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OZET

MEME KANSERI HUCRE DiZiSINDE (MCF-7) OLEUROPEIN VE D
VITAMINININ ANTIPROLIFERATIF, APOPTOTOTIK VE ANTiOKSIDAN
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ar1 M. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya
Programi Doktora Tezi, Aydin, 2018.

Meme kanseri, kadinlarda en ¢ok teshis edilen kanser tiirii olup, diinya ¢apinda kadinlarda
Oliim sebepleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Bu kadar énemli bir saglik sorununa
¢Oziim bulunmasi1 amaciyla, tedaviye yonelik farkli g¢alismalar yapilmakta ve farkli
maddelerin bu hastaliklar iizerindeki etkileri yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Bu
calismada meme kanseri hiicre dizisinde (MCF-7) oleuropein ve D vitamininin hem ayr1
ayr1 hem de kombine kullaniminin antiproliferatif, apoptotik ve antioksidan etkilerinin

arastirilmas1 amaglanmustir.

Kemoterapdtik ajanlar neoplastik hiicreleri tahrip ederken bazi normal hiicreler de bundan
etkilenmekte ve bu durum g¢esitli yan etkilere neden olmaktadir. Oleuropeinin giiclii bir
antioksidan etki gostermesi, ozellikle kanser tedavilerinde kullanilan ilaglarin yan etkilerinin
azaltilmasi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesini azaltmasi agisindan 6nem teskil
etmektedir. D vitamininin, kalsiyum emilimi ve kemik sagligi agisindan 6nemli oldugu
bilinmektedir. Ancak, son zamanlarda yapilan ¢alismalarda D vitamininin meme kanseri
hiicresinin bilyiimesini kontrol ettigini ortaya ¢ikarmakta ve epidemiyolojik ¢calismalarda da
D vitamininin diistik kanser riski ile baglantili oldugu ileri siiriilmiistiir. Hatta D vitamininin

antioksidan etki gosterdigine dair ¢alismalar da mevcuttur.

Calismada oleuropein ve D vitamininin IC50 degerlerini belirlemek i¢in MCF-7 hiicre dizisi
tizerine oleuropeinin ve D vitamininin farkli konsantrasyonlar1 uygulandi ve sitotoksik
aktiviteleri 24, 48 ve 72. saatte WST-1 yontemi kullanilarak belirlendi. Oleuropein ve D
vitamininin 48. saatteki IC50 degerleri bulunduktan sonra hem oleuropein igin, hem D
vitamini i¢in hem de oleuropein-vitamin D kombinasyonu igin apoptotik etkileri belirlemek
amaciyla anneksin 5 ve kaspaz 3/7 kiti kullanildi. Biyokimyasal parametrelerin tayini igin

tanimli IC50 dozlar hiicrelere uygulandiktan sonra hiicre lizatlari elde edildi. Bu numuneler
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ile dncelikle hiicrenin protein diizeyi hesaplandi. Sonrasinda TOS, TAS, OSI, SOD, GPx
aktivite tayini, MDA ve NO tayini yapildi.

Sonug olarak bu ¢alismada doz ve zamana bagl olarak oleuropeinin ve D vitamininin MCF-
7 hiicre proliferasyonunu azalttigin1 gézlemledik. Ay1 zamanda elde etti§imiz apoptoz artist
da bu proliferasyon inhibisyonunu agiklamaktadir. Elde ettigimiz diger bir veri olan
antioksidan parametrelerin artist da proliferasyonun inhibisyonunu ve apoptozun artigini
desteklemektedir. Ayrica oleuropein ve D vitamininin kombine kullanimimin gii¢li bir
sinerjetik etkisi oldugunu gozlemledik. Bu agidan bakildiginda, MCF-7 hiicrelerinde
molekiiler antikanserojenik mekanizmalari, tekli ya da kemoterapétik ajanlarla kombine
caligilarak, meme kanseri tedavisi i¢in yeni kemoterapotik ve kemopreventif ajanlarin

gelisimine 6nemli katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: MCF-7, Oleuropein, D Vitamini, Sitotoksisite, Apoptoz, Antioksidan
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIPROLIFERATIVE, APOPTOTIC AND
ANTIOXIDANT EFFECTS OF OLEUROPEIN AND VITAMIN D ON BREAST
CANCER CELL LINES (MCF-7).

Ar1 M. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Department of
Biochemistry, PhD Thesis, Aydin, 2018.

Breast cancer is the most common female and the second most common cause of cancer
death in women. In order to find a solution to such a serious health problem, different
studies are being done for treatment and the effects of different substances on these diseases
are being intensively investigated. The aim of this study was to investigate the
antiproliferative, apoptotic and antioxidant effects of oleuropein and vitamin D both

individually and in combination.

While chemotherapeutic agents destroy neoplastic cells, some normal cells are also affected,
leading to a variety of side effects. Oleuropein has a strong antioxidant effect, which is
especially important in reducing side effects of drugs used in cancer treatments and reducing
reactive oxygen species (ROS) levels. It has been known that vitamin D is important for
calcium absorbtion and bone health. However, recent studies have revealed that vitamin D
modulates breast cancer cell growth and epidemiologic studies suggest increasingly that
vitamin D may be associated with reduced breast cancer risk. There are even studies that

show that vitamin D has an antioxidant effect.

In this study, different concentrations of oleuropein and vitamin D were applied on the
MCF-7 cell lines to determine the IC50 values of oleuropein and vitamin D and cytotoxic
activities were determined using the WST-1 method at 24, 48 and 72 h. After finding IC50
values of oleuropein and vitamin D at 48 hours, annexin V and caspase 3/7 kits were used to
determine apoptotic effects for both oleuropein, both vitamin D and oleuropein-vitamin D
combination. After determined IC50 dose was applicated to cells lysate were obtained for
determination of of biochemical parameters. These samples first calculated the protein level
of the cell. Subsequently, TOS, TAS, OSI, SOD, GPx, MDA and NO determinations were

performed.
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As a result, we have observed that oleuropein and vitamin D reduces cancer cell
proliferation depending on dose and time. At the same time, apoptosis increases explain this
inhibition of proliferation. The increase of antioxidant parameters, the other datum that we
have obtained, has been supporting the proliferation inhibiton and induction of apoptosis.
We also observed that the combined use of oleuropein and vitamin D is a strong synergetic
effect. In conclusion, we consider that molecular anticarcinogenic mechanisms in MCF-7
cells, combined with single or chemotherapeutic agents, will significantly contribute to the
development of new chemotherapeutic and chemopreventive agents for breast cancer

treatment.

Key Words: MCF-7, Vitamin D, Oleuropein, Cytotoksite, Apoptosis, Antioxidant
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1. GIRIS

Insanlan fiziksel, sosyal ve psikolojik olarak etkileyen, dolayisiyla yasam kalitesini
ciddi anlamda diisiiren bir¢ok hastalik bulunmaktadir. Bu hastaliklardan basinda kanser
gelmektedir. Kanser en genel tanimiyla hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmalari olarak
tanimlanabilir. Giin gegtikce daha yaygin goriilmesi, morbidite ve mortalite riskinin yiiksek

olmas1 sebebiyle 6nemi gittik¢e artan bir hastalik olmaya baglamistir.

Kanser gelisimine sebep olan etkenler, sigara dumani ve katraninda bulunan
kimyasal ve karsinojenik ajanlar, agir metaller, radyasyon, giines 1s18indan gelen zararli
ultraviyole 1sinlar olarak siralanabilir. Ayrica, antioksidan bakimindan zengin gidalarin
yeterince tiiketilmemesi sonucu hiicre savunma mekanizmalarinin zayiflamasi ve buna bagh
olarak hiicre hasarmin olusumundan dolayr kanser gelisebilir. Kanser, diinyamizda ve
tilkemizde %22’lik goriilme siklig ile kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci Sliim
nedeni haline gelmigtir. 2000’1 yillarin baginda diinyada 6 milyon insanin kansere
yakalandig1 bildirilmektedir. Oniimiizdeki yirmi yilda bu saymmn 12 milyona ulasacag
tahmin edilmektedir. Diinya Saghk Orgiiti (DSO) ve Kanser Arastirma Ajansi’nin
verilerine gore 2030 yilinda 24 milyon insanin kansere yakalanacagi, 17 milyon insanin ise

kanserden yagamini kaybedecegi tahmin edilmektedir.

Oliim nedenleri arasinda bu kadar iist siralarda olmasi ve yasam kalitesini ciddi
anlamda diisiirmesi sebebiyle bir¢ok molekiiler aragtirma laboratuvarlarinda arastiricilarin
oncelikli hedefi bu hastaliga ¢6ziim bulmaktir. Bir¢ok kanserli hastada kesin ¢6ziim bulmak
icin yogun arastirmalar devam etmektedir. Fakat hastaligin seyrini diizeltebilmek, hastanin
yagsam siiresini uzatmak ve hayat kalitesini biraz olsun arttirmak bile ¢ok onemlidir. Bu
nedenle arastiricilar, tedaviye yonelik pek cok farkli calismalar yapmaktadirlar. Farkli
maddelerin bu kanser iizerindeki etkilerini yogun bir sekilde arastirmaktadirlar. Dolayisiyla
bu konudaki ¢alismalar ¢ok popiiler hale gelmistir. Kanserle miicadelede kemoterapinin
yanisira cerrahi operasyon veya radyoterapi de tek basina ya da birlikte kullanilabilir.
Klinikte, farkli antikanser ilaglar tek basina veya kombine olarak hastalara verilebilir. Bu
calismada oleuropein ve D vitamininin hem ayr1 ayri, hem de kombinasyon olarak meme
kanseri hiicre dizisinde (MCF-7) doza ve zamana bagli olarak antiproliferatif, apoptotik ve
antioksidan etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Daha 6nce oleuropein ve D vitamininin

hem ayri ayri hem de kombine kullaniminin antiproliferatif, apoptotik ve antioksidan
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etkileri ayn1 anda degerlendirilmemistir. Bu agidan ¢alisma 6zgiin olup, ileride gelistirilecek
olan ila¢ tedavi stratejilerine temel olusturmasi ve literatiire katki saglamasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser terimi, ilk olarak M.O. 460-377 yillar1 arasinda Hipokrat tarafindan
organizma i¢inde sifa bulmayan yeni olusumlar1 anlatmak amaciyla kullanilmistir. Hipokrat,
viicut yiizeyinde gelisen, diger hiicrelere gore farkli karakteristik 6zellik gosteren, kirmizi
renkli ve normale gore daha yavas biiyiiyen sisliklere “Carcinos” ya da “Carcinoma” olarak
adlandirmistir. Galen ise M.S. 2 yiizyilda bu tip farkli karakteristik Ozellik gosteren
olusumlara yengece benzerlikleri dolayisiyla “kanser” olarak adlandirmistir. Tiirk tip
tarihinde ise Tarsuslu Osman Hayri Efendi’nin “Kenz iissihhat iil-ebdaniye” (1298) adli
eserinde kanser tanim1 yapilmistir. Kiigiik yumru biyiikliigiinde, agrili seyreden, damarl bir

olusumu anlatmak igin “seratan” kelimesini kullanmistir (Atici, 2007).

Kanser, en genel tanimiyla hiicrelerde DNA’nin hasar1 sonucu hiicrelerin diizensiz
olarak boliinerek kontrolsiiz biiyiime egilimi ve buna paralel olarak anormal yayilimini ifade
eden bir terimdir (Giirel, 2007). Kanserlerin belirleyici 6zelligi hiicrelerin her zamanki
sinirlart disinda biiylimesi, yakininda bulunan hiicreleri istila etmesi ve diger organlara da
yayilmasi seklindedir. Bu tiir siiregler metastaz olarak ifade edilmektedir. Kanser hiicreleri,
cesitli etkenlerle degisime ugramis, kontrolsiiz bityiime ve bdliinme (hiicre proliferasyonu)
yetenegine sahip, ayni zamanda bulundugu yerden viicudun baska bir kdsesine yayilim
gdsterme (metastaz) ozelligine sahip hiicrelerdir (Topal ve ark, 2009; Oncel, 2012).
Kontrolsiiz olarak boliinen kanser hiicreleri, bulunduklari yerde bir kitle olusturarak ¢ogalip,
bulundugu bolgenin disina yerlesme egilimi gostermiyorsa, viicudun diger boliimlerine
invaze olmuyorlarsa bu tip kanserlere benign (selim) tiimér, fakat bulundugu yerden diger
doku ve organlara yayilma egilimi gdsteriyorsa bu tip kanserlere de malign (habis) tlimor
adi verilir. Malign tliimorler, kan, lenf ya da viicut bosluklar1 yoluyla primer
lokalizasyonlarinin disina ¢ikip viicudun baska bolgelerine sigrayarak (metastaz) oralarda da
bliyiimeye devam eder ve olimciil hale gelir (Topgul, 2017). Kan, lenf ya da viicut
bosluklar1 yoluyla metastaz yaparak viicudun diger organlarina tasinan kanser hiicreleri,
hiicrelerden gelen sinyallere kesinlikle yanit vermez, birbirine yapismaz, 6zellesmez ve
apoptoza ugramazlar. Metastaz, kanser sebebiyle oliimlerin en onemli sebebidir (Aslan,
2010). Kanser olustugu hiicrelerin tipine bagli olarak dort ana baslik altinda incelenir.

Bunlar; epitel hiicrelerinden kaynaklanan karsinoma, bag doku ve hiicrelerinden



kaynaklanan sarkoma, hematopoietik hiicrelerden kaynaklanan 16semi ve hematopoietik
hiicrelerden kaynaklanan ve lenf damarlarinda olusan lenfomadir. Kanserli bir dokunun
olusumu ve metastazin gelisiminde kademeli olarak gbézlemlenen i¢in alt1 adet belirte¢ tespit

edilmistir (Hannahan ve Weinberg, 2000).

- Bilyiime ve sinyal otonomisi: Kanser hiicreleri, biiyiime faktdr sinyalinden
bagimsiz boliiniirler, ¢linkii biiyiime faktor yolaginda olusan mutasyon, kontrolsiiz

biiyiimeye sebep olurlar.

- Biiyiime inhibitor sinyallerinden kacinma: Kanser hiicreleri, olusan mutasyonlar

sebebiyle inhibitor sinyallerine yanit vermez.

- Apoptotik hiicre oliimlerinden kacinma: Kanser hiicreleri apoptotik sinyale cevap

vermezler.

- Biiyiime ve sinyal otonomisi: (sinirsiz replikasyon yetenegi) Kanser hiicrelerinde
telomeraz uzunlugu korunur, bu yiizden sinirsiz sinirsiz replikasyon potansiyeli

dogar.

- Anjiyogenez (yeni kan damarlarimin olusumu) Kanser hiicreleri anjiyogenezi
uyarir, ¢iinkii yeni kan damarlarinin olusumu tiimoriin yasamasi ve biiyiimesi i¢in

gereklidir.

- Invazyon ve metastaz: Kanser hiicreleri, normal hiicrelerin aksine viicudun diger

kisimlarina hareket etme egilimindedir ve kanser 6liimlerinin en biiyiik nedenidir.

Kanserin temel belirtecleri sekil.1’de gdsterilmistir.



Sekil 1. Kanserin Belirtegleri (Kagar, 2016’dan degistirilerek alinmistir).

2.1.1. Kanser Olusumuna Etki Eden Faktorler

Normal bir hiicre, kanser hiicresine doniisiirken bir¢ok mekanizma rol oynamakla
beraber bu mekanizmalarin hepsi, hala tam olarak kesfedilmemistir. Bu mekanizmalarin
nasil olustugunu anlamaya calismadan 6nce, normal bir hiicrenin yasam dongiisiiniin nasil
oldugunu bilmemiz gerekmektedir. Hiicrenin yasam dongiisii (hiicre siklusu), hiicre
biiyiimesi ve proliferasyonu programidir. Dinlenme ve boliinme dénemi olarak ikiye ayrilir.
Dinlenme doneminde yasamsal faaliyetler devam eder. Bolinme donemine gore daha uzun
bir donemdir. Bu doneme Go fazi ismi de verilir. Béliinme donemi ise 4 temel fazdan olusur
(sekil.2). Bu fazlar, boliinmeye hazirligin yapildigr Gy, S, G, fazlari ile mitoz bdliinmenin
gerceklestigi M fazindan olusur. Dis uyarilar ile biyokimyasal olarak siklus baslatilir. Siklus
baslayinca hiicre igerigini iki katina ¢ikaracak kendine es iki hiicre ¢ogaltir. Hiicre siklusu
boyunca bazi onkogenler ve hiicre siklusuna 6zgii proteinler, es zamanli olarak aktiflesip,
inaktiflesirler. (Lowitz ve Casciato, 2012). G; fazinda oncelikle DNA replikasyonunda
gerekli olan RNA ve proteinlerin iiretimi yapilir, S fazinda ise DNA replikasyonuna
baslanacak bolgeler bulunur ve isaretlenir. DNA eslenir, boylece diploid hale getirilir. G,
fazinda ise mitoz boliinmenin gerceklesmesi igin son hazirliklar yapilir. M fazi, mitoz
boéliinme agamasidir. Yani bir hiicrenin iki es hiicre haline geldigi fazdir. Hiicre siklusunu

diizenleyen ve kontrol eden kompleks yapida pek cok parametre ve etkilesim vardir. Hiicre
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siklusu kontrol mekanizmasinda olusan hatalar sonucu hiicre bdliinmesi kontrolii kaybedilir,

bu hatalar sonucunda kanser gelisimi olabilir (Cabadak, 2008).

Bu donemlerin art arda, zamaninda, hatasiz baglayabilmesi i¢in bir¢ok proteine
ihtiyag vardir. Bu proteinlerin sentezini regiile eden genler protoonkogenler ya da diger
adiyla tiimor baskilayict genlerdir (TSG, tumor supressor gene — antionkogen). Pek ¢ok
sebeplerlerden dolay1 normal hiicre biiylimesi ve farklilasmasi igin gerekli bazi proteinlere
ait kodlar1 igeren protoonkogenler ile tiimor baskilayici genler arasindaki dengenin
bozulmasi, DNA dizilerinde degisikliklere, kansere engel olan bazi proteinlerin sentezinde
azalmalara sebep olmaktadir (Toptal, 2009; Aslan, 2010). DNA dizilerinde meydana gelen
degisiklikler, hiicre biiylimesinin hatasiz baglamasi igin gerekli protoonkogenlerin kansere
sebep olan onkogenlere doniigmesine, normalde tiimor olusumunu engelleyen proteinleri
tireten timor baskilayict genlerin ise inaktive olmasina neden olmaktadir (Aslan, 2010).
Tiimor baskilayict genler, p53, RBI1, pl6, p21 ve ING ailesi olarak siralanabilir. Timor
baskilayici genler arasinda en ¢ok dikkat ¢eken, genomun bekgisi olarak ifade edilen, her
gecen giin yeni bir islevi oldugu anlasilan bir gen olan p53 tiimor baskilayict genidir,
lokasyon olarak 17. kromozomun p koluna yerlesmis (17p13.1), 53 Kd agirliginda 393
aminoasitlik bir niikleer fosfoproteini kodlayan bir gendir. 11 exonu ve 10 intronu bulunan
p53 geni, 5 v3 8 exonlarima karsi gelen protein bolgesi ile DNA’ya baglanir. Apoptozdan
hiicre dongiisti regulasyonuna, baskalasimdan DNA rekombinasyonuna hiicre i¢in pek ¢ok
onemli gorevleri vardir. Bir¢ok kanser tiirlinde mutasyon ya da delesyon sonucu islevini
yitirmigtir. Normalde inaktif ve kisa dmiirlii olan olan p53 proteini, DNA hasari ile aktif
hale gelmektedir. p53 aktiflestikten sonra kendisinin transkripsiyonunu da tetikler.
(Karaman, 2003). Aktiflesen p53 geni, hiicre siklusunu G; fazinda durdurur. Boylece DNA
tamiri i¢in gerecken zamani saglar. Eger diizeltilemeyen bir hata varsa bu sefer hiicreyi
yaglanmaya (senesense) ya da apoptoza yonlendirir. p53 geninin denetiminde olup
apoptozda dogrudan gorev alan BCL-2 ailesinden BID, BAX, NOXA ve PUMA genleri
mevcuttur (Yilmaz ve Altunok, 2011). p53 geni islevini kaybederse bir¢ok bozukluga neden
olur. Tiim kanserlerin nerdeyse %50’sinde p53 mutasyonu goriiliir. Kanser olusumuna
onkogenlerin ekspresyon seviyelerindeki kantitatif degisikliklerin ya da yapilarinda
meydana gelen degisikliklerin yol ac¢tig1 diisiiniilmektedir. Bu degisiklikler, gen delesyonu,
gen amplifikasyonu (gen ¢ogaltimi), nokta mutasyonu, insersiyonal mutagenez (yeni DNA

katilim1) ve kromozomlarda yeni diizenlemeler olarak siralanabilir. Biiyiime ve gelismeyi



diizenleyen protoonkogenlerin c¢alismalarint kontrol eden ve ayni zamanda anormal
biiylimeyi ve malign degisimleri engelleyen tiimor baskilayici genlerin her iki alleli
kayboldugunda (heterozigotluk kaybi) veya bu genler mutasyona ugradiginda kontrol
mekanizmasi bozulur ve buna paralel olarak tiimor olusumu gergeklesir. Meme kanseri gibi
cesitli pek ¢ok tiimorlerde p5S3 geninin her iki allelinde kayip veya nokta mutasyonlar
oldugu bildirilmistir (Yilmaz ve Altunok, 2011). Kanser olusumuna hazirlayici radyasyon,
151, giines 15181, endiistriyel maddeler, kronik irritasyon, beslenme sekli, sigara, alkol, viriis,
stres, hareketsiz bir yasam tarzi, 55 yas listiinde olmak, yiiksek tansiyon, immun yetmezlik
gibi pek cok faktor vardir. Kanser olusumunda cevresel faktorlerin yani sira genetik

faktorlerin de etkisinin 6nemli oldugu bilinmektedir (Erman, 2007).

Kanser insidans hizlar1 ve profilleri gelismis ve az gelismis iilkelere gore farklilik
gostermektedir. Gelismis {lilkelerde erkeklerde daha ¢ok akciger ve prostat kanseri,
kadinlarda ise meme kanseri ve kolorektal kanserler goriiliirken, az gelismis {ilkelerde
erkeklerde akciger, mide ve karaciger kanseri, kadinlarda ise meme ve serviks kanseri daha
sik goriilmektedir. Tiirkiye’de ise erkeklerde akciger, mesane ve mide kanserleri sik
goriiliirken, kadinlarda ise meme kanseri ve kolorektal kanserlerin daha sik goriildigi

bildirilmistir (Jemal ve ark, 2006; Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2016).

Siklin B ve CDK2 M

(ad

Gl

Siklin A ve CDK2

Siklin D ve CDK4,

Go

Siklin E ve CDK3

Sekil 2. Hiicre siklusu (http://www.belgeci.com/mitoz-bolunme.html)
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Sekil 3. Tiim kanserler yasa standardize insidans hizlarinin cinsiyete gore dagilimi (Tiirkiye
Birlesik Veri Tabani) (Diinya Standart Niifusu,100.000 Kiside) (Tiirkiye Kanser
Istatistikleri, 2017)
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Sekil 4. Erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar
(Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2017)
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Sekil 5. Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlari

(Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2017)

2.2. Meme Kanseri

Diger kanser tiirlerinden farkli olarak, memenin tiimdrleri steroid hormonlarindan
biiyiik Olciide etkilenmektedir. Tiim kanser vakalarinin %18’ini olusturan, kadinlara ait
kanser siralamasinda diinyada en sik goriilen kanser tiirtidiir. Meme kanseri, kansere bagl
oliimlerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (Somunoglu, 2009; Saip
ve ark, 2011). Yasam boyunca yaklasik olarak her 10 kadindan birinin bu hastaliga
yakalanma riskinin ve yakalananlarinin tigte birinin de yasamlarimi kaybetme risklerinin

oldugu bildirilmektedir (Golbasi ve ark, 2010).

Meme kanseri, memenin kotii huylu tlimortidiir. Hastalik genel olarak kadinlarda
goriilse de erkeklerin de yakalanma ihtimali vardir. Semptomlarini gostermeden metastaz
yapabildigi i¢in tehlike arz eden bir hastaliktir. Ozellikle, nonstreoidal anti-Sstrojen tedavide
kullanilan tamoksifenin meme kanseri hastalarinin yalmizca 1/3’linde etkili oldugu
gozlemlenmistir. Bu gdzlemler, meme kanserinin tedavisinde ve Onlenmesinde yeni
alternatif ilaglarin arastirilmasini 6nemli hale getirmistir (Dikmen, 2008). Meme kanserinin
tedavisinde farkli cevaplar sergileyen farkli tiimérler s6z konusu oldugu igin tedavisi

oldukca zordur. Son yillarda meme kanserinde hastaligin belirlendigi sathaya gére énemli



tedavi olanaklar1 ortaya ¢ikmistir. Meme kanseri tedavisi, giiniimiizde cerrah, onkolog,
radyasyon onkologu, radyolog, patolog, psikolog, plastik cerrah, fizyoterapist farkl
alanlarda uzmanlagmis hekimler tarafindan yapilmaktadir. En Onemli tedavi sekilleri,
cerrahi operasyon, kemoterapi, hormon tedavisi, radyoterapi ve biyolojik tedavi olarak

siralanabilir.

Normal bir meme gelisiminde hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz sirasinda kontrollii bir

denge vardir (Sun ve Liu, 2005; Yu ve ark 2006).

2.2.1. Meme Anatomisi

Meme dokusu, lokasyon olarak toraksin oniinde ve sternumun iki yaninda yer
almaktadir. Meme dokusunun sinirlart her kadinda ayni olmayabilir. Ayn1 kadinda ise
sismanlama, zayiflama, gebelik, emzirme, ve yaslilik sebeplerinden dolayr farklilik
gosterebilir. Memeni yaklasik olarak orta boliimiine rastlayan kisminda meme basi ve areola
bulunur (Topuz ve ark, 2003). Meme kanserleri, metastazlarin1 genellikle lenf yollari ile
yapmaktadir (Romrell ve Bland, 1997).
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Sekil 6. Memenin ve toplayici lenf nodlarinin anatomisi (National Cancer Institute. Stages
of Breast Cancer, 2017)
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2.2.2. Meme Kanseri Evreleri

Meme kanserleri pek c¢ok degiskene gore belirli evrelere ayrilmistir. Timoriin

olusumu, boyu ve metastaz durumuna gore ¢esitli evrelere ayrilmistir.

Evre 0; Ayn1 zamanda ‘in-Situ’ olarak da adlandirilan bir evredir. Cevre dokulara
yayilim gostermemis, yerinde kalmis Kanser tiiriinii ifade eder. Evre 0 kanserler, olustuklara
yere gore iki ¢esittir. Eger kanser siit bezlerinde (lobes) olusmussa lobular carcinoma in situ
(LCIS), siit kanallarinda (ducts) olusmus ise ductal carcinoma in situ (DCIS) olarak
adlandirilmaktadir. LCIS’1n her ne kadar mikroskobik 6zellikleri normal hiicrelerden farkli
ve kanser hiicrelerine daha benzer goriinse de genel olarak bakildiginda LCIS kanserin
karakteristik ozellikleri gibi davranmaz. Bu sebeple kanser gibi tedavi edilmesine gerek
yoktur. LCIS sadece gdgsiin herhangi bir bolgesinde kanser olusabilme riskinin arttigin
gosteren bir parametre olarak diisiiniilebilir. DCIS durumunda ise kanser hiicreleri,
olustuklar siit kanallart igerisinde kalmistir. Gogsiin lenf bezleri ya da yag dokusu gibi
viicudun farkli bolgelerine yayilmamistir (National Cancer Institute. Stages of Breast
Cancer, 2017).

Evre I; Yayihm egilimi gosteren meme kanserinin baslangi¢ safhasidir. Evre 1,
tiimor biiylikligliniin 2 cm’den daha biiyiik olmadig1 ve kanser hiicrelerinin memeden bagka
bolgelere (lenf bezleri gibi) yayilmadigi bir durumdur (National Cancer Institute. Stages of
Breast Cancer, 2017).

Evre Il; ITA ve IIB olmak iizere iki alt boliime ayrilmaktadir. Evre IIA’da, memede
tiimor yoktur, fakat koltuk altindaki lenf bezlerinde kanser vardir. Tiimor biiyiikligii 2 cm
biiylikliigiinde veya daha kiigiiktiir, koltuk altindaki lenf bezlerine yayilmistir. Ya da 2

cm’den biiyiik, 5 cm’den kiiciiktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine sigramamustir.

Diger evre olan evre [IB’de ise tiimor biiyilikliigii 2-5 cm arasindadir, koltuk alt1 lenf
bezlerine sigramistir, ya da 5 cm’den daha biiyiiktiir ve koltuk alti lenf bezlerine

sigramamustir (National Cancer Institute. Stages of Breast Cancer, 2017).

Evre I11; Evre Ill, daha ilerlemis kanser evresidir. Evre IIA, 1IIB ve IIC olmak
lizere li¢ alt boliime ayrilmaktadir. Evre 1IIA’da, koltuk alt1 lenf bezlerinde kanser vardir,
ancak memede tiimor yoktur. Ya da tiimor biiyiikliigli 5 cm civarinda veya daha biiyiiktiir ve

cevre dokulara sigramamustir. Evre I1IB’de, tiimor biyiikliigi herhangi bir boyutta olabilir
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ve memeye komsu dokulara (deri veya gogiis duvari, kaburgalar veya gogiis duvarindaki
kaslar) ve lenf nodlarina yayilmistir. Evre IIIC’de ise kanser kopriiciik kemigi altindaki ve
meme igerisindeki lenf nodlarina ve memeye komsu dokulara yayilma egiliminde olabilir

(National Cancer Institute. Stages of Breast Cancer, 2017).

Evre 1V; Bu evre son evre olup, uzak metastatik kanserdir. Kanser, gogiis disina
viicudun diger boliimlerine de (kemikler, beyin, akciger, karaciger) sigramistir (National

Cancer Institute. Stages of Breast Cancer, 2017).

Tablo 1. Meme kanserinin evrelemesi (National Cancer Institute. Stages of Breast Cancer,

Y
o
H
~

N—r

Meme Kanserinin Evrelemesi
LCIS: Kanser siit bezlerinde (lobes) olugsmussa lobular carcinoma in situ olarak
tanimlanir.
DCIS: Siit kanallarinda (ducts) olugmus ise ductal carcinoma in situ olarak tanimlanir.
Yayilabilen meme kanserinin baslangic sathasidir. Bu evre, tiimoriin 2 cm’den daha
biiyiik olmadig1 ve kanser hiicrelerinin memeden baska bir yerlere (lenf bezleri gibi)
yayilmadig1 durumdur.
I1A: Memede tiimdr yoktur, ancak koltuk altindaki lenf bezlerinde kanser vardir. Timdr 2
cm biyiikliiglinde veya daha kiigiiktiir, koltuk altindaki lenf bezlerine yayilmistir. Ya da
tiimor 2 cm’den bilyiik, 5 cm’den kiigiiktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmamistir.
11B: Timor 2-5 cm arasmdadir, koltuk alt1 lenf bezlerine sigranistir, ya da 5 cm’den daha
biiyiiktiir ve koltuk alt1 lenf bezlerine sigramamustir.
I11A: Koltuk alt1 lenf bezlerinde kanser vardir, ancak memede tiimor yoktur veya timor 5
cm civarinda veya daha biiyiiktiir ve ¢evre dokulara yayilmamistir.
I11B: Timor herhangi bir boyutta olabilir ve memeye komsu dokulara (deri veya gogiis
duvari, kaburgalar veya gogiis duvarindaki kaslar) ve lenf nodlarina yayilmistir.
I11C: Kanser kopriiciik kemigi altindaki ve meme igerisindeki lenf nodlarina ve memeye
komsu dokulara yayilma egiliminde olabilir.
Uzak metastatik kanserdir. Kanser gogiis disina viicudun diger boliimlerine de (kemikler,
beyin, akciger, karaciger) sigramistir.

Evre Il

Evre IV

2.2.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri risk faktorleri; yetersiz beslenme, az miktarda fiziksel aktivite, meme
gelisimi sirasinda radyasyona maruz kalma, cinsel hormonlar ve genetik yatkinlik olarak
siralanabilir. Ayrica erken teshis meme kanserinden kurtulmanin en 6nemli anahtar

denilebilir. Erken teshiste en ¢ok kullanilan yontem mamografidir (King ve Robins, 2006).
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2.2.3.1. Obezite

Obezite 1980’lerin basindan beri prevalansi giderek artan bir hastaliktir. Pek ¢ok
hastaligin baslangici igin risk faktoriidiir. Viicut Kitle Indeksi (BMI) yiiksek olan kadinlarda
postmenopozal meme kanseri goreceli riskinin arttigi gozlemlenmistir (Suzuki ve ark, 2009;
Renehan ve ark, 2008; Mc Pherson ve ark, 2000) Yapilan galismalarda asir1 kilolu ve obez
bireylerin pek ¢ok kanser icin ve 0zellikle meme kanseri i¢in dnemli risk faktorii oldugu
vurgulanmaktadir. Bu sebeple yasam boyu saglikli, ideal bir kiloya sahip olmak ve kiloyu
korumak, yiiksek kalorili besinlerden kaginmak fiziksel aktiviteli bir yasam tarzna gegmek

pek ¢ok kanserden korunma agisindan 6nem tagimaktadir (Suzuki ve ark, 2009).

2.2.3.2. Beslenme

Beslenme igerigi, kanserden korunma ve sagkalim iizerindeki etkisi agisindan
onemlidir. Yapilan pek ¢ok ¢aligmada yiiksek yag iceren diyetle beslenen endojen estrojen
diizeylerindeki artisa neden olarak meme kanseri riskini arttirdigr gozlemlenmistir.
Zeytinyagl, meyve sebze, kepekli dogal tahillan tiiketmek, islenmis etler ve kirmizi et
tiiketimini simirlamak meme kanseri ve diger kanserlerden korunmak i¢in 6nemlidir (Kushi

ve ark, 2012).

2.2.3.3. Fiziksel aktivite

Diizenli yapilan fiziksel aktivite, kalori alimi ile enerji harcanmasini dengeleyerek
ideal viicut agirligini korumaya yardimci olur. Fiziksel aktif bir yasam tarzi olusturmak pek
cok kanser tiirli i¢in koruyucu olabilir. Oturmak, uzanmak, televizyon izlemek gibi
hareketsiz aktiviteleri sinirlamak 6nemlidir. Diizenli fiziksel aktivite meme kanseri riskini
%30-40 azaltmaktadir (Cummings ve ark, 2009).

2.2.3.4. Alkol

Alkol agiz, farinks, larinks, 6zofagus, karaciger kolorektal ve meme kanserleri i¢in
risk faktoriidiir (Zhao ve ark, 2013). Amerikan Kanser Dernegi’nin 2012’de yayinladigi
Kanserden Korunmada Beslenme ve Fiziksel Aktivite Rehberi’nde alkol tiiketmeyenlerle
kiyaslandiginda, alkol tiiketenlerde %10-12 yiiksek meme kanseri riski oldugu bildirilmistir
(Kushi ve ark, 2012; Cummings ve ark, 2009). Alkole bagli kanser gelisimi cesitli faktorlere
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baglanmistir. Bunlardan bir tanesi etanoliin primer metaboliti ve oksidatif stresin sonucunda

olusan asetaldehittir (Varela-Rey, 2013).

2.2.3.5. Sigara

Sigara, en az %30’unun kesin kanserojen oldugu yaklasik 300 bilesik tasimaktadir.
Sigara dumaninda bulunan en Onemli karsinojenik maddeler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, aril aminler, heterosiklik aromatik aminler ve N-nitrosaminlerdir (Bartsch,
2000). Pek ¢ok kohort ¢alismada geng yasta baglayan, uzun siireli igicilerde meme kanseri

riskinin arttigi gozlemlenmistir (Xue, 2011).

2.2.3.6. Genetik kalitimsal ozellikler

Tiim meme kanserlerinin %5-10"u BRCA1 ve BRCAZ2 gibi yiiksek riskli genlerdeki
mutasyonlara bagli oldugu tahmin edilmektedir (Easton, 2002). Benzer sekilde p53 geni
hiicreleri malign transformasyondan koruyan ¢ok 6nemli bir proteindir. Meme kanseri
olgularinin %20-30 civarinda p53 inaktivasyonu gozlenir. p53 mutasyonlarinin varligi

tiimoriin in situdan invazif karsinoma gecisi i¢in bir belirte¢ olarak kullanilabilir (Hannahan

ve Weinberg, 2000).

2.2.3.6.1. BRCAL ve BRCA2 genleri

Meme kanseri genleri olarak bilinen bu genler 1994 ve 1995°te kesfedilmislerdir.
Normalde genetik yapinin bir parcasi olarak herkeste bu genler vardir, fakat meme kanseri
acisindan riskli kisilerde ise bu genler mutasyona ugramistir. BRCA1 ve BRCA2
genlerindeki mutasyonlar, heterozigot tastyicilar i¢in meme ve ovaryum kanserleri agisindan
cok kuvvetli risk faktorlerinden birisidir. BRCA1 ve BRCA2 genleri, DNA hasarina kars1
olusan hiicresel yanitta rol oynayan proteinleri kodlamakla gérevlidir. BRCA genleri DNA
tamir mekanizmasinda rol oynadigi i¢in bu genlerdeki herhangi bir arizadan dolay1 bu genin
irtini olan BRCA proteini hatali olusur ya da olusamaz. Dolayisiyla tamir
mekaznizmasindaki gorevini yerine getiremeyecegi i¢gin DNA onarillamaz. DNA
onarillamadig1 i¢in ¢ift zincir bagi orada kalir ve bu hasar meme kanserine sebep olur

(Chodosh, 1998).

14



2.2.3.7. Ostrojen

Meme kanseri gelisim nedenleri arasinda hormonlar 6nemli yer tutar (Karakus,
2010) Yapilan ¢alismalarda hormonlar arasinda en biiylik risk faktoriiniin 6strojen hormonu
oldugu bildirilmistir (Martin ve Weber, 2000; Martin ve ark, 1990). Kadin cinsiyet hormonu
olan Gstrojen, bityiik oranda ovaryumlardaki olgun graniiloza hiicrelerinden, az miktarda da
bobrekiistii bezlerinden ve plasentadan salgilanir (Altunkaynak ve ark, 2012; Russo ve ark,
2003). Hormonlar hiicreler {izerindeki etkilerini, hiicre yiizeyinde ya da igerisinde bulunan
ilgili hormona kars1 spesifik afinitesi olan reseptor proteinlerine baglanarak gosterirler.
Reseptor-hormon kompleksi, hiicrede bir takim biyokimyasal degisikliklere yol agarak
hiicreler {izerinde etkilerini gosterirler. Meme ve uterus dokusu, sahip olduklar1 Gstrojen
reseptorleri (ER) sebebiyle Ostrojenin etkilerine agiktir. Meme kanseri vakalarinda ER

pozitifliginin % 40-80 civarinda oldugu tespit edilmistir (Kdmdircii, 1995).

2.2.3.8. Serbest radikaller ve oksidatif stres

Kuantum kimyasina gore bag olusumu ancak iki elektronun bir araya gelmesiyle
gerceklesir. Insan viicudunda bulunan elektronlarin tamamina yakini elektron ciftleri
halinde bulunur. Bu elektron ciftleri olduk¢a kararli bir yapiya sahiptirler. Aradaki bagin
kopmasi durumunda elektronlar farkli yollara gidebilirler. Birlikte kalarak baska bir
elektronun yapisina katilabilirler, ya da birbirlerinden ayrilarak farkli atomlara
baglanabilirler. Birlikte kaldiklar1 durumda iyonlar1 olustururlar, ayrilmalari durumunda ise
serbest radikalleri olustururlar (Aydemir ve Sari, 2009). Serbest radikaller, ortaklanmamig

elektronlarindan dolay1 oldukga reaktiftirler ve kararsiz bir yapiya sahiptirler.
Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelirler.

a) Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Yiiksek sicaklik ve yiiksek enerjili
elektromanyetik dalgalar kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma esnasinda bagin
yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kalirsa iki adet serbest radikal

olusmus olur.

XY — » X" +Y"
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b) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya heterolitik boliinmesi ile:
Radikal 6zelligi olmayan bir molekiilden elektron kaybi esnasinda, molekiiliin dis
orbitalinde paylagilmamis elektron kaliyorsa radikal form olusur. Bu tipte olan boliinmede
kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin birinde kalir ve serbest radikal olusmaz.

Iyonlar meydana gelir.

XY ——» X:'+Y"™

c) Normal bir molekiile elektron transferi ile: Radikal 6zellik tagimayan bir
molekiile tek elektron transferi sonucunda molekiiliin dis orbitalinde paylasilmamis elektron

olusuyorsa bu tiir indirgenme, radikal olusumuna sebep olabilir.

X+e —» X7

Serbest radikaller biyolojik sistemlerde daha ¢ok elektron transferi sonucu olusur ve

olusan serbest radikallerin ¢ogu oksijenin indirgenmesi sonucu olusur (Tamer L ve ark,
2000).

Serbest radikaller normal metabolik olaylar sirasinda meydana gelebilir. Aym

zamanda dis etkilere bagli olarak da olusabilirler.

Ekzojen Kaynaklar: Ekzojen etmenler, pestisitler, karbon tetrakloriir, parasetamol
gibi ilag toksikasyonlari, stres, viriisler, enfeksiyon, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava
kirliligi, sigara dumani, solventler gibi ¢evresel faktorler, bakir, demir, krom, nikel, civa
kadmiyum gibi metal iyonlar1 ve ayrica asbest lifleri, mineral tozlar ve karbonmonoksit

olarak sayilabilir (Atmaca ve Aksoy, 2009).
a) Radyasyon
b) Alkol ve uyusturucular

c) Cevresel ajanlar (Pestisitler, solventler, ksenobiyotikler, hidrokarbonlar,

anestezik maddeler)
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d) Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu serbest

radikal kaynagidir (Akkus, 1995).

Endojen Kaynaklar: Organizmada rutin bir sekilde meydana gelen oksidasyon ve

rediiksiyon reaksiyonlariyla olusurlar (Ames ve ark, 1993).

a) Mitokondriyal elektron tasima zinciri: Elektron transportu sirasinda
mitokondride serbest oksijen radikalleri olusabilmektedir. Ubikinon sitokrom b bdolgesi,

serbest radikal olusumunda en etkili olan bolgedir (Seven ve Candan, 1995).

b) Oksidatif hasar olusturan tiirler: Metabolizma {iriinleri ve sinyal molekiilleri

olarak ortaya ¢ikabilirler (McCormik ve ark, 2000).

c) Gegis metal iyonlari: Mn*2, Mo*®, Cu*?, Fe*®, gibi baz1 gecis metalleri de serbest

radikal olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Halliwel ve Gutteridge, 1990).

d) Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz,
dihidroorotat dehidrogenaz, aminoasid oksidaz ve triptofan dioksigenaz gibi enzimler de

serbest radikal olusumuna neden olabilmektedir (Ames ve ark, 1993).

e) Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu: Tiyoller, hidrokinonlar, flavinleri
flavoproteinler, katekolaminler, tetrahidropridinler ve antibiyotikler gibi kiiclik molekiiller

oksido-rediiksiyon reaksiyonlarina girerek serbest radikal olusturabilirler (Ames ve ark,

1993).

f) Plazma membram: Plazma membraninda bulunan siklooksigenaz ve
lipooksigenaz enzim sistemlerinin katalize ettigi arasidonik asit oksidasyonu sonucunda

serbest radikaller meydana gelir (Kadiiska ve ark, 2005).

g) Aktive olmus fagositler: Aktiflesmis fagositler bakterileri 6ldiirmek i¢in hidrojen
peroksit veya hipoklorik asit olusturduklari i¢in fagositoz sirasinda da hiicrede 6nemli

Olctlide serbest radikal olusabilmektedir (Glutteridge, 1995).

h) Oksijen molekiilii: Aerobik organizmalar i¢in O; esansiyel bir molekiildiir. Ayn1
zamanda O, esansiyel bir ajandir. Aerobik organizmalarda radikaller daha ¢ok oksijen
radikalleri seklinde bulunmaktadir (Basaga, 1990).
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Sekil 7. Serbest radikallerin yol agtigi hiicre hasarlari (Antmen, 2005’den degistirilerek
alinmustir).

Doku hasarina yol agan bu maddeler, “serbest radikaller”, “oksidan molekiiller” ya
da “reaktif oksijen tiirleri (ROS: reactive oxygen species)” olarak adlandirilmaktadir.

ROS’un agir1 tiretimi de “oksidatif stres” olarak adlandirilmaktadir (Baskol ve ark, 2007).

vit c,vit e, ;
antioksidan |
enzimler, = |
hucresel

N\ Savunma.

serbest
- oksijen |
radikalleri

oksidatf stres

Sekil 8. Oksidan-antioksidan dengesi (Blokhina ve ark, 2003den degistirilerek alinmistir).

Olusan serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, karbonhidrat, DNA, enzim gibi

tim hayati onem tasiyan bilesiklerine etki ederler. Mitokondride gergeklesen aerobik
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solunumu ve kapiller permeabiliteyi bozar. Ayrica hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit
agregasyonunu arttirirlar. Proteaz, ksantin oksidaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz,
lipooksijenaz, triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktiflestirirken,
alfa-l-antitripsin gibi bazi savunma sitemlerini inaktive ederler (Aydemir, 2009; Altan ve
ark, 2006). ROS’un membran lipidlerine etkisi lipid peroksidasyonudur. Membranda
bulunan Kkolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girebilir. Reaksiyona girdiklerinde organizma igin zararli olan peroksidasyon
iiriinlerini olustururlar. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu
olarak tanimlanmaktadir. Proteinlerin serbest radikallerin zararindan etkilenme dereceleri
aminoasit kompozisyonina gore degiskenlik gosterir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden
molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi olduk¢a yiiksektir. Bu yiizden triptofan,
fenilalanin, sistein, tirozin, histidin, metionin gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolayca etkilenirler. yonize edici radyasyonla olusan ROS’lar DNA’y1 biiyiik
oranda etkiler. DNA etkilenince hiicrede mutasyon ve dliim gerceklesebilir. Sitotoksisite,
genel olarak niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya
DNA’daki diger farkli bozukluklara baglidir. Hidroksil radikali, deoksriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girerek hiicrede degisikliklere yol acar. Eger mitoz boliinme hasarli olan
DNA’nin kopyalanmasi ile devam ederse, tiimor hiicrelerinin olusumuna sebep olur. Serbest
radikallerin lipid ve DNA kadar hayati 6nemi olmasa da, karbonhidratlar iizerine de 6nemli
etkileri mevcuttur. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu olusan hidrojen peroksit,
peroksitler ve okzoaldehitler olusur. Bunlar diyabet ve sigara igimi ile iliskili kronik
hastaliklar gibi patolojik olgularda 6nemli rol oynarlar (Akkus, 1995). Biyolojik sistemlerde
olusan serbest radikallerden en Onemlileri oksijenden olusan ROS’lardir. Bunlarin en
onemlileri siiperoksit anyonu (20,7), hidroksil radikali ((OH), nitrik oksit(NO’), peroksil
radikali (ROO’) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O;) olarak sayilabilir (Altan,
2006). Viicutta ROS’un olusumunu ve meydana getirebilecegi hasari Onlemek, ayrica
bunlarin uzaklagtirilmasini saglamak i¢in normal fizyolojik sartlarda “antioksidan savunma
sistemleri” gelismistir. Antioksidan terimi, hedef bir molekiildeki oksidatif hasar1 geciktiren
veya inhibe eden herhangi bir madde olarak tanimlanmaktadir (Tamer ve ark, 2000; Yokus
ve Cakir, 2012). Aslinda serbest radikallerin belli bir miktarda olmalari, organizmanin
enfeksiyon ajanlarina ve yabanci molekiillere karsi bagisiklik kazanmasi agisindan
onemlidir (Tamer ve ark, 2000). Normalde serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda olan

dengenin serbest radikaller yoniinde bozulmasi durumunda olusan oksidatif stres telafi
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edilemezse diyabet, ateroskleroz, alzheimer, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser gibi pek ¢ok

hastaligin olusmasina zemin hazirlamaktadir (Aydemir ve Sari, 2009; Yokus ve Cakir,

2012).

Hiicre i¢inde normal kosullarda var olan diisiik seviyeleredeki ROS, hiicrenin
cogalmast ve hiicresel homeostazis i¢in gerekli olan sinyal yollarinin aktivasyonunu
saglamaktadir. Fakat hiicrelerde artan ROS seviyesinin karsinogenezisin gelisimini olduca
hizlandirdig1 da saptanmistir (Chan ve ark, 2011). Oksidatif stres, hiicre 6liimiine neden
olabilir. Ayrica hiicresel igerigin ekstraselliiler ortama yayilmasina da sebep olabilmektedir
(Henrotin ark, 2003).

Tablo 2. Oksidatif stres ile iliskilendirilen durumlar (Bokov ve ark, 2004)

Oksidatif Stres ile flgili Durumlar \

Yaslanma

Ateroskleroz

Kardiyovaskiiler Hastahk

Kanser

Norodejeneratif Hastalik

Katarakt

Artrit ve inflamatuvar Hastahklar
Diyabet

Sok, Travma ve iskemi

Pankreatit

inflamatuvar Barsak Hastaliklar1 ve Kolit
Allerji

Infeksiyonlar

2.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar, canlilarda hiicre i¢i savunma sisteminin bir pargasidir. ROS
olusumunun meydana getirdigi hasar1 6nleyen veya ROS olusumunun etkilerini nétralize
ederek ROS olusumunun etkilerini azaltan bir¢ok savunma mekanizmalar1 olugmustur.
Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak tanimlanirlar.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve reaktif oksijen tiirlerini
toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (Reiter, 2000). Antioksidanlar, endojen

(dogal) ve ekzojen kaynakli olmak {izere iki gruba ayrilirlar.
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2.3.1. Endojen antioksidanlar

Kendi arasinda enzimatik olanlar ve olmayanlar diye ikiye ayrilir.

2.3.1.1. Enzimatik olanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), glutatyon-

s-transferaz (GST), hidroksiperoksidaz, mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemidir.

2.3.1.2. Enzimatik olmayanlar

a-tokoferol (E vitamini), B-karoten, askorbik asit, melatonin, iirik asit, biliriibin,

glutatyon, alblimin, transferrin, ferritin, seruloplazmindir.

2.3.2. Ekzojen Antioksidanlar

Allopiirinol, oksipiirinol, folik asit, C vitamini, trolox-C (E vitamini analogu),

asetilsistein, mannitol, ve adenozin sayilabilir (Soyalp, 2011; Gok ve ark, 2006).

Antioksidanlar genel olarak 4 farkli mekanizma ile oksidanlar1 etksiz hale getirirler.

Bu mekanizmalar:

Toplayic1 etki (Scavenging): Antioksidanlarin serbest oksijen radikallerini
etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir molekiile ¢cevirme islemine toplayici

etki denir. Bu etki, antioksidan enzimler tarafindan yapilir.

Bastiric1 etki (Quencher): Antioksidanlarin serbest oksijen radikalleriyle etkilesip
onlara bir hidrojen aktararak aktivitilerini azaltan veya inaktif sekle doniistiirerek etki

ederler. Bu etki, vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

Onarial etki (Repair): Hedef molekiillerin hasarlanmasi Sonrasi antioksidanlar

tarafindan tamir edilmesi veya temizlenmesi ile bu etki gergeklesir.

Zincir kira etki (Chain breaking): Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerini
kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarimi inaktive ederler. Hemoglobin,

seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler (Young ve Woodside, 2001;

Memisogullar1,2005).
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Tablo 3. Antioksidan sistemler (Bokov ve ark, 2004)

. AntioksidanSistemler |
Bilirubin, tioller (glutatyon, lipoik asit, N-asetil sistein), NADPH
ve NADH, koenzim Q10, iirik asit, enzimler [Cu/Zn ve Mn
bagimli siiperoksit dismutaz (SOD), Fe bagiml katalaz (CAT),
selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (GSH-Px)]

Vitamin C, vitamin E, p-karoten ve diger karotenoidler (likopen,
lutein), polifenoller (flavonoidler)

Albumin (Cu), seruloplazmin (Cu), metallothionein (Cu), ferritin
(Fe), transferin (Fe), myoglobin (Fe)

Endojen Antioksidanlar

Diyetle Alinan Antioksidanlar

Metal Baglayici Proteinler

2.4. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatt1

Bir meme kanseri hiicre soyu olan MCF-7 hiicreleri ilk defa 1970 yilinda 69 yasinda
invaziv duktal karsinomali beyaz irktan bir kadinin plevral efilizyonundan izole edilmistir
(Soule ve ark, 1973). Bu hiicre hatti Soule ve arkadaslan tarafindan 1973’de Detroit’te
kurulmustur. Michigian Kanser Vakfi -7’nin kisaltmasi olarak MCF-7 ismi kullanilmistir.
Morfolojisi epitelyaldir. Insiilin benzeri cogalma faktdrii baglanma proteinlerini sentezler.
Meme kanseri ve diger bir¢ok kanserin olusumunda, hiicre dongiisii kontrol noktalarindan
olan siklin D1°de olusan mutasyonlar, ayni sekilde MCF-7 hiicrelerinde de vardir. MCF-7
hiicre hattinda kaspaz 6, 7 ve 9 ve BCL-2 ekspresyonu oldukga etkilidir. Ayrica p53 ve p21
genlerinin ekspresyonu ve diizenlenmesi normaldir (Chodosh, 1998). MCF-7 hiicre hattinin
cogalmasinda; asir1 artmis dstrojen ekspresyonu ve Ostrojene bagli proliferasyon, EGF’den
bagimsiz ¢ogalma, artmig Her-2/Neu/c-Erb-2 ekspresyonu artmis, N-ras ve Rb proteininin
hizl1 fosforilasyonu rol oynamaktadir (Martin ve Weber, 2000; Martin ve ark, 1990).

2.5. Hiicre Oliim Mekanizmalar:
2.5.1. Apoptoz (Programh Hiicre Oliimii)

Apoptoz kelimesi Yunan asillidir. “Apoptoz” terimi ilk defa 1972 yilinda Kerr,
Wyllie ve Currie adindaki patologlar tarafindan kullanilmistir. Yunancada ‘apo’=ayrilma,

‘ptoz’=diisme anlamina gelmektedir (Lowe ve Lin, 2000; Oztiirk, 2002, Zimmerman ve

Gren, 2001).

Organizmada gorevini tamamlamis ya da hasara ugramis hiicrelerin diger hiicrelere
zarar vermemesi i¢in ortadan kaldirildigi, genetik olarak kontrol edilen, organizmada var

olan homeostazi koruyan, ayn1 zamanda programlanmis hiicre 6liimii olarak da tanimlanan

22



biyokimyasal bir olaydir. Apoptozun gergeklesmesi igin enerjiye gereksinim duyulur.
Ozellikle organizmanin gelisimi ve yetiskin hayatlarinda rol oynayan hayati bir islemdir
(BErsdz, 2007; Coskun ve Ozgiir, 2011). Hiicre dliimleri fizyolojik sartlarda gergeklestigi icin
bu 6liim sekli fizyolojik hiicre 6liimii olarak da ifade edilir (Schwartzman ve Cidloski,
1993). Canlinin organ gelisimini basarili bir sekilde saglayabilmesi i¢in embriyonik gelisme
sirasinda hiicre Oliimlerinin gergeklesmesi gereklidir (Majno ve Joris, 1995; Pinarbasi,
2007). Gelisim, yaslanma ve dokulardaki hiicrenin devamliligini saglamak i¢in homeostatik
bir mekanizma olarak ifade edilen apoptoz, ayni zamanda cesitli hastalik ya da zararli
ajanlar nedeniyle hiicreler zarar gordiiglinde immiin reaksiyonlar gibi bir savunma
mekanizmasi olusturmaktadir. Hiicre i¢i stres artisi, reaktif oksijen tiirlerinin artisi, hiicre ici
kalsiyum dengelerinin bozulmas1 gibi sebepler dengesi bozulan hiicreyi apoptoza gotiiriir.
Bu olaylar kontrol edilemezse hiicre i¢i dengesizlik, olasi genetik bozukluklar ve hatta
kanser olusumu ile sonuglanabilecegi i¢in apoptozun bu tiir hiicreleri yok ederek canlinin

genel sagliginin korunmasini saglar (Er6z ve ark, 2012).

Apoptoz mekanizmasi; ilk 6nce apoptozun baglatilmasi, sonra hiicre i¢i proteazlarin
(kaspazlarin) aktivasyonu, hiicrede cesitli morfolojik, biyokimyasal degisikliklerin olusmasi
ve son olarak fagositoz olmak tiizere dort asamada gergeklesir. Hiicrenin apoptoza
gidebilmesi i¢in ilgili genetik mekanizmanin hiicre tarafindan harekete gegirilmesi
gerekmektedir. Apoptotik siiregte, apoptoz i¢in hiicrenin i¢inden ya da digindan gelen sinyal
alindiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik degisimler gozlenir. Hiicre ici
proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu, hiicre ici ve dis1 gelen sinyaller yardimiyla
gerceklesir. Gelen uyariyla birlikte hiicre, yapistigi zeminden ve komsu hiicrelerden ayrilir
ve kiigtliir. Yani hiicreler kiiciilerek kondanse olmaya baslar, hiicre iskeleti dagilir, ¢ekirdek
zar1 yer yer erir ve ¢ekirdek DNA’s1 pargalara ayrilir. DNA fragmantasyonu, kromatin

kondensasyonu olugmaya baslar.

Sonrasinda membranla ¢evrili olan vezikiiller goriilmeye baglanir Siire¢ devam
ettikce bu vezikiiller, komsu hiicreler ya da fagositler tarafindan fagosite edilir. Her saniye
bir milyona yakin hiicremiz apoptoz sayesinde viicuttan uzaklastirilmakta ve bu hiicrelerin
yerine yenileri yapilmaktadir. Yapim (mitoz) ile yikim (apoptoz) arasinda kontrollii bir
denge vardir. Cok hiicreli canlilarda homeostazi, hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimii arasinda
kurulan denge ile saglanir. Bu dengenin apoptozun lehine ya da aleyhine kaymasi birgok

hastaliga sebep olabilmektedir. Mekanizmanin herhangi bir noktasinda meydana gelen bir
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aksaklik apotozun gerceklesememesiyle sonuglanip neoplastik hiicre popiilasyonunun
kontrolsiiz artisina ve tiimor hiicrelerinin bagisiklik sisteminin denetiminden kagisina neden
olabilmektedir. Ayrica apoptozun gereksiz olustugu veya hizlandigr durumlarda ise AIDS,
instilin bagimli diyabet, ndrodejeneratif hastaliklar, hepatit C enfeksiyonu, miyokard
enfarktiisii, ateroskleroz gibi hastaliklara sebebiyet verebilir. Bu agidan bu denge
viicudumuz icin ¢ok Onem teskil etmektedir (Oztiirk, 2002). Ayrica kemoterapi ve
radyoterapinin apoptozu tetikleyerek etki ettigi géz oniinde bulunduruldugunda, apoptoza
yonelmeyen kanser hiicreleri terapiye de cevap vermeyebilir. Dolayisiyla apoptoza karsi
kanser hiicrelerinde kazanilan direng dnemli bir problem olmaktadir. Bu sebeple hiicrelerin
hangi yollarla hiicre 6liimiine diren¢ kazandigi ve apoptoz yolagindaki bozukluklarin
kansere nasil yol a¢tigini anlamak, mevcut tedavi yontemlerinin gelismesine ve yeni

terapilerin gelistirilmesine katki saglayabilir (Baran, 2018).

2.5.2. Nekroz

Diger hiicre 6liim tiirii de nekrozdur. Nekrozda hiicre zar1 veya hiicredeki metabolik
stiregler hasar goriir ve zar gecirgenligi bozulur. Bunun sonucunda hiicre siser. Sonunda
hiicre membran: patlayarak hiicre i¢indeki maddeler disar1 dagilir. Boylece inflamasyon
uyarilir (Solakoglu, 2009). Apoptozda hiicre, hiicre 6liim yolundaki biyokimyasal
reaksiyonlara aktif olarak katilmaktadir, dolayisiyla hiicre intihar1 olarak da
adlandirilmaktadir. Nekrozda ise hiicre 6liimii, hiicre i¢in uygun olmayan ortamlardaki
degisiklikler sonucu gerceklesmektedir. Bu nedenle nekrozda hiicre, biyolojik bir kaza

sonucu oliimle sonuglanan masum bir kurban olarak goriilebilir (Rosser ve Gores, 1995).

Tablo 4. Apoptoz ve nekrozda morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler (Hekim, 2017).

Apoptoz Nekroz

Hiicrenin organellerinin biiziilmesi ve kromatinin ~Hiicrenin sismesi ve plazma membraninin

kondenzasyonu parcalanmasi
Hiicresel igerik sizmntis1 olmaz Hiicresel igerik sizintis1 olur
Apoptotik cisimler fagositler tarafindan yutulur Hiicre ve ¢ekirdeksel lizis

Spesifik sistein proteaz, kaspaz aktivasyonu, Nekrotik hiicre yoktur
interniikleozomal DNA fragmantasyonu

Sinyal mekanizmalariyla diizenlenir. Yetersiz bir sekilde diizenlenir.
Inflamatuar yanita neden olmaz Inflamatuar yanita neden olur
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Sekil 9. Apoptoz ve nekrozun birbirinden farkli yonleri (Hekim, 2017’den degistirilerek

alinmustir).

Bir hiicrenin apoptoza ya da nekroza gidecegi uyaricinin tipi veya seviyesine gore
belirlenir. Radyasyon, sicaklik, hipoksi ve sitotoksik antikanser ilaglar gibi zararli uyaranlar
diisiik dozlarda apoptoza, yiiksek dozlarda ise nekroza neden olabilmektedir. Ozellikle
kanser ile baglantil1 olan apoptoz, kaspazlar olarak adlandirilan bir grup sistein proteazlarin
aktivasyonu ile gergeklesen, gerceklesmesi igin enerjiye gereksinim duyan bir siirectir
(Elmore, 2007; Yerlikaya, 2009; Altunkaynak ve Ozbek, 2008). Eger bir hiicrede
proapoptotik proteinler, antiapoptotoik proteinlere gére daha fazla ise hiicre apoptoza
egilimlidir. Ancak tam tersi durumda antiapoptotik proteinler daha fazla ise apoptoza daha
az egilimlidir. Proapoptotik iiyeler; BAD, BAX, BAK, p53, BID, BiM, HRK, PUMA,
NOXA, BOK/MTD olarak siralanabilir. Antiapoptotik tiyeler ise BCL-2, BCL-X, ve MCL-
1, BCL-W, Al/BF-1, BCL-B/BCL-2L10 olarak siralanabilir (Coskun ve Ozgiir, 2011).

Hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegi, hiicre i¢i BCL-2/BAX oranina gore belirlenebilir.
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BAX’1n fazla oldugu durumlarda hiicre apoptoza gidecektir. Eger BCL-2 fazla ise apoptoz
inhibe edilecektir (Erséz, 2007). Yiiksek miktarda BCL-2 ifadesinin neuroblastoma,
glioblastoma ve meme kanseri hiicrelerinde TRAIL tarafindan indiiklenen apoptozu inhibe
ettigi, timoriin malignite derecesini arttirdigi ve birgok kanser tiirtinde kemoterapi ilaglarina

radyoterapi olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Findley ve ark, 1997).

DNA gardiyan1 olarak da bilinen p53 proteini proapoptotik bir proteindir. Timor
baskilayici bir gorevi vardir. (Solakoglu, 2009; Yerlikaya ve Dokudur, 2009). Kaspaz 3, 7, 8
ve 9 enzimlerini aktive ederek apoptozu uyarir. Boylece malignant olusumunu engeller
(Yerlikaya ve Dokudur, 2009). p53, DNA ya da hiicre hasar goriirse, DNA’nin belli
genlerinin aktivasyonuna, yani yapimlarinin artmasina (BAX, Apaf-1, Fas), belli genlerin
ise baskilanmasina (BCL-2, BCL-X,) yol agarak apoptozu tetikler (Solakoglu, 2009).
Kanserde en sik goriilen (%50-55) mutant gen p53°diir. Normal bir hiicrede DNA hasari
meydana geldiginde, buna paralel olarak p53 seviyesi artar. Artan p53 seviyesi, hiicre
siklusunu boliinme kontrol noktalarindan G1°de durdurup DNA onarimi i¢in hiicreye zaman
kazandirir. Hasar tamir edilemezse bile hiicre apoptoza gider (Cabadak, 2008). Ancak p53
proteini mutant olan hasarli hiicreler, G1 fazinda durmazlar, onarmm igin yeterli zaman da
olmadig i¢in G1 fazindan sonra gelen S fazinda hata iki katina ¢ikar (Pazarbasi ve Kasap,
2003). Apoptozun belirlenmesinde pek ¢ok yontem kullamilmaktadir. Bu yontemler;
hematoksilen-eozin boyama, giemsa boyama, floresan mikroskopi, elektron mikroskopi, faz
kontrast mikroskopi, anneksin V yontemi, TUNEL yontemi, M30 yontemi, kaspaz-3
yontemi, agaroz jel elektroforezi, western blotting, flow sitometri, ELIZA (enzyme linked
immunosorbent assay) olarak sayilabilir (Ozay ve Ulker, 2008; Ozcelik ark, 1996; Degerli,
1998).
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Nekroz Apoptoz Il Apoptoz |
Fas, TRAIL, TNFa Hucre hasarina
Hiicre hasari gibi disaridan gelen iceriden
sinyallere verilen cevap verilen cevap
Mirakonai DISC olusumu Hedef Mitokondri

membranin yirtilmasi membran gegis porlari

[ | & U

Bcl-2 Kaspas 8 Bad
Mitokondri Bid Kaspas3,6,7 Cyto-C sizintisi AIF
membran 1 ! 'l 'l
potansiyel Apoptozom _CAD Apoptozom DNAse
(AWm) farkinin Apaf-1 Aktivasyonu Apaf-1 Aktivasyonu
ortadan kalkmasi Kaspas9 evre Il kromatin Kaspas9 evre | kromatin
ROS’un artigi Yogunlasmasi yoBunlasmas)
ATP’nin azalisi 180 bp DNA 50 Kbp DNA
l parcalamas parcalamasi
Nekrotik 6lim Apoptotik 6lim Apoptotik 6liim

Sekil 10. Nekroz ve apoptozun yolaklari (Hekim, 2017°den degistirilerek alinmistir).

2.5.3. Apoptozda Goriilen Morfolojik Degisiklikler

Apoptozu tetikleyen sinyal yolaklar1 aktif oldukca hiicre i¢i kalsiyum hiicre disina
verilir ve hiicre i¢indeki ATP tamamiyla kullanilir. Hiicre zar1 bozulmadan hiicre kiigiilmeye
bagslar. Kromatinler c¢ekirdek zarmma dogru yogunlasmaya baslar. Sonra sirasiyla, yilizey
organellerinin kaybi, sitoplazmik baloncuklar ve apoptotik cisimlerin olusmast olarak
siralanabilir. Apoptoza ugrayan hiicreler 6nce komsu hiicrelerle olan temasini kaybeder,
ardindan yuvarlaklasir (Wyliie, 1980). Hiicreden hiicreye bu farkliliklar degiskenlik
gosterebilir. Fakat genellikle cekirdek biiziisiir, diizensizlesir. Kromatin yogunlasir ve
parcalar halinde bir araya toplanir (Geoffey ve Robert, 2004). Na, K, Cl pompalarinda ve
iyon kanallarindaki aktivasyon sisteminin durmasi sonucu hiicre dis1 ve i¢i arasindaki sivi
hareketinin ger¢eklesmemesinden dolayr hiicreler birlesme bolgesinden apoptozun erken
evresinde ayrilir ve belirgin bir sekilde biiziiliir. Ayn1 anda hiicrede degisik yiizey ¢ikintilar:
ve kivrintilarinin  olustugu, bunlarin membranla ¢evrili olarak hiicreden ayrilmasiyla

apoptotik cisimlerin meydana geldigi bildirilmektedir. Aktif kaspazlar diger apoptotik
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proteinlerin indiiklenmesine sebep olur (Elmore, 2007). Apoptozda goriilen morfolojik
degisiklikler Sekil 11°de belirtilmistir (Huerta, 2007).

i i ; 7 Li larda T
Kromatin il e e Cekirdek Apoptotik Hzom Asirt hilere
ceperinin — — — stoplazmadave |~ .
kondensazyonu e parcalanmasi cisimlerin olugumu membran vil sismesi

i ——

Erken Apoptoz Geg

Sekil 11. Apoptozda olusan morfolojik degisiklikler (Huerta 2007’den degistirilerek

alinmustir).
Apoptozis
1 1
Erken Geg
I I I 1
[ Realtime | [ 1 ( ] TUNEL Western:PARP
PCR/Westernblot Mikroskobik DNA agaroz jel ) .es et .
(Bcl-2, inceleme elektroforezi _ (Un Situ DNA ug (Poli (ADP-Riboz)
Bax kaspaz, p53) isaretlemeY 6ntemi) Polimeraz)
\, 7 . I » \ >
1 I 1
. Floresan Konfokal
O Mikroskobu Mikroskop

Sekil 12. Erken ve ge¢ apoptozu belirlemek i¢in kullanilan yontemler (Huerta, 2007°den

degistirilerek alinmistir).

2.5.4. Kaspaz Aktivasyon Mekanizmasi

Kaspazlar, apoptoz ve inflamasyonda goérev alan korunmus bir proteaz ailesini
olusturur. Programlanmis hiicre dlimiiniin gerceklesmesi igin gerekli olan bir grup sistin
proteazlardir. Sistin proteaz aktivitesi kokenine veya Oliim uyaranina bakilmaksizin
apoptoza ugrayan tiim hiicrelerde saptanabilir. Isimlerini aspartik asit rezidiilerin hemen

sonrasindan kesmek igin sistein rezidiilerini kullanmalarindan dolayr almislardir (cysteine
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aspartate spesific proteases). Insanlarda 14 ayr1 kaspaz bulunmaktadir ve fonksiyonlarina

bagli olarak {i¢ alt sinifa ayrilmaktadir (Alenzi ve ark, 2010).
Alt Simif I: Apoptoz etkinlestirici/baslatic1 kaspaz 2, 8, 9 ve 10
Alt Simif II: Apoptoz infazci/efektor kaspaz 3, 6 ve 7
Alt Simif IIT: Apoptoz inflamatuar mediator kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14

Cesitli calismalardan elde edilen bulgulara gére apoptoz bozulmasi kaynakli timor
olugsmasinin tiimor ilerlemesine ve tedaviye olan direnci harekete gegirdigini gostermistir
(Edinger ve Thompson, 2004). Kanser tedavilerinde sec¢ici olarak apoptozun tetiklenmesi
onemli bir hedeftir (Call ve ark, 2008). Bu sebeple antikanser tedavilerinin klinik

caligmalarinda erken apoptoz biyomarkerlarinin izlenmesi 6nem teskil eder.

2.6. Oleuropein

Zeytin agaci fenolik maddelerce zengin ve 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip pek ¢ok
bilesen ihtiva eder. Bu bilesenlerin baslicas1i oleuropeindir (Bouaziz ve ark, 2008).
Oleuropein, ilk defa 1908 yilinda Bourquelot ve Vintilesco tarafindan kesfedilmesine
ragmen bu bilesigin yapisi ancak 1960 yilinda tanimlanabilmistir (Panizzi ve ark, 1960).
Oleuropein, 10-hidroksi-oleuropein, ligstroside ve 10-hidroksiligstroside gibi benzer

bilesiklerle birlikte, zeytin agacinda bolca bulunan fenolik, dogal bir antimikrobiyaldir.

Zeytin agaclari, kendilerine hastalik ve zararhilara kars1 direng kazandiran
“oleuropein” adli bir madde {trettikleri i¢in ¢ok dayanikli ve ayn1i zamanda uzun siireli
yasamlar1 vardir. Oleuropeinin igeriginde “elenolik asit” ve oleuropein tiirevi olan
"kalsiyum elenolat” mevcuttur. Bu sayede ¢ok ¢esitli mikroorganizma gruplarini uzak tutma
Ozelligi vardir. Ayrica oleuropein, zeytin meyvelerinin aci tadindan da sorumludur. Bu
yiizden zeytinin yenilebilir olmasi i¢in mutlaka ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir.
Zeytinin hasattan hemen sonra tiiketilebilir nitelikte olamamasindan sorumlu olan bu
glikozit suda ¢oziinebilme 6zelligine sahiptir. Klasik salamura yontemi, alkali uygulamasi,
enzimatik yontem ya da mikroorganizmalarla hidrolize edilerek  zeytinden

uzaklastirilabilmektedir (Marsillo ve Lanza, 1998; Brenes ve DeCastro, 1998). Oleuropein,
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kimyasal yap1 formiiliine bakildiginda elenolik asit ve hidroksitriosoliin heterozidik

esteridir.
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Sekil 13. Oleuropeinin kimyasal yap1 formiilii (Winkelhausen ve ark, 2005).

Zeytinyagi, degisken miktarda triagilgliserol ve az miktarda serbest asit, gliserol,
sterol, tokoferol ve fenol igeren Akdeniz diyetinin 6nemli bir bilesenidir. Zeytinyaginin
icinde bulunan oleuropeinin sekil.14’te de goriildiigii gibi antioksidan (ROS atma etkisi,
LDL’nin oksidasyonunu engelleme), anti-enflamatuar (lipoksigenaz inhibisyonu), anti-
aterojenik, antikanser (antimigrasyon etkisi, apoptoz indiiksiyon, anjiyogenez inhibisyonu),
antimikrobiyal (bakteri hiicre membran1 zarar1), antiviral (viral kilif etkilesimi),
noroprotektif (oksidatif stres azaltma), hepatoprotektif (karaciger yaglanmasini azaltma)
olmak tiizere pek ¢ok etkileri vardir. Tiim bu etkilerden dolayr Akdeniz iilkelerinde ticari
olarak gida takviyesi olarak mevcuttur (Visioli ve ark, 1998; Carluccio ve ark, 2003; Owen
ve ark, 2000; Tripoli ve ark, 2005; Fredrickson 2000; Andreadou ve ark 2007; Andreadou
ve ark 2006).
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Anti-oxidant
Skin protecta Anti-inflammatory
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Anti-viral Anti-cancer

Anti-microbial

Sekil 14. Oleuropeinin farmakolojik etkileri (Omar, 2010).

2.6.1. Oleuropeinin Antikanserojenik ve Apoptotik ve EtKisi

Dogal antimikrobiyal maddeler arasinda gosterilen oleuropeinin,
mikroorganizmalarin gelisme hizin1  yavaslattigt ve aym zamanda inhibe ettigi
bildirilmektedir. Yani daha g¢ok antimikrobiyal etkilerinden bahsedilebilir (Yildiz ve
Uylaser, 2011).

Oleuropein ve pargalanma tiriinii olan hidroksitirosol ¢ok etkili antioksidanlar olarak
bilinmektedir. Ayrica oleuropein preparatlarinin bagisiklik sistemini giliglendirici, kan
basinc1 ve kan sekerini diizenleyici gibi pek ¢ok farmakolojik etkileri de tespit edilmistir.
Ayrica zeytin {riinlerinde bulunan biyofenoller, serbest radikallere karsi aktivite
gostermektedir. Deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalar zeytinyaginin kolon, deri, meme ve
karaciger kanserlerine karsi koruma sagladigini gOstermistir. Zeytinyagimin kanserden
koruyucu 6zellikleri arasinda tekli doymamais yag asitleri, polifenoller adl1 antioksidanlar ve
zeytinyagina 6zgili squalen adli madde 6nem teskil etmektedir (Mutaf, 2017). Oleuropeinin

farkli kanser hiicre hatlarinda antitimor etkisi vardir.
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Tablo 5. Oleuropeinin farkli kanser hiicre hatlarinda antitimor etkisi (Barbaro ve ark,

2014).
. HilereHata  KanerTipi_ |
MCF-7 Meme adenokarsinoma
MDA Meme adenokarsinoma
T-47D Meme duktal karsinoma
HT 29 Kolorektal adenokarsinoma
Caco-2 Kolorektal adenokarsinoma
LoVo Kolorektal adenokarsinoma
TF1 Erythroleukemia
LN 18 Glioblastoma
A549 Akciger karsinoma
RPMI 7951 Melanoma
LNCaP ve DU145 Prostat kanseri
786-O Bobrek hiicresi adenokarsinoma
T-24 Idrar torbasi karsinoma
2.7. Vitamin D

D vitamini hormon benzeri fonksiyonlari olan, yagda ve organik ¢oziiciilerde eriyen,
fakat suda erimeyen bir grup sterol olarak tanimlanmaktaydi. (Hochberg, 2004; Wranicz ve
Szostak-Wegierek, 2014). Dolayisiyla giiniimiize kadar hormon mu, yoksa bir vitamin mi
olduguna dair tartismalar hala siirmekteydi. Ancak, giiniimiizde her organ ve dokuya
reseptorleri sayesinde ulastifi i¢in hormon olarak tanimlanmaktadir (Rusinska ve ark,
2018). D vitamini, kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin devamliliginin saglanmasinda en
onemli rolii oynayan molekiildiir (Hochberg, 2004; Ozsoylu, 1988). D vitamini sadece
omurgalilar i¢in esansiyeldir. Kalsiyum homeostazinda énemli rol oynar. Serum ve viicut
stvilarinda  kalsiyum  ve fosfor miktarinin artmasmi saglar. Kemik biiylimesi ve
kemiklesmeye yardimci olur. Hedef organlar1 bobrekler, ince bagirsaklar ve kemiktir. Bu
organlardaki etkilerini aktif formu olan kalsitriol tarafindan gerceklestirilir. Eksikliginde

cocuklarda rasitizm, rikets hastaligi, yetiskinlerde osteoporoz gelisir (Hochberg, 2004).

Vitamin D, viicudumuz tarafindan sentezlenebilir. Giines 1s18min etkisiyle deride
dehidrokolesterol molekiiliinden sentezlenir. Balik yaginda ve o6zel katkili yiyecekler
haricinde ¢ok yaygin bulunmaz. Sadece kutup bdlgelerine yakin bolgelerde oldugu gibi
giines 1silarmin yeterli olmadig: yerlerde besin yoluyla alinmasi elzemdir (Hollick, 2006).
Temel D vitamini formlari, D, ve D3 molekiilleri olarak sayilabilir. Baz1 bitkilerde 1s1na
maruz birakilmis mayalarda bulunan D, vitamini (ergokalsiferol) bulunur. D, vitamininin

provitamini ergosteroldiir ve ergosterinden sentezlenmektedir. Hayvanlarda ve balik
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yaginda dogal olarak bulunan D3 vitamini (kolekalsiferol) bulunmaktadir. D3 vitamininin
provitamini 7-dehidrokolseteroldiir ve kolesterinden sentezlenmektedir D, vitamininin Ds
vitamininden farki, 22. ve 23. karbonlar arasinda cift bagi ve 24. karbona bagli metil
grubudur (De Luca ve Zierold, 1998).

Temel D vitamini formlar1 olan D, ve D3 molekiillerinin kimyasal yapisi sekilde

gosterilmistir.

HO

WVitarain D

Sekil 15. Vitamin D, ve D3 molekiillerinin kimyasal yapisi

Ergosterol

Provitamin D2

Ergocalciferol {vitamin D;)

Sekil 16. Ergosterolden D, vitamini olusumu
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Sekil 17. Kolesterolden D3 vitamini olusumu

Insan viicudunda vitamin D formlarindan sadece Ds vitamini sentezlenir. Bitkisel
kokenli D, vitamini (ergokalsiferol) ise mor otesi 1sinlar araciligi ile yapraklarda sentezlenir.
Her ikisi de hem diyetle alinir, hem de sentetik olarak firetilebilir. Giinesle temas siirecinde
yiiksek enerjili mor 6tesi UNB isinlar1 (290-315 nm) epidermisi gecer ve plazma
membranlarinda bulunan 7-dehidrokolsterol (7DHC) tarafindan absorbe edilir ve bdylece
previtamin D3 olusur. Bu olusum sirasinda vitamin D3 plazma membrandan ekstraseliiler
bosluga atilir ve dermal kapiler yatakta D vitamini baglayic1 proteine (DBP; Vitamin D
Binding Protein) baglanarak sirkiilasyona gecer. DBP, yiiksek affiniteli tasiyicit protein
olarak bilinir (Holick, 2004). Hayvansal besinlerden alinan D3 vitamini veya bitkisel
besinlerden alinan D, vitamini duodenum ve jejenumdan emilir. Emilen D vitaminleri yagda
erdigi i¢in emilimi safra ile gergeklesir. Emilen D vitaminleri DBP’ye baglanarak
limendeki lipidlerle birlikte lenfatik kanallar yoluyla dolasima gecerek karacigere ulasir.
Gerek deride sentezlenen, gerekse sindirim sisteminden gelerek emilen D vitamini

karacigere geldikten sonra metabolizmalari aynidir (De Luca ve Zierold, 1998).

D, ve D3 vitamini normalde inaktiftirler. Bunlar karaciger ve bobrekte gergeklesen
iki hidroksilasyonla aktive edilirler. Karacigere gelen D vitamini hepatosit mikrozomlarda
bulunan kolekalsiferol-25-hidroksilaz enzimi araciligiyla 25 nolu karbon (C-25) molekiilii
hidroksilasyona ugrar ve 25-hidroksikolekalsiferole (25-OH-D3) doniisiir. Bu madde
kalsidiol olarak da bilinir. (25-OH-D3) biyolojik olarak inaktiftir. D vitamininin énemli bir
kismi1 (25-OH-D3)’e doniiserek kana gegse de az bir kismi hepatositlerde glukoronie olup,
safraya atilarak barsaga tasinir ve ileumdan tekrar emilir (enterohepatik dolagim).
Enterohepatik dolagimla karacigere gelen D vitamini metabolitleri de karacigerde katabolize

olur. Vitamin D metabolizmasinda esas aktivasyon basamagi bobreklerde yer alir. 25-
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hidroksikolekalsiferol-1-a-hidroksilaz enzimi tarafindan katalizlenir. Bu hidroksilasyonun
sonucunda olusan 1,25-dihidroksikolekalsiferole (1,25(0OH),D) doniisiir. Bir bolimii de
24,25 dihidroksikolekalsiferole (24,25(0OH),D doniisiir. 1,25(0OH),D, D3 vitamininin en aktif
formudur ve D vitamininin biitiin etkilerinden sorumludur. 25-OH-Dj3’iin yar1 6mrii yaklasik
10 giindiir. Bu yilizden biyolojik olarak daha aktif olan, ancak yar1 émrii 15 saat olan 1,25

dihidroksi vitamin D’nin depo formu gibi diisiiniilebilir (Dittmer ve Thompson, 2011).

Tablo 6. D Vitamini ve plazmadaki metabolitleri (Burtis ve ark, 2012).

Konsantrasyon Serbest (% Yar omiir
<0,5-52 nmol/L

<10-65 ng/ml 0,03 2-3 hafta
<25-162 nmol/L

<15-60 ng/ml 0,4 4-6 saat
<36-144 nmol/L

7-dehidrokolesterol

e (Ultraviyole 151k etkisi)
erl

v
Kolekalsiferol (Ds3)

Karaciger Kolekalsiferol-25-hidroksilaz

v
25- Hidroksikolekalsiferol

Bobrek 25-hidroksikolekalsiferol-1-u-hidroksilaz

v
1.25-Dihidroksikolekalsiferol

e

- y T o . - 2+
Bagwsaklardan Ca™ emilimi Kemiklerden Ca™ ayrilmasi

Sekil 18. Vitamin D metabolizmasi (Akbel, 2005’den degistirilerek alinmistir).

D wvitamini yetersizliginin 6nemli bir sebebi gilines 1smmlarindan yetersiz
faydalanmadir. Osteomalazide tedavi kalsiyum suplementasyonunu da igermelidir. Ileri
derecede D vitamini eksikligi, mineralizasyon defektine neden olarak ¢ocuklarda riketse,

erigskinlerde ise osteomalaziye yol acar. Intestinal kalsiyum emiliminin azalmasi ve
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viicuttaki kalsiyum dengesinin bozulmasina yol acar. Yetersiz kalsiyum alimi1 ise sekonder

hiperparatiroidizmle ve osteopeniyle sonuglanir (Dawson-Hughes ve ark, 1991).

D vitamini eksikliginde etkili mekanizmalar ve iliskili rahatsizliklar Sekil 19’da

goriilmektedir.

depresyon

Sekil 19. Vitamin D eksikliginde etkili mekanizmalar ve iliskili rahatsizliklar (Tezcan,

2012’den degistirilerek alinmigtir).

D vitamini fazla alindiginda toksik etki de gosterebilir. D vitamini
intoksikasyonunun temel bulgular1 arasinda sindirim kanalindan fazla kalsiyum emilmesi
sonucu ortaya ¢ikan hiperkalsemi gosterilebilir. Kalsiyum, sinir, kalp, kas, sindirim sistemi
ve bobrekleri etkiler. Hiperkalsemide yorgunluk, kaslarda ileri derecede giigsiizliik,
hipotoni, karin agrisi, bulanti, kusma, kabizlik, peptik ilser, poliiiri, dehidratasyon, biling
bulanikligi, koma, hipertansiyon, bobrek yetmezligi gibi bulgular gelisebilir (Balkan ve
Unal, 2013).

D vitamini, birgok hastaligin gelismesini engellemekte veya hastaligin bulgularini
hafifletmektedir. Bu hastaliklar; otoimmun hastaliklar, koroner hastaliklar, akciger
hastaliklar1, alerji, osteoporoz/osteopenia, depresyon, sizofren, migren, epilepsi, diyabet,

obezite, inflamatuar bagirsak hastaligi, romatoid artrit, multipl skleroz, enfeksiyoz
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hastaliklar, paraziter hastaliklar ve pek cok kanser c¢esidi (prostat, meme, kolon, beyin)

olarak siralanabilir (Hollick, 2004).

2.7.1. Vitamin D’nin Antikanserojenik ve Apoptotik Etkisi

D vitamininin viicudumuzun optimal sagligi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir.
Birgok hastaligin gelismesini engelledigini ve viicudun sagliginin devamliligin1 saglamada
etkili oldugu bilinmektedir. Son donemde 1-a-hidroksilaz enziminin immun sistem iizerinde
saptanmasi, biyolojik etkilerinin daha kapsamli oldugunu gdstermektedir. Bazi 16semi
hiicrelerinin 1,250H,D3 ile inkiibasyonu ile normal monositer hiicrelere diferansiye oldugu
saptanmistir. Bu yoniiyle D vitamini, immun sistem modiilasyonu, kanserden korunma ve
tedavi agisindan da giincellik kazanmistir (Chesney, 2010). Kanser ve D vitamini iliskisi ilk
olarak 1941 yilinda ortaya konulmustur (Apperly, 1941). Daha sonra 2005 yilinda yapilan
calismada 250H,D; diizeyinin yiiksekligi 6zellikle kolorektal, ayrica meme ve prostat
kanseri riskini azaltti§1 ortaya konulmustur (Giovanucci, 2005). Yapilan son ¢alismalar D
vitamininin iyi huylu (benin) ve kotii huylu (malin) hiicrelerde proliferasyonu azalttigi,
apoptozu indiikledigini gostermektedir. DNA hasar1 yaratan ajanlar, oksidatif stres, belirli
onkogenlerin aktivasyonu, tiimor supresor gen inaktivasyonu, mitogenik stimiilasyon gibi
cesitli stres kosullar1 da hiicrelerde onkogenik degiskliklere yol acabilmektedir (Kidir,
2013).

Tablo 7. Kalsitrioliin antikanser etkisinin mekanizmasi (Feldman ve ark, 2014).

Proliferasyon P21 ve p27 ekpresyonu artisi
CDKs, siklinler, MY C ve RB ekspresyonunun azalis
Apoptoz BAX artis1

BCL-2 azalis1
Radyasyon ve kemoterapi duyarliliginin artisi

Diferansiyasyon Miyeloid 16semi hiicrelerinin monositlere ayrilmasi
Kazein, lipitler, PSA, E-cadherin gibi diferansiyasyon faktorlerinin
ekspresyonunun artisi

inflamasyon COX2, PG reseptorleri, stres kinaz ve NF- Kb sinyal yolaklarinin
ekspresyonunun inhibisyonu
TIMP 1 ve E-cadherin cevabinin artigi

Invazyon ve metastaz MMP9, o6 integrin, 4 integrin, plasminojen aktivator ekspresyonunun
inhibisyonu
Anjiyogenez HIF1 a, VEGF, IL-8, tenasin C, PGE2 seviyelerinin azalist
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2.7.2. Vitamin D ve Meme Kanseriyle ilgili Pre-Klinik Calismalar

Meme de dahil olmak iizere viicuttaki c¢esitli bobrek disi dokular dolasimdaki
25(OH)D3’den aktif D vitamini metaboliti olan 1,25(OH),D’nin olusumu igin gerekli enzim
olan 1-o-hidroksilazi igermektedir. Lokal olarak sentez edilen 1,25(OH),D, meme epitelinde
bulunan VDR reseptoriine baglanarak birgok genin ekspresyonunu diizenler. Dolayisiyla
pek ¢ok calismada ve in vitro hayvan modellerinde D vitamininin meme karsinogenezi
iizerine etkileri incelendiginde D vitamininin koruyucu bir rolii oldugu goriilmektedir

(Zehnder ve ark, 2001).

2.7.3. Vitamin D ve Hiicre Biiyiimesinin Durmasi ile iliskisi

1,25(0OH),D’nin MCF-7 hiicre hattinda sikline bagimli kinaz inhibitorleri olan p21
ve p27 ekspresyonunu arttirarak hiicre dongiisiiniin durmasini indiikledigi ifade edilmistir
(Jensen ve ark, 2001; Simboli-Campbell ve ark, 1997). Ayrica aktif D vitamini metaboliti,
c-myc ve c-fos gibi onkogenlerin ekspresyonu ve c¢esitli biiylime faktorlerini igeren
epidermal biiylime faktorli, doniistliriicii bliylime faktorii, insililin benzeri biiylime

faktoriiniin (IGF-1) etkilerini diizenler (Colston ve Hansen, 2002).

2.7.4. Vitamin D ve Invazyon ve Metastazin inhibisyonuna Etkisi

Vitamin D kemik saglig1 agisindan ¢ok 6nem teskil eder. Viicudumuzda D vitamini
eksikligi sonucunda parathormon (PTH) seviyesi yiikselir ve buna bagli olarak osteoblastik
PTH reseptorii uyarilmis olur. Boylece kemik rezorbsiyonu icin giiglii bir aktivator olan kB
(NF-xB) ligandinin ekspresyonu artar. Bazi meme kanseri hiicre hatlarinda 1,25(OH),D,
invazyon ve metastazi onleyen E-kaderin ekspresyonunu arttirmaktadir (Wang ve Dubois,
2004).

2.7.5. Vitamin D ve Anti-inflamasyon Etkisi

Meme kanseri hiicreleri ya da onlar1 ¢evreleyen dokulardan salinan prostoglandinler,
hiicre ¢ogalmasint ve apoptoz direncini tesvik ederek tiimor hiicrelerinin invazyon ve

anjiyogenezini uyararak tiimor ilerlemesini tesvik eder. 1,25(OH)D’nin insan meme kanseri
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hiicre hatlarinda prostoglandin sentezinde 6nemli bir rol oynayan siklooksijenaz 2 (COX-2)

ekpresyonunu azaltarak diizene soktugu bildirilmistir (Krishnan ve ark, 2010).

2.7.6. Vitamin D ve Ostrojen Yolag: inhibisyonu

1,25(OH)D, androjeni Ostrojene ¢eviren aromataz enzimini kodlayan gen
ekspresyonunu azaltarak Ostrojen yolunu baskilar. Ayn1 zamanda 1,25(OH)D Gstrojenin

aktivitelerine aracilik eden niikleer dstrojen reseptoriinii azaltir (Krishnan ve ark, 2010).

2.7.7. Vitamin D ve Epidemiyolojik Calismalar

Meme kanseri ve vitamin D arasindaki iliskiye dair yapilan ilk epdidemiyolojik
calismalar giines 151¢ina maruz kalma ile meme kanseri insidanst ve mortalite arasinda
giiclii, anlamli, ters iligkiler oldugu gosterilmistir (Shao ve ark, 2012). Farkl: iilkelerde, yaz
veya sonbaharda teshis alan ve tedaviye baglanilan meme kanseri hastalarinda prognozun
daha iyi oldugu gosteren ¢alismalar mevcuttur. Ozellikle Garland ve arkadaslarn tarafindan
ABD eyaletlerinde yapilan bir calismada diisiik giines 1s181na maruz kalma orani ve yasa
gore diizeltilmis meme kanseri oranlar1 arasinda, Giiney Bati1 bolgesi ile kiyaslayacak
olursak Kuzey Dogu bdlgesinde daha yiliksek oranlarda bulunmasindan dolayr giicli

korelasyonlar oldugunu gostermektedir (Garland ver ark, 1990).

[lk Ulusal Saglik ve Beslenme ve Inceleme Taramasi (NHANES) dahilinde 5009
beyaz kadin, vitamin D’ye maruz kalmalarim1 6lgmek icin 17 yil boyunca yiliz yiize
gorlismeler ve dermatolojik muayeneler ile retrospektif kohort caligmasina katildilar. Giines
1s181na daha fazla maruz kaldigini belirten kadinlar, hi¢ veya az giines 1s181ina maruz kalmis
kadinlar ilekiyaslandiginda %33 daha az meme kanseri riski tasidiklari gézlemlenmistir. Bu
sonuca gore giines 1s181ina maruz kalmanin meme kanseri iizerindeki etkisi kabul edilebilir

diizeyde oldugu anlasilmistir. (Robsahm ve ark, 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Calismada kullanilan MCF-7 hiicre hatlart ADU BILTEM’den temin edilmistir.
Ticari olarak tretilmis hiicre hatlar1 oldugu i¢in herhangi bir etik kurul onay:

gerekmemektedir.

Tablo 8. Calismada kullanilan hiicre tipi ve hiicrenin 6zellikleri

ATTC®kodu HTB-22™

Adi MCF7

Biiyiime ozelligi Adherent (yapisan)
Organizma Homo sapiens (insan)
Morfolojisi Epitelyal

Kaynak Organ: Meme

Hiicre tipi: Meme adenokarsinoma

Tablo 9. Calismada kullanilan kimyasallar ve sarflar

Uriin Uriin Kodu Firma \

Fetal Bovine Serum, 100 ml 10270098 THERMO

DMSO for cell culture reagent, 100 mi sc-358801 SANTACRUZ

L-glutamine, 200mM, 100ml GLN-B CAPRICORN

Tripsin-EDTA(%0,25), 1X, 100 ml THERMO 25200056

Tyrpan Blue Solution 100 ml for cell culture 1475 NEOFROXX

DMEM High Glucose, 500 ml DMEM-HA CAPRICORN

Dulbecco’s Phosphate Bufer Saline (DPBS) 500 mli D-8537 SIGMA-ALDRICH

Penisilin Streptomycin, 100ml PS-1 CAPRICORN

MCF-7 Hiicre Dizisi - ADU-BILTEM

96-well plate for cell culture U taban, 50 adet AMB SCP-11-096 SORFA

24-well plate for cell culture, 50 adet AMB SCP-11-096 SORFA

Serologic pipet Sml, tek kullanimlik 200 adet/AMB P8050 SORFA

Serologic pipet 10 ml, tek kullanimlik 200 adet/AMB ~ P8100 SORFA

T75 Cell Culture Flask (75cm2) 25 adet AMB 833911002 SARSTEDT

15 ml Centrifuge Tube kapakli Orange Scientific =~ 4440300N

50 ml Centrifuge Tube kapakli Orange Scientific = 4440100N

1,5 ml Eppendorf tiip kapakli SSIBIO 1210

Petri dish, PP, 100 mm ¢ap Orange Scientific =~ 4450300N

Petri dish, PP, 60 mm ¢ap 4450200N Orange Scientific

Pipet Ucu 1-200 uL 4230N SSIBIO

Pipet Ucu 100-1000 puL 4330N SSIBIO

WST-1 Cell Proliferation Kiti 15092 INTRONBIO

Total Antioksidan Status Kiti AT15053A REL ASSAY
DIAGNOSTIC

Total Oksidan Status Kiti SR150610 REL ASSAY
DIAGNOSTIC

Muse®Annexin V and Dead Cell Assay Kit MCH100105 MILLIPORE
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Tablo 9. Calismada kullanilan kimyasallar ve sarflar (devami)

Uriin Uriin Kodu Firma \
Muse® Caspase-3/7 Assay Kit 100 test MCH100108 MILLIPORE
BCA Protein Assay Kit 21071 INTRONBIO
1,25-Dihydroxyvitamin D3 10ug D1530-10UG SIGMA-ALDRICH
Oleuropein 10mg 92167-10UG SIGMA-ALDRICH
Superoksit Dismutase from Bovine Liver S-1860-15KU SIGMA-ALDRICH
Xanthine Oxidase from Bovine Milk X1875-5U SIGMA-ALDRICH
NBT (Nitroblue tetrazolium chloride) N6639-50MG SIGMA-ALDRICH
BSA (Bovine Serum Albumin) ALB001 BIOSHOP
Glutathione Reductase from Baker’s Yeast G3664-500U SIGMA-ALDRICH
Glutathione Free Acid (L-Glutathione reduced) G4251-5G SIGMA-ALDRICH
RIPA Lysis Buffer System SC-24948 SANTACRUZ
Proteaz Inhibitorii P2714-1TB SIGMA-ALDRICH
Serolojik Pipet Tabancasi PA-100 CAPP
Croyogenic Vial 4420 AXYGEN
Dort yonlii Calisma Rack (1,5 ml-5 ml-15 ml-50 ml) HS29022A VWR
tlip sporu
Cell Scraper 3010 COSTAR
Xanthine SIX7375-10G X7375 SIGMA

3.2. Kullanilan Cihazlar

Inkiibator, Nuaire (NU 5500, Plymouth, ABD)
Biyogiivenlik Kabini (2.seviye), Heraeus (HS12, Hanau, Almanya)
Invert Mikroskop (Olympus CK40, Tokyo, Japonya)

UV-Visible Multiskan Spektrofotometre (Diagnostik Automation Inc, Los Angeles,
ABD)

UV-Visible Multiskan Spektrofotometre, Thermo Multiskan (FC-SN: 35700535,
Finlandiya)

Sogutmali Santrifiij (15 ml falkon i¢in) (Hettich D78532, Tuttlingen, Almanya)
Sogutmali Santrifiij (eppendorf i¢in) (Eppendorf 5415R, Hamburg, Almanya)
Mikroplate Shaker (1sitmali), (Eksper HT, Izmir, Tiirkiye)

Mikroplate Yikayici (Eksper, Izmir, Tiirkiye)

EVE™ Otomatik Hiicre Sayim Cihazi (NanoEnTek, Seuol, Giiney Kore)
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-80 °C Dondurucu (Niive NF, 190, Ankara, Tiirkiye)

-20 °C Dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

pH Metre (Hanna Instrument HI 221, Woonsocket, USA)
Hassas Terazi, KERN (ABJ220-4NM, Almanya)

MuseTM Cell analyzer and analyses software (Merc Millipore, Almanya).

3.3. Kullanilan Cozeltiler

Bir litre icin DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline) tamponu hazirlanmasi:

Stok: 10 L (9,55 g)
500 ml igin 0,4775 g tartilip lizerine distile su ile tamamlandi.

Hazirlanan DPBS’ nin pH’1, pH metre cihazi (WTW 340, Almanya) ile kontrol
edilerek pH 7,0 oldugu tespit edildi. Daha sonra bu DPBS otoklavda 121 C’de 15 dakika

steril edildi.

3.4. Deney Diizeneginin Olusturulmasi
3.4.1. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Calismanin tiim asamalar1 laminar-hava akishi kabin igerisinde gerceklestirildi.
Onceden dondurulmus olan MCF-7 adherent hiicreleri ¢alisilmak iizere siv1 azottan ¢ikarild
ve kiiltiir ortamma uygun prosediirleri takip edildi. Bunun igin éncelikle su banyosu 37°
C’ye 1sitilip, komplet hiicre kiiltiir ortamimin 1sisnm su banyosunda 37 C’ye gelmesi
saglandi. Hiicreler sivi azot tankindan, -196° C’den cikarilir ¢ikarilmaz 37 C’lik su
banyosunda hizla ¢6ziildii. Bu islem yapilirken hiicrelerin bulundugu tiiplin tamamen suya
batirilmamasina dikkat edilir. Hiicreler ¢oziildiikten sonra tiip kapagi %70’lik alkol ile
silindi. 15 ml’lik santrifuj tipiine aktarilip tizerine 5 ml 37 C’de 1sitilmis taze besiyeri
yavasca cklendi ve agz1 sikica kapatildi. 400 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi (Russo ve
ark, 1977). Stipernatant pipetle aspire edildi ve atildi. Céken hiicre pelleti tizerine 5 ml yeni

ortam besiyeri eklendi ve pipetaj ile hiicreler iyice siispanse edildi. 25 cm?lik flasklara
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aktarildi. Hiicrelerin homojen dagilip dagilmadigi invert mikroskop altinda incelendi. Sonra
%5’lik CO; inkiibatoriine kaldirildi. Ertesi giin invert mikroskop altinda hiicre canlilig
incelendi. Hiicreler adherent yapida olduklar1 i¢in canli hiicreler flask tabanina tutunmus
haldedirler. Olii hiicre ve artiklarin ortamdan uzaklastirilmasi icin eski ortam mediumu
aspire edildi ve uzaklastirildi. Sonrasinda 6 ml yeni ortam besiyeri eklendi. Flask doluluk
oran1 %80-90 araligina ulastigi zaman 75 cm®lik flasklara aktariimak iizere pasajlama

islemi gergeklestirildi.

Resim 1. inkiibasyon islemi

3.4.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler diizenli olarak belirli araliklarla invert mikroskopta (Olympus, Tokyo,
Japonya) incelendi. Hiicrelerin morfolojisine bakildi ve ve sayisi tespit edildi. Hiicrelerin
durumu goz 6ntinde bulundurularak ortalama 2 giinliik araliklarla pasaji yapildi. %5 CO2’li
inkiibatorden c¢ikarillan hiicre kiiltiir flasklar1 biyolojik giivenlik kabinine alindi. Eski
medium aspire edilerek atildi. Hiicrelerin flask dibinden kaldirilmasi i¢in % 0,25 lik tripsin-
EDTA soliisyonundan 1 ml eklendi ve 1 dk kadar 37°C’de inkiibatérde bekletildi.
Mikroskopta yuvarlak hale gelen hiicrelerin tutunmayi birakip kaymaya basladigi gézlendigi
anda taze besiyerinden 5 kat yani 1 ml tripsin i¢in en az 5 ml medium eklenerek tripsinin

etkisi inhibe edildi. Hiicre kiiltiir flasklarindaki tripsinli ve kalkan hiicreli medium pastor
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pipeti ile pipetaj yapilarak konik tabanli santrifiij tiiplerine aktarildi. 1100 rpm (200g)’de 5
dakika santrifiij edildi (Russo ve ark, 1977). Siipernatant atilip pellet hiicre yikama ¢ozeltisi
(DPBS, Ca'™ ve Mg*? negatif) ile yikandi. Tekrar santrifiij edildi. Pellet oda sicakligina
getirilen, 4 ml hiicre mediumu ile siispanse edildi. Bu siispansiyondan 1’er ml; 11’er ml taze
besiyeri igeren 75 cm?®lik hiicre kiiltiir flasklarma eklendi. invert mikroskop ile hiicreler
kontrol edildi. Hiicre kiiltiir flasklari {izerine pasaj sayisi ve tarih yazilarak, 37°C’de %5

CO5’1i inkiibatore kaldirildi.

Resim 2. MCF-7 hiicre hattinin gogaltilmasi

3.4.3. Hiicrelerin Sayilmasi ve Canlilik Kontrolii

Her pasaj isleminde hiicrelerin canliligi tripan mavisi boyasi (Neofroxx, Seul,
G.Kore) ile kontrol edildi. Lam tizerine 10pl hiicre siispansiyonu ve 10ul tripan mavisi
koyularak karistirildi (Fogaga ve ark, 2017). Arthur™ Automated Cell Counter, NanoEnTek
hiicre sayim cihazi kullanilarak hiicreler otomatik olarak sayildi ve canli hiicrelerin (boya
almayan hiicrelerin) yiizde orani hesaplandi. Hiicre sayim cihazi 1 ml’de ne kadar hiicre
oldugunu ve hiicre canlilik yiizdesini otomatik olarak hesapladig: i¢in cihazdaki veriler 3
tekrarli olarak Olgiilerek ortalamasi alindi (Automated ve Counter n.d). Thoma laminda
sayilirken de su yol izlendi. Thoma laminda 16 biiyiik kare ve bu biiyiik karelerin igerisinde
16 kiigiik kare bulunmaktadir. Tiim bu karelerdeki hiicreler sayildiginda 0,1 mm? deki hiicre

sayist bulunmus olur. Ciinkii Thoma laminin esasi, 0,1 mm? hacimde sayim yapilmasina
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dayanir. 1 ml'deki hiicre sayisin1 bulmak ve standart sonug i¢in 0,1 mm?® hacimdeki sayim
sonucunun 10.000 ile carpilmasi gerekmektedir. 1 ml’deki hiicre sayisi=16 biiyiik karedeki
hiicre sayist x 2 x 10000° formiilii ile hesaplandi. Iki ile carpilmasinin sebebi % 2’lik
formol- DPBS ¢ozeltisi ile hiicre kiiltiirliniin esit miktarda karistirilmasindan dolayidir.
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Resim 3. Hiicrelerin canlilik kontrolii

Resim 4. Hiicrelerin invert mikroskopta goriiniimii (40X)
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Resim 5. Hiicrelerin sayilmasi (Arthur™ Automated Cell Counter, NanoEnTek)

3.4.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre Dondurma Besiyerinin Hazirlanmasi

%10’luk FBS igeren besiyerindeki hiicreler i¢in 10 ml stok hazirlamak i¢in;
1 ml FBS

8 ml DMEM besiyeri

1 ml DMSO (dimetilsiilfoksoksit) reaktifleri karistirilarak hazirlandu.

Hiicreler pasajlanirken, 2. ve 5. pasaj sayisi araliginda bazi hiicrelerin pasaji devam
ettirilirken, bir kisim hiicre ileri c¢aligmalarda tekrar kullanilmesi amaciyla dondurup

saklandu.

Hiicre kiiltiir flasklarindaki medium pastor pipeti ile pipetaj yapilarak konik tabanli
santrifiij tiiplerine aktarildi. 1100 rpm’de 5 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Stipernatant
atilip pellet hiicre yikama ¢ozeltisi ile yikandi. Tekrar santrifiij edildi. Pellet, dondurma
¢Ozeltisinde silispanse edilerek son hacim yaklasik 5 x 10°% 2 x 10 hiicre/ml olacak sekilde
ayarlandi. Es zamanli olarak tripan mavisi ile canlilik kontrolii yapildi. Bu karisimdan 1’er
ml, -80°C’ye dayanikli krio tiiplerine aktarildi. Krio tiipleri {izerine tarih, pasaj sayis1 ve
canlilik orani1 not edildi. Dakikada 1°C sogutan izopropil alkollii 6zel kontainer iginde -80°C
sogutucuya konuldu. 1-2 giin icinde -196 °C’lik s1v1 azot tanklarina ileride kullanilmak

uzere kaldirildi.
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3.4.5. MCF-7 Hiicreleri icin Complete Medium Hazirlanmasi

[k 6nce ticari olarak satin alinan 500 ml DMEM besiyerinin iizerine, %10 oraninda

inaktive edilmis steril fetal bovine serumdan (FBS) (Biological Industries) 50 ml eklendi.
Sonra 50 ml’lik falkonlara boliindii.
50 mI’lik falkonlara 500 pl penisilin-streptomisin ve 50 pl siprofloksasin eklendi.

Kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

3.4.6. MCF-7 Hiicrelerinin Kullanimm

MCEF-7 hiicreleri, in vitro meme kanser ¢alismalarinda oldukca fazla tercih edilen bir
hiicre hattidir. MCF-7 hiicreleri, hiicre sitoplazmasinda 0&strojeni Ostradiyol olarak
islemektedir. Bu 6zelligi, MCF-7 hiicrelerini Ostrojen pozitif reseptdr yapmaktadir. Buna
ilaveten, MCF-7 hiicrelerinin in vitro lretiminde hiicreler, epitel hiicrelere benzeyen tek

tabaka halinde tirerler (Resim 4).

3.4.7. Oleuropein Dozunun Belirlenmesi

Ticari olarak gelen oleuropein (Sigma-92167-10UG), steril serum fizyolojik (SF)
icinde ¢oziilerek 18.500 uM konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir. Literatiir bilgisine
dayanarak oleuropein i¢in uygulanacak uygun doz belirlenmeye ¢alisildi. Ayrica oleuropein
uygulamasi i¢in uygun dozun belirlenmesi amaciyla 96 kuyucuklu plaga esit sayida hiicreler
konuldu. Ardindan hiicre 24 saatlik 6l¢lim i¢in kontrol, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400, 600,
800, 1000, 1200, 1600 uM konsantrasyonlarda oleuropein, hiicre medyumlarina katildi ve
hiicreler inkiibe edildi. 48 saatlik 6l¢iim i¢in kontrol, 9,4, 18,75, 37,5, 75, 150, 300, 400,
600, 800, 1000, 1200 uM konsantrasyonlarda oleuropein , hiicre medyumlarina katildi. 72
saatlik Olcim icin 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800 uM
konsantrasyonlarda oleuropein, hiicre medyumlarina katildi. 24 saatlik inkiibasyon
stirelerinin ardindan tetrazolium tuzu (WST-1) analiz yontemi ile hiicre viabilitesi
(sitotoksisite durumu) degerlendirildi. Oleuropeinden hazirlanan ana stok, +4 °C’de
saklanmigtir. Deneyde kullanilan oleuropein konsantrasyonlar: da her deney tekrarinda taze

hazirlanarak kullanilmistir.
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3.4.8. Vitamin D Dozunun Belirlenmesi

Ticari olarak gelen vitamin D (Sigma-D1530-10UG), oncelikle dimetilsiilfoksit
(DMSO; Sigma) i¢inde ¢oziilerek 1000 puM konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir.
Literatiir bilgisine dayanarak vitamin D i¢in uygulanacak uygun doz belirlenmeye calisildi.
Ayrica vitamin D uygulamasi i¢in uygun dozun belirlenmesi amaciyla 96 kuyucuklu plaga
esit sayida hiicreler konuldu. Daha sonra bu stok, kiiltiir medyumu ile ¢esitli seyreltme
islemleri yapilarak 24 saatlik 6l¢tim i¢in 1,95, 3,906, 7,8125, 15,62, 31,25, 62,5, 125, 250,
500, 1000 nM, 48 ve 72 saatlik 6l¢iim i¢in ise 0,975, 1,95, 3,906, 7,8125, 15,62, 31,25, 62,5,
125, 250, 500, 1000 nM vitamin D konsantrasyonlari hazirlandi. Hiicre medyumlarina
katildi ve hiicreler inkiibe edildi. Bu uygulanan dozlarda anlamli bir sonu¢ ¢ikmayinca 24,
48 ve 72 saatlik Ol¢lim icin 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 uM vitamin D konsantrasyonlar1
hazirlandi. Hiicre medyumlarina katildi ve hiicreler inkiibe edildi. 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirelerinin ardindan tetrazolium tuzu (WST-1) analiz yontemi ile hiicre
viabilitesi (sitotoksisite durumu) degerlendirildi. En yiiksek vitamin D konsantrasyonunda,
DMSO oran1 % 0.1 oldugu i¢in, kontrol grubuna da besiyeri i¢inde % 0.1 oraninda DMSO
uygulanmistir. D vitamininden hazirlanan ana stok, -20 %C’de saklanmustir. Deneyde
kullanilan vitamin D konsantrasyonlar1 da her deney tekrarinda taze hazirlanarak

kullanilmistir.

Resim 6. Oleuropein ve vitamin D i¢in doz hesaplamalari
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3.4.9. Hiicre Proliferasyon Analizi

Hiicrelerde proliferasyonu belirlemek i¢in kullanilan sitotoksisite testleri,
kimyasallarin hiicre ve dokulardaki mekanizmalar1 anlayabilmek acisindan ¢ok 6nem teskil
eder. 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum (WST-1), 2,3-bis-
(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid (XTT), 3-(4,5-
dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS) gibi sitotoksisite testleri
vardir (Borenfreund ve Puerner, 1985; Feoktistovave ark, 2016). Sitotoksisite, kanser
olusumu ve iltihaplanma gibi patolojik siireglerde ¢ok 6nemli rol oynar (Bombrick ve ark,
1998). Ayrica sitotoksisitenin in vitro testler ile 6lgiilmesi, hayvan kullanimini da en aza

indirmektedir. Bu agidan baktigimizda da avantaj saglar (Bridges ve ark, 1983).

3.4.9.1. WST-1 Testi (Water Soluble Tetrazolium Test)

WST-1 testi, sitotoksik etki ve metabolik aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan, canl
hiicrelerden  tetrazolium  tuzlarmin  ayristirlmasina  dayanan  non-radyoaktif,
spektrofotometrik, kolorimetrik bir testtir. WST-1 bir tetrazolyum tuzu olup, canli
hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik olarak baglanir ve
suda ¢oziinmeyen formazan tuzlari olugturur. WST-1 yonteminde spektrofotometrik olarak
Olciilen absorbans deger, kiiltiirdeki hiicrelerin metabolik aktivitelerini gosterir. Bu deger,
yasayan hiicre sayist ile iligkilidir. Proliferasyon arttik¢a, formazon tuzu olusumuna bagh
olarak absorbans degeri de artis gosterir (Carmicheal ve ark, 1987; Lian ve ark, 2003).
Yapilacak olan bu test ile oleuropeinin, vitamin D’nin sitotoksik etkisinin olup olmadigi
belirlenmeye calisildi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda %50 oraninda sitotoksik etki
gosteren konsantrasyon, sitotoksik doz olarak kabul edildi. Oleuropein ve vitamin D’nin
MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki olas1 sitotoksik etkisi WST-1 kiti ile iiretici firmanin (Intron,

15092) kullanim talimatina gére uygulandi.
Kit i¢erigi;
WST-1 ayraci (5 ml)
Electro Connecting Solution (ECS) 500 pl

WST-1 ayraci dondurularak karanlikta saklandi.

49



Calisilacak test sayisina gore 10:1 oraninda WST-1 ayraci ve electro connecting

solution (ECS) hazirlandi.
Yapihs Yontemi;

WST-1 yoOnteminin uygulanmasindan 48 saat 6nce, MCF-7 hiicreleri yeterince
cogalinca hiicre sayimi yapilarak, hiicreler 96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 5000
hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda (5000 hiicre ile 200 pl medyum hazirlandi) ve
kuyulara ekimi yapildi. Mikroplak 48 saat 37 °C’de %5 CO, ayarl inkiibatorde bekletilerek
hiicrelerin ylizeye yapismalari saglandi. Bu yolla tripsin enziminin hiicre membran
proteinleri ve biiyiime faktor reseptorleri iizerinde olusturdugu zarar ortadan kaldirilmis
oldu. Bu proteinlerin ve biiyliime faktorlerinin yeniden sentezlenebilmesi icin en az 24
saatlik bir siire gerekmektedir (Huang ve ark, 2010). Ayrica bu yolla medyum igerisindeki
terapotik ajanlarin hiicreyle muamelesinden 6nce hiicrelerin metabolik aktivite kazanmalari

da saglanir.

48 saatlik inkiibasyondan sonra serum fizyolojik (SF) ile ¢oziilerek hazirlanmis olan
oleuropein ve DMSO ile ¢oziilerek hazirlanmis olan vitamin D stok soliisyonundan hiicre
kiiltiir besiyeri i¢cinde gerekli seyreltmeler yapilarak uygun oleuropein konsantrasyonlar: ve
vitamin D konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Daha sonra plaklarin igindeki eski besiyeri atildi
ve kuyucuklara 100’er pl taze olarak kiiltiir besiyerinde hazirlanan oleuropein ve vitamin D
dozlar1 uygulandi. Ardindan plaklar 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlara birakildi.
Inkiibasyon siireleri sonunda her bir 96°lik kuyucuktaki hiicreler iizerine, WST-1 Kit (intron)
talimatlarina gore 10 uL. WST-1 reaktifi ilave edildi. WST-1 reaktifi, 1 ml WST-1 ayracina
100 pl Electro Connecting Solution (ECTS) eklenerek hazirlandi. Daha sonra hiicreler 2
saat inkiibatorde inkiibe edilip, 450 nm dalga boyunda, referans dalga boyu 620 nm alinarak
ELIZA (Enzyme-linked immunosorbent assay) cihazinda okutuldu. Deneyler bir birinden
bagimsiz 3 tekrar olarak calisildi. Renk olusumu esasina gore alinan absorbans degerleri,

hiicre canlilig ile direkt olarak iligkilendirilmistir.
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Resim 7. Hiicrelerin 96’11 plaklara ekimi

3.4.10. Apoptotik Analizler

Cok hiicreli organizmalarda hiicre boliinmesi sonucu artan hiicre sayisi, hiicre
Olimleriyle dengelenmektedir. Eger bir organizmada bir hiicreye artik gereksinim
duyulmuyorsa, hemen hiicre i¢i haberci sistemleri aktive edilerek o hiicrenin intihar siireci
bagslatilir. Apoptoz i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik
degisim gozlenir. Apoptozun hiicrelerde goriinlir hale gelmesi igin ¢esitli morfolojik ve
biyokimyasal yontemler gelistirilmistir (Giiles ve Eren, 2008). MCF-7 hiicre apoptozu
Anneksin V- FITC (fluorescein isothiocyanate) ve kaspaz-3/7 kiti kullanilarak muse

cihazinda analiz edildi.

Early
Apoptotic

£ Plazma Membrani, L 4 Fosfoditilserin(PS), *Annexin V,

Sekil 20. Apoptoz degerlendirmesi, saglikli ve isaretli apoptotik hiicreler (Giiles ve Eren,
2008).
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3.4.10.1. Anneksin V testi

Apoptozun erken donemlerinde hiicre yiizeyinde baz1 degisiklikler ortaya
c¢ikmaktadir. Plazma membraninin i¢ kismindan dis kismima dogru fosfotidilserin
translokasyonu gerceklesir. Bu yer degistirme, hiicre membran biitlinliigliniin bozulmadigi
apoptotik hiicre Sliimiiniin erken dénemlerinde meydana gelir. Anneksin V, Ca*? bagimli
fosfolipid baglayici protein olup, hiicrenin dis yiizeyine transloke olan fosfotidilserine
yiiksek afinite ile baglanan bir protein oldugu icin, floresan bir madde (6rnek: FITC) ile

isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir (Gtiles ve Eren, 2008).

Anneksin V testinin uygulanmasindan 48 saat 6nce, MCF-7 hiicreleri yeterince
cogalinca hiicre sayimi1 yapilarak, hiicreler 6 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 50000
hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda (50000 hiicre ile 2 ml medyum hazirlandi) kuyulara
ekimi yapildi. Mikroplak 48 saat 37°C’de %5 CO; ayarli inkiibatérde bekletilerek
hiicrelerin yiizeye yapismalari saglandi. 48 saatin sonunda plaklarin i¢indeki eski besiyeri
atildi ve serum fizyolojik (SF) ile ¢o6ziilerek hazirlanmis olan oleuropein ve DMSO ile
coziilerek hazirlanmis olan vitamin D stok soliisyonundan hiicre kiiltlir besiyeri iginde
gerekli seyreltmeler yapilarak WST-1 testi ile oleuropein i¢in 48. saatte bulunan bulunan
IC50 degeri (247,5 uM), vitamin D i¢in bulunan IC50 degeri (2,053 uM) ve oleuropein ve
vitamin D kombinasyonlarinin 1C50 (495 uM+4,106 uM) degerleri 6’11 plaklara 2’er ml
ekildi. Ardindan plaklar 48 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siireleri sonunda her
bir 6’11 kuyucuktaki hiicret+besiyeri falkonlara aktarildi. Bosalan 6’11 plaklarin {izerine
hiicreler kalksin diye 1’er ml tripsin eklendi ve 3-4 dakika etiivde bekletildi. Sonra plaklarin
tizerine 2’er ml taze besiyeri eklendi. Taze besiyerinin i¢indeki FBS tripsini inaktive eder.
Sonra plaklarin iizerindeki 2’er ml taze besiyerithiicreyi de aymi falkonlara eklendi.
Falkonlar 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Uzerindeki siipernatant atildi. 1’er ml
DPBS ile yikandi. Ayni islem hiicre yogunlugunun biraz daha azalmasi i¢in 3 kez
tekrarlandi. Ugiincii islemde hiicreler %1 FBS iceren DPBS ile yikandi. En son
hiicretbesiyeri kontrol, oleuropein, vitamin D ve oleuropein-vitamin D kombinasyonu
olmak tiizere 4 adet eppendorfa eklendi. Anneksin V (MCH100105) kiti prosediiriiyle muse

cithazinda okutuldu. Sonuglar ylizde oran (%) olarak degerlendirildi.
Kit Icerigi;
Muse™ Anneksin V Olii Hiicre Reaktifi (Part No. 4700-1485, 100 tests/bottle)
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Yapilis Yontemi;

Okunacak olan her eppendorfa oncelikle 100 ul Anneksin V 6lii hiicre reaktifinden

eklendi.

Ardindan her iizerine sirasiyla kontrol, oleuropein, vitamin D ve oleuropein-vitamin

D kombinasyonundan 100’er pl hiicre eklendi.

20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Muse® cell analyzer cihazinda
okutuldu.

3.4.10.2. Kaspaz-3/7 testi

Hiicrenin apoptotik uyariyr almasiyla g¢esitli biyokimyasal siireclerle aktive olan
baglatic1 kaspazlar, efektor kaspazlari aktiflestirirler. Aktive olmus efektor kaspazlar ise
kendisi ile iligkili proteinleri parcalarlar. Bunun sonucunda da karakteristik apoptotik hiicre

morfolojisi sekillenmeye baslar.

Kaspaz 3/7 testinin uygulanmasindan 48 saat 6nce, MCF-7 hiicreleri yeterince
cogalinca hiicre sayimi yapilarak, hiicreler 6 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 50000
hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda (50000 hiicre ile 2 ml medyum hazirlandi) kuyulara
ekimi yapildi. Mikroplak 48 saat 379°C’de %5 CO; ayarli inkiibatorde bekletilerek
hiicrelerin yiizeye yapismalari saglandi. 48 saatin sonunda plaklarin i¢indeki eski besiyeri
atildi ve serum fizyolojik (SF) ile ¢oziilerek hazirlanmis olan oleuropein ve DMSO ile
coziilerek hazirlanmis olan vitamin D stok soliisyonundan hiicre kiiltlir besiyeri iginde
gerekli seyreltmeler yapilarak WST-1 testi ile oleuropein 48. saatte bulunan bulunan 1C50
degeri (247,5 uM), vitamin D i¢in bulunan IC50 degeri (2,053 uM) ve oleuropein ve
vitamin D kombinasyonlarinin IC50 (495 uM+4,106 uM) degerleri 6’11 plaklara 2’er ml
ekildi. Ardindan plaklar 48 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siireleri sonunda her
bir 6’11 kuyucuktaki hiicre+besiyeri falkonlara aktarildi. Bosalan 6’11 plaklarin iizerine
hiicreler kalksin diye 1’er ml tripsin eklendi ve 3-4 dakika etiivde bekletildi. Sonra plaklarin
iizerine 2’er ml taze besiyeri eklendi. Taze besiyerinin i¢indeki FBS tripsini inaktive eder.
Sonra plaklarin iizerindeki 2’er ml taze besiyerithiicreyi de aymi falkonlara eklendi.
Falkonlar 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Uzerindeki siipernatant atildi. 1’er ml
DPBS ile yikandi. Ayni islem hiicre yogunlugunun biraz daha azalmasi i¢in 3 kez
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tekrarland1. Ugiincii islemde hiicreler %1 FBS igeren DPBS ile yikandi. En son
hiicre+besiyeri kontrol, oleuropein, vitamin D ve oleuropein-vitamin D kombinasyonu
olmak tizere 4 adet eppendorfa eklendi. Kaspaz 3/7 (MCH100108) kiti prosediiriiyle muse

cihazinda okutuldu. Sonuglar ylizde oran (%) olarak degerlendirildi.
Kit icerigi;
Muse® Caspase 3/7 Reaktifi (Part No. 4700-1505, 100 tests/vial)
Muse® Caspase 7-AAD (Part No. 4700-1510, 100 tests/vial)
1X Assay Buffer BA (Part No. 4700-1360, 100 tests/vial)
1X PBS (Part No. 4700-1515, 100 tests/vial)
Yapilis Yontemi;

Muse® caspase 3/7 working solution eld