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OZET

Eronat, A.P. (2019). Agresif meme kanseri hiicre hatlarinda ¢esitli polifenolik
bilesenlerin bireysel ve kombine etkilerinin molekiiler diizeyde arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Ttp ABD. Doktora Tezi. Istanbul
Kadinlarda en sik goriilen kanser tipi olan meme kanserinin en agresif alt tipleri
ozellikle 45 yas alti kadinlarda goriilmektedir. Bu tiplerde hedefe yonelik tedavi
bulunmamakta veya kisa siirede tedaviye diren¢ gelismektedir. Tedaviyi zorlastiran bir
diger etmen ise tiimor ici heterojenitesi veya tedaviye cevap olarak tiimdriin etkinlik
gosterdigi yolaklar1 degistirebilmesidir. Bu nedenle hedefe yonelik tedavi bulunmayan
veya tedaviye diren¢ gosteren farkli tip kanserlerde etkili olabilecek ve yan etki
gostermeyecek tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ vardir. Polifenolik bilesikler bir¢ok farkl
yolak iizerinden etkinlik gosterebildiginden ve yan etki gostermediginden farkli tip
agresif tip kanserlerde etkili bir polifenolik madde kokteylinin hazirlanmasi
amaclanmigstir. Triple negatif meme kanserlerini temsil eden MDA-MB-231 ve ER/PR-
HER2+ meme kanserlerini temsil eden SKBR-3 hiicre hatlarinda c¢esitli polifenolik
bilesiklerin sitotoksik etkileri farkli saat ve dozlarda uygulanarak WST-1 assay ile
belirlenmis ve bir karisim olusturulmustur. Bu karisimin sitotoksik ve apoptotik etkileri
de bu hiicre hatlarinda WST-1 ve Annexin V- 7AAD assayleri ile gosterilmistir.
Polifenolik madde karigiminin %20’lik dozunun hiicrelerde 0. ve 48. saatlerde hangi
apoptotik mekanizmalar ve hiicre dongiisiinde rol oynayan yolak ve anahtar gen
tizerinden indiikledigi ise RT-PCR yontemi ile belirlenmistir. Ekspresyonel degisimler
B2M endojen kontrol kullanilarak belirlenmis ve ardindan 0. ve 48. saatlerdeki
degisimleri karsilastirilarak degerlendirilmistir. Her iki hiicre hattinda da hem apoptotik
hem de hiicre dongiisiinde etkili kilit genlerin ekspresyonlarinda degisimler
gozlemlenmistir. Uygulanan polifenolik madde karigiminin her iki hiicre hattinda da
farkl1 yolaklar iizerinden etkili oldugu ve uygun polifenolik madde karisimlarinin
kanser tedavisinde etkin ve/veya tamamlayici bir yaklagim olabilecegi gortilmiistiir.

Anahtar Kelimeler : polifenolik bilesikler, meme kanseri, hiicre dongiisii, apoptoz, gen
ekspresyonu
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ABSTRACT

Eronat, A.P. (2019). Molecular investigation of the individual and combined effects of
polyphenolic components on breast cancer cell lines of aggressive types. PhD thesis.
Istanbul.

Breast cancer is the most common cancer of women with the most aggressive
subtypes being highly observed among younger women. There may be no targeted
therapies available or resistances commonly occur. Another challenge in treatment is
intra-tumoral heterogeneity or the ability of tumors substituting the active pathways in
order to survive. Therefore, novel therapeutic approaches effective on various subtypes
and subtypes unresponsive to therapy without showing adverse effects are essential.
Since polyphenolic compounds can impact a wide range of pathways without inducing
any side effects, it was aimed to compose a phenolic compound cocktail (PK) effective
on different aggressive cancer types. The cytotoxic impacts of various phenolic
compounds on triple negative breast cancer cell line MDA-MB-231 and ER/PR-
HER2+ cell line SKBR-3 were investigated in a time and dose dependent manner using
WST-1 assay, and a cocktail was composed accordingly. The cytotoxic and apoptotic
effects of the PK were demonstrated utilizing WST-1 and Annexin V-7AAD assays.
Which apoptotic mechanisms and cell cycle related pathways with the application of the
20% dose of the PK were induced at the 0™ and 48" hours was determined utilizing the
RT-PCR method. Expressional alterations were calculated using B2M as an endogenous
control and the fold changes between the 0™ and 48" hours were compared.
Expressional alterations in apoptotic and cell cycle related key genes were observed in
both cell lines. Applied PK was found effective on both cell lines. Therefore it can be

suggested that utilization of appropriate phenolic compound mixtures may be beneficial.

Key Words: Phenolic compounds, breast cancer, cell cycle, apoptosis, gene expression
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri kadinlarda kanser kaynakli 6lim nedenlerinin basinda
gelmektedir (Bray ve ark., 2018). Tiimdriin 6zelliklerini belirleyen yiizey reseptorlerinin
ekpresyon seviyeleri ise kullanilacak tedavi yaklasiminda belirleyici rol oynamaktadir.
Birgok alt tipiyle multifaktdriyel bir hastalik olan meme kanseri alt tiirlerinden triple
negatif meme kanseri (TNBC), 6strojen (ER), progesteron (PR) ve insan epidermal
bliylime faktorii reseptorlerinin (human epidermal growth factor receptor, (HER2))
ekspresyonlarin1 gostermediginden bu adi almaktadir. Bir diger alt tip ise ER/PR(-),
HER2(+) meme kanseridir. Bu iki tip de dstrojen ve progesteron reseptorlerini eksprese
etmediginden, hormona duyarli olmayan meme kanseri alttipleri olarak adlandirilmakta
ve agresif Ozellikleri ile bilinmektedirler. HER2+ tiimoérlerde, transtuzumab gibi anti-
HER2 antikorlar1 kullanilirken triple negatif tiimorlerde hedefe yonelik tedaviler
bulunmadigindan konvensiyonel yontemler ile tedavi denenmektedir (Khan ve ark.,
2012; Schnitt ve ark., 2010). Ote yandan agresif kanser tedavilerinin yan etkileri, ilaca
kars1 gelisebilen direng ve terapotik ajanlarin tiimér hiicrelerine selektif olarak etki
gostermeyisleri de tedavideki zorluklarin basinda gelmektedir (Wang ve ark., 2017).

Agresif meme kanseri alttipleri olarak adlandirilan HER2+ ve triple negatif
meme kanserleri 6zellikle 45 yas alt1 gen¢ kadinlarda goriilmektedir (Lee ve Han, 2014;
Gabriel ve Domchek, 2010). Kétii prognoz ile iligkilendirilen bu tiplerde tedavi
yaklagimlar1 ve basarist da oldukga kisithdir. Ayrica timor iginde farkl alt tiplerin bir
arada bulunabilmesi, tiimor tipinin tedavi siiresince degisebilmesi gibi sebepler de
birgok alt tipe etki edebilecek ve yan etki goOstermeyecek ajanlarin arayisini
dogurmustur (Hoag, 2015). Bu agresif tiplerde tedavi etkinliginin gelistirilmesi ihtiyaci
ve polifenollerin belirtilen 6zellikleri birgok arastirmacinin dikkatini ¢ekmis ve bu
dogrultuda cesitli fenolik maddelerin etkisi arastirilmistir.

Besin kaynakli ajanlar tek bir biyolojik yanittansa etkilerini ¢esitli yollarla
gostermekte oldugundan malign transformasyonu sirasindaki tiim stireglerde etkili
olabilecekleri belirtilmektedir (Sarkar ve ark., 2009). Bazi arastirmacilarca ‘birgok zayif
vurus ile kompleks sistemi sasirtma’ (Agoston ve ark., 2004; Csermely, 2004) hipotezi
one atilmis, pleitropik etkileri nedeniyle polifenollerin meme dokusunda karsinojenik
siireg ile savasabilecegi fark edilmistir (Varinska ve ark., 2015; Yang ve ark., 2009).

Farkli polifenol tiirlerinin hiicreler {izerinde farkli biyolojik etkileri mevcuttur



(Yordi ve ark., 2012). Polifenollerin antioksidan aktiviteleri serbest radikal siipiiriicii
etki, metal yakalama kapasitesi, cesitli oksidazlarin inhibisyonu ve antioksidan
ozellikteki enzimlerin stimiilasyonu olarak 6zetlenebilir (Nijveldt ve ark., 2001). Buna
ek olarak, polifenollerin pro-oksidan mekanizmalari ise apoptotik hiicre olimi iligkili
olan mitokondrial disfonksiyona neden olan reaktif oksijen radikalleri olusumu
(Sandoval-Acuna ve ark., 2014) ve oksidatif DNA ile de iliskilendirilmistir (Perron ve
ark., 2011).

Bitki sekonder metabolitlerini insanoglu degisken ilaclar, antibiyotikler ve
herbisitler olarak kullanmaktadir (Fantini ve ark., 2015; Crozier ve ark., 2006).
Sekonder bitki metabolitlerinin uzun siireli kullaniminin kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, tip II diyabet ve ndrodejeneratif hastaliklar {izerinde olumlu yonde etkinligi
oldugu belirlenmistir (Crozier ve ark., 2006; Manach ve ark., 2004; Lall ve ark., 2015;
Li ve ark., 2014). Polifenoller, meyve, sebze, baharat, tahil, kuruyemis, cay, kahve veya
sarap gibi {Urlinlerde bulunan ve giicli antioksidan Ozellikleri ile fark edilmis
maddelerdir (Fantini ve ark., 2015; Crozier ve ark., 2006; Manach ve ark., 2004).

Bu polifenollerden biri olan curcumin ve tiirevlerinin meme kanseri hiicre hatlarinda
proliferasyonun inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Rowe ve ark.,
2009; Yodkeeree ve ark., 2010; Hua ve ark., 2010). En agresif tip olan triple negative
MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre proliferasyonu hiicre dongiisii regiilatorii siklin D
ve NF-kB’nin ekspresyonlarinin down regiile ederek gosterdigi, buna ek olarak MMP-1
down regiilasyonu ile de metastazi inhibe ettigi goriilmiistiir (Liu ve ark., 2009). Uziim
cekirdegi ekstraktlarindan elde edilen resveratrol de benzer sekilde siklin E ve siklin
D1 regulator proteinleri lizerinden hiicre dongiisii tutulumuna neden olmaktadir. Ayrica,
tumor supresor genleri p21Cipl/WAF1, p53, pro-apoptotik protein Bax ve apoptotik
Kaspaz sinyallerinin up regiilasyonu ve Bcl-2, Bcel-XL  ve survivin anti apoptotik
proteinlerinin down regiilasyonu ile apopotozu indiiklemektedir (Hayashibara ve ark.,
2002; Aggarwal ve ark., 2004; Harikumar ve ark., 2010). Bu mekanizmalarin disinda
polifenolik maddeler, kanser gelisiminde 6nemli rol oynayan adhezyon molekiillerinin
ekpresyonlarini veya aktivitelerini etkileyerek de gostermektedirler (Nebe ve ark.,
2006; Kim ve ark., 2009).

Fitokimyasallarin diisiik biyoyararlanimlar1 géz Oniine alindiginda, tek baglarina
uygulandiklarinda hiicrelerde ancak yiiksek dozlarda etki gostermesi ancak farkl

polifenolik maddenin bir arada uygulanmasi halinde bircok farkli hiicresel yolak



tizerinden etkinlik goriildiiglinden kombine uygulamalarin hiicre proliferasyonunun
onlenmesinde diisiik dozlarda oldukga etkili oldugu goriilmiistiir (Ouhtit ve ark., 2013).
Bu ¢aligmalarin en gii¢lii yani1 ise bu etkinliklerini kanser hiicrelerinde gosterip saglikli
hiicrelerde herhangi bir toksisite gostermemeleridir.

Tez projemizde bu amagla HER2+ ve triple negatif meme kanseri hiicre hatlarinda
bireysel etkileri gdzlemlenen polifenolik maddelerden her iki hiicre hattinda da etki
gosterecek bir polifenol kokteyli olusturularak ekspresyon seviyesinde etki

mekanizmalarinin arastirilmast amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

2.1.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri 2018 yili GLOBOCAN istatistiklerine goére diinya genelinde
kadmlarda 2 milyonun iizerinde yeni vaka ile en sik goriilen kanser tiirii ve kanser
iligkili 6lim sebebi iken tiim kanserler arasinda ikinci siradadir (%11.6) (Bray ve ark.,
2018). Meme kanseri normal yasam beklentisi olan her 8 kadindan birinde goriilmekle
beraber diinya genelinde insidansinin ve mortalite oranlarinin 6niimiizdeki 5-10 yilda
artmas1 beklenmektedir (Greaney ve ark., 2015). Gelismekte olan iilkelerde ¢ok daha
yiiksek olan bu oranlarin 6ntimiizdeki 15 yilda, %55 daha yiiksek insidans ve %58 daha
fazla mortaliteye ulagsmasinin beklendigi bildirilmistir (Villarreal-Garza ve ark., 2013).
Erken tani ile mortalite oranlari diismiis olsa da, metastatik kanserlerde ortalama

sagkalim oldukga diisiiktiir (= 24 ay) (Greaney ve ark., 2015).

ABD’de her yil meme kanseri teshisi alan kadinlarin %4-5’ini olusturan 40
yasin altindaki ortalama 10.000 kadina invazif meme kanseri teshisi konulmaktadir.
Batida meme kanseri teshisi alan kadinlarin <%4’i 35 yas alti, Asya’da ise %13’ii 40
yas alt1, %5°1 ise 35 yas altidir. Bu kadar geng yasta ortaya ¢cikan meme kanseri vakalari
ileri yaslarda ¢ikanlara gore ¢ok daha agresif seyirlidir (Lee ve Han, 2014; Gabriel ve
Domchek, 2010). Aragtirmalar daha agresif ve invaziv meme kanseri alt tiplerinin geng
kadinlarda daha yaygin oldugunu ve hatta daha karmagsik biyolojik o6zelliklere sahip
oldugunu gostermektedir (Kim ve ark., 2011; Ferzoco ve Ruddy, 2015; Verigos ve
Magklara, 2015).

Giliniimiizde meme kanseri tedavisinde cerrahi miidahale, kemoterapi veya
radyoterapi ¢esitli kombinasyonlarla kullanilmaktadir. Devam eden aragtirmalar tedavi
yaklasimlarinin daha kisisellesmesi, yan etkilerin azaltilmasi ve genel sagkalimin

arttirtlmasi yoniindedir (Fredholm ve ark., 2009).

Tedaviye diren¢ hala c¢ok biiyiikk bir problem olarak karsimiza c¢ikarken
aragtirmacilar sagkalim oranlarini artirmay1 hedeflemektedir. Son yillarda meme kanseri
arastirmalarinda oldukga yol kat edilmis olsa da anlagilamayan karmasik tip ve agresif

tip meme kanserlerine kars1 savas devam etmektedir (Eisenstein, 2015).



Kanser terapisi alanindaki son gelismelere ragmen bu alanda ilerlemenin yavas
oldugu goriilmektedir. Metastatik hastalarda sinirli hedefe yonelik tedavi yaklasimlari
nedeniyle sagkalimin sadece birka¢ ay attirilabildigi goériilmektedir. Bunun nedenleri
hedefe yonelik tedavilerde mevcut olan ve kazanilan direncin tedavinin antitimér
etkisini kisitlamasi ile tiimor igindeki ve hastalar arasindaki heterojenitenin
degerlendirilmemesidir (Hoag, 2015). Bu nedenle kanser tedavilerinde daha spesifik

yaklasimlarin gelistirilmesi gerekmektedir.

2.1.2. Meme Kanseri Alt tipleri

Meme kanseri oldukga heterojenik bir molekiiler yapiya sahiptir. 2000°1i yillarin
baslangicinda yapilan ¢aligmalarda meme kanserinin klinik olarak anlaml en az 4 alt
tipi oldugu belirlenmistir, ancak ileri genetik aragtirmalar en az 10 alt tipin olabilecegini
belirtmektedir (Perou ve ark., 2000; Serlie ve ark., 2001; Curtis ve ark., 2012).

Formalin ile fikse edilmis parafin bloklarda saklanan tiimér dokularinda genetik
testler veya imminohistokimyasal boyamalar ile steroid hormon reseptorleri (dstrojen
reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR)), insan epidermal biiyiime faktorii
reseptorleri (human epidermal growth factor receptor, HER2) ve Ki67 proliferasyon
belirteci diizeyleri belirlenerek alt tiplere karar verilmektedir. Alt tipler bu belirteclere
gore Luminal A, Luminal B, HER2 pozitif veya bazal benzeri olarak adlandirilmaktadir.

Uygulanacak sistematik tedaviye de oncelikle bu belirlenen alt tiplere gore karar verilir.

2.1.2.1. Luminal Alt tipler

Luminal A alttipinde hormon reseptdrleri pozitif (ER/PR+), HER2 negatif ve
proliferasyon diisiiktiir. Meme kanseri hastalarinin %50°den fazlasit Luminal A tip
tiimore sahiptir. Diisiik histolojik evreye ve %80 oraninda 5 yillik sagkalim ile en iyi
prognoza sahiptir. (Van Diest ve ark., 2004; Williams ve ark., 2015; Merino Bonilla ve
ark., 2017).

Luminal B alt tipinde hormon reseptdrleri pozitif (ER/PR+) iken HER2 negatif
veya pozitif olabilir, ancak proliferasyon yiiksektir. Ortalama insidans1 %15 ve 5 yillik
sagkalim oran1 %40’ tir (Merino Bonilla ve ark., 2017).

Hiicre dongiislinlin aktif fazlarinda niikleusta bulunan bir antijen olan Ki67



klinikte proliferasyon belirteci olarak kullanilir. %10’un altindaki Ki67 degerleri diisiik
risk, %20-29 arasindaki degerler ise yiiksek proliferasyon i¢in minimum degerler olarak
kabul edilse de net bir ayrim yapmak gii¢ olabilmektedir (Scholzen ve Gerdes, 2000;
Harbeck ve Gnant, 2017). Giinliik klinik uygulamalar da Luminal A ve B arasindaki en
biiylik ayrim Ki67 seviyelerinin belirlenmesi ile ger¢eklestirilmektedir.

DNA seviyesinde Luminal A tiimorlerde Luminal B tiimoérlere kiyasla genom
boyunca daha diisiik sayida mutasyon, kromozomal kopya sayisi degisimi, TP53
mutasyonu (%13 ve %5) goriiliirken, benzer oranlarda GATA3 mutasyonu (%14 ve
%15) ile daha fazla PIK3CA (%45 ve %29) ve MAP3K1 mutasyonu (%13 ve %S5)
goriiliir (Cancer genome atlas, 2012). Luminal A tiimorler ile karsilagtirildiginda,
Luminal B tiimoérlerde proliferasyon/hiicre dongiisti iliskili genlerde (6r. MKI67 ve
AURKA) daha yiiksek ve PR ile hepatosit niikleer faktor 3 alfa (HNF3a, diger adiyla
FOXA1) gibi luminal iligkili gen veya proteinlerde daha diisiik ekspresyon goriliir
(Kuong ve Loeb, 2013). ER ekspresyonlar1 ise benzerdir (Prat ve ark., 2013). DNA
seviyesinde ise bir grup Luminal B tiimorlerinin hipermetile oldugu goriilmiistiir
(Cancer genome atlas, 2012). Luminal A tipinde genellikle endokrin terapi
uygulanirken (Harbeck ve Gnant, 2017) Luminal B tip endokrin terapiye Luminal A tip
timorlere gore daha az cevap verebilir ve kemoterapiye cevabi degiskendir. Luminal B

tip tiimorlerin prognozu da Luminal A tipi tiimdrler kadar iyi degildir.

2.1.2.2. HER?2 Pozitif

Insan epidermal biiyiime faktdrii reseptdrleri (human epidermal growth factor
receptors, EGFR’ler veya HER’ler) 1-4 normal dokularda ve bir ¢ok kanser tipinde
eksprese edilen tirozin kinaz reseptor ailesi liyesi proteinlerdir. Digerleri gibi HER2 da
bir ekstraseliiler ligand baglama bolgesi, transmembran bolgesi ve intraseliiler bolgesi
olan bir tirozin kinaz reseptoriidiir. Aktif formunda HER2 diger molekiillerle dimer
olusturarak birgok hiicresel yolak iizerinden farkli hiicresel fonksiyonlar: etkileyebilme
ozelligini kazanir. Ligand baglanmasi ile gerceklesen dimerizasyon intraseliiler
bolgedeki tirozin rezidiilerinin fosforillenmesini saglayarak mitojen aktive protein kinaz
(Mitogen-activated protein kinase, MAPK) ve fosfatidilinositol 4,5 bifosfat 3 kinaz
(PI3K) gibi meme tiimdrogenezinde biiylik rol oynayan yolaklari aktive edebilmektedir

(Feng ve ark, 2018).



HER?2 pozitif alttipte HER?2 yiiksek ekspresyonu goriiliirken hormon reseptorleri
negatiftir. HER2 pozitif tip tiim meme kanserlerinin %20’sini olusturmaktadir. Meme
kanseri olan 5600 40 yas alti kadimin dahil edildigi Kaliforniya Kanser Kaydi
caligmasinda gen¢ kadinlarda HER2 pozitif tiimorlerin daha sik goriildiigii belirlenmistir
(Keegan ve ark., 2012). Bu tip tiimore sahip kisilerde standart tedavi olarak HER2
spesifik bir monoklonal antikor olan Transtuzumab kullanilmaktadir (Lianos ve ark.,
2014). Ancak Transtuzumab’in etkinligine ragmen hastalarin %70’i de novo
transtuzumab-direnclidir ve bu tedaviye cevap veren hastalarin da biiylik cogunlugu bir
yil i¢inde tedaviye direng gelistirir. Niiks oranlar1 yiiksektir ve metastaza meyillidir
(Wang ve ark., 2017).

Bu alttipte RNA ve protein seviyesinde HER?2 iliskili ve proliferasyon iligkili
genlerin yiiksek (6r. ERBB2/HER2 ve GRB7), luminal iligkili genlerin (6r. ESR1 ve
PGR) ortalama diizeyde ve bazal iliskili genlerin (keratin 5 ve FOXCI1) diisiik
ekspresyonu goriiliir. DNA seviyesinde bu tiimorler genom boyunca en yiiksek sayida
mutasyonu tasir. HER2 pozitif timoérlerin %72’sinde TP53, %39’unda PIK3CA
mutasyona ugramistir ve siklikla APOBEC3B iliskili mutasyonlar tasirlar. Bir sitidin
deaminaz alt grubu iiyesi olan APOBEC3B, sitozinin urasile doniistiiriilmesinden
sorumludur ve bir¢ok kanser tipinde mutasyon olugma sebebi olarak gosterilmektedir

(Kuong ve Loeb, 2013).

2.1.2.3. Bazal Benzeri/ triple negatif

Bu tip hem ER/PR negatif hem de HER2 negatif oldugundan triple negatif
olarak da adlandirilir. Meme kanserlerinin %12-17’sini olusturmasina ragmen agresif
yapist nedeniyle meme kanseri baglantili dliimlerin biiyiik ¢cogunlugundan sorumludur
(Merino Bonilla ve ark., 2017). Tani sirasinda 50 yas alt1 olan meme kanseri 3340 kadin
iizerine yapilan bir ¢aligmada, kadinlarin %7’sinin BRCA1 mutasyonu tasidigi ve bu
kisilerin daha gen¢ ve siklikla triple negatif tiimorlere sahip oldugu belirlenmistir
(Huzarski ve ark. 2013). BRCA1 mutasyonu bazal benzeri tip ile iligskilendirilmektedir
(Prat ve ark., 2013).

Bazal benzeri alttip proliferasyon iligkili genlerin (MKI67) ve genellikle derinin
bazal katmani tarafindan sentezlenen keratinlerin (keratin 5, 14 ve 17) yiiksek, HER-2
iligkili genlerin ortalama ve luminal iligkili genlerin ¢ok diisiik ekspresyonu goriiliir.

DNA seviyesinde bu tiimorler genom boyunca ikinci en yliksek mutasyon oranina



sahiptir. Cogu hipermetiledir, %80°1 TP53 ve %9’u da PIK3CA mutasyonu tagir (Prat
ve ark., 2015).

Endokrin tedaviye veya trastuzumab’a cevap vermez. Platin grubu kemoterapiye
ve PARP inhibitorlerine duyarlidir (Eliyatkin ve ark., 2015).

Meme kanseri patogenezi, histolojisi ve molekiiler alttipleri Sekil 2-1 ‘de

Ozetlenmistir.

Breast cancer pathogenesis and histologic vs. molecular subtypes
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Sekil 2-1: Meme kanseri patogenezi, histolojisi ve molekiiler alttipleri

(http://www.pathophys.org/breast-cancer/)

2.2. Hiicre Dongiisii

Bir hiicrenin c¢ogalabilmesi, karmasik bir regiilasyon siireci iceren hiicre
dongiisii ile gerceklesir. Hiicre dongiisii, genomun replikasyonu ve ardindan gelen
genetik replikanin yavru hiicrelere dagitilmasini koordine eder. Boylece hiicreler
logaritmik olarak cogalabilir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, kanserde siklikla kontrol

noktalarinda meydana gelen mutasyonlardan kaynakli bozulan hiicre dongiisiiniin



arastirilmasi i¢in model sistem olusturulmasina olanak saglamistir.

Hiicreler GO adi verilen durgun hallerinden cesitli uyaranlarla aktif hale
gectiklerinde hiicre dongiisiine katilirlar. Hiicre donglisti sirasiyla meydana gelen dort
ana fazdan olusur. Bunlar DNA sentezi 6n hazirhi§int yapildigi Gl fazi, DNA
replikasyonun yapildigin S fazi, hiicrenin bolinmeye hazirlandigi G2 faz,
kromozomlarin yogunlasip mitozun gerceklestigi M fazi (profaz, metafaz, anafaz ve

telofaz) dir (Lodish ve ark., 2008).

2.2.1. Hiicre dongiisii regiilator proteinleri

Regiilator proteinler tarafindan kontrol edilen kontrol noktalarinda, DNA sentezi
ve mitozun gerceklesebilmesi i¢in tiim gerekliliklerin saglandig: belirlenene kadar S ve
M fazlarma giris engellenir. Hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda protein fosforilasyonu
ve ubiquitin-aracili degradasyon olmak iizere iki major mekanizma etkindir. Regiilator
proteinler siklinler, siklin-bagimli kinazlar (CDK) ve CDK inhibitorleri olmak {izere 3
molekiil smifidir. Siklinler regiilator uniteler, CDKlar ise katalitor {initelerdir ve
fonksiyon gosterebilmeleri i¢in etkilesim icinde olmalar1 gerekir. Hiicrelerin her fazda
ilerleyisine karar veren Siklin-CDK kompleksleri ise G1 ortasinda siklin D-CDK4 ve 6,
G1 sonlarinda siklin E-CDK2, S fazinda siklin A-CDK2, G2’de siklin A-CDK1 ve M
fazinda ise siklin B-CDK1 dir (Sekil 2-2). Hiicrenin S veya M fazindan ¢ikabilmesi i¢in
siklinlerin anafaz uyarici kompleks (anaphase promoting complex, APC) aktivitesi ile

degrade olmalar1 gerekmektedir (Lodish ve ark., 2008).
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Sekil 2-2: Hiicre dongiisii boyunca gorevli Siklin-CDK kompleksleri (Poon, 2016)

CDK inhibitorleri agirlikli olarak G1’de etkinlik gosterir. cip/kip (CDK etkilesimli
protein/ kinaz inhibitorii protein)(CDK interacting protein/ Kinase inhibitory protein)
ailesi ve INK4a/ARF (Kinaz4 inhibitorii/alternatif okuma cercevesi) (Inhibitor of
Kinase4/Alternative Reading Frame) ailesi olmak iizere iki ana protein ailesinin
iiyeleridirler. p21, p27 ve p57 genleri cip/kip ailesinde yer alir. CDK4 ve pl9ARF’a
baglanan ve p53’te degredasyonunu engelleyen ve bdylece p21’in devamliligini

saglayan pl6INK4a ise INK4a/ARF ailesindendir (Heber-katz et al , 2012).

2.2.2. Hiicre dongiisii asamalari

2.2.2.1. G1 faz1

Biiytime faktorleri hiicrelere oncelikli olarak GO ve G1 fazlarinda etki ederler.
Hiicrelerin artik biiylime faktorii uyaranlarinin ¢ekilmesine cevap vermedigi Gl
fazindaki noktaya restriksiyon noktasi denir. Biiylime faktorleri hiicrenin duragan
oldugu GO’dan hiicre dongiisiine katilmasi i¢in hiicreleri indiikler. G1’in erken
evrelerinde biiylime faktdrlerinin yoklugu hiicrenin tekrar GO’a donmesine sebep olur.
Ancak G1’in ileri fazlarinda hiicreler restriksyion noktasini1 gegtiyse hiicreler biiytime
faktorlerinin yokluguna ragmen S fazina devam eder. Bu nedenle hiicrelerin hiicre

dongiisiine girmeye kararli oldugu nokta restriksiyon noktasidir (Morgan ve Pledger,
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1989).

Bu biiyiime faktorleri, dnceden var olan transkripsiyon faktorlerini aktive ederek c-Fos
ve c-Jun gibi erken cevap genlerinin transkripsiyonunu indiikler. Bu erken cevap genleri
de orta ve ge¢ donem Gl ile S-faz1 siklin-CDKlarmi kodlayan ge¢ cevap genlerini ve
DNA sentezinde gorevli genleri aktive edecek olan E2F transkripsiyon faktoriinii aktive
eder. CDKlar G1’in biiylik cogunlugunda CDK inhibitédrleri olan p21, p27 ve p57 ile
hipo-fosforile haldeki retinoblastoma (Rb) proteinine bagli halde oldugundan bir
transkripsiyonel repressor olarak davranan E2F tarafindan inhibe edilmis halde
bulunurlar. Restriksiyon noktasinda siklin-CDK konsantrasyonu CDK inhibitorlerini
doyuracak seviyeye ulasir. Siklin-CDK konsantrasyonu daha da yiikseldiginde Rb
hiper-fosforilasyon ile inhibe olur. Bdylece ayrilan E2F, DNA sentezinde gorevli
800den fazla genin transkripsiyonunu aktive eder. E2F ayn1 zamanda G1-S geg¢isinde
gorevli, CDK2 ile etkilesime girecek ve S-fazi siklinlerinin transkripsiyonunu
tetikleyecek olan siklin-E transkripsiyonunu indiikler. Hiicreler S-fazina ge¢gmeden
once DNA hasari, oksidatif stres veya diger DNA hasar1 olusturabilecek olaylar p53
proteinini aktive edebilir. P53’lin major hedeflerinden biri, Rb fosforilasyonunu
engelleyerek ve dolayisi ile DNA hasar1 diizeltilene kadar S- fazi gegisini 6nlemek
amactyla siklin-CDK2 kompleksine baglanan p2lcipiwan’dir (el-Deiry ve ark., 1993;
Xiong ve ark., 1993)

Mitogenic cues

CDK4/6'
Cyclin D S

Gi | Fp27
<«
s " %4_

2|

Sekil 2-3: Restriksiyon noktasi regiilasyonu
(Poon, 2016)

DNA hasar1 PI3K-iligkili protein kinazlar olan ATM ve ATR nin aktivasyonunu
saglar. Bu proteinler de kontrol noktasi kinazlar1 CHK1 ve CHK2’yi aktive eder.
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ATM/ATR, CHK1/CHK2 ve diger DNA hasart ile aktive olan protein kinazlar p53°ii N-
terminal bolgesinden fosforile eder. Bu bolgelerin fosforilasyonu MDM2-p53
etkilesimini ayirarak p53 seviyesinin ve transkripsiyonel aktivitesinin artmasini saglar.

P53 transkripsiyonel hedeflerinden biri CDK inhibitdrii p2lcipiwar ‘dir. Biriken
p2lcipiwan daha sonra siklin A/E-CDK2 ‘ye baglanarak inhibe eder. Bu pRB
fosforilasyonunu kaldirarak hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmasina neden olur. P53
yolaginin bir diger 6nemli kontrolii CDK inhibitorii pl6mksa ve pl4arr proteinlerini
kodlayan INK4A geni lizerinden gelir. P53’tin MDM2 tarafindan inhibisyonu, MDM?2
pl4arr tarafindan nukleustan uzak tutulmasi nedeniyle kesilir. INKA4 geni genellikle
onkogenik stres ile aktive olur. ardindan gelen P16mk4a seviye artist siklin D-CDK4/6
aktivitesini diistiriitken pl4agrr artist pS3 seviyesini arttirir. Her iki olay da pRB

fosforilasyonunu baskilayarak G1 tutulumuna neden olur (Heber-katz ve ark., 2012).

2.2.2.2. S-faz1

DNA sentezi sirasinda, S-fazi siklin A-CDK kompleksleri, G1 sirasinda bir
araya gelen pre-replikasyon komplekslerini ve DNA replikasyonu iliskili cesitli
enzimleri fosforile ederek aktive eder.

S fazi regiilasyonunun anahtar konulari, DNA replikasyonunun nasil sadece S
fazinda gergeklesmesi ve replikasyonun bir dongli boyunca nasil sadece bir kere
baslatildigidir. Sentrozom duplikasyonu da S fazinda gergeklesir ve DNA
replikasyonunu kontrol eden mekanizma ile birlikte ¢alisir. Replikasyon kontrol noktasi
replikasyon catallarinin yavaslatilmasi ile S fazinin ilerleyisini ve mitozu engellemekten
sorumludur.

DNA replikasyonunun replikasyon orijini olarak bilinen kromozom
bolgelerinde baslatilir. Orijin tanima kompleks (origin recognition complex, ORC 1-6),
CDC6 ve CDT1 gibi ¢esitli proteinler G1 sirasinda replikasyon orijinlerine yerlesirler.
Boylece MCM2-7 kor helikazin ikili hekzamerlerinin yiiklenmesi saglanarak pre-
replikasyon kompleksini (pre-replication complex, pre-RC) olusturur. G1-S gegisi
sirasinda orijinler CDK2 ve CDC7 tarafindan aktive edilir. CDK2 siklin A ve siklin E
tarafindan, CDC7 ise ASKI tarafindan aktive edilir (Matthews ve ark., 2013). Siklin-
CDK iftlerine benzer olarak CDC7 hiicre dongiisii boyunca kismen sabit kalirken
ASK1 seviyeleri degiskendir; Gl sirasinda bulunmazken S ve G2 fazlarinda



13

artmaktadir. ASK1 transkripsiyonu, siklin A ve siklin E gibi ge¢ G1 ve S fazi sirasinda
E2F tarafindan aktive edilir. CDK2 ve CDC7 MCM2-7 dahil olmak iizere pre-RC
komponentlerini fosforilleyerek helikaz koaktivatorleri olan CDC45 ve GINS’in
cagirilmasini tetikler. MCM2-7 helikaz bdylece aktive olarak orijinin agilmasini saglar.
Ardindan tek zincirli DNA replikasyon proteini A (replication protein A, RPA)
baglanmasi ile stabilize edilir. Son olarak ¢6ziilmiis DNA, DNA polimerazlarin ve DNA
sentez sistemindeki diger komponentlerin toplanarak DNA sentezinin baglatilmasina
olanak saglar. Ayn1 zamanda Siklin A/E-CDK2 de DNA replikasyonunu ve sentrozom
dongiisiinii kontrol eder (Hinchcliffe ve ark., 2001). Sentrozom nukleusa yakin bulunur
ve interfaz stoplazmik mikrotiibiil aginin ve bipolar mitotik spindle olusmasinda énemli

roller oynayan bir mikrotiibiillerin organizyonu merkezi tagir (Sekil 2-4).
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Sekil 2-4: S faz1 regiilasyonu
(Poon, 2016)

Hiicre boliinmesi sonrasinda her yavru hiicre sadece tek bir sentrozom
alacagindan sentrozom siradaki mitoz Oncesinde duplike olmalidir. Sentrozom

duplikasyonu da siklin A/E-CDK2 ile iliskili olarak S fazi sirasinda gerceklesir.

2.2.2.3. Replikasyonun tekrarlanmasinin 6nlenmesi

Genome replike olduktan sonra pre-RC bir sonraki hiicre boliinmesine kadar

birgok mekanizma tarafindan inhibe edilir. Siklin E S fazindan sonra ubiquitin ligaz
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SCFrgw7 tarafindan degrade ederek siklinE-CDK kinaz aktivitesini sonlandirir.
SCFrpw7 tarafindan taninan fosfodegron CDK2-bagimli otofosforilasyon ve GSK-3f3
tarafindan olusturulur. Ote yandan DBF4/ASK1 APC/C tarafindan mitoz sonrasinda
degrade edilir. Ge¢ GI, S ve G2 swrasinda CDK aktivitesinin artmasit bazi
mekanizmalarla pre-RC’nin tekrar biraraya gelmesi onlenir. Siklin E S faz1 sirasinda
degrade edilmesine ragmen siklin A ekspresyonu mitoza kadar devam eder. CDK-
bagiml fosforilasyon ile MCM2-7 niikleusun diginda tutulur, CDT1 ve CDC6 degrade
olur ve ORC kromatinden ayrilir. Ayrica, S ve G2 fazlari sirasinda geminin birikimi,
sik1 bir geminin-CDT1 kompleksinin olusumunu ve bdylece CDT1’in pre-RC’ye
yiiklenmesinin 6nlenmesini saglar.

Siklin A-CDK2 ayn1 zamanda E2F1 ve E2F3’ii de fosforilleyerek DNA baglama
kapasitelerini diistiriir ve S faz1 kontroliine katilan genlerin transkripsiyonlarini durdurur
(Dynlacht ve ark., 1997; Krek ve ark., 1995). S ve G2 fazlan1 sirasinda E2F1’in
SCFskpo- bagimli degredasyonu da S fazi sonrasindaki E2F aktivitesini kisitlar (Marti
ve ark., 1999). E2F ailesindeki E2F7 ve E2F8 transkripsiyonal baskilayicilardir. G1-S
sonrasinda, bu transkripsiyon baskilayict E2Fler daha 6nce E2F1-3 tarafindan aktive
edilmis genlerin transkripsiyonunu disiirir. Ayni1 zamanda dogrudan E2F1 gibi
transkripsiyonal aktivator E2Flerin ekspresyonunu baskilar (Chen ve ark., 2009). Bu
mekanizmalar birarada ¢alisarak GI1-S sonrasinda E2F aktive edici genlerin
ekspresyonunu engeller.

Mitoz sirasinda siklin A ve siklin B’nin yikilmasi ile diisiik CDK aktivitesi olan
bir ortam sagladifindan pre-RC’nin  toplanmasi erken Gl de tekrar
gerceklesebilmektedir. Gemininin mitoz sirasinda APC/C tarafindan proteolizi de aym
zamanda CDT1’in Pre-RC olusturmak {izere salinimini saglar. Dolayis1 ile APC/C

onceki dongiiden baskilanan replikasyon mekanizmalar1 yeniden baslatir.
2.2.2.4. Replikasyon kontrol noktasi

Bekletilen replikasyon catallart ATR’yi igeren bir kontrol noktasini aktive eder
(Friedel ve ark., 2009). Replikasyon catalinin ilerleyisi ya yetersiz miktardaki
nukleotidlerden veya problemlerden dolay1 bozulur ve DNA’ya engel olusturur. ATRIP,
Claspin ve TopBP1 gibi cesitli proteinler ATR’nin bekletilen replikasyon catalindaki
tek zincir DNA’ya ulagmasinda gorevlidir. ATR 6zellikle tek zincir baglanma proteini

RPA kaph tek zincirli DNA’ya baglanarak aktive olur. Aktive olan ATR ardindan
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CHK1’i fosforilleyerek aktive eder. Sonu¢ olarak CDKlar1 inhibe eden fosforilasyon
durumlarini degistirerek hem replikasyonda hem de mitoza gegiste gorev alan siklin-
CDK komplekslerinin inhibisyonuna dogru dengeyi kaydirir. Boylece replikasyon
kontrol noktasi orijinin ateslenmesi, replikasyon catalinin ilerlemesini kontrol ederken
zamansiz mitozun gerceklesmesini Onler. Bu mekanizmalar replikasyon catallarinin
onarilmasi veya tekrardan olusturulmasi i¢in hiicreye zaman tanir. Bu kontrol noktasi

ekzojen stress yoklugunda dahi diizgiin ilerleyen bir S fazi1 i¢in de gereklidir.

2.2.2.5. G2 faza

DNA sentezinin tamamlanmasi ile hiicreler gegici olarak ikinci bir kontrol
amaciyla G2’de tutulur. Bu kontrol noktasinda ama¢ M fazina gegmeden 6nce tamir
edilmesi gereken DNA hasar1 varsa belirlenmesi veya tamir edilemeyecekse de apoptoz
yolaginin aktive edilmesidir. Emil (erken mitotik inhibitor 1- early mitotic inhibitor 1)
ve Evi5 ( ekotropik viral integrasyon faktorii 5- ecotropic viral integration factor 5)
propteinleri M fazina erken gecisi engeller. Bu proteinlerin ekspresyonlari G1/S gecisi
sirasinda E2F tarafindan uyarilir ve proteinler sentrozoma birikirler. Emil Cdc20 ile
etkilesime girip E3 ligaz APC’yi inhibe ederek APC substratlarinin, siklin A ve B’nin
ubikutinasyonunu ve degradasyonunu engelleyen bir F-box proteinidir. Bu sayede hiicre
G2 fazinda kalir. Emil bulunmayan hiicrelerde replikasyon stresine bagli olarak DNA
hasar1 goriiliir ve hiicre apoptoza girer (Verschuren et al. 2007). Interfazda yani
kesilmeden once Evi5, Emil ve siklin A’y1 stabilize eden 110kDa’luk bir proteindir.
Ikinci bir protein Pin1’in de Emil stabilizasyonunu sagladig gosterilmistir (Bernis et al.

2007 ).

Evi5 ayn1 zamanda kiiciik GTPaz vezikiilii trafigi yapan Rab11’i inaktive eden
bir GTPaz aktive edici protein (GTPase Activating Protein, GAP) olarak goérev yapar
(Dabbeekeh et al. 2007 ; Westlake et al. 2007.) Vezikil trafigi Yes baglantili protein
(Yes-Associated Protein (YAP))'in sitozolden nukleusa translokasyonunu kontrol
ederek Hippo yolagimi regiile eder. YAP nukleusta Smad-7 ko-aktivatorii olarak
davranarak E2F ve survivin gibi hiicre dongiisii iligkili genleri aktive eder (Zhao et al.

2011 ). Evi5, Rabl1 inhibisyonu yaparak hiicrelerinin mitoza girmesi engelleyebilir,
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boylece fosforile (inaktif) YAP’in niikleusa gecisini ve orada mitotik ve farklilagsma
sinyali olusturmasimni engelleyerek hiicrenin farklilagmamis durumda kalmasin

saglayabilir.

2.2.2.6. M-fazi

Evi5 mitoz boyunca mevcuttur, ancak ge¢ mitoz ve sitokinez sirasinda kesime
ugrar (Faitar et al. 2006). Profaz sirasinda kesilmis Evi5 hiicre boyunca tasinir, ancak
metafazda mitotik spindle’daki a-tubulin ile kolokalize olur. Anafaz sirasinda orta
kisimda yer alarak aurora B kinaz, INCENP, survivin, ve borealin’i iceren kromozomal
gecis kompleksine (chromosomal passenger complex, CPC) katilir (Ruchaud et al.
2007). Geg telofaz ve sitokinez sirasinda EviS CPC’den ayrilir ve yeni membran
olusumunun iki yavru hiicreye ayrilacagi bolgede iki paralel disk benzeri yap1 olusturur.
Yapilan ¢alismalar Evi5 yoklugunda sitokinezin gerceklesmedigini gostermistir (Faitar
et al. 2006 ). Evi5’in yeni hiicre membrani olusumunu GTPaz aktivitesi disinda bir
mekanizma ile regiile ettigi gosterilmistir (Westlake et al. 2007).

Hiicresel algilama mekanizmalari, DNA hasarinin onarilmasi gibi mitoz i¢in tiim
gerekliliklerin saglandigimi gordiigiinde Emil ve Evi5’in Polo-benzeri kinaz 1 (Polo-
like kinase 1, PLK1) tarafindan fosforillenir. Bu durum Emil’in degredasyonunu ve
bdylece siklin A ve B’nin APC tarafindan degredasyonuna ve bdylece profaz, metafaz
ve anafaz siireclerinden gegisi saglar (Eldridge et al. 2006).

Hiicre tutulumu intrinsik veya ekstrinsik ¢esitli sebeplerden kaynaklanabilir ve
¢esitli kontrol noktalarimi etkileyebilir. Intrinsik faktorlerden biri hiicrenin biiyiikliigii
olabilir. Ekstrinsik faktorler ise hiicrenin hiicre dongiisiinde ilerleme hizini belirleyen
hiicre besinidir. Kiiltiire edilen hiicreler aglik durumlarinda siklikla hiicre dongiisiinden
cikarak durgun hale yani GO fazina gegerler. Tiim hayvanlarda aglik ¢esitli organlarin
hiicre kii¢iilmesi ve kaybindan kaynakli atrofisine sebep olur. Bu hiicreler tekrar besine
ulagabildikleri zaman ancak hiicre dongiisiine geri donebilirler (Shambaugh ve ark.,
1996).

DNA hasar1 kontrol noktalarini tetikleyerek G1 ve G2’de tutuluma neden olur.
Hiicreler S fazinda da tutulabilir ve yavaglamig DNA sentezi nedeniyle siire¢ uzayabilir.

G1 tutulumu DNA replikasyonu Oncesinde tamire izin verirken, G2 tutulumu mitozda
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kromozom ayrilmasi dncesinde tamiri saglar (Maity ve ark., 1994). G1 tutulumu p53
bagimlidir, p5S3 geni olmayan hiicreler iyonize radyasyon sonucu ortaya ¢ikan DNA
hasarina cevap olarak G1 tutuluumu yapmazlar (Little ve ark., 1995).

P53 proteininin G1 tutulumu ile iligkili birden fazla fonksiyonu bulunmaktadir.
P53, tek zincir DNA hasari, insersiyon/delesyon yanlis eslesmeleri ve serbest DNA
uclar1 gibi ¢esitli DNA hasarlarini tanir ve baglanir (Bakalkin ve ark., 1995; Lee ve ark.,
1995; Oberosler ve ark., 1993). Bunlara ek olarak p53 dizi spesifik DNA baglanmasi ve
transkripsiyonel aktivitesi bulunur (Wu ve ark., 1993; Zambetti ve ark., 1992). DNA
hasarmin ardindan p53 p21 transkripsiyonunu stimiile eder ve p21 proteini de Gl
CDKlar1 inhibe eder. Ayrica p53 proteininin, mdm-2 onkogenini aktive ederek kendi
inhibisyonunu sagladigi bir oto-regiilatdr geri bildirim sistemi mevcuttur (Wu ve ark.,
1993). Bunlara ek olarak DNA hasar1 sonrasi p53-bagimli bir apoptoz indiikleme
mekanizmasi bulunur (Clarke ve ark., 1994).

Neoplasm tanimi bir biiyiime sinyali yoklugunda normalden daha hizli bir
sekilde hiicresel proliferasyon ile bir dokunun anormal biiyiimesi olarak tanimlanir.
Dolayzist ile onkogenler ve tiimdr supresor genler mitotik sinyal transdiiksiyonunda veya
kontrol noktalarindaki gorevleri ile hiicre dongiisiinde biiylik 6nem tasirlar (Spraycar,
1995). Mitojenik sinyal transdiiksiyonu, hiicre digina salinan biiytime faktorleri, biiytime
faktorli reseptorleri, sitoplazmik sinyal transdiiksiyonu kaskadlari ve transkripsiyon
faktorleri gibi ¢esitli onkoproteinleri igerir. Bu onkoproteinler normal bir hiicrede bir
sinyali hiicre ylizeyinden niikleusa tagiyarak transkripsiyonu ve hiicre dongiisiiniin
baslatilmasini indiikler. Transforme olmus hiicrelerde bu sinyal transdiiksiyonu
yolaklar1 her zaman acik halde veya inhibitor mekanizmalar1 kapali haldedir. Bu
regiilatorler ¢ogunlukla G1 kontrol noktasinin p53 ve pRb olmak iizere iki dnemli

yolaginda yer alir. Tablo’ da bazi bu genlerin gorevleri 6zetlenmistir.

Tablo 2-1: Neoplazmda hiicre dongiisii regiilatorleri

. Hiicre déngiisiindeki normal o o
Onkoprotein/ Tiimor siiprasor Onkojenik degisimi
fonksiyonu

DNA hasari sonras: G1 tutulumunu

53 Mutasyon
P indiikler Y
pRDb Restriksiyon noktasi regiilatorii Delesyon
Mdm.2 p53 transkripsiyonel aktivitesini Gen amplifikasyonu veya artis mRNA
m_

inhibe eder translasyonu
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G1 siklin-cdk komplekslerini inaktive

pl6 Delesyon
eder
Siklin D1 Hiicre dongiisiinii baslatir Gen amplifikasyonu
Cdc25A, Cdc25B G1/S CDK’larn1 aktive eder Asir1 ekspresyon

(SCHAFER, 1998)

P53 mutasyonlart malignitelerin %50’sinde tanimlanmistir (Greenblat ve ark., 1994).
P53 molekiiliindeki tek aminoasit degisimleri ¢cogunlukla fonksiyonel degisimlere sebep
olarak fonksiyonunda onemli etkilere sahip olabilmektedir. P53 mutasyonlarinin sebep
olabilecegi bir diger etki ise stabilitesinin artmasi yikiminin azalamasindan kaynakli
hiicre i¢i oranlarinin yiikselmesidir. P53 DNA hasar1 kontrol noktasinda kritik rol oynar.
DNA hasarinin ardindan p53 stabilize olur ve p21 transkripsiyonunu baslatir. Bu durum
Gl faz1 tutulumuna neden olur. P53 bulunmayan veya p53 geni susturulmus hiicrelerde
bu kontrol noktasi fonksiyon gostermemektedir. Bu nedenle bu hiicreler, DNA hasarina
ragmen hiicre dongiisiine devam ettiginden mitoz 6ncesi DNA hasarinin onarilmasi

gergeklesemediginden hasar mitoz sonrasinda genom igerisinde onarilir.

2.3. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarda homeostaz, artik ihtiya¢ duyulmayan veya hasar gormiis
hiicrelerin eliminasyonuna olanak saglayan, kontrollii hiicre oliimiinii indiikleyen
apoptoz yolagi ile saglanmaktadir. Bozulmus bir apoptotik hiicre 6liim mekanizmas1 bir
cok hastalik icin patolojik faktor teskil etmektedir. Apoptoz, bilylime, immiin sistem ve
neoplastik gelisimde kritik rol oynadigindan, tiimor siipresyonu gorevi de yapan bu
yolagin diizgilin ¢alismamasi kanser gelisimi ve ilerleyisinde 6nemli bir noktadir. Her ne
kadar kanser hiicreleri apoptatik siirecten kagmak i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmis
olsa da c¢esiti  molekiller miidahalelerle  kanser  hiicreleri  apoptoza

yonlendirilebilmektedir (Elmore, 2007).

Apoptoz ATP bagiml bir siirectir ve iki farkli yolak iizerinden indiiklenmektedir; (1)
intrinsik veya mitokondrial yol, (2) ekstrinsik yol. Her iki yolakta da ozellesmis

proteazlarin hiyerarsik aktivasyonu sonucunda kaspaz enzimlerinin 6zel morfolojik ve
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biyokimyasal degisimleri baslatarak plazma membraninin tomurcuk olusturarak
kiigiilmesi, kromatin kondenzasyonu ve internukleozomal DNA fragmantasyonu

meydana gelir (Sayers, 2011).

2.3.1. Intrinsik yol

Mitokondri hiicrenin hem yasami hem de 6liimiinde rol oynar. Hiicre enerjisini
ATP formunda saglarken bir yandan da 6liim sinyaline cevap olarak mitokondri dig
membrani gegirgen hale gelerek pro-apoptotik molekiillerin stoplazmaya ge¢isini saglar

(sitokrom c, Smac, apoptosis-inducing factor (AIF) and endonuclease G (Endo G)).

Intrinsik yol radyasyon veya kemoterapi kaynakli DNA hasar1 gibi hiicre ici
stres sinyalleri ile veya Oliim reseptorlerin aktive olmasi ve Bid’in kaspaz-8 aracili
kesimi ile aktive olur. Kesilmis Bid (tBid) ve/veya diger pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri
Bax/Bak proteinlerinin mitokondrial membrana translokasyonunu indiikler. Boylece
sitokrom C ve ikinci mitokondri-aracili kaspaz aktivatorii (second mitochondria-derived
activator of caspase, SMAC/DIABLO) sitozole geger. Sitokrom C, kaspaz 9 ve APAF-
1 ile apoptozom adi verilen kompleksi olusturur ve bdylece kaspaz 9 aktivasyonunu
saglar. Kaspaz 9 olim kaspazlar1 olan kaspaz -3,-6 ve -7’yi aktive ederek hiicre
Oliimiinii indiikler (Zaman ve ark., 2014). Bcl-2 ve Bcl-XL sitokrom C’in mitokondriye
salimimin1 6nleyerek apoptozu inhibe edebilir. Apoptoz inhibitdrii proteinler (inhibitor
of apoptosis, IAP) (0rnegin, cIAP1/2, XIAP ve survivin) kaspaz aktivasyonunu
engeller. SMAC, bu IAP proteinlerini ayirarak apoptozu indiikler.

Apoptoz siirecinde mitokondriden salinan AIF’nin kaspaz bagimsiz bir yol ile
niikleer DNA’ya hasar verdigi one stiriilmektedir. Apoptotik proteaz aktive eden faktor
1 (Apoptotic protease activating factor 1, Apafl) normalde hiicrede inaktif formda iken

mitokondriden sitokrom C salinmasi ile aktive edilir (Elmore, 2007).

2.3.2. Ekstrinsik yol

Apoptozu indiikleyen ekstrinsik yol transmembran reseptor aracili etkilesimleri

icerir. Inflamatuvar sinyalleri veya apoptozu indiikleyen 6liim sinyalleri 6liim
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ligandlarmin &liim reseptdrlerine baglanmasi araciliryla iletilir. Oliim reseptorleri olan
TNF-R1, TNF-R2, Fas/APO-1 ile DR3, DR4 (TRAIL-R1), DR5 (TRAIL-R2) ve DR6
olarak adlandirilan Timor nekroz faktorii iligkili apoptoz indiikleyen ligand (TNF-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)) reseptorleri Timdr nekroz faktorii (tumour
necrosis factor (TNF)) reseptor siiper ailesi iiyeleridir. Bu reseptor ailesinin iiyeleri
sisteince zengin benzer ekstraseliiler domainler ve 6liim sinyalinin hiicre ylizeyinden
intraseliiler sinyal yolaklarina aktarilmasi i¢in kritik rol oynayan 80 aminoasitlik bir
sitoplazmik 6liim domaini (death domain-DD) igerir. Bugiine kadar en iyi tanimlanmig
ligandlar ve karsilik gelen oliim reseptorleri FasL/FasR, TNF-a /TNFR1, Apo3L/DR3,
Apo2L/DR4 ve Apo2L/DRS5’ dir.

Oliim reseptorleri, kendilerine 6zgii ligandlarmin baglanmasi sonucu reseptoriin
trimerizasyonu ve adaptor proteinlerin bir araya gelmesiyle aktive edilerek, reseptoriin
sitozolik bolgesinde 6liim kiimesi (cluster) olusumu saglanir.

Apoptozun ekstrinsik fazi en iyi FasL/FasR and TNF-a /TNFRI1 yolaklar ile
aciklanmistir. Ligand baglanmasinin ardindan stoplazmaik adaptor proteinler bir araya
gelir ve karsilik gelen 6liim domainlerini ortaya g¢ikarir. Fas ligandin fas reseptor ile
baglanmas1 adaptor protein 6liim domaini olan fas iliskili protein (Fas-associated
protein with death domain (FADD))’1n, ve TNF ligandin TNF reseptor ile baglanmasi
adaptor protein tiimor nekroz faktor iliskili 6lim domaini (tumour necrosis factor
associated death domain protein (TRADD)'in ve ardindan FADD ve RIP’in
baglanmasini / aktivasyonunu saglar. FADD iizerindeki C-terminal 6liim domaini (DD)
trimer reseptore bu DD-DD etkilesimi ile baglanir. FADD N-terminal boliimiinde yer
alan Oliim efektor domaini (death effector domain (DED)) ise kaspaz-8’in aymi
bolgedeki pro-domainine baglanir. Boylece meydana gelen 6liim indiikleyen sinyal
kompleksi (death inducing signaling complex (DISC)) proteoliz ile kaspas 8’in
otoaktivasyonunu ve sitozole salinimini saglar. Aktif kaspaz 8 6lim kaspazlari olan
kaspaz -3,-6,-7’yi aktive eder ve sonug¢ olarak efektdr kaspazlar apoptoz siirecini
tamamlar. Boylece meydana gelen 6liim indiikleyen sinyal kompleksi (death inducing
signaling complex (DISC)) proteoliz ile kaspas 8’in otoaktivasyonunu ve sitozole
salmimin1 saglar. Bazi hiicrelerde intrinsik ve ekstrinsik yolaklar kaspaz-8 aracili
BID’in tBID’a trunkasyonu iizerinden etkilesime girer. tBID BAK/BAX
oligomerizasyonunu aktive eder ve mitokondriyal yolaktan apoptozu indiikler (Elmore,

2007).
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2.4. Polifenolik bilesenler

Dogal bitkisel tirtinlerin saglhiga faydalar spesifik olarak ayristirilmadan 6nce bile
bilinmekteydi. Besin kaynakli flavonoidler meyve, sebze, cicek, cikolata, cay ve diger
bitki kaynakladinda bulunan en yaygin polifenollerdir (Chahar ve ark., 2011; Katyal ve
ark., 2014; Harris ve ark., 2016). Polifenoller arasinda stilbenler, lignanlar, flavonoidler
ve fenolik asitler yer alir. Etkileri en ¢ok calisilmig polifenoller flavonoidlerdir.
Cogunlugu ciceklerin, meyvelerin ve yapraklarin ¢ekici renklerinde sorumlu olan
4000’den fazla flavonoid ¢esidi tanimlanmistir (de Groot ve Rauen, 1998). 9000den
fazla tiiyesi bulunan bu aile halka yapilar1 ve saturasyon oranlari ile flavonlar,
flavanoller, izoflavonlar, flavonoller, flavanonlar ve flavanonoller olarak altgruplara
ayrilir (Si ve ark., 2010; Nema ve ark., 2015). Bu molekiil ailesinin tamaminin ortak
ozelligi 3’lii karbon kopriisii ile bagl iki benzen halkasi1 (C6-C3-C6) tagimalaridir
(Hodek ve ark., 2002) (Sekil 2-5).
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Main

structure Flavonoids Chemical structure Samples

CsC3Cs Flavones N Cinencetin, nobiletin,
tangeritin,

O.
@ c | isocinencitin, luteolin,
apigenin
FLAVONES

Flavonols @ Quercetin, kaempferol
90
OH

o

FLAVONOLS

Flavanones N, Hesperidin, naringenin
0.
G
o
FLAVANONES
Flavanols N (+4)-catechin,
(catechins) @ (—)-epicatechin,
° (+4)-gallocatechin,
¢ (—)-epigallocatechin
OH
CATECHINS
Anthocyanins Peonidin, delfinidin,
petunidin, cyanidin
Isoflavones Daidzein, genistein
Chalcones Phloretin, arbutin,

chalconaringenin

Chalcones

Sekil 2-5: Flavonoid alt gruplar
(Roberts et al., 1999; Morton et al., 2000; Aherne and O’Brien, 2002)

Bir flavonol olan quercetin sogan, elma, brokoli ve dutsu meyvelerde bulunur.
Ikinci grup olan flavanonlar ise g¢ogunlukla turuncgillerde bulunur. Bu gruba ait

flavonoidlerin basinda naringin gelir. Katesin (flavanol) grubuna ait flavonoidler,
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cogunlukla yesil veya siyah ¢ayda ve sarapta bulunur (de Groot ve Rauen, 1998).
Antasiyoninler ise ¢ilek ve diger dutsu meyvelerde, iiziim, sarap ve ¢ayda bulunur.
Soyada bolca bulunan isoflavanonlar daidzein ve genisteindir. Flavonoidlerin bilininen
hi¢bir 6nemli yan etkisi olmamasi ile olduk¢a iyi bir gilivenlik profilleri vardir
(140g/glin ‘e kadar toksisite goriilmez) (Hertog ve ark., 1993). Flavonoidlerin
farmakolojik 6zellikleri arasinda antioksidan, anti-inflamatuvar, kardiyoprotektif,
hepatoprotektif, antimikrobiyal, antiviral ve antikanser etkileri yer almaktadir (Gontijo

ve ark., 2016; Kumar ve Pandey, 2013).

2.4.1. Flavonoidlerin antioksidan ve antiinflamatuvar o6zellikleri

Tim flavonoid alt gruplarinda en iyi tanimlanan Ozelliklerin basinda antioksidan
ozellikleri yer almaktadir. Flavonlar ve katesinler reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1
viicudu korumakta en gii¢lii olanlardir. Hiicre ve dokular stirekli olarak normal oksijen
metabolizmasi ile ortaya ¢ikan serbest radikaller ve ROS tarafindan hasara ugrama riski
altindadir (de Groot, 1994; Grace, 1994). Serbest radikallerin en 6nemli etkilerinden biri
lipid peroksidasyonu sonucu meydana gelen membran hasaridir. Bu durum hiicrenin
yiikiinii degistirerek osmatik dengesinin bozulmasina ve hiicrenin siserek Oliimiine
sebep olmaktadir. Serbest radikaller genel inflamasyon ve doku hasarina sebep olan
cesitli inflamatuvar mediyatorleri ¢eker. Bu nedenle organizmalarin kendilerini ROS
hasarindan korumak icin cesitli mekanizmalar gelistirmistir (Halliwell, 1995).
Enzimatik antioksidan savunma mekanizmalar1 arasinda superoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksit yer alirken non-enzimatik olarak da glutatyon, askorbik asit ve a-
tokoferol bulunmaktadir. Hasar sirasinda ROS iiretiminin artmasi endojen siipiiriicii
bilesiklerin tiiketilmesine ve yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Flavonoidler en az 3
farkl1 radikal {ireten sistem ile etkilesmesinin yaninda endojen antioksidanlarin
fonksiyonunu da arttirmaktadir. Flavonoidler hidroksil gruplarimin yiiksek reaktivitesi
sayesinde ROS’lar ile reaksiyona girerek reaktif radikalleri stabilize eder ve daha az
reaktif hale gelmelerini saglar (Korkina ve Afanas’ev, 1997).

Demir varliginda ROS’lar lipid peroksidasyonu yaparlar (Nelson ve ark., 1992). Baz1
flavonoidler demir selasyonu yaparak serbest radikal olusumunu Onleyebilmektedir

(Ferrali ve ark., 1997). Ornegin Quercetin’in demir selasyon ve demir stabile edici
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ozellikleri bulunmaktadir. Belirli flavonoidler kompleman sistem aktivasyonunu
indirgeyerek inflamatuvar hiicrelerin endotele adhezyonunun ve dolayisi ile genel
anlamda inflamatuvar cevabin azalmasina neden olur (Friesenecker ve ark., 1995). Aynm
zamanda flavonoidler peroksidaz salinimini da azaltirlar. Bu azalma da a-antitripsin
aktivasyonuna miidehale ederek notrofiller tarafindan gerceklestirilen ROS {iretimini
baskilar (Middleton ve Kandaswami, 1992). Flavonoidlerin enzim sistemleri lizerindeki
bir diger etkisi ise arasidonik asit metabolizmasinin inhibisyonudur (Ferrandiz ve
Alcaraz, 1991). Bu o6zellik flavonoidlere antiinflammatuvar ve antitrombotik 6zellikler
de kazandirmaktadir. Arasidonik asit salinimi genel inflamatuvar cevabin baslangi¢
noktasidir. Quercetin’in  hem siklooksigenaz hem de lipogenaz aktivitesi ile
inflamatuvar metabolitlerin olusumunu engelledigi gosterilmistir (Robak ve

Gryglewski, 1996; Kim ve ark., 1998).

2.4.2. ROS ve kanser gelisimi

Kanserlerde antioksidan sistemler genellikle yetersizdir ve ROS kaynakl
hasarin kanser gelisiminde rol aldig: bildirilmektedir (loft ve ark., 1997; pryor,1997).
ROS DNA hasarina yol agabilir ve hatali veya eksik onarim ile hiicre bdliinmesi
sirasinda mutasyonlara neden olabilmektedir. Bu mutasyonlarin onkogen veya tiimor
supresor genlerde meydana gelmesi de kanser gelisimini ve ilerleyisine sebep
olmaktadir. Ayrica ROS hiicre sinyal ve biiylime mekanizmalar ile iliskili dogrudan
etkilesim gosterebilir. ROS kaynakli hiicresel hasar mitozu indiikleyebilir, hasarli DNA
kaynakli mutasyon riski artar ve DNA’nin mutajenelere maruziyet riskini arttirabilir. Bu
nedenle flavonoidlerin gii¢lii antioksidanlar olarak karsinogenezi inhibe edebilecegi one
siriilmiistiir  (Stefani ve ark., 1999). Fisetin, apigenin ve luteolin hiicre

proliferasyonunun giiclii inhibitorleridir (Fotsis ve ark., 1997).

Artan epidemiyolojik ¢aligmalar ve laboratuvar g¢aligmalari besin kaynakli
flavonoid tiiketiminin ¢esitli kanser tiirlerinin gelisme riskini diistirdiigii belirtilmistir
(Neuhouser, 2004). Silimarin, genistein, quercetin, daidzein, luteolin, kaemferol,
apigenin ve epigalla katesin 3- gallat (EGCG) gibi bazi flavonoidlerin antiproliferatif (
Ohga ve ark., 2009; Bermudez-Soto ve ark., 2007) ve koruyucu etkileri prostat (Vue ve
ark., 2016), kolorektal (Wenzel ve ark., 2000), meme (Dal-Ho ve ark.,2001) ve tiroid
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(Yin ve ark., 1999) gibi ¢esitli kanserlerde gosterilmistir (Petrick ve ark., 2015; Cibin ve
ark., 2010; Rossi ve ark., 2010). Bu bilesiklerin kemopreventif etkinlikleri (1) yeni
kanser hiicrelerinin gelisiminin inhibe edilmesi, (2) karsinojenlerin aktivasyon
bolgelerine ulagsmalarin engellenmesi ve (3) belirli bilesiklerin metabolizmalarinin
inhibe edilerek toksisitelerinin azaltilmasi aracilifi ile ger¢eklesmektedir (Surh, 2003;
Tsyrlov ve ark., 1994; Manthey ve ark., 2001). Biiyiik bir klinik ¢alismada quercetin
tilkketimi ve akciger kanseri insidansi arasinda ters bir iligkili gosterilmistir (Knekt ve
ark., 1997). Quercetin ve apigenin farelerde melanoma biiylimesini inhibe ettigi
gosterilmistir (Caltagirone ve ark., 2000).

Flavonoidlerin antikanser ve dnleyici etkilerini gdsterme mekanizmlar1 arasinda
(1) apoptozun indiiklenmesi (Wenzel ve ark., 2000; Iwashita ve ark., 2000; Lee ve ark.,
2002), (2) CDKlar gibi kilit hiicre dongiisii diizenleyicilerinin inhibe edilmesi ile G1
veya G2/M fazlarinda tutuluma neden olmalar1 (Konig ve ark., 1997; Wang, 2000), (3)
basta sitokrom P450 ailesi olmak iizere metabolize edici enzimlerin inhibe edilerek
cesitli karsinojenik bilesiklerin aktivasyonunun engellenmesi (Le Marchand ve ark.,
2000), (4) faz II metabolize edici enzimlerin aktivasyonu ile ROS olusumunun
inhibisyonu (Lee ve ark., 2002; Sun ve ark., 1998; Bu-Abbas ve ark., 1998) ve vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii (vascular endothelial growth factor, VEGF) ile basit
fibroblast biiylime faktorii (basic fibroblast growth factor, b-FGF) aracili angiyogenezin
inhibisyonu (Fotsis ve ark., 1997; Kim, 2003; Schindler ve Mentlein, 2006) yer
almaktadir. Bunlara ek olarak flavonoidlerin niikse ve kemoterapi basarisizligina neden
olan coklu ilag direncini ciddi 6l¢giide inhibe ettigi gosterilmistir (Kioka ve ark., 1992;
Shapiro ve Ling, 1997). Ote yandan baz1 flavonoidlerin, flavonoid ailesine karakteristik
olmayan spesific etki mekanizmalar1 da bulunmaktadir. Ornegin, genistein ve diadzein
gibi izoflavonlarin spesifik olarak kanser biiyiimesi ve proliferasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Lee ve ark., 2012; Adjakly ve ark., 2013; Hwang ve Choi, 2015). Bu
flavonoidlerin Ostrojen ile yapisal benzerligi nedeniyle meme kanserine karsi farkli
etkiler gosterdigi bildirilmistir (Martin ve ark., 1978; Peterson ve Barnes, 1996;
Jaskulski et al., 2017). Bir diger flavonoid olan silibin ise antioksidan ve hepatoprotektif
etkinlik gostermektedir (Biedermann ve ark., 2014; Zarrelli ve ark., 2015; Comelli ve
ark., 2007). Ayrica son 10 yilda gergeklestirilen in vitro ve in vivo pre-klinik ¢aligsmalar,
silibin’in antiproliferatif etkileri oldugunu gosterdiginden faz I ve faz II ¢aligmalar1 da

gergeklestirilmistir (Deep ve Agarwal, 2010; Hoh ve ark., 2006; Flaig ve ark.,2010).
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Silibin’in antikanser etkilerini agiklayabilecek farmakolojik ozellikleri arasinda (1)
TNF-kaynakli NF-«B aktivasyonu inhibisyonu (Manna ve ark., 1999), (2) tirozin kinaz
inhibisyonu (Ahmad ve ark., 1998), androjen reseptorleri inhibisyonu (Zhu ve ark.,
2001) ve epitel-mezenkimal doniisiim embriyonik yolaklarinin inhibisyonu (Li ve ark.,
2010; Surai, 2015; Bang ve ark., 2008; Wu ve ark., 2010) yer almaktadir.

Quercetin’in kolon kanseri ve norogliomlardaki antikanser etkinligi otofaji (tip
II programli hiicre 6liimii) yolagmin aktivasyonu ve mitojen aktive protein kinaz
(MAPK veya ekstraseliiler sinyal iligkili kinaz (ERK)) sinyal yolaginin aktivasyonu
iizerinden gerceklesmektedir (Zhao ve ark., 2016; Wang ve ark., 2016; Lou ve ark.,
2016). Dolayisiyla yapilan c¢esitli caligmalar flavonoidlerin kanser tedavisi ve
onlenmesindeki potansiyel roliinii desteklemektedir (Chahar ve ark., 2011).
Gliniimiizde, deve dikeni ve kizil yonca ekstraktlar1 gibi cesitli flavonoid
formulasyonlar1 gida takviyesi olarak bulunabilmektedir (Egert ve Rimbach, 2011).

Ancak belirtilen flavonoidlerin higbiri klinik kullanim i¢in onaylanmamistir.

2.4.3. Flavonoidlerin biyoyararlanim

Glinliik ortalama flavonoid tiiketimi Finlandiya’da en diisiikk (2.6mg) ve
Japonya’da en yiiksek (68.2 mg) olmak iizere lilkeler arasinda biiyiik farkliliklar
gostermektedir (Hertog ve ark., 1995; Friesenecker ve ark., 1995; Haenen GR, Bast
1999). Quercetin elma ve soganlar aracilig1 ile flavonoid tiikketiminde en onemli yeri
tutmaktadir (Knekt ve ark., 1997).

Flavonoidlerin absorbsiyonu, metabolizmas1 ve atilimi ile ilgili yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Baz1 ¢alismalar en ¢ok calisilmis flavonoid olan quercetin’in ciddi
oranlarda emildigini gostermistir (Hollman ve ark., 1997; Young ve ark., 1999).
Flavonlar dogal hallerinde aglikon formlar1 yerine agirlikli olarak glikozile formlarida
bulunurlar. Flavonoidlerin mevcut formalar1 da emilimleri {izerinde biiyiik etkiye
sahiptir. Quercetin’in glikozide formunun aglikon formundan ¢ok daha yiiksek oranda
emildigi belirtilmigse de (Hollman ve ark., 1999) diger arastirmacilar tarafindan
tartisilmaktadir (Manach ve ark.,, 1997). Flavonoid glikozidasyonunun emilimi
kolaylagtirmasi1 katesinlerin dogal formlarinda yiiksek oranda emilmesinden dolay1
sorgulanmaktadir (Okushio ve ark., 1996).

Flavonoidlerin (katesinler) konjugasyon yolag: ince barsakta glukuronid grubu

ile konjugasyonu ile baslar. Flavonoidler ardindan albumine baglanarak karacigere
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tasinir (Manach ve ark.,, 1995; Piskula ve Terao, 1998). Karacigerde flavonoid
konjugasyonu siilfat, metil veya her iki grubun birlikte eklenmesi ile ilerletilebilir. Bu
gruplarin eklenmesi dolasim eliminasyon zamanini arttirmakta ve biiyiik olasilikla
toksisiteyi azaltmaktadir. Flavonoid iskeleti ilizerinde konjugatlarin baglanmasi igin
birka¢ muhtemel lokasyon bulunmaktadir. Konjugatin tipi ve lokasyonu enzim
inhibisyon kapasitesini, antioksidan aktivitesini veya her ikisini de etkiliyor olabilir.
Son calismalar diizenli flavonoid tiiketiminin agirlikli olarak birka¢ konjugat olusumu
ile sonuglandigmi ve daha yiiksek aktivite gostermelerine neden olabilecegini
gostermistir. Diizenli flavonoid verilen ve verilmeyen farelere yiliksek doz quercetin
uygulandiginda, diizenli flavonoid tiikketen grupta quercetinin izorhamnetin konjugatinin
daha yiiksek oranlarda olustugu gériilmiistiir (Manach ve ark., 1995). izorhamnetin, bir
oksijen serbest radikalleri kaynag1 olan ksantin oksidazi quercetin aglikon formundan
daha etkili bicimde inhibe etmektedir (Nagao ve ark,.1999).

Akdeniz iilkelerindeki kardiyovaskiiler hastaliklara bagli Oliimlerin diisiik
oldugu diisiiniildiigiinde flavonoidlerin ara sira tiiketilmesi tek basma ve biyoaktif
konjugatlarinin konsantrasyonlarinin yeterince ylikselmemesine neden olabilir. Konjuge
flavonoidlerin yar1 émriiniin 23-28 saat kadar uzun siirelere ulagsmasi (Okushio ve ark.,
1996) diizenli kullanim ile birlikte birikim saglanmasina, dolayisi ile flavonoid
konsantrasyonlarinin yeterli seviyelere ulagmasini saglayabilir.

Yakin zamanda yapilan in vivo g¢alismalar Iquercetin de dahil olmak tizere
flavonoidlerin antimutojenik etkileri oldugunu gostermistir (Formica ve Regelson,1995;
Kato ve ark., 1984; Plakas ve ark., 1985). Yaklasik 10.000 kadin ve erkegin 24 yil
boyunca izledigi bir klinik calismada quercetin gibi flavonoidlerin tiikketiminin akciger
kanseri ile ters iligskisi oldugu goriilmistiir. Sonu¢ olarak flavonoidlerin kanser
hiicrelerine kars1 toksik ancak normal hiicrelere karsi toksik olmadig1 veya c¢ok diisiik
toksisite gosterdigi ve bu nedenle kanser gelisiminin dnlenmesinde etkili olabilecekleri

belirtilmistir (Middleton, 1998).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar

Laminar hava akimli kabin, CO2 inkiibatér (Thermo Electron Corporation), Isik
mikroskobu (Olympus CKX41), Hiicre sayim cihazi (Beckman Coulter Vi Cell XR),
Santrifiij (Hettich, Rotina 38), Vortex (VELP Scientifica), Sicak su banyosu, Sivi azot
tanki (-196°C), Buz dolab1 (+4°C, -20°C, -80°C), Spektrofotometre (Thermo Multiscan
Spectrum), Muse” Cell Analyzer (Millipore Corporation), RT-PCR (Roche 480 II Light
Cycler).

3.1.2. Kimyasal Maddeler

DMEM (Gibco), DMEM F12 (Gibco), McCoy’s 5A (Gibco), Fetal Bovine
Serum (FBS) (Biochrome), Tripsin /EDTA % 0,25 (Gibco), Penisilin/Streptomisin
(Gibco), Fosfatlanmis tuz soliisyonu (PBS) (Gibco), steril deiyonize su, %60 alkol, Vi-
Cell Reagents (Beckman Coulter), Dimetil siilfoksit (Sigma), Muse Dead Cell kit
(Muse), Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche),

3.1.3. Sarf Malzemeleri

96 well plates (Greiner), Cell Culture Flasks 75 cm? (Greiner), 1000ul mikropipet ucu,
100pl mikropipet ucu, 10ul mikropipet ucu, 10ml serolojik pipet, medium filtresi
(Millipore Express'™ Plus), cryovial

3.1.4. Cozeltiler

3.1.4.1. MDA-MB-231 Medium

440ml DMEM F12 Medium’a 50 ml FBS (%10), 5ml 1 L-glutamin (%1) ve 5ml
Penicilin/Streptomisin  (%1) eklenmistir. 0,22um por c¢alpli filtreden gecirilerek
strilizasyonu saglanan medium +4°C’de saklanmigtir. Cogaltma mediumu olarak %10
FBS iceren medium kullanilirken, deneyler 9%3’likk medium kullanilarak

gergeklestirilmistir.



29

3.1.4.2. SK-BR-3 Medium

440ml McCoy 5A Medium’a 50 ml FBS (%10), 5Sml 1 L-glutamin (%]1), 5ml
Penicilin/Streptomisin (%1) ve 50ul (100ng/ml) Koleratoxin eklenmistir. 0,22um por
calpli filtreden gegirilerek strilizasyonu saglanan medium +4°C’de saklanmigtir.
Cogaltma mediumu olarak %10 FBS iceren medium kullanilirken, deneyler %3’liik

medium kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.1.4.3. Dondurma (Stok) Soliisyonu
Cogaltilan hiicrelerin bir boliimii ileri ¢alismalar i¢in kullanmak iizere dondurulmustur.
Stok soliisyonu dondurulacak hiicrenin mediumu ile hazirlanmistir ve %10 DMSO ve

%20 FBS icermektedir. -20°C’de saklanmuistir.

3.1.4.4. Fosfat tamponlu tuz cozeltisi (Phosphate Buffered Saline (PBS))
500ml steril deiyonize suda 5 PBS tableti ¢oziilerek 500ml PBS soliisyonu hazirlanmig

ve +4°C’de saklanmustir.

3.1.4.5. ETOH
Gereken oranlarda saf alkol ve distile su karigtirilarak elde edilmistir. Hiicre kiiltiirii
ortamlar1 i¢cin %70, incelenen liyofilize maddelerin ¢6ziilmesinde ise %60 ETOH

kullanilmistir.

3.1.4.6. Dogal Maddeler

Calisilan tim fenolik bilesikler ve bitki ekstraktlan WST-1 ve Annexin V
uygulamalarinda kullanilmak iizere ana stok son konsantrasyonlar1 500 pg/ ml olacak
sekilde ayarlanmugtir. Ornegin 5Smg madde (Apigenin) tartilmis ve 10ml %60’ lik
EtOH’da c¢oziilmiistiir. Hazirlanan karigimin hiicre soylar1 iizerindeki ekspresyonel
degisimlerini incelemek tizere total hacmin 10ml olarak kullanildig: T75 flasklarda doz
verebilmek icin ise ana stok 2000 pg/ ml olacak sekilde ayarlanmistir. Ornegin Smg

madde (Apigenin) tartilmis ve 2,5ml %60°lik EtOH’da ¢oziilmiistiir.

3.2. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar

Calismamizda kullanilan ER/PR (-) HER2 (+) meme kanseri hiicre hatt1 SK-BR-
3 ve triple negatif (ER/PR (-) HER2 (-)) meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231
American Type Culture Collection (ATCC)’dan temin edilmistir.
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3.2.1. Hiicre Cozme

Siv1 azotta (-196 °C) 1 ml kriyovial icerisinde bulunan hiicreler (=2 milyon
hiicre) c¢ikarilarak 37°C su banyosunda hizli bir sekilde eritilmistir. Hiicrelere
biiytitiildiikleri mediumlardan 2ml eklenerek DMSO’nun zararli etkileri minimalize
edilerek hiicreler 1500 rpm’de 5dk santrifiij edilmistir. DMSO igeren siipernatantlar

aspire edilerek hiicreler biiylime mediumlarinda tekrar ¢oztilmustiir.

3.2.2. Hiicre ekimi

Kendi mediumlarinda ¢6ziilen hiicreler T75 flasklara alinmis ve son hacim 10ml
olacak sekilde biliylime mediumlar1 eklenmistir. Flasklar hiicrelerin ¢ogalmalar1 igin
gerekli olan 37°C ve % 5 CO; ortamin1 saglayan inkiibatére alinmistir. Hiicreler invert

mikroskop altinda incelenerek 2-3 giinde bir mediumlari tazelenerek cogaltilmistir.

3.2.3. Hiicre Pasajlama

Invert mikroskop altinda takip edilen hiicre hatlari, %90 konfluent olduklarinda
(flaskin %90’1m1 kapladiginda) pasaja alinmigtir. Pasajlanacak hiicrelerin mediumlari
aspire edilerek mediumda bulunan ve tripsin inhibitorleri iceren serum kalintisi
kalmamasi i¢in PBS ile yikanmistir. PBS’in uzaklastirllmasinin ardindan hiicrelere
ozellikleri goz oOniine alinarak ihtiya¢ duyduklart miktarlarda tripsin-EDTA (% 0.25,
phenol red) uygulanmistir. Tripsin’in iglevini yerine getirebilmesi i¢in hiicreler 5dk siire
ile inkiibatdre alinmistir. Invert mikroskop altinda tiim hiicrelerin flask yiizeyinden
ayrildig1 dogrulandiktan sonra tripsinin inaktive edilmesi i¢in eklenen tripsinin iki kati
miktarinda, serum i¢ceren medium eklenmistir. 15ml’lik falkonlara alinan hiicreler 1500
rpm’de 5dk santrifiij edilmis ve tripsin igeren siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicreler
2ml medium ile sulandirilarak Beckman Coulter Vi-Cell Otomatik Hiicre Sayim
cihazinda sayilmistir. Elde edilen hiicre sayisina gore her T75 flaskta 2-3 milyon hiicre
olacak sekilde flasklara boliinmiistiir. Flasklar biiylime ortamlarini saglayan inkiibatore

alimmustir.

3.2.4. Hiicre Stoklama

Flasktaki medium aspire edilerek uzaklagtirllmigtir.  Hiicreler serumdan
arindirilmak i¢in PBS ile yikanmistir. PBS aspire edilerek uzaklagtirilmistir. Hiicreler
inkiibatorde tripsinle yaklasik 5 dakika inkiibe edilmistir. Tripsin, hacminin en az iki

kat1 serumlu medium ile inhibe edilmistir. Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu
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haline getirilip ve bir falkon tiipe aktarilmistir. Hiicre siispansiyonu santrifiijlenip (1500
rpm 5 dakika) siipernatant uzaklastirilmistir. Beckman Coulter Vi-Cell Otomatik
Hiicre Sayim cihazinda sayilan hiicreler ml’de yaklasik 2 milyon hiicre olacak sekilde
%20 DMSO igeren stok soliisyonu (dondurma soliisyonu) ile siispanse edilerek 1’er ml
1,5 mI’lik kriyovial tiiplere alinmistir. -20°C birkag saat tutulan hiicreler, -80°C bir gece

birakildiktan sonra sivi azot tankina aktarilmstir.

3.2.5. Hiicre Sayimi

Hiicre silispansiyonu santrifiijlenip (1500 rpm 5 dakika) ve slipernatant
uzaklastirilmistir. Hiicreler 2-3 ml besiyerinde sulandirilmistir. Olgme kabina 400
ul taze besiyeri konulmustur. Hiicre silispansiyonundan 100 pl alinarak hiicre
Olcme kabma aktirilarak 1:5 oraninda sulandirilmigtir. Beckman Coulter Vi-Cell
Otomatik Hiicre Sayim cihazinda hiicre sayimi gerceklestirilmistir. Cihaz tarafindan
verilen canli hiicre sayis1 diliisyon faktorii olan 5 ve toplam ml ile ¢arpilarak toplam

hiicre sayis1 elde edilmistir.

3.3. WST-1 Yontemi ile Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

Bir tetrazolyum tuzu olan WST-1, mitakondride solunum zinciri enzimlerinden
biri olan siiksinat tetrazolyum rediiktaz tarafindan formazana ¢evrilmektedir. Bu enzim
sadece canli hiicrelerde c¢aligmaktadir. Bu sekilde hiicre sayisindaki bir artis,
formazan olusumunu da arttirmakta ve kiltiirdeki hiicre sayist ile direk bir
korelasyona sahip olmaktadir,. WST-1 deneyi igin hiicreler 100 pl’de 1x10 hiicre/kuyu
olacak sekilde 96-kuyu platelere ekilmistir. Daha sonra hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
farklilagsmast i¢in 24 saat beklenilmistir. Uygun kosullara gelmis hiicreler
mikroskopta gozlemlendikten sonra, flavonoidler farkli ve belirli dozlarda hiicrelere
uygulanmigtir. Hiicre proliferasyonu, Cell Proliferation Reagent WST-1 kiti (Roche)
kullanilarak analiz edilmistir. Her kuyucuga 10 pl WST-1 (2-(4-Iodophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium sodium salt) bilesigi  eklenerek
37°C’de 3 saat inkiibasyondan sonra, 24’iincii, 48’inci ve 72’nci saatlerdeki 450 nm
(referans dalgaboyu 620 nm) 6l¢timleri Multiscan pektrofotometre cihazindan alinmigtir

(Roche WST-1 protokolii).

Agresif tip meme kanseri hiicre hatlar iizerinde etkili maddelerin ve dozlarinin
belirlenmesi amact ile SKBR-3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerinde c¢esitli saf

flavonoid maddeler ve bitki ekstraktlari denenmistir.
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3.4. Annexin V ve 7-AAD Boyalar1 Kullamilarak Hiicrelerin Apoptotik
Durumunun Belirlenmesi

En etkin dozlarin hiicre iizerindeki sitotoksik etkisinin apoptotik/nekrotik
degerlendirmesi i¢cin Annexin-V 7-AAD metodu kullanilmistir. Hiicrenin apoptotik
siirece girdiginin gostergelerinden biri ¢ift tabakali hiicre zar1 yapisinin i¢ tarafinda yer
alan fosfotidilserin fosfolipidlerinin hiicre zarinin dis yiizeyine hareketidir. Annexin-V
fosfotidilserine yliksek afinite ile baglanan Ca++ bagimli bir fosfolipid baglayici
proteindir. Florokrom ile isaretlenmis Annexin-V, flow sitometri cihazi ile dis ylizeye
tasinmig fosfotidilserin molekiillerini belirlemektedir. Ayrica bu yontem ile hiicrelerin
nekroza ugradigini belirlemek amaciyla 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) boyasi
kullanilmaktadir. 7-AAD, nekrozda biitlinliiglinii kaybetmis hiicre membranlarindan
hiicre icine girebilmekte ve boyanmaktadir. Apoptoz deneyi Muse Cell Analyzer
cihaziyla, Muse Annexin V Dead Cell Kit kullanilarak tespit edilmistir.

Bunun i¢in her hiicre hatti tripsinizasyon islemi ile flasklardan kaldirilip Vi-Cell
cihaz1 ile sayilarak 6 kuyulu platelere 250.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Hiicrelerin tutunmasi ve farklilagsmasi i¢in 24 saat beklendikten sonra %3 serum igceren
herbir hiicre hattina 6zgii medium platelerden cekilerek %20 ve %35 polifenol kokteyli
ile muamele edilmis ve 48 saat beklenmistir. 48 saat sonra hiicreler tripsinizasyon ile
toplanarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan siipernatant
uzaklastirilip pelet lizerine en az %1 FBS iceren medium eklenerek hiicreler falkon
dibinden hafif vorteks ile kaldirilmigtir. Stispanse hale gelen hiicre karisimindan 100 pL
alinarak tlizerine 100 uL Annexin V & Dead Cell Reagent eklenmis ve 20 dk oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi Muse

Cell Analyzer ™ cihazi ile okuma yapilmistir

3.5. Apoptoz ve Hiicre Dongiisii Yolaklarindaki Ekspresyon Degisimlerinin
Belirlenmesi

3.5.1. RNA izolasyonu

Her bir hiicre hatt1 ii¢ tekrarli olacak sekilde 4 x 108 sayida hiicre T,s flasklara
ekilmigtir. 24 saat sonra medium flasklardan uzaklastirilarak kontrol hiicrelerine taze
medium, deney grubuna ise %20 oraninda polifenolik kokteyl eklenerek inkiibatore
kaldirilmistir. 0 ve 48. saatlerde hem kontrol grubu hem de deney grubu flasklarindan
medium uzaklastirilarak flasklara 350 pL Lysis Buffer eklenmis ve flask yiizeyine

yayilmas1 saglanmistir. Scraper ile flask tabani iyice kazindiktan sonra lizat, mikro
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santrifiij tiiplerine transfer edilmistir. Uzerine 200 uL %96-100 etanol eklenerek 10
saniye vortekslenmis ve kolona 600 pL’ye kadar lizat eklenerek 3500 x g’den yliksek
hizda 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolonda kalan lizat tekrar ayni santrifiij kosulunda
tekrar santrifiij edilmistir. Ardindan kolona 400 nL. Wash Solution eklenerek 14.000 x
g’de 1 dakika santrifiij edilmis ve bu basamagin iki kere tekrar1 yapilmistir. Son olarak
14.000 x g’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra kolon, 1,5 mL’lik mikro santrifiij
tiipline yerlestirilerek tlizerine 50 puL Elution Buffer eklenmis ve once 200 x g’de 2
dakika ardindan 14.000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen RNA ornekleri
kullanilincaya dek -80 °C’de saklanmustir.

3.5.2. RNA’larin Spektrofotometrik Ol¢iimii ve Esitlenmesi

RNA’larin Nanodrop cihazi ile spektrofotometrik Ol¢imii gerceklestirilmistir.
Bunun igin izole edilip -80 °C’de saklanan RNA’lar -80°C’den c¢ikartilarak buz
iizerinde ¢oziindiiriilmiistiir. Nanodrop 2000 (Thermo Fisher) cihaz1 kullanilarak ilk
olarak RNA’larin elute edildigi soliisyon 1 pl dl¢giilerek blank alinmistir. Ardindan tiim
ornekler tek tek cihazda olgiilerek 260 nm’deki OD orani ile RNAlarin saflik derecesi
bulunmustur. RNA saflig1 260/230 degerinin =2.0 aralifinda olan 6rnekler ¢alismaya

dahil edilmis ve 6rnekler 1000 ng/ul’ye esitlenmistir.

3.5.3. cDNA cevrimi

Her hiicre hattinin kontrol ve deney gruplar1 icin RNA miktarlar1 esitlendikten
sonra BIO-RAD iScript cDNA Synthesis kit kullanilirak ters transkriptaz enzimi ile
RNA’larin komplementer DNA’ya (cDNA) doniistiiriilme islemi gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in kit protokoliine uygun olarak asagida verilen reaksiyon karisimi

hazirlanarak 0.2 pl hacimli per tiiplere dagitilmis ardindan gereken hacimde RNA’lar

eklenmistir.
Icerik Reaksiyon basina hacim
* 5xiScript Reaction Mix 4 ul
* iScript Reverse Transcriptase 1l
* Nuclease-free water degisken

* RNA template (100 fg—1 pg total RNA)*  degisken

Toplam hacim 20 ul
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Sonrasinda ise PCR cihazinda kitte verilen protokol uygulanarak cDNA ¢evrim

gergeklestirilmistir.

5 dk 25°C
20 min at 46°C

1 min at 95°C

3.5.4. Real Time PCR Uygulamalar:

cDNA cevirimi gerceklestikten sonra Apoptosis ve Cell Cycle PCR Panelleri
kullanilarak yolaklarla ilgili 88’er genin ekspresyon degisimleri gdzlemlenmistir.

Bunun i¢in 96 kuyucuklu stok plate ile gelen primerlere 40 pl DNAase RNAase
free steril dH,O eklenerek primerler ¢oziindiirilmiistiir (10uM). Ardindan 20 pl ana
stok platetinden ¢ekip iizerine 180 pul DNAase RNAase free steril dH,O ekleyerek ara
stok plate’i (1 uM) hazirlanmis ve Real Time PCR reaksiyonda bu konsantrasyondaki
primerler kullanilmigtir. Hazirlamis oldugumuz 20 pl ¢cDNA’lara 780 pl su ekleyerek
cDNA’lar sulandirilmistir. Reaksiyona hazir hale gelen primer ve cDNA’lar ile iTaq
Universal SYBR Green Supermix kit protokoline uygun sekilde reaksiyon
gergeklestirilmistir. Kit icerisindeki donmus bilesenler ¢oziiniidiiriiliip oda sicakligina

getildikten sonra vortekslenip spin yapilarak 1siktan koruyacak sekilde buz tizerinde

tutulmustur.
Icerik Reaksiyon basina hacim
iTaq Universal SYBR Green Supermix (2x) Sul
Forward and reverse primers 1l
cDNA 4 ul
Toplam hacim 10 pl

Roche 480 II Light Cycler cihazina 6zel plate’lere drnekler yiiklendikten sonra asagida

belirtilen protokol izlenmistir.
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* Denatiirasyon 95 °C 5dk
* Amplifikasyon 95 °C 10 sn
(45 siklus) 60 °C 45 sn
72 °C 25 sn
* Sogutma 40 °C 20 sn

Reaksiyon sonrast Cp degerleri cihaz tarafindan belirlenmistir. ACp degerini
belirlemek i¢in ilk olarak yolakta yer alan tiim hedef genlerin Cp degeri, housekeeping
gen olarak secilen B2M Cp degerinden ¢ikarilmistir. AACp degerini hesaplamak igin ise
PK ile miidahale edilmis deney grubunun ACp degerinden, PK verilmemis kontrol
grubunun ACp degeri ¢ikarilmistir. Azalan artan ekspresyon degisimleri (fold change) 2°

AACP formiilii ile hesaplanarak belirlenmistir.

3.6. Istatistiksel Analizler
Istatistiksel analizler i¢in Graphpad Prism 6.0 programi kullanilmistir. WST-1
ve Annexin V- 7AAD analizleri i¢in ¢ift yonlii anova testi uygulanmistir. P degeri

0.05’ten kii¢iik olan degerler anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. WST-1 Bulgulan

SK-BR-3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina ¢esitli konsantrasyonlarda bireysel
ve kombine olarak polifenol kokteyli uygulanmistir. Hiicrelerin ilgili maddelere olan
duyarlilig1 bireysel uygulamalarla belirlendikten sonra polifenol kokteyli hazirlanmis ve
kombine olarak etkileri incelenmistir. Onceki ¢alismalarimizda hormon duyarli meme
kanseri hiicre hatlarinda etkisi belirlenen flavonoid karigimimiz agresif tip meme
kanseri hiicre hatlarinda da etki gosterecek farkli polifenolik maddeler ile
zenginlestirilmistir. Patent asamasinda olan polifenol kokteyli i¢eriginde yer alan ¢esitli
maddelerden bazilarinin bireysel etkileri ve kombine olarak agresif tip meme kanseri

hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerinin degerlendirildigi WST-1 bulgular1 asagidaki gibidir.

4.1.1. Cesitli polifenolik maddelerin SK-BR-3 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkileri

4.1.1.1. Resveratrol uygulamasi

SK-BR-3 hiicre hattinda ¢esitli dozlarda resveratrol uygulandiginda 1pg/ml dozu
disinda tiim doz ve saatlerde hiicre canliliginda anlamli bir diisiis gézlemlenmistir (Sekil

4-1; Tablo 4-1).

SK-BR-3 Resveratrol

150 A
—&= 72h

- 48h

100 - &= 24h

50 4

Hicre canlihg: (%)

Dozlar (Qg/ml)

Sekil 4-1: Resveratrol’iin SK-BR-3 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisi



37

Tablo 4-1: Resveratrol’iin saatlere gore SK-BR-3 hiicre hattindaki etkisinin kontrol

hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Resveratrol % Hiicre Canlihg: 24.Saat % Hiicre Canlihg: 48.Saat % Hiicre Canlih@: 72.Saat
Doz Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri
1 pg/mL 53,93 +£11,30 <0,0001* 84,89 + 12,23 0,0194 102,34 + 9,65 0,9913
5 pg/mL 47,60 £ 1,11 <0,0001* 70,69 + 8,24 <0,0001* 55,74 + 3,81 <0,0001*
10 pg/mL 4537+9,79 <0,0001* 56,82 +4,72 <0,0001* 65,21 +£15,6 <0,0001*
20 pg/mL 28,69 £ 5,23 <0,0001* 21,89 £ 5,75 <0,0001* 14,98 +2.34 <0,0001*
30 pg/mL 21,46 +£4,08 <0,0001* 11,69 £ 1,85 <0,0001* 12,25 £4,42 <0,0001*
40 pg/mL 10,06 + 3,86 <0,0001* 9,41 +£0,71 <0,0001* 11,22+ 1,94 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05

4.1.1.2. Apigenin uygulamasi

SK-BR-3 hiicre hatta apigenin uygulamas: sonucunda 24. Saatte hiicre

canlilifinda sadece 25 pg/mL dozunda artis disinda anlamli fark goriilmezken, 48. ve

72. Saatlerde 10pg/ml’dan diisilk dozlarda hiicre canliliginda artis, daha yiiksek

dozlarda ise 6zellikle 72.saatte anlaml diisiis goriilmiistiir. Apigeninin SK-BR-3 hiicre

hattinda daha yiiksek dozlarda ve ge¢ donemde etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4-2;
Tablo 4-2).
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Sekil 4-2: Apigenin’in SK-BR-3 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi
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Tablo 4-2: Apigenin’in saatlere gore SK-BR-3 hiicre hattindaki etkisinin kontrol hiicreleri

(dozsuz) ile karsilastirilmasi

Apigenin % Hiicre Canlihg: 24.Saat % Hiicre Canlihg: 48.Saat % Hiicre Canlih@: 72.Saat
Doz Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri
2 pg/mL 115,05+ 7,63 0,1132 186,97 + 12,58 <0,0001* 130,60 + 4,23 0,0004*
5 pg/mL 105,00 + 8,04 0,937 172,27 +£ 40,10 <0,0001* 138,04 + 6,43 <0,0001*
10 pg/mL | 103,95+2,17 0,9784 116,26 + 3,79 0,0752 108,92 + 5,95 0,5737
15 pg/mL | 102,21 +2,94 0,9982 60,74 + 9.4 <0,0001* 36,72 + 1,07 <0,0001*
25 pg/mL | 128,39 +4,78 0,0004* 96,77 + 8,6 0,9924 27,7+2,05 <0,0001*
30 pg/mL | 117,28 +3,49 0,052 75,38 +7,16 0,0023* 1936 £ 1,4 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05

4.1.1.3. Quercetin uygulamasi

hiicre canlilifinda anlamli artis goriiliirken, erken doénemde 40 pg/ml

SK-BR-3 hiicre hattina quercetin uygulandiginda diisiik dozlarda tiim saatlerde

daha ge¢

donemde ise 20 pg/ml dozundan itibaren anlamh diistis goriilmiistiir (Sekil 4-3; Tablo 4-

3).
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Sekil 4-3: Quercetin’in SK-BR-3 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisi
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Tablo 4-3: Quercetin’in saatlere gore SK-BR-3 hiicre hattindaki etkisinin kontrol
hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Quercetin % Hiicre Canlihg: 24.Saat % Hiicre Canlihg: 48.Saat % Hiicre Canlih@: 72.Saat

Doz Ort.+SD p degeri Ort.=SD p degeri Ort.=SD p degeri

5 pg/mL 132,16 £ 7,65 <0,0001* 143,64 + 15,08 <0,0001* 121,67 £2,15 0,0002*

10 pg/mL | 123,08+ 7,73 <0,0001* 109,61 £ 9,99 0,2057 90,58 + 18,15 0,2215

20 pg/mL | 148,95+ 8,65 <0,0001* 49,82 +£2,78 <0,0001* 20,19+ 5,52 <0,0001*

40 pg/mL 54,57 £ 6,18 <0,0001* 26,43 + 0,89 <0,0001* 19,28 + 0,41 <0,0001*

60 pL/mL | 39,98 + 4,62 <0,0001* 22,72 £ 1,55 <0,0001* | 2146+1,64 | <0,0001*

80 pL/mL | 46,81 £+ 5,08 <0,0001* 34,62+ 1,91 <0,0001* 27,6 3,36 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05

4.1.1.4. Curcumin Uygulamasi

Bu hiicre hattina curcumin uygulandigina tiim saatlerde benzer degisimler
goriilmiistiir. Ancak hiicre canliliginda anlamli diisiisiin ge¢ donemde gorildigi

sOylenebilir (48.saat 8 pg/mL dozu disinda) (Sekil 4-4; Tablo 4-4).
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Sekil 4-4: Curcumin’in SK-BR-3 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisi
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Tablo 4-4: Curcumin’in saatlere gore SK-BR-3 hiicre hattindaki etkisinin kontrol
hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Curcumin % Hiicre Canlihg: 24.Saat % Hiicre Canlihg: 48.Saat % Hiicre Canlih@: 72.Saat
Doz Ort.+SD p degeri Ort.=SD p degeri Ort.=SD p degeri
2 pg/mL 78,24 + 8,33 <0,0001* 73,75 +£9,41 <0,0001* 79,79 £ 5,74 <0,0001*
4 pg/mL 98,07 £2,54 0,9882 64,48 £ 0,91 <0,0001* 36,19 £ 1,56 <0,0001*
8 ng/mL 119,39 + 6,77 <0,0001* 90,87 £5,76 0,0656 46,96 £ 6,63 <0,0001*
12 pg/mL 100,7 £ 8,15 0,9997 58,21 £ 6,66 <0,0001* 13,99 +£4,19 <0,0001*
16 pg/mL | 101,08 £9,41 0,9996 63,34 £3,31 <0,0001* 9,52 + 1,74 <0,0001*
32 pg/mL 62,71 £ 3,04 <0,0001* 28,64 +2,03 <0,0001* 9,16 £ 0,99 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05

4.1.1.5.

CAPE uygulamasi

Bu hiicre hattina kafeik asit fenil ester (Caffeic acid phenyl esther, CAPE)

uygulandiginda 8 pg/ml dozundan itibaren tiim doz ve saatlerde anlamli bir diisiis

goriilmektedir, 32 pg/ml dozuna gelindiginde ise canli hiicre kalmamistir (Sekil 4-5;

Tablo 4-5).
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Sekil 4-5: CAPE’in SK-BR-3 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisi
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Tablo 4-5: CAPE’in saatlere gore SK-BR-3 hiicre hattindaki etkisinin kontrol hiicreleri

(dozsuz) ile karsilastirilmasi

% Hiicre Canhhg 24.Saat

% Hiicre Canhihg 48.Saat

% Hiicre Canlihig: 72.Saat

CAPE Doz
Ort.+SD p degeri Ort.£SD p degeri Ort£SD p degeri
8 pg/mL 81.91+1.25 0.0006* 93.85+8.84 0.4563 48.57 £ 6.08 <0,0001*
12 pg/mL | 47.16 £9.64 <0.0001* 61.33+12.82 <0,0001* 32.40 + 6.67 <0,0001*
16 pg/mL | 54.81 +£11.25 <0.0001* 41.86 +£4.68 <0,0001* 14.88 £5.13 <0,0001*
32 pg/mL | 8.09+11.20 <0.0001* 2.12 +3.80 <0,0001* -0.66 £ 2.36 <0,0001*
48 pg/mL | -3.46 +1.29 <0.0001* 0.85+1.95 <0,0001* 0.34+0.22 <0,0001*
64 pg/mL -2.70 £ 0.67 <0,0001* -0.93 £1.91 <0,0001* -0.10 £ 0.64 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05

4.1.2. Cesitli polifenolik maddelerin MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik
etkileri

4.1.2.1.

Resveratrol uygulamasi

MDA-MB-231 hiicre hattina resveratrol uygulandiginda 24. Saatte 10 pg/ml

dozundan itibaren, 48. Saatte 20 pg/ml dozundan itibaren, 72. saatte ise 5 pg/ml

dozundan itibaren hiicre canliliginda anlaml diisiis gozlemlenmistir (Sekil 4-6; Tablo 4-

6).
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Sekil 4-6: Resveratroliin’in MDA-MB-231 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisi

Tablo 4-6: Resveratrol’iin saatlere gore MDA-MB-231 hiicre hattindaki etkisinin kontrol

hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Resveratrol % Hiicre Canlihg: 24.Saat % Hiicre Canlihg: 48.Saat % Hiicre Canhihig: 72.Saat
Doz Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri
1 pg/mL 76,57 + 9,45 0,0002%* 94,30 + 8,81 0,748 82,97 + 3,86 0,0037*
5 pg/mL 92,84 £ 8,51 0,5442 80,7 +£10,21 0,0022%* 59,66 + 2,63 <0,0001*
10 pg/mL 61,66 + 8,74 <0,0001* 88,95+ 9,69 0,1042 46,47 £ 1,96 <0,0001*
20 pg/mL 66,1 £ 12,06 <0,0001* 73,61 £ 11,26 <0,0001* 45,33 +£3,44 <0,0001*
30 pg/mL 40,73 £ 7,67 <0,0001* 27,37 £4,96 <0,0001* 28,59 £3,16 <0,0001*
40 pg/mL | 34,38 +10,98 <0,0001* 14,60 + 0,96 <0,0001* 12,58 £2,33 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05




4.1.2.2. Apigenin uygulamasi
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MDA-MB-231 hiicre hattina ¢esitli dozlarda apigenin uygulandiginda 24. Saat

30 pg/ml dozunda anlaml bir hiicre artisi, 48. ve 72. Saatlerde ise 15 pg/ml dozundan

itibaren anlamli hiicre canliligi diisiisii gézlemlenmistir. Bu hiicre hattinda apigeninin

gec donemde sitotoksik etki gosterdigi soylenebilir (Sekil 4-7; Tablo 4-7).
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Sekil 4-7: Apigenin’in MDA-MB-231 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisi

Tablo 4-7: Apigenin’in saatlere gore MDA-MB-231 hiicre hattindaki etkisinin kontrol
hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Apigenin % Hiicre Canlihg: 24.Saat % Hiicre Canlihg: 48.Saat % Hiicre Canlih@: 72.Saat
Doz Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri
2 ng/mL 98,62 + 10,05 0,9997 106,4 + 10,95 0,923 111,91 +£ 10,78 0,5588
5 pg/mL 9495 +1,79 0,9813 101,21 £ 19,37 0,9998 100,14 + 11,81 >0,9999
10 pg/mL 92,2 + 32,37 0,8757 76,52 + 10,04 0,0242 107,03 + 13,63 0,9176
15 pg/mL | 100,39 + 18,11 >0,9999 44,79 + 3,36 <0,0001* 53,36 +£ 11,43 <0,0001*
25 pg/mL 108,19 + 6,82 0,8517 4329+ 8,11 <0,0001* 18,23 £5,33 <0,0001*
30 pg/mL 129,28 + 10,7 0,003* 45,00 + 5,22 <0,0001* 14,5+ 2,17 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05
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Bu hiicre hattina quercetin uygulandiginda tiim doz ve saatlerde anlamli bir

diislis oldugu gozlemlenmistir. 5 pg/ml gibi diisiik dozlarda bile oldukga etkili oldugu

goriilmistlir (Sekil 4-8; Tablo 4-8).
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Sekil 4-8: Quercetin’in MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi

Tablo 4-8: Quercetin’in saatlere gore MDA-MB-231 hiicre hattindaki etkisinin kontrol
hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Quercetin % Hiicre Canlihg: 24.Saat % Hiicre Canlihg: 48.Saat % Hiicre Canlih@: 72.Saat
Doz Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri
5 pg/mL 63,84 £10,73 <0,0001* 40,11 +4,1 <0,0001* 44,98 + 9,39 <0,0001*
10 pg/mL 44,74 + 5,94 <0,0001* 30,74 £ 4,81 <0,0001* 44,68 + 1,37 <0,0001*
20 pg/mL 39,16 £ 6,60 <0,0001* 13,67 + 3,20 <0,0001* 16,82 1,56 <0,0001*
40 pg/mL 42,29 £5,99 <0,0001* 16,97 £ 1,78 <0,0001* 14,04 £2,75 <0,0001*
60 pg/mL 33,24 £ 1,47 <0,0001* 21,83+ 1,9 <0,0001* 15,68 £2.91 <0,0001*
80 pg/mL | 27,79 + 0,567 <0,0001* 21,22 +0,58 <0,0001* 16,52 +£ 0,96 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05




4.1.2.4. Curcumin uygulamasi
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Bu hiicre hattina ¢esitli dozlarda curcumin uygulandiginda diisiik dozlarda hiicre

sayisinda artig, 24. Saatte sadece en yiiksek dozda (32 pg/ml) hiicre canliliinda anlamli

diislis gortilmistiir. Bu hiicrede curcuminin sitotoksik etkisi ge¢ dénem ve 12 pg/ml

dozundan itibaren goézlemlenmistir (Sekil 4-9; Tablo 4-9).
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Sekil 4-9: Curcumin’in MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi

Tablo 4-9: Curcumin’in saatlere gore MDA-MB-231 hiicre hattindaki etkisinin kontrol

hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

Curcumin % Hiicre Canlihg: 24.Saat % Hiicre Canlihg: 48.Saat % Hiicre Canlihg: 72.Saat
Doz Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri
2 ng/mL 124,55+ 12,92 <0,0001* 112,68 + 5,83 0,0199 100,28 + 7,31 >0,9999
4 ng/mL 118,98 + 5,96 0,0002%* 119,84 + 6,58 <0,0001* 104,82 + 8,45 0,7286
8 ng/mL 110,83 +4,19 0,0941 111,94 + 5,87 0,0533 108,14 + 8,58 0,2347
12 pg/mL 106,64 + 7,19 0,426 49,94 + 521 <0,0001* 41,16 £ 8,14 <0,0001*
16 pg/mL | 111,46 +3,55 0.0421 47224237 | <0,0001%* | 2885+101 | <0,0001*
32 pg/mL 57,22 +£7,58 <0,0001* 11,31 £ 1,07 <0,0001* 10,2 + 1,06 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05




4.1.2.5. CAPE uygulamasi

MDA-MB-231 hiicre hattina CAPE uygulandiginda tim doz ve

anlaml1 sitotoksik etki gézlemlenmistir (Sekil 4-10; Tablo 4-10).
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Sekil 4-10: CAPE’nin MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi
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saatlerde

Tablo 4-10: CAPE’in saatlere gore MDA-MB-231 hiicre hattindaki etkisinin kontrol
hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

% Hiicre Canhihg 24.Saat % Hiicre Canhhg 48.Saat % Hiicre Canlihig: 72.Saat
CAPE Doz
Ort.+SD p degeri Ort.£SD p degeri Ort.£SD p degeri
8 pg/mL 85,11 +£10,12 0,0001* 61,23 +4,71 <0,0001* 51,70 + 1,53 <0,0001*
12 pg/mL | 78,41+ 10,73 <0,0001* 42,87 +4,29 <0,0001* 55,39 + 6,08 <0,0001*
16 pg/mL | 65,83 + 6,39 <0,0001* 25,01 + 3,62 <0,0001* 27,6 +4,73 <0,0001*
32 pg/mL 17,76 £ 5,07 <0,0001* 5,92 +3,15 <0,0001* 4,13 + 1,81 <0,0001*
48 ng/mL 4,18 £2,06 <0,0001* 0,86 + 0,67 <0,0001* 1,76 + 0,59 <0,0001*
64 ng/mL 2,25+224 <0,0001* 0,34+ 0,3 <0,0001* 2,73+ 1,6 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05




47

4.1.3. Polifenol kokteylinin hiicre hatlar1 iizerindeki etkisi

Farkl1 hiicre hatlarinda anlamli bireysel etkisi gézlemlenmis maddelerden etkili
dozlarma gore bir polifenolik madde kokteyli hazirlanmis ve SK-BR-3 ve MDA-MB-

231 hiicre hatlarinda etkileri incelenmistir.

4.1.3.1. SK-BR-3 hiicre hatt1 iizerindeki etkisi

SK-BR-3 hiicre hattina hazirlanan polifenol kokteyli (PK) cesitli oranlarda
uygulandiginda 24. Saatte %20 polifenol kokteyli i¢eren dozda hiicre proliferasyonunda
artis gozlemlense de %20’den yiiksek dozlarda tiim saatlerde anlamli bir sitotoksik etki
gorlilmiis, ozellikle %35 dozunda ise hiicre canliliginda ileri derecede bir diisiis

gorlilmiistiir (Sekil 4-11; Tablo 4-11).
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Sekil 4-11: PKnin SK-BR-3 hiicre hatti iizerindeki etkisi



48

Tablo 4-11: PKnin saatlere gore SKBR3 hiicre hattindaki etkisinin kontrol hiicreleri

(dozsuz) ile karsilastirilmasi

% Hiicre Canhhg 24.Saat

% Hiicre Canhihg 48.Saat

% Hiicre Canlihig: 72.Saat

PK Doz

Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri Ort.+SD p degeri
% 5 98,14 +2,32 0,9957 83,39+ 9,30 0,002* 114,66 + 10,14 0,0075

% 20 137,72 £ 16,46 |  <0,0001* 76,35 + 4,68 <0,0001* 15,65 + 4,02 <0,0001*
% 35 28,52+ 8,17 <0,0001* 14,30 + 6,88 <0,0001* 15,92 + 4,53 <0,0001*
% 50 18,95 + 3,40 <0,0001* 11,34 +1,75 <0,0001* 15,28 £ 8,75 <0,0001*
% 75 31,31 £ 6,05 <0,0001- 14,38 + 2,43 <0,0001* 17,15+ 1,74 <0,0001*
% 100 35,45+ 8,07 <0,0001* 19,75+4,77 | <0,0001* 19,67 + 4,1 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05

4.1.3.2. MDA-MB-231 hiicre hatti iizerine etkisi

MDA-MB-231 hiicre hattina c¢esitli oranlarda PK uygulandiginda erken

donemde %35 dozundan itibaren, ge¢ donemlerde ise tiim dozlarda anlamli sitotoksik

etki goriilmiistiir Sekil 4-12; Tablo 4-12).
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Sekil 4-12: PKnin MDA-MB-231 hiicre hatti lizerindeki etKisi
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Tablo 4-12: PKnin saatlere gore MDA-MB-231 hiicre hattindaki etkisinin kontrol
hiicreleri (dozsuz) ile karsilastirilmasi

% Hiicre Canhihg: 24.Saat % Hiicre Canhihg 48.Saat % Hiicre Canlihig: 72.Saat

Fie Doz Ort.+SD p degeri Ort.£SD p degeri Ort£SD p degeri
%S 103,47 +£5,03 0,685 60,98 + 7,74 <0,0001* 42,17 £ 4,70 <0,0001*
% 20 94,47 £ 7,41 0,2389 59,70 + 6,02 <0,0001* 38,33 +3,51 <0,0001*
% 35 33,71 £ 8,75 <0,0001* 18,24 £2,73 <0,0001* 7,70 + 1,20 <0,0001*
% 50 20,36 £ 0,77 <0,0001* 11,13 + 1,05 <0,0001* 9,78 + 0,58 <0,0001*
% 75 27,75 £ 0,36 <0,0001* 13,88 + 0,66 <0,0001* 16,98 + 3,022 <0,0001*
% 100 37,61 +1,38 <0,0001* 18,31+ 1,23 <0,0001* 18,26 + 2,41 <0,0001*

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05

4.2. Annexin V /7-AAD Apoptoz analizi bulgulari

WST-1 analizi ile etkinligi goriilen polifenol kokteylinin, hiicre canlilig1
tizerindeki inhibisyonunun Annexin V ve 7-AAD boyalar1 kullanilarak apoptotik veya
nekrotik yollar {lizerinden gosterip gostermedigi arastirilmistir. Her hiicre hattinda
kontrol (doz verilmemis) ile %20 ve %35 dozu uygulanmis hiicreler 48. Saatte

incelenmistir.

4.2.1. SK-BR-3 hiicre hatti

SK-BR-3 hiicre hattinda apoptoz analizi sonucunda kontrol hiicreleri ile
karsilagtirildiginda PK uygulanmis hiicrelerde canlilik oraninda her iki dozda da anlaml
bir diisiis goriilmiistiir. Her iki dozda da kontrole gore geg, erken ve total apoptotik

hiicreler anlamli oranda daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4-14; Sekil 4-15; Tablo 4-14).
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Sekil 4-13: MDA-MB-231 hiicre hattinda PK apoptoz analizi sonuclar1 dot plot
goriintiileri
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Sekil 4-14: SK-BR-3 hiicre hattinda PK apoptoz analizi sonuclarimin kontrol ile
karsilastirilmasi

Tablo 4-13: Farkh dozlarda PK uygulanmis SK-BR-3 hiicre hatlar1 apoptoz analizi

SK-BR-3 Ort. £ SD Ort. + SD p degeri Ort. = SD p degeri
Kontrol (%) %20 PK (%) Kontrol vs. %35 PK (%) Kontrol vs.
%20 PK %35 PK
Canh (%) 87,2+ 1,37 67,19 + 4,74 <0,0001* 51,13+ 10,96  <0,0001*
Erken 4,96 + 0,98 14,82 £ 3,22 0,0384* 26,00 + 6,04 <0,0001*
Apoptoz (%)
Gec Apoptoz 7,08 £ 0,19 17,54 £ 1,92 0,0272%* 22,74 £ 4,92 0,0011*
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(%)

Nekrotik (%) 0,76+ 0,21 02340, 0,9874 0,14 + 0,06 0,9828
Total Apoptoz 12,04+ 1,17  32,36+5,03  <0,0001* 48,73 £ 10,96  <0,0001*
(%)

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05

PK uygulanmig SK-BR-3 hiicrelerinde canlilik ve

apoptotik  durum
incelendiginde %35 dozunun %20’ye gore daha yiiksek oranda olmasi ile birlikte her iki

doz uygulamasinin da hiicreleri apoptoza siiriikledigi goriilmektedir.

4.2.2. MDA-MB-231 hiicre hatt1

MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptoz analizi sonucunda kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda PK’nin her iki dozunda da canlilik oraninda anlamli bir diisiis
goriilmiistiir. PK %35 dozunda kontrole gore gec¢ apoptozdaki ve total apoptotik
hiicrelerde %35 dozunda kontrole gore anlamli bir artis belirlenmis, %20 dozunda ise

sadece total apoptotik hiicrelerde anlamlilik goriilmiistiir (Sekil 4-15; Tablo 4-15).

» APOPTOSIS PROFILE 3 APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead| Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
1.39 % 1.04 % 0.14 % 4.05% 0.10 % 12:52 %
3 ® -
ik
i
> > >
S E =
- - )
o 2 ] @
2 = < 3
s > > R
&
L L 1
14 3 4
3.81% 8.94 % 17.15 %
0 Early Apop. ) Early Apop. 1 Early Apop.
2 3 4 1 2 3 a 0 2 3 Y
ANNEXIN V Apoptotic ANNEXIN V Apoplotc Lw ANNEXIN V Apoptate
(A) (8) (€)

Sekil 4-15: MDA-MB-231 hiicre hattinda PK apoptoz analizi sonuclar1 dot plot

goriintiileri
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MDA-MB-231 Apoptoz Analizi
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Sekil 4-16: MDA-MB-231 hiicre hattinda PK apoptoz analizi sonuclarinin kontrol ile
karsilastirilmasi

Tablo 4-14: Farkh dozlarda PK uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hatlar1 apoptoz analizi

MDA-MB-231 Ort. + SD Ort. + SD p degeri Ort. + SD p degeri
Kontrol (%) %20 PK (%) Kontrol vs. %35 PK (%) Kontrol vs.

%20 PK %35 PK

Canh (%) 93,68 1,3 89,58 £2,36 0,027* 70,34 + 3,43 <0,0001*

Erken 3,68 +1,59 7,12 +1,57 0,068 15,68 + 1,84 <0,0001*

Apoptoz (%)

Geg Apoptoz 1,38 £ 0,56 3,02+ 0,94 0,4852 13,89 +2,34 <0,0001*

(%)

Nekrotik (%) 1,26 +0,78 0,27 +0,12 0,7592 0,1+0,1 0,6854

Total Apoptoz 5,06 £2,07 10,15 +2,48 0,0059* 29,57 +3,34 <0,0001*

(%)

*istatistiksel anlamlilik, p<0.05

4.3. PCR Array Bulgulan

SK-BR-3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda uygulanan PK’nin indiikledigi
eksresyonel degisimler 0. ve 48. saatlerde %20 dozunda incelenmistir. Ekspresyonel
degisimler B2M endojen kontroliine gdore hesaplanmistir. Son olarak da 0. ve 48.

Saatler arasindaki degisim degerlendirilmistir.
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4.3.1. SK-BR-3 hiicre hatti

Tablo 4-15: SKBR-3 Apoptoz paneli ekspresyon degisimleri

Gen Kodu Gen ad1 O.saat FC 48.saat  48-0
FC farka
MCL1 Myeloid cell leukemia sequence 1 - 3.12 228740.6  Up
(BCL2-related) 228737.4 2 regiile
9
CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis -40342.14 39.67 40381.81 Up
regulator regiile
TRAF3 TNF receptor-associated factor 3 -2836.70  -1.91 2834.79 Up
regiile
TNFRSF10  Tumor necrosis  factor  receptor -461.44 -2.39 459.05 Up
C superfamily, member 10c regiile
TNFRSF9 Tumor  necrosis  factor  receptor -366.67 -1.58 365.08 Up
superfamily, member 9 regiile
TNFRSF10  Tumor  necrosis  factor  receptor -4.02 148.40 152.42 Up
A superfamily, member 10a regiile
TNFRSF1A  Tumor necrosis  factor  receptor -65.34 4.78 70.12 Up
superfamily, member 1A regiile
TRAF4 TNF receptor-associated factor 4 -55.27 4.02 59.29 Up
regiile
FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 2.33 59.16 56.84 Up
6) regiile
BAG3 BCL2-associated athanogene 3 -53.45 1.46 54.91 Up
regiile
TNFRSF8 Tumor  necrosis  factor  receptor -49.46 5.02 54.49 Up
superfamily, member 8 regiile
BIRC6 Baculoviral TAP repeat-containing 6 -49.46 1.20 50.66 Up
(apollon) regiile
TRAF5 TNF receptor-associated factor 5 -38.72 1.68 40.40 Up
regiile
CRADD CASP2 and RIPK1 domain containing -6.76 15.78 22.54 Up
adaptor regiile
BCL2L11 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) -18.34 2.12 20.46 Up
regiile
TANK TRAF family member-associated NFKB -16.87 291 19.78 Up
activator regiile
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BIRC3 Baculoviral IAP repeat-containing 3 -15.10 1.02 16.12 Up
regiile

CASP2 Caspase 2, apoptosis-related cysteine -14.12 1.42 15.55 Up
protease regiile

TNFRSF17  Tumor  necrosis  factor  receptor -12.13 1.29 13.42 Up
superfamily, member 17 regiile

CASP8 Caspase 8, apoptosis-related cysteine -13.99 -1.02 12.98 Up
protease regiile

RPA3 Replication protein A3, 14kDa -11.82 1.06 12.88 Up
regiile

DAPK?2 Death-associated protein kinase 2 -1.42 10.98 12.40 Up
regiile

LTBR Lymphotoxin beta receptor (TNFR -10.51 1.26 11.77 Up
superfamily, member 3) regiile

BIRC2 Baculoviral IAP repeat-containing 2 -9.80 1.88 11.69 Up
regiile

APAF1 Apoptotic protease activating factor -9.89 1.47 11.37 Up
regiile

TNFRSF10  Tumor  necrosis  factor  receptor -3.15 8.02 11.16 Up
B superfamily, member 10b regiile

TNFSF13B  Tumor  necrosis  factor  (ligand) -8.46 2.18 10.63 Up
superfamily, member 13b regiile

BIRC4 Baculoviral IAP repeat-containing 4 -5.86 4.01 9.87 Up
regiile

CASP1 Caspase 1, apoptosis-related cysteine -6.67 3.08 9.74 Up
protease regiile

BFAR Bifunctional apoptosis regulator -4.56 4.48 9.04 Up
regiile

BIRCS5 Baculoviral ITAP repeat-containing 5 -4.71 3.86 8.58 Up
(survivin) regiile

CIDEA Cell death-inducing DFFA-like effector -1.35 7.18 8.53 Up
a regiile

BAK1 BCL2-antagonist/killer 1 -7.09 1.33 8.43 Up
regiile

BOK BCL2-related ovarian killer -3.14 5.27 8.40 Up
regiile

BCL10 B-cell CLL/lymphoma 10 -3.08 5.23 8.31 Up

regiile
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TNFRSF10  Tumor  necrosis  factor  receptor -2.28 5.75 8.03 Up
D superfamily, member 10d regiile

BIK BCL2-interacting  killer  (apoptosis- -1.55 6.45 8.00 Up
inducing) regiile

BIRC1 Baculoviral IAP repeat-containing 1 -6.15 1.56 7.71 Up
regiile

HRK Harakiri, BCL2 interacting protein -4.78 2.85 7.63 Up
regiile

TNFSF15 Tumor  necrosis  factor  (ligand) -4.55 291 7.47 Up
superfamily, member 15 regiile

CARD4 Caspase recruitment domain family, -3.94 3.35 7.29 Up
member 4 regiile

CASP6 Caspase 6, apoptosis-related cysteine -2.92 4.35 7.27 Up
protease regiile

TNFSF9 Tumor  necrosis  factor  (ligand) -8.59 -1.39 7.21 Up
superfamily, member 9 regiile

BRE Brain and reproductive organ-expressed ~ -4.53 2.51 7.04 Up
regiile

BCL2L1 BCL2-like 1 -4.07 2.53 6.59 Up
regiile

CASP4 Caspase 4, apoptosis-related cysteine -3.55 2.52 6.06 Up
peptidase regiile

TNFSF11 Tumor  necrosis  factor  (ligand) -3.19 2.74 5.94 Up
superfamily, member 11 regiile

ATM Ataxia telangiectasia mutated -2.92 2.94 5.86 Up
regiile

TRAF6 TNF receptor-associated factor 6 -3.26 242 5.68 Up
regiile

FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death -4.16 1.49 5.65 Up
domain regiile

BCL2L2 BCL2-like 2 -3.84 1.33 5.17 Up
regiile

BAG1 BCL2-associated athanogene -2.03 3.10 5.13 Up
regiile

BAX BCL2-associated X protein -6.19 -1.27 4.92 Up
regiile

FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6) -1.49 3.32 4.81 Up

regiile
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CASP8AP2  CASPS8 associated protein 2 -2.59 2.21 4.80 Up
regiile
CD40 CD40 antigen (TNF receptor -2.71 2.04 4.75 Up
superfamily member 5) regiile
TRAF2 TNF receptor-associated factor 2 -2.98 1.49 4.47 Up
regiile
TNFSF7 Tumor  necrosis  factor  (ligand) -1.18 3.29 4.47 Up
superfamily, member 7 regiile
CHEK1 CHKI1 checkpoint homolog (S. pombe) -2.71 1.47 4.18 Up
regiile
CASP10 Caspase 10, apoptosis-related cysteine -1.46 2.53 3.99 Up
protease regiile
BAG4 BCL2-associated athanogene 4 -6.62 -2.78 3.84 Up
regiile
TRAF1 TNF receptor-associated factor 1 -1.31 2.14 3.45 Up
regiile
BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa -1.20 1.59 2.79 Up
interacting protein 3 regiile
CASP7 Caspase 7, apoptosis-related cysteine -4.53 -1.74 2.79 Up
protease regiile
BCL2A1 BCL2-related protein Al -1.09 1.29 2.38 Up
regiile
DFFA DNA fragmentation factor, 45kDa, alpha 2.07 4.05 1.98 NS
polypeptide
TNFRSF21  Tumor  necrosis  factor  receptor -2.77 -2.04 0.72 NS
superfamily, member 21
CIDEB Cell death-inducing DFFA-like effector 1.52 1.79 0.27 NS
b
TNFSF10 Tumor  necrosis  factor  (ligand) 2.47 2.42 -0.05 NS
superfamily, member 10
TNFSF13 Tumor  necrosis  factor  (ligand) -1.00 -1.19 -0.18 NS
superfamily, member 12
TNFSF4 Tumor  necrosis  factor  (ligand) 1.59 1.32 -0.27 NS
superfamily, member 4
CASP5S Caspase 5, apoptosis-related cysteine 3.30 2.80 -0.50 NS
protease
TP73L Tumor protein p73-like 1.76 1.06 -0.70 NS
TNFSF18 Tumor  necrosis  factor  (ligand) -1.72 -2.54 -0.82 NS
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superfamily, member 18

CHEK2 CHK2 checkpoint homolog (S. pombe) 2.96 1.96 -1.01 NS
MYDS88 Myeloid differentiation primary 1.01 -1.13 -2.14 Down
response gene (88) regiile
DFFB DNA fragmentation factor, 40kDa, beta -3.02 -5.25 -2.22 Down
polypeptide regiile
TNF Tumor necrosis factor (TNF -6.51 -9.00 -2.49 Down
superfamily, member 2) regiile
TNFRSF11  Tumor  necrosis  factor  receptor 2.13 -1.12 -3.25 Down
B superfamily, member 11b regiile
TP53 Tumor protein p53  (Li-Fraumeni 2.35 -2.27 -4.62 Down
syndrome) regiile
GADD45A Growth arrest and DNA-damage- 1.87 -3.31 -5.18 Down
inducible, alpha regiile
DAPK1 Death-associated protein kinase 1 12.44 6.92 -5.52 Down
regiile
RIPK2 Receptor-interacting serine-threonine  1.06 -5.84 -6.90 Down
kinase 2 regiile
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 1.93 -6.05 -7.98 Down
regiile
TNFSF8 Tumor  necrosis  factor  (ligand) 3.50 -19.47 -22.97 Down
superfamily, member 8 regiile
TRIP TRAF interacting protein 30.31 6.92 -23.39 Down
regiile
CASP3 Caspase 3, apoptosis-related cysteine 36.34 -2.41 -38.74 Down
protease regiile
CD40LG CD40 ligand (TNF superfamily, member 530.06 2.51 -527.54 Down
5) regiile

iki kat iizeri kat degisimleri (FC) anlamli kabul edilmistir.

Tablo 4-16: SKBR-3 Hiicre dongiisii paneli ekspresyon degisimleri

Gen Kodu Gen ad1 48.saa

t FC

Eksp.

Durumu

MNAT1 Menage a trois homolog 1, cyclin H -102.77 -1.42 101.35 Up
assembly factor (Xenopus laevis) regiile

RBBPS Retinoblastoma binding protein 8 -15.53 1.42 16.95 Up
regiile

ATR Ataxia telangiectasia and Rad3 related -1.15 14.42 15.57 Up
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regiile
CDC16 Cell division cycle 16 homolog (S. -15.42 -3.85 11.57 Up
cerevisiae) regiile
CKS1B CDC28 protein kinase regulatory subunit -5.34 4.65 9.99 Up
1B regiile
CDC20 Cell division cycle 20 homolog (S. -12.89 -3.02 9.87 Up
cerevisiae) regiile
CKS2 CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 -1.91 6.73 8.64 Up
regiile
RB1 Retinoblastoma 1 (including osteosarcoma)  -6.25 1.71 7.96 Up
regiile
SUMO1 SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 -1.32 6.44 7.76 Up
(S. cerevisiae) regiile
GTF2H1 General transcription factor IH, -2.34 4.94 7.28 Up
polypeptide 1, 62kDa regiile
GTSE1 G-2 and S-phase expressed 1 -4.18 2.87 7.05 Up
regiile
DDX11 DEAD/H  (Asp-Glu-Ala-Asp/His)  box -2.26 1.47 3.73 Up
polypeptide 11  (CHLI-like helicase regiile
homolog, S. cerevisiae)
NBN Nibrin 1.96 5.41 3.46 Up
regiile
CCNG2 Cyclin G2 -1.70 1.04 2.73 Up
regiile
RAD17 RAD17 homolog (S. pombe) -1.01 1.63 2.64 Up
regiile
CUL2 Cullin 2 -1.30 1.16 2.46 Up
regiile
RBL2 Retinoblastoma-like 2 (p130) -2.48 -1.18 1.30 NS
KPNA2 Karyopherin alpha 2 (RAG cohort 1, 2.74 3.93 1.19 NS
importin alpha 1)
KNTC1 Kinetochore associated 1 1.75 2.84 1.09 NS
RPA3 Replication protein A3, 14kDa 1.00 1.84 0.83 NS
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 -5.72 -5.00 0.72 NS
RAD1 RAD1 homolog (S. pombe) 1.17 1.51 0.34 NS
RBL1 Retinoblastoma-like 1 (p107) 1.64 1.72 0.09 NS
CDKS5R1 Cyclin-dependent kinase 5, regulatory -1.41 -1.72 -0.31 NS

subunit 1 (p35)
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CCNB2 Cyclin B2 -1.66 -2.07 -0.41 NS
BRCA2 Breast cancer 2, early onset -1.42 -1.89 -0.47 NS
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 -1.15 -1.62 -0.47 NS
BAX BCL2-associated X protein -1.58 -2.30 -0.72 NS
BIRCS Baculoviral IAP repeat-containing 5 2.45 1.19 -1.26 NS
(survivin)
SERTAD1 SERTA domain containing 1 4.19 2.77 -1.42 NS
CDC2 Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M 3.43 2.00 -1.43 NS
CCNA1 Cyclin Al 2.89 1.06 -1.83 NS
ANAPC2 Anaphase promoting complex subunit 2 1.23 -1.09 -2.32 Down
regiile
PCNA Proliferating cell nuclear antigen 1.24 -1.08 -2.32 Down
regiile
CCNG1 Cyclin G1 1.04 -2.03 -3.07 Down
regiile
MAD2L1 MAD?2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) 1.55 -1.77 -3.32 Down
regiile
CDKN2A-3 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 1.68 -1.67 -3.35 Down
(melanoma, p16, inhibits CDK4) regiile
CCNT1 Cyclin T1 2.45 -1.15 -3.60 Down
regiile
DIRAS3 DIRAS family, GTP-binding RAS-like 3 1.33 -2.29 -3.62 Down
regiile
GADD45A-6  Growth arrest and DNA-damage-inducible, 1.95 -1.69 -3.63 Down
alpha regiile
CCNA2 Cyclin A2 2.02 -1.66 -3.68 Down
regiile
CDK7 Cyclin-dependent  kinase 7 (MOI15 2.69 -1.13 -3.83 Down
homolog, Xenopus laevis, cdk-activating regiile
kinase)
CCND2 Cyclin D2 2.09 -1.77 -3.86 Down
regiile
SUMO2 SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 1.43 -2.67 -4.10 Down
(S. cerevisiae) regiile
UBE1 Ubiquitin-activating enzyme E1 (A1S9T 2.99 -1.12 -4.11 Down
and BN75  temperature  sensitivity regiile
complementing)
HUS1 HUSI checkpoint homolog (S. pombe) 2.25 -1.92 -4.17 Down
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regiile

CDK5RAP1  CDKS regulatory subunit associated protein  2.37 -1.96 -4.33 Down
1 regiile

BCCIP BRCA2 and CDKNI1A interacting protein 1.73 -2.74 -4.47 Down
regiile

CDC34 Cell division cycle 34 homolog (S. -1.59 -6.42 -4.83 Down
cerevisiae) regiile

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, 3.85 -1.21 -5.06 Down
Cipl) regiile

CCNE1 Cyclin E1 1.97 -3.15 -5.11 Down
regiile

BRCA1 Breast cancer 1, early onset 6.38 1.01 -5.37 Down
regiile

MCM3 MCM3  minichromosome maintenance 1.49 -3.94 -5.43 Down
deficient 3 (S. cerevisiae) regiile

HERCS5S Hect domain and RLD 5 3.97 -1.50 -5.47 Down
regiile

CCNH Cyclin H 3.18 -2.33 -5.51 Down
regiile

CDK4 Cyclin-dependent kinase 4 3.94 -1.57 -5.51 Down
regiile

MCM4 MCM4  minichromosome  maintenance 2.63 -3.01 -5.64 Down
deficient 4 (S. cerevisiae) regiile

CDKN2B Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, 1.75 -4.10 -5.85 Down
inhibits CDK4) regiile

MCM67 Antigen identified by monoclonal antibody 3.73 -2.36 -6.09 Down
Ki-67 regiile

CCNF Cyclin F 4.37 -2.31 -6.68 Down
regiile

MCM2 MCM2  minichromosome maintenance 5.79 -1.22 -7.01 Down
deficient 2, mitotin (S. cerevisiae) regiile

CCNE2 Cyclin E2 2.69 -4.39 -7.08 Down
regiile

CDK8 Cyclin-dependent kinase 8 3.58 -3.55 -7.13 Down
regiile

TFDP2 Transcription factor Dp-2 (E2F -1.95 -9.13 -7.17 Down
dimerization partner 2) regiile

CUL1 Cullin 1 2.35 -4.96 -7.30 Down
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regiile
CHEK1 CHKI1 checkpoint homolog (S. pombe) -3.83 -11.34  -7.51 Down
regiile
CCNC Cyclin C 3.69 -4.75 -8.44 Down
regiile
CUL3 Cullin 3 2.37 -8.04 -10.40 Down
regiile
CCND1 Cyclin D1 1.67 -8.73 -10.41 Down
regiile
E2F4 E2F transcription factor 4, pl07/p130- 9.50 -1.87 -11.37 Down
binding regiile
CDKN2C Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, 3.34 -9.96 -13.30 Down
inhibits CDK4) regiile
ANAPC4 Anaphase promoting complex subunit 4 8.48 -6.03 -14.51 Down
regiile
SKP2 S-phase kinase-associated protein 2 (p45) 4.00 -12.41  -16.41 Down
regiile
DNM2 Dynamin 2 3.21 -14.79  -18.00 Down
regiile
CDKS5 Cyclin-dependent kinase 5 17.39 -2.05 -19.43 Down
regiile
CHEK2 CHK2 checkpoint homolog (S. pombe) 6.98 -15.76  -22.74 Down
regiile
CDKN1B-2 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, 39.31 -1.11 -40.42 Down
Kipl1) regiile
CDKN3 Cyclin-dependent ~ kinase inhibitor 3 42.81 -3.30 -46.12 Down
(CDK2-  associated dual specificity regiile

phosphatase)
ABL1 V-abl Abelson murine leukemia viral 46.10 -1.22 -47.32 Down
oncogene homolog 1 regiile
RADS1 RADS1 homolog (RecA homolog, E. coli) 72.34 7.65 -64.69 Down
(S. cerevisiae) regiile
MAD2L2 MAD?2 mitotic arrest deficient-like 2 (yeast) 63.26 -1.62 -64.89 Down
regiile
MRE11A MRE11 meiotic recombination 11 homolog 75.41 -1.13 -76.54 Down
A (S. cerevisiae) regiile
CDK6 Cyclin-dependent kinase 6 166.57 1.41 -165.16  Down

regiile
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MCMS MCMS5  minichromosome  maintenance 225.97 -2.42 -22839  Down
deficient 5, cell division cycle 46 (S. regiile
cerevisiae)

CCNB1 Cyclin Bl 242.19 2.31 -239.88  Down

regiile

CDKN2D Cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (p19, 485.50 -2.28 -487.78  Down
inhibits CDK4) regiile

iki kat iizeri kat degisimleri (FC) anlamli kabul edilmistir.

4.3.2. MDA-MB-231 hiicre hatt1

Tablo 4-17: MDA-MB-231 Apoptoz paneli ekspresyon degisimleri

Gen ad1 0.saat FC 48.saat FC 48-0 Farki  Eksp.
Durumu
CD40LG CDA40 ligand (TNF superfamily, -1.98 175973.66 175975.64  Up
member 5) regiile
TNFRSF9 Tumor necrosis factor receptor -6.99 1395.60 1402.59 Up
superfamily, member 9 regiile
BFAR Bifunctional apoptosis regulator ~ -308.69 1.41 310.10 Up
regiile
CASP3 Caspase 3, apoptosis-related -230.19 -6.19 224.00 Up
cysteine protease regiile
TRAF3 TNF receptor-associated factor 3 -7.01 109.14 116.15 Up
regiile
CARD4 Caspase recruitment domain -91.14 5.46 96.60 Up
family, member 4 regiile
TNFSF4 Tumor necrosis factor (ligand) -5.28 81.01 86.29 Up
superfamily, member 4 regiile
TNF Tumor necrosis factor (TNF -68.28 9.34 77.62 Up
superfamily, member 2) regiile
FASLG Fas ligand (TNF superfamily, -12.79 62.83 75.62 Up
member 6) regiile
TNFSF11 Tumor necrosis factor (ligand) -48.73 17.25 65.98 Up
superfamily, member 11 regiile
TNFSF7 Tumor necrosis factor (ligand) -9.38 50.27 59.65 Up
superfamily, member 7 regiile
TRAF2 TNF receptor-associated factor 2 -44.84 6.01 50.85 Up
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regiile

HRK Harakiri, BCL2 interacting -31.93 15.63 47.56 Up
protein regiile

CASP10 Caspase 10, apoptosis-related -4.36 42.71 47.08 Up
cysteine protease regiile

TRAF4 TNF receptor-associated factor 4  -50.45 -7.92 42.53 Up
regiile

DAPK?2 Death-associated protein kinase -36.42 4.64 41.06 Up
2 regiile

TNFRSF8 Tumor necrosis factor receptor -15.93 15.35 31.27 Up
superfamily, member 8 regiile

TNFSF13B Tumor necrosis factor (ligand) -23.43 7.19 30.61 Up
superfamily, member 13b regiile

TRAF1 TNF receptor-associated factor I -9.40 18.59 28.00 Up
regiile

TNFSF9 Tumor necrosis factor (ligand) -11.43 15.96 27.40 Up
superfamily, member 9 regiile

BIRC2 Baculoviral IAP repeat- -29.24 -2.20 27.04 Up
containing 2 regiile

BIK BCL2-interacting killer -7.03 19.79 26.82 Up
(apoptosis-inducing) regiile

TNFRSF17 Tumor necrosis factor receptor -19.47 5.38 24.85 Up
superfamily, member 17 regiile

TP73L Tumor protein p73-like -22.21 1.48 23.69 Up
regiile

BAK1 BCL2-antagonist/killer 1 -7.40 14.62 22.02 Up
regiile

TNFRSF1A Tumor necrosis factor receptor -4.89 16.80 21.69 Up
superfamily, member 1A regiile

BCL10 B-cell CLL/lymphoma 10 -19.07 2.13 21.20 Up
regiile

BCL2A1 BCL2-related protein Al -6.68 14.32 21.00 Up
regiile

BCL2L1 BCL2-like 1 -16.49 4.08 20.57 Up
regiile

BAG3 BCL2-associated athanogene 3 -18.13 2.09 20.22 Up
regiile

CD40 CD40 antigen (TNF receptor -18.68 1.05 19.73 Up
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superfamily member 5) regiile

BRE Brain and reproductive organ- -16.19 3.32 19.51 Up
expressed regiile

BCL2L11 BCL2-like 11 (apoptosis  -15.60 3.26 18.86 Up
facilitator) regiile

RPA3 Replication protein A3, 14kDa -8.75 9.58 18.33 Up
regiile

APAF1 Apoptotic protease activating -6.63 11.58 18.21 Up
factor regiile

BAG1 BCL2-associated athanogene -15.56 241 17.97 Up
regiile

TNFSF13 Tumor necrosis factor (ligand) -2.96 14.66 17.62 Up
superfamily, member 12 regiile

TNFSF8 Tumor necrosis factor (ligand) -11.08 6.31 17.39 Up
superfamily, member 8 regiile

DFFB DNA  fragmentation factor, -8.90 7.84 16.73 Up
40kDa, beta polypeptide regiile

BIRC3 Baculoviral IAP repeat- -10.88 5.83 16.71 Up
containing 3 regiile

BOK BCL2-related ovarian killer -5.17 10.56 15.73 Up
regiile

BIRC1 Baculoviral IAP repeat- -11.47 4.21 15.68 Up
containing 1 regiile

RIPK2 Receptor-interacting serine- -11.42 4.02 15.44 Up
threonine kinase 2 regiile

BAX BCL2-associated X protein -8.35 6.77 15.12 Up
regiile

TNFSF15 Tumor necrosis factor (ligand) -3.96 9.92 13.88 Up
superfamily, member 15 regiile

CIDEB Cell death-inducing DFFA-like -11.13 2.39 13.53 Up
effector b regiile

TNFRSF10C  Tumor necrosis factor receptor -16.04 -2.58 13.46 Up
superfamily, member 10c regiile

CASP8AP2 CASP8 associated protein 2 -8.04 5.25 13.29 Up
regiile

LTBR Lymphotoxin  beta  receptor -15.14 -2.57 12.56 Up
(TNFR superfamily, member 3) regiile

CASP7 Caspase 7, apoptosis-related -10.67 1.82 12.48 Up
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cysteine protease regiile

BIRC6 Baculoviral IAP repeat- -10.74 1.37 12.11 Up
containing 6 (apollon) regiile

BCL2L2 BCL2-like 2 -5.04 6.41 11.45 Up
regiile

BIRC4 Baculoviral IAP repeat- -8.11 2.87 10.98 Up
containing 4 regiile

MCL1 Myeloid cell leukemia sequence -9.51 1.42 10.93 Up
1 (BCL2-related) regiile

FAS Fas (TNF receptor superfamily, -9.71 1.17 10.89 Up
member 6) regiile

CASP1 Caspase 1, apoptosis-related -5.13 5.46 10.59 Up
cysteine protease regiile

CRADD CASP2 and RIPK1 domain -6.30 4.01 10.31 Up
containing adaptor regiile

CASP4 Caspase 4, apoptosis-related -4.22 6.05 10.27 Up
cysteine peptidase regiile

CASP2 Caspase 2, apoptosis-related -4.56 5.44 10.00 Up
cysteine protease regiile

TNFRSF11B  Tumor necrosis factor receptor -7.45 2.26 9.71 Up
superfamily, member 11b regiile

TRAF6 TNF receptor-associated factor 6  -4.13 5.54 9.67 Up
regiile

BIRCS Baculoviral IAP repeat- -7.08 2.54 9.62 Up
containing 5 (survivin) regiile

CHEK2 CHK2 checkpoint homolog (S. -6.98 2.14 9.12 Up
pombe) regiile

CIDEA Cell death-inducing DFFA-like -7.87 1.19 9.07 Up
effector a regiile

MYDS88 Myeloid differentiation primary -5.94 2.94 8.88 Up
response gene (88) regiile

TANK TRAF family member- -7.59 1.05 8.64 Up
associated NFKB activator regiile

TNFRSF10B  Tumor necrosis factor receptor -3.94 4.17 8.11 Up
superfamily, member 10b regiile

TNFRSF10A  Tumor necrosis factor receptor -46.31 -38.50 7.82 Up
superfamily, member 10a regiile

TNFSF18 Tumor necrosis factor (ligand) -4.21 2.71 6.92 Up
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superfamily, member 18 regiile
TNFRSF10D  Tumor necrosis factor receptor -4.20 2.29 6.49 Up
superfamily, member 10d regiile
FADD Fas (TNFRSF6)-associated via -8.11 -1.87 6.24 Up
death domain regiile
CHEK1 CHKI1 checkpoint homolog (S. -4.22 1.72 5.94 Up
pombe) regiile
ATM Ataxia telangiectasia mutated -1.82 2.80 4.63 Up
regiile
DAPK1 Death-associated protein kinase -2.22 1.90 4.12 Up
1 regiile
CASP5S Caspase 5, apoptosis-related -7.85 -4.37 3.49 Up
cysteine protease regiile
TNFSF10 Tumor necrosis factor (ligand) -4.25 -1.39 2.85 Up
superfamily, member 10 regiile
DFFA DNA  fragmentation factor, -1.74 1.08 2.82 Up
45kDa, alpha polypeptide regiile
GADD45A Growth arrest and DNA- 1.19 2.65 1.46 NS
damage-inducible, alpha
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 4.48 3.36 -1.12 NS
TRIP TRAF interacting protein 3.15 1.61 -1.54 NS
BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa 3.10 1.14 -1.96 NS
interacting protein 3
TNFRSF21 Tumor necrosis factor receptor 3.85 1.32 -2.53 Down
superfamily, member 21 regiile
BAG4 BCL2-associated athanogene 4 5.00 1.77 -3.23 Down
regiile
CASP8 Caspase 8, apoptosis-related -2.41 -7.50 -5.09 Down
cysteine protease regiile
CASP6 Caspase 6, apoptosis-related -1.50 -6.63 -5.13 Down
cysteine protease regiile
TP53 Tumor protein p53 (Li-Fraumeni -10.89 -23.26 -12.37 Down
syndrome) regiile
CFLAR CASPS8 and FADD-like 11.29 -2.22 -13.51 Down
apoptosis regulator regiile
TRAFS TNF receptor-associated factor 5 1.78 -10417.10 -10418.89 Down
regiile

iki kat iizeri kat degisimleri (FC) anlamli kabul edilmistir.
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RAD1 RAD1 homolog (S. pombe) -6.12 14.19 2031 Up
regiile

CDKN2B Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (pl5, -11.16  6.10 17.26 Up
inhibits CDK4) regiile

CCNAl Cyclin Al -3.26 1285 16.11 Up
regiile

CDK5R1 Cyclin-dependent kinase 5, regulatory subunit 1 -3.83 12.21 16.04 Up
(p35) regiile

E2F4 E2F transcription factor 4, p107/p130-binding -1.75 1425 16.00 Up
regiile

HUSI1 HUSI checkpoint homolog (S. pombe) -2.43 10.39  12.82 Up
regiile

CDK5RAP1  CDKS regulatory subunit associated protein 1 -1535 321 12.14 Up
regiile

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 -1.80 9.23 11.03 Up
regiile

DIRAS3 DIRAS family, GTP-binding RAS-like 3 -1.86 8.73 10.60 Up
regiile

BCCIP BRCA2 and CDKNIA interacting protein -3.93 5.76 9.69  Up
regiile

RPA3 Replication protein A3, 14kDa -2.46 4.56 7.03  Up
regiile

CUL2 Cullin 2 -9.96 -3.10  6.86  Up
regiile

MCM67 Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67  -3.31 3.39 6.70  Up
regiile

GTF2H1 General transcription factor I1IH, polypeptide 1, -1.23 5.30 6.53 Up
62kDa regiile

GTSE1 G-2 and S-phase expressed 1 -4.78 1.67 645 Up
regiile

ANAPC4 Anaphase promoting complex subunit 4 -3.39 2.70 6.09 Up
regiile

CCND2 Cyclin D2 -3.90 2.05 595  Up
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regiile
CDKN2D Cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (pl19, -1.79 4.10 5.89  Up
inhibits CDK4) regiile
MNATI1 Menage a trois homolog 1, cyclin H assembly -1.27 4.17 543  Up
factor (Xenopus laevis) regiile
BAX BCL2-associated X protein -2.56 2.86 542  Up
regiile
CDC20 Cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae) -3.35 1.95 530 Up
regiile
BIRCS Baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin) -6.60 -1.39 522  Up
regiile
DDX11 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box -4.00 1.08 5.08 Up
polypeptide 11 (CHLI1-like helicase homolog, S. regiile
cerevisiae)
KNTC1 Kinetochore associated 1 -2.41 2.38 479  Up
regiile
MCM4 MCM4 minichromosome maintenance deficient 4 -2.82 1.94 476  Up
(S. cerevisiae) regiile
CCNF Cyclin F -2.13 2.44 457 Up
regiile
RAD17 RAD17 homolog (S. pombe) -3.22 1.32 454 Up
regiile
CCNE2 Cyclin E2 -1.94 2.56 450 Up
regiile
CDKN2C Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (pl8, -2.80 1.21 4.01 Up
inhibits CDK4) regiile
CDC34 Cell division cycle 34 homolog (S. cerevisiae) -1.59 2.32 392  Up
regiile
TFDP2 Transcription factor Dp-2 (E2F dimerization -4.87 -1.16 371 Up
partner 2) regiile
HERC5 Hect domain and RLD 5 3.65 7.35 3.71 Up
regiile
MAD2L1 MAD?2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) -2.23 1.14 336 Up
regiile
RBL1 Retinoblastoma-like 1 (p107) -6.65 -3.43 322 Up
regiile
RB1 Retinoblastoma 1 (including osteosarcoma) -4.35 -1.16 3.18  Up

regiile
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CDKN1B-2 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kipl) -4.20 -1.08 3.12 Up
regiile
ABL1 V-abl Abelson murine leukemia viral oncogene -4.30 -1.18 312 Up
homolog 1 regiile
BRCA1 Breast cancer 1, early onset 1.89 4.85 296 Up
regiile
CCNB2 Cyclin B2 -4.50 -1.76 - 274 Up
regiile
SUMO2 SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 (S. -4.24 -1.58 2.65 Up
cerevisiae) regiile
CUL1 Cullin 1 -1.11 1.54 265 Up
regiile
CHEK2 CHK2 checkpoint homolog (S. pombe) -3.58 -1.15 243 Up
regiile
MCMS5 MCMS5 minichromosome maintenance deficient -4.14 -1.75 239  Up
5, cell division cycle 46 (S. cerevisiae) regiile
CCNE1 Cyclin E1 1.90 3.62 1.72 NS
ATR Ataxia telangiectasia and Rad3 related -3.42 -1.90 1.52 NS
CDK4 Cyclin-dependent kinase 4 -2.37 -1.10 1.27 NS
RADS1 RADS51 homolog (RecA homolog, E. coli) (S. 1.60 2.84 1.24 NS
cerevisiae)
DNM2 Dynamin 2 -2.72 -1.63 1.09 NS
SERTAD1 SERTA domain containing 1 -2.15 -1.07 1.08 NS
BRCA2 Breast cancer 2, early onset -2.58 -1.58 1.00 NS
CHEK1 CHKI1 checkpoint homolog (S. pombe) -2.18 -1.32 0.86 NS
GADD45A-6  Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha  -2.29 -1.48 0.81 NS
MRE11A MREI11 meiotic recombination 11 homolog A -2.85 -2.10 0.75 NS
(S. cerevisiae)
CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl) -2.21 -1.47 0.74 NS
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 -2.00 -1.32 0.68 NS
CCNB1 Cyclin B1 1.10 1.58 047 NS
CDKN3 Cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDK2- -2.73 -2.31 0.42 NS
associated dual specificity phosphatase)
MCM3 MCM3 minichromosome maintenance deficient 3 -1.37 -1.00 036 NS
(S. cerevisiae)
CDK8 Cyclin-dependent kinase 8 -2.16 -2.00 0.16 NS
RBL2 Retinoblastoma-like 2 (p130) -1.25 -1.13 0.12 NS
CDK6 Cyclin-dependent kinase 6 -1.89 -1.81 0.08 NS
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CCNT1 Cyclin T1 2.89 293 0.05 NS
CDK7 Cyclin-dependent kinase 7 (MOI15 homolog, -1.88 -1.95 -0.07 NS
Xenopus laevis, cdk-activating kinase)
SUMO1 SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 (S. -1.05 -1.12 -0.07 NS
cerevisiae)
CUL3 Cullin 3 -1.30 -1.44  -0.15 NS
CCNC Cyclin C -2.31 -2.54  -0.24 NS
CCNG1 Cyclin G1 -1.36 -1.60  -0.24 NS
CDC16 Cell division cycle 16 homolog (S. cerevisiae) -1.36 -1.83 -0.48 NS
CCND1 Cyclin D1 -1.61 -2.13 -0.52 NS
RBBPS Retinoblastoma binding protein 8 -1.84 -2.57 -0.73 NS
MCM2 MCM2 minichromosome maintenance deficient -1.29 -2.06  -0.77 NS
2, mitotin (S. cerevisiae)
CKS2 CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 1.15 -1.21 -2.37  Down
Regiile
NBN Nibrin -2.23 -4.63 -2.40 Down
Regiile
CKS1B CDC28 protein kinase regulatory subunit 1B 1.17 -1.41 -2.58 Down
Regiile
CCNA2 Cyclin A2 1.46 -1.24 -2.71  Down
Regiile
CDKS5 Cyclin-dependent kinase 5 -2.85 -5.60  -2.76  Down
Regiile
PCNA Proliferating cell nuclear antigen 1.75 -1.58 -3.33  Down
Regiile
KPNA2 Karyopherin alpha 2 (RAG cohort 1, importin 2.28 -1.48 -3.76  Down
alpha 1) Regiile
UBE1 Ubiquitin-activating enzyme El1 (A1S9T and -2.91 -6.79 -3.88  Down
BN75 temperature sensitivity complementing) Regiile
MAD2L2 MAD?2 mitotic arrest deficient-like 2 (yeast) 6.60 2.02 -4.58 Down
Regiile
SKP2 S-phase kinase-associated protein 2 (p45) 1.45 -3.71 -5.16 Down
Regiile
CCNG2 Cyclin G2 1.68 -5.05 -6.73  Down
Regiile
CCNH Cyclin H 2.18 -7.01 -9.20 Down
Regiile
CDC2 Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M 7.98 -2.67 - Down
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10.65 Regiile

CDKN2A-3 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A  20.53 -7.52 - Down
(melanoma, p16, inhibits CDK4) 28.05 Regiile

ANAPC2 Anaphase promoting complex subunit 2 61.11 2.08 - Down
59.03 Regiile

iki kat iizeri kat degisimleri (FC) anlamli kabul edilmistir.
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5. TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipi olmakla beraber insidansinin
ve mortalite oranlarinin Oniimiizdeki yillarda daha da artmasi beklenmektedir
(Anastasiadi ve ark., 2017). Kanser arastirmalar1 giiniimiizde oldukga yol kat etmis
olmasina ragmen meme kanseri tedavisi 6zellikle 45 yasindan geng kadinlarda daha sik
goriilen agresif tiplerde yetersiz kalmaktadir. Caligmalar endokrin reseptorleriny, HER2
ve proliferasyon belirteclerinin gen¢ kadinlarda daha farkli oldugunu da gostermistir
(Kim ve ark., 2011). Tanmin ileri evrelerde konulmasi, daha agresif patolojik
karakterler, daha yiiksek triple negatif ve HER2 pozitif tiimorler ile niiks oranlarinin
daha ileri yaslardaki kadinlardan yiliksek olmasi gen¢ kadinlarda goriilen meme
kanserinin agresif dogasini ortaya koymaktadir (Anders ve ark., 2008).

Heterojen bir hastalik olan meme kanserinin tedavisinde dogru tedavi
yaklasimin1 belirleyebilmek ve en 1iyi sonuglart elde edebilmek i¢in tiimor
simiflandirmasinin  dogru yapilmasi hayati 6nem tasimaktadir. Klinik uygulamada
timorler tek bir tipi barindiran bir kitle olarak ele alinsa da tiimor heterojenitesi ve
kanser kok hiicreleri iizerine yapilan ¢aligmalar intra-tiimoral gesitliligin varligini, yani
tek bir tiimor igerisinde birden fazla alt tipin bulunabilecegini gostermistir (Curtis ve
ark., 2012; Marusyk ve ark., 2012; The Cancer Genome Atlas Network, 2012).
Gilinlimiizde histolojik degerlendirme ile siniflandirma yapilmasina ragmen genotipleme
caligmalar1 bilinen meme kanseri 4 ana alt tipini en az 10 alt tipe ¢ikarmistir (Curtis ve
ark., 2012). Bunlara ek olarak belirli alt tiplerin timor mikrogevresine ve uygulanan
sinyal molekiillerine bagli olarak farkli alt tiplerin gen ekspresyon paternlerini
sergileyebildikleri gdsterilmistir (Sflomos ve ark., 2016; Roarty, ve ark., 2017).
Dolayis1 ile primer timdér ve metastaz yapmis hiicrenin alt tipinin mikrogevrenin
farklilagmasindan dolay1 degisebildigi goriilmiistiir (Yates ve ark., 2015). Ayrica
dolasan kanser hiicreleri lizerinde yapilan ¢aligmalarda hem HER2+ hem de HER2-
tipler belirlenmis ve birbirlerine doniisebildikleri gdzlemlenmistir (Jordan ve ark.,
2016). Sonug olarak tek tipe yonelik tedavi yaklasimlar1 6zellikle tedavi direncinin ve
rekiiransin siklikla goriildiigii agresif tip meme kanserlerinde yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenle hedefe yonelik tedavilerde faydalanilan reseptorlerden bagimsiz olarak ve/veya
onlara ek olarak farkl: hiicresel yolaklardan hiicreleri etkileyerek birgok alt tipte etkinlik

gosterebilecek tedavi yaklasimlarina/ kemoterapétik ajanlara ihtiyag vardir.
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Bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda yer alan flavonoidler bitkilerin dig
etken ve zararlilara karsit kendini savunmasi ve bir¢ok metabolizmada etki gostermesi
ile bilinen fenolik bilesiklerdir. Farmakolojik 6zelliklerinin basinda gelen antioksidan
etkilerinin yam1 sira anti-kanser, anti-mikrobiyal, anti-viral, anti-inflamatuvar,
kardiyoprotektif ve hepatoprotektif etkileri bulunmaktadir (Gontijo ve ark., 2016;
Kumar ve Pandey, 2013). Antikanser etkilerinin yaninda yan etkilerinin bulunmamasi
ile bu bitkisel metabolitler son yillarda kanser aragtirmalarinda kendilerine genis yer
bulmustur .

Bitki fenoliklerinin kanser hiicrelerinin 6liimiinii indiiklemesi iizerine yapilan
caligmalar (1) PI3K ve Akt gibi onkojenik sag kalim kinazlari, (2) Erk1/2, D-siklinler ve
CDK’larin, (3) NFkB, NRF2 ve STATlar gibi transkripsiyon faktorleri, (4) HDACI ve
HDAC2 gibi histon asetilazlar ve (5) VEGF, FGFR1 ve MIC-1 gibi anjiyogenik
faktorlerin down regiilasyonunu sagladigini gostermistir. Ayrica fenolik bilesikler p53,
PTEN, p21 ve p27 gibi timor baskilayici proteinlerin ekspresyonunu arttirmistir. Bitki
fenolik bilesiklerinin ve fenolik bilesiklerce zengin bitki ekstraktlarinin ROS
modiilasyonu iizerinden hiicre proliferasyonu, sag kalimi ve apoptozu regiile ettigi
gosterilmigtir. Bunlara ek olarak barsak mikrobiyotasinda transforme olarak biyolojik
aktivitelerini  zenginlestiren daha fazla Ozellik kazandiklar1 belirtilmektedir
(Anantharaju ve ark, 2016). In vitro c¢aligmalar, pre-klinik ve epidomiyolojik
caligmalar bitki fenolik asitlerinin kanser gelisimini yavaglatici etkileri oldugunu
gostermistir (Preethi ve ark., 2016).

Fenolik bilesiklerin normal hiicrelerin onkogenik transformasyonu, timor
biliylimesi ve gelismesi, anjiyogenez ve metastaz gibi anahtar mekanizmalarda rol
oynayan genleri etkileyerek g¢esitli mekanizmalar {izerinden kanser olusumu ve
progresyonunu inhibe ettigi gdsterilmistir (Choi ve ark., 2016; Marunaka ve ark., 2017).
Fenolik maddeler, kanser hiicrelerini dldiiriicti etkilerini PI3K ve Akt gibi onkogenik
sagkalimda rol oynayan kinazlar, siklin ve siklin bagimli kinazlar gibi hiicre
proliferasyonu regiilatorleri, NF-kp ve STAT’lar gibi transkripsiyon faktorleri, histon
deasetilazlar ve VEGF gibi anjiyogenik faktorler gibi ¢esitli biyomolekiillerinin down
regiilasyonlarin1 saglayarak kanser hiicrelerinin 6liimiinii indiiklemektedir. Yapilan
caligmalar meme kanserinde curcuminin Cdk inhibitorii, p21/WAF/CIPI ve p53 up
regiilasyonu ile GO/G1 ve/veya G2/M fazlarinda hiicre dongiisii tutulumu indiikledigi
ve NFkB, AP-1, TNFa, IL, STAT-3, ve PPAR-y transkripsiyon faktorlerini inhibe ettigi



74

gosterilmistir (Kumar ve ark., 2015). Benzer sekilde resveratrol de Ayrica, timor
baskilayici genler p21Cipl/WAF1, p53, pro-apoptotik protein Bax ve apoptotik Kaspaz
sinyallerinin up regiilasyonu ile Bcl-2, Bcl-XL ve survivin anti-apoptotik proteinlerinin
down regiilasyonu ile apopotozu indiikledigi, ayrica siklin E ve siklin D1 regiilator
proteinleri {izerinden hiicre dongiisii tutulumuna neden oldugu gorilmistiir
(Hayashibara ve ark., 2002; Aggarwal ve ark., 2004; Harikumar ve ark., 2010). Bireysel
etkilerinin yani sira bir arada sinerjetik etki gostererek bireysel etkilerinden daha giiclii
etki gosterebilirler (Jiang ve ark., 2013).

In vitro ve in vivo galismalar quercetinin epigallokatesin-3-gallat (EGCG) ile
birlikte uygulandiginda NFkB ve Akt sinyal yolaklarinin aktive edilmesi ile apoptoz ve
anjiyogenezi indiikledigini gostermistir (Kuno ve ark., 2012). Malign melanoma hiicre
hatlarinda quercetin ve kaemferol uygulamasinin kaspaz-3, BAX ve p53’iin up
regililasyonu ve Bcl-2’nin down regiilasyonunu indiikleyerek pro-apoptotik aktivitesine
gosterdiklerini ortaya koymustur (Gopal ve ark., 2015). Quercetinin BCL-2 ve BCL-XL
proteinlerinin BH3 domainlerine baglanarak inhibisyonlarin1 sagladigi ve apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (Primikyri ve ark., 2014). Ayrica quercetinin BCL-2 ailesine
ait Mcl-1 antiapoptotik proteinin mRNA stabilitesini etkileyerek protein
degredasyonunu sagladig1 belirtilmistir (Spagnuolo ve ark., 2012). Ayrica bir¢ok farkli
sinyal yolag1 {lizerinden etki gosteren diger flavonoidler arasinda Apigenin (Meng ve
ark., 2017; Erdogana ve ark., 2017) ve Luteolin (Meng ve ark., 2016; Lee ve ark.,
2015) da yer almaktadir.

Quercetin ve kaemferol (Gopal ve ark., 2015), apigenin (Zhu ve ark., 2013),
lutheolin (Park ve ark., 2014) ve myricetin (Sun ve ark., 2012) flavonoidlerinin
kaspazlar1 hedef aldigi ve yeni gelistirilecek kemoterapdtiklere aday olduklar
belirtilmistir. En ¢ok calisilan flavonoidlerden olan apigenin meme, kolon, cilt, tiroid,
l6semi ve prostat dahil olmak {izere bir¢ok insan kanser hiicre hattinda hiicre
biiylimesinin inhibisyonunu indiikledigi gosterilmistir (Zhu ve ark., 2013).

MCF-7 hiicre hatlarinda Lutheolin antiproliferatif aktivitesi incelenmistir. Bu
flavonoid DRS gibi o6liim reseptorlerinin ekspresyonunu ve kaspaz kaskadi
aktivasyonunu arttirarak etki gdstermistir. Park ve arkadaslar1 lutheolinin ayrica BAX
lizerinden membran potansiyelinin yikimi ve sitokrom c¢ salimimmi ve BCL-2

inhibisyonunu indiikledigini géstermislerdir (Park ve ark., 2014).



75

Bir¢ok farkli yolak {izerinden etki edebilmeleri ve yan etki gdstermemeleri
nedeniyle bu ¢alismada farkli meme kanseri hiicre hatlarinda etki gosterebilecek gesitli
polifenollerin bireysel etkileri incelenmis, etkili goriilen polifenoller ile bir karisim
olusturularak SK-BR-3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda apoptoz ve hiicre dongiisii
yolaklar1 {izerinde indiikledikleri ekspresyonel degisimler incelenmistir. Bu ¢aligmada
daha once ER/PR+ meme kanserini temsil eden MCF-7 hiicre hatti iizerinde etkinligini
gosterdigimiz flavonoid kokteylimizin agresif tipler iizerinde de etki gosterecek sekilde
genigletilmesi amaglanmistir (BAP no. 28301).

Calismamizda kullanilan SK-BR-3 hiicre hatt1 p53 geninde kanser olusumuna
zemin hazirlayan bir homozigot p53 mutasyonu (TP53 p.Argl75His (c.524G>A)) ve
homozigot CDH1 delesyonu bulunan bir ER/PR-, HER2+ meme adenokarsinomundan
kaynaklanmistir (https://web.expasy.org/cellosaurus/CVCL_4V52). Diger hiicre hatt1
ise MDA-MB-231 heterozigot BRAF p.Gly464Val (c.1391G>T) , homozigot CDKN2A
(siklin bagimli kinaz 2A) delesyonu, heterozigot KRAS p.Glyl3Asp (c.38G>A),
homozigot TP53 p.Arg280Lys (c.839G>A) mutasyonu ve promoter bolgesinde TERT
c.228C>T (-124C>T) mutasyonu tasiyan bir triple negatif meme adenokarsinomundan

kaynaklanmistir (https://web.expasy.org/cellosaurus/CVCL_0062).

Cesitli polifenolik maddelerin bireysel ve kombine etkilerinin degerlendirildigi
calisgmamizda bireysel etkileri gézlemlenen bilesiklerden bir karisim hazirlanmis ve
polifenol kokteyli (PK) olarak tanimlanmistir. Bu polifenol kokteylimizin agresif tip
meme kanserlerini temsil eden SK-BR-3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda etkinligi
incelenmistir. WST1 analizi sonuglarina bakildiginda karisim SKBR-3 hiicre hattinda
daha yiiksek etki olmakla birlikte her iki agresif tip meme kanseri hiicre hattinda da
etkili bulunmustur. Devaminda gerceklestirilen apoptoz analizlerinde de bu etki
dogrulanmistir. SKBR-3 hiicre hattinda %20 dozunda dahi hiicre canliliginda ciddi bir
diisiis ve apoptotik etki goriilirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde her iki dozda da
anlamlilik goriilmekle birlikte %35 dozunda daha dramatik bir etki goriilmektedir.
Uygulanan tedavilerde hiicrelerin apoptotik yollara yonlendirilmesi ¢evre dokularin
zarar gormemesi agisindan onem tagimaktadir.

Etkisi gosterilen bu PK karigiminin hiicreleri molekiiler anlamda hangi
noktalardan etkiledigi ise apoptoz ve hiicre dongiisii yolaklarinda gorevli ¢esitli genlerin

ekspresyonel degisimleri arastirilarak degerlendirilmistir. Her iki hiicre hattinda da %20
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dozunun indiikledigi ekspresyonel degisim 0. ve 48. Saatlerde B2M endojen kontrol baz
alinarak degerlendirilmistir. Kullanilan panellerde 8 adet endojen gen yer almistir
(ACTB, B2M, GAPD, GUSB, HPRTI, PGK, PPIA, RPL13A), ancak elde edilen
sonuglara gore tiim hiicre hatt1 ve panellerde en uygun olan B2M secilmistir. GAPDH
yaygin olarak kullanilan bir endojen kontrol olmasina ragmen son yapilan ¢aligmalar
meme kanseri arastirmalarinda GAPDH’in 6nerilmedigi yoniinde olmustur (Lin-Lin ve
ark., 2015). Endojen kontrole gore belirlenen ekspresyonel degisimler ardindan
48.saatin 0.saate gore farki gozetilerek ele alinmigtir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda, hem ekstrinsik hem de entrinsik yolakta
degisimler goriilmektedir. SKBR-3 hattinda ise intrinsik yolak daha baskindir. MDA-
MB-231 hiicre hattinda her biri apoptotik ekstrinsik yolaklar olan hem TNF yolaginin
hem de FAS ve TRAIL yolaklariin aktive oldugu goriilmektedir. Ayrica pro-apoptotik
genler olan BAX, BAK ve APAF-1 {izerinden intrinsik yolaklar aktive olmustur (Sekil
5-1; Sekil 5-2).

Timor nekrosis faktor (TNF), TNF siiperailesine ait ¢ogunlukla makrofajlar
tarafindan saliman multifaktoriyel pro-inflamatuvar sitokin kodlayan bir gendir.
TNFRSFIA/TNFR1 ve TNFRSFIB/TNFBR reseptorlerine baglanarak hiicre
proliferasyonu, diferansiyasyonu, apoptoz, lipid metabolizmas1 ve koagiilasyon gibi
bir¢ok hiicresel yolakta etkilidir (van Horssen ve ark., 2006). TNFR-associated death
domain (TRADD) TNFR1’de bulunan 6lim domainine (DD) baglanarak adaptor
proteinler receptor interacting protein (RIP), TNFR associated Factor 2 (TRAF2) ve
Fas- associated death domain (FADD) bir araya getirir (Rath ve Aggarwal, 1999).
TNFR-1 apoptoz sinyali verdiginde FADD pro-kaspaz 8’e baglanarak aktivasyonunu
saglar. Boylece kaspaz kaskadi aktive olarak apoptozu baslatir (Degterev ve ark.,
2003). TNFa TNFR-1 iizerinden apoptotik yolaklarin yaninda sag kalim ve
proliferasyon yolaklarin1 da aktive edebilir. Her iki yolak ayr1 ayr1 tanimlanmis olsa da
sag kalim-apoptoz arasindaki dengenin nasil saglandig1 net degildir. TNFR-1 sag kalim
sinyali verdiginde inhibitor of apoptosis (IAP) iizerinden apoptozu inhibe eden TRAF-2
komplekse dahil olur. TRAF-2 MAPK ve JNK yolaklar1 {iizerinden cFos/cJun
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu saglar (Natoli ve ark., 1997). Hem NFKB
hem de cFos/cJun transkripsiyon faktorleri antiapoptotik, proliferatif, immiinmodiilatér

ve inflamatuvar genleri indiikleyebilmektedir. TNFa ile indiiklenmis apoptozun
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onlenmesinde major etkiyi gosteren NFkB oldugundan, NFkB inhibisyonu kanser
tedavilerinde TNFa etkinliginin arttirilmasinda etkili olabilir (Beg ve Baltimore, 1996).
Ekpresyonel degisimler incelendiginde PK uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda TNF up regiilasyonu ve yolagin apoptoz lehine daha baskin olarak
indiiklendigi goriilmiistiir. SKBR-3 hiicre hattinda ise TNF ekspresyonlarinin down
regiile oldugu goriilmiistiir. Flavonoid maddelerce zengin bitki ekstraktlarinin veya
curcumin gibi maddelerin TNFa ekspresyonlarini diisiirdiigii ve antiinflamatuvar etkileri
gecmis ¢aligmalarda gosterilmistir (Kumar ve ark., 2015).

Kaspazlar apoptoz ve inflamasyon gibi hiicre regiilator aglarinda kritik
noktalarda rol oyayan bir endoproteaz ailesidir. Inaktif zimojenler olarak bulunan bu
enzimler aktivasyonlar1 ile dimerler ve makromolekiiler kompleksler olustururlar.
Apoptotik kaspazlarin aktivasyonu ile substratlarin aktivasyonu veya inaktivasyonunu
iceren ve hiicresel komponentlerin kontrollii yikimi ile sonuglanan bir sinyal kaskadi
baslatilmis olur. Kaspazlar birbirlerinin de substrati konumundadir (Mcllwain ve ark.,
2013). Kaspaz -2,-8,-9 ve -10 baslatic1 kaspazlar, kaspaz -3,-6,-7 ise efektor kaspazlar
olarak adlandirilir. Kaspaz 8/10 FADD tarafindan aktiflestirilerek mitokondriden
sitokrom C salinimini saglayarak efektor kaspazlarin aktive edilmesini saglar. Kaspazlar
ayrica inflammazom aktivasyonu, otofaji ve nekroptoz ve piroptoz gibi non-apoptotik
yolaklarda da etkilidir (Espinosa-Oliva ve ark., 2019). Calismamizda da kullanilan bitki
kaynakli bir stilben bilesigi olan resveratroliin meme kanseri dahil olmak iizere ¢esitli
kanserlerde antikanserojen Ozellikleri ¢esitli calismalarda gosterilmistir. Stilbenlerin
Ostrojen benzeri yapilar1 nedeniyle Ostrojen reseptorlerine baglanabildigi ve
regiilasyonunu saglayabildigi bilinmektedir. Dolayis1 ile ER+ meme kanserlerinde
resveratroliin etkinligi gosterilmistir. Fakat ER reseptorii tasimayan triple negatif meme
kanserlerinde de resveratrol analoglarinin kaspazlar lizerinden apoptozu indiikledigi ve
DNA onarimi yolaklarinda etkili oldugu gosterilmistir (Horgan ve ark., 2019). SKBR-3
ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda kaspaz genlerinin ¢ogunlugunda up regiilasyon
gbzlenmistir. Ayrica her iki hiicre hattinda da kaspaz aktivasyonunu saglayan FADD

ekspresyonlarinda artig goriilmistiir (Sekil 5-1; Sekil 5-2).
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Sekil 5-1: MDA-MB-231 hiicre hattinda PK uygulamasi ile apoptoz yolaginda indiiklenen
ekspresyon degisimleri



SKBR-3

Sekil 5-2: SKBR-3 hiicre hattinda PK uygulamasi ile apoptoz yolaginda indiiklenen
ekspresyon degisimleri
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Timor nekrozis faktor-iligkili apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL) kanser
hiicrelerine  spesifik  hiicre Oliimiinii  indiiklediginden ve normal hiicreleri
etkilemediginden kanser tedavisi i¢in ideal bir ajan olarak ifade edilir (Kong ve ark.,
2019). MDA-MB-231 hiicre hatlarinda TRAIL up regiilasyonu goriiliirken, SKBR-3
hiicre hattinda anlamli bir degisim goriilmemistir (Sekil 5-1; Sekil 5-2)..

BCL-2 geni hiicrelerin apoptotik 6liimiinii inhibe eden integral dis mitokondrial
membran proteinidir. Hiicre 6liimiinii membran permeabilitesini kontrol ederek regiile
eder. Mitokondriden sitokrom c salinimini engelleyerek ve/veya apoptosis activating
factor (APAF-1)’e baglanarak kaspaz aktivitesini inhibe eder. NLRP1- inflamazom
aktivasyonunu  zayiflatarak  kaspazl  aktivasyonunu ve IL-1B  salinimini
diisiirebildiginden inflamasyonu azaltabilir (Bruey ve ark., 2007). BCL-2/BCL-XL
BAD tarafindan inhibe edilmez ise BAX ile etkilesime girerek BAX’1mn mitokondrial
membran permeabilitesini arttirmasini engelleyebilir. BCL-2 SKBR-3 hiicre hattinda
down regiile olmus, MDA-MB-231 hattinda ise anlamli degisim gostermemistir. Her iki
hiicre hattinda da BCL ile interaksiyona giren ve inhibisyonlarini saglayan (Kaya-aksoy
ve ark., 2019) HRK up regile olmustur. MDA-MB-231 de anlamh farklilik
gostermeyen BCL-2, SKBR-3 hattinda down regiile oldugundan bu ekspresyonel artigin
BCL-2 anti-apoptotik geninin inhibisyonunda etkili oldugu sdylenebilir. Her iki hiicre
hattinda da APAF-1, BAX ve BAD up regiilasyonu goriilmistiir. Fitokimyasallarca
zengin besinlerin tikketiminin Bcl2, NF-xB, Bcl-xL, kaspazlar ve p53 regiilasyonu
tizerinden kanserin 6nlenmesinde etkili olabilecegi gosterilmistir (Singh ve ark., 2017).

Her iki hiicre hattinda da TP53 geni ekspresyonlarinda diisiis goriilmiistiir.
Hiicre dongiisli ve apoptoz yolaklarinda kilit rol oynayan bu gen her iki hiicre hattinda
da mutanttir. Bu nedenle alternatif yolaklar iizerinden etkinin goriilmesi beklenen bir
durumdur.

Genel baglamda bakildiginda hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik genlerin
yer aldigi apoptoz panelimizde PK uygulamasinin genlerin ¢ogunlugunda up
regiilasyona neden oldugu goriilmiistiir. Kanser hiicrelerinin en bilinen 6zelliklerinden
biri uygulanan ajanlara bagli olarak sag kalim adina davraniglarimi farkli yolaklara
cevirebilmeleridir. Dolayisi ile hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik genlerin aktive

olmas1 beklenen bir davranigtir. Hiicrenin apoptoza girmesi de pro-apoptotik ve anti-
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apoptotik gen aktivasyonlarinin dengesine baglidir. Her iki hiicre hattinda da apoptotik
genlerin up regiilasyonu antiapoptotik genlere kiyasla daha baskin bulunmustur.

Hiicre boliinmesi sirasinda Gl fazindaki ilk duraksama ve S fazindaki DNA
sentezinin baglamasinin ardindan mitojen bagimli ilerleme siklin bagimli kinazlar
(CDK) tarafindan regiile edilir. CDK aktivitesi ise CDK inhibitorleri tarafindan
kisitlanir. Bu asamada gorevli olan INK4 proteinleri CDK4 ve CDK6 katalitik
altiinitelerini inhibe eder. Bu proteinlerin arasinda yer alan pl16™<* (Serrano ve ark.,
1993), plSINK4b(Hannon ve Beach, 1994), p18™** (Guan ve ark., 1994), and p19INK4d
(Chan ve ark., 1995) CDK4 ve CDK6’ya baglanirken diger CDKlara veya D-tip
siklinlere baglanamazlar. Cip/Kip ailesi liyeleri ise daha genis cergevede etki gostererek
siklin D, E ve A bagimh kinazlara etki gosterirler. Bu grupta yer alan p21<*" (Gu ve
ark., 1993), p27"®! (Toyoshima ve Hunter, 1994), ve p57°" (Lee et al. 1995) yapilar1
geregi hem siklinlere hem de CDK alt linitelerine baglanabilir (Lin et al. 1996).

Mitojenik sinyaller CDK4 ve CDKG6 ile Cip veya Kip proteinlerini indiikler.
Cip/Kip proteinlerinin ayrilmasi inhibitér etkiyi disliriir ve siklin E-CDK2
kompleksinin aktivasyonunu saglar. Siklin D ve E bagimli kinazlar Rb fosforilasyonuna
neden olarak onun E2F ailesi iiyelerine baglanmasini baskilamaktadir. Serbest kalan
E2F boylece S fazina gecis igin gerekli olan genleri aktive etmektedir. Fosforilasyonda
ayrica siklin E ve A’da gorevlidir (Dyson, 1998). SiklinE-CDK2 p27 fosforilasyonunu
saglayarak proteolitik yikimini indiikler. Cip/Kip proteinlerinin yikimi1 ve E2F siklin
indiiksiyonu mitojen bagimsizigint ve gegisin geri doniislimsiizliigiine katki
saglamaktadir. Siklin A ve B bagimli CDKlar hiicre dongiisiiniin ileri safhalarinda
aktive olarak hiicre mitozdan ¢ikana kadar Rb’yi hiperfosforile tutar, bir sonraki G1
fazinda ise Rb hipofosforile haline geri doner (Ludlow ve ark., 1993). Siklin E’nin
fosforilasyon ile indiiklenmis yikimi hiicreler S fazina gecerken gergeklesir ve Siklin
A’nin da G2 fazinda degrade edilmesi ile sistem baslangic haline geri donmiis olur

(Peters, 1998).

INK4 proteinlerinin agirt ekspresyonu Rb biitiinliigiine bagli olarak G1 fazi
tutulumuna neden olur (Guan ve ark., 1994). Fibroblastlara uygulanan Siklin DI
antijenlerinin Rb fonksiyonu devam ettigi siirece S faz1 gecisini engelledigi

gosterilmistir (Baldin et al. 1993). Rb fosforilasyonu Siklin D bagimli kinazlarin INK4-
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aracili inhibisyonu ile geri ¢evrilebilir ve boylece Rb biiyiimeyi engelleyen hipofosforile
halinde kalabilir. TGF-b tarafindan P15™** indiiklenebildigi ve bu seckilde hiicre
sikliisiiniin G1 fazinda tutulumuna neden olabildigi gosterilmistir (Hannon and Beach,
1994). P16INK4a’nin ise senesens mekanizmalart ile baglantili olarak hiicre
yaslandikca biriktigi bilinmektedir (Palmero et al. 1997). Fetal gelisim sirasinda
gINKde | p1gINK4d>

eksprese olan P1

(Morse ve ark., 1997; Phelps ve ark.,1998). Hiicre dongiisii regiilasyonu (Sekil. 5-3)

nin farklilagsmada rol oyanayabilecegi Onerilmistir

Ozetlenmistir.
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Sekil 5-3: Hiicre dongiisii regiilasyonu

(Whittaker ve ark., 2017)

Hiicrenin hayati fonksiyonlar1 icin CDK4 ve CDKG6 gerekli olmadigindan
inhibisyonlar1 hiicre i¢inde tolare edilebilmektedir (Malumbres ark. 2004). Erken kusak
pan-CDK inhibitorlerinin kanser hiicrelerinde gii¢lii terapdtik etkileri gézlenmemis,
ayrica klinikte kabul edilemeyen toksik etkileri gdzlenmistir (Whittaker ve ark., 2017).
CDK inhibitorlerinin terapotik ajanlar olarak kullanilmasi iizerine arastirmalar devam
etmis ve son yillarda giiglii ve spesifik CDK4 ve CDK6 inhibitorleri kanserde hedefe
yonelik ilaclar olarak kullanilmaya baglanmistir (Asghar ve ark. 2015). ER+/HER2-
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meme kanserlerinde onaylanmis yaklasimlar bulunmaktadir (Finn ve ark. 2015;
VanArsdale ve ark. 2015). FDA tarafindan 2015 yilinda Palbociclib (Pfizer)
ER(+)/HER2(-) meme kanseri tedavisi i¢in onaylanmistir (Fry ve ark. 2004; Toogood
ve ark. 2005). Bu ajanin asir1 toksisiteye yol a¢madan ilerlemis vakalarda
progresyonsuz sagkalim siiresini 0onemli Ol¢lide uzattigi bildirilmistir (Finn ve ark.
2015; VanArsdale ve ark. 2015).

DNA hasar1 ve replikasyon sorunlarinda hiicre dongiisiiniin ilerlemesi cesitli
kritik kontrol noktasi regiilatorleri ve tiimdr baskilayicilar tarafindan bekletilir. ATM
PI3/PI4- kinaz ailesine ait bir gendir. Bu protein 6nemli bir fosforilleyici hiicre dongiisii
kontrol noktas1 kinazi oldugundan p53, BRCA1, CHK2 ve kontrol noktasi proteinleri
RADI17 ve RADY ile DNA tamir proteini NBS1’in regiilatorii olarak gorev yapar. ATR
ile birlikte gorev yapan bu protein DNA hasar1 ve genom stabilitesine cevapta oynadigi
rol nedeni ile hiicre dongiisii kontrol sinyal yolagimin ana regiilatorleri olarak goriiliir.
Diger bir DNA hasar sensorii olan ATR, DNA replikasyonu ve mitozda etkin gesitli
proteinlerin  aktivasyonunu, @DNA  tamirini, rekombinasyon ve apoptozu
indiikleyebilmektedir (Maréchal ve Zou, 2013). ATM ve ATR CHKI ve CHK2
kinazlar1 kontrol ederek farkli DNA hasar cevaplarini etkileyebilmektedir. Yapisal
olarak farkli olan bu serin/treonin kinazlar kesisen substrat spesifitelerine sahiptir
(Elledge , 1996). CHK’ler DNA hasarina veya replike edilememis DNA’ya cevap
olarak kontrol noktasi aracili hiicre dongiisti tutulumu i¢in gereklidir. Bu protein ATM
ve ATR’den gelen sinyalleri birlestirir. Cift zincir DNA kiriklarinda hiicre dongiisiiniin
engellenebilmesi icin CDC25A protein fosfataz’in CHK’lar tarafindan fosforillenmesi
gereklidir. CHK1 inhibitorlerinin DNA hasari yaratan bir¢ok kemoterapdtik ajana karst
kanser hiicre hatlarim1 duyarli hale getirdigi ve ¢esitli hiicre hatlarinda sitotoksisite
artisina neden oldugu bildirilmistir (Warren ve Eastman, 2019). ATR inhibitorii
uygulamasinin SKBR-3 dahil c¢esitli meme kanseri hatlarinda apoptoz ve S fazi
tutulumu ve CHKI1 ekspresyonunda azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Ayrica
CHK1 ekspresyonundaki azalmanin HR inaktivasyonu nedeniyle DNA hasari
birikimine yol agtig1 bildirilmistir (Kim ve ark., 2017).

Calismamizda MDA-MB-231 hiicre hattinda PK uygulamasinin ATM ve CHK2
up regiilasyonuna neden olurken, ATR ve CHK1 ekspresyonlarinda anlamli bir degisim
gorlilmemistir (Sekil 5-4; Sekil 5-5). SKBR-3 hiicre hattinda ise ATM ve ATR up

regililasyonu goriiliirken, CHK1 ve CHK?2 down regiilasyonlart goriilmiistiir.
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Sekil 5-4: MDA-MB-231 hiicre hattinda PK uygulamasi ile hiicre dongiisii yolaginda
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Sekil 5-5: MDA-MB-231 hiicre hattinda PK uygulamasi ile hiicre dongiisii yolaginda
indiiklenen ekspresyon degisimleri
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Mini kromozom bakim proteinleri (Mini chromosome maintenance proteins;
MCM) oOkarydtik genom replikasyonunda gorevlidir. MCM2-7 kompleksi her hiicre
dongiistinde bir kere DNA replikasyonunun baslamasi ve devam etmesinde gorevlidir.
Pre-replikasyon kompleksinin anahtar komponenti olan bu proteinler replikasyon
catalinin olugsmasinda ve diger replikasyon iliskili proteinlerin toplanmasinda rol
oynamakta, MCM2-MCM kompleksinin ve helikaz aktivitesinin regiilasyonunu
saglamaktadirlar. MCM2 regiilasyonu ise CDC2 ve CDC7 tarafindan yapilmaktadir.
P53 tiimdr baskilayici proteini normal kosullarda, ubikutinasyonunu ve degredasyonunu
saglayan MDM?2 aktivitesi ile diisiik seviyelerde tutulur. MDM2 ekspresyonu p53 ile
stimiile olur. TP53’ii indiikleyen genotoksik ve non-genotoksik stresler p53-MDM2
birlikteligini bozup p53’lin stabilizasyonunu saglayarak, p53 cevap genlerinin
ekspresyonunu indiikler. Bu yolagin indiiklenmesi hiicre tipi ve stres spesifik olarak
biiylime tutulumu veya apoptoz ile sonuglanabilmektedir (Meek, 2004).

Calismamizda MDA-MB-231 hiicre hattinda PK uygulamasi sonucunda MCM?2
ve -3 ekpresyonlarinda anlamli bir degisim gozlenmezken MCM4 ve -5 up regiilasyonu
gbzlemlenmistir. Ayrica p53 ve CDC2 down regiilasyonu goriilmektedir. SKBR-3 hiicre
hatlarinda ise MCM2-5 ve p53 down regiilasyonu goriiliirken CDC ekspresyonlarinda
anlamli bir degisim gézlemlenmemistir (Sekil 5-4; Sekil 5-5).

Mitotik iplik¢iklerin dizilimi kontrol noktasinin bir komponenti olan MAD1
homodimer olusturarak MAD?2 ile etkilesime girer. MAD2 kinetakorlarda birikerek her
kromozom i¢in mikrotiibiillerin kinetokorlara dogru baglanana kadar anafaz gegcisini
engeller ve kromozom anomalilerinin Oniine ge¢gmeyi amaclar, dolayisi ile mitotik
kontrol noktasinin gegilebilmesi noktasinda kritik 6énem tasir. Kromozomlar uygun bir
sekilde metafaz plagina dizilene kadar regiilator bir protein olan CDC20’yi ayr tutarak
Anafaz promotdér kompleks (APC/C) aktivitesini inhibe eder. Metafazda MAD2-
CDC20-APC/C kompleksi inaktif iken anafazda CDC20-APC/C aktif hale gelerek
kromozom ayrilmasinda etki gosterirler. MAD?2 baskilanmasinin hiicresel senesens veya
hiicre dongiisii ile sonuclanmaktadir (Bates ve ark., 2019).

Mitotik bir siklin olan siklin B hiicrelerin mitoza girmesini saglamak amaciyla
CDK1 ile kompleks yaparak maturasyon promotor faktdr’ii (Maturation forming factor,
MPF) olusturur ve bu sekilde anahtar proteinlerin fosforilasyonunu saglar. Bu kompleks

hiicrelerin mitozdan ¢ikabilmesi ve yavru hiicrelerin G1 fazina gegebilmesi i¢in degrade
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edilmelidir. Siklin B’nin CDC-20-APC/C aracili degredasyonu mitotik ¢ikis sinyalini
olusturur (Jones, 2004).

Tez ¢alismamizda PK uygulanmis MDA-MB-231 hiicre hattinda MADI1 ve
CDC20 up regiilasyonu goriilirken, MAD2 down regiilasyonu goriilmiistiir. Siklin
B2’nin up regiile oldugu gozlenirken, Siklin B1 ekspresyonunda anlamli bir fark
goriilmemistir. SKBR-3 hiicre hattinda ise CDC20 up regiilasyonu goriilirken MADI
ve MAD2 down regiilasyonu goriilmiistiir. SKBR-3 hiicre hattinda ayrica MDA-MB-
231 hiicrelerinden farkli olarak Siklin B2 ekspresyonunda anlamli bir degisim
goriilmezken, Siklin B1 down regiilasyonu goriilmistiir. Bu molekiillerden Siklin Bl
mikrotiibiillerde lokalize olurken, siklin B2 golgi ile iligkilidir. Siklin B2/cdc2 aym
zamanda TGF-b aracili hiicre dongiisii kontroliinde anahtar rol oynayabilir (Sekil 5-4;

Sekil 5-5).

SK-BR-3 meme kanseri hiicre hattinda apigenin uygulamasi sonucunda p21 ve
p27 ekspresyonlarinin artmast ve siklin A, B, E ve Cdk1 ekspresyonlarinin azalmas ile
G2/M fazinda tutuluma yol agtig1 gosterilmistir (Choi ve ark., 2009). Bu hiicrelerde
quercetin ve resveratrol uygulamalarinin da doz bagimli olarak poli-ubiquitinasyon ile
HER2 ekspresyonunun diigmesine neden oldugu goriilmiistiir (Jeong ve ark., 2008;
Khan ve ark., 2014). MCF-7 hiicrelerinde EGCG ve curcumin kombinasyonunun ise
doxorubicin toksisitesini arttumistir  (Wang ve ark.,, 2014). Ayni polifenol
kombinasyonunun sinerjetik sitotoksik etkileri ve hiicrelerin G2/M fazinda birikimi
MDA-MB- 231 hiicrelerinde de gozlemlenmistir (Somers-Edgar ve ark., 2008).

Bizim ¢aligmamizda polifenolik madde karisimmin MDA-MB-231 ve SKBR-3
agresif meme kanseri hiicre hatlarinda farkl etkileri gozlenmistir. MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda Siklin B2, Siklin D2 ve Siklin E2’nin yanm1 swra  E2F4 ve Rb
ekspresyonlarinin arttigi siklin A ekpresyonunun ise diistiigli gozlenmistir. Bunun
yaninda CDK -2, -4, -6 ve -7 ekspresyonlarinda ise anlamli bir farklilik bulunmamustir.
Inhibitér proteinler olan pl5, pl8, pl9 ve p27 ekspresyonlarnda artis goriiliirken
p21°de anlamli bir fark bulunamamis, senesens belirteci olarak da kabul edilen p16°’nin
ise down regiile oldugu bildirilmistir (Sekil 5-4; Sekil 5-5). SKBR-3 hiicre hatlarinda ise
Siklin ve CDK proteinlerinin geneline ek olarak inhibitor Cip/kip ve INK proteinlerinde
de bir down regiilasyon goriilmiistiir. P21 ve CDK2’ de anlamli bir fark goriilmemistir.

Buna ek olarak E2F4 down regiilasyonu ve Rb up regiilasyonu belirlenmistir (Sekil 5-4;
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Sekil 5-5). Sonug¢ olarak olusturdugumuz polifenolik madde kokteyli uygulamasinin
apoptotik yolaklarin yani sira her iki hiicre hattinda da hiicre dongiisiinlin farkli
noktalarinda ekspresyonel degisimler ile hiicre proliferasyonunu da etkiledigini
sOyleyebiliriz.

Bir¢ok polifenolik maddenin bir arada bulundugu karisimimizin farkli agresif
meme kanseri hiicre hatlarinda birgok sinyal yolag: tizerinden kanser hiicrelerinin sag
kalim ¢ikislarin1 aradigi yolaklar1 etkisiz birakip diger yolaklar1 da aktive ederek
hiicreleri apoptoza yonlendirdigi gosterilmistir. Farkli polifenolik maddelerin bir arada
kullanimi ile kanser tedavisinde hedeflenen iki ana yolak olan apoptoz ve hiicre
dongiisiinde istenen etkileri sagladiklari g6z Oniine alindiginda; hem yeni
kemoterapotiklerin tasarlanmasinda hem de mevcut tedavilere destek amach

kullanilabilecek etkin bir tedavi yaklagimi olabilecegi goriilmiistiir.
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