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1. OZET

Tiirk Propolisinin Meme Kanseri (MCF-7) Hiicre Serisi Uzerinde

MikroRNA Ekspresyonu ve Apoptoza Etkilerinin Incelenmesi

Kanser genetik ve gelisimsel bir siire¢le ortaya ¢ikan, hiicrelerin asiri
proliferasyonu ve apoptoz fonksiyonlarin1 kaybederek olusan patolojik bir durumdur.
llaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi, insanlari ilag olarak bilinen dogal iiriinlerin
tilkketilmesine yoneltmistir. En c¢ok kullanilan {riinlerden biri de ar1 iriinii olan
propolis'tir. Literatiirde propolisin antikanser ve antiproliferatif etkilerine yogunlasan
cok sayida calismanin mevcut oldugu goriilmektedir. Ancak Tiirk propolisinin kanser
hiicre serilerindeki sitotoksik etkinligini konu alan g¢alismalarin smirli oldugu ve
miRNA seviyelerindeki degisimlerine ait meme kanseri hiicre serilerinde herhangi bir in
vitro c¢alisma yapilmadigi goriilmektedir. Bu ¢alismada; Tiirk propolisinin meme
kanseri hiicre serilerindeki miRNA seviyeleri {izerine etkisi, hiicre proliferasyonu ve

apoptoz ile iligkisinin incelenmesi amaglandi.

Etanollii propolis ekstraktinin antioksidan kapasitesi toplam fenolik icerik, toplam
flavonoid igerik analizleriyle, sitotoksik etkinligi ise MTT metoduyla belirlendi.
Propolis ekstraktinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etki mekanizmast; apoptoz,
hiicre dongiisii yoniinden flow sitometrik ve western blot yontemleri ile incelendi.

mIiRNA seviyeleri ise RT-qPCR yontemiyle belirlendi.

Caligmamizda propolis ekstraktinin toplam polifenolik ve flavonoid igerikleri
gram propolis bagina sirasiyla; 122.5 mg gallik asit, 50.9 mg kuersetin esdegeri olarak
bulundu. Ekstraktin MCF-7 hiicre serisi tizerindeki sitotoksik etkisinin normal fibroblast
hiicrelerine gore segici oldugu saptandi. Ekstraktin MCF-7 hiicrelerini hiicre
dongiisiiniin G1 evresinde durdurdugu; p53 protein seviyesinin artmasina bagli olarak
p21 ve Bax protein diizeylerini, apoptozu ve supresér miRNA’larin seviyelerini

arttirarak sitotoksik 6zellik gosterdigi belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Apoptoz, Meme Kanseri, miRNA, Propolis



2.  SUMMARY

Investigation of Turkish Propolis Effects microRNA Expression and Apoptosis on
Breast Cancer Cells Line (MCF-7)

Cancer is a pathological state that is an occurring with genetic and developmental
process due to the excessive proliferation of the cells and loss of their apoptosis
functions. The emergence of the side effects of the drugs has led people to the
consumption of natural products known as medicine. One of the most widely used

products is propolis, which is a bee product.

There have been many studies about anticancer and antiproliferative effects of
propolis in the literature. Even now, there are limited studies about cytotoxic effects of
Turkish propolis on cancer cell lines and no in vitro studies are performed on the breast
cancer cell lines related to changes of miRNA levels. Present study it has been aimed to
examination of the effects Turkish propolis on miRNA levels of breast cancer cells line,
and its relationship with cell proliferation and apoptosis.

Antioxidant capacity of ethanolic propolis extract was determined by total
phenolic and flavonoid contents analysis and cytotoxic activity of ethanolic propolis
extract was evaluated using MTT assay. Mechanisms involved in the cytotoxic action of
Turkish propolis on MCF-7 cells were investigated with regard to apoptosis and cell
cycle using flow cytometry and western blot. miRNA levels were detected by RT-gPCR

method.

In our study the values of total polyphenolic and total flavonoid contents were
found 122.2 mg gallic acid and 50 mg quercetin equivalents per gram propolis,
respectively. Propolis extract exhibited selective toxicity against MCF-7 cells compared
to normal fibroblast cells. We determined that ethanolic extract of propolis
demonstrated cytotoxic activity by inducing G1 cell cycle arrest of MCF-7 cells,
increasing p21 and Bax protein levels, apoptosis and tumor suppressor miRNA levels
by increasing the levels of p53 proteins.

Keywords: Apoptosis, Breast Cancer, miRNA, Propolis


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/analysis
http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/demonstrate

3. GIRIS ve AMAC

Kanser normal biiyiime ve farklilagmay1 saglayan mekanizmalar iizerindeki
kontroliin kaybolmasi nedeniyle degisime ugramis hiicrenin sinirsiz ¢gogalmasi sonucu
gelisen bir hastaliktir (1, 2). Meme kanseri tiim diinyada akciger kanserinden sonra,
kansere bagli oliimlerin en sik ikinci nedenidir (3). Kanser arastirmalarina her yil
milyarlarca dolar harcanmasina ragmen kanserin hala tam olarak nasil gelistigi
anlasilamamistir. Giiniimiizde kanser tedavisi i¢in kullanilan yontemlerdeki gelismelere
ragmen ileri evre hastalikta beklenen iyilesme arzu edilen diizeyde degildir. Kullanilan
ilaclarin yan etkilerinin ortaya c¢ikmasi insanlari yeniden dogal ilag olarak bilinen
tiriinlerin tiikketimine yoneltmistir. Bu baglamda yeni ilag¢ kesifleri i¢in dogal iirlinlere

potansiyel hammadde goziiyle bakilmaktadir (4).

Propolis, polifenolik ve flavonoid bilesikler agisindan zengin, toplandigi bolgenin
cografyasmma ve iklimine gore igerigi degisebilen, antitlimoral, antioksidatif,
antimutajenik, antibakteriyal, anti kanser ve pek c¢ok aktivitesi olan 6nemli bir ari
tirtintidiir (5). Polifenollerin antioksidan 6zelliklerinin yani sira; gesitli sinyal yolaklarini
etkiledigi, hiicre proliferasyonu, anjiyojenezi ve hiicreler arasi sinyal mekanizmasini
inhibe, DNA tamir enzimlerini ise aktive edebildikleri ortaya konulmustur (6, 7). Son
yillarda yapilan calismalarla polifenol iceren iiriinlerin ¢esitli onkojenik veya tiimor

supresor miRNA’lar1 hedefleyerek gen ifadelerini diizenledikleri ortaya konulmustur
(8).

Kiiciik RNA sinifinda yer alan miRNA’lar protein kodlamayan (non-coding)
RNA molekiilleridir. miRNA’lar hiicre proliferasyonu, apoptoz, gelisim ve metabolizma
gibi farkli biyolojik siireglerde rol oynamaktadir (9, 10). miRNA’larin kanser ve gesitli
hastaliklardaki rolii ile ilgili bircok caligma yapilmis ve molekiiler patolojisinin

aydinlatilmasinda 6nemli ipuglari elde edilmistir (11-13).

Polifenollerin  hiicresel sinyal yolaklarindaki transkripsiyon faktorlerinin
aktivitesini diizenleyerek gen ekspresyonunu diizenleyebilecegi 6ne siiriilmektedir. Bu

diizenleyici yol ile polifenollerin miRNA ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir (14,
15).



Bu tez calismasinda; Tiirk propolisinin meme kanseri hiicre serilerindeki
sitotoksik etkisinin incelenip, hiicre proliferasyonu, apoptoz ve ilk kez Tiirk propolisinin

mMIiRNA ekspresyonu lizerine etkisinin incelenmesi amaglandi.



4. GENEL BILGILER
4.1. Propolis

Yillar boyunca, ilaglarin kesfi i¢in dogal {iirlinler umut vadeden kaynaklar
olmuslardir (16). Ozellikle son yillarda sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi
ve hastalik etmenlerinin bu ilaglara kars1 direng gelistirmesi insanlar1 dogal ilag olarak
bilinen iirlinlerin tiilketimine yoneltmistir. Bu dogal liriinler arasinda en yaygin olarak
kullanilanlardan biri de bir ar1 iiriinii olan propolistir (5, 16). Ar iriinlerinin tedavi
amaciyla kullanilmasina "Apiterapi" denilmektedir. Apiterapi, aricilik kadar eskidir (17)
ve birgok iilkede yiizyillardir alternatif tip olarak kabul edilmistir (18). Antik ¢aglardan
(M.O. 300) bu yana, insanoglu propolisi saglik, gida, koruma ihtiyaglarini karsilamak
icin farkli amagclar i¢cin kullanmistir. Misirhilar Sliilerini mumyalamak i¢in propolisin
clirimeyi engelleyici Ozelliginden yararlanirlarken, Yunan ve Roma hekimleri
propolisin antiseptik, sikatrize edici ajan ve dis saglig i¢in kullanimindan
bahsetmektedir. Propolis, 17. yy. ve sonrasinda Avrupa’da ¢ok popiiler olmus (5, 16) ve
17. vyiizyil Ingiltere farmakopelerine yara iyilestirici 6zelligi ile girmistir (19).
Propolisin kimyasal bilesimi ile ilgili ilk ¢alismalar 20. yiizyilda baslamis, bilim
insanlart bir yandan propolisin igerigindeki maddeleri belirlerken bir yandan da
biyolojik aktivitelerini ortaya koymaya baslamislardir (20). Bir ar1 {iriinii olan propolis;
bal arilan tarafindan agaclarin kabuk, bitkilerin filiz ve tomurcuklarindan toplanan
cesitli polenler, balmumu ve 6zel regine maddelerin tiikiiriikk enzimleri ile sindirilmesi
sonucu olusur (5, 18). Arilar propolisi; kovanin igindeki delikleri, catlaklar1 kapatmada,
soguga, disaridan gelen istilacilara karst kovanin korunmasinda ve leslerini
mumyalamada kullanir. Ayrica kovanda olusabilecek cesitli enfeksiyonlara karsi
bakteri, mantar ve viriislerle miicadelede koruyucu olarak gérev yapmaktadir (21).

Propolisin kaynagi; kavak (Populus spp.), kayin (Fagus sylvatica), hus (Betula
alba), kestane (Castanca sativa), at kestanesi (Alnus glutinosa) gibi bitkiler
olabilmektedir (5).

Son 50 yilda propolisin; antibakteriyel, antifungal, antiviral, sitotoksik,
antikaryojenik, antiinflamatuar, antioksidan, tlimorisidal ve antimutajenik o6zellikleri
cesitli galigmalarla ortaya konulmustur (16, 17, 22-24). Propolis, tiim diinyada yiiriitiilen
bir¢cok calismanin konusu haline gelmis, ayrica ilag, kozmetik ve gida endiistrisinde de

kullanilmaktadir (5, 18). Propolisin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerine dair pek ¢ok



onemli veri bulunmasina ragmen ila¢ endiistrisindeki kullanimlar1 ve tedavi edici

uygulamalart sinirlidir (5, 25).

Sekil 1. Calisma i¢in kullanilan propolis 6rnekleri (Misir’dan, 5)

4.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis sogukta kat1 ve kirillgan, sicakta ise yumusak, 25-45 °C arasinda ise
oldukca esnek yapidadir. Genel olarak 60-70 °C arasinda bir erime noktasina sahip
olmasina ragmen bazi 6rneklerde bu 100 °C’dir. Propolis sari-yesil, kirmizi ve koyu
kahverenginde olabilmektedir. Propolis karakteristik aromatik kokuya sahiptir.
Propolisin rengi, kokusu, kimyasal kompozisyonu toplandigi bolgenin bitki ortiisiine ve
mevsime gore degisebilmektedir (19, 26). Propolisin reginemsi yapisi goz Oniine
alindiginda, nadiren ham haliyle kullanilabilmektedir. Propolis c¢esitli ¢oziiciiler
kullanilarak ekstrakt haline getirilmektedir. En yaygin olarak kullanilan ¢oziiciiler
arasinda su, metanol, etanol, kloroform, diklorometan, eter ve aseton yer almaktadir

(26). Propolis 6rnekleri Sekil 1° de gosterilmistir (5).
4.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve icerigi

Yapilan ¢alismalarda propolisin kimyasal bilesiminin sabit olmadig, toplandig1
bolgenin bitki Ortiisline, iklimine ve toplayan ar1 irkina gore farkliliklar gosterebildigi
belirlenmistir (19, 21). Propolis kimyasal bilesimi agisindan genel olarak %50 regine,
%30 mum, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5 diger organik
maddelerden olugmaktadir (16, 24). Propolisteki temel kimyasal siniflar; fenolik,
flavonoid ve g¢esitli aromatik bilesiklerdir. Ayrica bir¢gok B-kompleks vitamini,
aminoasit, 6nemli mineraller ve eser elementleri de icermektedir (5, 24). Flavonoidler

bitkilerde glikozitleri seklinde bulunurlarken, propolis igerigindeki flavonoidler ise



aglikonlar1 seklinde bulunmaktadir. Bu durumun arilarin propolis toplarlarken
salgiladiklar B-glikozidazlarin bitkisel flavonoidlerdeki seker birimlerini kesmelerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (27). 2012 yilina kadar pek cok iilkeye ait propolis
orneginde flavonoid, terpen ve fenolik bilesenlerine ait 500°den fazla bilesik tespit
edilmistir (24).

Avrupa, Asya, Kuzey ve Giiney Amerika ile Afrika’dan toplanan propolis
orneklerinin kimyasal igeriklerinin birbirinden farkli oldugu bildirilmektedir. Avrupa ve
Cin propolis 6rneklerinin ¢ogunlukla flavonoid ve fenolik asit tiirevlerini igerdikleri,
tropikal bolge propolis o6rneklerinin ise genellikle flavonoid bakimindan fakir oldugu
bilinmektedir (19). Iliman kusak iilkelerinden elde edilen propolis 6rneklerinden bugiine
kadar fenolik asitler, fenolik asit esterleri ve flavonoidler gibi ana siniflara dahil 300
kadar bilesik belirlenmistir. Tablo 1’de propoliste bulunan baslica bilesenler, bulunma
oranlariyla birlikte verilmistir (5). Gozlenen kimyasal farkliliklarin farkli biyolojik
aktivitelere sebep olabilecegi belirtilmektedir (21).

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler (Demir’den, 19)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar(%0)
Flavonoidler

Recine Terpenler
Kumarinler 45-55

Fenolik asitler ve esterleri

Mum ve yag asitleri Arilardan veya bitkilerden ¢oklu doymamis yag asitleri 25-30

Esansiyel yaglar Ucucu bilesenler 10
Proteinler

Polen Serbest aminoasitler 5

Vitaminler (A,B,C,E vs)

Eser elementeler(Cu, Mn, Fe vs)
Ketonlar

Diger maddeler Laktonlar 5
Kinonlar

Steroidler




4.1.2.1. Propolisin I¢eriginde Bulunan Flavonoidler

Flavonoidler, polifenollerin alt gurubu olup, benzo-y-piron (kromon) tiirevleri
olarak kabul edilirler. Flavonoidler, giiclii antioksidan ozellikleriyle karakterize edilir
(27) ve propolisin farmakolojik aktiviteleri biiyiikk Ol¢iide flavonoidlerin varligina

atfedilmektedir (24). Flavonoidlerin genel yapisi Sekil 2’°de gosterilmistir (27).

Sekil 2. Flavonoidlerin genel yapisi (27)

Flavonoidler kimyasal yapilarmma gore; flavonlar, flavonoller, flavanonlar,
izoflavonlar, katesinler, kalkonlar gibi alt siniflara ayrilmaktadirlar (27, 28). Tablo 2’ de

propolisin igeriginde bulunan flavonoid tiirleri verilmistir (29).

Tablo 2. Propolisin i¢eriginde bulunan flavonoid tiirleri (29)

Flavonoid cesidi Bilesik

Flavonoller Kuersetin, Kaempferol, Galangin
Flavononlar Naringin, Pinosembrin, Hesperedin
Flavonlar Apigenin, Luteolin

Flavonoidler; meyvelerde, sebzelerde dogal olarak bulunan polifenolik bilesik
grubunda yer alip, sekonder bitki metabolitleridir. Bu bilesikler, insanlar tarafindan
sentezlenemezler ancak insan diyetinin énemli bir kismini olusturmaktadirlar. Propolis

icerigindeki en biiyiik bilesen sinifin1 flavonoid pigmentleri olusturmaktadir (30).

Bugiine kadar propolisten 38’den fazla flavonoid izole edilmistir (27). Bunlara
galangin, kaempferol, kuersetin, pinosembrin, pinostrobin ve pinobanksin 6rnek olarak
verilebilir (31). Flavonoidlerin serbest radikal toplama kapasitelerinden dolayi
gosterdikleri antioksidan oOzelliklerinin yani sira, hiicre proliferasyonu iizerine etkili
olduklari, anjiogenezi ve hiicreler arasi sinyal mekanizmasini inhibe ettikleri ve DNA

tamir enzimlerini stimiile ettikleri ortaya konulmustur (32). inflamasyon, hipertansiyon,



mutasyonlara ve karsinojenlere, kanser ve AIDS’ e karsida etkili olduklar1 belirtilmistir
(5).
4.1.2.2. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

Fenolik bilesikler; sahip olduklar1 aromatik halkalarinin sayisina ve g¢esitli
fonksiyonel gruplarina (esterler, metil esterler, glikozitler vb.) bagl olarak farkl: sekilde
simiflandirmak miimkiindiir (33). En 6nemli fenolik bilesikler arasinda; sinnamik asit,
vanilin, benzil alkol, benzoik asit, kafeik asit ve ferulik asit yer almaktadir (6, 31).
Fenolik bilesiklerin, bitkilerdeki fizyolojik rollerinin yani sira, oksidatif stres ile
iligkilendirilmis, Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere karsi koruyucu
olabilecegi ortaya konulmustur (5, 32). Bu bilesenlerin antioksidan 6zellikleri; serbest
radikalleri (sliperoksit anyonu, hidroksil iyonu gibi) yakalayabilme, agir metal (demir,
bakir gibi) iyonlarim selatlayabilme ve oksidazlari inhibe ederek enzim aktivitelerini

degistirebilme seklinde ifade edilmektedir (27).
4.1.2.3. Ar1 Mumu, Yag Asitleri ve Esansiyel Yaglar

Propolisin igeriginde yer alan art mumu ve yag asitleri propolisin yaklagik %30’
unu olustururken, ugucu bilesenler ise propolisin yaklasik %10 unu olusturmaktadir
(26). Arn mumu baslica mono esterler, diesterler, uzun zincirli hidrokarbonlar,
hidroksiesterler, poliesterler, uzun zincirli yag asitleri, triesterler ve asit esterlerinden

olusur (32).
4.1.2.4. Mineral Elementler

Propolis igeriginde bulunan mineral elementler arasinda Ca, Mg, K, Na, Fe, Zn,
Al ve Si bliyilk miktarlarda mevcuttur. Ayrica propolis igeriginde A, B, C ve E
vitaminlerinin yani sira az miktarda arilarin tiikiiriik salgilarindan kaynaklanan o-
amilaz, B-amilaz, a-laktamaz, -laktamaz, maltaz, esteraz gibi enzimlerin bulunabildigi
de belirtilmistir (27, 34).

4.1.3. Propolisin Biyolojik Aktiviteleri

Giliniimiizde kanser, diyabet ve ateroskleroz gibi bir¢cok hastaligin altinda yatan
oksidatif stres etkilerini ortadan kaldirmak igin dogal triinlerle ilgili ¢aligmalar
yapilmaktadir. Eski ¢aglardan beri propolisin biyolojik 6zellikleri bilinmekte (27) ve

insanlar tarafindan farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (5). Son yillarda



propolis, tiim diinyada yiiriitiilen bir¢ok ¢aligmanin konusu haline gelmis (16, 17, 22-
24) ve arastirmacilar propolisin farmakolojik aktiviteleri ve bu etkinliklerden sorumlu

etki mekanizmalarina odaklanmiglardir (18).

Propolisin antibakteriyel, antiviral, antifungal, antikaryojenik, antiiilser,
imminomodiilator, antiinflammatuar, antioksidan, anestezik, antitiimoral, antikanser,
radyoprotektif, noroprotektif, antiproliferatif ve timor indiiklii anjiogeneze karsi
koruyucu gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya
koyulmustur (6, 27, 35-40). Propolisin antioksidan mekanizmasi, serbest radikallerin
olusturdugu DNA hasarlarimi  tamir edici Ozellikte olmasindan ve lipid
peroksidasyonuna neden olan polimer zincir reaksiyonlarini kirici 6zelligi ile ROS’ lar1

dokulardan uzaklastirict etki gostermesinden kaynaklanmaktadir (5).

Propolisin antibakteriyel etkisi RNA polimeraz inhibisyonuna baglanmaktadir.
Galangin, kafeik asit, pinocembrin gibi bilesenler antibakteriyel etki gosterir. Antiviral
etki gosteren bilesenler ise kafeik asit, luteolin ve kuersetindir. Propolisin yaniklar, yara
tyilesmesi, cilt inflamasyonlar1 ve diger deri hastaliklarinda tedavi edici etkisinin oldugu
belirtilmistir. Bunlarla birlikte tiim flavonoidlerin tamamen saglikli oldugunu diistinmek
yanlis olur. Bazi polifenol tiirlerinin konsantrasyona bagli olarak mutajenik ve
prooksidan Ozellik gosterebilecegi, dolayisiyla topoizomeraz enzim aktiviteleri,
prostanoid biyosentezi ve sinyal transdiiksiyonu gibi esansiyel biyokimyasal yolaklari

olumsuz etkileyebilecegi de ileri siiriilmektedir (5, 19).
4.1.4. Propolisin Antikanser Ozellikleri

Kanserle miicadelede siklikla basvurulan metotlardaki etkisizlik, ciddi toksisite ve
coklu ilag direnci gibi dezavantajlar Kkanser tedavisindeki basar1 yiizdesini
diistirmektedir (19). Antikanser ilaglara karsi olan direnci yenebilmek igin yeni
stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir (4). Bu nedenle dogal iirlinlere yeni ilag kesifleri igin
potansiyel hammadde goziiyle bakilmakta ve dogal iiriinlerde bulunan polifenoller bu
anlamda yapilar1 ve aktiviteleri ile &n plana ¢ikmaktadir (41, 42). Ozellikle dogal ar1
tirtinlerinin igerdikleri polifenoller {izerinden gerek in vivo ve gerekse in vitro antikanser
etkinliklerinin ortaya konmasi, bu 6zelligin de tiimor hiicre biliylimesini ve metastazi
engelleyerek ya da apoptozu arttirarak ortaya ¢iktiginin belirlenmesi ar1 iiriinlerine olan

ilgiyi arttirmustir (43).
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Propolisin; in vitro kosullarda kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini durdurabilen
ve/veya bu hiicrelerde apoptozu arttirabilen kafeik asit, kafeik asit fenetil esteri (CAPE),
artepilin C, kuersetin, naringenin, galangin, kaemferol ve genistein gibi bilesikleri ihtiva
ettigi bildirilmektedir (18, 19, 27). Propolisin dencysel modellerde; akciger, agiz, deri,
0zofagus, mide, kolon, prostat ve meme kanserlerinin gelisimini inhibe edebildigi de
ortaya konulmustur (27). Propolisden literatiirde siklikla tiimor karsiti ve bagisiklik
diizenleyici madde olarak bahsedilmektedir. Propolisin in vivo antitiimoral etkisi
immiinomodiilator etkinligine dayandirilmaktadir. Bu da makrofaj aktivasyonu araciligi
ile makrofajlardan salinan faktorlerin iiretiminin arttigi, bu faktorlerin de dogrudan
kanser hiicrelerine etki ederek veya diger immiin hiicrelerini aktive ederek spesifik

olmayan tiimor cevabinin olustugu seklinde agiklanmaktadir (35).
4.2. Radikal Kavram ve Oksidatif Stres
4.2.1. Serbest Radikaller

Atomlarin g¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli ¢iftler seklinde bulunma egilimindedirler. Serbest radikaller, bir
ya da daha fazla eslesmemis elektron igceren ve genellikle reaktif olan kimyasal
maddelerdir. Bu molekiiller, molekiiliin kimyasal simgesinin sag iist kosesine konan

nokta veya ¢izgiyle (R, R") gosterilirler (5).

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda meydana gelebildigi gibi (44), bazi1 dis etkenlere maruz birakilmayla da

meydana gelebilir. Serbest radikal olusum nedenleri:

1. Aktive olmus fagositler (respiratory burst),

2. Ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz tarafindan,

3. Adrenalin, dopamin ve kinonlar,

4. Mitokondriyal elektron (e-) transportu: Hiicrelerde en biiyiik serbest radikal
kaynagidir.

5. Arasidonik asit metabolizmasinda yer alan lipooksigenaz ve siklooksigenaz
tarafindan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olustururlar.

6. Radyasyon,

7. Cevresel faktorler (sigara dumani, aromatik hidrokarbonlar),
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8. Alkol sayilabilmektedir (45-47). Biyolojik 6nemi olan reaktif oksijen tiirleri
Tablo 3’de gosterilmektedir (19).

Tablo 3. Biyolojik 6nemi olan reaktif oksijen tiirleri (Demir’den, 19)

Radikaller Non-radikaller
Stiperoksit (O27) Hidrojen Peroksit (H202)
Hidroksil radikal (OH") Hipokloroz asidi (HOCI)
Peroksil (RO Ozon (O3)

Alkoksil (RO) Singlet oksijen (O’)
Hidroperoksil (HO,) Peroksinitrit (ONOO")
Nitrik oksit (NO) Hidroperoksit (L(R)OOH)

4.2.2. Serbest Radikal Tiirleri

Siiperoksit radikali, hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu olusmaktadir. Uzun bir yarilanma Omriine sahip olup,

lipofilik 6zellik gosterir ve olustugu yerden uzak bdolgelere diflizyonla yayilabilmektedir
(5, 19).

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikal olarak
kabul edilmektedir. Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten ve suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda

olusmaktadir (5).

H20o, siiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon reaksiyonu sonucu
ortaya ¢ikar (46). H2Oz bir serbest radikal degildir, ancak ROS iiretimini sagladigi i¢in
reaktif oksijen bilesikleri kapsamina girmektedir (48). Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu olduk¢a reaktif olan serbest oksijen radikali OH" radikalini

olusturmaktadir (46).

Fe’™ + H,0, — Fe*™ + OH’

Fenton Reaksiyonu

0, + H,0, — OH" + OH+ O,

Haber — Weiss Reaksiyonu
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Hiicre i¢i H2O2 kaynaklari; peroksizomlar da yer alan D-aminoasid oksidaz, iirat
oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi acil-COA oksidaz gibi oksidazlar

stiperoksit tiretmeden H2O iiretimine sebep olurlar (5, 41).
4.2.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Endojen ve ekzojen olmak {iizere iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin olusumu;
inflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci (pO32),
ozon (O3), azot dioksit (NO2"), kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin
etkisiyle artar. Serbest radikaller hiicre ve dokularda pek c¢ok zarara yol agmaktadir.

Hiicre ve dokularda ROS;

1. DNA’nin tahrip olmasina,

2. Proteinlerdeki tiyol gruplari ve diger aminoasit kalintilar1 oksidasyonuna,
proteinlerin fragmantasyonu, agregasyonu veya ¢apraz baglanmalar meydana
gelmekte bu durum protein-protein etkilesimlerini veya enzim aktivitelerini
degistirmesine,

3. Lipid peroksidasyonu zar yapist ve fonksiyonunun degismesine ve
polisakkaritlerin oksidatif yikimi1 sonucu fonksiyon desikligine sebep

olabilmektedir (5, 41).

Organizmada serbest radikallerin olusum ve ortadan kaldirilma hizi bir denge
icerisindedir. Bu durum oksidatif denge olarak tanimlanir. Oksidatif stres, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuna yol agan prooksidan/antioksidan homeostazindaki bir
dengesizligin oksidanlar lehine bozulmasiyla hasarlara yol agarak insanda pek g¢ok
hastaligin olugsmasini saglayan durum olarak tanimlanir. Oksidan ve antioksidan

arasindaki homeostatik denge Sekil 3’de gosterilmektedir (47).
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Sekil 3. Oksidan ve antioksidan denge (Rahman’dan, 47)

4.2 .4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin viicutta "antioksidan savunma sistemi" adi verilen savunma
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Canli hiicrelerde reaktif oksijen {iriinlerini inaktive eden
ve bu nedenle oksidatif hasar1 dnleyen ya da geciktiren bilesikler antioksidanlar olarak
bilinirler (49). Antioksidanlar etki mekanizmalarini; serbest oksijen radikallerini tutarak
veya ¢ok daha zayif yeni bir molekiile cevirerek, aktivitelerini azaltarak, reaksiyon
zincirini kirarak ya da onarim yaparak gosterirler. Enzimatik ve nonenzimatik

antioksidan sistemde gorevli molekiiller Tablo 4’de verilmistir (5).
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Tablo 4. Antioksidan savunma sistemi elemanlar1 (Misir’dan, 5)

Enzimatik Enzimatik Olmayan

Siiperoksit dismutaz (SOD) Askorbik asit (Vit C) a-Tokoferol (Vit E)
Katalaz (CAT) Glutatyon (GSH) Seruplazmin
Glutatyon Peroksidaz (GPx) Transferrin Polifenoller
Glutatyon Rediiktaz (GR) Laktoferrin Melatonin
Glutatyon S-transferaz (GST) Bilirubin Albiimin
Tiyoredoksin Rediiktaz (TR) B -karoten Urik asit

Insanda belli bash hiicre ici antioksidanlar SOD, CAT ve GPx enzimleridir (17).
Hicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirlidir. Bu sebeple
hiicre dis1 ortamda antioksidan savunmadan esas olarak E ve C vitamini, transferrin,
haptoglobin, seruloplazmin, albumin, bilirubin, B-karoten, {irik asit, glukoz, sistein gibi
molekiller sorumludur. Gidalar ile alinan antioksidanlarin basinda E vitamini, C

vitamini, fenolik bilesikler ve karotenoidler gelmektedir (32, 50).

Antioksidanlarin  oksidatif strese karsi koruyuculuklari, reaktif oksijen
bilesiklerine kars1 olan reaktivitelerine baghdir. In vitro galismalarda flavonoidler, basit
fenolik asitler ve karotenoidler gibi dogal bilesiklerin ¢ok etkili serbest reaktif oksijen
siipiiriciiler1  oldugu ancak bunlarin kendilerinin de reaktif sekonder radikaller
olabilecegine iliskin bulgular elde edilmistir. Bu sekonder radikaller hiicre i¢ine ulasip
burada lipidler, proteinler ve DNA gibi kritik hedeflerde sitotoksik ve genotoksik
etkilere yol acabilecek degisiklikler yapabilirler.

Gidalarda bulunan antikarsinojen oOzellikteki bilesiklerin antioksidan o6zellik
gosterdigi  bilinmektedir. Bircok rahatsizliga karst koruyucu oldugu varsayilan
antioksidanlarla ilgili ¢aligsmalar in vitro kosullarda yapilmis olup, in vivo ¢alismalardan
elde edilen bilgiler ise sinirlidir. Antioksidan etkinin kansere kars1 koruyucu rolii heniiz

tam olarak aydinlatilamamustir (51).
4.3. Kanser

Kanser, genetik ve gelisimsel bir siiregle ortaya c¢ikan, hiicrelerin asiri
proliferasyonu ve apoptoz fonksiyonlarini kaybederek olusan patolojik bir durumdur.

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gdre bulasici olmayan hastalik kaynakli 6liimlerinin
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%63’ kanser ile iliskilidir. Oliime en ¢ok sebebiyet veren kanser tiirlerinin akciger,
mide, kolon, karaciger ve meme kanserleri oldugu bildirilmektedir (1, 2, 52). Diinya
Saglik Orgiitii ve Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin verilerine gore; 2008 yilinda
diinya genelinde 12 milyon olan kanser vaka sayisinin 2030 yilinda 26 milyonu asacagi

tahmin edilmektedir (54).

Kanser sikliginin bu kadar yiiksek olmasi; popiilasyonun yas ortalamasi, beslenme
aligkanligi, cevresel karsinojenlere maruz kalma siiresi gibi demografik durumlardan
kaynaklanabilmektedir (2). Genetik ve epigenetik degisimlerin yani sira (54) sigara,
viriisler, kimyasal ve ¢evresel karsinojenlere maruziyet, radyasyon gibi etmenler baglica
kanser olusturma sebepleri arasinda sayilmaktadir (19). Kanserin ortaya c¢ikisinda

molekiiler anlamda iki temel mekanizmanin oldugu ileri siiriilmektedir. Bunlar;

1. Onkogenlerin aktivasyonu,

2. Tumor Supresor gen inaktivasyonudur (55).

Hiicre biiyiimesi, farklilagmasinda rolii olan proto-onkogenlerde meydana gelen
mutasyonlar tiimor gelisimine, timor supresor genlerde meydana gelen mutasyonlar ise

hiicre dongiisiiniin inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre biiylimesine neden olur

(56).

Kanser olusum siireci baslangi¢, gelisme ve ilerleme olmak iizere 3 asamadan
olusur. Baslangic asamasinda DNA mutasyonlarinin olustugu ileri siirtilmektedir.
Gelisme asamasi; hiicrenin ¢ogalma avantajina sahip olmaya basladig: bir donem olarak
tarif edilirken, ilerleme asamasinda ise hiicre sahip oldugu kontrolsiiz boliinebilme
karakteri sayesinde malign karakterdeki hiicre sayisini arttirip tiimor olusumuna neden

olabilmektedir (19). Timor olusum evreleri Sekil 4’te gosterilmektedir (57).

Baslangi¢ Ilerleme o Gelisme Metastaz

.:93(:9‘0::3 s,
B

Xe

Kanserojen madde

Sekil 4. Tiimor olusum evreleri (Raghu’dan, 57)
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Kanserli hiicrelerde tanimlanan karakteristik ozellikler; apoptotik hiicre
6liimiinden kacabilmeleri, cogalma sinyallerine gereksinim duymadan ¢ogalabilmeleri,
damarlanmay1 arttirabilmesi (anjiyojenezis), hiicresel metabolizmalarin1 yeniden
programlayabilmeleri, immiin yanittan kagabilmeleri (6zellikle T ve B lenfositlerinden,
makrofajlardan ve natural killer hiicrelerden), doku invazyonu ve metastaz kabiliyetini

arttirabilmeleridir (58, 59).

Kanser aragtirmalarina her yil milyarlarca dolar harcanmasmma ragmen hala
kanserin tam olarak nasil gelistigi sorusu yanit bulamamistir. Giiniimiizde kanser
tedavisi ic¢in kullanilan cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hormon replasmani gibi
yontemlerdeki gelismelere ragmen ileri evre hastalikta beklenen iyilesme arzu edilen
diizeyde degildir. Kemoterapi kanserle miicadelede siklikla bagvurulan metot olup,
etkisizlik, ciddi toksisite ve g¢oklu ilag direnci gibi dezavantajlar basar1 yiizdesini
diisiirmektedir (19). Bundan dolay1 anti kanser ilaglara karsi olan direnci yenebilmek

icin yeni stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir (4).
4.3.1. Meme Kanseri

Meme kanseri tiim diinyada akciger kanserinden sonra, kansere bagli 6liimlerin en
stk ikinci nedeni olup, memenin siit kanallarin1 olusturan ve lobiillerini Orten epitel
hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonu sonucu olusur (3, 54). Kadinlarda en sik goriilen ve
mortalite oran1 yiiksek olan meme kanserinin, erkeklerde goriilme orami ise tiim
vakalarin %]1’ini olusturmaktadir (60). Giiniimiizde kadinlarda goriilen kansere bagl
oliimlerin %18’1 meme kanseri kaynaklidir. Tiirkiye’de kadinlar arasinda en sik goriilen
10 kanser tipi igerisinde meme kanseri birinci sirada yer almaktadir (61). Bu nedenle
diger kanserlerde oldugu gibi meme kanserinin erken tanisi ile tedavi sonrasi yasam

kalitesini koruma ve siirdiirme 6nemli hale gelmistir.

Meme kanseri heterojen bir hastalik olup nokta mutasyonlari, kromozomal
amplifikasyonlar, delesyonlar, translokasyonlar ve dublikasyonlar1 da igeren genetik
anormalliklerin progresif birikimi sonucu olusurken (54), klinik, morfolojik ve
molekiiler agilardan da farkliliklar gosterir (62). Yapilan epidemiyolojik aragtirmalarda
meme kanserinin olusumuna yol agan ya da gelisimini hizlandiran genetik, ¢evresel,

hormonal ve fizyolojik faktorler gibi birgok etken ileri siiriilmektedir (54, 63).
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Meme kanseri, Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR), vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii reseptorii (VEGFR) ve insan epidermal biiyliime faktori
reseptorii 2 (HER2/neu) de dahil olmak iizere, belirli proteinlerin ekspresyonu ig¢in
pozitif ya da negatif olarak siiflandirilir (11, 64). Bu reseptorlerin gen amplifikasyonu
ya da azalmasi Onemli Olgiide gogiis kanseri hiicrelerinin biyolojik 6zelliklerini
degistirir ve tedavisinde kullanilabilecek terapotik maddeleri de degistirir (11). Meme
kanseri diger siniflandirmasi ise Luminal A, Luminal B, ERBB2 (HER2), bazal ve
normal benzeri olmak iizere bes alt gruba ayrilmistir. Bu molekiiler alt tipler, normal
yetiskin memede luminal epitel ile miyoepitel hiicreleri olmak {izere iki temel epitelyum

hiicre tipi bulunduguna isaret eder (62).

Meme kanserinde hiicre dongiisii kontrolii, hiicre proliferasyonunu engelleyen ve
DNA tamirinde yer alan pek ¢ok tiimor baskilayici genin [BRCA1, p16 INK4o, tiimor
proteini 53 (TP53), fosfataz ve tensin homologu (PTEN) genleri] inaktive oldugu
belirtilmistir (13). Ayrica meme kanserinde Rat sarkoma (RAS), ve B-cell lenfoma 2

protein (Bcl-2) gibi onkogenlerin ekspresyonlarinda artis gozlenmektedir (11).

Meme kanseri tedavisinde cerrahi, radyasyon tedavisi, endokrin tedavi ve/veya
kemoterapi uygulanmaktadir (65). Doksorubisin (Dok) (66), paklitaksel (Taxol)
mikrotiiblil olusumunu stabilize eden ve dogrudan hiicre boliinmesini inhibe ederek
meme kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapotik ajanlardir (11).
Ilerlemis veya metastatik meme kanseri tedavisinde karsilasilan en énemli sorunlardan
biri gelisen ila¢ direncidir. Meme kanserine karsit kemoterapotik ilaglarin uzun siireli
kullanim1 nedeniyle ortaya ¢ikan ilag direnci ilaci etkisiz hale getirmektedir (67, 68).
Meme kanserinde goriilen yiiksek morbidite ve mortalite nedeniyle, etkin bir tedavi

yonteminin gelistirilmesi gerekmektedir (69).
4.3.2. Kanser ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri hiicre sinyalizasyonunda ikinci haberci olarak hareket eder
ve normal hiicrelerde ¢esitli biyolojik siirecler i¢cin gereklidir. Fizyolojik kosullar altinda
ROS siirekli olarak {iretilir ve redoks homeostazisinin muhafaza edilmesi amaciyla
antioksidan sistemler tarafindan ortadan kaldirilir. Hiicre c¢ogalmasi, farklilagma,
bagisiklik stresi ve metabolik uyum gibi hiicresel siiregler i¢in redoks dengesinin

korunmasi1 6nemlidir. Redoks dengesinin degismesi, hiicre hasar1 veya anormal hiicre

18



sinyalizasyonuna ve hiicresel homeostazin bozulmasina neden olur. ROS’un kanser
tizerindeki roliintin iki yonlii oldugu belirtilmektedir. Normal hiicrelerde goriilen ROS,
kanserin baglamasi, ilerlemesi, yayilmasi ve anjiyojenezi diizenleyen sinyal yolaklarini
harekete gecirdigi i¢in onkojenik kabul edilir. Bununla birlikte, kanser hiicrelerinde
goriilen asir1 ROS seviyesi, hiicre 6liim yolaklarini, yaslanmay1 ve hiicre siklusunun

durdurulmasini tetikleyebilmektedir (70).

Karsinogenez sirasinda, kanserli hiicrelerde ROS seviyesi artar ve antioksidan
diizeyleri azalir. Kanser hiicrelerinde kanserle iliskili fibroblastlar (CAM), makrofajlar,
hipoksi durumu ve NADPH oksidaz ROS firetiminin artmasina sebep olur. Kanserle
iligkili makrofajlar tarafindan ekspresyonu tetiklenen hipoksi indiikleyici faktor (HIF-
la) ve VEGF anjiyojenez ve tiimor ilerlemesine yol agar. Ayrica, matriks
metaloproteinazlarin salimmmi (MMP) ve sitokinler kanser hiicrelerinin biiyiimesini
uyaran timor metastazina ve migrasyonuna yol agarlar. Oksidatif stresin hiicre
cogalmasi ile ilgili birgok sinyal yolagmi etkiledigi Sekil 5’te gosterilmistir (50).
Protein kinazlar (MAPK), fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K), fosfolipaz C ve protein
kinaz C, oksidatif stres tarafindan etkilenir. Ayrica ROS, apoptozda anahtar rol oynayan
p53 tiimdr supresor geninin ekspresyonunu degistirir. Boylece gen ekspresyonu, hiicre
proliferasyonu, apoptoz ve anjiyojenezde degisikliklere neden olan oksidatif stres,

timor baslamasi ve ilerlemesinde 6nemli rol oynar (49, 50).
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Sekil 5. Kanser hiicrelerinde iiretilen ROS tiimor mikrogevre olusturmaya, anjiyogenez
ise ve tiimor progresyonuna etki eder (Sosa’dan, 50).

Hiicre i¢i seviyelerine bagli olarak ROS; kanser hiicresinin hayatta kalimina ve
Olimiine neden oldugu i¢in "iki ucu keskin kili¢" olarak nitelendirilmektedir. Bu
Ozelliginden dolayr kanser terapilerinde ROS’a dayali stratejiler tartisilmaya
baslanmistir (70). ROS arttiric1 ya da antioksidan inhibitérlerin kanser hiicrelerini segici
olarak oldiirebildigi, timdr olusumunu ve ilerlemesini baskilayabildigi cesitli

caligmalarla ortaya konulmustur (19, 70).

Son yillarda CAT ve SOD antioksidan enzim inhibitorleri kullanarak kanser
hiicrelerinin ROS aracilikli apoptoza siiriiklenme stratejisi dnem kazanmistir. Bazi
antikanser ilaglarin da kanser hiicrelerinde ROS miktarini arttirdiklar1 ortaya
konulmustur (19). Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda; 5-fluorourasil, okzaliplatin
ilaglarinin kanser hiicrelerinde hiicre i¢i ROS miktarmi arttirabildikleri ortaya
koyulmustur (19, 50). Paklitaksel; NADPH oksidaz aktivitesini arttirmak suretiyle ROS
miktarm1 da arttirabildigi goriilmiis (50) ve benzer o6zelliklerinden dolay1 sisplatin,
arsenik trioksit, antrasiklinler ve bleomisin gibi kemoterapdtik ajanlarin hiicre ici ROS
seviyelerini de arttirdiklarindan kemoterapide daha fazla tercih edilmeye

baslanmiglardir (71).
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4.4. MikroRNA

DNA’nin yapist Watson ve Crick tarafindan kesfedildiginden bu yana son 50
yilda, molekiiler biyoloji alaninda hizli ilerlemeler gergeklesti. Bu alandaki gelismelerin
anlasilmasi klinikte ilerlemenin &niinii act1 (72). Insan genomunun yalnizca ¢ok kiigiik
bir kismi (yaklasik %]1) fonksiyonel proteinlerin sentezlenmesinde kullanilmaktadir.
Genomun geriye kalan kisminin ¢ok az énem tasidigi diisiiniilmekteyken, kiigiik RNA
molekiillerinin kesfi ile bu goriis ortadan kalkmistir. Kiiglik RNA sinifinda yer alan
miRNA’lar protein kodlamayan (non-coding) RNA molekiilleridir. miRNA genleri
farkl: tiirlerin genomunun yaklagik %1 ni teskil eder ve her birinin yiizlerce korunmusg
ve/veya korunmamis hedefleri vardir (9, 10). DNA’dan transkripsiyonu yapilan ancak
protein kodlamayan genler tarafindan kodlanan miRNA’lar genelde 20-22 niikleotid
uzunlugundaki kiicik RNA molekiilleridir. 2014 yilinda yayimlanan miRNA veri
tabanina (miRBase) gore su ana kadar insanda 2588 miRNA belirlenmis olup giin
gectikce sayilart  artmaktadir. miRNA’larin insan genomunun yaklasik %60’ m1
diizenledigi tahmin edilmektedir (73). insanlarda yiiksek oranda korunmus ve dokular
icin spesifik olan miRNA’lar 6nemli proseslerin kontrolii i¢in; apoptoz, proliferasyon,

strese yanit ve farklilasma gibi kritik siire¢lerde 6nemli rol oynamaktadirlar (73, 74).

1993 yilinda Lee ve ark. (75) tarafindan Victor Ambros laboratuvarinda yuvarlak
solucan olan Caenorhabditis elegans iizerinde yaptiklari bir genetik ¢alisma sirasinda
ilk miRNA bulunmus ve lin-4 olarak adlandirdiklar1 genin higbir protein
kodlamamasina ragmen 22 niikleotid uzunlugunda kiigiik bir RNA transkripte ettigini
belirtmislerdir. 2000 yilinda Reinhart ve ark. (76) C. elegans iizerinde yaptiklari
caligmada canlinin gelisim stirecinde etkili olan farkli bir mikroRNA kesfetmisler ve bu
MiRNA’ya let-7 adin1 vermislerdir. MikroRNA terimi ise ancak 2001 yilindan itibaren
kullanilmaya baslanmistir (78). Sonraki yillarda let-4 ve let-7’ye benzeyen birgok kiigiik
RNA molekiilii belirlenmistir (77).

4.3.1. MikroRNA’larin Yapisi ve Olusumu

MikroRNA’larm olusum siireci 3 adimda gerceklesmektedir; ilk adimda niikleus
icerisindeki miRNA genlerinden primer miRNA’larin transkripsiyonu ve sap-ilmik
yapisinda (Sekil 6°da) primer transkript (pri-miRNA) olusur. Ikinci adimda yine
niikleus i¢inde pri-miRNA’lar prekiirsor miRNA (pre-miRNA)’lara doniistiiriiliir. Son
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olarak sitoplazma iginde olgun miRNA’larin olusumu gerceklesir. miRNA’lar, pri-
mMIRNA olarak RNA polimeraz II enzimi tarafindan genomik DNA’dan sentezlenip,

500-3000 baz, 5’ cap ve 3’ poli A kuyruklarina sahip sap-ilmik yapisindadirlar.

Sekil 6. Pre-miRNA sap-ilmik yapis1 (Ozgiin’den, 79)

Sa¢ tokasi seklinde olusan pri-miRNA niikleusta bulunan RNAz III enzim
ailesinin bir endoniikleazi olan Drosha ve kofaktori DGCR8 (DiGeorge Syndrome
Critical Region 8) ile pri-miRNA’y1 belirli bolgelerden keserek yaklasik 70 niikleotid
uzunlugunda pre-miRNA olusturulur. Pre-miRNA molekiilii niikleer transport reseptorii

exportin 5 ve RAN-GTP araciligiyla niikleustan sitoplazmaya taginir.

Son adimda olgun miRNA’larin sitoplazma iginde olusumu; pre-miRNA’lar
sitoplazmada bir RNaz III enzimi olan Dicer tarafindan kesilerek 18-24 niikleotid
uzunlugunda c¢ift zincirli miRNA: miRNA dubleksine cevrilir. Dicer, ayn1 zamanda
RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC)
olusumunu baglatir. miRNA: miRNA dubleksinden sadece biri RISC kompleksine dahil
olur. Daha sonra RISC kompleksinde yer alan Argonat 2 (Ago2) proteini, daha kararli
olan ipligi segerek RISC kompleksine dahil eder (73, 74, 80, 81). miRNA’lar, aktif
RISC kompleksine dahil olduktan sonra, ya argonaute proteinleri yardimiyla mRNA’nin
degradasyonuna ya da protein translasyonunun baskilanmasina neden olurlar. miRNA

sentezi ve mRNA ile regiilasyonu Sekil 7’de gosterilmistir (73).
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Sekil 7. miRNA sentezi ve mRNA ile regiilasyonu. Regiilasyon miRNA tarafindan mRNA
degredasyonu veya translasyonun inhibe edilmesi ile ger¢eklesir (Acunzo’dan, 73).

4.3.2. MikroRNA’larin Fonksiyonu ve Molekiiler Etki Mekanizmasi

MikroRNA’lar kendi niikleotid dizilerine komplementer hedef genleri tanima
ozelligine sahiptir. Tek zincirli miRNA’y1 igeren aktif haldeki RISC kompleksi baz
ciftlesme oOzelligi ile mRNA’ya baglanarak translasyonunun inhibisyonuna ve/veya
MRNA’nin yikimma neden olur (52, 77, 82-85). Hedef se¢ciminde miRNA’nin (5’
ucunun 2-8 niikleotidlik bir bolge) ¢ekirdek-seed adi verilen bolgesi mRNA baglanmayi
saglayan kisimdir. miRNA, hedef mRNA’nin 3’ucundaki translasyona ugramayan
bolgeye (untranslated region-UTR) veya hedef mRNA’nin ORF (open reading frame)
bolgesine baglanir. MIRNA ile mRNA’nmn 3 UTR bdlgesi arasinda yiiksek oranda
komplementerlik varsa mRNA yikimi gergeklesir. Ancak komplementerlik az ise
translasyonun baskilanmasi ile sonuglanir. ORF bolgesi icine baglanma tam
komplementerligi gosterir ve Ago2 tarafindan mRNA’nin yikimi ile sonuglanir. mRNA
miktarindaki azalma miRNA aktivitesinin degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir.
Ayrica her bir miRNA birden ¢ok mRNA’nin ekspresyonunu diizenleyebildigi gibi her
bir mRNA’ninda birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi goriilmektedir (80).
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4.3.3. MikroRNA ve Kanser

Son yillarda yapilan caligmalar, miRNA’larin kanser de onemli rollere sahip
oldugunu ortaya c¢ikarmistir (81). mMIRNA genlerinin  %50’den fazlasinin
heterozigozitenin kayboldugu, kirilgan, amplifikasyonun minimal oldugu kanserle
iliskili gen bolgelerinde oldugu belirtilmistir. miRNA genleri siklikla heterozigozitenin
kayboldugu bolgeler olan kirilgan kisimlarda yer alir. Bu kirilgan kisimlar
amplifikasyonun oldugu boélgeler veya genel kromozomal kirilma noktalaridir. Bu

lezyonlar sonucu olusan hasar spesifik kanserlere yol agabilmektedir (72, 86).

MikroRNA’larin kanser ile iliskilerinin tespit edilmesi ile kanserin tan1 ve tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine yonelik yogun c¢alismalar yapilmaktadir. Genomda
kodlanmayan miRNA’lar kanser baslangici, ilerlemesi, invazyonu ve metastazinda
onemli rol oynamaktadirlar (86, 87). miRNA’larin karsinogenezde etkili olabileceginin
anlagilmasindan sonra, miRNA’larin farkli kanser tiirlerindeki ekspresyon
seviyelerindeki degisimler incelenmis normal ve patolojik dokular arasindaki fark
kapsamli bir sekilde arastirilmaya baslanmistir. Giintimiizdeki giiclii deneysel araglar-
yontemler, normal ve malign hiicrelerdeki kompleks molekiiler yapilari anlamay:
kolaylastirmistir. Anormal (aberrant) miRNA ekspresyonu kanser i¢in ortak bir
ozelliktir ve spesifik miRNA’larin kanser teshis ve prognozu i¢in potansiyel
biyobelirte¢ olabilecegi diistiniilmektedir. miRNA’larin fonksiyon kaybi veya kanser
baglangici ve ilerlemesine etkisi, bu miRNA’larin ve regiile ettikleri genlerin
diizenlenmesi kanser hiicrelerinin davranisini degistirmektedir (88). miRNA ve kanser
arasindaki iligkisi ilk olarak 2002 yilinda kronik lenfositik 16semili (KLL) hastalarda
yapilan ¢alismayla ortaya koyulmustur. Hastalarin yaklasik %50’sinde, 13ql4
bolgesinin delesyona ugradigi ve bu bolgede sadece miR-15a ve miR-16-1 genlerinin
bulundugu tespit etmislerdir. 2003 yilinda solid tiimorlerde ve normal dokularda
miRNA ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar belirtilmisdir. Benzer sekilde meme
kanserinde, Burkitt’s lenfomada, malign beyin tiimorlerinde, tiroid, akciger, prostat ve

hepatoselliiler karsinomda MIRNA ekspresyon seviyelerinde farkliliklar gdézlenmistir
(72).
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Takamizawa ve ark. (89) akciger kanserinde yapmis olduklari ¢alismada azalmig
let-7 ekspresyonu ve RAS proteinin de dikkat ¢ekici bir artis gozlemlemislerdir. Normal
ve neoplastik meme dokusunda yapilan calismalar miRNA profillerinin farkli oldugunu
gostermistir. Ozellikle miR-125b, miR145, miR-21 ve miR-155 miRNA seviyelerinin
meme kanseri dokusunda azaldigi rapor edilmistir (84). Cesitli gruplar tarafindan kanser
hastalarinda miRNA seviyeleriyle ilgili yapilan caligmalarda miRNA’larin normal ve
timor dokularinda farkli eksprese olduklarimi bulmuslardir (86). Kanserdeki miRNA
ekspresyonunda olusan degisimlerin sebepleri arasinda, MiRNA’larin biyogenezine
katilan enzimlerin ekspresyon ve/veya fonksiyonundaki degisimler, miRNA
promoterlerinde olusan anormal epigenetik degisiklikler, bunlarin metilasyon durumu
veya histon kaliplarinin degistirilmesi yer almaktadir. miRNA ekspresyonu diizenleyici
baska bir 6nemli mekanizma transkripsiyon kontroliidiir. miRNA ekspresyonu kanserle
iligkili transkripsiyonel diizenlemenin ilk 6rnegi myc onkogen tarafindan uyarilan miR-

17/92 kiime transkripsiyonel aktivasyonudur.

MikroRNA’lar agirlikli olarak transkripsiyonel asamada diizenlenmektedir (Sekil
8). p53, myc gibi transkripsiyon faktorleri direkt olarak miRNA promotér bolgelerine
baglanarak miRNA transkripsiyonunu etkilemektedir (90). miRNA’lar, mRNA’lara
benzer sekilde transkripsiyon sonrasi asamada da regiile edilmektedirler. p53 gibi
proteinler Drosha ve Dicer fonksiyonunu regiile ederek miRNA olgunlasmasini

transkripsiyon sonras1 agamada kontrol etmektedirler (91, 92).

@ i ——
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Sekil 8. miRNA genlerinin transkripsiyonel olarak regiilasyonu (Krol’dan, 90)
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MikroRNA profillerin belirlenmesi sadece karsinogenezde rol alan miRNA’larin
belirlenmesi agisindan degil, ayn1 zamanda kanserlerin siiflandirilmasi agisindan da

onemlidir. miRNA’lar hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gore
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onkogenik veya tiimor supresor Ozellik gosterirler. Bir onkogenin ekspresyonunu
kontrol eden miRNA’lar tiimdr supresor, timor supresoriinlerin baskilanmasin
saglayan miRNA’lar ise onkogen olarak adlandirilir (77). Giiniimiizde kanser
arastirmalar1 sirasinda onkogen veya tiimor supresér gen olarak gorev yapan birgok

miRNA bulunmustur (79).
4.4.4. Timor Supresor ve Onkogen MikroRNA’lar

Bir¢ok kanser tiirleriyle iliskilendirilen miRNA’lardan ekspresyon diizeylerindeki
degisiklikleri ve hedefledikleri mRNA’lar g6z 6niine alindiginda miRNA’larin kanser
prognozuyla iliskisi hakkinda bilgi saglanabilmekte ve timor biyobelirteci olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica kanserin tedavi siireci igerisinde faydanilabilecek hedef
molekiiller olabilecegi de ortaya konulmustur (52, 77, 84). Timor supresor ve onkogen

olarak davranan miRNA’larin etkisi Sekil 9’de gosterilmistir (82).

Kanser

hiicresi

Onkogenik
miRNA

Timor supresor
miRNA
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ORF -p ORF <
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Timor supresdr geninin
translasyonel inhibisyonu Onkogen translasyonu

Timor olusumu |

ProliferasyonT AnjiyogenezT
Invazyon T Hiicre Oh’im(il

Sekil 9. Timor supresor ve onkogen olarak davranan miRNA’larin etkisi (Javed’den, 82)
Tiimor dokularinda anormal miRNA ekspresyonlarindaki degisikliklerin altinda

yatan  mekanizmalar1  anlayabilmek  amaciyla ~ miRNA’larin  diizenlenme

mekanizmalarini inceleyen ¢aligmalarin sayis1 giin gectikce artmaktadir.
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4.4.4.1. Tiimor Supresor MikroRNA’lar

MikroRNA’larin karsinogenez ile iligkisi ilk olarak 2002 yilinda miR-15a ve
miR16-1’in kesfedilmesi ile belirlenmis olup, bu MIRNA’larin etki mekanizmasi ise
2005 yilinda Cimmino ve ark. yapmis olduklar1 ¢alisma ile ortaya konulmustur. KLL
hiicrelerinde miR-15a ve miR-16a’nin hedef geninin Bcl-2 oldugunu gostermis ve bu
MIRNA’larin timor supresor aktiviteye sahip olduklarmni tespit etmislerdir (72, 77). Bir
baska ¢alismada 16semi hiicre serisinde miR-15a ve miR-16-1"nin Bcl-2 genini hedef

alarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir (93).

Timor supresor 6zelligi olan diger bir miRNA, let-7 ailesinin iiyeleridir (let-7b,
let-7c, let-7d, let-7f ve let-7g). Akciger kanseri tizerine in vitro ve in vivo olarak yapilan
calismada kanser dokusu ile normal akciger dokusu karsilastirildiginda kanserli
dokularda let-7 seviyelerinin diisiik oldugu belirtilmistir. 2005 yilinda yapilan
calismada, let-7'nin RAS onkogenin aktivitesini kontrol ettigi belirtilmistir. RAS
onkogeni let-7’ye komplementer baglanma boélgeleri igermektedir, bdylece let-7
mRNA’ya baglanir ve proteine translasyonunu engeller. Akciger tiimor dokularinda let-
7 seviyelerinin diisiikken, RAS protein seviyesinin 6nemli derecede artmis oldugu

belirtilmistir (72).

miR-29 (miR-29a, miR-29b, mMiR-29¢), timor supresér karakter sergileyen
MIRNA’lar arasinda yer alip, akciger kanseri, invaziv meme kanseri, KLL, akut
miyleoid 16semi (AML) de tiimor supresor aktivite gosterdigi yapilan caligmalar ile
ortaya konulmustur (77, 83). miR-29 ailesi tiyeleri, Cdc42 ve p85a hedef alir ve p53

upregiilasyonuna ve apoptoza yol agar (94).

Bir bagka miRNA ailesinin miR-34’tin (miR-34a, miR-34b ve miR-34c¢) bir¢ok
farkli kanser tipinde, p53 tlimor supresor tarafindan uyarilan tiimor baskilayici etkisinin
oldugu belirtilmistir. DNA hasar1 ve onkogenik stres, p53°ii aktive eder. p53, mir-34a
ve mir34b/c promotoriine baglanarak bunlarin ekspresyonlarini indiikler (95). miR-34
ailesinin hedef genleri arasinda c-myc, cyclin E, CDK4/6, Bcl-2, survivin yer
almaktadir (93, 96).

mMiR-145’in, p53 tarafindan diizenlendigi, birden fazla onkogeni hedefleyerek
hiicre dongiisli, proliferasyon, apoptoz ve invazyon gibi cesitli hiicresel siiregleri

diizenlemede yer aldig1 belirtilmistir. miR-145; IRS-1, IGF-IR veya epidermal biiyiime
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faktorii reseptorii (EGFR) gibi biiyiime faktori ile iligkili genleri hedefleyerek hiicre
cogalmasini baskilayabildigi, DFF45, CBFB, CLINT1, PPP3CA veya c-myc’yi inhibe

ederek apoptozu indiikledigi ve tiimor gelisimini baskiladigi gosterilmistir (97).

miR-143"tin, meme, serviks, kolorektal, mesane ve hipofiz tiimérlerinde supresor
olarak gorev yaptigi belirtilmistir. miR-143’lin dogrudan Bcl-2 genini hedef aldigi rapor
edilmistir (77, 94).

4.4.4.2. Timor Onkogen MikroRNA’lar

Onkogenik miRNA’lar, timor supresér miRNA’larin aksine, ¢ogunlukla kanser
tirlerinde kontrolsiiz biiylimeyi arttirict ve/veya antiapoptotik yonde fonksiyon
gosterirler (77, 95). Onkogenik 0Ozelliklere sahip miRNA’lar onkomir olarak
adlandirilmaktadir (96).

miR-17/92 gen kiimesi, ilk onkogenik oldugu gosterilen miRNA’y1 kodlayan
bolgedir (77). miR-17/92 gen kiimesi, insan genomunda kromozomun 13q31.3 yerlesik
olup, bu gen kiimesi alt1 adet miRNA (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-
1, miR-92-1) kodlamaktadir (72). miR-17/92 gen kiimesinin tiiyeleri c¢esitli kati
timorlerde, hematolojik malignensilerde, meme, kolon, akciger, pankreas, prostat, mide
ve lenfomalarda yiiksek seviyede ekspresyonu ger¢eklesmektedir. miR-17/92, hedef
genleri arasinda PTEN ve Retinoblastoma protein (Rb) tiimor supresor genleride yer
almaktadir. miRNA’lar, hiicre proliferasyonunu artirip, apoptoz inhibisyonunu
saglayarak ve timor anjiyojenezini indiikleyerek kanser gelisimine katkida
bulunmaktadir (77). miR-17-19b asir1 iiretimi, murin lenfoma modelinde, lenfoma

gelisimini hizlandirdig: belirtilmistir (72).

Onkogen olarak fonksiyon gosteren bir diger miRNA, miR-21°dir. AML, KLL,
glioblastoma gibi hematolojik malignlerde ve pankreas, prostat, mide, kolon, akciger,
meme, karaciger kanseri gibi pek ¢ok kanser tiiriinde yiiksek seviyede eksprese edilir
(77). miR-21’m PTEN, programlanmis hiicre 6limii 4 (PDCD4) ve FAS ligandi dahil
olmak tizere bir¢ok tiimor baskilayict genin mRNA’sin1 hedef aldigi, metalloproteinaz 3
ve tropomiyozin 1 (TPMI1) inhibe ettigi belirtilmistir. miR-21 artis1 bir¢ok timor
supresor hedefin baskilanmasi, hiicre prolifrerasyonunun artisi ve apoptozun azalmasi

seklinde gosterilmistir (87, 98).
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miR-155, meme kanseri dahil olmak {izere pankreas, akciger, B hiicreli lenfoma
ve Hodgink’s lenfoma gibi kanserlerde ekspresyonun yiiksek oldugu gosterilmistir (77,
95) Meme kanserinde, miR-155 “forkhead box O3B pseudogene” (FOXO3B) hedef
alir, ayrica yiiksek ifadesi kemoterapdtik ajanlara karsi direng gelistirir ve hiicrenin
hayatta kalma sansimi arttirir. Kolorektal kanserde ise miR-155 DNA tamir sistemini
hedef alir (98).

miR-31 ise direkt olarak tiimor baskilayici large tumor suppressor 2 (LATS2) ve
PP2A regulatory subunit B o isoform (PPP2R2A) genlerinin mRNA’larin1 yikarak
onkojenik etki gosterir (96). miR-17-5p, miR-221 ve miR-222 gibi miRNA’lar
dogrudan, PTEN ekspresyonunu azalttigi belirtilmistir. miR-19, miR-92 ve miR-32’nin,
Bim proapoptotik islevini hedefleyerek, miR-125b prostat kanserinde hastaligin
ilerlemesi ve direng gostermesi i¢in proapoptotik (Bcl-2 homologous antagonist Killer
protein) Bak 1 hedefleyerek onkogen olarak hareket ederler (94). miR-372, miR-273
miR-181a, miR-483-3p ve miR-10b dahil olmak iizere bircok miRNA’nin timor
olugsmasini tesvik ettigi bilinmektedir (94, 98).

4.4.5. Meme Kanseri ve MikroRNA Iliskisi

Meme kanseri kansere bagli Oliimlerin basta gelen nedenlerinden biridir.
Glintimiizde ortalama sekiz kadindan birinin hayati boyunca meme kanserine
yakalanma riski olacagi tahmin edilmektedir. Meme kanseri tan1 ve tedavisi ile ilgili
ilerlemeler olmasina ragmen, ozellikle kanser tedavisinde hala kesfedilmemis alanlarin
oldugu bilinmektedir. Cesitli ¢alismalar miRNA’larin meme kanserinde énemli bir rol
oynadigint diisiindiirmektedir. Son birka¢ yil i¢cinde, miRNA’larin meme kanseri
hiicrelerinde hiicre proliferasyon, invazyon, anjiyojenez ve metastazda rol oynadiklari
belirtilmektedir (93). Meme kanseri ile iliskili olan pek ¢ok miRNA mevcuttur. Meme
kanseri tedavisinde, oncelikle onkojenik ya da tlimor baskilayict miRNA’larin roliinii,
meme kanseri gelisimini ve ilerlemesini nasil etkileyebildiklerini anlamak gerekir.
Onkogen miRNA’larin baskilanmasi ve supresér miRNA’larin asir1 ekspresyonu
antikanser tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilir. Meme kanserini etkileyen onkogen ve
supresor miRNA’lar Sekil 10’da gosterilmistir (94). miRNA’larin daha iyi anlagilmasi

Ozellikle meme kanseri tedavisi i¢in yararli bir gelisme olabilir (93).
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Sekil 10. Meme kanserini etkileyen onkogen ve supresor miRNA’lar (Lima’dan, 94)

Liu ve ark. (99) meme kanseri olan insan ve farelerde yaptiklari caligmada;
normal dokuya kiyasla meme kanserinde anormal miRNA ekspresyonunun varligini

belirtmislerdir.

miR-34a’nin birgok kanser tiiriinde ekspresyonunun azaldigi ve p53 tarafindan
transkripsiyonel olarak diizenlendigi belirtilmektedir. miR-34a’nin farkli meme kanseri
hiicre serilerinde diigiik seviyede ekspre edildigi bildirilmistir. miR-34a’nin Bcl-2 ve
SIRT1 hedef aldigi, hiicre prolifereasyonu ve yayilmay1 inhibe ettigi gosterilmistir (92).
Ayrica miR-34a’ nin CDK4, CDKG®6, siklin D1, siklin E2, E2F3 gibi hiicre dongiisii
proteinleri down regiile ederek hiicre dongiisii durdugu ve apoptozu indiikledigi

belirtilmistir (96).

miR-17/20 kiimesinin, MCF-7 hiicre serisinde siklin D1 miktarimni azaltigi, hiicre
proliferasyonunu baskiladigi, G1/S gecisini engelledigi bildirilmistir. Meme kanseri
hiicre serilerinde azalmig miR-17/20 ekspresyonunun yiiksek siklin D1 miktariyla ters

orantili oldugu belirtilmistir (97).
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mMiR-145’in c-Myc, siklin D1 ve elF4E genleri hedef aldigi belirtilmistir. miR-
16’nin Bcl-2, CCND1, CCND3, CCNE1 ve CDK6 da dahil olmak tizere hiicre
proliferasyonunu tesvik eden ¢oklu hedef genleri diizenleyebildigi belirtilmektedir (96).

miR-21’in meme kanseri de dahil olmak {izere pek ¢ok kanser tiirlinde
ekpresyonunun arttigi bilinmektedir. Meme kanserinde miR-21’1n ekspresyonun ileri
evre ve metastazla iliskili oldugu belirtilmistir. MCF-7’de miR-21 inhibisyonu sonucu
hiicre proliferasyonunda azalma ve apoptoz da artma gozlendigi belirtilmis olup, miR-
21’ olast hedeflerinden birinin Bcl-2 olabilecegi one siirtilmistir (98). MCF-7
hiicrelerinde miR-21 hedef geneler arasinda FAM3C, ACTA2, APAF1, BTG2, FAS,
p21 ve PDCD4 yer aldig1 belirtilmektedir. Boylece miR-21 ve p53 tiimor baskilayict yol
arasindaki islevsel bir bag oldugu diisiiniilmektedir (97).

Bir tiimor supresor olarak bilinen miR-145’in, OCT4, SOX2 ve KLF4’in 3’
UTR’yi hedefleyerek insan kok hiicresi bliylimesinde ve farklilasmasinda da 6nemli bir
rol oynadigir belirtilmistir (97). MCF-7 hiicrelerinde miR-373/520c ailesinin
prometastatik 6zellikte oldugu ve yapilan diger ¢caligmalar da miR-373 ve miR-520c¢’nin
kanser hiicre migrasyonu ve invazyonunu ilerlettigi bildirilmistir (87). miR-335, miR-
206 ve miR-126 insan meme kanser metastazinin supresér miRNA’lar olarak
tanimlanmistir (97). miR-200 ailesi miR-200a, miR-200b, miR 200c, miR-141 ve miR-
429°den olusur ve miR-200 ailesinin tiim tyeleri meme kanseri metastazinda rol

oynamaktadir (93).
4.4.6. MikroRNA ve Kanser Tedavisi

Kanser hiicrelerine karsi kullanilan ilaglarin direng gelistirmesi ve bu ilaglarin
kronik kullaniminin normal hiicrelerde de toksisite gdstermesi, yeni nesil antikanser ilag
gelistirme ve farkli terapotik yontem arayisini oldukga popiiler bir aragtirma alani haline
getirmigtir (100). miRNA’larin kanser ve c¢esitli hastaliklardaki rolii ile ilgili bir¢ok
calisma yapilmistir. Bugiin miRNA’larin hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi birgok
biyolojik siiregte etkili anahtar molekiiller olduklar1 bilinmektedir. Bu calismalarin
15181inda miRNA’lar bir¢ok kanser tiiriiniin molekiiler patolojisinin aydinlatilmasinda ve

tedavilerinde hedef molekiil haline gelmislerdir (101).

Son yillarda yapilan calismalarda, kanser hastalarinin serumunda miRNA’larin

belirlenmesi, kanserin erken teshis ve tedavisi i¢in yeni bir strateji haline geldi. Elde
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edilen bulgular sonucunda bu kiigiik molekiillerin, prognostik amaglar i¢in potansiyel

klinik biyobelirte¢ olabilecegine odaklanilmistir (73).

MikroRNA’nin  karsinogenezdeki rolii, bu molekiillerin tedavi amagh
kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir. Onkogen olarak gorev yapan miRNA’y1 hedef
olarak taniyip onu bloke ederek onkojenik aktiviteyi durduracak oligonukleotidler
sentezlenmistir ki, bunlara “antagomir” denir. Bunun yani sira, tiimdr supresor etki
gosteren bazi miRNA’larin sentetik analoglar1 yapilmistir. miRNA ve RNA interferans
ile ilgili baska bir tedavi yontemi de antisense oligoniikleotidlerdir. Bunlar onkogene ait
mRNA’ya baglanip, onu bloke ederek mRNA’dan protein sentezini engeller ve o
onkogenin etkisi bastirtlmis olur. Tedaviye yonelik adimlar simdiden atilmig olsada
miRNA’larin  gelecekte kanser tedavisinde daha biiylik bir rol oynayacagi
diistiniilmektedir (79).

4.4.7. MikroRNA ve Polifenol iliskisi

Insan diyetinin &nemli bir boliimiinii olusturan polifenoller, sekonder bitki
metabolitleri oldugu i¢in, insanlar tarafindan sentezlenemezler (14, 102). Ayrica
flavonoidlerin alkilleyici ajanlara, polisiklik aromatik hidrokarbonlara, radyoaktif
kimyasallara ve diger mutajenlere/karsinojenlere kars1 antigenotoksik aktiviteye sahip
oldugu, bundan dolay1 da giinliik diyete ilaveten cesitli kaynaklardan (yesil ¢ay, kirmizi
lizlim, propolis gibi) alinan polifenollerin, 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kansere kars1 koruyucu olabilecegi vurgulanmaktadir (6, 7, 103, 104). Son yillarda
polifenollerin antioksidan ozelliklerinin yaninda; ¢esitli sinyal yolaklarini etkiledigi,
hiicre proliferasyonu, anjiyojenezi ve hiicreler arasi sinyal mekanizmasini inhibe ettigi,
DNA tamir enzimlerini ise aktive edebildikleri ortaya konulmustur (6, 7). Yapilan
calismalarda polifenol bilesiklerin ¢esitli onkojenik veya tiimdr supresor miRNA’lari

hedefleyerek gen ifadelerini diizenledigi ortaya konulmustur (Sekil 11) (8).
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Sekil 11. Polifenol bilesikler ¢esitli onkojenik veya timor supresér mMiRNA’lari
hedefleyerek gen ifadelerini diizenler (Link’den, 8)

4.5. Hiicre Dongiisii

Cogalmak tizere uyarilmis hiicrede gerceklesen ve bir dizi gegici biyokimyasal
aktivitenin goriildiigi siiregtir (19). Hiicre dongiisii, genel olarak interfaz ve mitoz (M)
olmak iizere iki asamaya ayrilir (105). Interfaz kendi igerisinde G1, S ve G2 olmak
tizere cesitli boliimlerden olusur. G1 evresinde hiicreler kendi ¢evrelerini kontrol eder,
biiyiimeyi indiikler, RNA ve protein sentezi olur. Interfazin en belirgin olay1 S
evresinde gergeklesen cekirdekteki replikasyon olayidir. Bu evrede DNA iki katina
cikar. Mitozdan 6nce G2 evresine gelir, hiicre biiylimeye devam eder, ayni zamanda
RNA sentezi ve protein sentezi gergeklesir. Hiicre mitoza baslamadan once DNA
miktarmin iki katina ¢ikarildigindan emin olmak ister. G1 ve G2 evlerinin bir baska
onemi de mitoz Oncesi ve sonrasi hiicreye biiyiime zamani kazandirmalaridir (105-107).
G1 evresindeki hiicreler S evresine girer veya girmezler. Sayet bir hiicre S evresine
girmezse giinlerce, aylarca, hatta yillarca kalacagi dinlenme evresi olan GO (G sifir)

evresine girer (2). Hiicre dongiisii evreleri Sekil 12°de gosterilmektedir (108).
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Sekil 12. Hiicre dongiisii evreleri (Vermeulen’den, 108)

Hiicre dongiisiinde bir evre tamamlanmadan sonraki evreye gecilirse genetik
materyal tam ve dogru kopyalanmadigi i¢in hiicrede hasar meydana gelebilir. Hiicre
dongiistinin = G1/S, G2/M ve metafaz-anafaz gecislerinde kontrol noktalar
bulunmaktadir. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin dongiiye devam edip etmeyecegi
karari verilir (56). Hiicre dongiisiiniin ardigik evreler arasindaki sirali ilerleyisi bir takim
hiicre i¢i molekiiler mekanizmalar tarafindan diizenlenir. Hiicre dongiisiiniin dogru bir
sekilde ilerlemesi ve bu ilerleyisin kusursuz kontrolii bir canlinin hayatta kalmasi igin
gereklidir (106). Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi; siklinler, siklin-bagimli serin/treonin
protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz inhibitérleri (CDI) tarafindan
gerceklestirilir (19, 106). Siklinler, CDK ve CDI’lerin diizeyleri hiicre dongiisiiniin
cesitli asamalarinda farklilik gosterir ve kompleks bir diizen i¢inde dongiiniin
ilerlemesini diizenlerler (19). Bu proteinlerin aktiviteleri ya da miktarlari, biiyiime
faktorleri ve hormonlar gibi dis faktorler tarafindan etkilenir. Bu faktorler ¢esitli sinyal
yolaklarini inhibe ya da aktive ederek hiicre dongiisiiniin ilerlemesini, hiicre dongiisiinii

durdurulmasini, farklilasmay1 ya da apoptozu gerceklestirmektedirler (106).

Memeli hiicrelerinde bugiline kadar 9 siklin ve 7 CDK tanimlanmistir. Her ne
kadar siklin ve CDK’larin hiicre dongiislindeki esas rolleri belirlenmis olsa da

mekanizmalar1 hala tam olarak aydinlatilamamistir. Ayrica yapilan c¢aligmalar, bu
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proteinlerin transkripsiyon, néronal fonksiyon ve iyon transportu gibi olaylarla da i¢ ige

olabilecegini belirtmektedir (19).

Siklinler, hiicre dongiisliniin belirli evrelerinde sentez edilir ve CDK’larin
aktivasyonundan sorumludurlar. Hiicre dongiisiinde sirasiyla; siklin D, E, A ve B ortaya
cikip, bir veya birden fazla CDK’a baglanirlar. Siklin D; hiicre dongiistinde diizeyi ilk
artan siklindir, G1’in ortasinda ortaya cikar ve S evresinde yok olur. D1, D2 ve D3
olmak tizere 3 formu bulunur ve hiicre déngiisiiniin G1 evresinde CDK4 ve CDK6’ya
baglanarak onlar1 aktive eder (105). Siklin E’nin iki izoformu bulunur ve S evresinde
CDK2 ile aktif bir kompleks olusturur. Siklin A’nin iki izoformu vardir, S fazi boyunca
sentez edilir ve anafaz sirasinda da yikilir. Siklin A, CDK2 ile kompleks yapar. Siklin
B1 ise S fazimin ge¢ doneminde sentez edilir ve G2 evresinden M evresine gecerken
sentezi maksimal diizeye erisir, ardindan anafazda yikilir. Siklin B, CDK2 ile etkilesime
girer ve bu kompleks MPF (M-phase/maturation promoting factor) olarak da bilinir.
Siklin B’nin anafazda yikilmasiyla birlikte hiicre mitozisden ¢ikar ve G1’e tekrar geri
doéner (105, 107). Hiicre dongiisii evreleri ve evreler arasi gegisi gerceklestiren siklin-

CDK kompleksleri Sekil 13°de gosterilmistir.

G2M Metafaz

Kontrol noktast Kontrol noktasi
\/ M Evresi \‘/

G2 Evresi

G1 Evresi

S Evresi

G1/8
Kontrol noktasi

Sekil 13. Hiicre dongiisii evrelerinde siklin-CDK kompleksleri (Wong’dan, 107)

Hiicre dongiisiiniin ilerleyisini saglayan siklin-CDK kompleksleri ve etki ettikleri

evreler Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo5. Hiicre dongiisiiniin ilerleyisini saglayan siklin-CDK kompleksleri
ettikleri evreler (108).

Cdk Tipi Siklin Tipi Etki Ettigi Evre
CDK4 Siklin D1, D2, D3 Gievresi

CDKG6 Siklin D1, D2, D3 Gsevresi

CDK2 Siklin E G1/S gegisi
CDK2 Siklin A S evresi

CDK1 Siklin A G2/M gecisi
CDK1 Siklin B Mitoz

CDK7 Siklin H CAK

Siklin-bagimli

protein  kinazlar siklinlerle kompleks olusturma

ve etki

sonucu

aktiflesirken, CDI’lerle kompleks yapmalari halinde ise inhibe olurlar. CDK’lar

proteinleri fosforilleyerek onlari aktif hale getirir ve aktivasyon durumuna gore hiicre

siklusu durur ya da bir sonraki asamaya gecer (19).

Siklin bagimli kinaz inhibitorleri; CDK inhibitoér (INK4) ailesi ve CDK ile

etkilesebilen protein (CIP) ailesi olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. INK4 ailesi;
siklin D’nin CDK 4 veya 6’ya baglanmasii engelleyen pl15INK4B, pl16INK4A,
p18INK4Cve p19INK4D olmak iizere dort tiyeye sahiptir (19). Cip/Kip ailesi, siklin ve

CDK arasinda sekillenmis olan komplekslere baglanarak onlar1 inaktive eden baslica li¢

elamani igerir; p21Cipl, p27Kip ve p57Kip2 (102). CDI protein miktarinin kontrolii

ubikitin aracilikli degredasyon ile kontrol edilmektedir. Tablo 6’da CDK inhibitor

ailelerinin tiyeleri ve islevleri 6zetlenmistir (108).

Tablo 6. CDK inhibitor ailelerinin tiyeleri ve islevleri (108)

CDI Ailesi Islevi Uyeleri
p15 INK4b
INK4 Ailesi G1 gegisinin kontrolii CDK4  pl16 'NK4
ve CDKG6 inaktivasyonu p18 INKac
p19 INK4d
G2/M Gegisinin kontrolii p21 Wafl/Cipl
Cip/Kip Ailesi siklin CDK komplekslerive ~ p27 €2
siklin BCDK1 inaktivasyonu  p57 KiP2
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4.5.1. Hiicre Dongiisiiniin Kontrolii

Hiicre dongiisiiniin kusursuz bir sekilde ilerlemesi bir evreden digerine gegis
sirasinda "kontrol noktalar1" (checkpoints control) adi verilen sensér mekanizmalar
tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. Boylece bir evre tamamlanmadan diger evreye
gecis izni verilmemektedir (109). S evresinde hiicre replikasyon yoniinde son kararini
vermeden Once, G1/S kontrol noktasinda DNA hasarina bakilir ve hasar olmasi
durumunda hiicre dongiisii durur, DNA tamir mekanizmasi harekete geger. DNA hasari
giderilemez ise hiicre apoptoza veya yaslanma siirecine yonlendirilir. Boylelikle DNA
hasar1 olan hiicrenin replikasyonu onlenmis olur. G2/M kontrol noktasinda ise DNA
replikasyonun tamamlanip tamamlanmadigi, hiicrenin mitoza baglayip baglayamayacagi
kontrol edilir. Ozellikle iyonize radyasyon gibi dis etkilere maruz kalmis olan hiicreler
icin G2/M kontrol noktas1 dnemlidir. Bu tiir hiicreler G2 evresinde duraksamaya neden
olurlar. G2/M kontrol noktasindaki hatalar kromozomal anomalilere neden olurlar
(105). Kontrol noktalarindaki amac; olasi genetik hasarin tamir edildiginden emin
olunmasi, kontrolsiiz hiicre boliinmesinin engellenmesi ve iki hiicrenin birbirine benzer,

eksiksiz sekilde genetik materyalin temin edilmesinin saglanmasidir (109).
4.5.2. Hiicre Dongiisii ve MikroRNA

Biyoinformatik tahminlere gore insan genomunun %60’dan fazlasinin miRNA’lar
tarafindan diizenlenebilecegi ileri siiriilmektedir. miRNA’larin hedef transkriptinin
ekspresyonunu modiile etmek suretiyle, hiicre ¢ogalmasi, farklilasma ve apoptoz gibi
hiicresel siirecleri de etkileyebilecegi belirtilmektedir. miRNA’larin diizensizligi, kritik
onkogenler veya timor baskilayict genlerin protein seviyelerini degistirerek kanser gibi

proliferatif hastaliklara neden olabilirler.

MikroRNA’larin ve hiicre dongiisii regiilasyonu arasindaki ilk baglantilardan biri
miR-15a/16’nin antiproliferatif potansiyelinin analizi ile kurulmustur. KLL hastalarinin
yaklasik %70’inde miR-15a/16 kiimesi delesyona ugramistir ve/veya down regiilasyon
soz konusudur. miR-15a/16 kiimesi; siklin D1, El1, D3 ve CDK6 CDKI1, CDK2
dogrultusunda hiicre siklusunu G1 evresinde tutar. CDK4 ve CDK6 mRNA’lar1 miR-
24, miR-34a, miR-124, miR-125b, miR-129, miR-137, miR-195, miR-449 ve let-7
ailesi tarafindan diizenlenir. D-tipi siklin diizeyleri let-7, miR 15 aile, miR-17, miR-19a,

miR-20a ve miR-34 tarafindan down regiile edilmektedir. /n vitro olarak insan karaciger
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kanseri hiicrelerinde yapilan ¢alismada miR-26a direkt olarak siklin D2 ve E2 down

regiile ettigi ve hiicre dongiisiinii G1 evresinde tuttugu gosterilmistir. Hiicre dongiisii

kontroliinde yer alan miRNA ve etki molekiilleri Sekil 14’te g6sterilmistir.
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Sekil 14. Hiicre dongiisii kontroliinde yer alan miRNA ve etki molekiilleri (Bueno’dan,

110)

CDK/siklin kompleksleri artmasi, pRB fosforilasyonu ile sonuglanir ve aktif E2F

faktorleri G1 evresinde ilerlemeyi ve S evresine girisi saglar.

E2F faktorleri ve miRNA’lar arasindaki iligkiyi ilk olarak O’Donnell ve ark. E2F1

proteininin, miR-17-92, miR-20a ve miR-17-5p tarafindan negatif olarak diizenlendigini

belirterek ortaya koymuslardir. Kolon kanseri hastalarindan alinan tiimdr 6rneklerinde

bu miRNA ve E2F1 seviyeleri arasinda ters iligki oldugu belirtilmistir. miR17-92 dahil

olmak tizere pek cok miRNA E2Fs seviyelerini down regiile ederek hiicre dongiisiiniin
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ilerlemesinde 6nemli rol oynar. Prostat ve mide kanseri hiicrelerinde E2F1, miR-149,
miR-330 ve miR-331-3p tarafindan inhibe edilir ve hiicre dongiisii tutuklama ile

sonuclanir.

INK4 veya Cip/Kip ailesine ait bazi hiicre dongiisti inhibitorleri de miRNA’lar
tarafindan siki sekilde diizenlenir. CDK4/6’nin spesifik inhibitorii olan p16 Ink4a, miR-
24 ve miR-31 tarafindan kontrol edilir. p21 Cipl, miR-17-92 ve miR-106b tarafindan
kontrol edilirken, p27 kipl ve p57 kip2 miR-221/222 ve miR-181 tarafindan kontrol
edilir. Ayrica miR-125b, miR-24 ve let-7 miRNA’nin Siklin A veya Siklin B down
reglilasyonunu saglar. G2/M gegisinde CDKI1-siklin B kompleksi, bir negatif
diizenleyicisi olarak islev goéren Weel ise, miR-195, miR-516-3p ve miR-128a

tarafindan down regiile edilir (110).
4.5.3. Hiicre Dongiisii ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi endojen olarak {iretilen siklinler ve CDK’lar ile
kontrol edilir. Son zamanlarda, ROS’un hiicre dongiisiinde yer alan proteinlerin
aktivasyonunu etkileyerek hiicre dongiisii ilerleyisini kontrol ettigi 6ne siiriilmektedir.
Diisiik seviyelerdeki ROS miktarinin hiicre dongiisiiniin normal seyrini degistirmedigi,
fakat yiiksek miktardaki ROS’un kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olabilecegi
belirtilmektedir. Hiicre proliferasyonu, sag kalim, migrasyon ve farklilagmadan sorumlu
oldugu diisiiniilen ve pek cok kanser tiiriinde ekspresyonu artan EGFR inhibisyonu
tizerinde ¢alisilmaktadir. Hiicre ¢ogalmasinin yani sira artan ROS miktariyla beraber
cesitli hiicrelerde EGFR yolagmin da aktif hale getirildigi belirtilmistir. Bir bagka
yaklasim kanser hiicrelerinde artmis ROS’dan dolayr asir1 eksprese olan ve hiicre
dongiisiiniin siirdiiriilmesi yoniinde fonksiyon gosteren Cdc25’in baskilanmasidir (19,

106).
4.6. Hiicre Oliimii

Canliligin biyolojik sisteminin gelistirilmesi ve siirdiiriilmesi icin, hiicrelerin
cogalmas1 ve Olimi arasindaki homeostatik denge onemlidir. Dogal hiicre dliimiiyle
ilgili ilk hipotezi 1842 yilinda Carl Vogt kurmus, 1858’de Rudolph Virchow, hiicrelerde
nekrozdan farkli bir 6liim sekli oldugunu gostermis ve olayr "nekrobiosis olarak
adlandirmistir. 1885 yilinda Walther Flemming dogal hiicre oliimiinii “kromatoliziz”

olarak isimlendirmis ve hiicredeki morfolojik degisiklikleri anlatmistir. Apoptozis
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prosesi “Programli hiicre 6liimii” olarak ilk kez 1964 yilinda tanimlanmaistir. “Apoptoz”
kelimesi literatiire ilk defa Kerr ve ark. tarafindan 1972 yilinda kazandirilmistir.
1980’lerin  sonlarinda apoptozun gelisimi ve hastaliklardaki Onemi iizerine
yogunlasilmistir (111). 2000°li yillarin baslarinda hiicre oliimi ile ilgili ¢alismalar
oldukc¢a popiiler hale gelmistir. Hiicre 6liimii arastirmalarinda ortak bir dil kullanmak
amactyla 2005 yilinda "Hiicre Oliimii isimlendirme Komitesi” (NCCD-Nomenclature
Committee on Cell Death) kurulmustur. NCCD’nin 2015 yilinda yayinladigi son 6neri

derlemesinde; li¢ ¢esit hiicre oliimu siniflama kriteri belirlenmistir:

1. Morfolojik 6zelliklere gore (apoptotik, nekrotik, otofajik hiicre dliimleri gibi),

2. Enzimolojik 6zelliklere gore (kaspaz, katepsin, kalpain, transglutaminaz gibi
enzimlerin aktivitelerine bagimli ya da bagimsiz hiicre 6liimleri gibi),

3. Fonksiyonel duruma gore (fizyolojik, patolojik, kazara, kontrollii, programli

hiicre 6limleri) (19).

NCCD’nin Onerisine gore bugiline kadarki calismalar ile belirlenen programli
hiicre 6liim tipleri ise fonksiyonel olarak soyle smiflandirilmaktadir: 1) Apoptoz, 2)
Otofaji, 3) Nekroptoz, 4) Mitototik Cokiis, 5) Kornifikasyon, 6) Partanatoz, 7) Netoz, 8)
Anoikis, 9) Entozis, 10) Piroptoz (112).

4.6.1. Apoptoz

Apoptoz kelimesi yunanca kokenlidir ve “agaglarin yapraklarini dokmesi”
anlamina gelmektedir (19). Son yillarda yapilan bir¢ok arastirma antikanser terapileri
gelistirmek icin apoptoz ya da programlanmis hiicre Oliimii iizerine odaklanmistir.
Apoptoz; evrim boyunca korunmus, olduk¢a kompleks, i¢sel bir 6liim programi olup
gelisme evresinde ve yetiskinlikte doku homeostazisinin saglanmasinda oldugu kadar
hasarlanmis ya da anormal hale gelmis hiicrelerin eliminasyonunda da olduk¢a dnemli

bir yere sahiptir (42).

Apoptozis, hiicre 6liimii ve hiicre biiylimesi arasindaki muhafaza edilmesi gereken
fizyolojik denge icin 6nemlidir (113). Apoptoz ¢esitli durumlarda birgok dokuda
goriilmektedir: Tiimorlerde hiicre olimi, bagirsak endoteli gibi dokularda, prolifere
olan labil hiicrelerden hiicre kaybi, akut inflamasyon sonrasi nétrofillerin oliimii,
hepatitler veya diger viral hastaliklarda (114), beyinde sinapslarin olusumu esnasinda

bazi noronlarmn Oliimi, uterusda menstruasyon esnasinda uterusun i¢ duvarindaki
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hiicrelerin 6limii (115). Isi, radyasyon, hipoksi ya da kimyasallarin diigiilk dozlari
hiicrelerde apoptoz yolaklarini aktiflerken ayni etkenlerin yiiksek dozlari ise hiicrelerde

nekroza neden olmaktadir (116).

Apoptoz fizyolojik bir 6liim tiirli iken nekroz patolojik bir 6liim tiirii olarak kabul
edilmektedir (19). Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimleri arasinda temel farklar vardir.
Apoptozis morfolojik olarak ozgiindiir. Siirecteki baslica bulgular; apoptoz da Na*
kaybina bagl hiicre biiziismesi goriiliirken, nekrozda hiicre i¢i Na™ artis1 ve suya bagli
olarak hiicre sismesi goriiliir (114). Apoptotik hiicrelerde ¢ekirdekte kromatin
yogunlagmast gozlenir (113) ve endoniikleazlar tarafindan nukleusun pargalanmasi
apoptoz i¢in tipiktir (114). Nekrotik hiicre membraninin segici gegirgenligini
kaybetmesi sonucu hiicre igeriginin ortama salinimi gerceklesirken, apoptotik hiicrede
kiiciik cepgikler (membrane blebs) olusur. Apoptotik hiicreler apoptotik cisimciklere
ayrilirken, nekrotik hiicre lizize ugrar. Nekrozda hiicre icerigi dis ortama salindigindan
inflamasyon uyarilirken, apoptozisde apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan

fagosite edildiklerinden inflamatuar yanit olusmaz (19, 114).

Programli hiicre dliim tiirli olan apoptoz iki asamada gergeklesmektedir. Ilk
asamada c¢esitli biyokimyasal mediatorler hiicreye hasarimi tamir edebilme firsatini
vermektedirler. Ikinci asama ise “infaz evresi” dir. Eger hiicreler hasar1 onarmada
basarisiz olurlarsa ikinci asamaya gecilmekte ve hiicreyi kontrollii bir sekilde 6liime
gotiirecek yapisal degisiklikler (niikleer, membransal ve organel sel) meydana
gelmektedir (19).

4.6.1.1. Apoptoz Yolaklari

Kaspazlar1 aktifleyerek apoptozu gergeklestiren ii¢ ana yolak oldugu ileri
stiriilmektedir. Bunlar; intrinsik yolak (mitokondriyal), ekstrinsik yolak (6liim
reseptorlerine bagli) ve tam olarak aydinlatilamamis ER stresi bagimli yolaklardir (111).
Ekstrinsik apoptoz yolaginda, tiimor nekrozis faktor (TNF) ailesine mensup TNF
reseptor, FAS reseptor ve TRAIL reseptorlerin hiicre dis1 sinyalleri algilayarak
aktiflenmesi sonucu kaspaz 8 aktiflenir. Bunun sonucunda kaspaz 3 aktiflenir (117) ve
alternatif olarak Bid (BH3 interactingdomain death agonist) proteinini tBid (Truncated
Bid) haline ¢evirmektedir. Bid; Bcl-2 ailesinden bir protein olup, tBid formu

mitokondriye gecerek  membran  gecirgenligini azaltan ~ mekanizmalar1
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diizenleyebilmektedir. Bundan dolay1 Bid proteinin mitokondri ile reseptore bagli dis

apoptoz yolagi arasinda baglanti kurdugu disiiniilmektedir (113).

Boliinmiis clAP
Kaspaz3ve7 Survivin
aspaz9 L BCL2 Ailesi| 4wy
l | |
Apoptoz Antiapoptotik genler

Sekil 15. Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklar1 (Koff’dan, 113)

Mitokondri hiicre 6liimii diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (19). Bu
yolak Oliim reseptorii yolagindan farkli olarak hem hiicre dis1 sinyallerle (biiyiime
faktorii azligi, hiicrede olusan oksidatif stres, UV 111, DNA hasar1) hem de sitozolik
kalsiyum iyonlar1 gibi hiicre i¢i sinyaller ile indiikklenmektedir (111). Mitokondri
aracilikli intrinsik yolagin aktiflendikten sonra geri doniisiiniin olmadig1 gosterilmistir.
Mitokondri membranlar arasi boélge proteinlerinden sitokrom ¢, Smac (Second
mitochondria-derived activator of caspases), Diablo (Direct IAP-Binding protein with
Low PI) gibi proteinlerin sitozole ¢ikisi efektér kaspazlarin aktiflenmesi ile
sonuc¢lanmaktadir (19). Oncelikle mitokondri membran biitiinliigiiniin ortadan kalkmasi
sitokrom c’nin sitozole ¢ikisinin ve bunu takiben apoptotik proteaz aktifleyici faktor 1
(Apafl) aktivasyonu ve kaspaz 9’ile olusturdugu apoptozom kompleksi kaspaz 3’i

aktive ederek apoptozun ger¢eklesmesini saglar (117). Smac ve Diablo proteinleri ise
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apoptoz inhibitdr proteinlerine (IAP) baglanarak onlari inhibe etmekte ve onlarin
kaspazlara baglanmasini engelleyerek kaspaz 9, 7 ve 3’iin aktivasyonunu saglamaktadir

(118). Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaklar1 Sekil 15°de da sematize edilmistir (113).

Ayrica mitokondrideki antiapoptotik proteinler olan Bcl-2 ailesinin azalmasi
proapoptotik olan Bax proteinlerinin artis1 yine intrinsik yolu aktiflemektedir (117).
Bcl-2 ailesi proapoptotik (Bax, Bid Bax, Bak, Bik, Bim gibi) ve antiapoptotik (Bcl-2 ve
Bel-XL Bcl-2, Bel-XL, Bcl-W Bfl-1 ve Mcl-1 gibi) iiyelerden olusan ve apoptozun
diizenlenmesinde 6nemli gérevi olan onkogen protein grubudur. Proapoptotik protein
mitokondriden sitokrom-c ¢ikisini indiiklerken, antiapoptotik proteinler sitokrom-c
salinimini engeller. Hiicrenin apoptotik uyarilara karst hassasligi proapoptotik ve anti-

apoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki dengeye baglidir (111, 119).

Tlimor protein 53 hiicre dongiisiinii diizenleyen ve genomun gardiyani olarak tabir
edilen bir transkripsiyon faktoriidiir. DNA zarar gordiigiinde DNA tamir sistemlerini
aktifleyerek hasarin giderilmesini saglar. Eger hasar tamir edilemeyecek kadar biiyiikse,
hiicrenin kanserlesmesinin Oniine ge¢mek icin apoptoz yolagini aktiflestirmektedir
(120). p53 eksikliginin ya da mutasyonunun dogrudan kansere yatkinligmin ortaya
cikarilmasi p53’iin tiimor baskilayici gen olarak kabul edilmesine neden olmustur (19).
p53’in apoptozu indiiklemesi Bax ekspresyonunu artirmasi ve boylece Bcl-2/Bax
oraninin degismesi sonucu gergeklesir. Ayrica DNA hasar1 ya da diger stres
durumlarinda aktif hale gecen p53’iin Bax, Noxa (Phorbol-12-myristate-13-acetate-
induced protein 1), Puma (p53 upregulated modulator of apoptosis), Bid, Apaf-1 ve
PIDD1 (p53-induced death domain protein 1) gibi proapoptotik proteinlerin
ekspresyonlarini arttirarak hiicrelerin apoptoza yonlendirildigi ortaya konulmustur

(120).

Endoplazmik retikulum (ER), 6zellikle hiicre i¢i Ca®* diizeyinin dengede tutulmasi
basta olmak iizere sentez, katlanma, translasyon sonras1 modifikasyon, salgilanma gibi
fonksiyonel protein olusumu, lipit sentezi, kas kasilma ve gevsemesinde, ayrica hiicre
dongiisii ve apoptoz gibi olaylarda da yer alan hiicre organelidir. ER fonksiyonun
bozulmasi sonucu ER liimeninde protein birikmesi gerceklesir. Bu durum ER stresine
yol acar. Uzamis ER stresi durumunda hiicreler apoptoza yonlendirilmektedir. Normal

kosullarda oldukea diisiik seviyelerde C/EBP homolog proteini (CHOP), ER stresiyle
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beraber hizla artmaktadir. Asirt CHOP ekspresyonu, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve
apoptoz gibi sinyal yolaklarini aktifleyebildigi; CHOP eksikliginin ise hiicreleri bu
yolaklardan mahrum biraktig1 belirtilmistir. CHOP proteininin 6zellikle antiapoptotik
Bcl-2 proteinini azaltarak, Bax ve Bak gibi proapoptotik proteinleri arttirarak

mitokondri bagimli apoptoza yatkinlik yarattigi bildirilmektedir (19).
4.6.2. MikroRNA ve Apoptoz

Giliniimiizde yapilan bir¢ok aragtirma antikanser terapileri gelistirmek i¢in apoptoz
ya da programlanmis hiicre Oliimii iizerine odaklanmistir. Apoptoz; evrim boyunca
korunmus, oldukca kompleks, igsel bir 6lim programi olup gelisme evresinde ve
yetiskinlikte doku homeostazisinin saglanmasinda oldugu kadar hasarlanmis ya da

anormal hale gelmis hiicrelerin eliminasyonunda da olduk¢a onemli bir yere sahiptir

(42, 58).

Bircok miRNA’nin apoptoz, otofaji ve nekroz dahil olmak iizere, programlanmis
hiicre oliimiinii diizenledigi belirtilmektedir. miRNA’larin intrinsik ve ekstrinsik
apoptotik yolaklarmin diizenlenmesinde yer aldig1 ve timor gelisimini inhibe ettigi one

stirilmektedir (121).
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Sekil 16. Apoptotik siirecte yer alan miRNA’lar (Chen’den, 122)
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miR-17-5p, miR-21, miR-2, miR-186, miR-200C ve miR-221/222’de dahil olmak
tizere bu miRNA’lar, kaspaz-10, PTEN ya da TNF, TRAIL ya da FasL gibi spesifik
ligandlar1 hedef alir ve boylece apoptotik siireci olumsuz etkiler (Sekil 16) (122).

miR-133a ve miR-24a, kaspaz-9 ekspresyonunu inhibe ederek apoptozu inhibe
eder (94). Intrinsik yolakta, gesitli miRNA’larin Bcl-2 ailesi proteinleri hedef alir. miR-
19 miR-25, miR-32 ve miR-92 dogrudan proapoptotik fonksiyonunu Bim proteinini,
miR-221/222 ve miR-483-3p PUMA’y1;, miR-125b Bak proteinini, miR-128 Bax
proteinini hedef alarak apoptozun inhibisyonuna katki saglamaktadirlar. Bunlarin yani
sira miR-29b, miR-193a ve miR-101 Mcl-1’i, miR-15a/b, miR-16-1, miR-34, miR-143,
miR-153, miR-181a/b Bcl-2’yi ve let-7, miR-491 ise Bcl-XL gibi antiapoptotik
proteinlerin down regiilasyonunu saglayarak apoptozun olusumunu desteklerler (122).
Bagka bir antiapoptotik Bcl-2 aile tiyesi, Bcl-W ise miR-133b, miR-15B ve miR-122
tarafindan down regiile edilmektedir. PTEN sik sik kanserlerde mutasyona ugramis bir
timor baskilayici gendir. miR-17-5p ve miR-19, miR-21 ve miR-221 ve miR-222 gibi
miRNA’lar dogrudan PTEN ekspresyonunu down regiile ettigi gosterilmistir (94). miR-
211 ER stres ile indiiklenen CHOP ekspresyonunun baskilanmasini saglayarak apoptoz

stirecini olumsuz etkilemektedir (123).

Tiimdr protein 53, hiicre dongiisiinii diizenleyen ve genomun gardiyani olarak
tabir edilen bir transkripsiyon faktoriidiir (120). p53 tarafindan diizenlenen miRNA’lar
hiicre dongiisii, metabolizma, hiicrenin sag kalimi, anjiyojenez dahil olmak tizere ¢esitli
biyolojik siireclerde yer alan ve merkezi bilesenlerin ekspresyonunu kontrol ederek,
tiimor olusumunun 6nlenmesine katkida bulunmaktadir. p53-miRNA aginda tanimlanan
genetik ve epigenetik degisikliklerin, tiimdr olusumunun baglangici ve ilerlemesi icin
onemli oldugu belirtilmektedir. p53°iin hiicre dongiisiinde etki ettigi miRNA ve hedef
molekiilleri Sekil 17 ve hiicre canliliginin diizenlenmesine dair etkisi ise Sekil 18°de

gosterilmistir (93).
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Sekil 18. p53°iin hiicre canlilifinin diizenlenmesine dair etki ettigi miRNA ve hedef molekiilleri
(Hermeking’den, 93)

MikroRNA’larin mRNA’lar1 hedef aldigi, antiapoptotik yaninda proapoptotik
olarak rol oynadigi gosterilmektedir. Antikanser aragtirmalarinda miRNA’larin hiicre
cogalmas1 ve apoptozisdeki rolleri dikkat ¢cekse de biyolojik mekanizmalar1 hala tam

olarak anlagilmig degildir (124).
4.7. Sitotoksisite Testleri

Hiicre canliligimmin, proliferasyonunun ve sitotoksisitenin belirlenebilmesi igin
cesitli yontemler gelistirilmistir. Sitotoksisite testleri genellikle kolorimetrik ya da
liiminometrik Ol¢lim esasina dayanan yontemlerdir. Giinlimiizde ¢ok sayida Ornegin
ayni anda hizli sekilde analizi i¢in bu yontemler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytlerine
adapte edilmislerdir (125).

Canl1 hiicre sayisini belirlemede en c¢ok tercih edilen klasik yontem, mikroskop
altinda sayim i¢in hazirlanmis bir lam (hematositometre) ile 6lii-canli hiicre ayrimini
saglayacak olan bir boyanin (tripan blue) kombine kullanimiyla gergeklestirilmektedir.
Hiicre soliisyonu tripan blue boyasiyla karistirilinca canli hiicreler kiiciik ve yuvarlak

halde kalirken, olii hiicreler Na*/K*ATPaz’1n islevsizligi nedeniyle hiicre iginde biriken
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K™ dan dolay1 siskin, bilylimiis ve koyu mavi olarak goriiliirler. Glintiimiizde elektronik
sayict Unitelere sahip, Ozellikle kiimelesmeyen hiicreler icin tasarlanmis otomatik

cihazlar kullanilmaktadir (19).

In vitro sitotoksisite testlerinde; hiicre canlilig, hiicre proliferasyonu, hiicre zar1
biitiinliigii ve hiicresel metabolizma gibi toksisiteyi belirleyen dort temel siniflandirma
yontemi kullanilmaktadir (126). Hiicrenin 6limi ve proliferasyonu ile ilgili farklh
parametreler kullanan sitotoksisite analizleri gelistirildi. Hiicre 6liimii i¢in énemli bir
parametre hiicre zar1 biitlinliiglidiir ve hasarli hiicreler tarafindan salinan sitoplazmik
enzim aktivitesi ile Ol¢iilebilir. Laktat dehidrogenaz (LDH), tiim hiicrelerde bulunan
dengeli bir sitoplazmik enzimdir. LDH yonteminin esas1 pirlivatin laktata
indirgenmesini saglayan laktat dehidrogenaz enziminin aktivitesinin Ol¢ililmesine
dayanmaktadir. Boylece NADH’Im NAD"’ya oksidasyonu spektrofotometrik olarak
izlenmektedir (125).

Kolorimetrik analizlerin temeli olarak kullanilan bir bagka parametre, canli
hiicrelerin metabolik aktivitesidir (125). Bunlarin arasinda en yaygin olarak kullanilan
MTT yontemidir. MTT yontemi ilk kez Mosmann tarafindan 1983 yilinda tanimlanmis
olup hiicre canliligi, proliferasyonu hakkinda fikir veren, farkli hiicre tiplerine
uygulanabilen, hassas ve giivenilir bir kolorimetrik metottur (127). Yontemin esasi canli
hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin kapasitelerine gore sar1 renkli
suda ¢oziinebilen 3-(4,5-dimetil hidrazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir boyasini
suda ¢oziinmeyen koyu mavi formazan kristallerine doniistiirebilmesine dayanmaktadir.
Uretilen formazan kristallerinin miktar1, galisilan hiicre serisinin canliligi ile dogrudan

orantil olmaktadir (128).

Hiicrenin metabolik olarak aktif olabilmesinin 6n kosulunun ATP oldugu
bilinmektedir. Son yillarda biyoliiminesans temelli ATP yontemi de sitotoksisite
caligmalarinda kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemde ATP ve lusiferin'den gelen
15181n olusumunu katalize eden bir enzim olan lusiferaz kullanir. Yayilan 1s1k yogunlugu
dogrudan ATP konsantrasyonuyla iligkili olup canli hiicre sayisiyla orantilidir (125). Bu
yontemlerin yani sira hiicre canliligi, hiicre proliferasyonun belirlenmesinde flow

sitometri teknigi kullanilmaktadir (128).
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4.8. Flow Sitometri

Flow sitometri; akan bir sivi igerisindeki hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin
fiziksel ya da kimyasal ozelliklerinin 6l¢iildiigii yontemdir (129). Flow sitometrinin
esasini hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin boyut, DNA ve RNA igerigi, sitoplazmik
graniileritesi agisindan degerlendirmek olusturur (130). Flow sitometriler; akis (sivi)
sistemi, lazer optikler, elektronik dedektdrler, bilgisayar ve yazilim programlari ile

ayirma mekanizmasi (cell sorting) bilesenlerini igerir (129, 131).

Flow sitometri tekniginde her bir hiicre veya partikiil sivinin igerisinde bir lazer
demetinin Oniinden gecirilmektedir. Bu sirada saptirilan lazer 15181 ve hiicreler
tarafindan yayinlanan fluorosen 15181 bir araya getirilip, optik filtreler tarafindan farkli
dalga boylarina gore ayrilarak, analog sinyallere doniistiiriiliir. Hiicreler hakkinda elde
edilen veriler grafik haline getirilmekte, istatistiksel analiz uygulanmakta ve
yorumlanmaktadir (131). Flow sitometrede ¢esitli molekiiller, hiicreler ve parcaciklar,
diisik ve 90 derece acili 151k yayilimi kullanilarak biiyiikliik ve sekil bakimindan
ayrilabilir. Hiicreler lazer 1sin1 Onilinden gecerken muhtemel iki olay meydana
gelmektedir. Ilk olarak 1s131n yayilimi meydana gelmektedir. Isik kaynagin paralel
olarak yayilan i1sinlar hiicrenin capi, lazer 1smmina 90 derece agi ile yayilan isinlar
hiicrenin graniilaritesi ve i¢ yapist hakkinda fikir vermektedir. Ikinci olay ornek
onceden florokromlarla boyandiginda olusmaktadir. Florokromlar lazer 1s18indan enerji
absorbe ederler. Boylece onu daha diisiik bir enerji ve daha uzun bir dalga boyunda
yeniden disar1 verirler. Disar1 verilen 1smmin miktar1 hiicrelerde tutulan florokrom
miktartyla orantilidir (132). Flow sitometri hizli, yiliksek duyarlilikla analiz yapma
imkani vermektedir (130).

Son yillarda flow sitometri yontemi 6zellikle biyokimya, immiinoloji, hematoloji,
onkoloji, molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji, parazitoloji, enfeksiyon, yardimci lireme
teknikleri, patoloji, radyasyon onkolojisi, enfeksiyon hastaliklari, bitki biyolojisi ve
deniz biyolojisi alanlarinda klinik ve arastirma laboratuvarlarinda siklikla tercih

edilmektedir (129).
4.8.1. Flow Sitometri ile DNA Analizi

Flow Sitometri ile hiicrelerin hangi bdliinme fazinda ne miktarda hiicre

bulundugunu tespit etmek miimkiindiir. GO/G1 fazinda diploit hiicreler yer alirken, S
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fazindaki hiicrelerin DNA igerigi diploit ile tetraploid hiicreler arasinda olacaktir. M
evresi en kisa evre olup bu evredeki DNA miktart G2 evresi ile aymidir. G2 ve
mitozdaki hiicreler ise 4n miktarinda DNA tasidiklarindan tetraploid olacaktir. Boylece
hiicrelerin DNA igerigi hakkinda bilgi edinilmektedir. Hiicrelerin DNA igeriginin flow
sitometrik analizinde ¢ogunlukla floresans boyalar kullanilmakta ve bu boya hiicrelerin
DNA’sina baglanmaktadir. DNA’ya baglanan boyanin miktar1 her bir hiicredeki toplam
DNA miktari ile orantilidir. Propidyum iyodiir, etidyum bromiir ve akridin oranj en sik
kullanilan DNA boyalaridir (132).

4.9. Apoptoz Tayininde Kullanilan Yontemler

Apoptoz, sadece gelisim, hiicre popiilasyonun korunmasi ve yaslanmasi gibi
hemostatik dengenin korunmasini saglayan bir mekanizma olmayip; hasarli, enfekte
veya asir1 strese maruz kalmis hiicrelerin eliminasyonu i¢in de olduk¢a onemli bir

stirectir. Apoptoz birgok fizyolojik ve patofizyolojik siirecte 6nemli rol oynar (133).

Apoptozun nitel ve nicel olarak incelenmesinde: Morfolojik goriintiileme (Isik,
floresan, faz kontrast veya elektron mikroskopisi), Immiinohistokimyasal (Anneksin V-
FITC, TUNEL, M30 antijen veya kaspaz 3deteksiyonu), Biyokimyasal (DNA-protein
bazli elektroforez veya akim sitometrisi bazli metotlar), Immiinolojik (ELISA)
molekiiler biyoloji (Array-bazli teknikler) gibi tekniklerin ©6n plana ¢iktig1
goriilmektedir. Kullanilacak yontemlerin se¢iminde Ornek tiirii ve deney kurgusunun

onem tasidig1 belirtilmektedir (134).

Apoptozun  varliginin  gosterilmesi  amaciyla  mikroskobik  tekniklere
basvurulmasina ragmen, apoptotik cisimcikler makrofajlar ya da komsu hiicreler
tarafindan ortadan kaldirildigi i¢in apoptozun sayisal olarak ifade edilmesinde bu

yontemler yetersiz kalmaktadir (135).

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP-biotin nick
endlabeling) yontemi DNA kiriklarinin in situ oOlarak taninmasini saglar. Parafin
bloklar, donmus kesitler ve hiicre kiiltiirii calismalarinda apoptozisin varligit bu

yontemle belirlenebilir (136).

Anneksin V, fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in floresan bir
madde ile isarctlenerek apoptotik hiicre goriintir hale getirilir (133). Analizlerde

Annexin V-FITC ve canliligin tespiti igin propidyum iyodiir (PI) kombine boyalari
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kullanilmaktadir. Apoptotik hiicreler anneksin V ile boyanip PI ile boyanmazlarken
apoptoz siireci uzadikca bu hiicrelerde de Pl alinimi gozlenebilmektedir (137).
Apoptozun en O6nemli aktorlerinden kaspazlarin aktivitelerinin ortaya konulmasi da

baska bir yaklasimdir (135).

Western blot metoduyla apoptozise 6zgii proteinlerin (6rn; Bcl-2) eksprese olup
olmadiklarinin ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn; kaspaz-3) saptanmasi miimkiindiir.
Molekiillerin mitokondriden ¢ikip ¢ikmadiginin (Sitokrom c) tespiti de bu metotla
belirlenebilir (136).

4.10. Western Blot Yontemi

Western blot, kompleks biyolojik karigim igerisinden ilgilenilen proteinin spesifik
olarak tespit ve analizi i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir (136). Yontem, bir
membran iizerinde hareketsiz kilinmis proteinlere antikorlarin spesifik baglanmasi ve
baglanan antikorun gesitli tespit yontemlerinden biriyle antikor: protein kompleksinin
olusturulmasina dayanir (138, 139).

Temelde western blot dort asamadan olusur;

1. Protein karisimlarinin elektroforezle ayrilmasi,

2. Proteinlerin membrana (pvdf, nitroseliiloz, naylon gibi) transferi,

3. Membranin bloklanmas1 ve ilgilenilen proteine Ozgii antikorla muamele
edilmesi,

4, llgili proteinin kemiliiminesans, floresans veya kolorimetrik ydntemlerle

belirlenmesi (139).

Farkli numunelerde protein miktarlariin giivenilir sekilde karsilagtirilmasini
saglamak icin kontrol edilmesi gereken iki faktor, elektroforetik ayirmada her kuyucuga

yiiklenen toplam protein miktar1 ve blotlama prosediiriinde aktarimin verimliligidir

(138).
4.11. Real Time-PCR

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), DNA amplifikasyonu ile
es zamanli olarak artis gosteren floresans temelli sinyalin dl¢lilmesiyle kantitatif sonug
verebilen bir PCR yontemidir (140). Gergek zamanli PCR teknigi ile DNA dizileri es

zamanl olarak c¢ogaltilmis ve belirlenebilmis, reaksiyon siiresi boyunca olusan iiriiniin
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miktarin1 gozlenebilmektedir. Amplifikasyonun her basamaginin takip edilebilmesi
real-time PCR’yi 6zel kilan en 6nemli 6zelligidir. Amplifikasyon hedef DNA veya
RNA Kkonsantrasyonu ile orantilidir (141). Amplifikasyon egrileri tizerinde tiim
amplifikasyon profili gozlenebilmektedir. Bu imkan reaksiyon i¢in kullanilan primerler
ve hedefe 6zgii floresans isaretli problar ile saglanmaktadir. Real time-PCR ile elde
edilen veriler mutlak kantitasyon (absolute quantification) veya goreceli kantitasyon
(relative quantification) analiz teknikleri ile degerlendirilmektedir (3). Son yillarda real-
time PCR yontemi molekiiler tip, adli tip, viroloji, mikrobiyoloji ve biyoteknoloji

alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (142).

MikroRNA’larin tespiti i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden biri realtime qPCR
analizidir (143). RT-qPCR’1n ¢ok kii¢iik miktarlarda miRNA’larin tespit edilmesine
imkan veren, yiiksek duyarlilikta, dogruluk ve tekrarlanabilirlik agisindan en gilivenilir

yontem oldugu belirtilmistir (144).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar gerecleri ve malzemeler

Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Marka / Model

Derin dondurucu, -80°

Derin dondurucu, -20°

Dalga boyu ayarlanabilir mikropleyt okuyucu
Etiiv

Calkalayici

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
Mikro santrifiij

Spektrofotometre

pH-metre

Membran filtreleri

Hiicre kiiltiirii kabini

Invert mikroskop

COz inkiibator

Standart T-25 ve T-75 hiicre kiiltiir flasklar1
Santrifiij

Real-Time PCR Cihazi

Mikro hacimli spektrofotometre
Elektroforez ve Goriintiileme Sistemi
Neubauer lami ve lameli

Cam malzemeler (beher, erlen, balon joje)
Flow sitometri

Hassas analitik terazi

Vorteks

Thermo Electron Corporation

Altus

VERSA max Molecular Devices

Heraeus
ShelLab/Sheldon S14-2
Eppendorf

Thermo IEC Micromax
Shimadzu, UV-1601

Hanna Instruments, HI 9321

Sartorius Stedim Minisart
Heraeus KS-12 Air Flow
Nikon Eclipse TS100
Thermo Forma 381
Greiner Cellstar
Eppendorf 5804

Roche Light cycler 480 I1
Thermo Nanodrop 2000
Biorad

Marienfeld

Isolab

BD FACSCalibur
Mettler Toledo AB204-S

IKA vortex genius 3
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Tablo 7. (devami) Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Marka / Model

Steril 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytleri

Cesitli hacimlerde steril Pipet uglari
Termocycler
Otoklav

Buz makinesi

Corning ve Nunclon

Axygen

Techne Genius
Tutnauer 3150 ELV

Scotmann

5.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler, iiretici firmalari, iiriin kodlar

ve varsa 0zel saflik dereceleri Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri ve tiretici firmalar

Kullanmilan maddeler

Uretici firmalar

Etanol (C2HsOH)

Sodyum karbonat (Na2CO3)
Folin-Ciocalteu reaktifi
Gallik asit

Kuersetin dihidrat

Aliiminyum nitrat nonahidrat (A1(NO3)3.9H20)

Potasyum asetat (KCH3sCOO)
DMEM besi yeri

EMEM besi yeri
Penisilin/Streptomisin

PBS tablet

Tripsin/EDTA ¢ozeltisi

Fetal bovine serum (FBS)
Dimetil siilfoksit (DMSO)
Tripan blue ¢ozeltisi

Hiicre siklusu (DNA content) analiz kiti
FITC-Anneksin V apoptoz kiti

Sigma, 34870
Lancaster, 13098
Sigma, F9252

Sigma, G7384

Fluka, 83370

Fluka, 06274

Merck, K32043020
Sigma, D6046
Lonza,12-611Q

Gibco, 15140-122
Medicano, 09-2051-100
BI, 03-053-1A
Biochrom, S 0115
Sigma, D2650 (steril)
Sigma, T8154

BD, 340242

BD Pharmingen, 556547
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Tablo 8. (devami) Calismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri ve iiretici

firmalar

Kullanilan maddeler

Uretici firmalar

High Pure miRNA Isolation Kit
RT-PCR reaksiyon ortami kiti
cDNA sentez kiti
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum floriir (NaF)

Glisin

Sodyum pirofosfat (NasP207.10H.0)
Tris-HCI (C4H12CINO3)

Triton X 100

Tween20

p53 Antibody

Bax Antibody

p21 Wafl/Cip1(12D1) Rabbit mAb
Goat anti mouse-HRP

ECL

miR-34

miR-15a

miR-145

miR-16-5p

miR-21

RNU6

Roche, 050880576001
Roche, 04707494001
Roche, 04379012001
Sigma, M2128
Merck, 822050
Sigma, S7920

Sigma, G8898

Sigma, 446061347236111
Merck, 648317
Sigma, 9002-93-1
JTBaker, 73-74

Cell Signaling, 9282
Cell Signaling, 2772
Cell Signaling, 2947
Immun-star, 170-5047
B1o Rad, 170-5061
Tib Molbiol

Tib Molbiol
Microsynth

Tib Molbiol

Tib Molbiol

Oligomer

5.3. Etanollii Propolis Ekstraktinin Hazirlanmasi

Trabzon ve c¢evresinden toplanarak temin edilen (Fanus Gida tarafindan) ve

buzdolabinda -20 °C’de dondurulmus olan dogal propolis rendelendi. Propolis

orneginden 0.5 g tartilarak steril falkon tiipe alind1 ve son hacim saf etanol ile 20 mL’ye

tamamlandi. Karisim iyice vortekslendikten sonra 60 °C’de 150 rpm’de stirekli
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calkalanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda karisim 3000 g’de
10 dakika santrifiijjlendi ve sonrasinda siipernatant silizge¢ kagidindan siiziildii.
Stipernatant 0.2 um’lik steril filtrelerden gecirildi. Hazirlanan etanollii propolis ekstrakti

daha sonra kullanilmak iizere alikotlanip -20°C’de saklandi (5).
5.4. Propolis Ekstraktinin Antioksidan Icerigin Belirlenmesi

Propolis ekstraktinin antioksidan o6zellikleri; toplam polifenolik igerik, toplam

flavonoid igerik analizleri yapilarak belirlendi.
5.4.1. Toplam Polifenolik Icerigin Belirlenmesi

Propolis ekstraktinin toplam polifenol igerigi, modifiye edilmis Folin Ciocalteu
metoduna gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Metot; fosfotungstik asidin
(H3sP[W3010]4) bazik ¢ozeltide fosfotungstik mavisine indirgenmesi esasina
dayanmaktadir. Olgiilen absorbansin miktari, fenolik gruplarn sayisiyla orantilidir.

Standart olarak gallik asit kullanilmaktadir (145, 146).
Kullanilan Cozeltiler:

%20’lik Na2COs ¢ozeltisi: 10 g Na,COg tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 50 ml’ye

tamamlandi.

1:10 Folin-Ciocalteu reaktifi: 1 ml 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi, 9 ml saf su eklenerek

1:10 oraninda seyreltildi. Tayin 6ncesi hazirlandi ve taze olarak kullanildi.

Standartlar: 10 mg gallik asit 1 ml saf su ile ¢oziilerek 10000 pg/mL’lik gallik asit
standardi olusturuldu. Ardindan 1000 pg/mL’lik ara stok standart hazirlanarak seri
diliisyon ile 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ve 1.5625 pg/mL’lik gallik asit

standartlar1 olusturuldu.
Deneyin Yapihisi:

Propolis ekstraktt 1:50 oraninda seyreltilip, Tablo 9’daki pipetlemeler 96
kuyucuklu mikropleytte yapildi. Sonuglar gallik asit standart grafiginden yararlanilarak

pg/mL olarak hesaplandi. Her 6rnek icin 6l¢timler ii¢ kez tekrarlandi (n=3).
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Tablo 9. Propolis ekstraktinin toplam polifenol iceriginin belirlenmesi

Kor (uL) Ornek (uL) Standart (uL)
Etanol 12.5 - -
Ekstrakt - 12.5 -
Standart - - 125
1:10 Folin reaktifi 62.5 62.5 62.5
%20’lik Na2COs 125 125 125

Oda sicakliginda, karanlikta 30 dk. inkiibasyon
700 nm’ de mikropleyt okuyucuda absorbans dl¢limii.

0,6 -
0,5 A
0,4 -
0,3 -
0,2
0,1 -

y =0,0031x
R2=0,9997

Absorbans

0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 19. Toplam polifenol igerik tayini i¢in kullanilan gallik asit standart grafigi

5.4.2. Toplam Flavonoid Icerigin Belirlenmesi

Ekstraktin toplam flavonoid igerigi, aliminyum kloriir kolorimetrik metodu ile
belirlendi. Metodun prensibi, AICI3’tin flavon ve flavonollerin C-4 keto grubu, C-3 veya
C-5 hidroksil gruplar ile asitte kararli kompleksler olusturmasi esasina dayanmaktadir.
Flavonoid miktar1 6lgiilen absorbansin miktartyla orantilidir. Standart olarak kuersetin

kullanilmaktadir (146, 147).
Kullanilan Cozeltiler:

%80’lik Etanol c¢ozeltisi: 80 mL’lik saf etanoliin hacmi saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

56



2%010’luk AI(NO3)s ¢ozeltisi: 2.5 g AI(NOg)s tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 25 mL’ye

tamamlandi.

1 M KCHsCOO ¢ozeltisi: 2.454 g KCH3COO tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 25

mL’ye tamamlandi.

Standartlar: 10 mg kuersetin 800 pL saf etanol ile ¢oziilerek hacmi saf su ile 1000
uL’ye tamamlandi ve 10000 pg/mL’lik kuersetin standardi olusturuldu. Bu ana stoktan
1000 pg/mL’lik ara stok standart hazirlanip, %80’lik etanol ile seri diliisyonla 100, 50,
25,12.5, 6.25, 3.125 ve 1.5625 ng/mL’lik kuersetin standartlar1 elde edildi.

Deneyin Yapilhisi:

Propolis ekstrakti 1:20 oraninda seyreltildi ve Tablo 10’daki pipetlemeler 96
kuyucuklu mikropleytte yapildi. Sonuglar kuersetin standart grafiginden yararlanilarak

pg/ml olarak hesaplandi. Her 6rnek igin 6lglimler ti¢ kez tekrarlandi (n=3).

Tablo 10. Propolis ekstraktinin toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi

Kor (uL) Ornek (pL) Standart (uL)

Etanol 20 - -
Ekstrakt - 20 -
Standart - - 20
%80’lik Etanol 172 172 172
%10’luk 4 4 4
AI(NO3)3

1 M KCHs3COO 4 4 4

Oda sicakliginda, karanlikta 40 dk. inkiibasyon
415 nm’ de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iimii.
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y = 0,0034x
@ R2=0,9971
[+
2
o
3
<
0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 20. Toplam flavonoid igerik tayini i¢in kuersetin standart grafigi

5.5. Hiicre Kiiltiirii

Biitiin hiicre kiiltiirii ¢alismalart KTU Tibbi Biyokimya Anabilim Dali hiicre
kiiltiiri laboratuvarinda, steril ortamda gerceklestirildi. Calisma Oncesi kabin ve
kullanilacak malzemeler, calisma sonrasinda ise kabin %70’lik etanol ile silindi.
Calismalar sonunda kabin ve hiicre kiiltiirii odas1 UV 1sik ile tekrar kullanima hazir

halde steril edildi.
5.5.1. Meme Kanseri ve Fibroblast Hiicre Serilerinin Eldesi ve Kiiltiirii

Calismada; ATCC (American Type Culture Colection) firmasindan temin edilen
MCF-7 (ATCC, HTB-22) ve siinnet derisi kokenli fibroblast (ATCC, CRL-2522)

hicreleri kullanildi.

MCF-7 hiicre serisi icin besiyeri ¢ozeltisi: 442.5 mL DMEM iizerine 50 ml FBS ve
7.5 mL penisilin-streptomisin eklendi. 50 ml’lik falkon tiiplere boliinerek +4 °C’de

saklandi.

Fibroblast hiicreleri icin besiyeri ¢ozeltisi: 442.5 mL EMEM besiyeri iizerine 50 mL
FBS ve 7.5 mL penisilin-streptomisin eklendi. 50 mL’lik falkon tiiplere boliinerek +4
°C’de sakland.

0.01M PBS (pH 7.4): 10 adet PBS tableti icerisinde yaklasik 900 mL saf su bulunan
beherde ¢ozildii. Cozeltinin pH’s1 7.4°e ayarlanip, son hacmi 1 L’ye tamamlanarak

hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmak iizere otoklavlandi.
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Hiicre Serilerinin Eldesi ve Kiiltiir Asamalari;

1.

Uretici firmadan temin edilen hiicreler belirtilen sekilde isleme tabi tutuldu:
Kriyovial i¢inde donmus halde bulunan hiicreler kuru buzdan c¢ikarildiktan

sonra 37°C su banyosunda 5 dakika bekletilerek tamamen ¢oziinmesi saglandi.

. Fibroblast hiicreleri (1 mL) 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve son hacim L-

Glutaminli, %10 FBS ve %1 penisilin+streptomisin igeren EMEM besiyeri ile
10 mL’ye tamamlandi. MCF-7 hiicreleri (1 mL) 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi
ve son hacim L-Glutaminli, %10 FBS ve %1 penisilin+streptomisin igceren
DMEM besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi.

Hiicre siispansiyonlar1 130 g’de 6 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda silipernatant kisimlar1 uzaklastirildi, tiiplere 1’er mL taze
besiyeri ilave edildi ve hafif pipetaj yapilarak hiicre ¢cokeleklerinin ¢oziilmesi
saglandi. Coziilen hiicreler T-75’lik flasklara ekildi ve iizerine fibroblast i¢in
15 mL EMEM, MCF-7 igin ise 15 mL DMEM besiyeri ilave edildi. Hiicreler
%5 CO» ortaminda, 37 °C’ de, inkiibatorde gogaltildi.

5.5.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi, Sayllmasi ve Saklanmasi

Hiicreler flask yiizeyinin %70-80’lik kismin1 kapladiktan sonra hiicre pasajlamasi

yapildi.

1

2.

[lk olarak flasklardaki besiyeri uzaklastirildi.

Flasklar 8’er mL PBS ile yikandiktan sonra her bir flaska 4 mL tripsin-EDTA
coOzeltisi eklendi. Flasklar 3 dakika inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyon sonras1 9 mL %10 FBS iceren hiicre i¢in uygun olan DMEM veya
EMEM ile hiicreler falkon tiip igerisinde toplandi. Hiicre siispansiyonu 130
g’de 6 dakika santrifiijlendi.

. Stipernatant kisimlar1 1  mL kalacak sekilde uzaklastirildi. Hiicre

stispansiyonlarindan 10 pL’si 0.5 mL hacimli kapakli tiipe alinarak 10 pL
tripan blue ile karistirild1 ve karisim 3 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Pipetaj yapilarak karisimdan 10 pL alindi ve neubauer hematositometre lamina
aktarildi. Invert mikroskop ile incelenen hematosimetre lami iizerinde 16’ya

boliinmiis dort ayr1 kare oldugu goriilmektedir. Capraz iki kare igerisinde
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bulunan canli hiicreler sayildi ve mililitredeki canli hiicre sayisi; "sayilan hiicre
sayis1 x seyreltme orani1 x 10*" formiilii kullanilarak hesaplandi (19, 148).

6. Hiicre sayimi yapildiktan sonra, icerisinde 15 mL besiyeri bulunan 75 cm?’lik
flasklara 2000-10000 hiicre/cm? olacak sekilde tekrar hiicre ekimi yapildi.

Boylece kiiltiirleme siirecine devam edildi.
5.6. Hiicrelerin Canhlik Testi, MTT Analizi

Propolis ekstraktinin igeriginde var oldugu daha 6nceden gosterilen kuersetinin
(146) ve meme kanseri tedavisinde kullanilan ticari bir antikanser ila¢ olan paklitakselin
(149) MCF-7 ve fibroblast hiicre serilerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde
MTT yontemi (127) modifiye edilerek kullanildi. Propolis ekstraktinin MCF-7 kanser
hiicre serisi iizerindeki muhtemel sitotoksik etkisinin se¢ici oldugunun belirlenebilmesi
icin, sitotoksisite calismalari1 paralel olarak saglikli insan fibroblast hiicreleri iizerinde

de gergeklestirildi.
Kullanilan Cozeltiler:

MTT cozeltisi (5 mg/mL): 1 g MTT boyast 6 mL DMSO ile ¢oziildiikten sonra steril
PBS ile hacmi 200 ml’ ye tamamlandi. MTT boyast tamamen ¢oziilinceye kadar
manyetik karistiricida bekletildi. Cozelti 0.22 pum’lik filtreden gegirilerek 1’er mL (5
mg/mL) halinde alikotlanip, deneylerde kullanilmak tizere -20 °C’de sakland.

Paklitaksel cozeltisi: 50 mg paklitaksel tartildi ve 1 mL etanol ilavesiyle iyice
vortekslenip ¢oziilerek 50000 pg/mL’lik ¢alisma stogu hazirlandi. Paklitaksel ¢ozeltisi

deney giinii hazirlandi ve taze halde kullanildi.

Kuersetin c¢ozeltisi: 10 mg kuersetin tartildt ve 1 mL DMSO ilavesiyle iyice
vortekslenip coziilerek 10000 pg/mL’lik calisma stogu hazirlandi. Kuersetin ¢ozeltisi

deney giinii hazirlandi ve taze halde kullanildi.
Analiz asamalar sirasiyla;

1. Hiicre kiiltiir pleytlerinin her kuyucuguna 5000 hiicre olacak sekilde 200 uL
besiyeri icinde MCF-7 ve fibroblast hiicreleri ekildi (150, 151).
2. Baslangic anindan 24 saat sonra; pleytler inkiibatorden alindi, besiyeri

icerikleri uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 200’er pL taze besiyeri eklendi.
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. MCF-7 hiicre serisi i¢in taze besiyerleri lizerine propolis ekstrakti i¢in son
konsantrasyonlar1 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ug/mL, kuersetin i¢in 0.5, 1, 2.5,
10, 25, 50, 100 pg/mL ve paklitaksel i¢in 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 25, 50
pug/mL olacak sekilde uygun hacimlerde ilave edilip, hiicrelerin bu maddeler ile
37 °C’de 72 saat inkiibasyonu saglandi.

. Fibroblast serisi icin taze besiyerleri iizerine propolis ekstrakti i¢in son
konsantrasyonlar1 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ug/mL, kuersetin i¢in 0.5, 1, 2.5,
10, 25, 50, 100 png/mL ve paklitaksel i¢in 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 25, 50
ug/mL olacak sekilde uygun hacimlerde ilave edilip, hiicrelerin bu maddeler ile
37 °C’de 72 saat inkiibasyonu saglandi. Her bir hiicre serisi i¢in kullanilan
maddelerin tiim konsantrasyonlar1 3’er kuyucuk olacak sekilde planlandi (n=3).
. Inkiibasyon sonunda pleyt icerikleri uzaklastirildi ve biitiin kuyucuklara 190’ar
uL taze besiyeri eklendi. Her bir kuyucuga son konsantrasyonu 0.25 mg/mL
olacak 10’ar pL MTT boyasi ilave edildi. Pleytler 37 °C’de 3 saat inkiibe
edildi.

. Stire sonunda pleyt igerikleri uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 200°er uL
DMSO eklendi ve pleytler formazan kristallerin ¢oziinmesi icin 90 dakika
calkalayicida bekletildi.

. Kuyucuklardaki kristallerin tamamen ¢oziiniip ¢oziinmedigi invert mikroskop
altinda kontrol edildi. Her bir kuyucukta olusan mor rengin absorbansi
mikropleyt okuyucuda 570 nm dalga boyunda okundu. Her Ornegin
konsantrasyonu i¢in elde edilen absorbans degerinin, herhangi bir muamele
gérmeyen kontrol absorbans degerine oran1 100 ile ¢arpilarak her bir maddenin

her bir konsantrasyonu i¢in % hiicre canlilig1 hesaplandi.

5.7. Hiicre Dongiisii ve Apoptozun Flow Sitometrik Olarak Belirlenmesi

Flow sitometri, ¢esitli hiicrelerin bir siispansiyon halinde akis kanali boyunca tek

tek gegmesi ve bu sirada hiicre bliyiikliigli ve graniilaritesine gore siniflandirilmasi

esasina dayanan bir tekniktir (19). MCF-7 hiicre serisinde secici toksisite gosterdigi

belirlenen propolis ekstraktinin bu etkisinin hangi ana yolaklar iizerinden gerc¢eklestigini

ortaya koyabilmek adina flow sitometrik anneksin-V (apoptoz), DNA icerik (hiicre

dongiisii) analizleri ticari kitler kullanilarak KTU Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Laboratuvari’nda bulunan flow sitometri cihazi kullanilarak yapildu.
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5.7.1. Hiicre Dongiisii Analizi

Reaktiflerin Hazirlanmasi

Uretici firmadan gerekli kosullar altinda temin edilen ve -20 °C’de saklanan tiim

kit bilesenlerinin ¢alisma oncesi oda sicaklifinda bekletilerek ¢oziinmeleri saglandi.

Tiim reaktifler {iretici firma tarafindan kullanima hazir sekilde tasarlanmasti.

Hiicre dongiisii analiz asamalari sirasiyla;

1.

MCF-7 hicreleri 750 000 hiicre/flask olacak sekilde T-25 flasklara ekildi ve

son hacim zenginlestirilmis DMEM besi yeri ile 4’er mL’ ye tamamlandi.

. Hiicrelerin flasklara yapismasi i¢in 24 saat beklendi. 24 saat sonrasinda flask

igerikleri uzaklastirildi. Her bir flaska 4’er mL taze DMEM besi yeri ilave
edildi.

Deney gruplart sitotoksite verileri de gbéz Oniine alinarak flasklardaki son
konsantrasyonlar 25, 50, 75, 100 ug/mL olacak sekilde propolis ekstrakti ilave
edilip flasklar 72 saat inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon sonras1 flask icerikleri uzaklastirildi ve flasklar 5’er mL PBS ile
yikandi. Flasklara 1’er mL tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi. Flasklar 5 dakika
inkiibatorde bekletildi.

Siire sonunda 4’er mL zenginlestirilmis DMEM besi yeri ile hiicreler falkon
tiipler icerisinde toplandi ve hiicre silispansiyonlar1 300 g’de 5 dakika
santrifiijlendi.

Stipernatantlar tiipiin dibinde 50 pL s1vi kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri
I’er mL yikama tamponu (DMSO iginde ¢6ziilmiis siikroz-sodyum sitrat) ile
pipetajlanarak siispanse hale getirildi.

Karisim 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi ve bu yikama islemi 2 kez daha
tekrarlandi.

Ugiincii yikama sonras pelletler 1’er mL yikama tamponu ile ¢dziildii.

Hiicre stispansiyonlarindan 10’ar pL alinarak 10’ar pL tripan blue ile
karistirilip neubauer laminda hiicre sayimlar: yapildi. Her tiipteki hiicre sayisi
10° olacak sekilde ayarlandi. Hiicre sayilari esitlenen tiipler 400 g’de 5 dakika

santrifiij edildi.
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10. Tim silipernatantlar dikkatlice uzaklastirildi. Her tiipe 250’ser uL A (spermin
tetrahidrokloriir i¢inde tripsin igerendeterjan tamponu) soliisyonundan ilave
edilerek tiipler hafifce alt iist edildi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

11. Siire sonunda her tiipe 200’er uL B (riboniikleaz A and tripsin inhibitorii igeren
spermin tamponu) soliisyonundan ilave edilerek tiipler hafifge alt tist edildi ve
10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

12. Inkiibasyon sonrasi tiipler buz iizerine alindi. Her tiipe 200’er pL C
(propidyum iyodiir iceren spermin tamponu) soliisyonundan ilave edilerek
tiipler hafifce alt tist edildi ve 10 dakika buz iizerinde inkiibasyona birakildi.
Hiicrelerin hiicre dongiisii analizleri Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda bulunan flow sitometri cihazinda gergeklestirildi, her tiip i¢in
10000 hiicre saydirildi ve her deneme 3 kez tekrarlandi (n=3). Sonuglar %

hiicre olarak verildi.
5.7.2. Anneksin V Analizi
Reaktiflerin Hazirlanmasi

Anneksin V Analiz kit bilesenlerinin deney 6ncesi oda sicakliginda bekletilerek
¢oziinmeleri saglandi. 10X Anneksin V baglama tamponu [0.1 M HEPES/NaOH (pH
7.4), 1.4 M NaCl, 25 mM CacCly] distile su ile 1:9 oraninda seyreltilerek 1X Anneksin V
calisma taponu hazirlandi. Diger reaktifler iiretici firma tarafindan kullanima hazir

sekilde tasarlanmustir.
Anneksin V analiz asamalari sirasiyla;

1. MCF-7 hiicreleri 750 000 hiicre/flask olacak sekilde T-25 flasklara ekildi ve
son hacim zenginlestirilmis DMEM besi yeri ile 4’er mL’ ye tamamlandi.

2. Hiicrelerin flasklara yapismasi i¢in 24 saat beklendi. 24 saat sonrasinda flask
icerikleri uzaklastirildi. Her bir flaska 4’er mL taze DMEM besi yeri ilave
edildi.

3. Deney gruplan sitotoksite verileri de g6z Oniine alinarak flasklardaki son
konsantrasyonlar 25, 50, 75, 100 ng/mL olacak sekilde propolis ekstrakti ilave
edilip flasklar 72 saat inkiibasyona birakildi.
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4. Inkiibasyon sonrasi flask igerikleri uzaklastirild1 ve flasklar 5’er mL PBS ile
yikandi. Flasklara 2’er mL tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi. Flasklar 3 dakika
inkiibatorde bekletildi.

5. Siire sonunda 4’er mL zenginlestirilmis DMEM besi yeri ile hiicreler falkon
tiipler icerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonlart 300 g’de 5 dakika
santrifiijlendi.

6. Siipernatantlar tiipiin dibinde 50 pL sivi kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri
1’er mL soguk PBS ile pipetajlanarak siispanse hale getirildi ve tiipler i¢indeki
hiicre siispansiyonlar1 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

7. Siipernatantlar tiipiin dibinde 50 pL siv1 kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri
I’er mL 1X Anneksin V g¢alisma taponu ile pipetajlanarak siispanse hale
getirildi.

8. Hiicre siispansiyonlarindan 10’ar uL alinarak 10’ar pL tripan blue ile
karigtirilip neubauer laminda hiicre sayimlari yapildi.

9. Her tiipteki hiicre sayis1 100 pL de 10° olacak sekilde ayarlandi. 100’er pL
hiicre stispansiyonlar tizerine 5’er pL FITC ve 5’er puL Pl ilave edilerek elde
edilen karigimlar yavasca vortekslendi, oda sicakliginda karanlhikta 15 dakika
inkiibe edildi.

10. inkiibasyon sonunda her bir tiipe 400’er uL 1X Anneksin baglama tamponu
ilave edildi. Hiicrelerin Anneksin V analizleri Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda bulunan flow sitometri cihazinda gergeklestirildi, her tiip icin

5000 hiicre saydirildi ve her deneme 3 kez tekrarlandi (n=3).
5.8. Western Blot Analizi

Gen ekspresyon c¢aligmalarinda gen ifadesinin protein diizeylerinin belirlenmesi

icin western blot analizi tercih edilmektedir (137, 152).

Kullanilan Cozeltiler:

Liziz ¢ozeltisi: Son konsantrasyonlari, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, %0.5
Triton X-100, 1 mM EDTA, 1x mM NaPPi, 1x PIl, 1x NaVan, 1x NaF, 1x PMSF, dH20

olacak sekilde soliisyonlar bir araya getirildi.
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100X Sodyum orthovanadat (200 mM) (NaVan) cozeltisi: 3.68 g NasVVOg tartildi ve
90 mL steril ¢ift distile su i¢inde ¢oziildii. Sar1 renge doniisen soliisyon renksiz olana
kadar kaynatildi ve oda sicakligina gelene kadar sogutulduktan sonra pH 10.0’a

ayarlandi. Hacim 100 ml’ye tamamlandi.

50X Sodyum floriir (1 M) (NaF) cozeltisi: 4.2 g NaF tartild1 ve steril ¢ift distile su

icinde ¢oziiliip hacmil00 mL’ye tamamlandi.

20X Sodyum pirofosfat (100 mM) (NaPPi) cozeltisi: 4.44 g NaPPi tartilip steril ¢ift

distile su iginde ¢oziildii ve hacmil00 mL’ye tamamlanip 4 °C’de saklandi.

100X Fenilmetansiilfonil fluoriir (PMSF) proteaz inhibitor (100 mM) c¢ozeltisi:
0.174 g PMSF tartilip saf etanol iginde ¢oziilerek hacmil0 mL’ye tamamlandi.

%10 Sodyum dodesil sulfat (SDS) ¢ozeltisi: 10 g SDS tartilip, 100 mL deiyonize

distile suda ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi.

%10 Amonyum persiilfat (APS) c¢ozeltisi: 100 mg APS tartilip, 1 mL deiyonize suda
¢oziildi. Cozelti 4 °C’de sakland.

%40 Akrilamid\Bisakrilamid: Biorad tarafindan temin edilen soliisyon kullanildi ve
4°C ‘de saklandu.

1.5 M Tris-HCI pH 8.8 (Ayirma jel tamponu): 36.33 g Tris tartilip, 180 mL deiyonize
suda ¢oziildii, HCI ile pH 8.8’e ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 200 mL’ye

tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 (Yiikleme jel tamponu): 6.057 g Tris tartilip, 90 mL
deiyonize distile suda ¢oziildii, HCI ile pH 6.8’¢ ayarlanarak toplam hacim deiyonize su

ile 100 mL’ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

10X Tris-Glisin tamponu: 30.3 g Tris baz ve 144 g glisin tartilip deiyonize suda

coziilerek hacmi 1 L’ ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

SDS-PAGE Yiiriitme tamponu (1X): 10X Tris-Glisin tamponu 1X olacak sekilde
seyreltildi. icerisine 10 mL %10’luk SDS eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlandi.

SDS-PAGE Transfer tamponu (10X) :10X Tris-Glisin tamponu 1X olacak sekilde

hazirlandi. igerisine 200 mL metanol eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlandi.
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TBS (10X): 31.52 g Tris HCI ve 80 g NaCl tartilip, deiyonize su ile ¢oziilerek pH

7.6’ya ayarlandi ve son hacim 1L’ye tamamlandi.
TBST: 100 mL 10X TBS ve 1 mL Tween-20, 1 L deiyonize suda seyreltildi.

Bloklama gozeltisi (%5 BSA-TBST/Siit Tozu-TBST): 5 g BSA veya siit tozu 100 mL
1X TBST igerisinde ¢oziilerek 4 °C’de saklandi.

10X PBS stok c¢ozeltisi: 1.37 M NaCl, 26.8 mM KCI, 0.1 M Na,HPOs, 17.6 mM
KH2PO4 800 mL distile su igerisinde ¢oziindii ve 1M HCI ile pH: 7.4’¢ ayarlanarak son

hacim 1L’ye tamamlandi.

%00.05 Tween 20 (PBS) ¢ozeltisi: 10 mL 10 x PBS’ten ve 25 uL %20’lik Tween 20
soliisyonundan alinarak toplam hacim deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlandi ve oda

sicakliginda saklandi.

5X SDS-PAGE Yiikleme tamponu: Toplam hacim 10 mL’de final konsantrasyonlari
0.25 M Tris-Cl pH: 6.8, %10 SDS %50 gliserol, %0.01 bromofenolblue olacak sekilde
hazirlandi. -20 °C’de saklandi. Kullanmadan 6nce final konsantrasyonu 0.5 M olacak
sekilde DTT eklendi.

Primer Antikor: Bloklama tamponu ile primer antikor igin {iretici firmanin tavsiye

ettigin oranda seyreltilerek hazirlandi.

Sekonder Antikor: Bloklama tamponu ile sekonder antikor igin tavsiye edilen

oranlarda seyreltilerek hazirlandi.
5.8.1. Hiicrelerden Protein lizat Eldesi

1. MCEF-7 hiicreleri 750 000 hiicre/flask olacak sekilde T-25 flasklara ekildi ve
son hacim zenginlestirilmis DMEM besi yeri ile 4’er mL’ ye tamamland.

2. Hiicrelerin flasklara yapismasi i¢in 24 saat beklendi. 24 saat sonrasinda flask
igerikleri uzaklastirildi. Her bir flaska 4’er mL taze DMEM besi yeri ilave
edildi.

3. Deney gruplari sitotoksite verileri de goz Oniine alinarak belirlendi. Deney
gruplarina ait flasklara son konsantrasyonlar 25, 50, 75 ve 100 ug/mL olacak
sekilde propolis ekstrakti ilave edilip flasklar 72 saat inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyon sonrasi flask igerikleri uzaklastirildi ve flasklar 5’er mL PBS ile
yikandi. Flasklara 1’er mL tripsin-EDTA ¢6zeltisi eklendi. Flasklar 5 dakika
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inkiibatorde bekletildi. Siire sonunda 4’er mL zenginlestirilmis DMEM besi
yeri ile hiicreler falkon tiipler igerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonlari 300
g’de 5 dakika santrifiijlendi.

5. Santrifiij edilerek hiicrelerin pellet halini alan hiicreler 4°C’de bekletilen soguk
PBS ile iki kez yikand1 ve hiicre sayimi1 yapilarak her konsantrasyon i¢in 250
000 hiicre kullanildi.

6. Ependorfa alinan hiicreler i¢in 200 pL lizis soliisyonu eklendi Pelletin
pipetajlanarak homojen hale gelmesi saglandi ve buz iizerinde 30 dk.
calkalayicida inkiibe edildi.

7. Hiicre pelletleri daha sonra sonike (5 sn sonike (amplitude %45, 20kHz), 20 sn
ara, 4 tur) edildi.

8. Sonikasyon sonrasi hiicreler 4°C’de 13.000 g’de 15 dakika santrifiij edildi ve
stipernatant temiz ependorf tiipe aktarildiktan sonra analiz edilmek iizere -20
°C’ ye kaldirildi. Tiim soliisyonlar ve prosediir buz lizerinde gergeklestirildi.

5.8.2. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi
5.8.2.1. SDS-PAGE Jel Elektroforez Camlarmin Hazirlanmasi

Camlar distile su ile yikandi ve %70’lik etil alkol ile temizlendi. Temizlenen

camlar jel standina yerlestirildi.
5.8.2.2. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

p53 (53 kDa), p21 (21 kDa) ve Bax (20 kDa) molekiiler agirliginda olduklarindan,

her dort proteinin ayni jelde goriintiilenebilmesi i¢in ayirma jeli %12 olarak belirlendi.

Uzun ve kisa camlar birlestirilerek jel hazirlama standina yerlestirildi. SDS-PAGE
jeli i¢in gereken cozeltiler Tablo 11°de belirtildigi sekilde hazirlandi. Ayirma jeli kisa
camin yaklasik 1 cm altina kadar dokiildiikten sonra ayirma jelinin hava ile temasinin

engellenmesi i¢in 1 mL izopropanol eklendi.
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Tablo 11. Ayirma jeli igerigi

Malzemeler %12
ddH20 2.17mL
40% Akrilamid karisimi 1.5mL
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.25 mL
10% SDS 50 uL
10% APS 50 uL
TEMED 5puL
Toplam 5 mL

Taze hazirlanmalidir.
5.8.2.3.Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi

Ayirma jeli polimerlestikten sonra (45 dk), jelin iizerindeki izopropanol dokiilerek
uzaklagtirildi ve saf suyla yikandi. Tablo 12’de belirtildigi sekilde hazirlanan yiikleme
jeli camlar arasinda kalan 1 cm’lik bosluga aktarildi ve 15 kuyucuklu tarak camlar
arasina Yyerlestirildi. Polimerizasyon ic¢in 45 dakika beklenildi. Hazirlanan jeller

kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi.

Tablo 12. Yiikleme jeli icerigi

Malzemeler %5
ddH20 3.08 mL
Acrylamid (40% acrylamid mix)  0.56 mL
1.5 M Tris-HCI pH 6.8 1.25 mL
10% SDS 50 uL
10% APS 50 uL
TEMED 3ul
Toplam 5mL

Taze hazirlanmalidir.
5.8.3. Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

1. Her bir konsantrasyondaki protein lizati lizerine (4:1) yilikleme boyasi (5x)

eklenip, yiikleme soliisyonunun son konsantrasyonunun 1X olmasi saglandi.
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2. Ornek-yiikleme soliisyonu karisgimi  99°C’de 5  dakika kaynatildi
(Denatiirasyon). Ornekler 1000 rpm 1dk santrifiij edildi.

3. Ilk kuyucuga 1 pL protein markir1 ve sonrasinda 20 pL &rnek olacak sekilde
yiikleme yapildi (BioRad 15 kuyu i¢in).

4. Jel ilk olarak 70 V’da 15 dk, sonra 100 V’da 100 dk yiiriitiildii.
5.8.4. Western Blotlama (Islak Blotlama)

1. SDS-PAGE jelinin membrana transferi i¢in spatula yardimi ile camlar
birbirinden yavas ve dikkatlice ayrildi ve jelin artik kisimlar1 (yiikleme jeli,
jelin kenar kisimlar1 gibi) spatula ile kesilip atildi.

2. Jel blotlama oOncesinde dengelenmesi icgin transfer tamponuna alindi. Bu
esnada, jelle aym biyiliklikte PVDF membrant kesilerek sogutulmus
metanolde aktive edildi (aktivayon siiresi 3-5 saniye) ve sonrasinda transfer
tamponuna alinarak dengelendi.

3. Blotlama kasetinin siyah (anot) yiiziine dnceden transfer tamponunda 1slatilmig
bir adet siinger yatak ve iki adet ince 3 MM Whatman kagid1 yerlestirildi.

4. Jel hava kabarcigi kalmayacak kagidin iizerine sekilde yerlestirildi. Jelin
iizerine dengelenmis PVDF membrani yerlestirildi.

5. Membranin istiine 2 adet ince 3MM Whatman kagidi ve tranfer tamponunda
1islatilmis slinger yerlestirilerek sandvig kaseti olusturuldu.

6. Kaset transfer tamponu igeren tanka anot (siyah) ve katot (kirmizi) tarafta
olacak sekilde yerlestirildi. Transfer islemi 100 Voltta 1saat (500 mA, 150W)
akim verilerek gergeklestirildi. Transfer esnasinda tank magnetik karistirici ile
karistirildu.

7. Transfer sonrasinda membran kasetten ¢ikarildi, transferin oldugu taraf
isaretlendi, bloklama tamponu eklenerek 1saat oda sicakliginda calkalayici
iizerinde inkiibasyona birakildi.

8. Bloklama soliisyonu primer antikor diliisyonlar1 ve inkiibasyon zamanlari
antikorun iiriin katalogunda yer alan oneriler dogrultusunda hazirlandu.

9. Primer antikora konulan membran orbital karistiricida {izerinde 4°C’de gece

boyu orbital karistiricida inkiibasyona birakildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

Birincil antikor inkiibasyonundan sonra membran 6 defa 5’ar dakika TBST
icerisinde calkalayici lizerinde yikandi.

Daha sonra membran, birincil antikora uygun blok soliisyonu ile uygun
diltisyonda hazirlanmis ikincil antikorla (1:8000) calkalayici iizerinde 1 saat
oda sicakliginda inkiibe edildi.

Bu inkiibasyondan sonra membran tekrar 6 defa 5’ar dakika 1X TBST
icerisinde calkalanarak yikandi. BioRad Chemidoc Goriintiileme Cihazi son
yikama esnasinda agilarak sogumasi saglandi.

Son yikamadan sonra membran pens ile kenarindan tutularak bir kurulama
kagidi tizerinde kenarindan degdirilerek kurumasi saglandi ve temiz bir kaba
aktarildi. Isimayr saptamak i¢in 0.5 mL ECL soliisyonu (BioRad ECL
bilesenleri 1:1 oraninda karistirildi) ile muamele edildi (3 dk).

BioRad Chemidoc Goriintilleme Cihazi yardimi ile membran goriintiilendi ve

analiz edildi.

5.9. miRNA Ekspresyon Seviyelerinin RT-gPCR ile Belirlenmesi

MikroRNA ekspresyon analizi gergek zamanli kantitatif (RT-qPCR) yo6ntemi,
gerceklestirildi (153).

1.

T-25 flasklara 300 000 hiicre/flask olacak sekilde MCF-7 hiicreleri ekildi, son

hacim zenginlestirilmis DMEM besi yeri ile 4’er mL’ ye tamamland.

. Hiicrelerin flasklara yapismasi i¢in 24 saat beklendi. 24 saat sonrasinda flask

icerikleri uzaklastirildi. Her bir flaska 4’er mL taze DMEM besi yeri ilave
edildi.

Deney gruplan sitotoksite verileri de goz Oniine alinarak belirlendi. Deney
gruplarina ait flasklara son konsantrasyonlar 25, 50, 75 ve 100 pg/mL olacak
sekilde etanollii propolis ekstrakti ilave edilip flasklar 72 saat inkiibasyona
birakildi.

. Siire sonunda hiicreler flasklardan tripsinizasyon islemi ile kaldirildi. 130 g’de

6 dakika santrifiijlendi. Siipernatant kisimlar dikkatli bir sekilde uzaklastirilip
pellet kisimlar1 PBS yikandi ve miRNA izolasyon islemleri baslatildi.
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5.9.1. miRNA izolasyonu

Etanollii propolis ekstratiyla muamele edilen hiicrelerden miRNA izolasyonu

kullanilan ticari kitin yonlendirmeleri dogrultusunda asagidaki gibi gerceklestirildi.

1.

10.

11.

150’er pL %20 binding tamponu ile ¢oziilen hiicre pelletleri pipet yardimiyla

iyice homojenize edildi.

. Homojenize edilen ornekler 15000g’de 2dk santrifiij edildi ve silipernatant

kisimlar1 yeni steril bir tiipe aktarildi.
Her bir hiicre lizatindan 150’er pL alindi ve lizerlerine 312’ser pL binding

tamponu ilave edildi.

. Toplama tiiplerine filtreler yerlestirildi ve 462’ser pL hacimdeki karigimlar

filtrelere transfer edilerek 13 000 g’de 45 saniye santrifiijlendi.

Toplama tiiplerindeki siv1 kisimlar yeni steril bir tiipe alind1 ve lizerine 200’er
pL binding enhancer tamponu ilave edildi.

Toplama tiiplerine yeni filtreler yerlestirildi karisimlar filtrelere transfer

edilerek 13 000 g’de 30 saniye santrifiijlendi.

. Toplama tiiplerindeki sivilar uzaklastirilarak filtreler tekrar tiiplere yerlestirildi.

Filtrelere 500’er pL yikama tamponu ilave edildi ve tiipler 13 000 g’de 30
saniye santrifiijlendi.

Toplama tiiplerindeki sivi uzaklastirilarak filtreler tekrar tiiplere yerlestirildi.
Filtrelere 300°er puL yikama tamponu ilave edildi ve tiipler 13 000 g’de 30

saniye santrifiijlendi.

. Toplama tiiplerindeki sivi uzaklastirilarak filtreler tekrar tiiplere yerlestirildi ve

13 000 g’de 60 saniye santrifiijlendi.

Toplama tiliplerindeki sivi uzaklastirildi. Filtreler dikkatli bir sekilde toplama
tiiplerinden ¢ikarilarak yeni steril tiiplere aktarildi. Her bir filtre lizerine 75 er
pL eliisyon tamponu ilave edildi ve tiipler 13 000 g’de 60 saniye santrifiijlendi.
Filtrelerden tiiplere gegen miRNA Orneklerinin miktarlar1 ve saflik dereceleri
spektrofotometrik olarak belirlendikten sonra cDNA doniisiimii yapilana kadar

-80 °C’de saklanda.
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5.10.2. miRNA Orneklerinden ¢cDNA Sentezi

izole edilen MiIRNA 6rneklerinden cDNA eldesi ticari kitin ydnlendirmeleri

dogrultusunda gergeklestirildi (153).

Tablo 13. cDNA sentezi i¢in kullanilan primer dizileri

Gen

Primer Primer Dizisi

miR-34

miR-15a

miR-16-5p

miR-145

miR-21

RNAU6

RT primeri 5’-CGACTCAGCAAGGTTCCGAAGTAACAGGCATGCTGAGTCGTCTACAACCAGCTA-3’

RT primeri 5’CGACTCAGCAAGGTTCCGAAGTAACAGGCATGCTGAGTCGTCTCACAAACCATT-3’

RT primeri 5’-CGACTCAGCAAGGTTCCGAAGTAACAGGCATGCTGAGTCGTCTCGCCAATATTTA-3’

RT primeri 5’-CGACTCAGCAAGGTTCCGAAGTAACAGGCATGCTGAGTCGTCTAGGGATTCCT-3’

RT primeri 5’-CGCCTCTCATGCTCACGAATTCCGAGAGGCGTCAACATCAGT-3’

RT primeri 5’-TAAAAATATGGAACGCTTCACGAATTTGCGTGTCAB-3’

. -80 °C’de saklanan miRNA ornekleri oda sicakliginda erimeleri igin bekletildi.

. Her mikroRNA i¢in 1.5 mL hacimli steril tiip icerisinde gerekli reaksiyon

ortami Tablo 14’de verilen hacimler kullanilarak hazirlandi. Her bir
miRNA’nin ¢cDNA sentezi igin RT primerleri kullanildi. Kullanilan primer
dizileri Tablo 13°de verildi.

Hazirlanan karisim cDNA elde edilecek her bir 6rnek i¢in 6nceden hazirlanmis
250 pL hacimli tiiplere her birinde 10’ar pL olacak sekilde dagitildi (Tablo
14). Dagitilan karigimlar tizerine de her bir deney grubu i¢in 10’ar uL miRNA

Orneklerinden ilave edildi.

Tablo 14. miIRNA o6rneklerinden cDNA sentezi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaktifler Bir 6rnek i¢in (uL)
RT primer (20uM) 0.5
Transkriptor reaksiyon tamponu 4

RNase inhibitorii 0.5

dNTP karigimi 2

Reverse Transkriptaz 0.5

ddH20 2.5
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PCR cihaz1;10 dakika 25 °C 60 dakika 50 °C 5 dakika 85 °C olacak sekilde
ayarlandi ve cDNA sentezi islemi baglatildi. Siire sonunda sentezlenen cDNA

konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve RT-PCR asamasinda kullanilmak

uzere -80 °C’de saklandi.
5.10.3. Real Time - PCR Protokolii

Gen ekspresyon c¢alismalart i¢in dlgiilmek istenen miRNA’lar i¢in spesifik olarak

uretilen primer dizileri ve problar (Tablo 15) kullanilarak iretici firmanin

yonlendirmeleri dogrultusunda Roche Light Cycler 480 II cihazi kullanilarak

gerceklestirildi (153). RT - PCR analizi i¢in;

Tablo 15. RT - PCR’da kullanilan primer dizileri

Gen Primer Primer Dizisi
miR-34 lleri primer 5.~ A AGCGATTGGCAGTG-3’

Geri Primer . +CAGCAAGGTTCCGAAGTAAC-3’

Prob 5" CATGCTGAGTCGTCTACAACCAGCT-3
miR-15a ileri primer ~ 5’-GCTACGCATTAGCAGCACAT-3’

Geri Primer  5’-TCAGCAAGGTTCCGAAGTAAC-3’

Prob 5. CATGCTGAGTCGTCTCACAAACCATT-3’
MiR-16-5p  ileri primer  5’-GCCACGGTTTAGCAGCA-3’

Geri Primer  5’-TCAGCAAGGTTCCGAAGTAAC-3’

Prob 5 .CTGAGTCGTCTCGCCAATATTTACGTG-3’
iRL4E ileri primer 5 “GCGACGCATGTCCAGTT-3

Geri Primer 5 - TCAGCAAGGTTCCGAAGTAAC-3

Brob 5" CTGAGTCGTCTAGGGATTCCTGGGAA-3’

_ _ 5. TGGCACCTGACGTAGCTTATC-3’

miR-21 Ileri primer

Geri Primer 5 “CGCCTCTCATGCTCACG-3

Prob 5" TTCCGAGAGGCGTCAACATCAGTCT-3’
RNUG6 fleri primer 5’-GTGCTCGCTTCGGCAGCACATAT-3’

Geri Primer  5’-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3’

Prob 5" TTGCGCAGGGGCCATGCTAATCTT-3’
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1.

5 mL hacimli tiip igerisinde hedef gen ve referans gen i¢in ayr1 ayri olmak
tizere gerekli reaksiyon ortami Tablo 16’de verilen hacimler kullanilarak

hazirlandi.

. Hazirlanan karisim her bir 6rnek i¢in ii¢ kuyucuk olacak sekilde RT-PCR i¢in

ozel olarak iiretilmis beyaz 96 kuyucuklu pleyte her bir kuyucukta 15’er uL
olacak sekilde dagitild.

Dagitilan karisimlar {izerine de her bir deney grubu i¢in 5’er uL. cDNA 06rnegi
ilave edildi.

Cihaz; 6n inkiibasyon 95°C 10 sn., amplifikasyon 95°C 10 sn., 60°C 1 dk., 72°C
1 sn. ve sogutma 40°C 30 sn. olacak sekilde diizenlendi ve RT-PCR analizi
gergeklestirildi (Tablo 17).

Sonuglarin analizi Roche Light Cycler 480-11 cihazinda bulunan Advance
Relative Quantification programi ile yapildi. Goreceli kantitasyon modunda;
ilgilenilen hedef genin deney gruplarinin ekspresyon seviyeleri muamelesiz

grup (negatif kontrol) ekspresyon seviyeleri baslangi¢c alinarak rolatif olarak

ifade edildi.

Tablo 16. Real Time PCR analizi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaktif Bir 6rnek icin (uL)
miRNA F 20uM) 0.7
miRNA R (20uM) 0.7
miRNA TM (20uM) 0.2
Prob master mix 10
ddH20 3.4
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Tablo 17. RT-PCR protokolii

Program Dongii Analiz Modu

On Inkiibasyon 1 -

Amplifikasyon 65 Kantifikasyon

Soguma 1 -

Hedef Sicakhk Elde Etme Modu  Siire (saat: dk: s) Sicaklik Artis Hizi
(*C) (°Cls)
On Inkiibasyon

95 - 10 dk 4.4
Amplifikasyon

95 - 10 sn 4.4
60 - 1dk 2.2
72 Tek 1sn 4.4
Soguma

40 - 30sn 2.2

RT-qPCR ile elde edilen sonuglarin kantite edilmesinde karsilastirmali Cp metodu

(2-AACp metodu) rolatif kantitasyonu analiz etmede kullanilan normalize edilmis gen

ekspresyonunun matematiksel modelidir (154). Bu esitlige goére ACp hedef: Cp hedef

gen-Cp referans gen (RNAUG), ACp kontrol: Cp Hedef gen-Cp Referans gen.

5.11. istatistiksel Yontemler

Sonuglar ii¢c bagimsiz deneyin ortalamasi + standart sapma (mean+SD) alinarak

hesaplandi. Deney sonuglari, SPSS 13.0.1 (Statistics Program for Social and Science)

istatistik programina yiiklenerek normal dagilima uygunluklari Kolmogorov-Smirnov

Testi ile kontrol edildi. Normal dagilima uygun olduklar1 goriildiikten sonra ANOVA

testi, gruplar arasindaki iliskinin ortaya konabilmesi i¢in ise post-hoc Tukey analizleri

kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Etanollii Propolis Ekstraktinin Antioksidan I¢eriginin Belirlenmesi

Etanollii propolis ekstraktinin antioksidan giicii; toplam polifenolik igerik, toplam
flavonoid igerik ve demir indirgeme giicii testleri kullanilarak belirlendi ve sonuglar

Tablo 18°de verildi.

Tablo 18. Etanollii propolis ekstraktinin antioksidan igerigi (n=3)

Toplam Polifenolik icerik Toplam Flavonoid icerik
(mg gallik asit/g propolis) (mg kuersetin/g propolis)
Propolis Ekstrakt 122.25+0.01 50.94+0.02

6.2. Sitotoksisite Analizi ile lgili Bulgular
6.2.1. MCF-7 ve Fibroblast Hiicre Serilerinde Sitotoksisite Calismalari
6.2.1.1. Etanollii Propolis Ekstraktinin Sitotoksik Etkisi

Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 ve Fibroblast hiicre serilerindeki sitotoksik
etkileri MTT testi ile degerlendirildi, veriler negatif kontrol grubuna oranlanarak elde
edilen % hiicre canliliklar1 Tablo 19-20°de ve yiizde grafikleri Sekil 21°de verildi.

Tablo 19. Etanolli propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisi tizerindeki sitotoksik etkisi
(n=3)

Ekstrakt (ng/mL) 5 10 25 50 100 250

% Canhhk 91.2+0.51 80.0+0.35 76.70.87  68.4+1.29  20.6+0.23 9.1+0.09

Tablo 20. Etanollii propolis ekstraktinin fibroblast hiicre serisi lizerindeki sitotoksik
etkisi (n=3)

Ekstrakt 5 10 25 50 100 250 500
(ng/mL)

% Canhhk 72.6£0.45  66.842.35 156.7+0.33 55.2+1.1 52.740.4 40.8+1.4 34.5+2.38
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Sekil 21. EEP’nin MCF-7 ve Fibroblast hiicre serilerindeki sitotoksik etkisi yiizde
canlilik grafigi (n=3)
6.2.1.2. Paklitakselin Sitotoksik Etkisi

Paklitakselin, MCF-7 ve Fibroblast hiicre serilerindeki sitotoksik etkileri MTT
testi ile degerlendirildi, veriler negatif kontrol grubuna oranlanarak elde edilen % hiicre

canliliklar1 Tablo 21-22’de ve ylizde grafikleri Sekil 22°de verildi.

Tablo 21. Paklitakselin MCF-7 hiicre serisi iizerindeki sitotoksik etkisi (n=3)

Paklitaksel
(ng/mL) 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 25 50

%Canhlhk  77.5+0.3 72.5+0.3 62.8+0.1 61.2+0.6  58.5+04  46.6+0.2  43.6x1.1 39.2+1.1

Tablo 22. Paklitakselin Fibroblast hiicre serisi iizerindeki sitotoksik etkisi (n=3)

Paklitaksel
(ng/mL) 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 25 50

%C Canhhk 100.0£1.3 99.9+£1.5 97.3+2.5 83.3+2 80.3+1 72+0.7 63.5+0.8 45.7+0.7
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Sekil 22. Paklitakselin MCF-7 ve Fibroblast hiicre serilerindeki sitotoksik etkisi yiizde
canlilik grafigi (n=3)

6.2.1.3. Kuersetinin Sitotoksik Etkisi

Kuersetinin, MCF-7 ve Fibroblast huicre serilerindeki sitotoksik etkileri MTT testi
ile degerlendirildi, veriler negatif kontrol grubuna oranlanarak elde edilen % hiicre

canliliklar1 Tablo 23-24°de ve yiizde grafikleri Sekil 23°de verildi

Tablo 23. Kuersetinin MCF-7 hiicre serisi lizerindeki sitotoksik etkisi (n=3)

Kuersetin 0.5 1 25 5 10 25 50 100
(ng/mL)
%Canhhk 86.9:0.8 65+0.5 52.6+0.1 48.1+0.9 44516 352407 28.6+03 9.6+0.8

Tablo 24. Kuersetinin Fibroblast hiicre serisi lizerindeki sitotoksik etkisi (n=3)

Kuersetin 0.5 1 25 5 10 25 50 100
(ng/mL)

% Canhlik 94.9+1.7 79.4+0.2 71.7£09  64.5+£0.3 49+1.4 45.1+0.6 30.4+0.5 18.7+1.1
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Sekil 23. Kuersetinin MCF-7 ve Fibroblast hiicre serilerindeki sitotoksik etkisi yiizde
canlilik grafigi (n=3)

6.3. Flow Sitometrik Analiz Bulgular:

Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisindeki apoptotik etkinligi
Anneksin V' kiti kullanilarak flow sitometrisiyle belirlendi. Negatif kontrol grubu
(muamelesiz grup), etanollii propolis ekstraktinin 25-100 pg/mL konsantrasyonlariyla
72 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerine ait sonuglar sirasiyla Resim 2’de verildi.
Tablo 25’de ise MCF-7 hiicre serisindeki tiim gruplara ait Anneksin V analiz sonuglari

% hiicre miktar1 seklinde goriilmektedir.

Tablo 25. MCF-7 hiicre serisinde Anneksin V analizi % hiicre oranlar1 (n=3)

Normal Hiicre Nekrotik Hiicre Apoptotik Hiicreler
Negatif Kontrol 93.9+2.80 1.4+0.001 4.8+2.82
25 pg/mL 77.9£1.67" 3.5+0.56 18.4+2.13"
p (0.004) p (0.228) p (0.032)
50 pg/mL 46+6.37" 5+1.24" 49+7.3"
p (0.0001) p (0.023) p (0.0001)
75 ng/mL 35.5£3.56" 7.5+1.66" 57+4.95"
p (0.0001) p (0.001) p (0.0001)
100 pg/mL 27+3.637 4.1£1.45 68.7+4.44"
p (0.0001) p (0.095) p (0.0001)

['Negatif kontrol grubuna gore anlamli degisim gostermistir (p<0.05)]
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Elde edilen anneksin V analizi sonucunda Resim 1’de de oldugu gibi 4 ayr1 bolge

goriilecektir:

- PC3-ANNEXIN.001
o
) PI(+), AN(-) Pi(+), AN(+)
— Bl
s »\‘_:: ﬁ':‘;'_"
~N by f oo
a o ‘

Pl('), AN("’)

2 L e | :
109 10! 102 103 104
ANNEXIN

Resim 1. Annexin V analizinde hiicrelerin yaptig1 floresans 1isimalar sonucu elde edilen
bolgeler. 1. Bolge PI (-), Anneksin (-): Canli hiicre; 2. Bolge PI (+), Anneksin
(-): Nekrotik hiicreler; 3. Bolge PI (+), Anneksin (+): Ge¢ apoptoz
evresindeki ya da heniiz 6lmiis hiicreleri; 4. Bolge PI (), Anneksin (+): Erken
apoptoz evresindeki hiicreleri gostermektedir.
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Resim 2. MCF-7 hiicre serisinde Anneksin V analizi sonucu elde edilen grafikler

Anneksin V analiz sonuglarina gore; etanollii propolis ekstraktlarinin doza baglh
bir sekilde saglam MCF-7 kanser hiicresi miktarin1 anlamli olarak azaltip, apoptotik

hiicre sayisini anlamli olarak arttirdigi saptandi (Tablo 21).
6.3.1. Hiicre Dongiisii Analiz Bulgular:

Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinin hiicre dongiisii iizerindeki
etkisi DNA igerik kiti kullanilarak flow sitometriyle belirlendi. Negatif kontrol
grubu(muamelesiz grup), etanollii propolis ekstraktinin (25, 50, 75 ve 100 pg/mL)
konsantrasyonlari ile 72 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerine ait sonuglar sirasiyla
Resim 3-7’de verildi. Tablo 26’de ise tim gruplara ait hiicre dongiisii analiz verileri %

hiicre olarak yer almaktadir.
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Tablo 26. MCF-7 hiicre serisindeki tiim gruplara ait hiicre dongiisii analizi % hiicre oranlari

(n=3)

G1 Evresi G2/M Evresi S evresi sub-G1
Negatif Kontrol 71.8+0.80 9.6+0.89 18.5£1.06 3.4+1.06
25 pg/mL 84.8+1.56™ 7.1+1.61 8+1.58" 7.7£1.58"

p (0.0001) p (0.228) p (0.0001) p (0.0001)
50 pg/mL 87.0+2.34™ 2.5+1.88" 10.3£3.96" 8.0+3.96"

p (0.0001) p (0.0001) p (0.0001) p (0.0001)
75 ng/mL 91.3+2.02" 2.2+1.89" 6.3£1.25" 12.1+£1.25"

p (0.0001) p (0.0001) p (0.0001) p (0.0001)
100 pg/mL 90.8+1.89" 2.7£1.50" 6.3+0.93" 22.9+0.93"

p (0.0001) p (0.0001) p (0.0001) p (0.0001)

['Negatif kontrol grubuna gore anlaml degisim gdstermistir (p<0.05)]
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Resim 3. Negatif kontrol grubunu olusturan hiicrelere ait hiicre déngiisii analiz sonucu
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Resim 4. Etanollii propolis ekstratinin 25 pg/mL konsantrasyonu ile 72 saat muamele
edilen hiicrelere ait hiicre dongiisii analiz sonucu
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Resim 5. Etanollii propolis ekstratinin 50 pg/mL konsantrasyonu ile 72 saat muamele
edilen hiicrelere ait hiicre dongiisii analiz sonucu
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Resim 6. Etanollii propolis ekstratinin 75 pg/mL konsantrasyonu ile 72 saat muamele
edilen hiicrelere ait hiicre dongiisii analiz sonucu
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Resim 7. Etanollii propolis ekstratinin 100 pg/mL konsantrasyonu ile 72 saat muamele
edilen hiicrelere ait hiicre dongiisii analiz sonucu

Elde edilen hiicre dongilisii analiz sonuglarina gore; etanollii propolis

ekstraktlarinin doza bagh bir sekilde (25, 50, 75 ve 100 ug/mL) MCF-7 hiicrelerinin
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dongiistinii G1 evresinde durdurdugu ve bulunan degerin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriildii. G2/M ve S evrelerindeki hiicre toplulugunu da anlamli sekilde azalttig

gozlendi. Ayrica sub-G1 evresinde ise hiicre miktarini anlamli sekilde arttirdigi
gozlendi.

6.4. Western Blot Analiz Bulgulari

Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde bozulmus apoptoz
mekanizmasi tizerinde etkili proteinlerin ekspresyon seviyeleri western blot yontemi
gerceklestirildi. Image Lab programi kullanilarak goriintiilenen ve normalize edilen

Bax, p53, p21 protein ekspresyonlarindaki degisimler incelendi.

Kontrol

vy
N

(=)
2 £ =

p53 --—FSO
145 216 176

1 4.25

Beta Aktin — ——

Sekil 24. Etanollii propolis ekstratinin MCF-7 hiicre serisinde p53 protein ekspresyonu
lizerine etkisi

Elde edilen analiz sonuglarina gore; etanollii propolis ekstraktlarinin doza bagl

bir sekilde (25, 50, 75 ve 100 pg/mL) MCF-7 hiicrelerininde p53 protein seviyesinde
artig gorilmistiir (Sekil 24).

Kontrol
g

p21 —.-‘- . -

e
Bota Aktiy | We—— ——

Sekil 25. Etanollii propolis ekstratinin MCF-7 hiicre serisinde p21 protein ekspresyonu
tizerine etkisi
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MCEF-7 hiicrelerininde p21 protein seviyesi incelendiginde kontrole kiyasla diisiik
dozlarda p21 protein seviyesinin arttigi, 75 pg/mL da degismedigi ve 100 ug/mL de ise
azaldig1 gorilmistiir (Sekil 25).

Kontrol
25

50

75

100

Bax | S0 S s o - 20

Beta Aktin - e mame  ——

Sekil 26. Etanollii propolis ekstratinin MCF-7 hiicre serisinde Bax protein ekspresyonu
lizerine etkisi

Etanollii propolis ekstratinin MCF-7 hiicre serisinde Bax protein ekspresyonu
tizerine etkisi incelendiginde; kontrole kiyasla diisiik dozlarda Bax protein seviyesinin

arttig1, 75 pg/mL ve 100 pg/mL ise degismedigi goriilmiistiir (Sekil 26).
6.5. MikroRNA Ekspresyonu Analiz Bulgular:

Quantative real time-PCR ile miRNA ekspresyonua ait amplifikasyon egrileri
Resim 8’de verildi. Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde miRNA (miR-
34, miR-15a, miR-16-5p, miR-145, miR-21) ekspresyonu iizerine etkisi konsantrasyona
bagli olarak muamele gormeyen negatif kontrole gore kat olarak Sekil 27-30’da siitun
grafigi olarak verildi. miRNA’larin ekspresyon diizeyleri RNAUG6 ile normalize

edilmistir.
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Resim 8. miRNA ekspresyon analizinde elde edilen amplifikasyon egrileri

6.5.1. miR-34 Ekspresyon Seviyeleri

Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde miR-34 ekspresyonu
tizerine etkisine bakildiginda kontrol grubuna gore kiyasla doz baglimli olarak anlaml

artis (p=0.004, p=0.0001, p=0.0001, p=0.001) goriilmiistiir.

8 * & Negatif Kontrol
= 25 pg/mL
< 7 png/m
e
N—"
. é 6 M50 pg/mL
RZ)
Bh 5 |75 pg/mL
O
A *
o 4 @100 pg/mL
o
z 3
2
&
M 2
88

1

0

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 27. Etanollii propolis ekstratinin MCF-7 hiicre serisinde miR-34 ekspresyon
iizerine etkisi (n=3) [ Negatif kontrole gore anlamli artis goriildii (p<0.05)]
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6.5.2. miR-15a Ekspresyon Seviyeleri

Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde miR-15a ekspresyonu
izerine etkisine bakildiginda kontrol grubuna gore kiyasla doz baglimli olarak anlamli

artis (p=0.007, p=0. 012, p=0.0001, p=0.0001) goriilmiistir.

7 & Negatif Kontrol
~~ *
5 25 pg/mL
M6 =
N—
E s M50 pg/mL
Ry
oy
oA 4 @75 pg/mL
o *
% 3 @100 pg/mL
2
o
w)
=~
8]

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 28. Etanollii propolis ekstratinin MCF-7 hiicre serisinde miR-15a ekspresyon
lizerine etkisi (n=3) [ Negatif kontrole gére anlaml1 artis goriildii (p<0.05)]

6.5.3. miR-16-5p Ekspresyon Seviyeleri

Etanolli propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde miR-16-5p ekspresyonu
iizerine etkisine bakildiginda kontrol grubuna gore kiyasla doz baglimli olarak anlamli

artis (p=0.892, p=0. 017, p=0.0001, p=0.0001)griilmiistiir.
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Sekil 29. Etanolli propolis ekstratinin MCF-7 hiicre serisinde miR-16-5p ekspresyon
iizerine etkisi (n=3) [ Negatif kontrole gore anlaml artis goriildii (p<0.05)]

6.5.4. miR-145 Ekspresyon Seviyeleri

Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde miR-145 ekspresyonu

tizerine etkisi gozlenememistir.

6.5.5. miR-21 Ekspresyon Seviyeleri

Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde miR-21 ekspresyonu

tizerine etkisine bakildiginda kontrol grubuna gore kiyasla doz baglimli olarak anlaml

azalis (p=0.0001, p=0. 001, p=0.001, p=0.559) g6zlenmistir.
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30. Etanollii propolis ekstratinin MCF-7 hiicre serisinde miR-21 ekspresyon
lizerine etkisi (n=3) [ Negatif kontrole gore anlaml1 azalis goriildii (p<0.05)]
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7. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri kiiresel bir saglik sorunudur ve tiim diinyada akciger kanserinden
sonra, kansere bagl Olimlerin en sik ikinci nedenidir (155, 156). Giiniimiizde meme
kanseri tedavisinde kullanilan temel yaklasimlar; cerrahi miidahale, hormonal terapi,
immiinoterapi, kemoterapi ve radyoterapidir. Kemoterapi tedavi planinin en 6nemli
parcasidir. Mevcut kemoterapdtikler tiimorleri inhibe edip 6ldiirse de, toksisite ve ciddi
yan etkiler s6z konusudur. Bu durum ilaglarin klinik uygulamalarini kisitlamaktadir
(157). Bu nedenle hastalikta beklenen iyilesme arzu edilen diizeyde olmamaktadir (4).
Bu bilgiler 1s181nda, yeni antitiimor kemoterapotiklerin kesfi ve gelistirilmesi, entegre

tedavi planinin iyilestirilmesi i¢in dnemlidir (157).

Son yillarda diyetle alinan dogal iriinlerin sentetik ilaglara kiyasla/daha az yan
etki ve diisiik toksisiteye sahip olmasi insanlari yeniden dogal ila¢ olarak bilinen
trtinlerin tiikketimine yoneltmistir (42, 155). Antikanser bilesiklerinin %70’inden fazlasi
dogal irlinler veya dogal iriinlerden tiiretilmis maddelerdir (35). Bu sebeple dogal
iriinlere yeni ila¢ kesifleri i¢in potansiyel hammadde goziiyle bakilmakta ve dogal
tirinlerde bulunan polifenollerin yapilari ve aktiviteleri on plana ¢ikmaktadir (42).
Ozellikle dogal ar1 {iriinlerinin (propolis, polen, ari siitii) igeriginde yer alan polifenolik
bilesiklerle yapilan ¢alismalarda antikanser etkinliklerinin ortaya koyulmus olmasi ar1

tirtinlerine olan ilgiyi arttirmistir (30, 43, 53).

Geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan propolis; antioksidan, antiinflamatuar,
antibakteriyel, antiviral, antifungal, antitiimoral ve pek¢ok 6nemli biyolojik aktivilere
sahip bir an trtinidir. (17, 18, 38, 53). Propolis, polifenolik ve flavonoid bilesikler
acisindan zengin, toplandigi bolgenin cografyasmma ve iklimine gore igerigi
degisebilmektedir (35). Gilinlimiizde bilim insanlarinin propolisin ayrintili kimyasal
kompozisyonunu agiklamak, sitotoksik, antiproliferatif ve proapoptotik ozelliklerini
belirlemek i¢in ¢ok sayida calisma yaptiklarini gormekteyiz (31, 39, 100). Propolis;
recinemsi yapisindan dolayr ham halde kullanilamamakta, cesitli ¢oziiciilerle ekstrakt
haline getirilmektedir. Bu islem sirasinda inert bilesenlerin uzaklastirilmasi ve
polifenolik  fraksiyonlarin muhafaza edilmesi gerekmektedir (158). Propolis
ekstraksiyonu i¢in maserasyon, soksilet ¢ikarma, ultrasonik (sonikasyon) ve mikrodalga

ekstraksiyonu gibi farkli yontemler ve ¢oziicliler kullanilmaktadir. Kullanilan
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ekstraksiyon yontemine ve c¢oziiciiye gore de propolis ekstraktlarinin biyolojik
aktiviteleri degisebilmektedir. Propolis ekstraksiyonu i¢in etanol, metanol, su, hekzan,
DMSO ve aseton gibi c¢oziiciiler kullanilmaktadir. Etanolle hazirlanan propolis
ekstraktlarinin mumsu bilesik icermedigi ve polifenolik bilesenlerce zengin oldugu

belirtilmektedir (159).

Propolisin giinliik hayat icerisindeki kullaniminin artmasi, hazirlanan propolis
ekstraktinin temel igeriginin hizli ve ucuz yontemlerle belirlenmesi gerekliligini de
dogurmustur. Bu amagla toplam fenolik ve flavonoid igerigin belirlenmesi en sik
bagvurulan rutin kontrol testleri haline gelmistir (158). Propolisin biyolojik aktivitesi
igerigindeki flavonoid ve fenolik bilesiklere atfedilmektedir (160). Tim bu bilgiler
dogrultusunda hazirlanan etanollii propolis ekstraktinin igerigi ve antioksidan karakteri

toplam polifenol ve flavonoid testleri ile gergeklestirildi.

Calismamizda Tiirk propolisinin etanolik ekstraktlarinin toplam polifenolik icerigi
122 mg gallik asit /g propolis olarak bulundu. Literatiirde Diinya’nin farkli yerlerinden
toplanan propolis ekstraktlarindaki toplam polifenolik igerigin; 31-299 mg gallik asit/g
propolis degerleri arasinda degistigi (161), Transilvanya propolisi i¢in 24-62 g gallik
asit / 100 g propolis araligi (162), Cin propolisi i¢in 174 mg gallik asit/g propolis (163),
Polonya propolisi i¢in 150-190 mg gallik asit /g propolis arasinda (164) oldugu
belirtilmistir.

Etanollii propolis ekstraktinin toplam flavonoid igerigi 50.94 mg Kuersetin/g
propolis olarak bulundu. Diinya’nin farkli bolgelerinden toplanan propolis
ekstraktlarindaki toplam flavonoid igerigin 2.5-176 mg kuersetin/g propolis arasinda
degistigi (161), Cin propolisi i¢in 45 mg kuersetin/g propolis (163), Polonya propolisi
icin 49-53 mg kuersetin/g propolis araligi (164) ve Tiirk propolisi i¢in ise 48 mg
kuersetin/g propolis (146) oldugu belirtilmistir. Calismada elde edilen toplam polifenol
ve flavonoid igerik degerlerinin literatiir verileriyle uyumlu oldugu goriildii.

Gozlemlenen farkliliklar, propolisin toplandigi bolgeden, ¢oziicii tiiriinden, ekstraksiyon

yonteminden veya propolis toplayan ar1 irkindan kaynaklantyor olabilir.

Sforcin ve Bankova dogal bir {riiniin olas1 yararli biyolojik etkilerinin 6n
arastirmasi i¢in in vitro yontemlerin 6nemli oldugunu ve ¢lde edilen analiz sonuglarina

gore in vivo veya klinik ¢alismalarin olabilecegini belirtmislerdir (17).
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Gegmis yillarda hiicre kiiltliriinde hiicre canliligini ve proliferasyonunu incelemek
icin g¢esitli yontemler gelistirildi. Hiicre canliliginin, proliferasyon hizinin ve
sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in tripan blue, MTT, LDH, ATP gibi ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir (165). MTT testi farkli hiicre tiplerine uygulanabilen, ucuz, radyoaktif
olmayan, hizli, hassas ve giivenilir bir kolorimetrik metottur. Calismamizda sitotoksisite
analizi MCF-7 kanser serileri ile paralel olarak normal fibroblast hiicrelerinde MTT testi
ile gergeklestirildi (128, 166).

Yapilan literatiir taramasinda propolis ekstraktlarinin farkli hiicre serilerinde
sitotoksik etki gosterdigi ortaya konmustur. Yesil Brezilya propolisinin A549
hiicrelerinde doz ve zamana bagli olarak (167), Polonya propolisinin etanolik
esktraktinin prostat kanseri hiicrelerinde (168), Tunus propolisinin kolon ve larinks
kanseri hiicrelerinde (169), Tayland propolisinin metanollii ekstraktlarinin karaciger,
mide ve kolon kanseri hiicre serilerinde (148) sitotoksik etki gosterdikleri belirtilmistir.
Propolis ekstraktlarinin MCF-7 hiicre serilerindeki sitotoksik etkisinin incelendigi
caligmalar goziiniine alindiginda; Tetsuro ve ark. (170) kirmizi1 Brezilya propolisinin
doza bagli olarak (0.1-20 pg/mL) hiicre canliligini azalttig1 belirtmislerdir. Xuan ve ark.
(171) Cin propolisinin etanollii ekstrakttinin MCF-7 ve MDA-MB-231 (human breast
cancer ER(—)) hiicre serilerinde doza (25-200 pug/mL) ve zamana bagli olarak sitotoksik
etki gosterdigini bildirmislerdir. Vatansever ve ark. (172) Tiirkiye’nin farkh
bolgelerinden elde edilen propolis etanolik ekstraktlarinin doza ve zaman bagli olarak
sitotoksik etki gosterdigi ve en etkili dozun 125 pg/mL oldugunu belirtmislerdir.
Calismamizda Tiirk propolisinin etanolli ekstraktinin doza baglh (25-100 ug/mL) olarak
hiicre canliligini azalttig1 gozlendi. 1Cso degerinin 61 pug/mL bulundugu ve diger bolge

propolislerinden elde edilen sonuglarla da benzer oldugu gézlendi.

Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde sergiledigi sitotoksik etkinin
hiicre proliferasyonunu durdurma ya da apoptozu indiiklenme yollarindan hangisi
tizerinden gerceklestigi konusunda fikir sahibi olabilmek adina ekstraktin hiicre

dongiisiine ve apoptoza olan etkileri arastirildi.

Apoptozun belirlenmesinde TUNEL yontemi, western blotting, M30 yOntemi,
ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) ve flow sitometri gibi yontemler

kullanilmaktadir (173, 174). Flow sitometri; hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonu,
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membran potansiyelisinin ve apoptozun belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem oldukca hizli ve kisa siirede binlerce hiicreyi analiz ederek
giivenilir sonuglar verebilmektedir (130). Propolis ekstraktinin apoptoz ve hiicre

dongiisiine etkisi flow sitometri yontemiyle belirlendi.

Hiicre dongiisii, ¢cogalmak iizere uyarilmig hiicrede bir dizi gegici biyokimyasal
aktivitenin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii siiregtir (175). Hiicre dongiisii
boyunca ilerleme, DNA sentezi ve kromozom ayiriminda olasi hatalar1 algilayan kontrol
noktalar1 tarafindan diizenlenir (176). Kanser tedavisinde hiicre dongiisiiniin
durdurulabilmesi hedef mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektedir (109). Bu bakis
acistyla gerceklestirilen hiicre dongiisii analizinde, etanolik propolis ekstraktinin doz
bagimli olarak MCF-7 hiicre serisinde hiicre dongiisiinii G1 evresinde durdurdugu ve
sentez evresine giren hiicre sayisini azalttigi goriildii. Ayrica sub G1 fazinda hiicre
sayisinin arti@1 belirlendi. sub G1 fazindaki bu artisin hiicre 6liim indiiksiyonunu
yansittig1 diisliniilmektedir. Genel olarak sub G1 DNA igerigine sahip hiicre artiginin,

apoptotik hiicre 6liimiiniin bir belirteci oldugu kabul edilmistir (177).

Literatiirde propolis ve propolisten izole edilen bilesenlerin MCF-7 hiicre
serisinde hiicre dongiisii ilizerine etkisini ortaya koyan calismalarda; kahverengi Kiiba
propolisinin doz ve zamana bagli olarak dongiiyli G1 evresinde (178), kurkumin, EGCG
ve arctigenin U¢lii kombinasyonun uygulandigi hiicrelerde GO/G1 evresinde (179),
CAPE ve kuersetin ile muamele edilen hiicreler de S evresinde durdurdugu (180, 181),
ve ayrica kuersetinin Sub-G1 evresindeki hiicre sayisinda belirgin bir artisa neden
oldugu belirtilmigtir (181). Calisma ekibimiz tarafindan yapilan bir baska calismada;
Tiirk propolisinin etanollik ekstraktinin A549 hiicre serisinde G1 evresindedeki hiicre
sayisint anlamli olarak arttirdigi gozlendi (53). Propolis ve bilesenlerinden krisin,
kuersetin, CAPE, galangin, kaempferol, kardanolun uygulandigi farkli kanser hiicre
serilerinde (C6 glioma, servikal kanser, kolon kanseri, akciger kanseri, meme kanseri
(BT-474), 16semide (HL-60) gibi) gosterdikleri antiproliferatif etkinin hiicre dongiisiinii
G1 ya da G2/M evresinde durdurdugu ve muhtemel mekanizmalarinin ise siklin ve
CDK’larin ekspresyonlarinda bir azalma ya da CDKI olan p21 ve p27°nm
ekspresyonundaki bir artis kaynakli olabilecegi belirtilmistir (182-187).
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Etanollii propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde hiicre dongiisiinii G1
evresinde durdurabilmesinin muhtemel sebepleri arasinda p21 ekspresyonunun
arttirilmas1 olabilecegini diisiinerek p21°in ekspresyonundaki degisimler incelendi.
Olabilecek diger olasiliklar ise CDK2, CDK6, CDK4, siklin E, siklin D
ekspresyonlarinda azalma ya da CDK2/siklin E, CDK4, 6/siklin D kompleksinin inhibe

edilmesi olabilir. Calismanin bu yoniiyle de arastirilmasi gerektigini onermekteyiz.

Proteinlerin tespiti ve analizi igin western blot, PCR, ELISA gibi ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir (188-190). Diisiik miktarda bulunan proteinlerin tespiti, yliksek
ozgullik ve uygulama kolaylig1 gibi avantajlar western blot kullanimini yaygin hale
getirmistir (138, 191). Calismamizda protein ekspresyon diizeyleri western blot analizi

ile gerceklestirildi.

Siklin bagimh kinaz inhibitorii p21WV*™/CP! - Cip/Kip ailesine ait bir proteindir.
p21, DNA hasarindan sonra p53’e bagl hiicre dongiisti durdurulmasindan sorumludur,
ancak p53’ten bagimsiz mekanizmalarla da diizenlendigi (Spl, Sp3, Ap2, STAT'ler ve
C/EBP gibi birgok transkripsiyon faktorii) belirtilmistir (192). CDI’ler genellikle
siklin/CDK komplekslerinin aktivitesini inhibe eder ve hiicre dongiisii ilerleyisini
olumsuz sekilde diizenlerler (193). p2l; CDK-baglama aktivitesinin yanisira
transkripsiyon, bliylime ve DNA sentezinin diizenlenmesinde yer alan bir dizi proteinle
de etkilesime girer (194). Hiicredeki p21 seviyesi; transkripsiyonel regiilasyon,
epigenetik susturma, mRNA stabilitesi ve ubikitin bagimli/bagimsiz yikimi gibi ¢esitli

mekanizmalar tarafindan diizenlenir (195).

Propolis ve izole bilesenleriyle yapilan ¢alismalar incelendiginde; Brezilya yesil
propolisiyle muamele edilen A549 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla p53’ten
bagimsiz sekilde p21’in ekspresyonunun arttigi ve hiicre dongiisiiniin durduruldugu
belirtilmistir (167). Bir baska ¢alismada, propolisin U937 hiicre serisinde p21 ve p27
proteinlerinin ekspresyonunu arttirdigi ve siklin B1, siklin A, CDK2 protein seviyelerini
azalttigr gosterilmistir (196). Kuersetinle muamele edilen meme kanseri hiicre
serilerinde (ER-positive and Her2-negative) apoptozun arttigi, ayrica hiicre dongiisii
ilerleyisinin de inhibe edildigi belirtilmistir. Kuersetinin p51, p21 aktivitelerini
arttirdigi, p21’m CDK2’nin aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir (197, 198).

Aminoflavon (AF) uygulanilan MCF-7 hiicrelerinde, AF’nin tiim konsantrasyonlarinda

95



pS3 diizeyi artarken, p21’mn AF’nin diisiik konsantrasyonlarinda arttigi ve yiiksek
konsantrasyonlarinda ise azaldig: belirtilmistir. Yiiksek AF konsantrasyonlarinda p21°in
proteazomal olarak yikiminin arttig1 bildirilmistir (199). Prostat kanser hiicre serisinde
doksorubisinle yapilan ¢alismada, doksorobusinin p53 ekspresyonunu giiglii bir sekilde
indiiklerken, diisikk dozlarinda p21 diizeyini arttirdig1 ve yiiksek dozlarin da ise p21
protein seviyesinde azalma oldugu belirtilmistir (194).

Calismamizda propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisindeki p21 protein seviyesi
lizerine etkisine bakildiginda, negatif kontrol grubuna kiyasla  diisiik
konsantrasyonlarinda p21 protein seviyesinin artti1, yiiksek konsantrasyonlarinda ise
p21 protein seviyesinin azaldigr gozlendi. Bu sonuglar hiicrelerin, DNA hasari
varliginda hiicre dongiisiiniin durdurulmas1 veya apoptozu nasil aktive ettigini
belirleyen mekanizmalar i¢in bir paradigma saglamaktadir. p21’in post translasyonel
mekanizmalarla diizenlendigi bilinmektedir (Ornegin p38 a ve c-Jun fosforilasyonu,
Akt’nin treonin 145 den fosforile edilmesi, glikojen sentaz kinaz-3’un p21 fosforile
etmesi p21°1 stabilize etmektedir.). Ozelikle Akt sinyal yolaginn p21 diizenlenmesinde
onemli rol oynadig1 vurgulanmaktadir. Akt’in DNA hasarina tepki olarak nasil aktive
edildigi hala net olmamakla birlikte, literatiirde Akt sinyal yolu inhihisyonun p21’mn
azalmasina neden olabilecegi ileri siirilmektedir (199). Etanolik propolis ekstraktinin
yiiksek konsantrasyonlarinda p21’mn proteazomal olarak yikiminin artabilecegini ve

buna neden olabilecek Akt sinyal yolaginin arastirilmasini 6nermekteyiz.

Hem ekstrinsik hem de intrinsik yollar1 iceren apoptoz, ¢ok hiicreli
organizmalardaki en 6nemli hiicre 6liim seklidir (200). Etanollii propolis ekstraktinin
doza bagli bir sekilde MCF-7 hiicre serisinde hiicre miktarin1 azaltip, apoptotik hiicre
sayisint anlamli olarak arttirdifi goriildi. Apoptozun hangi yolak {iizerinden
gerceklestigini ortaya koymak i¢in p53 ve Bax protein ekspresyon seviyeleri
degerlendirildi.

Bir timor supresor gen iriinii olan p53 proteini, kompleks bir molekiiler
diizenleyici agin merkezinde olup, hiicre dongiisiiniin kontrolii (p21), DNA tamiri,
transformasyon, apoptoz regiilasyonunu (Bax, Puma) ve miRNA’lar da dahil olmak
tizere ¢esitli genlerin transaktivasyonu yoluyla hiicresel streslere yanitta onemli rol
oynamaktadir (201, 202).
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Bax; Bcl-2 proteinini antagonize eden ve apoptotik hiicre 6liimiinii hizlandiran
proapoptotik protein olarak tanimlanir (196). Elde edilen analiz sonuglarina gore;
etanollii propolis ekstraktinin doza bagh bir sekilde MCF-7 hiicre serisinde p53 ve Bax
protein seviyelerini arttirdigi gézlendi. Kontrol grubuna gore kararli hale gelen p53°iin,
hedef genlerinden biri olan Bax ekspresyonunu arttirarak hiicreyi apoptoza
yonlendirdigi, diger yandan ekstraktin yiiksek konsantrasyonunda goriilen azalmanin ise

artik bu dozun hiicre i¢in toksik oldugunu diisiindiirmektedir.

Ekstraktin MCF-7 hiicre serisinde apoptoz ve mitokondriyal membran proteinleri
lizerine etkilerinin arastirildig1 ¢alismalarda; kirmizi Brezilya propolisinin proapoptotik
Bax proteinin artisina ve antiapoptotik Bcl-2 proteinin azalmasina neden olarak
apopitotik prosesleri harekete gecirdigi, ayrica kaspaz aktivitesini arttirdigi (170), Chou
ve ark. (181) propolisin ana bilesenlerinden olan kuersetinle yaptiklari ¢aligmada ise,
kuersetinin hem ekstrinsik hemde intrinsik apoptoz yolaklarini aktifleyerek apoptozu
indiiklendigi bildirilmistir. Propolis ve bilesenleriyle farkli hiicre serilerinde yapilan
calismalar incelendiginde; Misir propolisinin prostat kanseri hiicre serisinde apoptozu
aktive ettigi, p5S3 ve Bax proteinlerinin ekspresyon seviyelerini arttirdigi (203), Brezilya
propolisinin ve ondan izole edilen baccharin, drupanin ve artepilin C bilesiklerinin
kolon (SW-480) ve HL-60 hiicre serilerinde apopitotik etki gosterdigi (204), galanginle
bas-boyun skuaméz kanser (HNSCC) hiicrelerinde yapilan ¢alismada Bcl-2 protein

seviyesinin azaldig1 ve Bax protein seviyesinin arttigi belirtilmistir (183).

Polifenollerce  zengin  ekstraktlarin  antikanser  Ozellik  gdstermelerinin
sebeplerinden biride onlarin prooksidan 6zellikte olabilmelerinden kaynaklanmaktadir
(205). Literatiirde propolis ekstraktlarinin ve propolis igeriginde yer alan bilesenlerin
hiicre i¢i ROS miktarin1 artirdigina ve sitotoksik etki mekanizmalarin1 harekete
gecirebildigine dair ¢alismalar mevcuttur (1, 166, 171). Ekibimiz tarafindan yapilan bir
baska calismada A549 hiicrelerinde hiicre i¢i ROS miktarinin arttirildigi gosterilmistir
(19).

Caligmamizda goriilen proapoptotik etkinin intrinsik apoptoz yolagi iizerinden
gerceklesmis oldugu diisiinmekteyiz. Ayrica literatiir 15181nda ekstrinsik yolak tizerinde
etki ettigi diisiilen molekiillerin propolis ekstrakti igerisinde yer almasi sebebiyle, bu

apoptotik yolaginda arastirilmasi gerektigi kanaatindeyiz.
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Tiimor dokularinda goriilen anormal miRNA ekspresyonlarindaki degisikliklerin
altinda yatan mekanizmalar1 anlayabilmek amaciyla miRNA’lar1 i¢eren caligsmalarin
sayis1 giin gegtikge artmaktadir (206-208). Son yillarda literatiirde polifenol bilesiklerin
bilinen Ozeliklerinin yanisira, c¢esitli onkojenik veya timdr supresor miRNA’lari
hedefleyerek gen ifadelerini diizenleyebilecegi one siiriilmektedir (8, 14, 15). Bu bilgiler
1s181nda polifenol ve flavonoid igerigi agisindan zengin olan Tiirk propolisinin MCF-7
hiicre serisindeki miRNA (miR-34, miR-15a miR-16-5p, miR-145, miR-21) ekspresyon

seviyelerine etkisinin olup olmadig1 arastirildi.

mIiRNA ekspresyon analizi; RT-qPCR ydntemi, northern blotting ve mikroarray
gibi yar niceliksel yontemlerle gergeklestirilebilir (209, 210). RT-qPCR, niikleik asit
tespiti ve nicellestirilmesi i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir (206). Chen ve
ark. (153) tarafindan tasarlanan stem-loop RT-qPCR, oldukg¢a basit, hassas,
tekrarlanabilir ve spesifik miRNA’larin niceliksel tespiti i¢in en ¢ok tercih edilen
yontemdir. Propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisindeki miRNA seviyelerine etkisi
stem-loop RT-qPCR yontemiyle incelendi ve miRNA’nin ekspresyon seviyesinin

nicellestirilmesi icin 2"24€4 ydntemi kullanildi (154).

Propolisten izole edilen bilesenlerin miRNA seviyelerine etkilerinin arastirildigi
calismalarda; Kkuersetinin over kanserinde miR-145’1 diizenledigi (207), A549 hiicre
serisinde miR-16 ekspresyonunu (211) ve let-7 ailesini, miR-125a, miR-183, miR-146a,
miR-98, miR-19b, miR-106a, miR-381 gibi timor supresdr miRNA’larin ekpresyonunu
arttigr belirtilmistir. Luteolinle muamele edilen mide kanseri hiicrelerinde miR-34a
ekspresyonunun arttigi ve apoptozun uyarildigi belirtilmistir (212). Genistein
tedavisinin lenfositik 16semi hiicrelerinde miR-16’y1, prostat kanserinde ise miR-145’in
ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (213). Kurkuminin MCF-7 hiicre serisinde; miR-
21'in ekspresyonunu doza bagl olarak azalttigi ve miR-21/PTEN/AKkt sinyal yolunun
antikanser etkisi i¢cin 6nemli bir mekanizma oldugu (214), doz bagimli olarak miR-15a
ve miR-16 ekspresyonunu arttirdigi ve Bcl-2’nin ekpresyonunu baskiladigi bildirilmistir
(12). Yapilan calismalar dogal bilesenlerin veya fitokimyasallarin kansere bagli birgok
miRNA’nin ekspresyonunu kontrol edebilecegini gostermektedir (212, 213, 215, 216).
Bu bilesenlerin epigenetik degisimler (histon asetilasyonu, DNA metilasyonu),

transkripsiyonel  (p53, c-myc) ve miRNA biyogenez asamasindaki ¢esitli
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mekanizmalarla (Drosha ve Dicer fonksiyonunu regiile ederek miRNA’larin

olgunlagmasi) ekspresyonunu diizenledigi one siiriilmektedir (13, 213, 217).

Calismamizda p53°iin hiicre dongiisiinde ve hiicre canliliginin diizenlenmesinde
gorev alan miRNA’lar ve hedef molekiilleri MCF-7 hiicre serisi gdz Oniine alinarak
belirlendi (93). miRNA’lar p53 yolaginda biiyiik etkisi olan kiiglik yardimci1 molekiiller
olarak goriilmektedir (218). p53°tin trankripsiyonel olarak miR-34 ailesinin tiim
tiyelerinin ekspresyonunu indiiklendigi ve miR-34’iin hiicre proliferasyonu, apoptoz,
hiicre dongiisii durdurulmasini kontrol eden Bcl-2, SIRT1, p21, siklin D1, siklin E2,
E2F3/5 ve CDK4/6 gibi ¢esitli molekiiller lizerinde etkili oldugu belirtilmistir (202,
219). Etanolik propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisindeki miR-34 iizerine etkisine
bakildiginda doza baglh olarak miR-34 ekspresyonunda anlamli artis oldugu
gbzlenmistir. Bu artisin p53 diizeyleriyle de iliskili oldugunu diisiinmekteyiz.

miR-15/16 kiimesi tarafindan kodlanan miRNA’larin timor siipresor olarak
davrandiklart bilinmektedir (220, 221). pS3 bagimli miR-15/16 ailesinin; siklin D, siklin
E, CDKG6/4, Bcl-2 gibi hiicre dongiisii ve apoptozla iligkili genlerin ekspresyonunu
modiile ettigi belirtilmistir (222, 223). Propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde doza
bagli olarak miR-15a ve mIiR-16-5p’nin ekspresyonlarini anlamli olarak arttirdigi

gozlenmistir.

Literatirde miR-145"in p53 tarafindan diizenlendigi (97), fitokimyasallarla
yapilan caligmalarda miR-145’in ekspresyonunun arttigi belirtilmistir (207, 213).
Caligmamizda miR-145 ekspresyonun gozlenememesinin sebepleri arasinda, RNA’ da

gozlenen kirilmalar, prob veya primer degradasyonu olabilecegini diisiinmekteyiz.

miR-34, miR-15a, miR-16-5p’nin eskpresyonu sonucu elde edilen verilerin
literatlirle benzer olmasi, hiicre dongiisiiniin G1 evresinde durdurulmasi, apoptozda
goriilen artig, bu miRNA’larin p53 aktivasyonu iizerinden apoptoz ve hiicre dongiisiiniin
durdurulmasina katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz. p53°iin, miRNA’lar1 agirlikl
olarak transkripsiyonel asamada aktive ya da inhibe ettigi disiiniilmektedir. Bu
diizenlenmenin daha net ortaya konmasi i¢in p53 geninin susturularak deneysel
caligmalarin desteklenmesi, p53’iin transkripsiyon sonrasi asamada Drosha ve Dicer

fonksiyonunu regiile ederek miRNA’larin olgunlagsmasina ve mRNA erisilebilirligine
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katkisinin da belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica polifenolik bilesiklerin neden oldugu

epigenetik degisikliklerin incelenmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Onkojenik karaktere sahip olan miR-21’in pek ¢ok kanser tiiriinde asir1 eksprese
oldugu belirtilmistir (224). Meme kanserinde miR-21’in hedefleri arasinda PTEN,
TPM1, PDCD4, Bcl-2, APAF1, p21 ve maspin yer almaktadir (214, 225, 226).
Insanlarda veya farelerde p53’iin miR-21 baglanma bdlgesi yoktur, ancak miR-21'in

p53 agi iginde birden fazla genin baskiladigini gosteren ¢alisma mevcuttur (226).

Calismamizda propolis ekstraktinin MCF-7 hiicre serisinde miR-21 {izerine
etkisine baktigimizda negatif kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gorilmistiir.
Literatiirle karsilagtirlldiginda elde edilen verilerin benzer oldugu ve olas1 etki
mekanizmalarmin miR-21/PTEN/Akt sinyal yolu iizerinden gergeklesebilecegi veya
artan PDCD4 ekspresyonun aktivator protein (AP)-1 baskilamasi sonucu olabilecegi
diistiniilmektedir (214, 227, 228).

Tiirkiye’nin farkli yerlerinden toplanan propolis 6rneklerinde kuersetin, benzoik
asit, kafeik asit, ferulik asit, krisin gibi bilesikler agisindan zengin oldugu
bildirilmektedir (229-231). Uzel ve ark. yaptiklar1 ¢alismada ise Trabzon ydresinden
toplanan propolis orneklerinde basta pinocembrin olmak {izere isalpinin, pinostropin,
naringenin, krisin, 3,4,7-trimetoksi flavanon, pinobanksin, kuersetin, galangin, apigenin,
benzoik asit ve kafeik asit gibi bilesenlerce zengin oldugunu gosterilmistir (232). Cesitli
dogal {riinlerden hazirlanan ekstraktlarin sitotoksik ozelliklerinin incelendigi
caligmalarda sonuglarin sinerjik etkiye atfedildigi goriilmektedir (233). Bu ¢alisma,
Tiirk propolisinin etanollii ekstraktinin MCF-7 hiicre serisindeki sitotoksik etkisini;
hiicre dongilistinii durdurarak, apoptozu, prooksidan olarak davranan bilesenlerin p53
stabilizasyonunu saglayip supresdr miRNA’larin seviyelerini arttirarak ortaya koyan ilk
calisma olmustur. Ancak polifenol, miRNA ve Kkanser arasindaki iligkinin ortaya
konmasinda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugu acgiktir. Gerek propolis gerekse
propolisten izole edilen bilesenlerle ¢alismalarin farkli kanser hiicre serilerinde ve
deneysel yaklasimlarla devam ettirilmesi gerekmektedir. Bu c¢alismalardan da elde
edilecek bilimsel veriler 15181nda; ilag direncinin asilmasi veya onlenmesi, yan etkilerin

azaltilmasi, yeni tedavi rejimleri olusturulmasi ve kanser hastalarinin yasam kalitesinin
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artirllmasi i¢in onemli bilgiler saglanacaktir. Ayrica Tiirk propolisinin gida katkist ve

saglik alaninda etkin kullanimini1 daha da artabilecegi dngoriilmektedir.
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