1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, kadinlarda sik goriilen kanser tipi olup, kanser 6liimleri arasinda

ikinci siradadir (14,47,53,65,70,98).

Yaklasik her 10 kadindan biri meme kanserine yakalanmaktadir (7,53,103).
Meme kanseri erkeklerde nadir olarak goriiliir (7,65,70,103).

Meme kanserinin nedenleri arasinda cevresel faktorler, cesitli karsinojenik

maddeler ve genetik yap1 sayilabilir (48,53,70,1006).

Genetiksel olarak bir ¢ok anomali yaninda, telomer ve telomeraz aktivitelerinde

olan anomaliler de meme kanseri ve diger baz1 kanserlerden sorumludur (34,37,47).

Telomerler, 0karyotik organizmalarda lineer kromozomlarin uglarinda bulunan

0zellesmis DNA tekrar dizilerinden olusan heterokromatik bolgelerdir (6,10,11).

Telomerlerin fonksiyonlari; kromozomlarit rekombinasyondan, ug fiizyondan ve
hasarli DNA olarak taninmaktan korumak, ayrica niikleus icinde diizenli bir sekilde
bulunmalarina yardimci olmaktir (6,16,27,42,46). Telomerler, hiicrelerin replikatif

kapasitesini kontrol eden molekiiler saat olarak da gorev yaparlar (27,34).

Geng soma hiicrelerinde, belirli bir boya sahip telomer, her hiicre boliinmesinde
giderek kisalir. Hiicre boliinmesi sirasinda, DNA polimeraz lineer DNA’nin uglarin1 tam
olarak replike edemez (telomer u¢ problemi). Bdylece genetik materyal, kromozom
uclarindan kaybolur. Telomerlerin siirekli kisalmasi kromozom dengesizligine ve hiicresel

yaslanmaya neden olur (6,61,102).

Telomeraz enzimi, kendisine ait RNA’smin bir boliimiinii (1,5 telomer DNA

tekrarina komplementer dizi) kullanarak, guanince (G) zengin telomer DNA tek dalini



sentezleyen bir riboniikleoprotein (RNP) kompleksi veya bir revers transkriptazdir
(5,9,16,26,27,37,46,61,73,89,102). Geng soma hiicrelerinde, telomeraz enzimi inaktif
oldugu halde, belli bir boya sahip telomer, Hayflick sinirina kadar hiicre boliinmesini
saglar. Kanserli soma hiicrelerinde ise, telomeraz enzimi aktif halde olup, telomer boyunun
devamli hiicre boliinmesine yetecek kadar olmasimi saglar. Bdylece hiicre ¢ogalmasi

duraksamadan devam eder (12).

Kanserli dokularla yapilan calismalarda telomeraz aktivitesinde artig tesbit
edilmistir. Ornegin, meme karsinomalarinin %73, hepatoseliiler karsinomalarinin %85 ve

ndroblastomalarin %94’linde telomeraz aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (81).

Diger bazi hastaliklarda oldugu gibi, kanser tedavisinde de etkili oldugu bilinen
bitkisel kokenli maddelerden biri de flavonoidlerdir. Flavonoidler, molekiil agirliklar
diisiik bilesiklerdir. Kersetin (3,3’,4°,5,7-pentahidroksiflavon) sogan, domates, brokoli,
yesil ¢ay, elma, cilek gibi yenilebilir sebze ve meyvelerde yaygin olarak bulunan bir

flavonoidtir (1,3,68,82,88,96).

Kersetin kardiyovaskiiler koruma, anti-kanser ve anti-viral aktivite, anti-lilser,
anti-allerjik ve anti-inflamatuar etki ve katarakt olusumunu onlemek gibi insan sagliginda
bir ¢ok yararl etkiye sahiptir. Meme, kolon, over, endometriyum, mide, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicre dizileri ve losemik hastalar ile yapilan calismalarda,

kersetinin anti-kanserojen oldugu ortaya konmustur (68,80,82,83).

Sicanlarda kimyasal olarak uyarilmis meme tiimorlerinin insidansini azalttigi

gosterilmistir (43).

Kersetin i¢in Faz 1 klinik denemelerine de baslanilmistir ve anti-timor

aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (96).

Ostrojen 6zellikle hiicre ¢ogalmasi olmak iizere, cok farkli etkilere sahip steroid

bir hormondur (4,8,35,48).



Ostrojen, ozel bilyiime faktdrleri ve bunlara ait reseptorler ile, hiicre siklus
mekanizmasim etkiler. Ostrojen fonksiyonel Ostrojen reseptdr (ER)’iine sahip meme

kanserinin biliylimesini uyarir ve apoptozu engeller (8,48,105).

Ostrojen reseptor pozitif (ER-pozitif) meme kanseri tedavisi, hormonal yolla

yapilir. Bu yolda, aromataz inhibitorleri ve antiostrojenler olarak iki strateji kullanilir (105).

Aromataz, androjenin Ostrojene doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir (55). Bu
doniisiimii engellemek i¢in aromataz inhibitorleri kullanilir (105). Aromataz inhibitorleri,
genelde tip 1 (steroidal) ve tip 2 (non-steroidal) inhibitdrler olarak, iki gruba ayrilir. Bu
gruplarin her biri, farkli yollar kullanarak aromataz enzimini inaktive eder. Bdylece

androjenin 0strojene doniismesi engellenir (39,50,55).

Antiostrojenler ise, Ostrojen reseptoriine (ER) baglanarak, ER’niin sahip
oldugu biiyiime fonksiyonunu baskilayan bilesiklerdir. Iki sinifa ayrilirlar. Bunlardan tip I
antidstrojenler hem Gstrojenik hem antiostrojeniktirler. Tip II’ler ise sadece Ostrojeniktirler.
Tamoksifen, tip [ antidstrojendir. Genellikle tamoksifen ER-pozitif meme kanseri
tedavisinde kullanilir. Ayrica yaslilarda kemik erimesi (osteoproz) tedavisinde de yararli

etkileri vardir. (8,35,71,105).

Tamoksifen, meme kanserinin hormonal tedavisinde baslica dayanaktir.
Postmenapozlu ve/veya 50 yas iizeri kadinlarda kemoterapiden daha iyi cevap verir

(4,20,99,100).

Ostrojen, telomeraz enziminin aktivitesini artirirken, tamoksifen bunu baskilayabilir
(67,89,99). Tamoksifen ER-pozitif ve ER-negatif hiicre dizilerinde telomeraz aktivitesini
baskilar Bu baskilamanin ER-pozitif MCF-7 hiicrelerinde daha uzun siirdiigii bildirilmistir

(4,46,81,89,99).



Yiizyilimizda, artan kanser ¢esidi ve yogunluguna karsilik, bunlarin tedavisinde
olusan giigliikler insan saghigini ciddi bir sekilde tehdit etmektedir. Ciinkii antikanser etkili
ilaglar kanser hiicrelerine etki gosterirken, ayn1 mekanizma ile normal hiicreleri de
etkilemektedir. Normal hiicrelerin zarar gérmesi bu hiicrelerin ait oldugu organin yap1 ve
fonksiyonunda bozulmalara neden olmaktadir. Tedavinin boyle yan etkilerini bertaraf
etmek, kanserle ilgili bilinmeyenleri aydinlatmak ve yeni ilaglar tesbit edebilmek igin

onemli ¢alismalar yapilmaktadir.

Yaptigimiz bu ¢aligmanin amaci, kanser tedavisinde umut verici bir flavonoid
olan kersetin’in etkilerini, kanser tedavisinde kullanilan ve telomeraz enzim aktivitesi
tizerine etkinligi bilinen tamoksifen ile karsilastirmali olarak degerlendirmek ve kanser

tedavisini molekiiler agidan ele alan bilgilere katkida bulunmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme, kadinlarda siit {iretimi i¢in diizenlenmis ve farklilasmis tubuloalveolar
bir ter bezidir. Siit iireten lobiil sistemi ile bunlart meme bagina aktaran duktus sisteminin
birlesiminden olusur (7,70). Meme kanseri en c¢ok lobiil ile terminal duktus birlesme
yerindeki epitelyumden koken alan bir adenokanserdir. Baslangicta siit aktaran kanal
sistemi (duktus) i¢inde siirli olan kanser hiicreleri sonradan kendi bazal membranlarindan
ilerleyip bag dokusu i¢ine gecerler. Bu asamada, tiimor hiicreleri kan damarlar1 ve
lenfatiklerle kargilasarak metastaz yapma yetenegine sahip olurlar. Metastaz olusumu

kemik, karaciger ve akcigerde goriiliir (7).

Meme kanseri, kadinlarda ¢ok sik goriilen kanser tipi olup, kanser oliimleri

arasinda ikinci siradadir (14,47,53,65,70,98).

Meme kanseri epidemiyolojisinde, bu kanser tipi hormon bagimli bir hastaliktir
(70,90). Ostradiol gibi hormonlar, kanser gelisimi ve siirecinde rol oynarlar (90). Yasami
boyunca 0Ostrojen replasman tedavisi gérmeyen ve fonksiyonel overleri olmayan kadinlarda
meme kanseri gelismez. Erkeklerde goriilen meme kanseri kadinlardakine gore yaklasik

1:150 oranindadir (70).

Kanser olusumunda tek bir transforme hiicre, bir dizi somatik veya germline
mutasyonlar ile uzun bir periyot sonucu olusur. Genetik gecis gosteren formlardan ailesel

meme kanseri, tiim meme kanserlerinin %10’ununu olusturmaktadir (7,70).

[k belirlenen germline mutasyon, tiimdr baskilayici gen TP53 (17p13)’tiir. Bu
gen, Li-Fraumeni sendromundan sorumludur (30,53,70,97). Bu gen normalde DNA
hasarinda, hiicre siklusunda ve apoptozda rol oynar (17,32). p53°deki kalitimsal

mutasyonlar, kalitimsal meme kanseri, sarkomalar ve diger tlimor tiplerine neden olur (70).



Ailesel meme kanserinde etkili tiimor baskilayic1 genler, BRCA-1 (17g21) ve
BRCA-2 (13q13)’dir (30,48,70,106). BRCA-1 geni bir transkripsiyon faktorii olan zinc
finger proteini kodlar (30,70) ve apoptozda da yer alir (30). Ayrica, dominant bir onkogen
iriinii olan erbB2 (HER-2,neu) meme kanserlerinde asir1 eksprese edilir. Bu asiri
ekspresyon, insan meme epitelyumunun yapisini degistirir (30,53,70). HER-2nin asir1

ekspresyonu, meme kanserinde kullanilan tamoksifenin uyardigi apoptozu engeller (38).

Uygulanacak tedavinin tiirli ve tedaviden alinacak sonuc¢lar bakimindan meme
kanseri, Evre 0, Evre I, Evre II (A ve B), Evre III (A ve B), Evre IV olmak iizere 5 evreye
ayrilir (70).

2.1.1. Meme kanseri risk faktorleri:

Meme kanseri riski, genetik, ¢cevresel ve yasam sekilleri ile baglantilidir. Bunlar;
a) Gec¢ menapoz (40,48,53,65,70)

b) Erken menars (12 yas oncesi) (40,48,53,65,70)

c) Obezite (24,53,77)

d) Geg hamilelik (24,48,40,65)

e) Ostrojenlere uzun siire maruz kalmmasi (24,40,48,90)

f) Yiiksek kemik densitesi (24,40)

g) Aile hikayesi (40,65,77)

h) Alkol kullanimi (53,77)

i) Diisiik fiziksel aktivite (53,77).



2.2. Telomer

Telomerler, 6karyotik organizmalarda lineer kromzomlarin uglarinda bulunan
Ozellesmis  DNA  tekrar  dizilerinden  olusan  heterokromatik  bdlgelerdir
(6,10,11,21,23,25,27,42,93).

Sekil 2.1. Kromozom uglarinda telomerlerin goriiniimii (109).

Telomerler kromozomlari, rekombinasyon, u¢ fiizyon ve hasarli DNA olarak
taninmaktan korur, niikleus i¢inde belli bir diizende bulunmalarina yardimci olurlar
(6,11,16,27,37,46). Insan hiicrelerinin replikatif kapasitesini kontrol etmede molekiiler bir
saat olarak goOrev yaparlar (27,34). Ayrica, BRCA1 ve BRCA2’de telomer yapi ve
fonksiyonunda rol oynayabilir (46).

Telomer, subtelomerik ve esas telomerik bolge olarak incelenebilir (6,12).



Kromozomlarin devami olan ¢ift iplikli subtelomerik bolge canli tiirlerine gore
farkli uzunlukta olup, DNA tekrarlar1 yoniinden heterojen bir yapiya sahiptir (6,10). insan
kromozom subtelomerik bolgesi, 40-60 kb kadar olup, Sekil 2.2’de goriilen DNA
tekrarlarina sahiptir (6,10,12). Subtelomerik bolgenin devami olan esas telomerik bolge, tek
iplikli olarak sonlanir. Guanince zengin oldugundan G’ tek dali (overhang) olarak
isimlendirilir. Insan soma hiicrelerinde 5 kb, germ hiicrelerinden spermde ise 10 kb

kadardir, homojen yapida olup, 5°-3” yoniinde T2AG3 tekrarlar1 tasir (10,12) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Lineer kromozomlarin her iki ucunda telomerlerin yerlesimi (11,12).

Normal memeli gen¢ soma hiicreleri, simirli sayida ¢ogalmaktadir. Yapilan
fibroblast hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, fibroblastlarin baslangigtaki sayilarinin ortalama 50
kat1 kadar c¢ogalabildigi gosterilmistir. Bu ¢ogalma sayisi, Hayflick Sinir1 olarak ifade

edilir. Cogalmasi tamamlanan hiicreler, Go-G; fazinda kalirlar (5,6,9,27).

Soma hiicrelerinde, telomeraz enzim negatif oldugu halde, gen¢ soma
hiicrelerinde telomer boyu yeterli uzunlukta (=15kb) oldugundan, hiicre bdliinmesi

Hayflick simira kadar devam eder. Telomer boyunun 5-7 kb oldugu bu sinir, replikatif



yaslanma veya mortalite evresi 1 (M1) olarak bilinir. Telomer boyunun 5-7 kb gibi kritik
bir kisalifa ulagmasi, tiimor siipresor proteinlerce hasar olarak algilandigindan hiicre
siklusu G; evresinde durdurulur. Bu noktada kalan hiicrelerin telomer boyu korunabilirse,
hiicre yasl olarak hayatin1 devam ettirir. Eger p53 ve pRb/pl6 gibi hiicre siklus kontrol
noktas1 genleri inaktive olursa, replikatif yaslanmadan kacabilen hiicreler bir kag boliinme
daha yapabilirler. Telomer boyu asir1 kisalan (2-4 kb) bu hiicreler, Mortalite evresi 2
(M2)’ye ulagirlar. Normal hiicreler bu noktada kalir. Fakat kansere meyilli olan hiicreler,
M2 kriz noktasini asar ve bunlarda telomeraz yeniden aktive olarak boliinmeye devam
ederlerr. O  halde kanser hiicreleriy, M2  evresini asabilen  hiicrelerdir

(6,9,12,23,27,46,49,81,93) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Hiicre yaslanmas1 (M1) ve oOliimsiizliigiinde (M2), telomeraz enzimi ve

telomer boyu (9).



2.2.1. Telomer Proteinleri

Telomere bagh proteinler, ¢ift dal bagl proteinleri ve tek dal bagli proteinler

olarak incelenebilir (12,25)(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Telomere baglanan tek ve ¢ift dal bagl proteinler (12).

Telomere bagli proteinlerin bir kismi, telomer tek ve ¢ift dal ucunu sararak ve
ayrica t-loop olusumuna yardim ederek, telomerin normal yapisint korumasini saglarlar. Bir
kismi1 da, telomeraz enziminin telomere baglanip/baglanmamasinda gorev yaparak telomer

boy uzunlugunu kontrol ederler (11,12,25).

2.2.1.1. Cift Dal Bagh Proteinler

% Raplp (Represor Activator Protein)

Mayalarda telomerazin telomere baglanmasini engeller, dolayisiyla telomer
boyunun asir1 uzamasini kontrol eder. Ayrica telomerlerin normal pozisyonlarini

korumasini saglar (11,12,21,45,72).
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Raplp’nin telomere baglanmasi i¢cin once Gal4 proteinine baglanmasi1 gerekir.
Boylece Raplp/Gal4 hibridi olusur. Bu hibrid, Gal4’ii taniyan telomerik tekrar bolgesine
baglanir (11,21).

¢ Ku Heterodimer Proteini (Double Strand Break Repairs Protein)

Mayalarda telomer ucunu sarar ve korur. Mayozun profazinda telomerlerin

niiklear zarf ile iliski kurmasini saglar. Tek dali S fazinda tutar (11,12,25).

Ayrica telomerleri niikleolitik par¢alanma ve rekombinasyondan korur (21).

+* Tazl Proteini

Tiim kromozomlarin telomerlerinin spindle pol denilen bir kutupta toplanarak,
homolog kromozom sentromerlerinin yan yana oldugu muntazam bir yapi1 olan at kuyrugu

(horsetail) yapisinin olusturmasini saglar (11) (Sekil 2.5).

Mayalarda, telomer boyunun asir1 uzamasmi engeller (9,11,12,72). Fakat

Tazlp’deki delesyon, telomer boyunun asir1 uzamasina neden olur (21,72,94).

Sentromer Spindle pole Spindle pol

Sekil 2.5. S.pombe’de mayoz boliinme profazinda at kuyrugu (horsetail) olusumu (94).
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% TRF1 (Telomere Repeat Binding Factor1)

TRF1 proteini; amino ve karboksil ug ile orta bolgeden olusur. Orta bolge 200
amino asitlik bir dimerizasyon bdlgesi igerir. Bunu takiben 100 amino asitlik NLS (Niiklear
Lokalizasyon Sinyallerini alan bolge) bolgesi yer alir. NLS bolgesinin bitiminde ise, orta
bdlgenin son kismi olan 50 amino asitlik MYB homoloji (myb benzeri bdlge) bolgesi yer
alir. Bu bolge sadece R1 domaini tasir. insan ve farede, R1’in 3. heliksi, telomerik DNA

cift dalinda T2AG3 tekrarlarini tanir. Boylece, TRF1 proteini telomere baglanir (11).

TRF1 telomer boyunun negatif diizenleyicisidir. Bu gorevini telomerin t-loop

olusturmasini saglayarak yapar (11,12,25,72,89,102).

T-loop olusumunda, TRF1 ve TRF2 yardimiyla, telomer ¢ift dali kendi lizerinde
kivrilir ve bu proteinler sayesinde iki ¢ift dal paralel olarak karsilikli gelir. Bunu takiben
cift dalli telomer DNA’simnin 100-200 bazlik kismi birbirinden uzaklasarak D-loop olusur.
Telomer G3’ tek dali, D-loop igine girerek, uygun bazlarin karsisina yerlesir. Boylece
olusan t-loop telomerazin telomere baglanmasini engeller ve telomer boyu uzayamaz

(11,12,16,37) (Sekil 2.6). T-loop ayn1 zamanda telomer tek dalinin korunmasini saglar (37).

Telomeraz TERT
RNA

Telomeraz

Sekil 2.6. T-loop olusumu (12)
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% TRF2 (Telomere Repeat Binding Factor 2)

Yap1 olarak TRF1’e benzer. TRF1’de oldugu gibi, 6zel DNA baglanma bolgesi
vardir. Insan ve farede t-loop olusumunda gorev alarak, telomer boyunun uzamasini ve G3’
tek dalinin yikilmasimi engeller (11,12,16,25,37,72,102). TRF2; insan hiicrelerinde hiicre
yaslanmasi ile iligkili olup, bu iligkisinde p16 veya p53 ile etkilesimi de dnemlidir (101).

% Tankyraz (TRF1-interacting ankyrin-related ADP ribose polymerase)

Tankyraz amino ve karboksil ug¢ ile orta bolgeden olusur (11). Orta bolgede
bulunan 24 anykrin tekrar1 tankyrazin TRF1’e baglanmasini saglar (11,12,26). Karboksil
ucta bulunan PARP (poli-ADP ribozil polimeraz) homologu katalitik bolge ise, hem
tankyraz hem de TRF1’e ADP-riboz gruplarinin eklenmesini saglar. Boylece insan ve
farede, TRF1’in ribozillenerek inaktive olmasii saglar. Bu durumda T-loop olusamaz.

Telomeraz telomere baglanarak, telomer boyu uzar (11,12, 21,26,72,102).

2.2.1.2. Tek Dal Bagh Proteinler

¢ o/p Heterodimer Proteini

Ciliatlardan Oxytricha nova’da, G3’ tek dalinin en ucuna baglanir. Telomerazi

inaktive ederek, telomer boyunun uzamasini engeller (11,12).

* rTP (Replikasyon Telomer Proteini)

Ciliatlardan Eaplates aediculatus’da, DNA replikasyonunda gorev alir (11,12).
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% Cdc13p (Cyclin dependent kinase)

Mayalarda, telomerazin telomere baglanmasini ve telomer boyunun uzamasini

saglar. Telomer ucunu korur (12,69). o/ heterodimerine karsilik gelir (11).

s Estlp (Ever shorter telomere 1 protein)

Mayalarda, T-loop olusmadigi zamanlar, telomer ucuna baglanir ve ucu korur.

Telomer boyunun uzamasini saglar (11).

v hnRNPAI1 (heterogenous niikleer RiboniikleoProtein-A1)

Insan ve farede, telomer boyunun uzamasini saglar. Telomeri uzatan protein
sentezi i¢in 6nce mMRNA splicing isleminde gorev alir (11,12,25). hnRNPA1’in telomeraz

enzimini telomere baglamasi 3 evrede gergeklesir (11).
1. asamada, Al fragmenti dnce, telomer G3’ tek dalina baglanir.

2. asamada, A1’in fragmenti olan UP1, telomeraza baglanir. Telomeraz-UP1

kompleksi meydana gelir.

3. asamada, telomeraz-UP1 kompleksi, telomer tek dalina bagli olan Al

fragmentine baglanir. Boylece, telomeraz enzimi G3’ tek dalina baglanmis olur(11).
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2.3. Telomeraz Enzimi

Telomeraz enzimi, Sekil 2.7°de goriildiigii gibi, kendisine ait RNA’sinin bir
boliimiini (1,5 telomer DNA tekrarina komplementer dizi) kullanarak, guanince (G) zengin
telomer DNA tek dalin1 sentezleyen bir riboniikleoprotein (RNP) kompleksi veya bir revers
transkriptazdir (5,9,16,26,27,37,46,73,89,102).

Telomeraz enzim kompleksi telomeraz RNA’s1 ve telomeraz proteinlerinden

olusur (9,15,23,27,73).

Ik kez 1985°de Tetrahymena thermophila’da bulunmustur (27).

Sekil 2.7. Telomeraz enzim kompleksi yapis1 (12)

Normal somatik hiicrede telomeraz enzimi inaktifken, kanser hiicrelerinde, germ
hiicrelerinde (sperm), stem hiicrelerinde, sag follikiil hiicrelerinde ve uyarilmis lenfositlerde

aktif olarak gorev yapar (15,16,23,27,34 ,46,49,60,61,73, 89,101).
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Telomeraz aktivitesi, hiicre siklus ve c¢ogalmasi1 ile iligkilidir. Normal
dokulardan aliman 6rneklerde telomeraz aktivitesi goriilmezken, bu hiicreler kiiltiire edilip

cogaltildiklarinda telomeraz aktivitesi goriiliir (4).

Ayrica fonksiyonel p53°tin olmadigi durumlarda, kritik telomer kisalmasinin

neden oldugu genetik dengesizlik, daha yiiksek kanser insidansina neden olur (16).

2.3.1 insan Telomeraz RNA’s1 (WnTR: hTERQC)

Telomerazin RNA bileseni, telomerik tekrar sentezi icin kalip goérevi gordir.
Insanda hTR, RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilir. hTR molekiiliinde 1-209 ve
241-330 niikleotidleri aras1 bolgeler, telomerazin katalitik bileseni (hTERT) ile etkilesir
(27).

Insan telomeraz RNA (TERC=hTR) geni, 3q21-28’de lokalizedir (12).

Caligsmalar, telomeraz negatif hiicreler dahil, bir ¢ok hiicre tipinde genis dlgiide,
hTR’nin eksprese edildigini gostermistir (45,60,61,73). Bu yiizden hTR telomeraz aktivitesi
icin belirleyici degildir (60). Telomeraz RNA’s1, ciliatlarda 147-209 insan ve farede 450,
mayada 1301 niikleotid boyundadir. Telomeraz RNA’si, yaklasik 1,5 telomer DNA
tekrarina komplementer bir dizi igerir. Bu dizi, Tetrahymena thermophila’da 5’-

CAACCCCAA-3’, fare ve insanda 5’-AAUCCC-3’ olarak tesbit edilmistir (9,21).
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Yapilan ¢alismalar sonucu, Sekil 2.8’de goriildiigii lizere, telomeraz enzim
kompleksini tanimlayan bir model olusturulmustur. Bu modele gore telomeraz enzim

kompleksi, yar1 agik sag elin i¢ kismi goriiniimiindedir (12,69).

Diger parmaklar Bol.
(T ve 1.2 Motifler)

Telomerik DNA tek dali

Sekil 2.8. Telomeraz enzim kompleksi modeli ve avug i¢i bolgesinde telomer DNA’s1 ile

telomeraz RNA’simi bulunusu (9,12,69).

RNA’nin diger kisimlar ise, diger parmaklar bolgesi ve onun disinda yer alir.
Tam olarak bilinmemekle birlikte, avug i¢i disinda kalan bu kisimlarin telomeraz enzim
kompleksinin bir araya gelmesinde ve telomeraz aktivitesinin gerg¢eklesmesinde rol

oynadig1 zannedilmektedir (9).

Telomeraz enzimi aktivitesine bagli olarak, telomer boyu uzar ve hiicreler
sinirsiz ¢ogalir veya telomer boyu kisalir ve cogalma sona erer. Bu yiizden telomeraz enzim

aktivitesi, telomer boyu ve hiicre cogalmasi birbirleri ile iliskili kavramlardir (9).
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2.3.2. Telomeraz Proteinleri

Telomeraz proteinleri; temel proteinler (TERT) ve yardimci proteinler olarak iki

grupta incelenebilir (9,12):

2.3.2.1. Temel protein TERT (Telomeraz Revers Transkriptaz)

TERT, telomeraz enzim kompleksinin katalitik alt birimidir. RNA’dan DNA
sentezlenmesinde gérev alir. TERT’in agirhign 103-127 kd arasinda degisir. Incelenen
canlilarin hepsinde ayni motifler tasimasina ragmen, aralarinda bazi farkliliklar vardir.
TERT, canl tiiriine gdre degisik isimler alir. insanda hTERT, Tetrahymena thermophila’da
Tt-TERT, Mus musculus’da mTERT, Euplotes aediculatus’da Ea-pl123 veya pl23,

Sacchoramyces cerevisae’de Sc-Est2p veya Est2p olarak isimlendirilir (9,12).

TERT proteini, Sekil 2.9’da goriildiigii gibi, 7 motifli RT domaini ve T
motifinden olusur. Bu yap1 bir ¢ok organizmada az c¢ok birbirine benzer. Incelenen
organizmalarda bu motiflere ilaveten bir de CP motifi bulunur (9,12,21).

Dig akl P .
rl-g-el;p-!a:'r:l-.z:r-. '-IIIIAVPE‘%h“lgES‘IIIIIIIIIIl|

1.Asp 2. A
CP T 1 2 3 BSstc D E
] . S B O.trifallax | §
- SEE¥ bo4 T.thermophilia S
E.aediculatus

. =
[ , = 1 MEZ2 , M. musculus

BT domaini = 7 motif

>.pombe

lzzzZZ H.sapiens I

Memeli

Sekil 2.9. Cesitli TERT proteini motifleri (9,12,21,25,69)
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RT domaininde yer alan motiflerden A ve C motiflerinde bulunan aspartik
asitler telomerazin aktiflesmesinde rol oynarlar. Bu aspartik asitleri kodlayan genlerden
birinde olan bir mutasyon, telomeraz aktivitesini 6nemli derecede etkiler. Telomeraz enzim
kompleksi modeline gore, T, 1 ve 2. motifler diger parmaklar bdlgesinde, bunlarin

disindaki motifler ise avug i¢i bolgesinde yer alir (9,12,21,69) .

Organizmalara gore TERT proteini:

2.3.2.1.1. Ea-p123 veva p123

Bir ciliat tirii olan FEuplates aediculatus’da TERT proteini pl123 olarak
adlandirilir. Bunun agirligi 123 kd kadardir. Beraberinde 43 kd agirligindaki p43 yardimci
proteinini tasir. P43’iin fizyolojik rolii bilinmemektedir (9,21,45,69). E. aediculatus’a ait
p123 proteinini kodlayan gen dizisi ile, S.cerevisiae’da Est2p (Ever shorter telomeres)

proteinini kodlayan est2 geni birbiriyle homologdur (9,27,45,69,72) (Sekil 2.10).

\ Telomer DNA’s1

Tetrahymena thermophila

TER
(Est 2p)

. : . Saccharomyces cerevisiae
Memeliler (Insan ve Kemirgen) o4

Sekil 2.10. Cesitli canlilarda telomeraz esas proteinleri (TERT) ve yardimci proteinleri ile

telomeraz RNA’s1 ve telomeraz DNA’s1 iligkisi (21).
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2.3.2.1.2. Tt-TERT

Bir ciliat tiirii olan Tetrahymena thermophila’da bulunan, Tt-TERT in yapisi da
maya ve insandakine benzer. Ciliatlara 6zel CP motifini de igerir. Telomeraz aktivitesi ile

baglantilidir. Bu protein hakkinda fazla bilgi mevcut degildir (9,45).

2.3.2.1.3. Est2p (Ever Shorter Telomeres 2p)

Sacchoramyces cerevisiae’da tanimlanan TERT proteini 103 kd. agirliginda
olup, est2 geni tarafindan kodlanir. est2 geni, kisa telomer fenotipine sahip mutantlarda

belirlenen genlerden biridir (9,21,45).

2.3.2.1.4. h TERT (Human Telomerase Revers Transkriptase)

hTERT, hiicre farklilasmasi sirasinda diizenlenmektedir. Bir ¢ok somatik
hiicrede, ya eksprese edilmez ya da diisiik seviyede eksprese edilir. Ancak kanser
hiicrelerinde upregiile haldedir (27). hTERT mRNA miktar1 ile telomeraz aktivitesi
arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur (27,60,61,73,108). Telomeraz aktivitesi ile

dogrudan iliskilidir (27).

Insanda hTERT proteini geni 5p15.33’de lokalizedir (9,27,61). hTERT geni 16
ekzon ve 15 intron icerir. hTERT geni, insan tiimdrleri ve tiimor hiicre dizilerinde amplifiye
haldedir (27). Meme kanserlerinin %25’inde hTERT gen amplifikasyonu belirlenmistir
(89).

hTERT geni, c-Myc, Bcl-2, Her-2 ve Ras gibi onkogenler tarafindan diizenlenir.
Ayrica Spl, Ostrojen reseptorii, E2F1, NFxB ve MZF-2 gibi bir ¢ok transkripsiyonel faktor
de hTERT gen ekspresyonu iizerinde etkilidir (15,27,73).
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Son yillarda yapilan c¢alismalar, 0&strojenin @ hTERT ekspresyonunun
transkripsiyonel diizenlenisini etkiledigini gdstermistir (27). Ostrojen reseptdr pozitif MCF-
7 hiicrelerinde telomeraz aktivitesi ve hTERT ekspresyonu, 1 nM 17B-6stradiol verilmesi

ile upregiile oldugu bildirilmistir (89). hTERT promotdrleri lizerinde 2 Ostrojen response

element (ERE) de belirlenmistir (73,89,108).

hTERT igeren hiicrelerde, icermeyenlere gore kromozom kiriklarinin frekansi

daha azdir (37).

2.3.2.2. Yardimci Proteinler

Incelenen tiirlerde, yardimci proteinlerin, telomeraz aktivitesi igin mutlaka
gerekli oldugu tesbit edilememistir. Bununla birlikte, yardimci proteinlerin telomeraz
enzim kompleksi elemanlarinin bir araya gelmesinde ve telomer ile iliski kurarak enzimin

islev gormesinde rol oynadiklar1 zannedilir (12).

2.3.2.2.1. p43 proteini:

Euplotes aediculatus’da tanimlanan bu protein hakkinda fazla bilgi yoktur.
Maya Est2p’ye homologtur (9). p43 proteininin TERT (p123) ile iliski kurdugu tesbit
edilmistir (45,69).

2.3.2.2.2. p80 ve p95 proteinleri:

Tetrahymena thermophila’da, tanimlanan bu proteinlerden; p80, kemirgen ve

insanda bulunan TEP1(Telomerese associated protein-1)’e benzer ve onun gibi sadece
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telomeraz RNA’s1 ile iliski kurar. p95 ayrica telomer DNA’s1 ile iliski kurarak ve revers

transkripsiyonda telomeraz enziminin tek dala baglanmasini saglar (9,21,45,69).

Son yapilan bir ¢alismada, p80 ve p94’den yoksun Tetrahymena suslarinda,
telomeraz aktivitesi ve telomeraz RNA seviyelerinin fonksiyonlarinin normal oldugu

gosterilmistir (27).

2.3.2.2.3. Estlp ve Est3p (Ever shorter telomeraz 1 ve 3 protein)

Sacchoramyces cerevisiae’da tanimlanan bu proteinlerden; Estlp; telomer
DNA’s1 ile iliski kurarak revers transkripsiyon olayimin gergeklesebilmesi icin telomerazin
olaya katilmasini saglar. Est3p; Est2p ile etkilesir. Gorevi tam olarak bilinmemektedir

(45).

2.3.2.2.4. TEP1, p23ve hsp90

Insan ve kemirgenlerde tanimlanan bu proteinlerden TEP1; insan ve farede TP1,
sicanda TLP1 olarak adlandirilir, 290 kd agirliginda ve 2690 amino asid uzunlugundadir.
Memelilerde, p80’nin homologudur. Vault olarak isimlendirilen riboniikleoprotein
komplekslerinin bileseni olarak belirlenmistir. Telomeraz RNA’s1 ile etkilesir (9,25,27,72).
Bir ¢ok hiicrede TEP1 {iretilir (26).
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Telomeraz RNA’s1 ile iliski kuran bu yardimci protein; Tetrahymena
thermophila’daki p80 proteinine homolog bir bolge, ATP baglama bolgesi ve karboksil uca
yakin 16 WD40 tekrarindan olusur. Protein-protein etkilesimlerinde bulunan bir motiftir

(23,27) (Sekil 2.11).

T
30aa¥4 tekrar PSVe homologbilge  ATP baglama bilgesi WD 40 tekrarlarX16

N G
23 W: Triptofan, D: Aspartik asit

Sekil 2.11. WD 40 tekrari (72).

WD40 tekrari: W:Tryptofan, D: Aspartik asit. WD dizileri yaklagik 40 amino
asitlik araliklarla yerlestiklerinden WD40 tekrar1 olarak bilinen WD amino asitleri 40

amino asitte bir olmak tizere 16 defa tekrar eder (45).

Memelilerde tanimlanan p23 ve hsp90 (heat shock protein 90) saperon
proteinleri, telomeraz enzimi i¢in gerekli translasyon olay1 ve telomerazin aktivitesinde
yardimci rol oynarlar (9,27,45,72). Bu proteinler TERT ile etkilesir ve hTERT’in amino
ucunu baglar (26,45).

2.4. Telomerin Uzamasi ve Kisalmasi

Telomeraz enzimi, telomerin G3’ tek dalina baglanarak telomer revers
transkripsiyonla boyu uzatir. Bu olayda ileri siiriilen modele gore telomeraz kompleksinin
avu¢ i¢c bolgesinde, telomeraz RNA’sinin yaklasik 1,5 telomer DNA tekrarina
komplementer dizisinin ilk 3 niikleotidi, telomer tek dalinin son 3 niikleotidi karsisina gelir.

Bunu takiben RNA’nin diger niikleotidleri karsisina uygun DNA niikleotidleri dizilir. Olay
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tamamlaninca telomeraz RNA’s1 telomeraz enzim kompleksi ile birlikte telomerden ayrilir.
Bundan sonra, yeni bir normal RNA primeri (CCAAUC gibi 5-6 niikleotid boyunda),
telomer G3’ tek dalinin karsisina 5°-3° yoniinde yerlesir. Bunu takiben, DNA polimeraz
enzimi yardimiyla, RNA primerinin bittigi yerden itibaren 5°-3” yoniinde yeni niikleotidler
telomer ¢ift dalim1 tamamlayacak sekilde siralanirlar. Sentez bitince RNA primeri

telomerden ayrilir ve RNA primerinin yeri G3’ tek dali olarak kalir (9,12) (Sekil 2.12).

o 3
TTAGGGTTAGGGTTAG
AATCCCAATC
3 l
o 3
TTAGGGTTAGGGTTAR
AATCCCAATC
AUCCCAMLIC -
3 * Telomeraz
l « . Telomeraz BN &1 ',;' kampleksi
3 B
5
ALUCCCAALIC
TTAGGGTTAGGEETTAGGETTAG (\
AATCCCAATCCC " Telomeraz RMA™sL )
. 5
3 l 3
TTAGGE TTAGGS TTAGHEHTTAG
CCAALC

AATCCOC BATCCC  ATCCCALLN
f— Primer re

5 ) \ COAMLC

TTAGGE TTAGGE TTAGEETTAG
AATCCC AATCCC AATC

Sekil 2.12. Telomerin uzamasi (9).
Her hiicre boliinmesinde telomer boyu giderek kisalir.

Okaryotik canlilarda DNA replikasyonu bir ¢ok orjin noktasinda ayni anda
baslayarak iki yonde devam eder. Boylece kesintisiz (leading) ve Okazaki fragmentlerinden

olusan kesintili (lagging) yeni dallar sentezlenir.
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Bu sentez sirasinda lagging ucta telomer G3’ tek dali mevcut oldugu igin
problem yasanmaz. Leading ugta ise, kalip dalin 5° ucunda sona erdiginden kiit uglar
olusur. Kesin olmamakla birlikte, CA’ce zengin kalip DNA dallarinin 5° kiit uglari,
ekzoniikleaz enzimince kirpilarak G3’ tek dalinin olustugu ileri siiriilmektedir. Boylece

telomer boyu giderek kisalir (12,69) (Sekil 2.13).

4 4—]: Lazzing ug
+- 7
:l_;- - - | Leading ug
3 l s
Kirpilma
UL e 3
+
L4 -
3 + il
Kirpilma
L4 |
3 ¥
5
+*
L Pl
3 Ed o 5

Sekil 2.13. Insan telomerinin kisalmasi (9).

2.5. Kersetin (Quercetin)

Kersetin (3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavon) sogan, domates, yesil cay, elma, cilek
gibi yenebilir sebze ve meyvelerde ¢ok yaygin bulunan bir flavonoiddir (Sekil 2.14).

Flavonoidler, bitkilerde bulunan diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Flavonoidler
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monomerik flavanoller, flavanoneler, anthocyanidinler, flavoneler ve flavonoller olmak
tizere 5 smifa ayrilir. Ortalama olarak giinliik diyetlerde 1 gram veya daha fazla flavonoid

alimi1 olmaktadir (1,3,52,68,79,82,88,96).

D ey,

e .
Ty

Sekil 2.14. Kersetinin kimyasal yapis1 (44).

Kersetin’in kardiyovaskiiler koruma, anti-kanser ve anti-viral aktivite, anti-
iilser, anti-allerjik ve anti-inflamatuar etki ve katarakt olusumunu Onlemek gibi insan

saglig1 lizerinde bir ¢ok yararl etkisi vardir (68,82).

Kersetin’in genel etkisi, antioksidant aktivitesinden kaynaklanir. Bu 6zelligi
sayesinde, kersetin oksijen radikallerini savar, ksantin oksidaz’t ve in vitro lipid
peroksidasyonunu baskilar. Tek basina veya askorbik asit ile birleserek, derideki

ndrovaskiilator yapilara zarar veren oksidatif hasarin insidansini azaltir (28,82,95).

Kersetin’in anti-inflamatuar etkisi ise, inflamasyon olusturan enzimler

(cyclooxygenase, lipoxygenase) lizerine baskilayici etkisinden ileri gelir (36,68,82).

Glukozun sorbitole doniigiimiinii katalizleyen aldoz rediiktaz enzimi, gdz igin
onemli olup, diyabetik katarakt olusumunda rol oynar. Kersetin insan lens aldoz

rediiktaz’in etkili bir inhibitoridiir (29,82).
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Kersetin ayrica, Herpes simplex virus tip 1, polio-virus tip 1, parainfluenza viriis
tip 3 ve respiratory syncytial virus (RSV) infektivitesini ve hiicresel replikasyonu azaltir

(82).

Meme, kolon, over, endometriyum, mide ve kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanser ve 16semi hiicre dizileri ile yapilan ¢aligmalarda, kersetin’in anti-kanserojen oldugu
ve siganlarda kimyasal olarak uyarilmis meme tiimorlerinin insidansini azalttigi
gosterilmistir. Kersetin i¢in Faz 1 klinik denemelerine de basglanmistir ve anti-timor

aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (43,80,82,96).

In vitro ¢alismalarin biiyiik bir kismi, flavonollerin tiimor hiicreleri iizerine
antiproliferatif etkilere sahip oldugunu gdstermistir. Ornegin, kersetin, insan gastrik kanser
hiicreleri, kolorektal kanser hiicreleri ve 16semik T hiicrelerinde, hiicre siklusunun G1/S

gegcisini nleyerek proliferasyonu baskilamaktadir (36,88).

Kersetin sayesinde 10semi, melonoma ve insan kolon kanser hiicrelerinin
cogalmasinin baskilanmasi, tip II Gstrojen baglama bolgeleri ile kersetinin etkilesimine
bakilarak aciklanmaktadir. Hem kersetin hem de tamoksifen’in, laryngeal kanser hiicre
dizileri Hep2 ve CO-K3’iin biiylimelerini baskiladig1 ve apoptozu uyardigi gosterilmistir.
Bu bilesenlerin sitostatik aktiviteleri, tip II Ostrojen baglama bdlgelerini baglama
yetenekleri ile iligkili olabilir (36,43,57,80). MCF-7 hiicrelerinde kersetinin, p21’1
aktiflestirerek apoptozu uyardigi da gdosterilmistir (107). Ayrica kersetin, in vitro Ostron

stilfataz’1n potansiyel bir baskilayicisidir (95).

Kersetinin anti-kanser aktivitesi, protein tirozin kinazlar1 baskilayarak,timor
hiicrelerinin apoptozunu uyararak, DNA sentezi ve farkli insan karsinoma hiicrelerinde
hiicre biiyiimesini baskilayarak, sinyal iletim yollarin1 down-regiile ve modifikasyon ederek

gergeklesir (33,52,79,96,104).
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Ayrica kersetinin, in vitro deneyler ile ¢esitli hiicre dizilerinde, 10-100 pmol/l
aras1 konsantrasyonlarda Go/G; fazi, G,/M faz ve S fazinda hiicre siklusunu durdurdugu,

hiicresel ¢cogalmay1 ve kaspaz-3 aktivitesini baskiladigi gosterilmistir (78).

Kersetin, 6zellikle uterin doku ve kolon mukozasindaki hiicre proliferasyonunun
kontrolii ile iligkili siklik-AMP-duyarli kazein kinazlarin bir smifin1 baskilar. Ayrica
kersetinin, memeli dokularinda MAP kinaz ve siklin D1, onkogenik proline-iliskili protein
kinaz FA ve protein kinaz C (PKC) gibi hiicre proliferasyonu kontrolii ile iliskili bagka

enzimleri de baskiladig1 gosterilmistir (36).

2.6. Tamoksifen

Meme kanserinde endokrin tedavinin temel prensibi, tiimor hiicrelerini
Ostrojenlerin (Ostron E1, Ostradiol E2, Ostron siilfat EIS) biiylimeyi uyarict etkisinden
yoksun birakmaktir (41,99). Ostrojen, 6zel biiyiime faktorleri ve bunlara ait reseptorler ile,
hiicre siklus mekanizmasim etkiler. Ostrojen fonksiyonel dstrojen reseptdr (ER)’iine sahip

meme kanserinin biiylimesini uyarir ve apoptozu engeller (8,47,48,59,74,105).

Hormonal tedavi, dstrojen reseptdr pozitif meme kanseri tedavisinde dnemli role
sahiptir (105). Meme kanserinde, hormonal tedavi olarak aromataz inhibitorleri ve/veya

antiostrojenler kullanilir (41,105).

Aromataz (Ostrojen sentetaz), androjenin ve testosteronun Ostrojen, Ostron ve
Ostradiole doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir (41,74,105). Bu doniisiimii engellemek
icin aromataz inhibitorleri kullanilir. Aromataz inhibitorleri, aromataz enzimini inaktive

ederek, androjenin Ostrojene doniisiimiinii engeller (39,50,55) (Sekil 2.15 A).

Nonsteroidal antidstrojenlerden tamoksifen, Ostrojenle yarisarak Ostrojen
reseptoriine baglanir. Dolayisiyla, dstrojenin, bu reseptore baglanmasini engeller. Olusan

tamoksifen-Ostrojen reseptor kompleksi, niikleusa tasinarak, Ostrojen duyarli genlerin
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Ostrojen response element bolgesine (ERE) baglanir. Bunun sonucu olarak dstrojen uyarili
genlerin transkripsiyonu azalir. Béylece Ostrojen sentezi yavaslar. Hiicre ¢ogalmasinda rolii
olan Ostrojenin azalmasi, hiicre siklusunun G1 fazinda tutularak, tiimoér dokusunun

biiylimesini engeller (4,41,50,55,91,105) (Sekil 2.15 B).

A Andostesteron ¢ > Testesteron
Aromataz —|
inhibitorleri
Sitozol . P R .
Ostron < > Ostradiol

Cekirdek y
NG

[ ere | {ERhedefgenteri |-

Sekil 2.15. Aromataz inhibitorlerinin (A) ve Tamoksifenin etki mekanizmasi

(B) (55).

Ostrojen  reseptdr pozitif meme kanseri tedavisinde, nonsteroidal
antiostrojenlerden tamoksifen ile tedavi 6n siradadir. Postmenapozlu ve/veya 50 yas lizeri

kadinlarda, tamoksifen kemoterapiden daha etkilidir (8,105).

Tamoksifenin, ilkin ve ilerlemis meme kanserlerinde olumlu etkilere sahip
oldugu gosterilmistir (74). Tamoksifen diisiik toksisiteye sahip olup, meme kanserinin tiim
sathalarinda kullanilir (4,50). Meme kanseri teshisi konan hastalarda mortaliteyi bariz bir
sekilde azaltir (12). Bunlara ragmen tiim meme tiimdrleri Ostrojen reseptorii igerse de, hepsi

antiostrojen tedaviye cevap vermeyebilir (41).

Non-steroidal trifenil kokenli olan tamoksifen (Sekil 2.16), Ostrojen

reseptorlerine baglanarak hiicre c¢ogalmasini baskiladigi gibi, hiicre i¢i baska faydali
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etkilere de sahiptir. Ornegin, tamoksifen ve metabolitleri hiicre gelisiminin
diizenlenmesinde rol oynayan protein kinaz C (PKC) ile etkileserek, onlar1 baskilar.
Tamoksifen mikrozomal karaciger enzimleri tarafindan aktive edilir. Tamoksifenin aktive
metaboliti olan hidroksitamoksifen, hiicre zar yapisini dogrudan etkileyerek zarda yapisal
bir degisiklik saglar. Kardiyak mikrozomlara benzer olarak, membran koruyucu
antioksidan olarak etki yapar. Tamoksifen gibi hidroksitamoksifen de siilfataz aktivitesinin

baskilayicilaridir (41,50,55,62,90).

Sekil 2.16. Tamoksifenin kimyasal yapis1 (90).

Tamoksifen, raloksifen, toremifen ve arzoksifen gibi bilesikler, Selective
Estrogen Receptor Modulator (SERM) olarak bilinir (8,50,55,71). SERM’ler viicudun
farkli bolgelerinde hem oOstrojenik hem de antidstrojenik etki gosteren bilesiklerdir.
Bunlardan ilk defa antiostrojenik olarak, tamoksifen meme kanseri tadavisinde
kullanilmistir (71). Tamoksifen ayrica, BRCA1 gen mutasyonu tasiyan kisilerde, olmasi

muhtemel kontralateral meme kanseri riskine karsi koruyucudur (14).

Bir ¢ok oOnemli genin transkripsiyonel diizenlenisinde yer alan Gstrojen
reseptorii, niikklear reseptor ailesinin bir iiyesidir (53). Bu reseptdr meme bezi gelisiminde
gorev yapar. Progesteron hormonu ile birlikte meme epitelyum gelisimi, farklilasma ve
devamliliginda rol oynar. Ostrojen reseptdrleri ya homodimerik ya da heterodimerik tipte

olup a ve B reseptorlerinden olusur (30). AF-1 ve AF-2 gibi iki transkripsiyonel
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aktivasyon domaini igerir. Tamoksifen, 0strojen reseptoriiniin AF-2 aktivasyonunu baskilar,
fakat AF-1’inkini baskilayamaz (2). Tamoksifen, ayrica Ostrojen reseptoriine baglanmak
icin, Ostradiol, Ostron ve Ostron siilfat gibi Ostrojenlerle yarisir (87,105). Bu yarista,

tamoksifen, Ostrojen reseptoriine, Ostradiole gére daha kolay ve hizli baglanir (41,58,105).

Tamoksifen, Ostrojen reseptdr pozitif invaziv kanserlerin olusumunu %69

indirger. Ancak tamoksifenin uzun siire kullanimi ilag¢ direncini ortaya ¢ikarir (58).

Tamoksifen, “National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP),
Breast Intervention Study I (IBISI), Italian Breast Cancer Prevention Study” gibi biiyilik
capli arastirmalarda kullanilmistir (4,40,47,100).

Tamoksifen, meme kanser riskini azaltmak icin Amerika’da Food and Drug

Administration (FDA) tarafindan onaylanmstir (2,8,40,47).

Tamoksifenin ayrica, biiyiime faktorleri yoluyla ¢alistig1 ve dstrojen duyarliligi

olmayan meme tiimorlii hastalarda da yararli oldugu bilinir (4,99).

Yapilan ¢aligmalarda tamoksifenin, meme kanser hiicrelerinde hiicre biliytimesi
ve proliferasyonunu durdurdugu, ayrica apoptozu uyardig agiklanmistir (31,58,87). MCF-7
hiicrelerinin kullanildigi ¢alismalarda da, tamoksifen ve aromataz inhibitorlerinin hiicre
siklusunu Go ve G; fazinda durdurarak hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve apoptozu
uyardig gosterilmistir (4,105). Mandlekar ve arkadaslar1 da ER-pozitif ve ER-negatif insan
meme kanser hiicrelerinde, tamoksifenin kaspaz yolunu aktiflestirerek apoptozu uyardigini
rapor etmislerdir (76). Yine tamoksifenin, ER-pozitif MCF-7 ve ER-negatif MDA-MB 468
hiicrelerinde, apoptozu doza ve zamana bagli olarak etkiledigi bildirilmistir (98). Ozellikle,
NMU (N-nitrosomethylurea) etkisi ile olusan sican meme tiimdrlerini, tamoksifenin
Img/kg giinliik dozunun kiigiilttiigii tesbit edilmistir (76,98). Tamoksifenin, kalmodulin ve
PKC fonksiyonlar1 iizerine, Ostrojen reseptdriinden bagimsiz olarak etki gosterdigi de

bulunmustur (22,62,87).
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Ostrojen, meme kanser hiicre dizilerinde, telomeraz enziminin aktivitesini
artirirken, tamoksifen bunu baskilayabilir. Tamoksifen, bu baskilama isini dogrudan degil
de, hormon aracilig1 ile yapar (4,27,67). Tamoksifen ER-pozitif ve ER-negatif hiicre
dizilerinde de telomeraz aktivitesini ayni yol ile baskilar Bu baskilama ER-pozitif MCF-7
hiicrelerinde, ER-negatif MDA-MB 468 gore daha uzun siirer (4,81,89,99).

MCF-7 meme kanser hiicre dizisinde, tamoksifen sayesinde telomeraz
aktivitesinin down regiilasyonu, kismi olarak hTERT mRNA ekspresyonunun
baskilanmasima baglidir. Bu baskilama, tamoksifen reseptor komleksinin hTERT-5’

regiilator bolgesindeki dstrojen response elementine baglanmasi sayesinde gerceklesir (19).

2.7. Hiicre Dizileri

2.7.1. NIH3T3 Fibroblast Hiicreleri

NIH-3T3 fibroblast hiicreleri, S.A. Aaronson tarafindan stoklanan NIH Swiss
fare embriyosundan elde edilen kontakt inhibisyona duyarli adherent fibroblast hiicrelerdir.
Ozellikle DNA transfeksiyonu ve transformasyon c¢alismalarinda kullanilmaktadur.
Kiiltiirdeki hiicrelerin normal c¢aligmasi i¢in haftada bir kez yiizeyi tamamen kaplamadan

pasajlanmalidir (96).

2.7.2. MCF-7 Meme adenokarsinomu

Bu meme adenokarsinomu, C.M McGrath tarafindan, 69 yasinda 0 Rh+ kan
grubuna sahip Orta Asyali bir kadindan plevral efiizyon ile elde edilmis, adherent epitelyal
siit bezi adenokarsinomudur. MCF-7 hiicreleri insiilin gowth faktér baglama proteini

(IGFBP)’nin BP-2, BP-4 ve BP-5 tiplerini iretir. MCF-7 hiicreleri Ostrojen reseptoriine
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bagimli ¢alisir. Diger deyisle, bunlar Ostrojen reseptor pozitiftir. MCF-7 hiicrelerinin

bliytimesi Tiimor Nekrozis Faktor- o (TNF-a) tarafindan baskilanir (13,92,103).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Hiicre Dizileri

Calismamizda kontrol olarak fare fibroblast hiicresi NIH-3T3 ve insan meme

kanser hiicresi olarak MCF-7 hiicre dizileri kullanildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

. Acrilamide (Sigma)

o Alkol

. Amonyum Persiilfat (BIO-RAD)

o Bisacrilamide (Genaxis Biotechnology)
. Bovine Insiilin (Sigma)

o Distile su

. Disodyum bikarbonat (Na,COs3) (Merck)
o Dulbecco’s Modification Eagles Medium-DMEM (Sigma)
. Dimetilsiilfoksit-DMSO (Sigma)

. Etanol (Merck)

o Fetal Calf Serum (PAA)

. Formaldehit (Merck)
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Glimiis nitrat (AgNO3)(Merck)

Hank’s Balanced Salt Soliisyonu-HBSS (Sigma)
Kersetin (Sigma)

Loading buffer (Sigma)

Metil green

Minimal Essential Medium-Eagle- MEM (Sigma)
Natrium Hidrojen Fosfat.2H,0 (Na,HPO4.2H,0) (Merck)
Penicillin-Streptomycin soliisyonu (Sigma)

% 0.9 Serum Fizyolojik

Sodyum bikarbonat(NaHCOs3) (Merck)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Riedel-deHaen)
Sodyum piriivat soliisyonu (Biological Industries)
Steril bidistile su

Redistile su

TeloTAGGG™® PCR ELISA Kit (Roche)
Tamoksifen (Sigma)

TBE

TEMED (Sigma)
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. Tripan Blue (Sigma)

o Tripsin-EDTA soliisyonu (Sigma)

3.1.3. Malzemeler ve Avgitlar

. Buz iiretme makinesi (Hoshizaki Fm-120 De K-O)
o Cam kalemi

o 2-5-10 ml cam pipet

. Canister

. Cryotiip

. Cok kanalli elektronik pipet (Eppendorf)

o -80 °C derin dondurucu

. Dikey elektroforez (UVP)

o 10 mI’lik enjektor

o Gii¢ kaynag1 (BOI-RAD)

. Hassas terazi (Precisa-125a)

. 25¢m? hiicre kiiltiir flaski (Orange Scienctist)
e  Inverted mikroskop (Euromex)

. Karbondioksit inkiibatorii (Heraeus)
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24 kuyucuklu plakalar

Lamel

Maske

50-100-500-1000 ml meziir

Mikroskob (Olympus)

Mikrotiter plate

Mikrotiter plate shaker (Heidolph Polymax 1040, Heidolph Titramax 100)

Mikrotiter reader (Tkal Teknolab A.S.S.I Srl)

Multipette plus dagitici pipet (Eppendorf)

Neubauer lami (Iso-Lab)

Otoklavlanabilir 100 ve 250 ml cam sise

Otoklav

Otomatik pipet

Parafilm

Ph metre (Nel)

15-50 ml santrifijj tiipli (Orange Scienctist)

Steril eldiven

Steril kabin
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. Steril pipet uglar1 (0,5-10, 2-20, 10-100 ve 200-1000uL 1ik)

o Sogutmali santrifiij (Heraeus Biofuge Stratos)

o Siringa tipi ug¢ (Combitips-Eppendorf)

e 37°C’lik su banyosu

. Tek kullanimlik 0,22 p ¢apli siringa ucu filtre (Orange Scienctist)
. Thermal cycler (Eppendorf)

e  Vorteks mikser (Restch)

° Vial

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii icin Sterilizasyon

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan tiim plastik malzemeler ve hazir haldeki steril
medyumlar ticari firmalardan saglandi. Cam malzemeler 160°C’de 60-90 dakika
otoklavlandi. Tiim s1vi maddeler 0.22 pm por biiyiikligiindeki mikrobiyolojik filtrelerden
stizlilerek steril edildi. Steril kabin, 15 dakika ultraviyole 1s1k acilarak ve bunu takiben 15
dakika havalandirilarak steril edildi. Sterilize edilen kabine alinacak malzemeler ise %70

alkolle silinerek igeri alindi.
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3.2.2. Hiicre Dizileri ve Kiiltiir Asamasi

Ankara SAP enstitiisiinden 25 cm? lik flask halinde alman NIH-3T3 hiicre
dizileri rutin olarak, 100 ml besiyeri i¢inde, 10 ml Fetal Calf Serum, 4 ml 9.2 gr/ml
Sodyum bikarbonat ¢ozeltisi, 1 ml Penisilin/streptomisin soliisyonu destekli 10 ml 10x

DMEM soliisyonu olacak sekilde %0.5 karbondioksitli ortamda yetistirildi.

Yine Ankara SAP enstitiisiinden 25cm? lik flask halinde alinan MCF-7 hiicre
dizileri rutin olarak, 100 ml besiyeri i¢cinde, 10 ml Fetal Calf Serum, 1 ml 100 mM sodyum
piriivat, 2 ml 7.5 gr/ml Sodyum bikarbonat ¢ozeltisi, 1mg/ml Bovine insiilin destekli, 10 ml

10x MEM soliisyonu olacak sekilde %0.5 karbondioksitli ortamda yetistirildi.

Her iki hiicre dizisi ilk geldikleri giin, 37°C karbondioksitli etiivde 24 saatligine
dinlendirmeye birakildi. Bir sonraki giin kontaminasyon olup olmadigi kontrol edildi. 48
saat sonra flasktaki tiim besiyeri steril pipet yardimiyla ¢ekildi. Besiyeri ¢ekilmis flasklara
37°C su banyosunda 1sitilan 1X’lik Tripsin-EDTA’dan 1-2 ml eklendi. Flasklara eklenen
Tripsin-EDTA steril pipet yardimiyla ¢ekildi. Tripsini ¢ekilen flasklara yine ayni miktarda
Tripsin-EDTA eklendi. Flasklar 5-7 dakika 37°C CO, etiivde bekletildi. Flask tabanina
tutunmus hiicrelerin birbirlerinden ayrilmalar1 inverted mikroskop ile kontrol edildi. Kalkan
hiicreler, dnceden hazirlanmis i¢inde 3ml. besiyeri bulunan steril santrifiij tiiplerine steril
pipet yardimiyla aktarildi. 125g’de oda 1s1sinda 10-15 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan
siipernatant atildi. Dipte kalan hiicrelerle birlikte 0.5 ml. sivi steril pipet yardimiyla
aliarak, onceden iglerine 4 ml. besiyeri konmus flakslara (hiicrenin yogunluk durumuna

gore 2-4 flask) dagitild.

39



3.2.3. Hiicrelerin Deney icin Hazirlanmasi

Hiicreler deney icin flask icinde yeterli sayiya eristiklerinde (Sekil 3.1),
tripsinlenerek toplandi. Tripan Blue boyama yontemi yardimi ile Neubauer laminda
sayilarak, 200.000 hiicre olacak sekilde hazirlandi. Hiicreler santrifiij edildi. NIH-3T3 ve
MCEF-7 hiicre dizilerinde ilagsiz, ¢oziicii, kersetin ve tamoksifenin 10, 50, 100 uM dozlarin1
uygulamak tizere, ilagsiz, ¢oziicii ve her grupta denenecek her ii¢ doz igin 3’er adet olmak
iizere, 24 kuyucuklu plakalara ekildi. Hiicreler yapismalar1 i¢in 24 saat bekletildi. 24 saat
sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri ters cevrilerek uzaklastirildi. Coziicli grubuna
besiyerinde DMSO oranm1 %0.1-0.2’yi gecmeyecek sekilde taze besiyeri verilirken, ilag
verilecek gruplarin {izerine test maddelerinin istenen konsantrasyonlarini igeren taze
besiyerleri verildi. Coziicii grubuna verilen DMSO orani hiicrelerin  biiyiimesini

etkilemeyecek degerdedir.

[lag gruplar1 besiyerlerinin her bir ml.’sinde DMSO oran1 %0.1-0.2 gecmeyecek
ve besiyerinin her bir ml.sinde ilag konsantrasyonlar: 10, 50, 100 puM olacak sekilde

hazirlandi.

flag verildikten 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirilarak, hiicre
sayimlari, Tripan Blue boyama yontemi yardimiyla, Neubauer laminda yapildi. Alinan
hiicre silispansiyonlarinda 48 ve 72 saat sonra telomeraz aktivitesini Olgmek i¢in, 1
ml.’sinde 200.000 hiicre olacak sekilde hiicreler temiz eppendorf tiiplerine aktarildi. Ve
telomeraz aktivitesi TeloTAGG™V5-PCR ELISA kiti ile 6l¢iildii.

o

s ¢ '52
.- ‘1.1...' ‘!@? 'fﬁ‘

Sekil 3.1. Flask tabanina tutunmus NIH-3T3 (A) ve MCF-7 (B) hiicre dizilerinin

goriintiisii (Filtreli)
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3.3. TeloTAGG™S_.PCR ELISA Kit icerigi

Calismamizda kullandigimiz kit igerigi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Telomeraz PCR-ELISA Kiti igerigi

Soliisyon

Soliisyonun icerigi, Kullanim Amaci

Lizis Reagent Soliisyon 1

11 ml, Kullanima hazir soliisyon

Doku oOrnekleri ve  hiicre kiiltiirlerinden hiicre
ekstraktlarinin hazirlanmasi i¢in kullanilir.

Reaksiyon karigimi Soliisyon 2

2x900 pl, Kullanima hazir soliisyon, 2x soliisyon

Telomeraz subsrati olan biotinle igaretlenmis P1-TS
primerini, optimize edilmis baglayic1 P2 primerini,
niikleotidleri ve taq polimerazi igerir.

Telomeraz aracili uzama ve PCR amplifikasyonu igin
kullanilir.

Internal standart (IS) Soliisyon 3

350 pl, Kullanima hazir soliisyon

213bp’lik bir internal stnandart (IS) DNA, 0.001
amol/pl igerir.

Internal amplifkasyon standarti olarak kullanilir.

Amplifikasyon siirecinin inhibitorlerini ortaya ¢ikarir.

Kontrol kalip (template), diisiik Soliisyon 4

35 ul, 0.001 amol/ul, Kullanima hazir soliisyon

8 telomerik tekrarli (TS8) bir telomeraz tiriinii olarak
ayni dizili bir pozitif kontrol kalip DNA igerir.

Kontrol kalip (template),yiiksek Soliisyon
5

35 pl, 0.1 amol/pl, Kullanima hazir soliisyon

8 telomerik tekrarli (TS8) bir telomeraz iiriinii olarak
ayni dizili bir pozitif kontrol kalip DNA igerir.

Niikleazsiz su Soliisyon 6

2x1.1 ml

Iki kere distile edilmis, niikleazsiz su igerir.

Denaturasyon reagent Soliisyon 7

1.2 ml, Kullanima hazir soliisyon
%.0.5’den daha az sodyum hidroksit igerir.

Amplifikasyon firiinlerini  denature etmek igin
kullanilir.
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Hibridizasyon buffer T Soliisyon 8

7 ml., Kullanima hazir soliisyon

Telomerik tekrar dizilerine komplementer olan DIG
(digoxigenin) ile isaretlenmis bir prob igerir.

Telomeraz aracili amplifikasyon {iriinlerinin spesifik
tayini igin kullanilir.

Hibridizasyon buffer IS Soliisyon 9

3.5 ml, Kullanima hazir soliisyon

Internal ~ standarta  komplementer  olan  DIG
(digoxigenin) ile isaretlenmis bir prob igerir.

Telomeraz aracili amplifikasyon {iriinlerinin spesifik
tayini igin kullanilir.

Yikama Buffer Soliisyon 10

50 ml

10x konsantrasyonludur

Anti-DIG-HRP (Anti-digoxigenin-
Horseradish Peroksidaz) Soliisyon 11

120mU

Poliklonal koyun antikoru olup, liyofilize edilerek
stabil hale getirilmistir.

Konjugat soliisyonunu hazirlamak i¢in kullanilir.

Konjugat dilusyon Buffer Soliisyon 12

12 ml, Kullanima hazir soliisyon

Konjugat calisma soliisyonunu hazirlamak i¢in
kullanilir.

TMB Substrat soliisyonu Soliisyon 13

12 ml, Kullanima hazir soliisyon

3.3°,5,5 -tetrametil benzidin igerir.

Stop reagent Soliisyon 14

12 ml, Kullanima hazir soliisyon

%5’den daha az siilfirik asit icerir.

Mikrotiter plate

1 plate, 12x8 gozlidiir, Kullanima hazirdir.

Onceden streptavidin ile kaplanmustir.
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3.3.1. Hiicre Ekstraktinin Hazirlanmasi

1. Hiicreler tripsin ile kaldirilarak, Neubauer lamu ile sayildi.
2. 2x10’ hiicre temiz bir ependorf tiipiine alindu.

3. 3000 g’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi.

4. Siipernatant atild1.

5. Pellet iizerine 200 pl PBS (pH.7.4) eklendi.

6. 3000xg’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi.

7. Siipernatant atild1.

8. Buz lizerinde en az 3 kez pipetleme yapildi.

9. 30 dakika buz iizerinde inkiibe edildi.

10. 16.000xg’de +4°C’de 20 dakika santrifiij edildi.

11. Siipernatantin 175 ul’si yeni bir ependorf tiipiine kondu.

3.3.2.Negatif Kontroliin Hazirlanmasi

1. Elde edilen hiicre ekstraktindan (telomeraz aktivitesi iceren) baska bir tlipe

Sul alindi.
2. Bu tiip, 85°C’de 10 dakika etiivde inkiibe edildi.

3. TRAP/ELISA uygulamasi igin 2 ul hiicre ekstraktr ayrildi.
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3.3.3. Pozitif Kontroliin Hazirlanmasi

Pozitif kontrol olarak kit i¢cinde verilen kullanima hazir soliisyon 5 kullanildi

(soliisyon 4’de kullanilabilir).

3.3.4. TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) Prosediirii

Tim iglemler buz tizerinde yapildi.

3.3.4.1. Normal Ornek Tiipiiniin Hazirlanmasi

e Uygun bir PCR tiipiine 25 pl reaksiyon karigimi (soliisyon 2) kondu.
e 5 pl internal standart (soliisyon 3) kondu.
e 17 pl niikleazsiz su (soliisyon 6) kondu.

e Hazirlanan bu karisima 3 pl 6rnek (hiicre ekstrakti) kondu.

3.3.4.2. Negatif Kontrol Tiipiiniin Hazirlanmasi

e Uygun bir PCR tiipiine 25 pl reaksiyon karigimi (soliisyon 2) kondu.
e 5 ulinternal standart (soliisyon 3) kondu.
e 18 ul niikleazsiz su (soliisyon 6) kondu.

e Hazirlanan bu karigima 2 pl 1s1 ile muamele edilmis 6rnek (hiicre ekstrakti)

kondu.
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3.3.4.3. Pozitif Kontrol Ornek Tiipiiniin Hazirlanmasi

e Uygun bir PCR tiipiine 25 pl reaksiyon karigimi (soliisyon 2) kondu.
e 5 ul internal standart (soliisyon 3) kondu.
e 19 pl niikleazsiz su (soliisyon 6) kondu.

e Hazirlanan bu karisima 1 pl kontrol template (soliisyon 5) kondu (soliisyon

4’te kullanilabilir).

3.3.4.4. Lizis Bufferh Tiipiin Hazirlanmasi

e Uygun bir PCR tiipiine 25 ul reaksiyon karisimi (soliisyon 2) kondu.
e 5 ul internal standart (soliisyon 3) kondu.
e 19 pl niikleazsiz su (soliisyon 6) kondu.

e Hazirlanan bu karisima 1 pl lizis soliisyonu (soliisyon 1) kondu.
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Yukarida hazirlanan PCR tiiplerinin hepsi thermal cycler’a yerlestirilerek

Cizelge 3.2°de verilen protokole gore amplifikasyon iirtinii (PCR iiriinii) elde edildi.

Cizelge 3.2. Amplifikasyon {irlinii elde etme programi

Adim Zaman Sicaklik (+) Devir
sayis1

1. Primer uzamasi 30 dakika 25°C

2.Telomeraz 5 dakika 94 °C

inaktivasyonu

3. Amplifikasyon 30

Denaturasyon 30 saniye 94°C

Annealing 30 saniye 50°C

Polimerizasyon 90 saniye 72°C

Son uzatma 10 dakika 72°C

4. Bekletme 4°c

3.3.5. PCR’1n Kontrolii

PCR reaksiyonunun dogrulugu, poliakrilamid jel elektroforezi yapilarak

kontrol edildi.
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3.3.5.1. Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi icin Gerekli Soliisvonlar

» 10X Tris-Borat Tamponu (TBE):

. 50 gr Borik Asit

- 108 gr Tris bazi

. 40 ml 0.5 M EDTA, pH: 8.0 olacak sekilde kondu.
. Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

. Manyetik karistiricida karistirildi.

> %30’luk Poliakrilamid Jel:

. 10 ml Akrilamid/ Bisakrilamid (29:1)

. 12.35 ml distile su

. 2.5ml 10X TBE

. 175 pl %25’°lik Amonyum Persiilfat

" 8.5 ul TEMED olacak sekilde meziir i¢ine kondu.

3.3.5.2. Poliakrilamid Jel Elektroforez Yontemi

%30’luk poliakrilamid jel ¢bzeltisi hazirlandiktan sonra 1.5 mm kalinliginda
olacak sekilde jel tabagina dokiildii. Cozelti donmadan once lizerine 12 disli tarak
yerlestirildi. Jel donduktan sonra 1x TBE tamponu bulunan dikey elektroforez tankina

yerlestirildi. 10 pl PCR firiinii poliakrilamid jel kuyucuklarina yiiklendi ve dikey
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elektroforezde 120V’ta 1.5 saat yiirtitiildii. Bunu takiben glimiis boyama yontemi ile bantlar

gOriiniir hale getirildi.

3.3.5.3. Giimiis Boyama Yonteminde Kullanilan Soliisvonlar

* %10 Etanol

= %35 Asetik asit

" %0.1 AgNO;

= %1.5 NaOH

= 150 pl formaldehit (%30’luk stok)

" %0.75 Na,CO3

3.3.5.4. Giimiis Boyama Prosediirii

Dikey elektoroforezde yiiriitiillen poliakrilamid jel asagida verilen soliisyon

serilerinden sirasi ile gegirilerek boyandi.
1. %10 Etanol+ %5 Asetik asit (v/v) 6 dakika
2. % 0.1 AgNO; 15 dakika
3. %1.5 NaOH 30 dakika
4. %1.5 NaOH+ 150 pl formaldehit bantlar olusuncaya kadar bekletildi.

5. %0.75 Na,COj soliisyonunda yikandi.
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6. Gortiniir 151k altinda degerlendirildi.

3.3.6. Hibridizasyon ve ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Prosediirii

1. Pozitif kontrol, lizis bufferli pozitif kontrol, IS’1i pozitif kontrol, her bir 6rnek, her
ornegin negatif kontrolleri ve IS’li O6rnek i¢in birer tane denatiirasyon tiipii

hazirlandi. Bu tiiplere 6ncelikle 10 pl denturasyon soliisyonu (soliisyon 7) ilave

edildi.
2. Hazirlanan denatiirasyon tiiplerine sirasiyla;

> Normal pozitif kontrol i¢in hazirlanan denatiirasyon tiipiine pozitif

kontroliin amplifikasyon iirlinlinden 2.5 pl ilave edildi.

> Lizis buffer i¢in hazirlanan denatiirasyon tiiptine lizis buffer

amplifikasyon tiriiniinden 2.5 pl ilave edildi.

> IS’li pozitif kontrol i¢in hazirlanan denatiirasyon tiipline pozitif

kontroliin amplifikasyon iirlintinden 2.5 pl ilave edildi.

> Ornek igin hazirlanan denatiirasyon tiipiine ornegin amplifikasyon

tiriiniinden 2.5 pl ilave edildi.

> Negatif kontrol i¢in hazirlanan denatiirasyon tiipline negatif kontrol

amplifikasyon iiriintinden 2.5 pl ilave edildi.

> IS’1i 6rnek icin hazirlanan denatiirasyon tiipiine 6rnegin amplifikasyon

tiriiniinden 2.5 pl ilave edildi.

3. Tiim tiipler oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Pozitif kontrol, lizis bufferli tiip, normal 6rnekler ve negatif 6rneklerin bulundugu

tiiplere 100 pl hibridizasyon buffer T (soliisyon 8) kondu.

Internal standartli 6rnek ve internal standartli pozitif kontrol tiipiine ise 100 pl

hibridizasyon buffer IS (soliisyon 9) kondu.

Kisa siireli olarak vortekslendi.

Her bir tiipten MTP’nin bir goziine karigimin 100 pl’si kondu.
Buharlagsmay1 6nlemek icin kendi yapisict bandi ile gozler kapatildi.
MTP, 37°C’de shakerda 300 rpm’de 2 saat inkiibe edildi.

Hibridizasyon sollisyonunun tamami dokiilerek uzaklastirildi ve ters sekilde

kurutma kagidina kuvvetlice vurularak iyice kurumasi saglandi.

Her bir goze 250 pl yikama soliisyonu (soliisyon 10) ilave edildi ve en az 30 saniye

sonra dokiilerek uzaklastirildi. Bu islem 3 kez yapildu.

Her bir goze 100 pl Anti-DIG-HRP ¢alisma soliisyonu (soliisyon 11) ilave edildi.
MTP gozleri kendi yapisici bandi ile ortiildii.

Oda sicakliginda 300 rpm’de 30 dakika shaker’da inkiibe edildi.

MTP gozlerindeki soliisyonun tamami uzaklastirildi.

Her bir goze 250 pl yikama soliisyonu (soliisyon 10) ilave edildi ve en az 30 saniye

sonra dokiilerek uzaklastirildi. Bu islem 5 kez tekrarlandi.
Her bir géze 100 pul TMB substrat soliisyonu (soliisyon 13) ilave edildi.

MTP gozleri kendi yapigkan bandi ile ortiildii ve renk gelisimi i¢in oda sicakliginda
300 rpm’de 15 dakika shaker’da inkiibe edildi.
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19. Substrat atilmaksizin renk gelisimi durdurmak i¢in her bir géze 100 ul stop
soliisyonu (soliisyon 14) ilave edildi. (stop soliisyonu ilave edilince HRP substrat

etkilesimi ile maviden sariya dogru bir renk degisimi goriildii.)

20. Bir mikrotiter plate okuyucu kullanarak, stop soliisyonunun (soliisyon 14)
ilavesinden sonra 30 dakika icinde referans dalga boyu 650 nm olmak {izere 450

nm’de absorbans degeri her 6rnek i¢in okundu.
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3.3.7. Hesaplama

Deneylerde farkli 6rneklerin teloemraz aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi.

(As- As) / Asis
RTA= X 100
(Atss- Atsp) / Arsss

As : Ornegin absorbansi

Asp : Is1 ile muamale edilmis 6rnegin absorbansi
Asis :Omegin internal standartinin absorbansi
Artsg : Kontrol kalip absorbansi

Atsp : Lizis soliisyonunun absorbansi

ATss s : Kontrol kalip internal standartin absorbansi

3.4. istatistiksel Degerlendirme

Sonugclar istatistiksel olarak, ikili karsilastirmalar student-t testi, ikiden fazla
karsilastirmalar ise tek yonlii varyans (One Way ANOVA) testi uygulanarak karsilastirildi.
Coklu karsilagtirmalar, p< 0.05 olarak alinip, Holm-Sidak metodu ile Biyoistatistik

Anabilim Dal1 tarafindan degerlendirildi.
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4.BULGULAR

Calismamizda, MCF-7 ve NIH-3T3 hiicre kiiltiirlerinden elde edilen hiicre
ekstraktlarina, TeloTAGGG™"® PCR-ELISA kitindeki metoda uygun olarak PCR islemi

uygulandi. Sonra giimiis boyama yontemi ile bantlar goriiniir hale getirildi ve fotografi

cekildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Poliakrilamid jel elektroforez goriintlisi M: Marker; A: NIH-3T3, 10
uM kersetin; B: NIH-3T3, 10 uM tamoksifen; C: NIH-3T3, ilagsiz
kontrol; D: NIH-3T3 ¢oziicii kontrol E: Pozitif kontrol; F: MCF-7,
10 uM kersetin;, G: MCF-7, 10 uM tamoksifen; H: MCF-7, ilagsiz
kontrol, J: MCF-7, ¢0ziicii kontrol.

PCR reaksiyonunun gerceklestiginden emin olduktan sonra TeloTAGGG"™™®

PCR-ELISA kit yontemine uygun olarak, olusturulan her gruptan 3’er 6rnegin telomeraz
enzim aktivitesi Ol¢iildii. Bu gruplar; ilagsiz (madde verilmeyen), ¢oziicii (kersetin ve
tamoksifen icin ¢oziicli olarak kullanilan DMSO), kersetin ve tamoksifen grubu olarak

belirlendi.

Bunlardan kersetin ve tamoksifenin 10, 50, 100 uM dozlar1 her iki hiicre

dizisine de ayr1 ayr1 uygulandi.
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Cizelge 4.1.de NIH-3T3 hiicre dizileri ile ilgili olarak, 48 ve 72 saat sonraki

telomeraz aktiviteleri goriilmektedir.

Cizelge 4.1. NIH-3T3 hiicre dizilerinde saat ve ilaglara gore gruplarin telomeraz
aktiviteleri

NIH-3T3 hiicre dizilerinde telomeraz aktivitesi
flaca ve doza Grup ici istatistik
(HM) gdre grup 48 .saat 72 .saat 48. saat 72 .saat
[lagsiz (1) 6.316+1.113 5.537+0.677
Coziici (C) 5.765+1.035 4.433+1.293
10 ]0.674+0.043 |0.469+0.003 Kp-K50 n.s Kio-Kso n.s
1 Kio-Kipo n.s Kio-Kigo n.s
Ke(rlze)ﬂn 50 10.544£0.076 | 0.51620.054 Kokons | KoKons
100 10.673+0.041 0.521+0.018
10 ]0.653+0.03 0.510+0.017 Tip-Tso 1.5 Tip-Tso 1.
T ksift T19-Tigo 0.8 Ti9-Tigo n.8
am(oT)51 enfs0 10.633+0.025 0.65+0.017 Tso-Tio0 0.5 Tso-Tio0 .S
100 0.5574+0.021 0.40210.046
Gruplar  arasi|l-Cns -Cns
-Kyo (p<0.001) | i-K10 (p<0.001)
istatistik [-Kso(p<0.001) | 1-K50(p<0.001)
[-K00(p<0.001) | 1-K100(p<0.001)
[-T)o(p<0.001)  [I-T10(p<0.001)
[-Tso(p<0.001) | 1-T50(p<0.001)
[-T100(p<0.001) | 1-T100(p<0.001)
Kl()-Tl() n.s Kl()-Tl() n.s
K50-T50 n.s KS()'TS() n.s
Kigo-Tioon.8 Kioo-Tioon.s

n.s: not significant
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Cizelge 4.2°de MCF-7 hiicre dizileri ile ilgili olarak, 48 ve 72 saat sonraki

telomeraz aktiviteleri goriilmektedir.

Cizelge 4.2. MCF-7 hiicre dizilerinde saat ve ilaclara gore gruplarin telomeraz

aktiviteleri

MCF-7 hiicre dizilerinde telomeraz aktivitesi

Ilaca ve doza Grup ici istatistik
(uM) gore grup 48.saat 72.saat 48. saat 72.saat
Hag:SlZ (I) 232.11+£2.352 419.9016.943
Coziici (C) 194.476+5.917 381.36x11.561
10 |20.534+0.967 1.85440.755 *** | Kio-Kson.s Kijo-Kso*** p<0.001
Kersetin [50 |16.58041.280  |6.707£0.563 %% | oo "P=001 [ Ruomuoo LEP=0.00
DOU=1. SYUTEY. -Kipon.s - .
K) 700 [12.712£1.073 #* [11.15042.355%%* | e P
10 15.267+0.591 1.268+0.287 Tyo-Tson.s Tyo-Tso n.s
. _ * K *ok
Tamoksifen [50|4.724+0.688 |0.83020.142 |3 P05 |l fuCpEht
(T) 100 |3.51240.456*  [0.251+0.090%*
Gruplar  arasi1|l-Cns -Cn.s
I-Kl() p<0001 I-Kl() p<0001
iStatiStik I-K50 p<0001 I-K50 p<0001

I'KIOO p<0001
j'TIO p<0001
i-Ts, p<0.001
j'TIOO p<0001

K]()-Tl()p<0.001
K50-T50 p<0001
K00-T190 p<0.05

I'KIOO p<0001
j'TIO p<0001
i-Ts, p<0.001
j'TIOO p<0001

K]()-Tl() n.s
K50-T50 p<0001
K100-T100 p<0001

n.s: not significant
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NIH-3T3 ve MCF-7 hiicre dizilerinde, Sekil 4.2 A ve B’de gorildiigii tlizere,
ilagsiz ¢oziicli gruplarinin 48 ve 72 saat sonraki telomeraz aktiviteleri arasinda bir fark
goriilmedi (p>0.05). Buna karsilik, MCF-7 hiicre dizilerinin 48 ve 72 saat gruplar1 kendi
aralarinda karsilastirildiginda her iki grupta da telomeraz aktivitesinin 72. saatte onemli

derecede artmis oldugu belirlendi (***p<0.001).

NH-3T3 hiicre dizleri MCF-7 hiicre dizileri

[ee]
]

~

2]
'
—

o
N\
—t—

Qilagsiz
pDvVBO

nilagsiz
poveo

Hi

w
|

Telomeraz aktivitesi
N
Telomeraz aktivitesi

s B BB DA S

[y

o
o

48 sagt 72 sagt 48, Saet 72 Seet

Sekil 4.2. NIH-3T3 ve MCF-7 hiicrelerinin ilagsiz ve ¢dziicii kontrol
gruplarinin, 48 ve 72 saat sonra telomeraz aktiviteleri (***p<0.001,

student t test)
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NIH-3T3 hiicre dizilerine, Sekil 4.3 A,B,C,D ve Cizelge 4.1°’de gorildiigi {izere,

kersetin ve tamoksifenin 10, 50, 100 uM dozlar, 48 ve 72 saat sonra telomeraz aktivitesi

lizerine istatistiksel olarak anlamli etki gostermedi (p>0.05).

0,8
0,7 4
0,6
0,5 4
0,4 4

0,2
0,1

Telomeraz aktivitesi

0,8 4

0,7
0,6

0,4

0,2

Telomeraz aktivitesi

48. saat NIH-3T3 hiicre dizileri

0,6

72. saat NIH-3T3 hiicre dizileri

0,54

O 10pM
© 50uM
m 100uM

0,3 4

0,114

I 7 |
T g 0,5 J'. T
>
1 o 10pM % 0,4
o 50pM N 0,3
100pM 5
e
o
o 0,1
2
! ! 0
10uM 50uM 100uM 10pM 50uM 100uM
Kersetin dozlan Kersetin dozlan
A B
48. saat NIH-3T3 hiicre dizileri . s
72. saat NIH-3T3 hiicre dizileri
0,8
oM 2
0o g 05
@ 50uM y 0.4
m100pM  § o3 |
S 0,2
S o1
T T 0
10uM 50pM 100um 10uM 50uM 100uM

Tamoksifen dozlan

C

Tamoksifen dozlan

D

o10uM
@ 50uM
@ 100uM

Sekil 4.3. NIH-3T3 hiicre dizilerine, 10, 50, 100 uM kersetin ve tamoksifen

uygulandiktan 48 ve 72 saat sonra, telomeraz aktivitelerine olan etkileri

(ANOVA p>0.05)

MCF-7 hiicre dizilerinde, 48 saat sonra 100 pM kersetin, 10 uM kersetine gore

telomeraz aktivitesini istatistiksel olarak anlamli diigiirdii (p<0.01) (Sekil 4.4 A). Buna

karsilik, 72 saat sonra 10 uM kersetin, 50 ve 100 uM kersetine gore, telomeraz aktivitesini

istatistiksel olarak ileri derecede anlamh diisiirdii (p<0.001). Ayrica 50 uM kersetinin de,
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100 uM kersetine gore telomeraz aktivitesini istatistiksel olarak ileri derecede anlamli
diisiirdiigii belirlendi (p<0.001) (Sekil 4.4 B). 48 saat sonra 100 uM tamoksifen, sadece 10
uM tamoksifene gore, telomeraz aktivitesini istatistiksel olarak anlamli diisiirdii (p<0.05)
(Sekil 4.4 C). 72 saat sonraki 50 ve 100 uM tamoksifenin, 10 uM tamoksifene gore,
telomeraz aktivitesini istatistiksel olarak onemli derecede diisiirdiigii belirlendi (p<0.01).
Ayrica 100 uM tamoksifen de 50 uM tamoksifene gore, telomeraz aktivitesini, istatistiksel

acidan 6nemli derecede diisiirdii (p<0.01) (Sekil 4.4 D).

48. saat MCF-7 hiicre dizileri 72. saat MCF-7 hiicre dizileri
25 16 1 sk
— — 14 1
g t £
2 T — =
% 15 T sk o1opm % 10 - .
N @ 50pM N 8 = 0 10uM
5 10 ml0M £ 6 = ©50uM
£ —
S 5 o 4 m 100uM
: S
0 . . 0 ! .
10uM 50uM 100uM 10uM 50uM 100pM
Kersetin dozlari Kersetin dozlan
A B
48. saat MCF-7 hiicre dizileri 72. saat MCF-7 hiicre dizileri
74 1,8
- = 161
g o T g14y ]
Ss5+—T 1 1 " Z12l
£, T o10uM £ J_ . 010uM
N @50uM N | T @ 50pM
S 3+— s 08 I
s, 100uM 3 g6 | m100pM
s “ Soal o
o ® o021 .
0 : : 0 ! .
10uM 50uM 100uM 10uM 50uM 100uM
Tamoksifen dozlan Tamoksifen dozlan
C D

Sekil 4.4. MCF-7 hiicre dizilerine 10, 50, 100 uM doz kersetin ve tamoksifen
uygulandiktan 48 ve 72 saat sonra, telomeraz aktivitelerine olan

etkileri (ANOVA *p<0.05,**p<0.01, ***p<0.001 )

Aragtirmamizin amaci olan, iki farkli maddenin ayr1 ayri her ii¢ dozunun, hiicre

dizilerinin telomeraz aktivitelerine olan etkileri Sekil 4.5’de goriilmektedir.
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NIH-3T3 hiicre dizilerinde, 10, 50, 100 uM kersetin ve tamoksifen dozlar1 48 ve
72 saat sonra kendi aralarinda telomeraz aktivitesi yoniinden istatistiksel bir degisiklik

gostermedi (p>0.05) (Sekil 4.5 A,B).

MCF-7 hiicre dizilerinde 48 saat sonra kersetin dozlarina gore tamoksifenin 10,
50, 100 uM dozlar, telomeraz aktivitesini istatistiksel olarak onemli derecede diigiirdii
(p<0.001, p<0.001, p<0.05)(Sekil 4.5 C). MCF-7 hiicre dizilerinde 72 saat sonra 10 uM
kersetin ve tamoksifen dozlar arasinda istatistiksel olarak bir fark goriilmezken (p>0.05),
kersetinin 50 ve 100 uM dozlarma gore, tamoksifenin ayni dozlar1 telomeraz aktivitesini

istatistiksel olarak ileri derecede anlamli diisiirdii (p<0.01, p<0.001) (Sekil 4.5 D).

48. saat NIH-3T3 hiicre dizileri 72. saat NIH-3T3 hiicre dizileri
08 08
07 = _or
go6 $o6 E
2 2
% 0,5 010uM 2 0,5 = —— |010uM
N 04 o 50uM N 0,4 4 @50uM
% 03 m100uM aE? 0,3 ®100uM
£
202 202+
g g
Tt o1+
0 0
Kersetin Tamoksifen Kersetin Tamoksifen
A B
48. saat MCF-7 hiicre dizileri 72. saat MCF-7 hiicre dizileri
25 16
14
g g1
z =
£15 0 10uM 10 o10uM
; B50uM E 8 50uM
s 10 m100uM s 6 ®100uM
£ wkE £
2 * L2 4
e 5 = 2 T ok
ok
04 : 0
Kersetin Tamoksifen Kersetin Tamoksifen
C D

Sekil 4.5. NIH-3'T3 ve MCF-7 hiicre dizilerine 10, 50, 100 uM doz kersetin ve
tamoksifen uygulandiktan 48 ve 72 saat sonra, telomeraz aktivitesine

olan etkilerinin karsilagtirllmas1 (student t testi *p<0.05,

*44p<0.001).
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Sekil 4.6, Cizelge 4.3’de, 10, 50 ,100 uM dozlarinda kersetin ve tamoksifen
uygulanan NIH-3T3 ve MCF-7 hiicre dizilerinde 48 ve 72 saat sonra telomeraz aktiviteleri

topluca goriilmektedir.

Cizelge 4.3 NIH-3T3 ve MCF-7 hiicre dizilerinde telomeraz aktiviteleri

Hiicre tipi
Normal hiicre Kanserli hiicre
Tlaca gore grup n=3 NIH-3T3 MCF-7
Doz Saat Saat
Ad1 (uM) 48. saat 72. saat 48. saat 72. saat
ilagsiz(l) 0 6.316+1.113 | 5.537+0.677 | 232.110+2.352 | 419.900+6.943
Céziicii (C) 0 5.765+1.035 | 4.433£1.293 | 194.476+5917 | 381.36+11.561
10 | 0.67440.043 | 0.469+0.003 | 20.534+0.967 1.85440.755
Kerliet‘“ 50 | 0.544+0.076 | 0.5160.054 | 16.580+1.280 6.707+0.563
() 100 | 0.673+0.041 [ 0.521+0.018 | 12.71241.073 11.15042.355
10 | 0.653+0.03 0.51040.017 | 5.267+0.591 1.268+0.287
Tamoksifen 50 | 0.633+0.025 | 0.65+0.017 4.724+0.688 0.830+0.142
) 100 | 0.557£0.021 | 0.402+0.046 | 3.512+0.456 0.251+0.090

25 4

20 1

15

10 4

Telomeraz aktivitesi

ilagh gruplar

Sekil

tamoksifen uygulandiktan 48 ve 72 saat sonra telomeraz aktiviteleri

_

(ilagsiz ve ¢oziicli gruplari harig)
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5. TARTISMA

Yapilan bu calismada kersetinin, daha etkili olarak da tamoksifenin doz ve
zamana bagli olarak, Ostrojen reseptor pozitif meme kanser hiicre dizileri (MCF-7)’nde

telomeraz enzim aktivitesini 6nemli derecede diisiirdiigii belirlendi.

Kersetinle iligkili olarak, kolon karsinoma (HCT-116) ve osteokarsinoma (Saos-
2) hiicre dizileri ile yapilan ¢alismada, 2 saat icinde 10 uM doz kersetinin, telomeraz
aktivitesini diisiirdiigli belirlenmistir (84). Bu calisma ile uyumlu olarak, bizim
calismamizda da, 10 pM kersetinin MCF-7 hiicrelerinde, 48 saat sonra telomeraz

aktivitesini baskiladi.

Insan kanser hiicre dizilerinde, transkripsiyon faktér olan E2F1’in asir1
ekspresyonunun, hTERT mRNA ekspresyonu ve dolayisiyla telomeraz aktivitesinde
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (27). Buna karsilik, Nair ve arkadaglarinin (2004)
prostat kanser hiicre dizileri ile yaptig1 bir calismada, 25 uM doz kersetinin, E2F2 ve E2F3
transkripsiyon faktér genleri, D-tip siklin genleri (CCNDI1, CCND2 ve CCND?3) ve hiicre
boliinme siklusu bagiml kinaz genleri (CDK2, CDK4) iizerine baskilayici etkisi oldugu
gosterilmistir. Ayrica S fazina 6zgii genlerden CDKS, hiicre boliinme siklus 7 (CDC7L1),
PCNA ve G2 spesifik gen CCNF iizerinde de baskilayici etkisinin varoldugu belirtilerek,
ozellikle 25 puM kersetinin M fazina 6zgii olan CDC2 ve CDC16 genlerini de belirgin
sekilde baskiladigi belirtilmistir. Ayni ¢aligmanin devaminda, 25 uM kersetinin 24 saat
sonunda, bazi timor siipresor genleri %50 oraninda upregiile ettigi de bildirilmistir.
Diizenlenen bu genler, insan siklik AMP response element baglama proteini (CBP),
fosfataz ve tensin homologu (PTEN), mutS homologu 2 (MSH2), siklin bagimli kinaz
inhibitorii 1A (p21, ciP1), CREB-baglama proteini (p300), meme kanseri 1 erken baslangic
(BRCA1), norofibromin 2 (NF2), tuberus sklerozis 1 (TSC1) ve transforming faktér 3
reseptor 1(TGF BR1, ALK-5) genleridir (85).

Tiimor silipresor protein p53, cesitli hiicresel hasar uyarilarina cevap olarak,

hiicre siklusunu durdurur, apoptozu uyarir ve tiimor olusumunu baskilar. Bir transkripsiyon
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faktorii olarak p53 hiicre siklusu, farklilagma, hiicresel yaslanma ve apoptoz gibi olaylarda
yer alan bir ¢ok 0zel geni etkiler. Telomeraz aktivitesi bir ¢ok kanser hiicresinde upregiile
iken, p53 inaktif haldedir. Son zamanlardaki c¢aligmalar p53’tin, hTERT’in
transkripsiyonunu  baskilayarak telomeraz  aktivitesini  dusiirdiglini  gostermistir
(27,72,108). Ayrica p21, E2F, pl6é ve pl5’in de telomeraz aktivitesini azalttigi
gosterilmistir (27). Bununla baglantili olarak, Nair ve arkadaslar1 prostat kanser hiicre
dizileri ile yaptiklar1 ¢calismada, 24 saat sonunda kontrol hiicrelerine gore 25 uM kersetinin
p53, adenomatosis poliposis coli (APC), transforming faktdr B reseptér 2 (TGF BR2),
retinoblastoma 1 (Rb), siklin bagimli kinaz inhibitorii 1C (p57Kip2) ve tuberus sklerozis 2
(TSC-2) genlerini upregiile ettigini gostermislerdir. Ayrica 25 pM kersetinin, 24 saat

sonunda CDK2 hiicre siklusu genini downregiile ettigi belirtilmistir (85).

Akciger karsinoma (A549) ve kiiciik hiicreli olmayan akciger karsinoma
(H1299) hiicre dizileri ile yapilan baska bir ¢aligmada, A549 hiicrelerinde, 24 saat sonunda
60 uM kersetin, p21 ve fosforlu p53 protein seviyelerini arttirmistir (66).

Nasofarangial karsinoma hiicre dizileri ile yapilan bir ¢alismada da, 59.2 uM
kersetinin 24. saatte p53 ve fosforlu p53’iin seviyelerini etkilemedigi ancak Rb proteinini

artirdig1 belirlenmistir (88).

Deri tiimor hiicre dizisi (A431) ve meme tiimor hiicre dizisi (MCF-7) ile yapilan
bir ¢alismada, 20 uM kersetin, 48. saatte MCF-7 hiicrelerindeki biiylimeyi en fazla oranda
baskilamistir (52).

Endometriyum kanser hiicre dizisi (Ishikawa) ile yapilan bir ¢calismada, 10, 50,
100 pM dozlarindaki kersetin 7 giin boyunca uygulanmigtir. Kontrol hiicrelerle
karsilastirildiginda, 7. giin sonunda uygulanan dozlar sirastyla hiicre biiylimesini % 49,10

ve 13 oraninda baskilamistir (56).

Meme kanser hiicre dizisi (MCF-7) ile yapilan baska bir ¢alismada, bu hiicre
dizilerine 3 giin boyunca kersetinin 25, 50, 100 uM dozlar1 uygulanmis. 24 saat sonunda 50
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uM kersetin verilen hiicrelerin, kontrol hiicrelerine gére DNA sentezini %3443 oraninda
azalttig1 belirtilmistir. Ayrica, RNA sentezinin de kontrol hiicrelerine gore, 10 uM kersetin

tarafindan %7614 oraninda baskilandig bildirilmistir (96).

Kiiltiire edilen sican mezengiyal hiicreler ile yapilan bir c¢alismada, 4 giin
boyunca verilen 50 uM kersetinin, hiicre sayisini, 2. giin 0,99+0.03’den 0.21£0.01°¢, 3. giin
1.43£0.03’den  0.27£0.09’a, 4. gin ise 2.68%£0.08’den 0.39+0.02’ye diistirdiigii
gosterilmistir. Ayrica 24 saat sonunda, mitotik hiicre miktari, ¢ozilicii gruba gore, 50 uM

kersetinli grupta 2.4+0.2 (%)’den 0.2140.1 (%)’e diistiigli de belirtilmistir (54).

Wild tip ve varyant insan meme kanseri (MCF7wt ve MCF7SH) ve HeLa hiicre
dizileri ile yapilan bir ¢calismada, 100 nM kersetin uygulanmis ve 6 giin sonra hiicrelerin
cogalmasi incelenmis. Sonucta 100 nM gibi diisiik konsantrasyondaki kersetinin, her iki
hiicre dizisinde, Ostrojen reseptdr o ve 3 i¢in Ostrojen gibi davranarak hiicre ¢ogalmasini
sagladigr goriilmiis. Buna karsin ayni zaman araliinda 100 pM gibi yliksek

konsantrasyondaki kersetinin hiicrelere sitotoksik etki gosterdigi ileri stirilmiistiir (75).

Insan nasofrangal kanser hiicreleri (NPC-076) ile yapilan ¢alismada, 10 uM doz

kersetinin, 48 saat sonra telomeraz aktivitesi iizerine etkisi olmadig1 tesbit edilmistir (63).

Insan cholangiocarcinoma hiicre dizileri (HuCC-T1) ile yapilan bir ¢aligmada,
100 uM doz kersetinin 4 ve 24 saat sonunda, telomeraz enzim kompleksinde de bulunan

Hsp90 1s1 soku proteinine bir etkisi olmadigi bildirilmistir (64).

Malignant melonoma hiicre dizileri MeWo ile yapilan bagka bir ¢calismada, 24
saat sonunda protein tirozin kinaz inhibitorii olan kersetinin 100 ve 200 uM dozlarinin
hTERT mRNA’sin1 baskilamadigi bildirilmistir (51). Nitekim Biroccio ve Leonetti’nin
makalesinde, protein kinaz C inhibitorii olan kersetinin telomeraz aktivitesini belirgin bir

sekilde azaltmadig belirtilmistir (15).
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Bu caligmalarin sonuglarindan da goriildiigli gibi, kersetin kanser tedavi edici
etkisini, telomeraz aktivitesini diisiirmekten ziyade, tiimor siipresor genleri upregiile etmek,
DNA sentezini baskilamak, hiicre sayisini azaltmak ve sitotoksik etki gostermek gibi farkli

mekanizmalar sayesinde gostermektedir.

Tamoksifenle iliskili olarak, kolon kanser hiicre dizileri ile yapilan ¢alismada,
telomeraz enziminin revers transkriptaz alt birimi hTERT f{izerine, tamoksifenin 10 uM
dozunun 2 saat sonunda en yliksek baskilamay1 sagladigi, 20 uM tamoksifen ve kersetin
kombinasyonunun ise ayni benzer etkiyi gostermekle birlikte, bu etkisinin daha az oldugu
bildirilmistir. Bu sonug, tamoksifenin tek basina telomeraz aktivitesini azaltmada daha

etkili oldugunu gostermektedir (86).

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser (SK-LU1), skuamous-hiicre karsinoma
(SW900), bronsogenik karsinoma (ChaGo-K-1), papilar karsinoma (H441), biiyiik hiicre
karsinoma (H661) ve adenokarsinoma (A549) hiicre dizileri ile yapilan bir ¢alismada, hem
kersetin hem de tamoksifenin kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanser hiicre dizilerinde ve
ilkin timorlerde cogalmay1 Onleyici etkilere sahip oldugu belirtilerek, tip II Ostrojen
baglanma boélgeleri (EBS)’ne baglanmak i¢in Ostrojenler gibi davrandigi vurgulanmistir

(22).

Insan meme kanseri hiicre dizileri (MCF-7 ve MDA-MB-231) ile yapilan diger
bir ¢alismada, 10 giin boyunca uygulanan tamoksifenin 10, 10”7 ve 10° M dozlarinin her
iki hiicre dizisinde de telomeraz aktivitesini etkilemedigi, ancak 10® M dozun, ilagsiz

MCF-T7 hiicrelerine gore telomeraz aktivitesinde bir azalisa neden oldugu belirlenmistir (4).

Reseptor negatif (BM) ve reseptor pozitif (MCF-7) meme kanser hiicre dizileri
ile yapilan bir calismada, tamoksifenin aktif bir metaboliti olan 4-hidroksitamoksifen (4-
OHTam)’nin 12.5 ve 25 uM dozlar1 96 saat boyunca uygulanmis. Sonunda her iki dozun,
her iki hiicre dizisinde de ¢gogalmay1 baskilayici etkisi oldugu gosterilmistir (99).
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Insan hepatoblastoma hiicre dizileri (HepG2) iizerinde yapilan bir ¢calismada, 20
UM doz tamoksifenin, 48 saat sonundaki etkisinin 24 saat sonundakine gore daha fazla
oldugu ve telomeraz aktivitesini daha fazla baskiladig1 belirtilmistir. Ayrica uygulanan 20
uM tamoksifen sayesinde, 24 saat sonunda apoptoza giren ¢ekirdek oran1 % 5 iken, 72 saat
sonra bu oranin % 63’e ¢iktig1 belirtilmistir (18). Ayni arastirmacilarin yaptigi ¢alismanin
devaminda tamoksifenin hTR, hTERT ve TP1’in ekspresyon seviyelerini etkilemedigi,
ancak, sitozolik ve membran baglh protein kinaz C aktivitesinde 24 ve 48 saat sonra bariz
bir azalisa neden oldugu belirtilmigtir. Dolayisiyla, tamoksifenin PKC aktivitesini
diistirerek telomeraz aktivitesini baskiladigin1 ve apoptozu uyararak hiicre canliligini

azalttigini ileri stirmiislerdir (19).

Bu caligmalarla uyumlu olarak, bizim yaptigimiz c¢alismada da tamoksifen,
MCF-7 hiicre dizilerinde, 48. ve 72. saatlerde, ilagsiz gruba gore telomeraz enzim

aktivitesini bariz bir sekilde azaltmustir.
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6. SONUC
Yaptigimiz bu ¢alismada,

1. Kersetin; sogan, domates, yesil cay ve ¢ilek gibi sebze ve meyvelerde bulunan bir

flavonoid olup, telomeraz aktivitesini diigiirdiigi,

2. Bununla birlikte tiimor gelisimini, telomeraz aktivitesini azaltma yolundan ziyade,
daha bagka mekanizmalarla hiicre ¢ogalmasini Onleyerek, tiimor gelisimini

baskiladigi,
3. Tamoksifenin telomeraz aktivitesini kersetine gore daha fazla diisiirdiigii,

4. Tumoér gelismini, telomeraz aktivitesini azaltarak Onlemenin yaninda, Ostrojen

reseptorlerine baglanarak da sagladigi,
5. Tamoksifenin zamana ve doza bagl olarak giderek bu baskilamay1 artirdig,

6. Hem kersetin hem de tamoksifenin, dstrojen reseptoriine bagli ¢alisan kanser hiicre
dizilerinde (MCF-7), Gstrojen reseptoriine bagli ¢aligmayan normal hiicre dizilerine
(NIH-3T3) gore, telomeraz aktivitesini baskilama yoOniinden daha fazla etkili

oldugu,

Bununla birlikte, kanser tedavisinde kullanilan tamoksifen ve 0zellikle,
antikanserojen etkisi oldugu ileri siiriilen kersetinin etki mekanizmalarinin molekiiler
diizeyde belirlenmesi konusunda, daha fazla calismaya ihtiya¢ oldugu sonucuna

varilmstir.
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