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TESEKKUR
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Ogretim Uyesi Gékhan GORGISEN, Dr. Ogretim Uyesi Zehra KAYA hocalarima ve
ayrica Tibb1 Parazitoloji boliimiinden degerli Dog. Dr. Yunus Emre BEYHAN hocama,
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KOSTEKCI, Ahmet Yasin KELES, Selva TUFAN ve boliimiimiiziin diger yiiksek lisans
ogrencilerine, ote yandan Van Yiiziincii Y1l Universitesinde okuyan Suriyeli
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caligmam esnasinda 6zveri itina ile gocuklarima yoklugumu hissettirmeyen degerli esime

beni yalniz birakmadiklar1 ve her zaman yanimda olduklari i¢in sonsuz tesekkiirler...



OZET

Alhammud H, Sodyum Deoksikolat Maddesinin Meme Kanser Hiicre Hattinda Apoptotik,
Sitotoksik ve DNA Hasar1 Uzerine Etkisi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen
kanserdir ve diinya ¢apinda kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir. Kemoterapi genellikle metastaz
azaltmak ve timdriin kiigiilmesi i¢in uygulanan antineoplastik ilaglar ile yapilan bir tedavidir. Bu
caligmanm amaci Sodyum deoksikolat maddesinin meme kanser hiicre hattinda (MCF-7) sitotoksik,
apoptotik ve DNA hasarinin molekiiler mekanizmalari lizerine etkisini arastirmaktir. Bu ¢alismada kanser
hiicrelerini etkileme potansiyeline sahip oldugu hipotezine dayanarak Sodyum deoksikolatin meme kanser
hiicre hattinda farkli dozlar1 kullanilmistir. Antikanser 6zellik tespiti i¢in Sodyum deoksikolat maddesinin
MCF-7 meme kanser hiicreleri ile kontrol grubu olarak saglikli normal meme hiicreleri (CRL- 4010)
tizerindeki sitotoksik etkisi MTT yontemiyle incelendi. Sitotoksik etkinin belirlenmesinden sonra, Sodyum
deoksikolatmn aktif dozunun apoptoz ve DNA hasari iizerindeki etkinligi apoptotik DNA ladder ve Western
Blot metodu ile incelenmistir. Bunu yani sira oksidetif stres indeksi ve hiicre gogii testleri yapildi. Sonug
olarak Sodyum deoksikolat maddesinin MCF-7 ve CRL-4010 hiicreleri {izerinde sitotoksik etkisi gosterdigi
ama hiicrelerin DNA'larina zarar vermedigi tespit edildi ve apoptozise yol acan birkag proApoptotik
proteinlerin varligi tespit edildi. Sodyum deoksikolatin MCF-7 kanser hiicrelerinde, kanser i¢in bir prediktif
risk faktorii olarak degerlendirebilecegimiz paraoksonaz ve arilesteraz enzim aktivitesini énemli 6lgiide
azalttig1 tespit edildi. Ayrica Sodyum deoksikolatin hiicre gogiinii zamana bagl olarak geciktirdigi
belirlendi. Sonuglar, Sodyum deoksikolatin meme kanseri hiicrelerinde antimetastatik bir etkiye sahip
oldugunu ve daha ileri kanser ¢alismalar1 i¢in potansiyel bir ajan oldugunu goéstermistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, DNA Hasari, Meme Kanseri, Sitotoksisite, Sodyum Deoksikolat.


https://en.wikipedia.org/wiki/MCF-7

ABSTRACT

Alhammud H, The Effect of Sodium Deoxycholate Materials on Apoptotic, Cytotoxic and DNA
Damage of Breast Cancer Cell Line. University of Van Yuzuncu Yil, Institute of Health Sciences,
Department of Medical Biology, M.Sc. Thesis, Van, 2019. Breast cancer is the most common cancer in
women and the leading cause of cancer death worldwide. Chemotherapy is a treatment usually performed
with antineoplastic drugs to reduce metastasis and shrink tumor. The aim of this study was to investigate
the effect of sodium deoxycholate on the molecular mechanisms of cytotoxic, apoptotic and DNA damage
in the breast cancer cell line (MCF-7). In this study, different doses of sodium deoxycholate are used in
MCF-7 breast cancer cell line based on the hypothesis that it has the potential to affect cancer cells.
Cytotoxic effect of sodium deoxycholate on MCF-7 breast cancer cells and healthy normal breast cells
(CRL- 4010) was examined by MTT method for anticancer property detection. After determining the
cytotoxic impact, the efficacy of active sodium deoxycholate dose on apoptosis and DNA damage was
examined by apoptotic DNA ladder and Western Blot methods. In addition, oxidative stress index and cell
migration tests were performed. As a result, it was determined that sodium deoxycholate showed cytotoxic
effect on MCF-7 and CRL-4010 cells but did not damage the DNA of the cells, and the presence of several
proApoptotic proteins causing apoptosis were determined. Sodium deoxycholate was found to significantly
reduce the activity of paraoxonase and arylesterase enzyme in MCF-7 cancer cells, which can be considered
as a predictive risk factor for cancer. Sodium deoxycholate was also found to delay cell migration over
time. The results showed that Sodium deoxycholate has an antimetastatic effect in breast cancer cells and
is a potential agent for further cancer studies.

Key words: Apoptosis, Breast Cancer, Cytotoxicity, DNA Damage, Sodium Deoxycholate.
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1.GIRIS

Modern hayatta 6liimiin 6nde gelen nedenlerinden biri olarak kabul edilen kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar (kalp hastaliklari) sonrasinda diinya ¢apinda 6liimlere neden
olan ikinci 6nde gelen hastalik olarak kabul edilmektedir. Kotii huylu bir tiimor ya da
malign neoplazm olarak bilinen kanser, viicudun diger bdliimlerine yayilabilir
potansiyeline sahip anormal hiicre biiylimesini kapsayan bir hastaliktir (Abeloff ve ark.,
2008). Diinya Saglik Orgiitii'ne gore 2012 yilinda yaklasik 14 milyon yeni vaka ve 8.2
milyon 6liim oldugunu bildirilmistir. Diinyadaki kanser vakalarinin ¢ogu gelismekte olan
iilkelerde goriilmekte olup yaklasik %63'lik bir 6liim orani oldugu belirtilmistir. Diinya
genelinde en sik rastlanan kanserler akciger (1.61 milyon, toplamin % 12.7'si), meme
(1.38 milyon, % 10.9) ve kolorektal kanserlerdir (1.23 milyon, % 9.7) (Ferlay ve ark.,
2010). Meme kanseri meme hiicrelerinde baslayan malign bir tiim6r olup bu habis
timoriin ¢evre dokulara veya viicudun uzak bolgelerine yayilan (metastaz) kanser
hiicrelerinin bir grubudur. Meme kanseri vakalarinin neredeyse tamamina yakini
kadinlarda goriilmektedir, ancak erkeklerde de nadirde olsa goriilebilmektedir (Abeloff
ve ark., 2008).

Meme kanseri olgularin yaklasik % 5-10’u bir kisinin ebeveynlerinden kalitimla
aldigt BRCA1 ve BRCA?2 gibi genlerine baglidir. Meme kanseri en sik siit kanallarinin
astar hiicrelerinde ve lobullerde gelisir. Bu lobiillerde gelisen kanser lobiiler karsinom
olarak bilinir 6te yandan siit kanallarindan gelisen kanserler duktal karsinom olarak
bilinmektedir (Brinton ve ark., 2008). Birka¢ ¢esit meme kanseri tiirii olduk¢a nadir
goriilebilir. Baz1 durumlarda tek bir meme tiimorii bir kombinasyon tipi olabilir veya
invaziv ve in situ kanserin bir karisimi olabilir (Girish ve ark., 2014). Buna ek olarak,
meme kanserinin 18’den fazla alt tiirleri bulunmaktadir. Baz1 kanserlerde oldugu gibi
duktal karsinomada in situ olarak bilinen kanser pre-invaziv lezyonlardan gelisir (Li ve
ark., 2000). Meme karsinomalarina ait mevcut bilginin 6nemli bir kism1 in vivo ve meme
kanserlerinden tiiretilmis hiicre hatlarinda yapilan in vitro ¢alismalara dayanmaktadir.

Tanimlanan ilk meme kanseri hiicre hatt1 BT-20 hiicreleridir (Lacroix ve Leclercq, 2004).



Antikanser ya da antineoplastik ilaglar maligniteler veya kanserli hiicre
biiyiimelerini engellenme tedavisinde kullanilmaktadir. Ilag tedavisi tek basima
kullanildig1 gibi cerrahi veya radyasyon terapisi gibi diger tedaviler ile kombinasyon
halinde de olabilir. Kanser tedavisinde bir organin dogasina bagli olarak ilaglarin gesitli
smiflar1 kullanilabilmektedir. Ornegin, meme kanseri dstrojen tarafindan yaygin olarak
uyarildig1 i¢in cinsiyet hormonlarini inaktif eden ilaglar ile tedavi edilebilir. Sodyum
deoksikolat bakteriyel reaksiyonlarla kolat prekiirsorii kullanilarak olusturulan bir safra
asittir. Genellikle glisin veya taurin ile birlestirilir. Deoksikolik asit deterjan olarak
hareket ederek emilir yagin ¢oziindiiriilmesini saglar. Bdylece bagirsaklardan

absorpsiyon i¢in koleretik ve deterjan olarak kullanilir (Streuli ve ark., 1992).

Calismamizda Sodyum deoksikolatin meme kanseri hiicre hattinda apoptozu
uyarmast nedeniyle tiimor hiicrelerine karsi kullanmak ig¢in daha ileri g¢alismalarin
gerekliligini ortaya koymaktadir. Hiicre i¢i veya hiicre dis1 uyarilar sonucu olusan
apoptoz yolu inflamatuvar, yanit yoklugu ile nekrotik hiicre 6liimiinden ayrilir. DNA
fragmantasyonu hiicre biiziigmesi, kromatin kondensasyonu ile karakterize olan (Albert

ve ark., 2008) bu uyari ile tiimor hiicre sayisinin azalmasi sonucunu vermektedir.

Meme kanser hiicre hattinda uyguladigimiz Sodyum deoksikolatin DNA hasari ve
apoptozu indiikleyen bir potansiyel etkisinin tespit edilmesinden dolay1 bu tez ¢alismamiz
meme kanserini  Onlemede hiicre sinyal yolagindaki diger mekanizmalarin

arastirilmasinin gerekliligini ortaya koyan bir 6n aragtirma niteligine sahiptir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser viicudun bir boliimiinde kontrolsiiz bir anormal hiicre b6liinmesinin neden
oldugu bir hastalik tanimlanabilir. Bu proliferasyon esnasinda kanser hiicresinin yapisal
ve fonksiyonel ozelliklerinde farkliliklar ortaya cikar. Hiicre bazi anormal islevler
gostermeye baglayabilir. Anormal bi¢cimde boéliinen hiicreler, ortaya ¢iktiklar1 dokulara
ve organlara yayilir ve bazen viicudun uzak dokularina gider ve daha sonra organlarin
islevlerine miidahale eder. Kanser olusum siireci, hiicre dongiisiiniin bozulmasi ile
kanserin hastalik tablosu olarak goriilmesi arasindaki siire olarak kabul edilirse, bu
periyot kanser tiirlerine gore degisir. Kaynaklandig1 doku ve organlara gore adlandirilan
kanser hastaliginin tam mekanizmasi bilinmemektedir. Her ne kadar kanserin genel belirti
ve semptomlari ¢ok spesifik olmasa da bu 6zellikler kanserin tipine ve derecesine baglidir
(Kutluk ve Kars, 2001). Her iki cinsiyette en sik goriilen kanser tiirleri ise akciger, meme

ve kolorektal kanserlerdir (Ferlay ve ark., 2010).

2.2. Meme Kanseri

Diinyada kadinlar arasindaki en yaygin kanser meme kanseridir. Cografi bolgelere
gore cesitli kanser risklerinde carpic1 farkliliklar bulunmaktadir. Uluslararasi
varyasyonlarin ¢ogu, yasam tarzi ya da gevre ile ilgili bilinen ya da siipheli risk
faktorlerine maruz kalmaktan kaynaklandigi bilinmektedir (Parkin ve ark., 2002). Meme
kanserinde yas en 6nemli primer risk faktoriidiir ve meme kanseri olusumunda genetik ve

cevresel etkenlerin rol oynadigi 6n goriilmektedir.

Erken menars ve ge¢ menopoza giren kadinlarin meme kanseri riski yiiksektir.
Kadinlarda uzun siireli hormon replasman tedavisi alma, daha kisa laktasyon siiresi,
beslenme aligkanliklarindaki degisiklikler, daha az fiziksel aktivite, obezite, bati tipi
yasam bi¢imi, herediter sendromlar ve giinliikk yasantidaki stres diizeyi meme kanserinin
insidans hizini arttiran faktorlerden sayilabilir (Aydogan ve ark., 2010; McPherson ve
ark., 2000).



2.3. Kemoterapi

Kemoterapi, meme kanseri tedavisinde en yaygin ve etkili yontemdir. Ancak,
kemoterapi sirasinda, hastalar tedaviye cevap vermezler veya tedaviden sonra kanserin
tekrart yaygin bir durumdur. Kanser tedavisinde basariya ulasmak i¢in siklikla birden
fazla antikanser ilaci kullanilir. Bununla birlikte, sonradan kazanilan veya hastada tedavi
oncesi var olan ilag¢ direnci, kanser kemoterapisindeki basariy1 biiyiikk olgiide Onler
(Krishan ve ark., 1997; Ueda ve ark., 1987). Meme kanseri semptomsuz olarak metastaz
yapabildiginden, hastalifin tedavisinde ve Onlenmesinde yeni alternatif ilaglarin

gelistirilmesine gereksinim duyulmaktadir.

2.4. Apoptoz

Hiicre 6liimii morfolojik goriiniimlerine gore; apoptotik, nekrotik, otofajik veya
mitoz ile iliskili olabilir (Kroemer ve ark., 2009). Apoptozis, hiicrenin kendisini yok
etmek igin bir dizi metabolik ve fizyolojik siireci aktive ettigi bir olaydir. Apoptozis,
inaktif olarak sentezlenen ve daha sonra spesifik proteolitik kesime ugrayarak aktif hale
gecen sistein kaspazlar ailesinin aracilik ettigi belirli bir morfolojik ve biyokimyasal
degisikliktir. Hiicrede apoptozun baslamasina neden olan ya fizyolojik ya da patolojik
olan iki ana faktor bulunmaktadir. Bu islem, sonunda hiicre 6liimiine yol acan bir dizi
biyokimyasal ve morfolojik olaya yol agar. Bu olaylar arasinda kromatin yogunlagmasi,
kromozomal DNA fragmantasyonu, niikleer fragmantasyon, hiicre biiziilmesi ve
kabarciklasma seklinde siralanabilir (Goldsby ve ark., 2002). Apoptozun ana karakteri,
hiicre zar1 biitlinliigiiniin kaybina bagl olarak sitoplazmik icerigin hiicre i¢i matrikse
karismasi ve nekrozda goriilebilen bir bagisiklik tepkisine neden olmasindan kaynaklanan

enflamatuar reaksiyonun olmamasidir (Alberts ve ark., 2008).

Genel olarak apoptoz, kalsiyum, seramid, p53, kaspazlar, sitokrom-c,
proapoptotik Bax, antiapoptotik Bcl-2 gibi proteinler ve mitokondri tarafindan
diizenlenir. Apoptotik siirecte sitoplazmik zarda yer alan birka¢ iyonik kanal sitozole
kalsiyum girigine katilabilir. Hiicre igine giren Ca?* iyonlari, endoniikleaz, proteaz ve
transglutaminaz gibi enzimlerin aktivasyonunda, gen diizenlemesinde ve hiicre igi protein

iskeletinin bicimlendirilmesinde etkindir (Coskun ve Ozgiir, 2011).



Apoptuzun belirlenmesinde kullanilan yontemlerinden Biyokimyasal yontemler;
1. Agaroz Jel Elektroforezi
- DNA fragmentasyonu

2. Western Blotting
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Sekil 1. Programli hiicre 6liimiiniin farkli formlari.

2.5. Sitotoksisite

Sitotoksisite, in vitro calismalarda biyolojik degerlendirme i¢in en Onemli
gostergelerden biridir.  Sitotoksisite ve hiicre canliligi analizleri, c¢esitli hiicre
fonksiyonlarma dayanir. Kiiltiir hiicreleri ile yapilan in vitro sitotoksisite analizleri
kimyasallarin sitotoksisite testleri ve ila¢ taramasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu analizler ayrica onkolojik arastirmalarda, ila¢c gelisimi sirasinda hem bilesik
toksisitesini hem de tiimor hiicresi biliylimesi inhibisyonunu degerlendirmek igin
yapilmaktadir. Ciinkii bunlar hizli, ucuzdur ve hayvanlarin kullanilmasimi gerektirmez.
Ayrica, ¢ok sayida drnegi test etmek i¢in kullanishdir. Sitotoksisite deneyleri, hiicre zar1
gecirgenligi, enzim aktivitesi, hiicre uyumu, ATP {iretimi, koenzim iiretimi ve niikleotit
alim aktivitesi gibi ¢esitli hiicre fonksiyonlarina dayanmaktadir (Ishiyama ve ark., 1996).
Sitotoksisite testi icin ¢esitli tetrazolyum bilesikleri kullanilmaktadir. En yaygin
kullanilan bilesikler sunlardir: MTT, MTS, XTT ve WST-1. Bu bilesikler iki temel

kategoriye ayrilir: 1) pozitif olarak yiiklenen ve canli 6karyotik hiicrelere kolayca niifuz



eden MTT ve 2) negatif olarak yiiklenen ve kolayca hiicrelere niifuz etmeyen MTS, XTT
ve WST-1 gibi olanlar (Aslantiirk, 2017).

2.6. Hiicre Gocii

Hiicre gogii cesitli doku onarimi ve yenilenmesi gibi islemlerin yani sira kanser
gibi patolojik siireclerde ve fizyolojik faktorlerle iliskilidir. Anormal hiicre gogi,
yaralarin iyilesmemesinin yani sira tiimdr hiicrelerinin metastaz yapma kabiliyetlerine de
etkiler. Bu nedenle, hiicresel gocte yer alan mekanizmalar, terapotik miidahale icin ¢ekici
hedeflerdir (Gough ve ark., 2011). Hiicre gogii, koordinasyon gerektiren karmagsik bir
stirectir ve hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi, matris tadilati, hiicre-hiicre
yapismasinin modiilasyonu ve kemoatraktanlarin indiiksiyonu gibi siirecleri igeren
sayisiz hiicre olayini barindirir. Boyden teknigi ve fagokinetik tahlil bir hiicre go¢liniin in
vitro olarak test edilme ¢alismalarinda uzun zamandir kullanilmaktadir. Birgok hiicre
gocli calismasinda genellikle konfluent tek tabakali hiicrelerin mekanik yaralanmalara
verdigi tepkiye dayanir. Denuded alanin kapanmasin1 gézleyebilmek ve dlgebilmek icin
bir zaman dilimi boyunca mikroskop veya bilgisayar kullanarak olgtimler yapilir. Elde
edilen sonuclar1 degerlendirilmesi goriintiileme sistemi ile bilgisayarda analiz

programlari kullanilarak yapilir (Yue ve ark., 2010).
2.7. Paraoksonaz ve Arilesteraz

Paraoksonaz, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iliskili olan Ca*? ye
bagimli bir glikoproteindir. Paraoksonaz izoformlar1 bobrek, karaciger, ince bagirsak ve
ayrica serum gibi bir¢ok hayvan dokusunda yaygin olarak bulunur. Serum paraoksonaz,
organofosfor bilesiklerinin ve kanserojen lipidde c¢oziinebilen radikallerin lipid
peroksidasyonundan uzaklagtirilmasina katkida bulunabilmesine ragmen, fizyolojik rolii
hala tam olarak bilinmemektedir (Cayir ve ark., 2010). Paraoksonaz enzim aktivitesi
Ol¢limiinde, substrat olarak paraokson gibi organofosfatlarin enzimatik hidrolizi sonucu
olusan 4-nitrofenoliin spektrofotometrik Ol¢limii esas alinmaktadir. Arilesteraz
ol¢timiinde ise substrat olarak paraokson yerine fenil asetat kullanilmakta ve olusan fenol
ol¢tilmektedir (Giilcii ve Giirsu, 2003). Paraoksonaz ve arilesteraz ayni gen tarafindan

kodlanan ve aktif merkezleri benzer olan esteraz grubundaki enzimlerdir. Paraoksonazin



polimorfik degisim gosterdigi bilinmesine karsin arilesteraz enzimi genetik polimorfik
bir degisim gostermemektedir. Bir olgu kontrol ¢aligmasinda, paraoksonaz (PONI)
L55M polimorfizmi ile meme kanseri arasinda anlamli bir korelasyon oldugu tespit
edilmistir (Antognelli ve ark., 2009).

Yine iki enzimin dogal substratlar1 farkli olmasina karsin paraoksonaz enzimi
arilesterazin dogal substrati olan fenil asetati hidroliz edebilme yetenegine sahiptir.
Ayrica paraoksonaz ve arilesterazin i1yi bilinen ortak 6zellikleri organofosfatlari, aril ve
alkil halojentirleri hidroliz etme yetenegidir. Paraoksonaz enzimi LDL’yi oksidasyondan
koruyucu 6zelligi ve hidrojen peroksit dahil olmak iizere diger radikalleri nétralize etme
kapasitesi nedeniyle antioksidan islevde bulunmaktadir. Arilesteraz ise, Paraoksonazdaki
degisimlerden etkilenmeyen asil proteinin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Giirsu

ve Ozdin, 2002).

2.8. Oksidatif Stres

Total oksidan seviyelerinin, total antioksidan seviyelerine boliinmesiyle oksidatif
stres indeksi elde edilir. Degerin yiiksek olmas1 oksidatif stresin artigini gosterir (Erel,
2004; Ghiselli ve ark., 2000). Oksidanlar normal bir aerobik metabolizma tiriinii olarak
olusur, ancak patofizyolojik kosullar altinda yiiksek oranlarda tiretilebilir. Antioksidan
savunma hem enzimatik hem de enzimatik olmayan cesitli stratejiler icerir. Potansiyel
olarak zarar verebilecek oksidanlar ve oksidanlar lehine antioksidanlar arasindaki bir

dengesizlige 'oksidatif stres' denir (Sies ve ark., 1997).

Oksidatif stres insanlarda ¢esitli hastaliklarin gelisiminden ve yaslanmadan
sorumlu tutulmaktadir. Bu hastaliklar arasinda cesitli kanserler, kalp ve damar
hastaliklar1, Parkinson ve Alzheimer sayilabilir. Ancak reaktif oksijen bilesikleri immiin

sistemde patojenlere karsi savunma yolaginda yararhidir (Kim ve ark., 2002).
2.9. Sodyum Deoksikolat (C2sHzsNaO4)
Sodyum deoksikolat bakteriyel reaksiyonlarla kolat prekiirsorii kullanilarak

olusturulan bir safra asittir. Safra asitleri iki amaca hizmet eder. Bu amaclardan ilki

istenmeyen kolesterolii viicuttan ¢ikarmak ikincisi ise bagirsakta lipit sindirimine



yardimcer olmaktir. Genellikle glisin veya taurin ile birlestirilir. Deoksikolik asit deterjan
olarak hareket ederek emilir yag c¢oziindiiriilmesini saglar. Boylece bagirsaklardan
absorpsiyon icin koleretik ve deterjan olarak kullanilir (Streuli ve ark., 1992). Ampirik
Formiil C24H39NaOas, Molekiiler agirlik 414.55.

Na* O

H

Sekil 2. Sodyum deoksikolatin molekiiler yapisi




3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda kullanilmis olan stok hiicre hatlar1 daha 6nce Anabilim dalimizda
mevcut olup ATCC (American Type Culture Collection)’den dnceki yillarda ticari olarak
temin edilmistir. Mevcut olan meme kanser hiicreleri MCF-7 ile saglikli normal meme
hiicreleri (CRL-4010) kullanildi. Hiicre hatlar1 %10 FBS ve %1 glutamin ile desteklenmis
DMEM: F12, RPMI-1640, DMEM besi yerinde ¢ogaltildi. Biitiin hiicreler %5 CO2’li
atmosferde 37 °C’de inkiibe edildi. ATCC’nin tavsiye ettigi sekilde hiicreler %0.25
tripsin, %0.03 EDTA karisimi ile kaldirilip 1:3 oraninda olacak sekilde pasajlanarak,
kullanilmayan hiicreler %95 besiyeri ve %5 DMSO icerecek sekilde hazirlanan hiicre
dondurma soliisyonu igerisinde dnce -80 °C’lik derin dondurucuda kisa siireli veya uzun

sureli olarak sivi azota alinarak saklanir.

Hiicre sayimi i¢in hematositometre metodu kullanildi. Bunun i¢in; besiyeri
uzaklastirilan hiicreler 1XPBS ile yikandi. Uzerine tripsin ilave edilerek hiicrelerin petri
tabanindan ayrilmasi saglandi. Petri tabanindan ayrilan bu hiicreler igerisinde 5 ml
besiyeri bulunan 15 ml’lik bir falkon tiipe aktarilarak karistirildi. Stoktan alinan hiicreler
1/10 oraninda besiyeriyle diliie edildi. Buradan 100 ul alinarak thoma lami iizerine
birakildi. Inverted mikroskopta incelenen ve merkez alana diisen hiicreler sayilarak

toplam hiicre sayis1 agagidaki formiille belirlendi.
Hiicreler / ml = her kare X ortalama seyreltme faktorii X 10

Esit hacimlerde hiicre siispansiyonu uygun yogunluklarda yeni platelere aktarildu.

3.2. MTT Hiicre Proliferasyon Kiti ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

MTT hiicre proliferasyon kiti kullanilarak Sodyum deoksikolat maddesinin
sitotoksik etkileri inceledi. MTT testi canli hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi, hiicrelerin
mitokondriyal dehidrogenaz enzimi araciligi ile MTT parcalayarak, ¢oziilebilir formazan
tuzlar1 olusturmasi prensibine dayanarak yapilmaktadir. Hiicreler stoktan agilarak 25 cm®
flasklara ekilip, %80-90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10°

hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara eklendi. 24 saatlik siire



ardindan besi yerleri uzaklastirilarak ve sodyum deoksikolat maddesi igin (0,1-9uM)
farkli konsantrasyonlari uygulandi ve sitotoksik doz bulunmaya calisildi. Sodyum
deoksikolat maddesi her bir kuyucuga 200 pl olacak sekilde eklendi ve ardindan 24, 48,
72 saatlik inkiibasyon siiresince %5 COz’li atmosferde 37 °C’lik etiivde inkiibasyona

birakildi.

Inkiibasyon siiresinin  ardindan  kuyucuklardaki  besiyerleri  ortamdan
uzaklagtirilarak 20 pl serumsuz besiyeri iizerine 90 ul MTT soliisyonu eklendi ve
ortalama 4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda plaklardaki besiyeri
uzaklastirildi, formazon kristalleri 100 pl DMSO ile ¢ozdiiriildiikten sonra absorbans
degerleri spektrofotometrede 540-690 nm dalga boyunda Olgiilerek kaydedildi
(Mosmann, 1983; Urgen, 2010).

3.3. ICs0 Degeri

Sodyum deoksikolatin doza bagimli cevap egrisi, GraphPad Prism yazilimi
(GraphPad Yazilimi, San Diego, CA, ABD) kullanilarak konsantrasyonlara karsi
inhibisyon ylizdesi ¢izilerek elde edildi. Dogrusal olmayan regresyon analizi yapildi ve
bu caligmada kullanilan MCF-7 ve CRL-4010 hiicre tiplerinde sodyum deoksikolatin ICso

degerleri benzer islemler yapilarak hesaplandi (Tiiliice ve ark., 2019).

3.4. Apoptotik Etki ve DNA Hasarmin Tespit Edilmesi

Apoptotik DNA ladder (DNA Fragmantasyonu) yontemi ile apotozun ve DNA
hasarinin tespiti i¢in, apoptotik DNA ladder kit prosediiriine uygun olarak hiicre sayisi
2x10° olacak sekilde, sitotoksisite testi ile belirlenen 5 uM’lik etkin doz kullanilarak
kiiltiir kaplarma ekim yapildi. Sodyum deoksikolat maddesi uygulama siirelerinin
bitiminde farkli doz Sodyum deoksikolat maddesi uygulanmis olan hiicreler, 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. 2.500 pl Tissue Lysis Buffer eklendi ve vorteks yardimi
ile homojen olana kadar karistirildi. 3.20 pl proteinaz k ve 200 pl soliisyon DS eklendi.
Vorteks yardimi ile karistirildi. 65 °C’de 45 dk inkiibe edilerek homojen bir soliisyon elde
edildi. Ornek {izerine 220 pl Binding Buffer ve 400 ul etanol (96-100%) eklenerek
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vorteks ile karistirildi. Ornek ve etanoliin iyice karismasi dnemlidir. Karigtmin tamami

pipet yardimi ile 2 ml toplama tiipii lizerine yerlestirilmis olan spin kolona aktarildi.

Stispansiyon kolona konup 12000 rpm de 1 dk santrifiij edildi. Alttaki sivi
dokiildiikten sonra 500 pl yikama tamponu eklenip tekrar 12000 rpm de 1 dk santrifiij
edildi. ikinci defa alttaki s1v1 dokiildiikten sonra 500 pl ytkama tamponu eklenip tekrar
12000 rpm de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipii siiziilen siv1 ile birlikte atildi. Bundan
sonra eliisyon adimina gecildi. Santrifiijden sonra kolon toplama tiiplerinden ¢ikarilirken
dikkat edilmesi gerekir. Toplama tiipiine siiziilen etanol bulunduran sivi kolon ile temas
ederse 12000 rpm de 1 dk santrifiij edilmelidir. Spin kolon temiz 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiplerine alind1 ve direk membran iizerine 50 pl Elution Buffer TE (60 °C’ye 1sitilmus)
eklendi. Oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi ve 12000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.
Piirifiye edilmis DNA tiiplerdedir.

Apoptotik DNA ladder kiti ile izole edilen DNA o6rneklerinden 5 er pl alinip,
iizerine 1 pul 6X boyama tamponundan eklenerek pipetaj yapilip ve hazirlanan jel
kuyucuklarina aktarildi. DNA o&rneklerinin boyutlarmin belirlenebilmesi amaciyla,
agirliklar1 bilinen bir DNA markir1 (100 bg- 3 kb) ile birlikte jele ytiklenir. Elektrotlar
gii¢c kaynagina baglanarak, 100 V’a ayarlanip, ylirlimeye birakildi. Bu siire icinde, DNA
iceriginin agaroz jelde elektroforetik olarak ayrilmalar1 saglanir. Bromfenol mavisi, jelin
2/3’lik bolimiine ulastiginda glic kaynagi kapatilarak, jel UV transilliiminatorde

incelendi.
3.5. Western Blot Yontemi
3.5.1. Hiicre lizatlariin hazirlanmasi

Lizis tamponu -20 °C’den ¢ikarilarak buz lizerinde erimeye birakildi. Steril
ependorf tiiplere hiicrelerin isimleri yazildi. Sodyum deoksikolatin 5 uM etkin dozu ile
muamele edilen hiicrelerin 6’11 plakasi etiivden ¢ikarildi ve i¢indeki besiyeri bosaltildi.
Her bir kuyucuga 1’er ml 1X PBS eklenerek yikandi. Daha sonra kuyucuklardan her
birine 250 pl lizis tamponu eklendi. Kaziyici ile kazima yapilarak tabana yapismis olan

hiicreler kaldirildi ve iyice pipetaj yapildiktan sonra ependorf tiipe aktarildi. Lizatlarin
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bulundugu ependorf tiipler parafilmlenerek Bradford analizi yapilmak iizere -80 °C’de

saklandi.

3.5.2. Protein miktar tayini (Bradford analizi)

Hiicre lizatlar1 -80°C’den ¢ikarilarak buzda erimeye birakildi. Eridikten sonra
tyice vortekslenerek sogutmali santrifiijde 10.000 rpm’de 1 dk. boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonucunda proteinlerin bulundugu iist s1v1 baska bir ependorf tiipe aktarildi. 10

mg/ml stok BSA soliisyonundan 1 mg/ml olacak sekilde soliisyon hazirlandi.

96 kuyucuklu kaplara 0.2, 0.5, 1, 3, 5, 7, 9, 11 ul konsantrasyonlarinda BSA iiger
tekrarl olacak sekilde eklendi. Aymi sekilde protein lizatlar1 da vortekslendikten sonra
I’er pl alarak tgerli tekrar olacak seklinde kuyucuklara eklendi. Bunun iizerine de
Bradford ayiracindan ¢oklu pipetle 100’er ul alinarak eklendi. 96 kuyucuklu kap 5 dk
kadar karistirildi. Ardindan multiple reader cihazinda 595 nm dalga boyunda okutularak
sonuglar elde edildi. Alinan sonuglar standart formiil gore degerlendirilmek 6rneklerin

protein konsantrasyonlari belirlendi.

Kullanilan soliisyonlar: Resolving (Ayristirma) Tamponu, Stacking (Yiikleme)
Tamponu, Running Buffer (10X), Running Buffer (1X), 10XPBS (pH 7.4), 1XPBST,
SDS Yiikleme Tamponu, %10 Amonyum persiilfat (APS), Transfer Tamponu ve
Akrilamid/Bisakrilamid (100 ml i¢in 29/0.8).

3.5.3. Jelin hazirlanmasi

Asagidaki tabloda %10’1uk jel hazirlama protokolii uygulandi.

Tablo 1. Western Blot jel hazirlama protokolii
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Resolving %7 %10 %12 %15 | Stacking Sml’lik | 10mP’lik
Su 15ml | 11.55ml | 10.5ml | 7.05ml | Su 3ml 6ml
Resolving Buffer | 7.5ml| 7.5ml | 7.5ml| 7.5ml | Stacking Buffer | 1.25ml 2.5ml
Acr(29:08) 7.05ml | 10.5ml 12ml 15ml | Acr(29:08) 0.625ml | 1.25ml
%10SDS 0.3ml|  03ml| 03ml| 0.3ml| %210SDS 50ul 100pl
%APS 0.3ml 0.3ml | 03ml| 0.3ml | %APS S0ul 100l
Temed 30u | 30u0|  30ul|  30pl| Temed 5l 101
Toplam 30ml 30ml 30ml 30ml | Toplam 5ml 10ml

3.5.4. Protein lizatlarimin hazirlanmasi

Stacking Jel donmaya birakildig: sirada protein lizatlar1 hazirlanmaya baslanda. -
20 °C’de muhafaza edilen ve daha once miktar tayini yapilmis proteinler -20 °C’den
cikarildiktan sonra buz iizerinde erimeye birakildi. Bu arada 1sitic1 95 °C’ye ayarlandi.
Buzda eriyen ornekler vortekslendi. Ilgili tiiplere daha once Bradford analizi ile
belirlenen miktarlarda drnek ve 6ncesinde bu miktarlarin yaris1 kadar -merkaptoetanol
iceren SDS yiikleme tamponu konularak tekrar vortekslendi. Orneklerin bulundugu tiipler
daha once 95 °C’ye ayarlanmis 1siticiya alindi ve burada 5 dk bekletildi. Isiticida bulunan
bu ornekler bu siire zarfinda 1-2 kez vortekslenerek tekrar 1sitictya alindi. Siire sonunda
1s1iticidan alinan 6rneklere mikrosantrifiij cihazinda kisa siireli bir spin yapildi ve ardindan

ornekler buz tizerine alindi.

3.5.5. Orneklerin jele yiiklenmesi ve jelde yiiriitiilmesi

Orneklerin poliakrilamid jele yiiklenmesi i¢in 6ncelikle jele yerlestirilmis olan
taraklar dikkatli bir sekilde cikarildi. Olusan kuyucuklarda var olan kabarciklar, bu
kuyucuklara distile su eklenip hizli bir sekilde silkelemek suretiyle uzaklastirildi. Jel,
yiirlitme tankina alinarak lizerine ylirlitme sollisyonu eklendi. Yiikleme pipet uglari
araciligiyla ilk kuyucuga 6 pl marker, sonraki kuyucuklara ise Bradford Assay ile
belirlenen miktarlarda 6rnek yiiklendi. Jele yiiklenen 6rnekler stacking jeli gecene kadar
60 voltta, resolving jelde ise 80 voltta yiiriitildi (Biorad Power Supply). Yiiriitme islemi

sonrasi proteinlerin PVDF membrana transfer asamasina gecildi.
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3.5.6. Proteinlerin jelden PVDF membrana transferi

Ornekler yiiriitiildiikten sonra transfer asamasi igin transfer soliisyonu hazirlandi.
Bu soliisyon igerisine transfer i¢in kullanilacak olan siinger, whatman kagidi, PVDF
membran konularak islatildi. Yiiriitme islemi sonucu orneklerin bulundugu camlar
yiirlitme tankindan ¢ikarildi. Bir miktar musluk suyuyla muamele edildi. Ardindan cam,
diiz bir zemin lizerine alinarak bir ayiric1 yardimiyla kalin ve ince camlar birbirinden
ayrildi. Bu camlar arasinda bulunan jelin stacking kismi kesilerek atildi. Transfer
aparatinin siyah kismina sirasiyla transfer tamponunda islatilmis bir siinger, whatman
kagidi (Sigma Z691011), orneklerin yiiriitiildiigii jel, saf metanolde 1slatilmig PVDF
membran (Millipore IPVH00010) yerlestirildi. Bunun tizerine tekrar bir whatman kagidi
ve bir silinger yerlestirildi. Bu islemler esnasinda her seferinde olusan hava kabarciklari
silindir bir ¢ubuk yardimi ile uzaklastirildi. Ardindan bu kaset transfer cihazina
yerlestirildi. Uzerine transfer soliisyonu eklendi. Transfer cihaz, icerisine buz eklenmis

bir kutuya konularak gece boyu 40 voltta transfer islemi gergeklestirildi.

3.5.7. PVDF membranin isaretlenmesi

Gece boyu transferde bekletilen 6rneklerin bulundugu kaset, sonraki giin transfer
cihazindan c¢ikarildi. Blotlama islemi i¢in membran jelden ayrildi. Metanol igerisine
konuldu. Metanolden ¢ikarilan ve 6rneklerin bulundugu membranin 6n yiizii isaretlendi.
Sonrasinda PBST-BSA (1X PBS, %0.1 Tween-20, %1 BSA) soliisyonunda 1.5 saat
bloklandi. Ardindan bu soliisyon atildi ve membran iizerindeki markir referans alinarak
protein biiyiikliigiine gore kesildi. Bunun ardindan, PBST-BSA icinde hazirlanan primer
antikorunun 1/1000 diliisyonu ile gece boyu +4 °C’de karigtiricida karigtirildi. Ertesi giin
primer antikor uzaklastirildi ve blot, PBST (1X PBS, %0.1 Tween-20) ile 15’er dk
araliklarla 2 kez oda sicakliginda yikandi. Ardindan, PBST-BSA icinde hazirlanmis
uygun anti-mouse veya anti-rabbit sekonder antikorunun 1/2000 diliisyonu ilave edildi ve
isaretleme 1,5 saat oda sicakliginda yapildi. Sekonder antikorun uzaklastirilmasinin

ardindan blot PBST ile 15’er dk araliklarla iki kez yikandi.

3.5.8. PVDF membranin goriintiilenmesi
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15 mI’lik bir falkon tiipe 3 ml distile su kondu. Bunun {izerine sirasiyla soliisyon
1’den (DAB Substrat) 3 damla, soliisyon 2’den (DAB Kromojen) 3 damla ve soliisyon
3’den (Hidrojen peroksit) 3 damla damlatilarak iyice vortekslendi. Membran diiz bir
zemin tizerine alindi. Bunun iizerine hazirlanan soliisyon pipet ile membranin her tarafini
kaplayacak sekilde dokiildii. Bantlar goriinmediginde ise membranin iizeri bir kartonla
kapatilarak karanlik bir ortam olusturuldu ve 5 dk bu sekilde bekletilerek bantlar

gozlemlendi.
3.6. Total Oksidan Statiis (TOS) Diizeyi Ol¢iimii

Sodyum deoksikolatin 5 uM’lik etkin dozunun kullanildig: hiicre hatlarinda total
oksidan statiis (TOS) diizeyi, Rel Assay marka ticari Kiti kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Ol¢iim
kitinin ¢alisma protokoliinde ifade edildigi lizere 6rneklerin i¢cerdigi oksidan molekiillerin
ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yontem

kullanildi. Sonuglar pmol H202 Equivalent/ g olarak ifade edildi (Erel, 2005).
3.7. Total Antioksidan Statiis (TAS) Diizeyi Ol¢iimii

Sodyum deoksikolatin 5 uM’lik etkin dozunun kullanildig: hiicre hatlarinda total
antioksidan statiis (TAS) diizeyi, Rel Assay marka ticari kiti kullanilarak olgtilmiistiir.
Olgiim ydntemi 6rnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS katyonik radikalini
rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin total konsantrasyonlariyla
orantil1 olarak dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda
¢Oziiniir bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox Equivalent/g olarak

ifade edildi (Erel, 2004).
3.8. Oksidatif Stres Indeksi Ol¢iimii

Oksidatif stresin bir gostergesi olarak gosterilen oksidatif stres indeksi (OSI), total
oksidan status diizeylerinin total antioksidan diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak
ifade edilir. Orneklerin OSI hesaplanirken TAS diizeyleri 10 ile garpilarak TOS diizeyleri
ile birimler esitlenir (Aycicek ve ark., 2011; Hussein, 2017; Tiliice ve ark., 2017).
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Sonuglar Arbitrary Units (AU) olarak ifade edildi. OSI degeri asagidaki formiile gore
hesaplandi:

TOS, umol H202 Equiv. /g
OSI = X 10
TAS, umol trolox Equiv. / g

3.9. Paraoksonaz Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

HDL-Kolesterole bagli lipofilik, hidrofobik yapili antioksidan bir enzim olan
paraoksonaz aktivitesi Sodyum deoksikolatin 5 uM’lik etkin dozunun kullanildig hiicre
hatlarinda ticari Rel Assay marka kit ile O6l¢iildii. Yontemde paraoksonaz enzimi
paraokson (dietil (4-nitrofenil) fosfat) substratini hidroliz ederek renkli p- nitrofenol
iirliniiniin olugmasina yol acar. Olusan {iriiniin absorbansi 412 nm de kinetik okumalar

izlenerek enzim aktivitesi U/L olarak ifade edilir (Eckerson ve Wyte, 1983).

3.10. Arilesteraz Aktivitesi Ol¢iimii

Antioksidan bir enzim olan PON1 enziminin arilesteraz aktivitesi de Sodyum
deoksikolatin 5 uM’lik etkin dozunun kullanildigi hiicre hatlarinda ticari Rel Assay
marka Kit ile 6lgiildi. Bu test, 6rnegin i¢erdigi enzim tarafindan fenilasetat substratindan
enzimatik aktiviteyle agiga ¢ikarilan fenoliin, kolorimetrik olarak absorbansinin (548 nm
/ 700 nm) Ol¢ililmesi esasina dayanir (Haagen ve Brock, 1992). Enzim aktivitesi U/L

olarak ifade edilir.
3.11. Hiicre Gogii Testi (Scratch Analizi)

Hiicreler stoktan agilarak 25 cm? flasklara ekilip, %80-90 oraninda dolunca
tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril
plaklara ekilerek hiicrelerin tek tabaka halinde tiim petri ylizeyini kaplayincaya kadar %5
CO’li atmosferde 37 °C’lik etiivde inkiibasyona birakild1. inkiibasyon sonras1 hiicrelerin
yiizeyini kapladigi plateler steril 200 pl’lik pipet ucu ile bir ¢izgi seklinde kazindi.

Kalintilar1 gidermek igin ve ¢izik kenarini diizeltmek i¢in hiicreler bir kez 1 ml biiylime
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ortamiyla yikandi. Sonra bu yikama i¢in kullanilan besiyeri uzaklastirilarak in vitro hiicre
gbcll testi icin spesifik olan 5 ml besiyeri ortam ile degistirildi. Hiicre goclerinin
goriintiisti alinirken ayni alani elde etmek i¢in referans noktalar1 olarak kullanilacak
isaretler olusturuldu. Bunun igin tabagin dis tabaninda bir ultra ince ug isaretgisi ile
hafifce asindirma yapildi. Referans noktalar1 yapildiktan sonra, tabak inverted
mikroskobunun altina yerlestirildi ve referans igaretleri kontrol edildi. Plateler 24, 48 ve
72 saatlik inkiibasyon siiresince %5 COz’li atmosferde 37 °C’lik etiivde inkiibasyona
birakildi. Plateler periyodik olarak incelenmek iizere inkiibatérden ¢ikarilarak kontrol

edildi.

Inkiibasyondan sonra, plateler inverted mikroskobunun altina yerlestirilerek,
referans noktalari ile belirlenen alanda fotograflanarak goriintii elde edildi. Her 6rnek igin
elde edilen goriintiiler, bilgisayar ortaminda imaj degerlendirme yazilimi (Image Pro-Plus

computer software) kullanilarak kantitatif olarak analiz edildi (Liang ve ark., 2007).

3.12. istatistiksel Analiz

Olgiilen TAS, TOS, OSI, PON1 ve arilesteraz bulgular1 dahil tiim sonuclar
istatistiksel olarak degerlendirildi ve bulgular ortalama = SD olarak ifade edildi.
Sonuglar ti¢ tekrar halinde sunulmustur. Deneylerdeki veriler, varyans analizleri (tek
yonlii ANOVA) kullanilarak analiz edildi. P <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Tiim istatistiksel analizler, Windows i¢cin MINITAB 14® paket programi
kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Caligmamizda kullanilan hiicre hatlar1 daha 6nce Anabilim dalimizda mevcut olup
ATCC (American Type Culture Collection)’den Onceki yillarda ticari olarak temin
edilmistir. MCF-7 meme kanser hiicreleri ile saglikli normal meme hiicreleri (CRL-4010)
kullandik. Hiicre hatlar1 %10 FBS ve %1 glutamin ile desteklenmis DMEM besi yerinde
cogaltildi. Biitlin hiicreler %5 CO2’li atmosferde 37 °C’de inkiibe edildi. ATCC’nin
tavsiye ettigi sekilde hiicreler %0.25 tripsin, %0.03 EDTA karisimi ile kaldirilip 1:3
oraninda olacak sekilde pasajlanarak, kullanilmayan hiicreler %95 besi yeri ve %5
DMSO igerecek sekilde hazirlanan hiicre dondurma soliisyonu igerisinde dnce -80 °C’lik

derin dondurucuda kisa siireli veya uzun siireli olarak sivi azota alinarak saklanildi.

4.1. MTT Hiicre Proliferasyon Kiti ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Sodyum deoksikolatin sitotoksik etkileri MTT ydntemiyle belirlendi. Sodyum
deoksikolat maddesi i¢in (0,1-9 uM) farkli konsantrasyonlar1 uygulandi ve ardindan 24,
48, 72 saatlik inkiibe edilerek sitotoksik doz bulunmaya calisildi. MTT analizine gore
Sodyum deoksikolatin hem MCF-7 hem de CRL-4010 i¢in sitotoksik oldugu goriildii. 24
saatlik inkiibe edilen her iki hiicre hattinda 7 uM dozun sitotoksik etkiyi belirgin bir
sekilde artirmaya basladigi tespit edildi (Sekil 3, Sekil 4). 48 saat inkiibasyon sonrasinda
hem MCF-7 hem de CRL-4010 hiicre hatlarinda 3 uM konsantrasyondan itibaren hiicre
proliferasyon sayis1 azalmaya baslamis (Sekil 5, Sekil 6). Ayrica 72 saatlik inkiibe edilen
hiicre hatlarinda da 3 uM konsantrasyondan itibaren hiicre proliferasyon sayisinda
anlaml1 derecede azalmanin bagladig1 belirlenmistir (Sekil 7, Sekil 8). Genel olarak, hiicre

canlilig1 yilizdesi hem doz ve hem de inkiibasyon siiresine bagl olarak azalmistir.
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Sekil 3. MCF-7 hiicrelerinde 24 saatlik Sodyum deoksikolat uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 4. CRL-4010 hiicrelerinde 24 saatlik Sodyum deoksikolat uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 5. MCF-7 hiicrelerinde 48 saatlik Sodyum deoksikolat uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 6. CRL-4010 hiicrelerinde 48 saatlik Sodyum deoksikolat uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 7. MCF-7 hiicrelerinde 72 saatlik Sodyum deoksikolat uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 8. CRL-4010 hiicrelerinde 72 saatlik Sodyum deoksikolat uygulamasinin hiicre
proliferasyonuna etkisi.
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4.2. 1Cso Degeri

Tablo 2. Sodyum deoksikolat ile muamele edilem MCF-7 ve CRL-4010 hiicre hatlarina

ait 1Cso degerleri.

1Cs0 (M)
Inkiibasyon siiresi MCF7 CRL4010
24 Saat 0,589 0,664
48 Saat 0,314 0,561
72 Saat 0,237 0,397

ICs (LM)
o o o o o
N £~ (6] (o)} ~N

o
il

NN

o

24 Saat

48 Saat
Inkiibasyon Siiresi

EMCF7 = CRL4010

72 Saat

Sekil 9. Sodyum deoksikolat ile muamele edilen MCF-7 ve CRL-4010 hiicre hatlarinin

zamana bagli ICso grafigi.
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4.3. Apoptotik Etki ve DNA Hasarmin Tespit Edilmesi

Sodyum deoksikolat maddesinin etkin konsantrasyonu kullanilarak, gosterilen
sitotoksik etkinin apoptotik olup olmadigi ve DNA hasari ise, apoptotik DNA ladder
metodu ile incelendi. DNA hasari, kaspazla aktive olan DNaz (CAD) tarafindan DNA
yikiminin karakteristik bir 6zelligidir ve apoptoz sirasinda 6dnemli bir olay olan daha
kiigiik baz c¢iftlerinin (bp) fragmanlarini olusturur. CAD, interniikleozomal baglayici
bolgelerdeki genomik DNA'y1 boler ve bu, 180-185 baz ¢iftinin katlar1 olan DNA
fragmanlari ile sonuglanir. Pargaciklarin diisiik erime noktali agaroz jel elektroforezi ile
ayrilmasi ve ardindan gorsellestirme, 6rnegin etidyum bromiir boyamasi ile belirgin bir
"merdiven" paternine yol agar, baslica dl¢iim birimleri DNA Fragmantasyonu indeksidir
(DFI) (Speyer ve ark., 2010). Sodyum deoksikolatin etkili dozunun 48 saat uygulandigi
MCF-7 hem de CRL-4010 hiicrelerinde DNA pargalanmasinin gostergesi olan uzamaya

baslayan merdiven olusumu gézlenmemistir.

Na-Deo Marker Konfrel PBS NaDeo

— -y

Sekil 10. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL-4010 hiicrelerindeki
DNA hasar1.
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4.4. Western Blot Yontemi

Apoptozun tespit edilmesi i¢in biyokimyasal yontemlerinden biri Western Blot
yontemidir. Bu yontem ile apoptozis sirasinda rol alan proteinler bulunabilir. Sodyum
deoksikolat ile muamele edilen hiicrelerin lizat1 toplandi. Protein miktar tayini (Bradford
analizi) yapildi. Bradford analizi sonucu elde edilen proteinler jelde yiiriitildi. Western
Blot yontemi ile apoptozis proteinlerinin (p53, prokaspaz 3, XIAP1, Bcl2, Bax, Beta
Aktin) varlig1 incelendi (Sekil 11).

CRL-4010 MCF-7

K PBS Na-Deo| K PBS Na-Deo

Prokaspaz 3 P

v EANEEE
BC12 -~ - - - _ B
Bax — —

Beta aktm T —— . —

Sekil 11. MCF-7 ve CRL-4010 hiicrelerinin Western Blot sonucu.

4.4.1. p53

DNA {izerinde cok calisilan genlerde biri olan tiimor baskilayici gen tarafindan
kodlanan p53 proteini bir transkripsiyon faktoridiir. Aktif p53, tetramer olusturan ve
hiicrenin agir bi¢imde hasar gérmesi durumunda, DNA’da belli genlerin aktivasyonuna
neden olmaktadir. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis her iki hiicre hattinda (MCF-
7 ve CRL-4010) p53 ekspresyonu artmig, ancak kontrol hiicrelerinde ekspresyon diizeyini
daha da arttirmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL-4010 hiicrelerinin
p53 ekspresyon diizeyi.

4.4.2. Prokaspaz 3

Kaspazlar goreceli olarak biyokimyasal ve yapisal karakterizasyona dayanarak
sentezlenir. Aktif olmayan zimojen halindeki prokaspaz 3 efektor kaspazlardan biri olup
aktivite kazanmasi i¢in bir eylem siirecinden gecmeleri gerekir. Bir efektor efektor
kaspazin, zincir i¢i aktivasyon ayrilmasindan once ve sonra hem homo-dimer olarak var
oldugu bilinmektedir (Shi, 2004). Bu tez ¢calismasinda Sodyum deoksikolat uyguladiktan
sonra incelenen CRL-4010 hiicre hatlarinda prokaspaz 3 bantlar ¢ikt1 ancak kanserli
MCEF-7 hiicrelerinde hi¢ bant tespit edilemedi (Sekil 13).
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Sekil 13. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL-4010 hiicrelerinin

Prokaspaz 3 ekspresyon diizeyi.

4.4.3. XIAP1

Bugiine kadar 8 adet insan apoptoz proteini inhibitorii (IAP) aile tiyelerinin [X'e
bagli IAP (XIAP), cIAP1, cIAP2, IAP benzeri protein 2, melanom [AP, néronal apoptoz
inhibe edici protein, survivin ve bakuloviriis IAP tekrarlar1 yineleyen ubiquitin konjuge
enzim] var oldugu tespit edilmistir. [AP ailesinin bir iiyesi olan XIAP, hem apoptozu hem
de hiicre ¢ogalmasini diizenlemede 6nemli bir rol oynar (Jiang ve ark., 2012). Sodyum
deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL-4010 hiicreleri Western Blot yontem ile
incelediginde her iki hiicre hattinda XIAP1 bantlar1 ¢ikmustir (Sekil 11). Ancak bu
sonucun analizinde kontrol hiicrelerinin XIAP1 orani kanserli hiicrelerinkine gore daha

fazla artmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL- 4010 hiicrelerinin
XIAP1 ekspresyon diizeyi.

4.4.4. Bcl2, Bax

Bcl-2, Bcel-xL, Bcl-w, Mcl-1 ve Bfl-1'1 i¢eren antiapoptotik proteinler BH1-4
bolgelerine sahiptir ve bunlar dogrudan iki sinif provaya baglanarak hiicre 6liimiinii 6nler.
Apoptotik proteinler: Bax / Bak proteinleri ve sadece BH3 proteinleri. Bax ve Bak,
antiapoptotik proteinler gibi BH1-4 etki alanlarma sahiptir. Bu proteinler apoptozun
temel aracilaridir, proapoptotik proteinlerdir (Coskun ve Ozgiir, 2011). Bizim
calismamizda Sodyum deoksikolata maruz birakilan MCF-7 ve CRL-4010 hiicrelerinin
incelemesinde Bcl2 proteinleri sadece CRL-4010 hiicrelerinin kontrol ve PBS
gruplarinda bantlar elde ettik, ancak Sodyum deoksikolat ile muamele edilen CRL-4010
ve MCF-7 hiicrelerinin higbir grubunda bant gozlenmedi. Ayrica iki hiicre hattinda Bax
protein bantlari tespit edildi (Sekil 11). Bu sonuglara gore analizi yapildi ve proteinlerin

oranlar1 gosterildi (Sekil 15, Sekil 16).
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Sekil 15. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL- 4010 hiicrelerinin
Bcl2 ekspresyon diizeyi.

m CRL-4010
= MCF-7

Kontrol Sodyum Deoksikolat

120

100

(o]
o

Bax Ekspresyon Diizeyi
I o
o o

2

o

o

Sekil 16. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL- 4010 hiicrelerinin

Bax ekspresyon diizeyi.
4.4.5. Beta aktin

Beta aktin Western Blot sonuglar1 dogrulamak i¢in bir kontrol proteindir. Western
Blot kullanarak proteinlerin yari miktarlar1 tipik olarak PB-aktin gibi housekeeping

genlerine karsi normalizasyonu igerir (Gilda ve Gomes, 2013).
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Western Blot, spesifik antikorlarla boyamaya dayali ilgili proteinlerin nispi
konsantrasyonlarini tahmin etmek amaci ile kullanilir. Kantitatif 6l¢iimler, genellikle
ylikleme kontroliiniin asir1 yliklenmesi ve normallesmeye asir1 giivenme nedeniyle hata
olusturur. Normalde ilgilenilen en diisik yogunluga sahip proteinleri Olgmek i¢in
kullanilan protein konsantrasyonlarinda, gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) ve
B-aktin gibi siklikla kullanilan tek proteinli yiikleme kontrollerinin protein ig¢indeki
farkliliklar1 tam olarak yansitmadigi bildirilmistir (Aldridge ve ark., 2008).

4.5. Oksidatif Stres Bulgular

Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL-4010 hiicrelerinde total
antioksidan statlis parametresi ¢alisildi. CRL-4010 ve MCF-7 hiicrelerinde kontrola
kiyasla PBS ile Sodyum deoksikolat gruplarma ait TAS degerlerinde anlamli fark
goriilmedi (Sekil 17).
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Sekil 17. Sekil 17. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL-4010

hiicrelerinde TAS degerlerinin grafigi.

Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL-4010 hiicrelerinde total
oksidan statlis parametresi calisildi. CRL-4010 hiicrelerindeki gruplarin arasinda TOS

degerleri agisindan anlamli bir fark gézlenmedi. MCF-7 hiicrelerinde kontrole kiyasla
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PBS ile Sodyum deoksikolat grubunda goriilen TOS degerlerindeki artis istatistiki olarak
anlamli goriilmedi (Sekil 18).
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Sekil 18. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL- 4010 hiicrelerinde
TOS degerlerinin grafigi.

OSI degeri ise MCF-7 ve CRL-4010 hiicrelerinde oksidatif stres parametresi
olarak analiz edildi. CRL-4010 ve MCF-7 hiicrelerinde hem kontrole hem de PBS ile
kiyasla biitiin hiicre grublarina ait OSI degerlerinde istatistiki acidan anlamli farklar
gbzlenmedi (Sekil 19).
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Sekil 19. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL- 4010 hiicrelerinde
OSI degerlerinin grafigi.

4.6. Arilesteraz ve Paraoksonaz Bulgular

Arilesteraz aktivitesi olgiilen CRL-4010 hiicre hattinin kontrol, PBS ve Sodyum
deoksikolat gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edilmedi. Ancak
kanserli meme hiicreleri olan MCF-7 hiicre hattinda kontrol grubuna goére PBS ve
Sodyum deoksikolat gruplarinda diisiis oldugu tespit edildi. Kontrol grubuna kiyasla
Sodyum deoksikolat grubunda gézlemlenen arilesteraz enzim aktivitesindeki azalmanin

istatistiki olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil 20).

Paraoksonaz enzim aktivitesi bakimindan CRL-4010 hiicre hattinda kontrol, PBS
ve Sodyum deoksikolat gruplarinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik tespit
edilememistir. Ancak MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin kontrol grubuna gére PBS ve
Sodyum deoksikolat gruplarinda diisiis gozlendi. Kontrol ile kiyaslandiginda Sodyum
deoksikolat grubundaki azaligin istatistiki olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil 21).
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Sekil 20. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL- 4010 hiicrelerinde
Arilesteraz aktivitesinin grafigi (a: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiki olarak

anlamli p<0.05).
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Sekil 21. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 ve CRL-4010 hiicrelerinde
Paraoksonaz aktivitesinin grafigi (a: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiki olarak
anlamli p<0.05).

32



4.7. Hiicre Gocii Bulgulan

Hiicre gocii testi (scratch analizi) in vitro olarak hiicresel migrasyonlart 6lgmek
icin kullanilan kolay, diisiikk maliyetli ve iyi gelistirilmis bir yontemdir. Bu analiz tek
katmanli hiicre tabakasinda bir "¢izik" olusturarak belirli zaman araliklarinda alinan

goriintiilerin karsilagtirilmasi esasina dayanir (Liang ve ark., 2007).

CRL-4010 hiicrelerinin tiim gruplarinda hiicre gdgiiniin zamana bagli olarak (24
ve 48 saat) artis gosterdigi ve baglangi¢ saatinde (0 saat) olusturulan boslugu doldurdugu
gozlenmistir (Sekil 22), (Tablo 3).

120

100

B D o]
o o o

% Nisbi Yara Boslugu

N
o

———

0 24 48 saat

o

m Kontrol m PBS = Sodyum Deoksikolat

Sekil 22. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis CRL- 4010 hiicrelerinde hiicre gocii
grafigi.
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Tablo 3. Hiicre gocii testinde 0, 24 ve 48. saatlerde CRL-4010 hiicrelerinden elde edilen

goriintiiler.

CRL4010 /KONTROL CRL4010 /PBS CRL4010/ Sodyum

0 Saat

24 Saat

48 Saat

Sodyum deoksikolatin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin MCF-7 hiicre hattina ait
hiicre gociinti kuvvetli bir sekilde engelledigi tespit edilmistir (Sekil 23), (Tablo 4).
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Sekil 23. Sodyum deoksikolat ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinde hiicre gocii
grafigi.
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Tablo 4. Hiicre gocii testinde 0, 24 ve 48. saatlerde MCF-7 hiicrelerinden elde edilen

goriintiiler.

MCF-7/KONTROL

MCF-7/PBS

MCF-7/ Sodyum
deoksikolat

0 Saat

24 Saat

48 Saat
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser g¢evresel ve genetik kosullarin etkileri nedeniyle kompleks bir hastalik
olup hiicrenin kontrolsiiz bdliinmesi ve ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir. Gliniimiizde
100°den fazla kanser tiirii bilinmektir. Kanser tedavisi igin standart tedavi metotlari
gelistirilmis olmasina ragmen, higbir insanin DNA’smin birbirine benzememesinden
dolay1 kanser kisisel bir hastalik olarak diistiniilmektedir. Bu sebepten 6tiirii kanserde
kisisel tedavilere verilen tepkiler de farkli olmaktadir. Teknolojinin gelismesi ve
ilerlemesi her alanda oldugu gibi kanser tedavi teknolojisini de etkilemis ve yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesini miimkiin kilmistir. Kanser tedavisinde standart olarak
kabul edilen ve bilinen kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemlere alternatif olarak
kanser asilari, biyolojik asilar, hormonal tedavi, hedeflenmis ve gen terapiler de etkin
sekilde kullanilmaya basglanmistir. Kanser ve tedavisi hakkinda farkli yaklasimlar ve
zengin bir bilimsel makale kaynag1 vardir (Baykara, 2016). Kemoterapinin asil amaci
kanser hiicrelerini kemoterapotik ajanlar kullanarak oldiirmek olup, sitotoksik anti-

neoplastik ajanlar bu tip tedavide basroldedir.

Bu ¢alismada Sodyum deoksikolatin anti kanser 6zelligi olup olmadigi meme
kanseri hiicre hatti MCF-7 ve saglikli CRL-4010 hiicreleri tizerinde uygulanarak test
edildi. MTT testinin sonuglarina gore Sodyum deoksikolatin hem MCF-7 hem de CRL-
4010 i¢in sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Sodyum deoksikolatin doz ve
zamana bagli olarak yapilan sitotoksisite testlerinden 1Cso degerleri elde edilmistir. Buna
gore CRL-4010 hiicrelerine kiyasla MCF-7 hiicrelerine ait olan ICso degerlerinin daha
diisiik olmast nedeniyle Sodyum deoksikolatin meme kanseri hiicrelerinde daha etkili

oldugu sonucuna varilmistir (Tablo 2 ve Sekil 9).

Bu tez ¢alismasiyla elde edilen veriler, daha 6nce yapilan bazi arastirmalarin
sonuglar1 ile desteklenmistir. Bununla birlikte deoksikolik asitin tiirevleri olan bazi
bilesiklerin biyoaktiviteleri, ti¢ timor hiicre hatti A549 (insan akciger kanseri hiicre hatti),
MCF-7 (insan meme kanseri hiicre hatt1) ve HeLa (insan rahim agzi kanseri hiicre hatt1)
tizerinde MTT yontemi ve Western Blot analizi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu
bilesiklerin antiproliferatif etki gostererek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
(Zhao ve ark., 2007).

36



Apoptotik DNA ladder kiti ile Sodyum deoksikolatin hiicre hatlarinda DNA hasar1
test edildi. Bu maddenin etkili dozu ile 48 saat muamele edilen MCF-7 ve CRL-4010
hiicrelerinde band uzamasi goriinse bile, DNA pargalanmasinin gdstergesi olan merdiven
olusumu tespit edilmemistir (Sekil 10). Prasad ve arkadaslarnin yaptigi bir in vivo
calismada deoksikolatin fare bagirsak epitelinde, DNA hasarinin seviyesini gosteren 8-
0kso-dG’i arttirdigt bildirilmistir. Deoksikolat kaynaklt DNA hasarmin seviyesi yiiksek
oldugu zaman, DNA onarim enzimlerinin DNA hasarini1 onarmalar1 miimkiin olmayabilir
(Prasad ve ark., 2014). Apoptotik DNA ladder niikleozomal DNA fragmantasyonu analizi
igin yapilirken 8-0kso-dG deneyi ise DNA baz oksitlenmesinin 6lgiimii igin yapilan bir
analizdir. Bu durum yukaridaki c¢alismanin bulgular1 ile arastirmamizin sonuglari
arasindaki farkliligin temel sebebidir. Ote yandan degisik canli tiirii ile farkli doz ve deney
modellerinin kullanilmas: da etkili olabilir. Bununla birlikte, interniikleozomal DNA
fragmantasyonu, apoptoz sirasinda her zaman olamayacagindan evrensel degildir

(Vinatier ve ark., 1996).

Bu tez ¢alismasinda Western Blot yontemi kullanilarak apoptoz mekanizmasinda
rol alan proteinler tespit edildi. Tiimor baskilayic1 p53, oncelikle apoptozu indiikleme
yetenegi sayesinde tiimor biiyiimesini inhibe eder (Bykov ve ark., 2002). Sodyum
deoksikolat uygulanmis her iki hiicre hattinda (MCF-7 ve CRL-4010) p53 ekspresyonu
artmis, ancak saglikli meme hiicre hatti olan CRL-4010 hiicrelerinde ekspresyon
diizeyinin daha ¢ok arttig1 tespit edilmistir (Sekil 11, Sekil 12). Artan miktarda p53
proteini ¢ekirdegine gegerek hiicreyi apoptoza sokmak igin ilgili genlerin ekspresyonunu
degistirir (Pyrzynska ve ark., 2002). Bunun yani sira prokaspaz-3 bantlar1 CRL-4010
hiicre hattinin tiim gruplarinda belirlenmisken MCF-7 hiicre hattinin hi¢bir grubunda bu
bant tespit edilmemistir (Sekil 11). Daha 6nceki ¢alismalarda MCF-7 hiicrelerindeki
prokaspaz-3 kaybinin nedenini arastirmak i¢in Northern Blot analizi yapilmistir. MCF-7,
HeLa D98 ve H21 hiicrelerinin toplam RNA'sinin yani sira fonksiyonel CASP-3'0
eksprese ettigi gosterilmistir. Inceledikleri tiim hiicre hatlarinda CASP-3 mRNA icin
benzer ekspresyon orani belirlenirken aralarinda higbir belirgin boyut farki
gozlenmemistir. Bu nedenle, MCF-7 hiicrelerinde prokaspaz-3’iin eksikligi, CASP-3"lin

kopyalanamamasindan kaynaklanmamaktadir (Reiner ve ark., 1998).
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Sodyum deoksikolat uygulanmis MCF-7 ve CRL-4010 hiicreleri Western Blot
yontemi ile incelediginde her iki hiicre hattinda XIAP1 bantlar1 elde edildi (Sekil.11).
Ancak bu verilerin analizine bakildiginda o6zellikle sodyum deoksikolat uygulanan
kontrol hiicrelerinin XIAP1 oraninin kanserli hiicrelerinkine gére anlamli derecede arttig1
goriilmiistiir (Sekil 14). Bir apoptoz inhibitdrii olarak kontrol hiicrelerinde artan
seviyelerde tespit edilen XIAP1, bu 6zelligi ile CRL-4010 hiicrelerini programli hiicre

Oliimiinden nispeten uzak tutmus olabilir.

Bcl2 protein bantlar1 sadece CRL-4010 hiicre hattinin kontrol ve PBS gruplarinda
goriilmiistiir, ancak CRL-4010 Sodyum deoksikolat grubu ve MCF-7 hiicrelerinde hig
bant belirlenmemistir. Ayrica iki hiicre hattinda da proapoptotik Bax protein bantlari
tespit edildi (Sekil 11). Bu sonuglara gore bantlarin analizi yapilarak proteinlerin oranlari
gosterildi (Sekil 15 ve Sekil 16). Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuca benzer sekilde
daha once yapilan calismada deoksikolik asitin tiirevleri olan Ursodeoksikolik asit
(UDCA), chenodeoksikolik asitin (CDCA) MCF-7 (Yabanil tipli p53) ve MDA-MB-231
(mutant p53) hiicrelerinde anti-proliferatif etkileri karsilastirilmistir. UDCA ve CDCA
tirevlerinin, her iki hiicre hattinin proliferasyonunu konsantrasyona bagli olarak inhibe
ettigi bildirilmistir. Bunun yani sira apoptotik niikleer degisikliklerle birlikte ve bir alt G1
popiilasyonunun artisi ve DNA pargalanmasi belirlenmistir (Im ve ark., 2001). Tezimizde
ayrica pro-apoptotik protein Bax'in anti-apoptotik protein Bcl-2'ye oranmin arttigi da

gozlenmistir.

Oksidatif stres, apoptozisi indiikleyen faktorlerden birisidir. Apoptozis, gelismis
organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak gereksinim duyulmayan ve

fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden programli olarak Slimiidiir

(Cohen, 1998).

Oksidatif stresin ve serbest oksijen radikallerinin artmasi, ¢esitli kanser tiirlerinin
riskinin artmasiyla iligkilidir. Reaktif oksijen tiirlerinin reaktivitesi yiiksektir ve hemen
hemen tiim hiicre komponentlerine saldirarak dokularda hasara yol agabilirler. Bu tez
calismasinda Sodyum deoksikolat uygulanan CRL-4010 ve MCF-7 hiicre hatlarinda
oksidatif stres testleri (TAS, TOS, OSI) incelendi. Fakat elde edilen sonuglar gruplar

arasinda goriilen farkin istatistiki olarak anlamli olmadigini isaret etmistir. Her ne kadar
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MCF-7 hiicreleri iizerinde Sodyum deoksikolat TOS ve OSI artisina neden olsa bile bu
istatistiki olarak anlamli bulunmamuistir (Sekil 17; Sekil 18 ve Sekil 19).

Lipid peroksidasyonu son iiriinleri ve radikal siipiiriicii sistem elemanlarinin
onkogenez i¢in baslatici role sahip oldugu diisiiniilmektedir (Valko ve ark., 2006; Dreher
ve Junod, 1996). Lipid peroksidasyonu sonucunda karsinojenik yagda ¢ozlinen radikaller
olusur ve PON1, bu radikallerle baglanir. PON1’in, yagda ¢6ziinen radikalleri metabolize
etme Ozelligine sahip oldugu diisiiniilmektedir ve PONI1 aktivitesinin serumda ve
makrofajlarda oksidatif stres ile ters orantili oldugu 6ne siiriilmektedir (Rozenberg ve
ark., 2003). Yapilan ¢alismalarda genellikle kanser tiirlerinde ve 6zelde meme kanserinde
serum arilesteraz ve PONI1 diizeyi diisiik bulunmustur (Antognelli ve ark., 2009; Elkiran
ve ark., 2007; Kaya, 2009). Calismamizda MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubuna gore
oksidatif stres nispi olarak yiiksek ancak arilesteraz ve PONI diizeyleri ise istatistiki
acidan anlamli derecede diisiik bulunmustur (Sekil 20, Sekil 21). Bu durum MCF-7
kanser hiicrelerinde paraoksonaz ve arilesteraz enzim aktivitelerinin azalmasinin risk

faktorii olabilecegi kanaatini gliclendirmektedir.

Hiicre gogtli testi sonuglarina gore 24 ve 48 saat uygulanan Sodyum deoksikolat
MCF-7 hiicre hattinda hiicre gogiinii anlamli derecede azaltmistir. Farkli bulgulara ulasan
baska caligmalar olsa bile (Raju ve ark., 1990), hiicresel gocteki azalma, Sodyum
deoksikolatin, hiicre gogiiniin gesitli yonlerinde yer alan bir transmembran glikoprotein

ailesi olan integrinleri etkilemesinden kaynaklanabilir (Lee ve ark., 2010).

Bu tez g¢alismasinda Sodyum deoksikolatin anti-apoptotik proteinlerin
ekspresyonunda azalma yoluyla meme kanser hiicrelerinde hiicre apoptozunu indiikleme
yetenegi oldugu belirlendi. Ayrica Sodyum deoksikolatin proapoptotik proteinlerin
ekspresyonunun artmasina neden oldugu tespit edildi. MCF-7 meme kanser hiicrelerinde,
prediktif risk belirteci olarak kullanilabilecek 6nemi olan paraoksonaz ve arilesteraz
enzim aktivite dlgiimleri belirlenmistir. Ote yandan MCF-7 hiicre gdéciinii Sodyum
deoksikolatin engellemesi dikkate deger bir sonugtur. Bununla birlikte, in vitro
arastirmalardan olusan bu tez ¢alismasi potansiyel olarak, ileride yapilacak olan diger

baz1 in vivo kanser modelleri i¢in 6n inceleme niteligi tagimaktadir.
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EK 1. Etik Kurul Belgesi

YUZUNCU YIL UNIVERSITESI

EKLER

T.C.

TIP FAKULTESI
GIRISIMSEL OLMAYAN
KLIiNiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
KARAR FORMU

Karar No: 04

| Tarih: 09.05.2018

KARAR BILGILERI

Prof.Dr. Yasin TULUCE sorumlulugunda yapilmas: tasarlanan ve yukarida basvuru bilgileri verilen
“Sodyum Deoksikolat Maddesinin Meme Kanser Hiicre Hattinda Apoptotik, Sitotoksik ve DNA
Hasan Uzerine Etkisi” isimli bilimsel arastirma bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler arasgtirmanin gerekge,
amag, yaklasim ve ydntemleri dikkate alinarak incelenmistir. Arastirmacilarin Yiiziincii Y1l Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun Cahsma Esaslann Hakkinda Yonergesinde
belirtilen hususlar1 yerine getirdikleri belirlenmis olup, ¢alismalari ile ilgili tiim sorumluluk arastirmacilara
ait olmak iizere, s6z konusu g¢aliymanin gergeklestirilmesinde sakinca bulunmadigina, toplantiya katilan
Etik Kurul iiye tam sayisinin salt gogunlugu/oy birligi ile karar verilmistir.

GIiRISIMSEL OLMAYAN KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ETIK KURULUN CALISMA ESASI

Klinik Aragtirmalar Hakkinda Y®&netmelik, Iyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu

BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | Prof.Dr. Oguz TUNCER
Unvan/Adv/Soyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet Arniz;za s Katilhim * Imza
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Prof.Dr. Oguz TUNCER Hastaliklan Fakultesi ERX KO O HRX EX H D/z
Dr. Ogr. Uyesi Sokran SEVIMLL | Tip Tarihi ve Etik 2 Sanes YilUniversitesiTip | pq |y |0 |HR |ER | HO W
o Yiiziinct Yil Universitesi Tip -
Prof.Dr. Siddik KESKIN Istatistik Uzmam Fakaltesi ERX KO O HX |EX H mW
Prof.Dr. Hiiseyin . Yizinet Yil Universitesi Tip 1
GUDUCUOGLU Tibbi Mikrobiyoloji Fakaltesi ER kO O HR | E H D/
P . . L —
Prof.Dr.A Faruk KIROGLU KBB Yozonet Vil UniversitesiTp | pg | kg |60 [HE | E HO D
Fakoltesi XNFoe
Dr. Ogr. Uyesi Abbas ARAS Genel Cerrahi s YilUniversitesi Tp | g | |EO0 | HR | E HO )
»
Dr. Ogr. Uyesi Celaleddin Anesteziyoloji ve Yiiziinct Y1l Universitesi Tip
SOYALP Reanimasyon Fakaltesi EX | kO |0 (HR (ER (HO
s . Kadin Hastaliklari ve | Yiiztincdt Yil Universitesi Tip s
Dr. Ogr. Uyesi Numan GCIM Dogum Fakultesi EX KO |EO |HKR |eEOd |HR
Dr. Ogr. Uyesi Ramazan USTON | Fizyoloji ::kz:l‘z‘:: YilUniversitesiTip | g |k |EOQ |HR |ER |HO SR
Dr. Ogr. Uyesi Oruc 2 iy Yuzonct Yil Universitesi . <
ALLAHVERDIYEV Tibbi Farmakoloji | pooncilik Fakultesi ER | kO |EO [HR [ER | HDO
Latfa POLAT Eczaci Van Polat Eczanesi ER |kx0O |0 |HR® |E® |HO A,ja'
Nazh AKTAS Akt Yaziincti Yil Universitesi EO kR |0 |1m |em |vO
Hukuk Mosavirligi y
Saglk Meslegi - DZ i
Ozge Burak DEGER Mensubu Olmayan gca:nzg?aym velyKaditan EO KX |EO HE ([EX HO LQD/’
Uye
Saghik Meslegi
Adnan SELCUK Mensubu Olmayan Van s Gelistirme Merkezi EX KO |EO |HX® |EX |(HO
Uye
Sayfa 2

Adres : Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlign Merkez Kampiisii Van

Tel :432-2150470

Faks : 432-2168352

TP T

45




EK 2. Tez Orjinallik Raporu

e,
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

LISANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 02/08/2019

Tez Baghgi / Konusu:

SODYUM DEOKSIKOLAT MADDESININ MEME KANSER HUCRE HATTINDA
APOPTOTIK, SITOTOKSIK VE DNA HASARI UZERINE ETKIiSi

Yukarida baghg belirlenen tez ¢alismamin Kapak sayfasi, Giris, Ana boliimler ve Sonug boliimlerinden
olusan toplam 33 sayfalik kismma iliskin, 17/06/2019 tarihinde tez danismanim tarafindan Turnitin intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmigs olan orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik
orani %7 (yiizde yedi) dir.

Uygulanan filtreler agsagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkiir harig,

- Igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alintilar harig,

-Tezden ¢ikan yaymlar harig,

- 7 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlari hari¢ (Limit match size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasina iliskin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.
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