT bilesigi elektron alarak indirgendiginde formazan
yapisina doniismektedir. Bu doniisiim ayni1 zamanda renk degisimini de meydana
getirmektedir. Tetrazolyumun indirgenmesi ise aktif mitokondri fonksiyonuyla
gerceklesir. MTT bilesigi hiicre membranindan kolaylikla gegebilir ve sitozolde
indirgenme reaksiyonu gerceklesir, olusan formazan kristali hiicre igerisinde ¢oker.
Canli hiicrelerde kolorimetrik olarak mitokondriyal faaliyet sebebiyle renk doniisiimii
gerceklesirken, mitokondriyal fonksiyonlari olmayan yani canliligini yitirmis olan
hiicreler ise renk degisimini gergeklestirmezler. Hiicre canliliginin 6l¢iisii olarak renk
reaksiyonunun niceliksel degerini belirlemek ig¢in 570 nm’de absorbans Ol¢iimii

gerceklestirilir [98].

Laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi, glikoliz sirasinda laktatin piriivata doniistimiiyle
birlikte NAD"‘nin NADH’a déniisiimiinii katalize eden sitoplazmik bir enzimdir.
Hiicre plazma membrani zarar gordiiglinde kiiltiir ortamma LDH enzimi
salinmaktadir. LDH salinimi, hiicre dis1 ortamda ve hiicre kiiltiirii ortaminda stabilitesi
gdz Oniine alindiginda, doku ve hiicrelerde hasar ve toksisitenin varligini
degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. LDH aktivitesi, laktati piruvat'a
oksitleyerek doniistiiriirken, renkli formazan olusturmak i¢in iyodititrotetrazolyum
tuzu (INT) ile reaksiyona girer. Formazan seviyesi, sitotoksisitenin gostergesi olan

ortama salinan LDH miktar1 ile dogru orantilidir [100].

Sitotoksisite sonucunda hiicre 6liimleri programli hiicre 6liimii olan apoptoz veya
nekroz seklinde gerceklesebilir. Apoptoz durumunda hiicrede cesitli degisiklikler
meydana gelmektedir ve bunlardan biri hiicre plazma membraninda normalde i¢
kisimda lokalize olan negatif yiiklii fosfatidilserinin (PS) dis tarafa transloke olmasidir.
Hiicre zarmin bozulmadan kaldigi apoptotik hiicre Oliimiiniin erken fazlarinda
meydana gelir. Annexin V, gii¢lii antikoagiilan 6zellikleri olan bir vaskiiler protein
olarak kesfedilmistir ve PS i¢in yiiksek afiniteye sahip bir Ca* bagimli fosfolipid
baglayicidir. Annexin V floresan bir madde ile isaretlenerek bu translokasyon sonucu
apoptotik hiicrelerin farkedilmesini saglamaktadir [101]. Ancak bu translokasyon
durumu nekroz olayinda da meydana gelmektedir ve nekrotik hiicrelerin de
yiizeylerine Anneksin V baglanmasi goriilebilmektedir. Apoptozun ilk asamalarinda

membran biitiinligli bozulmamisken nekrozda biitlinliik bozulmaktadir. Anneksin V
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ile birlikte ikinci bir boya 7-AAD (Aminoaktinomisin) kullanilarak bu iki 6liim tiirii

birbirinden ayirt edilmektedir.

7-AAD canli hiicre membranindan gegemez sadece hasarli hiicrede yer alan ¢ift
zincirli DNA’ya baglanarak apoptotik ve nekrotik hiicre ayiriminin yapilmasini saglar
[102]. Bu sayede Annexin V/7AAD yontemi ile canli hiicrelerin, erken veya geg
apoptotik ve 6l hiicrelerin ayriminin yapilmasi kolaylagmaktadir. Apoptotik olmayan
hiicreler:Annexin V ve 7-AAD boyanmaz, erken apoptotik hiicreler: Annexin V ile
boyanirken ve 7-AAD ile boyanmamaktadir, ge¢ evre apoptotik ve Oli hiicreler:

Annexin V ve 7-AAD ile boyanmaktadir [103].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Malzemeler

769-P (ATCC® CRL-1933™, Manassas, Virginia, ABD), 293T (ATCC® CRL-
3216™, Manassas, Virginia, ABD) , Siilforafan (CAS 4478-93-7, Cayman, Ann
Arbor, Michigan, ABD), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco®
Waltham, Massachusetts, ABD), RPMI 1640 (Gibco® Waltham, Massachusetts,
ABD), Tripsin/Etilendiamin tetraasetik asit (Tripsin/EDTA) (Pan Biotech, Aidenbach,
Bavaria, Almanya), Fetal Sigir Serumu (FBS) (Pan Biotech, Aidenbach, Bavaria,
Almanya),  Penisilin/Streptomisin ~ (Thermo  Fisher  Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD), Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Merck, Darmstadt, Almanya),
Tripan Mavisi (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD), Fosfat Tuz
Tamponu (PBS) (Gibco® Waltham, Massachusetts, ABD ), Vybrant ™ MTT Cell
Viability Assay kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD),
Pierce® LDH Cytotoxicity Assay kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD), Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit (Milipore, Merck,
Darmstadt, Almanya), Muse® Cell Cycle Kit (Milipore, Merck, Darmstadt, Almanya),
Etil Alkol (Merck, Darmstadt, Almanya) alindig1 gibi kullanildi.

3.2 Cihazlar
Laminar hava akish steril kabin (MN090/120, Niive, Ankara, Tiirkiye) hiicre
kiltiirii islemlerinin gergeklestirilmesinde kullanildi.

Karbondioksit Inkiibatérii (EC 160 CO2, Niive, Ankara, Tiirkiye) hiicre

inkiibasyonlarinin ger¢eklesmesi i¢in kullanildi.

Su Banyosu (BM 30, Niive, Ankara, Tiirkiye) hiicre kiiltlirlinde kullanilan

besiyerlerinin 1sitilmasi i¢in kullanilda.
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Mikroplaka okuyucu (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD) MTT ve LDH analizi sonuglarinin tayini i¢in kullanildu.

Muse® Cell Analyzer (Milipore, Merck, Darmstadt, Almanya) Annexin V
yontemi ile apoptotik hiicrelerin saptanmasinda ve hiicre dongiisii analizinde

kullanildi.

inverted Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Almanya) kiiltir asamasinda ve

migrasyonun saptanmasinda hiicrelerin incelenmesi i¢in kullanildi.

Santrifiij (Z 306, Hermle, Wehingen, Almanya) Kkiiltiir asamasinda hiicrelerin

¢oktiiriilmesi i¢in kullanildi.

Thoma Lamu hiicre sayimini gerceklestirmek i¢in kullanildi.

3.3 Calisma Materyali

Aragtirmada 769-P insan bobrek adenokarsinomu epitel hiicre hatti ve 293T insan
bobrek epitel hiicre hattt kullanilmistir. Tez kapsaminda yapilan deneylerin hepsi
Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi

Laboratuvarlari’nda gerceklestirilmistir.

3.4 Hiicre Kiiltiirii

3.4.1 Besiyerlerinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan 769-P hiicre hatt1 ticari olarak alinan RPMI 1640 besiyeri
kullanilarak kiiltiire edildi. 293T hiicre hatt1 ise ticari olarak alinan DMEM (4.5 g/L-
glukoz) besiyeri kullanilarak kiiltiire edildi. RPMI 1640 ve DMEM besiyerleri %10
FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin igerecek sekilde hazirlandi, kullanilana kadar
buzdolabinda (+4°C) bekletildi.

3.4.2 Hiicrelerin kiiltiire edilmesi

S1vi azottan c¢ikarilan hiicreler, 37 °C‘ye ayarlanmis su banyosunda hizli bir sekilde
¢6ziildi. Laminar hava akish kabin icerisinde 25 cm?’lik flasklara 6nceden 37 °C’de
1sitilmig olan besiyerlerinden 5 mL eklendi. Coziilen hiicreler, mikropipet yardimiyla

flasklara aktarildi. Hiicreler 37 °C’de ve %5 COz2 igeren inkiibatorde kiiltiire edildi.
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Hiicreler pasajlama oncesi inverted mikroskopta incelendi. Hiicreler kiiltiir kabinin
%80’ini  kapladiklarinda pasajlanarak kiltiiriin  devami1 saglandi.  Hiicreler
pasajlanirken flasklardaki besiyerleri uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile yikandi. Yapisan
hiicreleri kaldirmak igin Tripsin/EDTA soliisyonu eklendi ve flask inkiibatorde 3
dakika bekletildi. Hicrelerin flask yiizeyinden ayrildiklari mikroskopta kontrol
edildikten sonra tripsinin etkisini notralize etmek i¢in iizerilerine besiyeri eklendi.
Santrifiij tlipline aktarilarak 1700 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Coken hiicrelerin
tizerindeki besiyeri uzaklastirildi. Pellet, besiyeri ile siispanse edildikten sonra sayimi
yapildi. 1:1 diliisyon olacak sekilde hiicre siispansiyonu igerisinden 10 uL bir ependorf
tiipe alindi. 10 pL Trypan Blue ile karistirilarak homojen hale gelinceye kadar pipetaj
yapildi. Karigimdan 10 pL alinarak Thoma laminin her iki tarafina yayildi. Lamin alt
ve iist kismindaki 16 biiyiik karedeki canli hiicreler mikroskopta sayilarak aritmetik
ortalamasi alindi. Hiicrelerin sayimi tamamlandiktan sonra toplam hiicre sayisi

asagidaki formiille hesaplandi.

1 mL'dekd hiicre savisi = 16 biivitk karedeki hiicre sayist x Diliisyon faktérii x 10* x Toplam hacim

Tamamlanan sayim islemi sonrasinda 75 cm?’lik flaska 15 mL besiyeri icerisine
2.1x108 hiicre eklenerek kiiltiire alind1. Flask 37 °C’de ve %5 COz iceren inkiibatore
kaldirildi.

3.5 Siilforafan Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan SFN’nin diliisyonlari iki hiicre hatti igin iki farkli besiyerinde
hazirlandi. 2 mL etanol igerisinde ¢oziinmiis olarak bulunan 141.0039 mM stok
SFN’den DMEM ve RPMI 1640 besiyerleri iginde seri diliisyon yapilarak; 200
uM,100 pM, 50 uM, 25 uM, 12.5 uM, 6.25 puM, 3.125 uM, 1.56 pM, 0.78 uM, 0.39
uM, 0.19 uM, 0.095 uM, 0 uM’lik 6rnekler hazirlandi.

3.6 MTT [3-(4, 5-dimetil tiyazol-2-il)-2, 5 difenil tetrazolyum bromid] Yontemi ile

Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

MTT testi uygulamasindan bir giin énce 769-P ve 293T hiicre hatlari, 96 kuyulu
mikroplakalara her bir kuyuda 200 pL besiyerinde 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi.
Her iki hiicre hatt1 igin her konsantrasyondan ii¢ tekrar olmak tizere 24, 48 ve 72 saatlik

deney gruplari olusturuldu.
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Hiicrelerin esit olarak ekildiginden emin olmak i¢in mikroskopta kontrolii yapildi.
Hiicrelerin yiizeye yapismasi igin plakalar 37 °C’de ve %5 CO- igeren inkiibatorde 1
giin kiiltiire edildi. Kiiltiir sonrasi hiicreler mikroskopta kontrol edildi ve kuyulardaki
besiyerleri uzaklastirildi. Kuyulara 6nceden hazirlanan 200 uM, 100 uM, 50 uM, 25
uM, 12.5 uM, 6.25 uM, 3.125 uM, 1.56 uM, 0.78 uM, 0.39 uM, 0.19 uM, 0.095 uM
konsantrasyonlarda SFN igeren besiyerinden 96 kuyulu mikroplaka igerisindeki her
kuyuya 200 pL eklendi. Her konsantrasyon i¢in 3 kuyu tekrar1 yapildi. Negatif kontrol
olarak kullanilacak kuyulara SFN igermeyen besiyeri, pozitif kontrol olarak
kullanilacak kuyulara ise 200 uL. DMSO eklenerek mikroplakalar 37 °C’de %5 CO2

igeren inkiibatorde kiiltiire alindi.

24., 48. ve 72. saatlerde inkiibasyon siireleri tamamlanan gruplar inkiibatérden
cikartilarak mikroskopta kontrol edildi. Mikroplakalar 1700 rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra SFN iceren besiyerleri uzaklastirildi. Her kuyu 200 puL PBS ile
yikandi 96 kuyulu mikroplaka 1700 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra PBS
uzaklastirildi. Ticari olarak satin alinan MTT reaktifi 5 mg/mL olacak sekilde PBS
icinde ¢oziiliip 0.45 um por ¢apli filtreden gegirilip hazirlandi. MTT reaktifi %1 FBS
ve %1 Penisilin/Streptomisinli besiyeri ile 3:10 oraninda bir falkonda karanlik ortamda
karistirildi ve her kuyuya 100 pL eklenerek 37 °C’de ve %5 COz igeren inkiibatorde 3
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresince mikroplakalarin 1s1k almamasina
dikkat edildi. Inkiibasyon sonrasi karanlik ortamda her kuyuya 100 pL. DMSO eklendi
ve negatif kontrol i¢in ise 3 ayr1 kuyuya ayn1 miktarda DMSO eklendi. Mikroplakalar
10 dk oda sicakliginda 1s1ktan muhafaza edilerek inkiibe edildi ve absorbans degerleri

570 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

3.7 LDH (Laktat Dehidrogenaz) Yontemi ile Hiicre Sitotoksitesinin Belirlenmesi

LDH testi uygulamasinda, MTT isleminden dnce yapilan hiicre ekimi, konstrasyonlari
bilinen SFN igeren besiyeri eklenme islemleri tekrar yapildi. Ik énce hiicreler (769-P
ve 293T) 96 kuyulu mikroplakalara her bir kuyuda 200 pL besiyerinde 5x10° hiicre
olacak sekilde ekildi. Her iki hiicre hatt1 i¢in her konsantrasyondan ii¢ tekrar olmak
lizere 24, 48 ve 72 saatlik deney gruplart olusturuldu. Hiicrelerin esit olarak
ekildiginden emin olmak i¢in mikroskopta kontrolii yapildi. Hiicrelerin yiizeye
yapismasi i¢in mikroplakalar 37 °C’de ve %5 COz2 igeren inkiibatorde 1 giin kiiltiire

edildi. Kiiltiir sonras1 hiicreler mikroskopta kontrol edildi ve kuyulardaki besiyerleri
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uzaklastirildi. Kuyulara 6nceden hazirlanan 200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12.5
uM, 6.25 uM, 3.125 uM, 1.56 uM, 0.78 puM, 0.39 uM, 0.19 puM, 0.095 pM

konsantrasyonlarda SFN igeren besiyerinden 96 kuyulu mikroplaka igerisindeki her

kuyuya 200 pL eklendi. Her konsantrasyon i¢in 3 kuyu tekrar1 yapildi. Kontrol olarak

kullanilacak olan hiicre grubuna ise SFN igermeyen besiyerinden eklendi ve

mikroplakalar 37 °C’de %5 COz igeren inkiibatorde kiiltiire alindi.

Inkiibasyon siiresi tamamlanan gruplar inkiibatdrden ¢ikartilarak mikroskopta kontrol

edildi. Bu asamadan sonra ticari olarak satin alinan kit protokolii uygulandi:

1.

LDH Reaksiyon Soliisyonu i¢in 11.4 mL ultrasaf su bir falkona konuldu. LDH
Assay Buffer oda sicakliginda bekletilerek ¢oziinmesi saglandi. LDH Assay
Buffer, Substrat ile karistirilarak ultrasaf suya eklendi. Falkon 151k gérmeyecek
sekilde kapatildi.
10 mL %1 BSA igerisine 1 pL LDH Pozitif kontrolden konularak 1X LDH
Pozitif kontrolii hazirlandi.
LDH aktivite degerlerini 6lgmek i¢in;
i.  Spontan deger i¢in 3 kuyuya 50 pL enjeksiyonluk, ultrsaf su eklendi.
ii.  Maksimum deger i¢in 3 kuyuya 50 uL 10X Lizis Soliisyonundan
eklendi. Mikroplaka 37 °C’de ve %5 COz igeren inkiibatorde 40-45 dk
bekletildi.
Inkiibasyon sonras1 96 kuyulu mikroplaka tabanina degmeden 50 pL besiyeri
alind1 ve yeni bir mikroplakaya aktarildi.
Bos bir kuyuya hazirlanan pozitif kontrolden 50 uL eklendi.
Biitiin kuyulara LDH Reaksiyon Soliisyonundan 50 plL karanlikta eklendi ve
oda sicakliginda 151k gérmeyecek sekilde 30 dk bekletildi.
Inkiibasyon sonras1 her bir kuyuya 50 pL LDH stop soliisyonundan eklendi.
Mikroplakanin absorbans degerleri 490/680 nm dalga boyunda olgiildii ve

sonuclar asagidaki formiile gére hesaplandi.

%% Sitotolcsisite = Bilesik ile tedavi edilimis LDH alctivitesi -Spontan LDH aldtivitesi x 100

Malesimum LDH etkinligi -Spontan LDH aktivitesi
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3.8 Annexin V Yontemi ile Apoptoz Tayini

SFN’nin 769-P ve 293T hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisini belirlemek igin
Annexin V yontemi kullanildi. 769-P ve 293T hattt hiicreleri, 24 kuyulu
mikroplakalara her bir kuyuda 1 mL besiyerinde 25x10° hiicre olacak sekilde ekildi.
Her iki hiicre hatti i¢in her konsantrasyondan 3 tekrar olmak tizere 48 saatlik deney
gruplar1 olusturuldu. Hiicrelerin yiizeye yapismasi igin plakalar 37 °C’de ve %5 CO2
iceren inkiibatorde 1 giin kiiltiire edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler mikroskopta
kontrol edildi. 48. saatten se¢ilmis olan 6 konsantrasyon (25 uM, 12.5 uM, 6.25 uM,
3.125 uM, 1.56 uM, 0.78 uM) stok SFN’den DMEM ve RPMI igerisinde hazirlandi.
Biitiin kuyulardaki besiyerleri uzaklastirildi ve konsantrasyonlari bilinen SFN igeren
besiyerinden 1 mL eklendi. 48 saat muamele edilmek tizere 37 °C’de ve %5 COz igeren

inkiibatore kaldirildi.

Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra secilmis olan her konsantrasyon i¢in etiketlenen
falkonlara kuyulardaki besiyerleri toplandi ve kuyular PBS ile yikandi. Hiicreleri
kaldirmak i¢in 1.5 mL Tripsin/EDTA eklendi ve 1 dk inkiibatérde bekletildi. Tripsini
inaktive etmek i¢in besiyerinden eklendi. Pipetaj yapilarak kuyulardaki biitiin
besiyerleri falkonlara toplandi. Falkonlar 1500 rpm’de 15 dk santrifiijlendi.

Pelet 400 pL tasima soliisyonu ile slispanse edilerek ependorf tiiplere aktarildi. 100 pL
Muse™ Annexin V & Dead Cell reaktifinden Orneklere eklendi. Tiipler 11k
gormeyecek sekilde oda sicakliginda 24 dk beklendi. Orneklerin 6l¢iimii Muse® Cell
Analyzer’da yapildi.

3.9 Hiicre Dongiisii Analizi

SFN’nin 769-P ve 293T hiicre dongiilerindeki etkisini belirleyebilmek i¢in Muse™
Cell Cycle kiti kullanildi. 769-P ve 293T hiicreleri, 24 kuyulu mikroplakalara her bir
kuyuda 1 mL besiyerinde 25x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Her iki hiicre hatt1 igin
secili olan 6 konsantrasyondan ii¢ tekrar olmak iizere 48 saatlik deney gruplari
olusturuldu. Hiicrelerin yilizeye yapismasi i¢in plakalar 37 °C’de ve %5 COz2 igeren
inkiibatorde 1 giin kiiltiire edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler mikroskopta kontrol
edildi. 48. saatten se¢ilmis olan 6 konsantrasyon (25 uM, 12.5 uM, 6.25 uM, 3.125
uM, 1.56 uM, 0.78 uM) stok SFN’den DMEM ve RPMI igerisinde hazirland1. Biitiin

kuyulardaki besiyerleri uzaklastirildi ve konsantrasyonlart bilinen SFN iceren
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besiyerinden 1 mL eklendi. 48 saat muamele edilmek tizere 37 °C’de ve %5 CO2 igeren
inkiibatore kaldirildi.

Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra se¢ilmis olan her konsantrasyon igin etiketlenen
falkonlara kuyulardaki besiyerleri toplandi ve kuyular PBS ile yikandi. Hiicreleri
kaldirmak i¢in 1.5 mL Tripsin/EDTA eklendi ve 1 dk inkiibatorde bekletildi. Tripsini
notralize etmek icin besiyerinden eklendi. Pipetaj yapilarak kuyulardaki biitiin
besiyerleri falkonlara toplandi. Falkonlar 1500 rpm’de 15 dk santrifiijlendi. Peletler
PBS ile yikandi. Pelet hareket ettirilmeden silipernatant uzaklastirildi. Hiicreleri fikse
etmek icin her bir pelete yavas bir sekilde 1 mL soguk % 70 etanol eklendi. Ornekler
-20 °C’de 3 saat inkiibe edildi. 5 dk 300 xg'de santrifiijlendi ve 1X PBS ile bir kez
yikandi. Her tiipe 200 uL Muse ™ Hiicre Dongiisii reaktifi eklendi ve karanlikta oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Orneklerin 6lgiimii Muse® Cell Analyzer’da
yapildu.

3.10 Hiicre Migrasyon Analizi

SFN’nin hiicre migrasyonu {izerine olan etkisini incelemek icin 769-P hiicreleri, 24
kuyulu mikroplakalara her bir kuyuda 1 mL besiyerinde 7x10* hiicre olacak sekilde
ekildi. Hiicreler 2 giin 37 °C’de ve %5 CO2’de inkiibe edildi. Inverted mikroksopta
incelererek hiicre yogunlugu %70-80’a ulastiginda kuyular 200 pL pipet ucu
yardimiyla kuyu tabanlarina birbirlerine paralel olacak sekilde ayn1 yonde ¢izgi (yara)
acildi. Kuyulardaki besiyerleri uzaklastirildi ve PBS ile kuyular 2 defa yikandi. 12.5
uM, 6.25 uM, 3.125 puM stok SFN %1 FBS igeren RPMI’da hazirlandi ve yara agilan
kuyulara 1 mL olacak sekilde eklendi.Kontrol olarak ise bir kuyuya SFN i¢cermeyen
besiyerinden 1 mL eklendi. Daha sonra her kuyunun gériintii koordinatlar1 kaydedildi

ve 0.,24. ve 48. saat mesafelerinin goriintiileri alindu.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 MTT Canlilik Deneyi Sonuclari

769-P ve 293T hiicrelerinin 96 kuyulu mikroplakalara hiicre ekiminden sonra 200 uM,
100 uM, 50 uM, 25 uM, 12.5 uM, 6.25 uM, 3.125 uM, 1.56 uM, 0.78 uM, 0.39 uM,
0.19 uM, 0.095 uM SFN konsantrasyonlar1 ve kontrol olarak ise hiicrelere SFN
icermeyen besiyeri eklendi. 24. , 48. ve 72. saat deney gruplar1 olusturuldu. Her bir
konsantrasyon i¢in 3 tekrar olusturularak MTT canlilik deneyi gerceklestirildi. 570 nm
absorbans degerlerinden, formazan kristallerini ¢dzmek ic¢in kullanilan DMSO

absorbans degeri cikartilarak % canlilik degerleri asagidaki formiil uygulanarak

belirlendi.

0% Canldik — 100 = (Wuamele edilen hiicre absorbans: ortalamasi-leér ortalama)
(Kontrol hiicre absorbans: ortalamasi-kér ortalama)

769-P hiicre hatt1 MTT testinden elde edilen bulgularla artan SFN konsantrasyonuna
bagli olarak belirtilen dozlarda doz-zaman bagimli degisimi % canlilik cinsinden
grafik halinde gosterildi (Sekil 4.1).

MTT
100+
-2 24 saat
-+ 48 saat
754 -~ 72 saat
=
S 504
o
X
254
0

O H O @ QP S DO PSS
@q N N ,\‘?'b»;b MO

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.1. 769-P hiicre hatt1 canlilik sonuglar1 (24., 48. ve 72. saat).

32



Sekil 4.1°de gosterilen MTT testi sonuglarina gore 769-P hiicre hattinda en yiiksek
konsantrasyon olan 200 uM igin 24., 48. ve 72. saat li¢ deney grubunda, 100 uM igin

ise 48. ve 72. saat deney gruplarinda canlilik gézlenmedi.

769-P hiicre hatt1 icin 24., 48. ve 72. saat MTT % canlilik degerleri Tablo 4.1° de

Ozetlenmistir.

Tablo 4.1 769-P hiicre hattt MTT % canlilik degerleri.

Konsantrasyon (uM)  24. saat 48. saat 72.saat
200 0 0 0
100 14.3 0 0

50 22.8 1.3 0.1
25 24.9 9.9 1.5
12.5 18.5 20.2 16.8
6.25 38.3 44.8 37.6
3.125 32.3 72.7 77.3
1.56 44 87.3 96.2
0.78 60.3 76.7 88.7
0.39 100 68 100
0.019 79.8 100 70.8
0.095 71.7 78.7 83.9
0 74 97 89.2

MTT testi sonuglarina gére SFN’nin 769-P hiicre hattindaki ICsp degerleri Graphpad
uygulamasi kullanilarak hesaplandi (Tablo 4.2). Sonuglar Sekil 4.2°de gésterilmistir.

150+

100+

50+

769P

5 10 15
log(Concentration)

- 769P 24 hr
=m= 7G9P 48 hr
= 769P 72 hr

Sekil 4.2 769-P hiicre hatt1 24., 48. ve 72. saat ICso grafigi.

Tablo 4.2 769-P hiicre hatt1 1Cso degerleri.

ICso (UM) 24.saat 48.saat  72.saat
Best-fit values  0.3117  0.3509 0.544
95% ClI 0.7817  1.501 3.429
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293T hiicre hatt1 MTT testinden elde edilen bulgularla artan SFN konsantrasyonuna
bagli olarak belirtilen dozlarda doz-zaman bagimli degisimi % canlilik cinsinden
grafik halinde gosterildi (Sekil 4.3).

MTT

100+
-& 24 saat

-+ 48 saat

757 -~ 72 saat

50+

% canlihik

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.3. 293 T hiicre hatt1 canlilik sonuglar1 (24.,48. ve 72. saat).

24.,48. ve 72. saat deney gruplarinda 200 uM, 100 uM ve 50 uM konsantrasyonlarinda
canlilik gézlenmedi. 293T hiicre hatt1 24., 48. ve 72. saat MTT % canlilik degerleri

Tablo 4.3’te 6zetlenmistir.

Tablo 4.3 293T hiicre hattt MTT % canlilik degerleri.

Konsantrasyon(uM) 24.saat 48.saat  72.saat

200 0 0 0
100 0 0 0
50 0 0 0
25 17.7 17.4 11.7
125 39.9 30.8 14.2
6.25 50.3 27.4 38.8
3.125 65 25.8 67.1
1.56 51.7 62.5 80.1
0.78 68 52.4 87.6
0.39 93.7 52 75.9
0.019 98.8 100 100
0.095 96.7 85 82.9
0 100 77.8 98.8

MTT testi sonuglarina gére SFN’nin 293T hiicre hattindaki ICso degerleri Graphpad
uygulamasi kullanilarak hesaplandi (Tablo 4.4). Sonuglar Sekil 4.4de gosterilmistir.
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Sekil 4.4 293T hiicre hatt1 24., 48. ve 72. saat ICso grafigi.

Tablo 4.4 293T hiicre hatt1 ICso degerleri.

ICs0 (UM) 24.5aat  48.saat  72.saat
Best-fit values 0.8158 0.2844  0.5546

95% ClI 10.73  0.9807 2.524

Bu calismada SFN’nin bobrek hiicre hatlarinda 769-P ve 293T hiicreleri {izerinde
olusturdugu sitotoksik etkilerine, hiicre dongiisiinde yarattig1 antiproliferatif etkisiyle

birlikte apoptotik etkisi incelenmistir.

SFN’nin, hiicre kiiltiirii, deney hayvani ve ksenograft modellerinde etkili bir terapotik
ajan oldugu kanitlanmistir [100]. SFN’nin 769-P ve 293T hiicrelerinde zamana ve
konsantrasyona bagl bir sekilde antiproliferatif ve apoptotik etkileri oldugu gozlendi.
Calismamizda ilk olarak SFN’nin hiicre canlilig iizerine olan etkisi MTT yontemiyle
incelendi. 200, 100, 50 uM’lik konsantrasyonlarda her iki hiicre hattinda canliligin
belirgin diizeyde azaldigi, azalan konsantrasyonla birlikte canliligin arttig1 gozlendi.
25 uM ve artan konsantrasyonlarda canlilik orani ¢ok diisiik oldugu ic¢in 25 pM
maximum konsantrasyonu olmak iizere azalan konsantrasyonlar Annexin ve hiicre
dongiisii analizi i¢in secilmistir. 24., 48. ve 72. saat deney gruplari karsilastirildiginda
ICs0 degerlerine gore hiicrelerin yasayabilirlikleri, kontrollerle karsilastirildiginda,48.

saat deney grubu sonraki analizler i¢in se¢ilmistir.

SFN'nin sitostatik etkisi i¢in 1998 yilinda L. Gamet Payratre ve arkadaslarinin HT29
ve Caco-2 insan kolon kanseri hiicrelerinde yaptigi ¢alismada 15 ve 50 uM ile tedavi
sonucunda doza bagimli olarak canliligin azaldigi gozlemlenmistir [13]. Lan H. ve
arkadaslarinin 2017’de insan kolon adenokarsinom SW480 hiicre hatt1 ve insan kolon
kanseri HCT-116 hiicre hattinda yaptig1 ¢caligmada 0-20 uM konsantrasyonlarda 48
saate kadar canliliklarin doza bagiml bir sekilde azaldig1 gosterilmistir [104]. Rutz J.
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ve arkadaglar1 2018 yilinda A498 bobrek karsinom hiicre hatlarinda 24-72 saat siireli
yapilan ¢alismada da 5 pM SFN uygulamasinin hiicre proliferasyonunu azalttig
gozlemistir [105]. SFN’nin, domuz LLCPK1 bdobrek tubiiler hiicrelerini
nefrotoksiklere karsi korumasi tizerine M. N.Guzman’in yaptig1 ¢alismada 72 saat
SFN muamelesinden sonra hiicre Oliimiine bagli olarak formazan kristalleri
mikroskobik olarak gézlenmistir [106]. Cesitli in vitro ve in vivo kanser hiicrelerinin
progresif davraniglarinin inhibisyonunu gosteren calismalarda kullanilan SFN

konsantrasyonlar1 hiicre hatlarinin ¢esitliligine ve siireye bagli olarak degismektedir
[6].

Ayrica ¢alismamizda artan konsantrasyon ve siireyle beraber hiicre 6liimiiniin yani sira
mikroskobik incelemelerde hiicrelerde morfolojik degisimler de gozlenmistir. Hsi Y.
C. ve arkadaslarinin yaptig1 insan ndroblastoma SH-SYSY hiicrelerinin 4-24 saat
boyunca 20 uM SFN maruz kalmasiyla hiicre morfolojilerinde degisiklikler meydana
gelmistir [107]. Ayni durum 24 saate kadar 10-40 uM SFN’ye maruz kalan U251MG
glioblastoma hiicrelerinde de gozlenmistir [108]. J. M. P. De Oliveira ve arkadaslarinin
normal kosullarda fibroblast yapisina benzer morfolojide bulunan osteosarkom MG-
63 hiicrelerinin SFN konsantrasyonunun artmasiyla ve zamana bagli olarak hiicreler

yuvarlak morfolojik 6zellik gostermistir [109].

4.2 LDH Sitotoksisite Deneyi Sonuclar:

SFN’nin olusturdugu hiicre toksisitesi, laktat dehidrogenaz enzim varligina bagh
olarak gerceklestirilen LDH testi ile degerlendirildi. 769-P ve 293T hiicrelerinin 96
kuyulu mikroplakalara hiicre ekiminden sonra 200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12.5
uM, 6.25 uM, 3.125 puM, 1.56 pM, 0.78 puM, 0.39 uM, 0.19 uM, 0.095 uM SFN
konsantrasyonlar1 uygulandi. Maximum degerin 6l¢imii i¢in Lizis Buffer, spontan
degerin 6l¢iimii i¢in ise enjeksiyonluk ultra saf su eklenip absorbans degerleri 490/680
nm dalga boyunda olgiildii. 24., 48. ve 72. saat deney gruplar1 olusturuldu. Her bir

konsantrasyon i¢in 3 tekrar olusturularak LDH sitotoksisite deneyi gergeklestirildi.

Elde edilen degerler belirtilmis olan % sitotoksisite formiilii ile hesaplandi. 769-P
hiicre hatt1 i¢in LDH testinden elde edilen bulgularla artan SFN konsantrasyonuna
bagli olarak belirtilen dozlarda, doz-zaman bagimli degisimi % sitotoksisite cinsinden
grafik halinde gosterildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 769-P hiicre hatt1 LDH sitotoksisite sonuglari (24., 48. ve 72. saat).

Biitlin konsantrasyonlar i¢in 24., 48. ve 72. saatlerde % sitotoksisite %25 ‘in altindadir.
24. saatte 200 uM icin %14.8, 48. saatte %22.2, 72. saatte ise %21.8 ‘dir.

769-P hiicre hatt1 i¢in 24., 48. ve 72. saat LDH % sitotoksisite degerleri Tablo 4.5’te

Ozetlenmistir.

Tablo 4.5 769-P hiicre hattt LDH % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon(uM) 24.saat 48. saat 72.saat

200 14.8 22.2 21.8
100 2.7 2.9 7.7
50 1.9 0.9 2.1
25 1.7 0.8 2.1
12.5 1 0 0.7
6.25 1.6 0 1
3.125 1.4 0.3 1.4
1.56 2.2 0.3 1.5
0.78 3.5 1 0.8
0.39 3.1 0.3 0.8
0.019 2.3 0 0
0.095 1.5 0.1 0
0 1.9 0 0

293T hiicre hattinda LDH testinden elde edilen bulgularla artan SFN
konsantrasyonuna bagli olarak belirtilen dozlarda, doz-zaman bagimli degisimi %

sitotoksisite cinsinden grafik halinde gosterildi (Sekil 4.6).
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24., 48. ve 72. saat deney gruplarinin tim konsantrasyonlar1 % sitotoksisite degeri
%3’lin altindadir. Yalnizca 48. saat deney grubunun 200 pM konsantrasyonu %3

olarak bulundu.

LDH
1001
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2 50l -o- 72 saat
0 3
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Sekil 4.6 293T hiicre hatt1 LDH sitotoksisite sonuglari (24., 48. ve 72. saat).

293T hiicre hatt1 i¢in 24., 48. ve 72. saat LDH % sitotoksisite degerleri Tablo 4.6’da

Ozetlenmistir.

Tablo 4.6 293T hiicre hatti LDH % sitotoksisite degerleri.

Konsantrasyon(uM) 24.saat 48. saat 72.saat

200 2 3 1.7
100 1.8 2.5 1.6
50 0 1.3 0
25 1 0 0
12.5 0 0 0
6.25 0 0 0
3.125 0 1.4 0
1.56 0 1.3 0
0.78 0 0 11
0.39 0 0 0
0.019 0 0 11
0.095 0 1 1

0 0 0 0

MTT yontemi ile elde ettigimiz hiicre canlilik verilerinin yani sira, hiicre 6liimiinden
dolayi kiiltiir ortamina salinan LDH aktivitesi ile SFN’nin hiicrelere gostermis oldugu
sitotoksik etki incelenmistir. 769-P hiicre hatt1 i¢in en yliksek iki konsantrasyon olan
200 ve 100 puM igin hiicre sitotoksisitesi zamana bagli olarak artmistir, ancak en

yiiksek sitotoksik deger %25¢in altindadir. 50 uM ve azalan SFN dozlar1 ile muamele
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edildiklerinde onemli o6l¢lide azalmis olan LDH salgilanmasi Olgililmiistiir. Bu
konsantrasyonlarda SFN’nin hiicre sitotoksisitesi oldukga diisiik degerlerdedir. Elde
edilen degerlere gore 769-P icin SFN’nin bir sitotoksik etkisinin olmadigi ifade
edilebilir. 293T hiicre hattinda ise biitiin konsantrasyonlarda % sitotoksisite degeri %
5’in altindadir. En yiliksek konsantrasyonlarda 200 ve 100 uM’da MTT grafiklerinde
(Sekil 4.1 ve Sekil 4.3) goriildiigii gibi azalan canliliga uyumlu olarak artan LDH
miktariyla sitotoksisite degerleri (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6) gozlenmistir. Noral kok
hiicreler ile yapilan ¢alismada 0,25 ila 10 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda bes
giin boyunca SFN'ye maruz birakilmistir 10 pM’de maksimum hiicre olimii
gerceklesmis ve korele olarak LDH’in ortama salinmasiyla maksimum deger

Ol¢tilmiisttir [110].

4.3 Annexin V Deneyi Sonuclar:

MTT ve LDH sonuglarina gore secilmis olan 25 uM, 12.5 uM, 6.25 uM, 3.125 uM,
1.56 uM, 0.78 uM konsantrasyonlarinin apoptotik etkisini belirleyebilmek i¢in 769-P
ve 293T hiicre hatlarina Annexin V yontemi uygulandi. 48 saatlik deney grubu
olusturuldu ve sonuglar Muse® Cell Analyzer’da hiicrelerin analizi yapildi. 769-P

hiicre hatt1 Annexin V analiz sonuglar1 Sekil 4.7°de gosterilmistir.

APOPTOZ PROFILLERI

Dead Late Apop./Dead Dead

28T %

Late Apop./Dread Late Apop./Dead

3.97 %
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Early Apop.
T

Early Apop.
T

0.78 uMm
Canllik

[l : 20.10 %
Earty Apop. o Li 2
T

Early Apop. Earty Apop.
T T

Sekil 4.7 769-P hiicre hattt Annexin V sonuglari.
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Sekil 4.7 (devam) 769-P hiicre hatti Annexin V sonuglari.

769-P hiicre hatt1 % erken apoptotik hiicre sayis1 ve % ge¢ apoptotik hiicre sayilari

Tablo 4.7’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.7 769-P hiicre hatt1 erken ve geg¢ apoptotik hiicre % degerleri.

Konsantrasyon(uM) % Erken apoptotik % Geg apoptotik

Kontrol 6.52 3.13

0.78 20.6 3.06

1.56 20.8 5.39

3.125 21.63 3.6

6.25 30.7 4.37

12.5 44.2 7.2

25 37.4 6.11

Elde edilen sonuclar artan SFN dozlarina kars1 % cinsinden grafik halinde sunulmustur

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 769-P hiicre hatt1 Annexin V yontemi sonucunda canli ve erken/ge¢

apoptotik hiicre % degerleri.

293T hiicre hattt Annexin V analiz sonuglar1 Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9 293T hiicre hatt1 Annexin V sonuglari.
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Sekil 4.9 (devam) 293T hiicre hatti Annexin V sonuglari.

293T hiicre hatt1 % erken apoptotik hiicre sayis1 ve % ge¢ apoptotik hiicre sayilar

Tablo 4.8’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.8 293T hiicre hatt1 erken ve ge¢ apoptotik hiicre % degerleri.

Konsantrasyon(uM) % Erken apoptotik % Geg apoptotik
Kontrol 2.12 3.32
0.78 1.99 5.22
1.56 2.25 451
3.125 2.47 4.34
6.25 3.48 4.75
12.5 28.7 21.3
25 28.65 34.65
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Elde edilen sonuglar artan SFN dozlarina kars1 % cinsinden grafik halinde sunulmustur

(Sekil 4.10).

293T

1004
mm Canl

EZAa Erken Apoptotik
=3 Geg Apoptotik/Oli
Toplam Apoptotik

Yizde (%)

Doz (uM)

Sekil 4.10 293T hiicre hatti Annexin V yontemi sonucunda canli ve erken/geg
apoptotik hiicre % degerleri.

Calismamizda SFN ile indiiklenen 769-P ve 293T hiicrelerinin canliliginin
inhibisyonunun apoptozun indiiksiyonuna bagli olup olmadigini belirlemek igin,

popiilasyondaki apoptotik hiicrelerin oran1 Annexin V/7AAD yodntemiyle incelendi.

Her iki hiicre hattinda da % apoptoz orani doza bagimli bir sekilde artmistir. 25 uM ve
12.5 uM SFN ile muamele edilen 293T hiicre hattinda apoptotik (erken ve gec) yanit
istatiksel olarak p<0.001 anlamli oldugu tespit edilmistir. Azalan konsantrasyonlarda
ise istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir. 293T hiicre hattinda 25 pM
ve 12.5 uM SFN hem apoptotik hem de nekrotik yanit olusturmustur.769-P hiicre
hattinda tiim dozlarda erken apoptotik yanit istatiksel olarak p=0.001 anlamli oldugu
tespit edilmistir. Azalan konsantrasyonlarda ise istatiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunamamaistir. Canlilik paterni ve erken apoptotik yanit birbirlerine zittir ve canlilik
paterninin azalmasiyla erken apoptotik hiicre sayisinda bir artis gézlenmistir.25 pM
SFN ile muamele edilen 293T hiicre hattinda ortalama % erken apoptotik hiicre
yiizdesi %28.65 iken 769-P hiicre hattinda ise %37.4°dir. Ayn1 konsantrasyonla
muamele edilen bobrek hiicreli adenokarsinom hiicrelerinin, saglikli epitel
hiicrelerinden erken apoptotik hiicre sayisinin daha fazla olmasi olusturulan bu etkinin
769-P hiicrelerinin daha duyarli oldugu sdylenebilir. Bu sonuglar, apoptoz i¢in 6nemli
bir marker olan erken apoptotik yanmitin 769-P hiicrelerinde tim SFN

konsantrasyonlarinda anlamli oldugunu, 293T hiicre hattinda ise 25 uM ve 12.5 uM
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konsantrasyonlarinda hem apoptotik hem de nekroktik yaniti olusturdugunu
gostermistir. MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda ve tiimdrijenik
olmayan MCF10A hiicre hattinda 5 ve 20 uM SFN konsantrasyonlarinda 72 saat

muamelesi sonucu apoptozu indiikledigi gosterilmistir [111].

4.4 Hiicre Dongiisii Analiz Sonuclar1

25 uM, 12.5 uM, 6.25 pM, 3.125 uM, 1.56 uM, 0.78 uM konsantrasyonlarinin hiicre
dongiisii tlizerinde olan etkisini belirleyebilmek i¢in 769-P ve 293T hiicre hatlarina
Muse® Cell Cycle Kit protokolii uygulandi. Segilen 6 konsantrasyon igin 48 saatlik
deney grubu olusturuldu ve sonuglar Muse® Cell Analyzer’da olgiildi. 769-P
hiicresinin SFN’nin artan dozlarina gére populasyonun hiicre dongiisii evrelerinin

yiizde dagilimi sonuglart Sekil 4.11 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 4.11 769-P hiicre hatt1 hiicre dongiisii sonuglari.
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Sekil 4.11 (devam) 769-P hiicre hatt1 hiicre dongiisii sonuglari.
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769-P hiicre hattt %GO0/G1 evresi hiicre popiilasyonu, %S evresi hiicre popiilasyonu

ve %G2/M evresi hiicre popiilasyonu sonuglari Tablo 4.9°da 6zetlenmistir.

Tablo 4.9 769-P hiicre hatt1 hiicre dongiisii (%) degerleri.

Hiicre Kontrol 0,78 uM 1,56 uM 3,125uM  625uM 12,5uM 25uM
dongiisti (%)

G0/G1 35.6 34.3 27.8 28.3 32 26.5 30.4
S 10.8 14 13.1 13.1 15.9 14.6 17.7
G2/IM 34 32.9 35.9 35.9 33.2 37.6 35.4

769-P hiicresinin GO/G1, S ve G2/M evrelerinden elde edilen sonuglar artan SEN

dozlarina kars1 % cinsinden grafik halinde sunulmustur (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 769-P hiicre hatt1 % GO0/G1, S ve G2/M evreleri sonuglari.

293T hiicresinin SFN’nin artan dozlarina gore populasyonun hiicre dongiisii

evrelerinin yiizde dagilimi sonuglar1 Sekil 4.13 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 4.13 293T hiicre hatt1 hiicre dongiisii sonuglart.
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Sekil 4.13 (devam) 293T hiicre hatt1 hiicre dongiisii sonuglari.

293T hiicre hatt1 %GO0/G1 evresi hiicre popiilasyonu, %S evresi hiicre popiilasyonu ve

%G2/M evresi hiicre popiilasyonu sonuglar1 Tablo 4.10’da 6zetlenmistir.
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Tablo 4.10 293T hiicre hatt1 hiicre dongiisii (%) degerleri.

Hiicre Kontrol 0,78 uM 1,56 uM 3,125uM 625uM 12,5uM 25 uM
dongiisii (%)

G0/G1 385 44.5 37.8 38 39 14.7 334
S 29.1 18.5 23.6 17.6 16.8 17 16
G2/M 224 24.8 23.2 29.9 23.8 48.8 331

293T hiicresinin G0/G1, S ve G2/M dongiilerinden elde edilen sonuglar artan SEN

dozlarina kars1 % cinsinden grafik halinde sunulmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 293T hiicre hatt1 % G0/G1, S ve G2/M evreleri sonuglari.

75 uM konsantrasyonda SFN ile muamele edilen kolon kanseri Caco-2 hiicrelerinde
bax ekspresyonunu artarak apoptozu indiikledigi ve G1/G2 hiicre donglisiini
durdurdugu bildirilmistir [112]. SFN’nin 15uM konsantrayonunda ise HCT116 kolon
kanseri hiicrelerinde % 95'e kadar hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi de
gosterilmistir. 5 ve 10 pM konsantrayonlarinda HCT116 hiicrelerinde G1 evre hiicre

dagiliminin azalmasi ve apoptozu indiikledigi saptanmistir [113].

DNA hasarma tepki olarak kontrol noktalarimin aktivasyonu hiicre dongiisii
tutulmasina yol ac¢tigt yaygin olarak kabul edilmektedir. Ancak ciddi hasar
durumunda, hiicre dongiisii durmasi apoptotik hiicre Oliimiine yol acar. SFN'nin

etkileri bu model ile uyumludur.
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Calismamizda 769-P  hiicre hattinda 25 puM  konsantrasyonu hari¢ biitiin
konsantrasyonlarda GO/G1 evresinde 0. Konsantrasyona gore anlamli bir sekilde
hiicre sayisinda artma gézlenmistir. 769-P hiicre hattinda G0/G1 evresinde bir arrest
meydana gelmistir. 293T hiicre hattinda kontrole goére 25 puM ve 125 uM
konsantrasyonlarda anlamli bir sekilde hiicre sayisinda GO/G1 evresinde azalma
gozlenirken, buna bagl olarak S evresinde anlamli bir sekilde azalma gdzlenmistir.
G2/M evresinde ise anlamli bir sekilde hiicre sayisinda artis gézlenmistir. G2/M
evresindeki bu artis DNA miktarinin fazlaligina bagl olarak, hiicrelerin nekroz

sonucunda par¢alanmasi ile ortaya ¢ikan DNA’lar ile iliskilendirilebilir.

5 uM SFN maruziyeti ile Caki-1 ve A498 hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin S evresinde
hiicre sayisini arttirdigi ve GO/G1 evresindeki hiicre sayilari ise azalttig1 gdzlenmistir.
Cakil hiicreleri 20 uM SEN ile muamele edildiginde hem S hem de G2/M evresinde
hiicre sayisinin arttigi gozlenmistir [105]. Osteosarkom hiicreleri tizerinde yapilan
deneyler, SFN'nin <10 uM konsantrasyonlarinda bir G2/M evre blogunu indiikledigini
gostermigtir fakat >10 uM konsantrasyonlarinda ise S ve G2/M evresinde dongiiyii
blokladig1 gosterilmistir [114].

4.5 Migrasyon Analiz Sonuglari

769-P hiicrelerinin 24 kuyulu mikroplakalara ekiminden 1 giin sonra kuyulara paralel
cizgiler olusturuldu ve 3 farklit SFN konsantrasyonu uygulandi. Kontrol grubuna ise
SFN icermeyen besiyeri eklendi. Kontrol ve SFN ile muamele edilmis hiicrelerin farkl

zaman araliklarindaki gogleri Sekil 4.15°de gosterilmistir.
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24. saat
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3.125 M

200 4t

Sekil 4.15 Farkli zaman araliklarinda hiicre go¢ii analizinin mikroskobik
goriintileri.
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24. saat 48. saat

24. saat 48. saat

12.5 uM

Sekil 4.15 (devam) Farkli zaman araliklarinda hiicre go¢ii analizinin
mikroskobik goriintiileri.

SFN ile 3 farkli konsantrasyon muamele ettigimiz 769-P hiicre hattinda ise doza
bagimli bir sekilde hiicre migrasyonu inhibe olmustir. Kontrol grubunda 48. Saate
kadar hiicreler arasindaki mesafe neredeyse tamamlanmis ancak diger gruplarda
bulunan mesafede higbir degisim olmadigi gozlenmistir. Konsantrasyon artigiyla
beraber hiicre dliimleri gerceklesmistir. Insan mide kanseri hiicresi (AGS) ile yapilan
caligmada en diisiik konsantrasyon olan 1.5 puM’da bile 24 saate kadar hiicre

migrasyonunun inhibe oldugu belirtilmistir [115].
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda beslenme ve kanser iliskisi g6z oniine alindiginda, SFN mekanizma ve
biyoaktivitesi ile ilgili yapilan ¢alismalar bu anlayis1 desteklemektedir. Saf SFN
viicuda alinamayacagindan dolay1r Turpgiller ve bu aileden olan brokoli, filizleri
onemli SFN kaynagi olup insan sagliginda da bu takviyeyi yapabilen Onemli
besinlerdir. Calismamizda SFN’nin bobrek adenokarsinom kokenli 769-P ve bobrek
epitel 293T hiicre hatlarinda apoptotik etkisinin olup olmadigini arastirdik. Bu etkiyi
canlilik testleri, hiicre proliferasyon testi ve hiicre 6liimlerinin belirlenmesini akim
sitometri yontemiyle gerceklestirdk. SFN her iki bobrek hiicre hattinda doza bagimli
bir sekilde antiproliferatif ve apoptotik etki yaratmuistir.

SFN araciligtyla apoptoza olan duyarlilik hiicre dongiisii  regiilasyonu
mekanizmalarima bagimli oldugu i¢in, doza bagiml sekilde hiicre dongiisiinde aktif
rol alan proteinler ayn1 zamanda hiicre canlilig1 ve oksidatif stresle arasindaki iligki

yolagin aydinlatilabilmesi i¢in ilerleyen ¢alismalarda incelenmelidir.

SFN’nin etkili ve giivenilir bir kemopreventif ajan oldugu bir¢ok arastirmada
kanitlanmis olup, bobrek kanserinde de geleneksel tedavilere alternatif olabilecegi ve
bobrek kanseriyle miicadele de umut vaad etmektedir. Calismamaiz ile elde ettigimiz
veriler SFN’nin bobrek kanserindeki etkisinin ileride gergeklesecek olan in vivo ve
klinik ¢alismalar i¢in bir temel olusturmaktadir. SFN terapétik dozlar ile in vivo

caligmalar yapilmalidir.
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