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Bu calsmada Ellajik asitin insan meme kanseri hiicre seolan SKBR-3
ve MDA-MB-231 hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisi gimalmistir. Bu amagla,
elajik asitin 10 farkli dozu (5uM, 10uM, 20uM, 30uM, 40uM, 50uM, 100uM,
150pM, 200uM, 250uM ) 72 ve 96 saat sureyle hicrelere uyguanmi
Kullanilan MTT sitotoksisite testi sonuglarina gére, uygulanan doza ve zamana
bagli olarak kontrole gore canli hiicre sayisinda istikBel acidan anlaml bir
azalma, 0Olu hiicre sayisinda ise anlamli big gdezlenmgtir.

Gecirimli  Elektron Mikroskobu (TEM) ve Floresan Mikroskobunda
morfolojik kriterleri incelenen hicrelere MTT sitotoksisite testi sonucu bulunan
EC 50 dgeri uygulandi. 72 ve 96 saat slreyle ellajik asguignmasi sonucu
hiicreler de hacim kaybi, nikleer kondensasyon, apoptotoik cisigonaar
belirlendi.

Ellajik asitin SKBR-3 ve MDA-MB-231 hucreleri Uzerinde doza ve
zamana bz etkisi argtirihp, kasilastiriimistir. Sonug olarak, ellajik asitin
hiicreler Gzerinde doza ve zamanaglbaolarak sitotoksik etki gdstergii
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Ellajik asit, MTT, TEM, Floresan Mikroskop
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In this study, the SKBR-3 and MDA-MB-231 which are human breast
cancer cell lines were investigated on the cytotoxic effect of ellagic acid. For this
purpose, 10 different dose ellagic acid NglOuM, 20uM, 30uM, 40uM, 50uM,
100puM, 150 um, 200M, 250uM) is applied to cells for 72 and 96 hours.
According to the results of the MTT cytotoxicity tests, the number of living cells
is decreased, the number of dead cells is increased by depend on time and dose.

After microscopy analysis via transmission electron microscope (TEM)
and fluorescence microscope performed, half maximal effective concentration
(EC50) was determined for the cells being tested with MTT cytotoxicity assay.
Upon ellagic acid addition to cells at 72h and 96h after, the experiment resulted
with loss in cell volume, nucleus condensation and apoptotic body formation.

Effect of ellagic acid on SKBR-3 and MDA-MB-231 cells was investigated
compared with respect to dosage concentration of ellagic acid and time. As a
result, ellagic acid had cytotoxic effects on cells by time and dose dependend
manner.

Keywords: Cancer, Ellagic acid, MTT, TEM, Fluorescence Microscopy
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1. GIRIS

Kanser, gunumuzin en 6nemligbsl problemlerinden birisidir. Kanser,
duinyadaki 6lim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Kanser, hicrenin
genetik materyali tarafindan kontrol edilen hiicre dongisinin normal surecinde
ortaya clkan bir hastaliktir. Kansere yanheslenme, genetik yatkinlik ya da
yasanilan cevre neden olabilir (Reddy ve ark., 2003ngér turleri acisindan
bakildginda meme kanseri dinyada kadinlar arasinda en sikeg maling
tumor olup, kadinlarda gorilen tim kanserlerin ygakl&30’unu olugurmaktadir
(Aslan ve ark., 2007). Yald&k olarak her 8,2 kadindan birinde buttmsasatisi
boyunca meme kanseri ggbilecgi ve her 30 kadindan birinin meme kanseri
nedeniyle Olecg tahmin edilmektedir. Sguk Bakanlgl verilerine gore,
Tarkiye’de 1999 yilinda kadinlarda en sik rastlanilan kanser tarinin, %24,1
oraninda meme kanseri oldupildiriimektedir (Aslan ve ark., 2007).

Cagimizda halk sg@igli ve tibbi amaclar icin en 6nemli konulardan biri
kanserden korunmadir. Yakla yirmi yildan beri dgal Urinlerde bulunan
koruyucu maddelerin g@erlendiriimesi amaciyla c¢camalar surdurdlmektedir.
Kanser tedavisinde kullanilan batiin suni maddeler toksik olarak bilinmektedir ve
sa&lam hicrelere ciddi zarar vermektedirler. Bu nedd&aleserden korunmak icin
yada kemoterapi amaciyla dogirinlerin kullanimi kansere yakalanma ikl
azaltabilir. Tibbi bitkilerde bulunan, gunlik alimla vicudumuza giren
antioksidanlar, kimyasal olarak Uretigniantikanser ajanlara bir alternatif
olabilirler (Reed, 1999).

Flavonoidler, polifenolik bilgikler olup bitki orjinli  yapilardir.
Flavonoidlerin, hicre sistemi icerisinde siti biyolojik etkileri vardir.
Flavonoidlerin  antiviral, antimikrobiyal, antillserojenik, antineoplastik,
antioksidan, anti-inflamatuar ve antitrombosit aktivitelerinin var glduespit
edilmistir. Flavonidler reaktif oksijen tirleri (ROT) zarar engelleyebilirler.
Serbest radikallere kardirekt olarak savunucu olarak kullanilabilirlerghbsaki
ve ark., 1994).

Ellajik asit, bitkilerde fenol yapisinda gal olarak bulunur ve anti-

mutajenik, anti-kanserojenik aktivitesi olan bir maddedir (Smerak ve ark., 2002).
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Ellajik asitin, DNA’ da oksidatif zararlarin biyuk bir kismini engelleyerek kanser
gelismesini buydk 6lcide durdurdu yonundeki bilgiler artmaktadir (Muhktar ve
ark., 1986). Ellajitaninlerin bazi kimyasajlemler gecirmesi sonucu ellajik asit
olusmaktadir. Ellajik asitin bir hiicre tarafindan alghaasi ve kullanilabilmesi
icin uygun bir formda bulunmasi gerekmektedir. Bu yatayform seker
molekdilleri ile birlesmesi sonucunda gmnmaktadir. Kanser hicrelerinin ener;ji
ihtiyaclari ¢cok fazladir ve bu enerjiyi glukoz molekullerindegiaaaktadirlar.

Hucre  kdlturlerinde  yapilan camalar gunimizde arma
calismalarinin énemli bir yerini tutmaktadir. @ patolojik durumlarda (6rngn
kanser) belli bir maddenin etkilerini, bir hiicre ya da dokuda Uuretilen belli bir
maddenin glevlerini (6rnein bir protein) belirlemek amaciyla belli bir hicre
serisinden c@altilan hicrelerde caimalar yapilarak canl ortaminda elde
edilebilecek sonuclara wdabilir.

Son yillarda malignansinin sadece kontrolstiz hiicggalgpoasi nedeniyle g
ayni zamanda fizyolojik hiicre 6limi apoptozun azalmasi nedeniyle ortaya cikti
anlasiimistir (Reed, 1999). Apoptozun gatiimasi ila¢ keif sirecinde yeni bir
hedeftir. Bitkilerde bulunan bazi drinler, malignant hicrelerde apoptoz
tetikleyicisi olarak bilinmektedir (Senderowicz, 2004). Ellajik asit vicutta kansere
neden olan kimyasallari inaktif hale getirerek antikanserojen ve serbest radikalleri
temizleyerek antioksidan etki gosterir. Galalar etkinin hicre tipine,
konsantrasyona ve inkibasyon siresine goggstiigni gostermektedir. Buna
kargin ellajik asitin meme kanser hicrelerine etkisiostgren ¢cajmalar oldukca
kisith sayidadir ve bu etkinin tipi tam olarak belirlegnaegildir. Buatlin bu
bilgiler 1siginda calgmamizda;
1. SKBR-3 meme kanseri hicre serisinde ellajik asitin sitotoksik etkisinin
belirlenmesi
2. MDA-MB-231 meme kanseri hicre serisinde ellajik asitin sitotoksik etkisinin
belirlenmesi
3. Hucrelerdeki morfolojik d@sikliklerin Floresan Mikroskopta incelenmesi
4. Hucrelerdeki ince yapisal gigikliklerin Gegcirimli Elektron Mikroskobunda

incelenmesi amaclanmaktadir.



@» ANADOLU UNIVERSITESI

1.1. KANSERIN BiYOKIMYASI

Kanser hucre g@lmasi ile hiucre 6lumu arasindaki dengenin konteolsu
bir sekilde gerceklgmesi ile ortaya cikan bir hastaliktir. Kanser, viwud
herhangi bir organinda dayabilmekte ve ygminin herhangi bir doneminde
herkesi etkileyebilmektedir (Bagtu, 2001). Kanser, koken afgi dokuya ve
bireye gore farkli karakteristik 6zellik gosterir. Kanserler ygiki®& 85 oraninda
epitel hicrelerde meydana gelir ve karsinoma olarak adlandirilir. Mesoderm
hicrelerinden kdken alan kansere sarkoma, salgi bezi hicrelerinden kéken alan
kansere de adenokarsinoma adi verilir. Kanser, iyi huylu (benin) veya kotu huylu
(malin) timor olarak koken algh hicre, doku ve organ Ozelliklerine goére
adlandirilir.Iyi huylu timérler (benin) 6lumcul gédirler bunun nedeni metastaz
yapmamalaridir. Kottt huylu timorler (malign) ise invazyon ve metastaz
yaptiklarindan dolayi organizmanin 6limtne sebep olurlar (Lauren, 2005).

Kanserin olugm nedenleri tam olarak aciklanamsgimive oluumu tek
bir nedenle birlikte diignilemez. Karsinojenler, kimyasal, fiziksel veyaaVir
kaynakli olabilirler. Kimyasal karsinogenez, boya, kimyasal, deri ve petrol
drnlerinin  dretimi sirasinda  DNA'nin  hasarlanmasi sonucu nodigadir.
Fiziksel karsinogenez ise, radyasyon ve WK sonucu DNA’da meydana gelen
hasar ile olugmaktadir. Radyasyon, DNA’nin kimyasal gerinda kiriklara yol
acarak mutasyona neden oldungla direkt etki, hiicredeki gkr molekullere zarar
vererek serbest radikal otlugdugunda indirekt etki gostermektedir (Bala,
2001). DNA metilasyonu, DNA’nin genetik istikrarsgligibi epigenetik faktorler
ve DNA tamir mekanizmalarindaki bozukluklar da kanser sgeinde rol
oynamaktadir (Sinici, 2004).

Farkli molekiler mekanizmalardaki dizensizlikler her hicre tipinde
kansere yol acar. Hanahan ve Weinberg 2000 yilinda kanser hicresinin

karakteristik 6zelliklerini & sekilde tanimlanglardir:

1) Disardan gelen c¢ogalma sinyaline bagimli olmadan boélinme o6zelli
kazanmalari
- Kanser hucreleri g@alma sinyallerine ihtiya¢ duymaksizin bolinme patgais

kazanirlar.
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- Hicrede oluan mutasyonlar hicrenin galmayi aktive edici yolaklarinda gorev
alan molekaullerin fonksiyonunu etkileyerek kontrolsiiz glmiaya sebep olur.
2) Cogalma sinyallerinin inhibisyonunu saglayan yolaklardaki molekullerde
olusan mutasyonlar ise;
-Cogalma sinyallerinin kesintisiz devam etmesine dolglassurekli bolinmeye
neden olur.
3) Apoptozisten kacabilmeleri
- Kanser hicreleri apoptotik sinyallere duyarsizlar.
- Apoptozis mekanizmasini dizenleyen yolaklardaki molekuillerde aolus
mutasyonlar kanser hicrelerini apoptotik sinyallergikdmyarsiz hale getirir.
4) Limitsiz bolinme potansiyeli kazanmalari
- Kanser hiucrelerinde, bélinmeye paralel olarak telomerlerin kisalmasi s6z
konusu olmadyindan bolinme 6zellikleri devam eder.
- Telomerlerin uzunlugnun dizenlenmesini kontrol eden mekanizmalar bozan
degisimler, kanser hicrelerine sinirsiz bélinme potatidiggandirir.
5) Yeni kan damarlarinin olgumu (Anjiyogenez )
- Kanser hicreleri, artan besin ve oksijen ihtiyaglarini yeni kan damarlari
olusturarak sglarlar
6) Invazyon ve metastaz yapmalari
- Kanser hicrelerinin  vicudun gdir bolgelerine gocl, vicudun genel
homeostazisini bozarak 6lime yol acar.

2005 yilinda Diinya Sk Orgiti'nin (WHO) verilerine gére Diinya’daki
Olim oranlarinin %13’ kanserden olmaktadir. WHO verilerine gore 2010 yilinda
Dunya’da erkeklerde en sik rastlanilan kanser tirleri siraylageicmide,
prostat, kolon/rektum ve kara@r iken, kadinlarda bu sira meme, serviks,
kolon/rektum, akgier ve mide olarak siralanmaktadir (Aksoy, 1984).
Ulkemizdeki kanser tirleri T.C. gk Bakanlgl verilerine gore bu siralamaya
oldukca benzerlik gostermektedir. Erkeklerde en sik gorilenler sirayla
brongakciger, mide, lenfoma, prostat ve larinks, kadinlardg imeme, uterus,

brongakciger, mide, lenfoma olarak yer almaktadir (Anonim, 200
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Sekil 1.1. Kanser hiicresini normal hiicreden farlghilean 6zellikler

1.1.1. Kanserin Olusumunun Molekiler Mekanizmasi

Kanser, hicrelerde g#i hatalarin birikimiyle ortaya ¢ikan ve normal

hiicrelerin metastatik timor hiicresine démésiyle sonuclanan cok basamakli bir
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edilen p53’tur (Berger ve ark., 1988).
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surectir. Bir timor hicresinin en 6nemli 6zgilli gen ekspresyonundaki
degisikliktir. Bu degisiklik tumor hicresine normal koga hiicrelerden daha fazla
Ureme avantaji gdamaktadir. Bu durum neticesinde hlcre kontrolstemir
Ozelligi kazanmaktadir (Aslan, 2010). Proto-onkogenler vdi-@ankogenler
(timor supresor genler) normal treme kontrolini duzergewndiaya konulan
farkli tipteki genlerdir. Meme kanseri gathinde ve 6zellikle progresyonunda
etkili oldugu dugintlen proto-onkogenler icinde ras, c-erbB-2 ve @©my

onkogenleri vardir. Tumor suprressor genler icinde de en etkili oldabul
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a.Proto-onkogenler: Hucre cg@almasini kontrol eden genlerdir. Proto-
onkogenlerde olwgbilecek herhangi bir mutasyon sonucu bu genler gekiere
donugnektedir. Normal hicrelerin geiini cogalmayl artiran onkogenler
tarafindan dizenlenirken, biyumeyi kisitlayici timoér baskilayici genler tarafindan
da dengelenmektedir. Kanser, onkojen ekspresyonunun aktivasyoniyiende
ile tmor baskilayici genlerin inaktivasyonu veya kaybi ile mhktadir (Burtis
ve Ashwood, 2005). Gunumuizde proto-onkogenlerin; Ureme faktorleri, hicre
yuzey reseptorleri ve onlarin ligandini, hiicre yizey reseptorlerinden nikleusa
uremeyi sitimule eden sinyalleristgan sinyal molekdllerini (intraselltler sinyal
yolagi bilesenleri), gen ekspresyon oranini kontrol eden nuktesrskripsiyon
faktorlerini, htcre siklusunun ilerlemesi, DNA ghayan proteinler, hicre
proliferasyonu, hicre farklifmasi ve apoptotik hicre olwsunun molekdler
kontroltine katilan molekulleri ve hicre siklusu ypradaki bilesenler gibi normal
hiicre Gremesinin regulasyonu icin gerekli proteinleri kodladiklari bilinmektedir
(Lalloo, 2002; Burtis, 2005). Onkogenler hiicresel veya retroviral orjinli genlerdir.
Hucresel onkogenler; kanser hicrelerinden DNA elde edildikten sonra, bu
DNA’larin normal hucrelere sokulmasiyla hicrelerin kanseresi ( DNA
transfeksiyonu) yoluyla kgedilmislerdir. Retroviral onkogenler ( v-onc) hayvan
tumorlerinden elde edilmi hizla transforme edici retrovirislerde ilk olarak
kesfedilmistir. Hiicresel onkogenler hem intronlara hem de elaransahipken,

viral onkogenler sadece ekzonlara sahiptir. (Kopnin,2000; Weinberg, 2007 )

* c-erbB-2:

Onkogen familyasindan olan c-erbB-2, normal hiicrelerde tek kopya halinde
olup 17. kromozomda lokalizedir. Epidermal GroWth Factor (EGF) ailesinden bir
glikoproteini (p185) kodlamaktadir. P185' in intraselliler komponenti tirozin
kinaz aktivitesi gostermektedir. Ekstraselliler komponenti ise yapi olarak growth
faktor reseptorlerine benzemektedir. C-erbBs&1aekspresyonu invaziv duktal
karsinomlu hastalarda %25 - 45 olarak izlenmektedir . Genellikle lenf nodu pozitif
meme kanserli hastalardags&alim stresinin ve rdlaps zamanini belirlemede

prognastik faktor oldug duginilmektedirimmunohistokimyasal olarak c-erbB-2
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malign hdcrelerde sitoplazmik membranda pozitif boyanmaklinde
saptanmaktadir (Karabulut ve ark., 2003).

* Ras Geni

Ras genlerindeki  (onkogen)  mutasyonlar, insan kanserlerindeki
onkogenlerin en yaygin anomalilerindendir ve nokta mutasyonu ile aktivasyonun
en iyi 6rnegini olustururlar (Wang ve ark., 1999). Ras geni p21 oladi&radirilan
molekdl a&irlhigr 21kDa olan proteinleri kodlayan ve hicreningglonasi ve
farklilasmasinda temel rol oynayan bir proteindir. p21 protdirozin kinaz
reseptorleri ile etkilgme girer ve sinyal iletim yolunu aktive eder. Budeale,
batin ras gen Urinleri GTPaz aktivitesine sahiptir ve hicrenin blyumesini ve
farklilasmasini dizenler (Teich, 1996). Ras gen ailesindaliasyonlar cgtli
insan kanserlerinde bulunur. Bu mutasyonlarinug@i?,13 veya 61 kodonda )
nokta mutasyonlaridir. Mutasyon&grams ras p2l1 aktive olan proteine (GAP)
GTPaz bglanma yetengni engelleyen bir yapida olur. Bdylece guanozin
trifosfat (GTP) bgh aktif durumda p21 tutulur (Buyru ve ark., 2003).

b. Anti-onkogenler (Tumor supresor genler): Anti-onkogenler hiicre
proliferasyonunu inhibe eden veya geciktirganlerdir, inaktive olduklarinda
kansereneden olmaktadirlarBu genler hicresel genlerdir; bayume faktorini
baskilayarak tumoér bolinmesini engellerler. Ayni zamanda bu genlerin buylimeyi
dizenleyici veya hlicre adezyon ve proteaz aktivitesinin diizenlenmesi gibi timaor
hicrelerinin  yayillmasini gkayan, metastazi etkileyebileceklevleri vardir
(Aslan, 2010)

TUmor supresorlere 6rnek olarak Retinoblastoma (Rb) geni, Antijen
Sunucu Hicre (ASH) geni (kolon kanseri), WT1 (bdbrekte Wilm’s timor),
BRCA1 ve BRCA2 (meme kanseri), INK4A, p53 (bir c¢ok dokuda
bulunabilmektedir) ve p16 genleri 6rnek olarak verilebilir (Lalloo, 2002).
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Apoptotik genlerdeki polimorfik varyantlar

Anti-apoptotik Bax-  benzeri Pro-
Bcl-2 aile apoptotik  proteinlerin
dyelerinin ve fonksiyonunu
onkogenlerin gri \A / kaybetmesi

ifade edilmesi

Kanser Hicresi

D

Parakaspazlar V¢

Apoptozis translokasyonlari ilg
inhibitor hiicresel inhibitor

proteinlerinden apoptozis  proteinler

olan ~ Survivin'in| | Tgmér  ilerlemesi  ve| | (CIAP) olan  fizyon
agir ifade edilmesi| | metazitaziyla ikkilendirilen | | proteinlerin olugimt
kaspaz fonksiyonunum
kaybedilmes

Sekil 1.2. Karsinogenezis'de apoptozis ile ilgili olabilecek genler/proteinler (Ekmekgi ve ark.,2008)

« BRCA1-BRCA2

Meme kanser sendromundan sorumlu timoér supresor genleri BRCAL ve
BRCAZ2'dir. Bu genler, DNA hasarina karolusan hiicresel yanitta rol oynayan
proteinleri kodlarlar. Hicre siklusunda negatif regulator olarak fonksiyon gorurler
ve neoplastik progresyonun aktif inhibitoradarler. BRCA1 geni 17921
kromozomu Uzerinde lokalizedir. 24 eksonu vardir (22 kodlama eksonu, alternatif
5'UTR eksonlari, 1a ve 1b). BRCAL'in ekson 11'i (3.4 kb), 1863 amino asitlik
proteinin % 61'ini kodlar. BRCA2, kromozom 13gl12.3'te lokalizedir. 27
eksondan olupustur, en buygl (4.9 kb) ekson 11'dir. BRCAl1 ve BRCA2
genlerindeki mutasyonlar meme kanseri riskini biyidk 6lcide artirmaktadir.
Gercekte normal genetik yapinin bir parcasi olarak herkes bu gegierintame
kanseri acisindan risk altindakisikeér ise bu genlerde mutasyona sahiptirler. Bu
genlerindeki mutasyonlar, heterozigotsitacilar icin meme kanseri acgisindan

kuvvetli predispozan faktordirler (Meindl, 2002).
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e p53 Geni:

p53 proteini transkripsiyon faktoriglevine sahip 393 amino asitten chnsbir
proteindir. p53 geninin kodlanmasi, 17. kromozomun kisa kolu Uzerindespakla
20 kb'hk bir alana yayllmy 11 ekzondan olan bir gen tarafindan
gerceklatiriimektedir. p53 proteini DNA tamiri, hiicre déngusunin kontrold,
genomik kararhigin sa&lanmasi, kromozom ayrilmasinin dizenlenmesi, gen
ifadesinin diizenlenmesi, glanma ve programli hiicre 6lumu gibi birgcok hicresel
olayda rol almaktadir (Haris, 1996).

Herhangi bir DNA hasari olmas!i durumunda, p53 geninin Grini olan
protein, hicre dongisunin G1/S kontrol noktasinda sentezlenir ve hicrenin S
evresine girmeden G1 evresinde bekletiimesiglasa(Spandidos, 2007; Sandal,
2002; Weinberg, 2007). p53 geninin aktive olmasi, BAX, Bcl-2 vgedi
apoptozu kontrol eden genlerin ekspresyonunu ortadan kaldirir ve hicre
dongisuni durduran p2¥*™" ve GADDA45 genlerinin ekspresyonunugke
(Kopnin, 2000)

1.2. HUCRE YASAM DONGUSU ve KANSER
1.2.1. Hucre Yasm Dongusu

Hucre siklusu surecinde galmak (prolifere olmak) tzere uyarilgniir
hicrede bir dizi gecici biyokimyasal aktivite ve morfolojik gdeklikler
gorilmektedir. Bir siklusa giren hicre, donguyd morfolojik ve genetik olarak
birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre oluguyla tamamlar. Hucrelerin ikiye
bolinmesi mitozis ile gercelde. Hicreler mitozise girmeden 6nce hacimce
buyudukleri bir hazirlhk evresi gegirirler. Bu hazirlik evresinde bolinme igin
gerekli olan cgitli diizenleyici proteinler (Orn. Siklin’ler) ve magmolekiiller
(Orn. Deoksiriboniikleik asit’ler) sentezlenir. Bu hazirlik evresine de interfaz adi
verilmektedir. Interfaz kendi icinde G1, S, ve G2 olmak Uzersitigealt
boélumlerden (fazlardan) olug. Mitozis ve interfaz beraberce hiicre siklusuakar
bilinen bir streci olugururlar (Ulukaya, 2003).

Interfaz sirecinin ilk fazG1, mitozun (M) bitsi ile DNA sentezinin (S)
baslangici arasinda kalan sirece verilen isimdir. Bo EENA sentezine yani

replikasyona hazirlik fazidir. Hicre bu fazda replikasyon icin gerekli okath ce
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proteinlerin sentezini gerceklair. S fazi DNA replikasyonunun gerceldegi
fazdir. Kromozom sentezi bu fazda tamamlanmasigmena karde kromatidler
birbirinden ayrilmaz, bu sayede hicre diploid 62zelkorunmus olur. Sentez
tamamlandiktan sonra hidB2 fazina gecer, bu fanitoza hazirlik fazidir. Mitoz
surecinde gerekli olan mikrotubuller G2 fazinda sentezidfiioz (M) fazinda
ise nikleusun (karyokinez) ve sitoplazmanin (sitokinez) bolinmesi gevicekle
Bu fazda kardekromatidlerin birbirlerinden ayrilmasi ve mikrotilgi aracilgi

ile hiicrenin zit kutuplarina gsmmasi gerceklkgr. Mitoz fazi sonucunda iki yeni

hiicre meydana gelmektedir (Alberts ve ark., 2002).

1.2.2. Hicre Dongusunin Regllasyonu

Hucrenin ygam dongusu siklinler ve siklin panli kinazlar adi verilen
cesitli proteinler aracilgl ile kontrol edilir. Siklinlerin baskilanmasi hticygsam
dongusunin duraksamasina neden olur (Nigg, 1995). Kontrol noktalari hicre
yasam dongusunde hicrenin bir fazdargedine gegii icin ¢esitli faktorlerin
uygunlusunun kontrol edildii sureclerdir $ekil 1.3). Bu kontrol noktalarinda
hiicrenin icerisinde bulundugfazin tamamlanip tamamlanmgdve bir sonraki
faza gegi icin kosullarin uygun olup olmag kontrol edilir (Stephen, 1996). Bu
kontrol noktalarindan, G1-S kontrol noktasinda hicrenin replikasyon igin hazir
olup olmadgi, G2-M kontrol noktasinda hticrenin mitoz icin uygalop olmadgi,
M-G1 kontrol noktasinda ise kromozomlarin ygirte kontrol edilir (Alberts ve
ark., 2007).

10
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DNA replikasyonu tamamlandi mm? Kromozomlar diizgiin
Kosullar mitoz icin uygun mu?  bir sekilde aymldi m?

Kosullar DNA replikasyonu icin uygun mu?

Sekil 1.3.Hucre ygam dongiisinde kontrol noktalari

Siklinlerin dizenleyici CDK alt birimleri vardir. Siklin gamh kinazlar
kendi balarina bulunduklarinda inaktiftiler ama sikline gendiklarinda
aktiflesirler ve boylece aktif siklin-CDK komplekslerini olugurlar. CDI'ler
siklin bagimli kinaz inhibitérleridir. CDI proteinleri (p15,48, p19, p21 ve p27)
ise ya siklinlere, ya CDK’lara ya da her ikisineglzenarak CDK aktivitelerini
inhibe ederler (Schwartz ve Shah, 2005).

Farkh siklin-CDK kompleksleri hiicre dongusinde spesifik noktalarda
bulunurlar ve faz geglerinde dnemli gérevleri vardir. Siklin D hiicre da@sginde
ilk sentezlenen siklindir ve CDK4/6 ile birlikte G1 fazi boyunca surer. G1'den S
fazina gegite siklin E geninin ekspresyonunun dizenlenmesiitdie © 6nemli
rol alir. Siklin A-CDK 2 S fazi surecinde onemlidir. Siklin A, B-CDK 1 G2
fazinda bulunur, mitotik siklinlerdir ve G2-M fazi ggiade etkilidir (Pecorino,
2008; Puri ve ark., 1999).

11
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1.2.3. Hiicre Dongiisii ve Kanserikkisi

Hicre ygam dongusu ve kanser gaii yakindan ilgkili konulardir.
Kanser olugm mekanizmasinda proto-onkogenler ve timor baskilaenlerde
meydana gelen ardk mutasyonlar sonucu, hicre dongusunin kontrolden
cikmasi gozlenmektedir. (Bos, 1989). DNA hasarini algilayarak p21 proteinini
aktiflestiren ve bu sayede hicre dongusunin ilerlemesinel ehgn p53 proteini
katl tumorlerin %50’sinden fazlasinda mutanttir. Hlcresaga dongisunu
duraksatma aktivitesi gosteren timor baskilayici proteinler p53, p21 ya da pl6
iken, siklinler ve CDKlar hicreyi bélinmeye yonlendirirler. sifle kanser
turlerinde bu timor baskilayici proteinlerin ekgiklisiklin ve CDK’ larin ise air
ekspresyonu stz konusudur (Zhang, 2007). Kanserin en 6nemli karakteristik
Ozelliginin  kontrolsiiz hicre bdlinmesi oldwug digindldigiinde protein
ekspresyon profilindeki bu ggsimin 6nemi anlailmaktadir. Benzegekilde bir
proto-onkogen olan RAS proteini aktiflesinde siklin D-CDK4 kompleksini
aktiflestirerek hicre dongusundn ilerlemesine neden olur.m Tiinsan
timorlerinin %20-30’ unda RAS akti§mesi gorulmektedir (Bos, 1989).

Normal kogllarda, kontrol noktalari inaktiftir, fakat speg&ifsinyallerce
aktif olduklarinda, hicre dongusunt durdururlar. Kanser hicreleri, hasarli
DNA'nin ¢ogalmasini engelleyen kontrol noktalarini ya reddederyada
kaybetmglerdir. G2 kontrol noktalarinda olas hasarlar ise kromozomal
kiriimalarla iligkilidir ve genetik kararsizga yol acarlar. (Pecorino, 2008; Puri ve
ark., 1999) Radyasyon vb. etkenlere maruz kalan hicrelerde de hicre siklusunda
hatalar olabilmektedir. Orggen, gamma radyasyonuna maruz kalan hiicreler G
fazinda kalamaz ve S fazinda hasarli DNA'ylI kopyalayarak gen mutasyonuna
veye hatali koromozom dizilimine neden olurlar (Cabadak , 2008; Park ve Lee ,
2003).

1.3. APOPTOZ ve KANSER
Organizmada bulunan hucrelerin fonksiyonlarinin yaninda, sayilari da o
organizmanin yg@mi icin énemlidir. Ornek olarak insan viicudu yaidalx10
hicreden olugr ve hergin milyarlarca hicre organizma homeostanis

korunabilmesi icin 6lmektedir (Fischer ve Schulze-Osthoff, 2005). Hicre 6lima,

12
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gelismenin dizenlenmesinde ve daha sonraidnmada doku homeostazisinin
korunmasinda hiicre galmasi kadar 6nemlidir (Saunders ve Birchall, 1998).
Apoptoz, morfolojik slreclerin  6ndeginde hcrelerin  kendilerini
kontrollii olarak yok etmelerini tarif eden bir terim olarak 1972 yilinda Kerr ve
arkadalar tarafindan tanimlangtir ve Yunanca, gaclarin yapraklarini veya
ciceklerini dokmesi ile anlam bakimindan analoji gOsteren rfgilky dokmek”
anlamindadir (Gewies, 2003). Apoptoz biyokimyasal ve morfolojik olarak 6zel
surecleri bulunan aktif bir hiicre imRBakli olarak tanimlanmaktadir. Apoptozun
cok hicreli organizmalarin geiminde, fizyolojik ve patolojik kogllarda
dokulardaki hiicre populasyonlarinin diizenlenmesinde, ihtiya¢ duyulmayan yada
hasar gormushtcrelerin yok edilmesinde fonksiyonel oldugbildirilmistir
(Saunders ve Birchall, 1998; Gewies, 2003; Fischer ve Schulze-Osthoff, 2005).
Apoptotik hicreler tipik morfolojik d@simler ile cevre hicrelerden ve
diger hicre 6lum tiplerinden ayirt edilebilmektedirlétem fizyolojik hem de
patolojik sartlarda gortlen apoptotik hiicre 6lumu slrecinengie hiicrede sirasi
ile, yizey adezyon kaybi nedeniyle higeklinin yuvarlaklamasi ve korsu
hiicrelerle temas kaybi, hiicre hacminde azalma ve sitoplazgnalygunda ary,
kromatinin nukleus membranina ybnelmesi ve kondensasyonu, plazma
membraninda kabarcgeklinde girinti ¢ikintilarin olugmu, hicrenin “apoptotik
cisimcikler” adi verilen membranla cevrili hiicresel yapilardan aluparcalara
ayrilmasi meydana gelmektedir. Apoptozda, apoptotik cisimciklerinuciugma
kadar tim hdcresel yapilar hicre membrani yapisi bozulmadan tamamen hicre
icerisinde yikima gramaktadirlar. Apoptoz ile dlen hicrelerin artikifagositler
ve cevre hucreler tarafindan fagositoz ile yok edilmektedirler. Boylece dokuda

inflamatuar yanit olupasi engellenmektedir (Willingham, 1999; Gewies,300

1.3.1. Apoptozun Mekanizmasi

Pozitif ve negatif sinyaller arasindaki dengenin bozulmasi hucrelerin
apoptoza gitmesine sebep olur. Pozitif sinyaller hicrelergamaicin gerekli
olan buyume faktorleri, sitokinler gibi molekullerdir. TNF ve Fas-Ligand gibi
negatif sinyaller ise kimyasal ve fiziksel etkiler altinda kaldiklarinda htcrelerin

13
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salgiladgl 6lumi aktive edici molekulerdir (Ozgimen, 2005)iddelerin 6limi
secmesinde iki farkl tetikleyici mekanizma rol oynar:

Apoptozda hicre ici sinyallerle tetiklenme: Salikh hucrelerin
mitokondri dg zarlarinda Bcl-2 eksprese edilir ve Apaf-1 (apdptgirotease
activating factor) molekuline Benir. Hicre iginde bir hasar olugu zaman
Bcl-2, Apaf-1 molekdlind serbest birakir. Bcl-2 ilegkili bir protein olan Bax,
mitokondri membranlarindan girer ve sitokrom c’nin salininglasar. Sitokrom ¢
nin salinimi ve Apaf-1'in Kaspaz-9 molekull ileg@nmasi ile sitoplazmada bir
“Apoptozom Kompleksi” olugr ve bunun icin ATP enerjisi harcanir. Kaspaz-9,
bir dizine kaspaz ailesinden biridir. Kaspazlarin hepsi hgit ggoteazdir ve
adlarini da, proteinleri kesmeleri (cleavage-C) ve yapilarinda aspartik asit (asp)
tasimalarindan dolay! alrglardir. Kaspaz-9 proteinleri keser veseii kaspazlari
aktive eder. Kaspazlarin ard arda aktive olmalariygediproteolitik aktiviteye
sahip yolaklar da aktive olagaicin, sitoplazmik proteinler ve kromozomal DNA
yikilir. Daha sonra bu hicre artiklari ve apoptotik hiicreler fagositozla ortamdan

uzaklgtirlir (Green ve Kromer, 2004; Ricci ve ark., 2003)

Apoptozda hiicre dsi sinyallerle tetiklenme (Olum Reseptér Yolu):
Fas ve TNF reseptorleri hiicre ylzeylerindeki zar ici proteinlerdir. Fas-Ligand ve
TNF gibi 6lum aktivatorlerinin bglanmasi ile sinyal sitoplazmaya iletilir ve
kaspaz 8 aktive olur. Ayni kaspaz-9 gibi kaspaz-8 gerdiolaklar aktive ederek
hiicrelerin fagositozunu gkar (Wolf ve Green, 2002). Olum reseptor yolunda rol
alan dger bir faktor de mitokondri ic membran Ihaklarinda yer alan bir protein
olan apoptoz indukleyici faktér (AIF) dar. AlF, hicre 6lum sinyallerini @ldi
zaman mitokondriden salinir, cekiggke go¢c eder ve DNA'ya Iganarak
DNA’nin yikimi ve dolayisiyla htcrenin parcalanip dlmesine neden olur (Green
ve Kromer, 2004; Ricci ve ark., 2003).

14
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Sekil 1.4. Apoptotik ve nekrotik hiicre 6lumi mekanizmalariinin karakteristik 6zellikleri

1.3.2. Apoptozun Genetik Dizenlenmesi

Son yillarda sdrddrtlen cafnalar, bazi onkogenlerin ve timor sUpressor

genlerin programli hiicre 6lumuna kontrol gii gostermektedir. Omurgalilarda

apoptozisi dizenleyen genler c-myc, p53, ve bcl-2 olarak bilinmektedir.

c-myc: Bir transkripsiyon faktorii olan c-myc proteini ortamda bazi
molekdllerin bulunmasina Bh olarak hicrenin proliferasyonuna ve
apoptozise girmesine neden olur. C-myc protoonkogeni bir hicrenin
hicrenin buylimesini programlargér ikinci bir onkogenle engellenirse
hicre intihar yolunu secer. gér hicrede hem c-myc hem de uygun
buyume faktorleri yoksa buylime durur, her ikiside yeterli isealyog olur.
Ancak c-myc var ve buylume faktorleri yoksa hicrede apoptozis gorulir
(Cummings ve ark., 1997; King, 1995; Schwartzman, 1993).

p53: Apoptozisi duzenleyen bir ger tumor baskilayici p53 genidir.
Hucrede bir sekilde (radyasyon, kemoterapi, etkisiyle) DNA hasari
olustugunda, ger bu hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklugil
fazinda durdurur ve hicreye DNA’sini tamir edebilmesi igin zaman

kazandiran bir proteindir. Fakat DNA hasari tamir edilemeyecek kadar

15
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biyikse bu durumda p53 apoptozu indukler. P53’'Un apoptozu
induklemesi, Bax'in ekspresyonunu arttirmasi boylece bcl-2/ Bax oranini
degistirmesi yoluyla gercekkgr. Uyarilan p53, bcl-2 ailesinden bax’in
uyariimasina yol acarak apoptoz mekanizmasiglatabildigi gibi, Fas,
DR4ve DRS5 gibi hicre ylzey 6lum reseptérlerini uyararakta apoptozu
uyarabilmektedir. Normakiev goren wild-tip p53 geni hiicrede apoptozu
kolaylastirir (Thiede ve ark., 2000; Aksve Bildik, 2008; Pinarba,
2007 ).

DNA Hasan

p53

!
1 |

Hlcre donglsu Hucre dongusu
durur. durur.
DNA onanmi DNA hasan onarllamaz.
APOPTOZ

Hasarl ve potansiyel olarak
tiumor hicresine donisum
riski tagiyan hucre elimine
edilir.

Sekil 1.5.p53 proteininin apoptoz tizerine etkisi (Altunkaynak, 2008).

Bcl-2: Bcl-2 ailesi, tyelerinin bir kisminin apoptozu induki@d{Bax,
Bad, Bid, Bcl-Xs), bir kisminin ise inhibe ¢iti(Bcl-2, Bcl-XI) genk bir
alledir. Hucrenin yaayabilirlik durumu (“survival’l) bu ailenin pro-
apoptotik ve anti-apoptotik Uyelerinin rolatif oranina ghdir. Bu
heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax’in (ikisinin oraninin) bazi
hematolojik malignensilerde prognostikgee tgidig belirtiimistir. Cunkui
oranin artmasi ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veya

aktivasyonuyla sonuclanir (Ulukaya, 2003). Bcl-2 ve Bcl-XL apoptozu

16



@) ANADOLU UNIVERSITESI

engelleme fonksiyonunu ya kaspaslarin dncu formlarini durdurarak ya da
kaspas akini direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptgarici
faktor (AIF) ve sitokrom-C gibi apoptogenik faktdrlerin mitokondriden
serbestlgmesini engelleyerek gercekteir (Tsujimoto, 1998). Bax veya
Bak gibi proaoptotik Uyeler heterodimerizasyon yoluyla kaspaz
serbestlgmesini uyarir ve mitokondri zarinin gegoporlarinin agikigini
degistirerek sitokrom- C'yi serbestgrirler dolayisiyla kaspaz
aktivasyonuna yol acarlar (Tsujimoto, 1998; Taneja ve ark., 2001). Bir
hiicrenin apoptoza gdimli olmasi heterodimer ya da homodimer
formundaki Bcl-2 ailesi genlerinin etkisine ghair. Bcl-2 salgilanmasi
sonucu Bcl-2 homodimerlegekillenir ve apoptoz inhibe ediliSékil 1.6).
Oysa airl Bax apoptozu aktive eder. Hicre ici apoptoz alimyn
verilmesinde bcl-2 ile bax proteinlerinin etlglainin 6nemli oldug
gordlmugdr. (Altunkaynak, 2008)

Hiicre Oliim Sinvalleri

1 B Bcl-2 Bu basamagi

bloke eder.
Mitokondriden Sitokrom-C
serbestlesir.

!

Kaspaslar aktive olur.

!

Huicresel slibstratlar
parcalanir (PARP gibi)

!

Apoptoz
« DNA fragmentasyonu
« Nlikleer integrasyon bozuklugu
* Kromatinde yogunlasma
» Diger olaylar

Sekil 1.6. Bcl-2 onkoproteininin apoptoz izerine etkisi (PARP: poli ADP riboz polimeraz)
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» Kaspazlar: Apoptotik 6lim mekanizmasinin merkez konumunda bulunan
kaspazlar sisteinproteazlardir ve hedef substratlarinin aspartik asit (ASP)
bblgelerindeki karboksil gruplarindaki peptit garini kesen nukleofilik
bir bdlgeye sahiptirler. Kaspazlar hicrede inaktif (zimojen) olarak
bulunurlar ve seri olarak birbirlerini aktifigrirler (Gewies, 2003; Serbes,
2009). Hucre fonksiyonlari icin gerekli olan, 6zellikle htcre iskeleti
yapisal proteinleri ve DNA tamirinde rol alan proteinlerin
parcalanmasindan sorumludurlar (Kay)d2004; Ekshyyan ve Aw, 2004).
Kaspazlar sadece apoptozun sganaasini yuritmekle kalmazlar bunun
yaninda bazi durumlarda hicre dlumdndn uyarilmasinda da gérev alirlar
(Kasof ve ark., 1999). Kaspazlarin 14 uyesi vardir ve bunlarin 7 tanesi
apoptozda rol almaktadir. Bunlar; kaspaz 2, 8, 9, 10, 3, 6 ve 7'dir.
Apoptozda hicreyi parcalayan yani apoptotik morfolojinin whgnu
saglayan kaspazlar 3, 6 ve 7'dir. gadr kaspazlar ise Biatici rol oynayip,
apoptotik sinyali almada ve etkili kaspazlari aktive etmede rol oynarlar
(Earnshaw ve ark., 1999)

1.3.3. Apoptozda Gorulen Morfolojik Desisiklikler ve Nekroz ile Arasindaki
Farklar

* Yizey Organellerinin Kaybi
Apoptozise ugayan hicrenin kogu hiicrelerle bgar kesilir. Hiicre yizeyindeki
mikrovillusler ve dger hucrelerle yaptiklar 6zel gar ortadan kalkar, htcre
yuzeyi yuvarlaklair.

* Hucre Buzulmesi
Apoptotik hiicre korsu hiicreye gore daha kicik ve sitoplazmasi dagangur.
Endoplazmik  retikulum dinda dger hicre organelleri yapilarini
korur .Sitoplazma ygunlugu arttgi icin organeller kalabalik gérintr. Hicre zari
saglam olduygundan nekrozda olduggibi bir inflamatuar reaksiyon gézlenmez.

* Kromatin Yogunlasmasi
Onemli yapisal dgisiklik cekirdekten bglayarak izlenir. Cekirdek apoptoziste
odak noktasidir. Hicreden hicreye ggemekle birlikte genellikle cekirdek
buzugir . Kromatin ¢cok ygun bir hale gelir ve parcalar halinde bir araya aopi.
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Cekirdek porlarn secilemez. Cekirdgkkli dizensizlgr ve ileri evrede kiguk

cekirdek parcalarina boltndr. Cekirde
halinde dailir .

kcik gdam ve grantlleri kaba grandller

» Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olu smasi

Hucrede o©nce ylzeye dwog tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar

sitoplazma parcaciklari iceren ve siki

bicimde paketlgronganellerden olan

zarla sarili apoptotik cisimlere doniis(Y1lmaz, 2005)

Cizelge 1.1.Apoptoz ile nekroz arasindaki farklar (Cameron ve Feuer, 2000; Potten ve Wilson,

2004; Lacasse ve ark., 2005)

APOPTOZ
Hem fizyolojik hem patolojik bir olan
seklidir. Hucreler tek tek veya birka

birlikte olur.

Hucre buazultr, apoptotik hicre ve
cisimcikler ~ komgu  hicre  veye
tarafindan

makrofajlar fagosi

edildiklerinden inflamasyon olmaz.
Apoptotoik hiicrede kromatin nukler

membraninin cevresinde ganlasir.

Apoptotik hicrede hicre membr:
batanlugina korur.

1.3.4. Apoptozun Aamalari
» Apoptozisin indtksiyonu
Hucre ylzey 6lum reseptdorlerini

Sitokrom c¢’nin saliverilmesi

YV V. V VYV V

Kaspazlarin aktivasyonu
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NEKROZ
Fizyolojik bir 6lum seklidir. Htcreler
gruplar halinde 6lur.

Hucreler icine @ri sivi girmesi sonucu
hlcresiser ve hicre icegi dis ortama
aktigindan inflamasyon oluy.

Nekrotik hiicre de kromatin yonlugu

normal hiicredeki goérunttye benzer.

Nekrotik hicrenin plazma membrani

batanlugina kaybeder.

n uyariimasi

Apoptozom olugmu (sitokrom c+Apaf-1 +kaspaz-9)

Mitokondriyal transmembran potansiyel-ingggnesi
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» Fosfatidilserinin hiicre membraninin i¢ ylzundery @giize transloke
olmasi

» DNaz'in aktivasyonu sonucu DNA’nin fragmentasyonu (internukleozomal
DNA fragmentasyonu)

» Yapisal proteinlerin yikilmasina gaolarak apoptozise 6zgu morfolojik
degisikliklerin meydana gelmesi (Ulukaya, 2003).

1.3.5. Apoptozu Belirleme Yontemleri
Apoptozisin belirlenmesinde gédi yontemler gelgtirilmistir. Kullanilan
bu yontemler;
% Morfolojik goruntileme yontemleri (Elektron Mikroskobu, Fluoresan
Mikroskop ve Konfokal Mikroskobu)
+ Histokimyasal yontemler (Annexin V Yo6ntemi, Tunel Yontemi, M30
Yontemi, Kaspaz -3 Yontemi,MTT Testi )
% Biyokimyasal yontemler (Agaroz Jel Elektroforezi, Western Blotting,
‘Flow’ Sitometri,)
% Molekuler biyoloji yontemleri (DNA Ladder , Semi Kantitatif m-RNA
analizleri, RNAaz Uretim metodu, Fas Analizi, Fas Ligand Analizi,
Bcl-2 Uretimi ) (Altunkaynak ve Ozbek, 2008)

1.3.6. Apoptoz ve Kanser Arasindakilfski

Apoptoz ve kanser arasinda ters orantili bikiilvardir yani apoptoz
kanser hicrelerinin zararina ve organizmanin yararingircaBir hicrenin
DNA’sinda olugn hasar, tamir mekanizmalari ile duzeltilemezssathahicre
guvenli bir sekilde genetik kontrol mekanizmalarinin dnciilage yok edilir
(Lozano ve Elledge, 2000). Fakat, genetik kontrol mekanizmalarintucdins
proteinlerde (6zellikle p53, Rb gibi hicrelerin tamir ve 6lum programlarini
yoneten) bir hasar oltiggunda, hiicre apoptoza gidemez ve hasarlisékilde
bolindr. Asir bolinen bu hicreler neoplazik olumun balangicini tetikler ve
kanser bglar. Kanser htcreleri, apoptoz kdr olan bcl-2, c-myc gibi g&kalim
genlerini gir1 derecede eksprese ederek Olime neden olan igbalskilarlar

(Curtin ve Cotter, 2003). Survivin ve bcl-2 proteinlerinigiraekspresyonlari
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tumor prognozu ile ikkilendirilmistir. Survivin'in asirt ekspresyon duzeyleri
noroblastom ve kolon kanserlerinde ileri evre ve kotl prognozlalidiir. Bazi B
hicre l6semileri ve lenfomalari, prostat timoérleri ve ndéroblastomlarda Bcl-2
proteinini gir1 dizeyde eksprese ederler. Alinmasi gereken dinyalleri de
bdylece onlenir. Cgunlukla Bcl-2 geni immunoglobuliningsr zincir bolgesinin
enhancer kismina birje ve t(14;18) translokasyonunu meydana getirir (@&,
2005).

Melanoma hiicreleri de Apaf-1 geninin ekspresyonunu inhibe ederek
apoptozdan kacarlar (Schroter ve ark., 2000). gdcve kolon kanser hicreleri
ortama c¢ok fazla Fasliganda ghanan c¢ozindr “decoy” molekuller salgilar,
boylece Fas-ligandin Fas proteinine glammasi engellenmi olur. Bdylece,
sitotoksik T-hticreleri kanser hicrelerini 6ldiremezler (Ozgimen, 2005). AML
hicrelerinde bcl-2 proteini c-myc ile birliktesia artar ve apoptoz olugnunu
Onleyerek airi hicre coglmasini tetikler. Airt bcl-2 artsi kemoterapiye de
diren¢c gostermekte, l6semik hicrelerin 6liumund engellemektedir (Lotem ve
Sachs, 2002).

Steroid, glukortikoid (GC) reseptorleri aragiila cekirdek icine girerer,
olim ve farklilgma mekanizmalarini dizenleyen genlerin aktivasyoaurad
almaktadir. Ozellikle bu mekanizmalarin diizenlenmesinde calcineurinin anahtar
bir rol oynadg bildirilmistir (Yiksel ve ark., 2002).

1.4. MEME KANSERI

Memede salgl yapan huicreler tarafindan talugan lobullerin
birlesmesiyle loblar olugr. Lobuller birbirlerine st kanallari ile glanir ve bu
sut kanallari da meme biaa dgru birlesirler. Meme kanseri, lobulleri ya da st
kanallarini oluturan hucrelerin  kontrolsiz galmalarn ve vicudun cesitli
yerlerine giderek ggalmaya surdurmeleriyle geiektedir (Tavassoli ve Devilee,
2003).. Sut kanallarindan kaynaklanan kansere duktal karsinom, lobullerden
kaynaklanan kansere de lobller karsinom adi verilmektedir. Meme
kanserlerinin %95’i adenokanser iken %5’ lik kismini skuamoz hiicreli kanser,

filloides timorleri, sarkom ve lenfomalar otusur.
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Bugunku bilgilere gbre meme kanseri (invaziv duktal kanserjrgetien
once duktus epiteli, atipik duktal hiperplazi, duktal karsinoma insitu gibi
evrelerden gecer ve sonunda meme kansegigdiu donigim on yillarca surer.
Baslangicta sut aktaran kanal sistemi (duktus) icinderls olan kanser hicreleri
sonradan kendi bazal membranlarindan ilerleyip thakusu igine gecerler. Bu
asamada tumor hicreleri kan damarlari ve lenfatikldaesilasarak metastaz
yapma yetengne sahip olurlar. Bir gram meme kanseri dokusunualama
sekiz yilda gelitigi tahmin edilmektedir. Ancak bu tim timdrler icincgéi
olmayabilir (Aydintug 2004).

Meme kanseri heterojen bir hastalik olup, meme epitelinden kaynaklanan
kotl huylu timorlerdir. Kadinlarda gorilen kanserler arasinda yaggien
yuksek (%32) tumor olup, brorkanserlerinden sonra 6lime en fazla sebep olan
kanserdir (Jemal ve ark., 2004). Tumor supresor ve DNA tamir genlerindeki
mutasyonlar meme kanserinin genetik temelini witgaktadir. Bu tur gen
mutasyonlari, mendelin kalittm modelini izler ve genellikle en ¢ok hedeflenen
organlar olarak, meme ve yumurtalik icin kanser riski tolwglar. Gen
mutasyonlarinin bir kisminda ailesel aktarimlar go6zletimi Ancak hangi
genlerdeki  mutasyonlarin  birinci derecede sorumlu aldugheniz
belirlenememitir (Tavassoli ve Devilee, 2003).

Meme kanseri gorilme sigl ve mortalitesi yganilan cgrafi bélgeye,
etnik kokene ve sosyoekonomik duruma gore farkliik gdstermektedir. Meme
kanserine ABD’ de yiizbinde 80-90 oraninda rastlanirken Japonya’ da bu sayi
yuzbinde 12-18 civarindadir (Parkin ve ark., 2005). Turkiye’ de meme kanseri
insidansi ve risk faktorlerini belirlemeye yonelik satalarin sayisi ¢ok azdir.
T.C. Sglik Bakanlgl’ nin 1999 yil verilerine gore, meme kanseri Ulkeda %

24.1 orani ile kadinlarda gorulen kanserler arasinda ilk sirada yer
alirken, %13.7’lik oranla kadinlarda kanserglb@lim nedenleri arasinda ikici
siradadir. Uluslararasi Kanser Amama Merkezi'nin Turkiye ile ilgili 2002 yili
verilerine gére de, kadinlarda kanserden 6lim sebepleri arasinda meme kanseri
(%16.7) ilk sirada yer almaktadir (Hamgaove Ozcan, 2006).
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Normal [ Genel > Atipik > Duktal » [nvazif
hiperplazi duktal karsinoma duktal
tip hiperplazi in suitu karsinoma
Atipik » Lobduler » Invazif
lobuler karsinoma lobuler
hiperplazi in situ karsinoma

Sekil 1.7.Meme kanseri galim basamaklar{Simpson ve ark., 2005)

1.4.1. Meme Kanseri Belirtileri

Meme kanserinin belirtileri hastgln vicuttaki yayihm derecesine ve
kisiden kiiye gore farkhlik géstermektedir. Kadinlarin ¢mgla meme kanseri ilk
baslarda &risiz olarak ortaya cikmaktadir. Bu nedenle yaprneme muayenesi
sirasinda herhangi bir gigiklik fark edildiginde gecikmeden bir hekime
basvurulmasi  gerekmektedir. Meme kanserinin  belirtilerkonusunda
unutulmamasi gereken nokta, memede meydana gel@niktiklerin bircok
nedeni oldugdur. Bu dgisikliklerin buytk ¢asunlugu zararsiz olmakla birlikte
kicuk bir intimalle meme kanserinin ilkaretleri olabilecgi de unutulmamalidir.
Bu nedenle kadinlarin kendileri icin neyin normal oldog bilmeleri
memelerinin d@al yapisini incelemeleri, @aikliklerin neler old@gunu tespit

etmeleri ve gecikmeden rapor etmeleri tavsiye edilmektedir. Ayrigaaryale

orantilli meme tarama programlarina katilmalarinin 6nemine dikkat ¢ekilmektedir

(Somunogu, 2009).
Yukaridaki bilgiler giginda literatirde meme kanserinin belirtileri ile
ilgili olarak yer alan ifadeler incelerginde;
* Memede bir kitlenin varginin,
* Memenin portakal kaku seklinde bir gérintt almasinin,
* Dogumsal nedenlere Bh olmaksizin meme Banin ice ¢ekilmesinin,
* Meme baindan kanli ya da kansiz akinti gelmesinin,

* Meme derisinde Ulser, kizariklik ve 6dem meydana gelmesinin,
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e Lenf bezlerindeiglik olmasinin ve
* Koldasislik ve 6dem olugnasinin vb.nin énemli oldwsg gdrilmektedir

(Kutluk ve Kars, 1992; Matsui, 2002).

Memede ele gelen kitlelerin go kanser olmamakla beraber, kadinlar
tarafindan memede farkl bir kitle veya sertlik fark edildile yeterli 6nlemlerin
alinmasi gerekmektedir. Ancak birtakim semptomlar gérilmesigraaa bircok
kadinin hekime gitmeyi geciktirgii ifade edilmektedir . Meme kanseri 6ncelikle
bolgesel lenf bezlerine yayllmakta ve siklikla da koltukalti lenf bezlerini
tutmaktadir. Bolgesel lenf bezleringaan kanser hicreleri kan delanina katilarak
sirasiyla akgter, plevra (akger zari), kemik (kaburga, bel omurlari, kafatasl, ko
kemikleri), karacker, periton (karin zar), boébrek Usti bezleri, beya
yumurtaliklara yayillma gosterebilmektedir. Meme kanserinin ileri evrelerinde
kanserin meme gindaki baka organlara yayllmasina da metastaz denilmektedir
(Somunogu, 2009). Bu da meme kanseri hastalarinda sikhgtarilen
durumlardan biri olarak ifade edilir. Gginis Ulkeler acisindan bakilginda,
meme kanseri tarama programlarinin gek gostermesi, tedavi yontemlerinin
ilerleme kaydetmesi metastazin hala bir sorun aldygycgini degistirememitir
(Bartelink ve ark., 2003).

Cizelge 1.2Meme Kanserinde Biangic Semptomlari

Semptomlar Gorilme Oranlari (%)
Agrisiz meme kitlesi 70

Agrili meme kitlesi 10

Meme bai akintisi 10

Lokal 6dem 4

Meme bai gekintisi 3

Meme bai degisikli gi 2

Diger semptomlar 5
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1.4.2. Meme Kanserine Yakalanmada Etkili Olan Risk Faktorleri

Meme kanserinin halen yeni bilgilerin ortaya giktive gelgmelerin

yasandgl oldukca geni bir alan oldug belirtiimektedir. Bununla birlikte meme

kanserinin hangi nedene giaolarak ortaya c¢ikgl tam olarak bilinmemektedir.

Tum dunyada yapilan atamalar sonucunda bazi Ozelliklere sahip olan

kadinlarda meme kanseri gérilme riskinin daha yiksek al@efirtiimekte ve bu

Ozelliklere de kisaca “risk faktori” adi verilmektedir.

1.3), kanserden koruyucu programin g@&iimesinde 6nemlidir (Somunig,

2007).

Cizelge 1.3Meme Kanseri Gglimindeki Risk Faktorleri (Erkut, 2006)

Bu risk faktérleri (Tablo

Faktor Risk Aciklama

Cinsiyet Kadin olmak Arttirir TUm meme
kanserlerinin %99’y
kadinlarda
%1'i erkeklerde gorular

Yas 50 ya ve Uzeri | Artirir Yas ilerledikce risk artar
Yeni vakalarin = %77’si
meme kanserinden
olumlerin %84t 50 ya ve
uzeri olugr.

Maling Oykiisu olmasi | Artirir Bir memede kanser vagl

/Bening ortalama

Meme popllasyona gbre ger

Kanseri memede kanser
riskini 2-6 kez artirir

Aile dykusU Anne ve / veya Artirir Anne veya kiz Kkardgen

Kiz

kardete meme
kanseri,
BRCA-1,
BRCA-2, P53
genlerinde

mutasyon,

herhangi birinde
meme kanseri riski %2-
artirirken, her

ikisinde kanser  olmag
riski %8 artitir.

Meme kanserlerinir
sadece %10-15’i

herediter kokenli iken
bunlarin %50-60’|

BRCA-1 genindeki

Il

mutasyondan %10-30 ‘u
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ise BRCA-2 genlerinin DNA
tamirinde ve
kopyalanmasinda onemli
rolleri vardir.

Irk Beyaz kadinlarda meme
kanseri gelime
riski daha yuksek olmasina
ragmen Afrika
kokenli Amerikali kadinlarir
bu hastaliktan
Olme riski daha yuksektir.

Menstural 12 yatan Once| Artirir Menag ve menapoz

Oykii menarj arasindaki intervalin

55 ya& sonrasi uzamasli meme  kanseri
menapoz riskini yukseltir.

Dogum Dogum Artirir Dogum yapmany kadinlar

yapmayan, ilk meme kanseri

cocusunu 30 acisindan yuksek riskli gruba
yasindan girer

sonra

doguranlar

Emzirme Tartismali | Meme kanseri riskinj
azaltmada
emzirmemenin etkisini
inceleyen
calismalarda sonuglar
tartismalidir.

Ostrojen Oral Tartismal | Erken veya uzun sureli oral

Alimi kontraseptifler kontraseptif

ve kullanimi ve uzun sdreli (10-
hormone 15 yil Gizeri)
replasman ostrojen replasman
tedavisi tedavisinin riski artirdi
saptanmgtir.
Ostrojen ve progesteron
kombine kullanilan
preparatlarn meme kanseri
riskini
etkilemedgi saptanmytir.

Alkol Artirir Gunde 2 bardaktan faz]a
alkol alinmasi riski
artirmaktadir.

Diger olasi bir neden de
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alkolin meme
dokusundaki hicre
permabilitesinde
degisiklige  yol agmas
olduguna

inaniimaktadir.

D

Yaglh diyet Tartismal | Ozellikle air yagl diyetin
meme kanserini
artirdgl dustiniimektedir.

Obezite Tartismali | Meme kanseri riskinj
artirdg! bildiriimesine
ragmen hala tar§iimaktadir.
Ostrojen

adipos dokuda birikmekte Qu
da endojen
dstrojen Uretimini artirmakta
ve meme
dokusunun daha fazla
dstrojene maruz

kalmasina neden olmaktadi

=

Radyasyon Artirir Ozellikle 30 ya altinda ve
puberteden énce
radyasyona maruz kalmak

riski artirir
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1.4.3. Meme Kanserinin Biyolojik Davransi

Normal meme dokusunun kanser hlcresine dome8s cok samall,
karmalk bir strectir. Balangicta, normal hiicrelerde gercelde ve niikleer ya da
sitoplazmik onkogenleri aktiflgiren, transkripsiyonu diizenleyen mekanizmalari,
sinyal molekdllerini etkileyen, biyume faktori ve reseptor ethibéni bozan
veya tumor supressor genlerin aktivitesini baskilayasitlicelegisiklikler bu
hiicrelere belirli cogalma avantaji @ar. Buna paralel olarak ortaya cikan yeni
degisiklikler cok asamali meme karsinogenezinde kandokulara invaze olabilen,
immuan denetimden kacan ve metastaz yapabilen klonlatualus Bu klonlar,
normal hicre ¢galmasini diizenleyen dal sinyallere yanit verme yetetiei de
kaybederek denetimsiz cogalmayaslba (Unver, 1998). Meme kanserinin
karsinogenez suireci, sirasiyla benin proliferatif meme lezyonlari, karsinoma in
situ, erken donem meme kanseri (evre 1- 2), lokal ileri evre meme kanseri (evre 3)

ve invaziv kanser evrelerinden gimaktadir (Kumar ve ark., 2008).
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Meme kanserinin en onemli iki 6zegij farkli hastalarda davraginin
degisken olmasi ve dger bazi kanser tirlerine gore ggdmasinin daha yaya
gerceklamesidir. (Clark ve ark., 1987) Meme kanserinin prekl dénemde
logaritmik ve surekli bir blyime gostegdtahmin edilmektedir. Memedeki kitle
1 cm c¢apa ulgiginda palpe edilebilir timor boyutlarindadir ve buwyiklukteki
bir kitle yaklaik 10° timor hicresi icerir. Malignite geliminin tek hiicreden
basladigi kabul edildginde, bu tek hiicrenin fiicre olmasi icin 30 bélinme
gerekmektedir. Meme kanserinde preklinik timoér ikilenme siresi ortalama 100
gun ise bu durumda meme kanseri olgularinda yakIEO yillik bir preklinik evre
soz konusudur. Meme kanserinde tani konulduktan sonralal degir de oldukga
yavastir. Tedavi edilmeyen olgularda medyarsga suresi 2.7 yildir (Henderson
ve Canellos, 1980; Clark ve ark., 1987).

Meme kanseri tumorleri ger pek cok tiumore gore daha yava
buyiimektedir. Orngin, meme kanserinde tahmini ikilenme suresi 83 démni
embriyonel timorlerde 27 glndir. Yine meme kanserinde ortalama %210 olarak
belirlenen S-faz fraksiyonu yiiksek dereceli lenfomalarda %24 tir (Henderson ve
ark., 1989)

1.4.4. Meme Kanserinin Siniflandiriimasi

Meme kanserlerinin siniflandiriimasi klinik veya histopatolojik olarak
yapilir ve kanser hicrelerinin lokalizasyonu ve yayginh gére meme kanser
tipleri isimlendirilmektedir. Genel olarak hucreler st kanallarinda lokalize ise
duktal, lobullerde lokalize ise lobuler, medullada ise meduiller meme kanseri
olarak adlandinlir. Kanser hiicreleri, ¢cevresindeki bazal hiicrgtetiraeda invazif,
asmadginda in situ olarak isimlendirilirlerinvazif duktal karsinom en fazla
gorulen meme kanseri tipi olup tim meme kanseri vakalarinin yaklasik %75’inde
olusturdugu bildirilmistir (Schneider ve ark., 2006).

En yaygin olarak kullanilmakta olan siniflandirma, Dunyagh&a
Orguti'nin  Meme Tumorleri  Siniflamasidir. Bu  siniflama  tablo 1.4.’de

gOsterilmitir (Inang, 1997).
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Cizelge 1.4Meme kanserinin Histopatolojik Siniflandiriimasi

A. Noninvasif Karsinomlar
1. Intraduktal Karsinomlar
2. Lobuler Karsinomdnsitu
B. Invasif Karsinomlar

Invasif Duktal Karsinoma

Lo

Intraduktal Komponent Belirgiinvasif Ductal Karsinoma
Invasif Lobuler Karsinoma

Musinoz Karsinoma

Meduller Karsinoma

Papiller Karsinoma

Tubuler Karsinoma

Adenoid Kist Karsinoma

© © N o o b~ 0N

Sekretuar Karsinoma

10. Apokrin Gland Karsinoma
11.Metaplazi ile Birlikte Olan Karsinomalar
a. Squamoz Tip

b. Spindle Hucre Tipi

c. Osseodz ve Kartilajindz Tip

d. Miks Tip

e. Digerleri

C. Memenin Paget Hastal

1.4.5. Meme Kanserinin Genefi

Genetik degisiklikler germline mutasyonlarla kalitilir veya sodem
somatik mutasyonlarla kazanilir. Sonradan kazanilan mutasyonlar cevresel
karsinojenlere maruz kalmayla o&bilir, bunlar fiziksel (6rngn, iyonize
radyasyon), kimyasal (6r, polisiklik hidrokarbonlar) ve biyolojik karsinojenlerdir
(6r, virasler) (Hu ve ark., 2000). Meme kanserine riski arttiran BRCA-1, BRCA-2,
p53, Cowden, AR ve AT geni otozomal gdicailesel vakalarinin bir gaundan

sorumludur. Ailesel meme kanseri vakalarinda bu timor supresor genler ve DNA
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tamir genlerinin ekspresyonunda azalma g0zlenirken c-erb-2 onkogeninin
ekspresyonunda agttanimlanmgtir (Kuzey, 2007).

BRCAL1 ve BRCAZ2 proteinleri genomik stabiliteningi@nmasina, DNA
hasarinda hicresel cevaba, transkripsiyonel dizenlemeye ve hicresel
proliferasyona katilirlar (Unger ve Weber, 2000). BRCA1 kromozom 17 Uzerinde
bulunur ve otozomal dominant ge@dsterir, kalitsal kadin meme kanserlerinin
buyik cgunlugundan (%42) sorumlu olduggorilur (Gayther ve ark., 1998).
Kalitsal kanserlerde BRCA2 geniniitgan 13q boélgesinin olmamasi, muhtemelen,
genetik dgisiklikleri baslatmasiyla ilgkili bir durum olarak gosterilmektedir
(Kainu ve ark., 2000). BRCA2 genindeki mutasyonlar, kalitsal meme kanserli
kadin vakalarin %32’ sinde ve erkek meme kanserli vakalarguncia
gosterilmitir (Gayther ve ark., 1998). BRCA1 ve BRCA2 mutagydmslyan
kadinlarin oldug ailelerde, bu mutasyonlarin yaninda kadinlar 70ngagelms
ise, riskin %80’ leri gmasi sb6z konusudur. Ailesel vakalara skar dugik
penetransli genlerin, meme kanserinin sporadik vakalarina katkida buluadug
digerlerine oranla daha gecsya tehis edildgi gosterilmitir (Rebbeck, 1999).
Tdm bu verilerden hareketle, meme tumoérleri ohagina bircok genetik ve
cevresel faktoriin aracilik edebilgc&aciniimaz bir sonugtur.

1.5. FENOLIK BILESIKLER

Bitin bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak bulunan ve
bitkilerin kendilerini bazi zararhlara karkorumada rolleri oldgu duginilen ¢ok
sayida farkl nitelik ve miktarlarda ¢#i fenolik bilesikler bulunmaktadir
(Saldamli, 2007). Bitkilerin ikincil metabolizma Urlnleri olarak tanimlanan
fenolik bilesikler bitkilerde en yaygin bulunan maddeler grubudeirgiinimuzde
binlerce fenolik bilgigin yapisi tanimlanngtir . Bunlara surekli yeni tanimlanan
fenolikler eklenmektedir (Cemenng2004). Fenolik bilgkler bitkilerin meyve,
sebze, tohum, cicek, yaprak, dal ve govdelerinde bulunabilirlerk{f®ps2006;
Aydin ve Ustiin, 2007). Fenolik bji&ler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak
Uzere iki gruba ayrilirlar. Flavanoidler, bitkisel caylarin, meyve ve sebzelerin
dogal yapilarinda bulunan polifenolik antioksidanlardfenolik bilgiklerin bir

kismi meyve ve sebzelerin lezzetinin meydana gelmesinde etkilidirler. Ozellikle
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agizda acilik ve burukluk gibi iki 6nemli tat unsurumolusmasinda etkilidirler.

Bir kismi ise meyve ve sebzelerin sari, sari esmer, kirmizi-mavi tonlardaki
renklerinin olugnasini sglamaktadirlar (Cemegbu, 2004; Zor, 2007; Gungor,
2007).

Icerdikleri fenolik bilgiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal etkilerine
bagli olarak meyveler gaik tzerine olumlu etkilerinden dolayi fonksiyonablg
olarak dgerlendiriimektedir (Pehlivan ve Giulerylz, 2004). & bilesiklere,
beslenme fizyolojisi acisindan olumlu etkileri nedeniyle "biyoflavonoid" adi da
verilmektedir. Bazi kaynaklarda P faktori (permeabilite faktori) veya P vitamini
olarak da adlandinimaktadirlar (Saldamli, 2007; Cemard@04). Ayrica gida
bileseni olarak fenolik bilgikler; enzim inhibisyonuna neden olmalari vesigi
gidalarda kalite kontrol kriteri olmalari gibi nedenlerle de 6énegmmaktadirlar
(Saldamli, 2007).

Polifenoller; fenolik asitler ve flavonoidleyeklinde ikiye ayrilmaktadir.
Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda
genelde iz miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asithidroksibenzoik asit, gallik
asit, ellajik asit ve vanilik asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise C6-C3
fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan halkasinglaman OH grubunun
konumu ve yapisina gore farkh 6zellik gosterirler. Cok yaygin bulunanlari; kafeik
asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir (Saldaml, 2007;
Balasundram ve ark., 2006).

Flavonoidler ise kendi igerisinde alti alt gruba ayrilmaktadir; Kuarsetin ve
kaemferol flavonollara, genistein isoflavanoitlere, kiteve epigalaktokatén
/gallat flavanollara, hesperidin flavanonlara, pelargonidin ve siyanidin

antosiyanidinlere ve krisin flavonlara dahildir (Kusano ve Ferrari, 2008).

1.5.1. Ellgjik Asit
Ellajik asit, bitkilerde fenol yapisinda dogal olarak bulunan ve anti-
mutajenik, anti-kanserojenik aktivitesi olan bir maddedir (Wood ve ark., 1982).
Ellajik asit, ellagitaninlerin bazi kimyasajlemler gecirmesi sonucunda
olusur. Ellajik asitin bir hicre tarafindan algilanmas kullanilabilmesi igin

uygun bir yapida bulunmasi gereklidir. Bu forggker molekdlleri ile birlgmesi
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sonucunda olugaktadir (Vasconcellos, 2000). Bitin meyve ve sebzel
icerisinde, en cok kirmizi Rubus ideays ve siyah Rubus occidentali3
ahudutlarda bulunan ellajik asit, vicutta kansere yol acan kimyasallari inaktif
duruma getirerek bir antikanserojen etki gostermektedir (Stoner ve Mukhtar,1995).
Ayrica ellajik asit yalanmayi geciktirici etkiye sahiptir. Yapilan gahalarda
ozellikle kirmizi ahudutlarindan elde edilen ellajik asitin, bazi kanser tipinde,
kanserli hicrelerin galmesini engelledii tespit edilmgtir (Glen ve Halvorson,
2001; Kresty ve ark., 2001).

Polifenollarin antioksidan o6zedi, yapilan bir¢ok in vivo ve in vitro
calismada saptanmgtir. Buna ilave olarak, ellajik asitinn vitro da hidroksi
anyonu ve siperoksit anyonunaskdoruyucu potansiyeli oldugtespit edilmitir.

Mide icinde ellajik asitin etanola kar mukosal korunumunu gkadig
gbzlemlenmgtir (Vasconcellos, 2000). Ayrica SOD ilesite potansiyele sahip
oldugu tespit edilmgtir. Cunku stperoksit radikaller tlserativ kolonlarhasyon
hastalgina neden olur. Ellajik asit, kolonik lezyonlara &dnastaliktan koruyucu
etki gosterir. Bu da ellajik asitin savunucu 6zg&hi gostermektedir (Imaly ve
Linn, 1988)

1.5.2. Ellajik Asitin Kimyasal Yapisi

Ellajik asit (EA), d@ada bircok bitkide serbest ve ellajitanen glikozitle
halinde bulunan polifenolik bir bijgktir. Ellajik asit 302.19 g/mol molekiler
agirh gl ile hekzahidroksidifenik asidin dilaktonudur. Eikaasit, dogada zayif bir
asit olup, 360°C Uzerindeki yuksek erime noktasi ile ¢ok kararl bigiktile
Ellajik asit, hidrofilik kismi temsil eden dort fenolik ve iki lakton gruplari
(sirasiyla hidrojen Ravericisi ve alicisi olarak rol oynayabilir) ve lifildk alani
temsil eden dort halka ile termodinamik olarak oldukca kararli bir molekuldar.
Lipofilik Ustunlik goésteren molekilin doért halkasi nedeniyle ellajik asit I1siya
oldukca dayanikhdir. Dort fenolik grup, ellajik aside kalsiyum ve magnezyum
gibi metal iyonlar ile kompleks form oltwrmasini sglamaktadir. Ellajik asit;
suda az ¢oOzundiil halde (Bala ve ark., 2006) metanolde, etanoldelivestil
sulfoksitte iyi ¢oztinmektedir (Aguilera-Carbo ve ark., 208@&kil 1.8 'de Ellajik
asidin kimyasal yapisi gosterilgtir (Bala ve ark., 2006).
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OH

Sekil 1.8. Ellajik Asit Kimyasal Yapisi

1.5.3. Ellajik Asitin Biyolojik Aktivitesi

Ellajik asidin antioksidan, antikanserojenik, antidostrojenik ve
antimutajenik etkilerinin bulundwg bildiriimektedir (Papoutsi ve ark., 2005;
Aviram ve ark., 2000; Gil ve ark., 2000). Ellajik asit, serumda kansere neden olan
kimyasallarin temizlenmesini gar. Kanser hucrelerini temizler, hicresel
DNA’'da kanserojenlerin ganmasini engeller, yuksek oranda yikici serbest
oksijen radikallerini temizler veya Bkar. BOylece bir antioksidan goérevini yapar.

Y ikici kanser hiicrelerine kmimmun sistemini uyarir (Nixon, 2002).

Ayrica ellajik asit lipid peroksidasyonunda E vitamininden daha fazla
antioksidan etki gostermektedir. Ayni gwacilar ellajik asidin  suda
¢ozunarluginin sinirl olmasi, metanol ve dimetil stlfoksitbigiorganik
cozlculerde daha iyi ¢c6zinmesinden dolayi iyi bir lipofilik antioksidan gibi rol
oynayabilecgini aciklamaktadirlar (Gil ve ark., 2000).

Ellajik asidin bir dper etkisinin de bakteriyal membranin 6nemli
fonksiyonlarini  6nleyerek, mikroorganizmalarin gelesinin engellenmesi
oldugu dugintlmektedir. Ayrica membran yluzeyine yegée ellajik asit gibi
fenolik fitokimyasallar hicre cevresinde bir hidrofobiklik yaratarak membran

yapisinda bir d&siklik meydana getirmektedir (Vattem ve ark., 2005).
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1.5.4. Ellajik Asitin Etki Mekanizmasi

Ellajik asidin insan s#igl Gzerindeki koruyucu etkisinin kimyasal
mekanizmasinin anddmasi zordur. Literatirde bulunan pek cok teorirk&el
calsmalara dayanmaktadir. Bu teoriler, DNA'ya kanserojemaddelerin
baglanmasinin  engellemesini, kanserojen aktivasyonunumibisyonunu,
kanserojen detoksifikasyonunumsvikini ve kanserojenlerin reaktif formlari ile
kompleks oluturmasini kapsamaktadir (Whitley, 2005). (iine antikanserojen
etkileri konusunda d&sik mekanizmalari oldug bildirilen ferulik asit, kafeik asit
ve ellajik asidin polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), mikotoksinler ve
nitrozaminlerin kanserojen etkilerini inhibe ettikleri birgcok in vitro gala ve
hayvan denemesiyle kanitlangir. Ancak diger fenolik asitlerden farkli olarak
ellajik asidin dogudan enjeksiyon yolunun yaninda, oral yoldan grtkla
verilmesi halinde de antikanserojen etkili oldugldiriimektedir.

Ellajik asidin insan sgligl Uzerine déer 6nemli bir etkisinin de dstrojen
reseptor (ER) alt tipleri olan BERve ER3  yoluyla Ostrojenik/antiéstrojenik
aktivite oldugu bildirilmektedir (Larrosa ve ark., 2006; Papoutsi ark., 2005).
Ellajik asidin, sentetik secici Ostrojen reseptdér modulatorlerine (SERM) benzer
SERM Ozellikleri gosteren @@l secici ER ve ER3 ligand olduginu
saptamglardir (Vattem ve ark., 2005).

1.5.5. Ellajik Asitin Kanser Tedavisindeki Yeri

Ellajik asidin antikanserojen etki mekanizmalari incel@mdie, intestinal
detoksifikasyon enzimleri olarak nitelendirilen Faz Il enzimlerini indikledikleri
(6rnegin glutation-S-transferaz enziminin aktivitesini stimule etmekte ve
karacgerde sentezini arttirmaktadir) ve bdylece kanserojaudenin barsakta
emilimini  inhibe ettikleri bildirilmektedir. Dier taraftan ellajik asit;
prokanserojenlerin  aktivasyonunu katalize eden Faz | enzimlerini de
engelleyebilmektedir. Hayvan denemeleri sonuclarina goére yalnizca enzim sistemi
etkilenmemekte, ayni zamanda sitokrom P450 miktarinda daus dis
gbzlenmektedir (Watzl ve Leitzmann, 2005).

Ellajik asidin antikanserojen etki mekanizmasi konusunda hierdi

calismada ellajik asit ile DNA arasinda kovalentglaaun varlgl saptanmy ve
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boylece DNA'nin maskelenerek kanserojen madde igabaasinin engellengli
belirtilmistir (Huetz et al., 2005). [QRer taraftan ellajik asidin DNA
replikasyonunda, kopyalama, rekombinasyon, hicre galgmasi ve
farklilasmasinda 6nemli olan Topoizomeraz | ve Il enzimlerigialsmasini
Onleyerek tumor hicresinin gginini engelledgi de bildiriimektedir (Hurley,
1998). PAH’larin antikanserojen etkilerini fenolik asitlerle inhibisyonu konusunda
yapilan cakmada ferulik asit, kafeik asit, klorojenik asit Miagk asit gibi asitler
arasinda en yiksek antikanserojen etkinin ellajik asit tarafindgansga ve bu
konuda dgerlerinden 80-300 defa daha fazla etkili oldugulunmugur (Watzl ve
Leitzmann, 2005). Ayrica ellajik asidin, aflatoksin B1’'in DNA’ya glzama
etkilerini ve mutasyonlar olugrmasini onledi de bildirilmektedir (Fajardo,
1992). Ellajik asidin antikanserojen etki mekanizmasi konusunda ger di
calismada serbest oksijen radikallerinin ve kanserojenleaktif metabolitlerini
etkisiz hale getirerek kanser stangicini engelle@ bildiriimektedir.
Metabolizmada olan serbest oksijen radikalleri, DNA zincirinin aymasi ve
mutasyonlara neden olmaktadir. Ellajik asit ise bu prosesi engelleyebilen kuvvetli
bir antioksidandir (Hannum, 2004).

1.6. HUCRE KULTURU

Hucre kadltard, bir organ veya dokudan alinan belirli bir grup hicrenin,
uygun fizikokimyasal ve biyolojiksiemler sonucu in-vitrdkosullarda Uretilmesi
teknigidir. Hucre kualtara ile ilgili calgmalar 1907 yilinda Ross Harrison’un
kurbaza embriyolarinda yapmioldugu calsmalara dayanirilerleyen yillarda
uygun kaltar besi ortamlarinin gglirilmesi ve besi ortaminin igine antibiyotik
eklenmesi kontaminasyon sorununu c6zmiB bu teknolojinin, hastaliklarin
patogenezinin asairilmasinda, ila¢c denemelerinin ve tedavi yontemiar
gelistiriimesinde birinci basamak caha icine girmesinin yolunu acgtir.
Gunumuzde yapilan biyomedikal stiamalarda primer kiltir ya da hicre hatti
olarak, calgmalarin ilk fazini oluturur. Primer Kkudltarler sinirh  pasaj
kapasitesinden dolay! fazla uzunsgbdlamazlar ancak, hicre hatlarinin sinirsiz
pasaj] yetengine sahip olduklarindan dolayr ¢ok uzun slre (hadtensuz)

kullanma avantaji vardir . Hicre hatlari bir organ veya dokuya 6zgul hicrelerin
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kuvvetli bir virus antijeninin promoteri ile immortalizasyorlemlerinden
gectikten sonra olan ve surekli bolinme yetegieolan oOlimsiz hicrelerdir
(Ucar, 2003).

Hucre hatlari genel olarak stispansiyon ve monolayer kultirler olarak iki
grupta toplanirlar. Suspansiyon kultirler daha c¢cok kan ve kemjik gibi
yumusak doku timdrlerinin hticre hatlarini otusurlar ve bu hucreler, icinde
bulunduklari kaba yapmazlar. Monolayer kultirler ise fibroblast, epitsinir
doku gibi timarlerin hicre hatlaridir ve icinde bulunduklari kabasydgm.

Hucreler geldikleri kokene goére farkli zamanlarda bdolinurler. Bundan
dolay! kaltur besi ortami, beslenme, Ureme vgagaortami gibkartlar hiicreden
hiicreye dgisiklik gosterir (Ucar, 2003).

Cizelge 1.5.Yaygin Olarak Kullanilan Hiicre Serileri

Hucre Serisi Hucre Tipi ve Kokeni
K-563 KML transforme eritrolosemi hiicre dizisi
ARH-77 Plazma hucreli 16semi hicre dizisi
RPMI-8226 Hafif zincir sekrete eden plazmasitoma hicre dizisi
MCF-7 Meme adenokarsinomu hucre dizisi
A2780 Yumurtalik kanser hucre dizisi
HCT-116 Kolon karsinoma hiicre dizisi (insan)
A-549 Akciger kanseri epitel hiicre dizisi (insan)
3T3 Fibroblast (fare)
BHK21 Fibroblast (hamster)
L6 Miyoblast (rat)
PCI2 Kromaffin hicresi (rat)
SP2 Plazma hucresi (rat)
COS Bbobrek (maymun)
293 Bobrek (insan), adenovirtsle transforme edilmi
CHO Over (hamster)
DT40 Lenfoma hicresi (civ civ)
RI Embriyonik kdk hticreler (fare)
E14.1 Embriyonik kdk hticreler (fare)
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T24 Mesane epitel hiicresi (insan)

HepG2 Karacger epitel hicresi (insan)

HEK293 Bobrek epitel hiicresi (insan)

HL-60 Losemi hiicresi (insan)

SH-SY5Y Noroblastoma hiicresi (insan)

S2 Makrofaj benzeri hiicreler (drosophila)

BY2 Farklilssmamg meristematik hicreler (tutin )

1.6.1.Hicre Kultlrt Tarihgesi

Hucre kalttrd, hucrelerin belirli bir besi ortamindazathiimasidir. Hicre
kultarlerinde yapilan caimalarinin ginimuzde 6nemli bir yeri vardir. sifle
patolojik durumlarda belli bir maddenin etkilerini, bir hiicre ya da dokuda uretilen
belli bir maddenin dlevlerini belirlemek amaciyla belli bir hiicre seniden
cogaltilan hicrelerde camalar yapilarak in vitro sonuclar elde edilebiliriidie
kaltara calsmalarinin gecmgine bakacak olursak ilk olarak 1885'te Roux
embriyonik tavuk hicrelerinin hayvanin vicudunurginida tuz co6zeltisinde
canlihgini - surdirebildiini  gostermgtir. 1907 yilinda Harrison, kurliga
embriyonik dokusundan kaltir yaparak aksonlarin sgmini gostermg, daha
sonra da 1910 yilinda Burrows, tavuk embriyonik dokularinisgehek Uzere
tavuk plazmasi kullanmstir. Lewis&Lewis ise 1911 yilinda ilk sivi mediumu
kullanmstir. 1913'te Carrel, hucrelerin steril kdfarda duzenli olarak
beslenmeleri halinde kultir ortaminda uzun sure artabildiklerini gost@rmi
Earle ve arkadgar 1948'de L hicre serisinden izole ettikleri helerin hicre
kultirinde klonlar olugrduklarini tespit etngj Gey ve arkadgari 1952'de bir
insan servikal karsinomasindan tureyen hicrelerin HelLa sirekli serisini ortaya
koymugdardir. 1986'da Martin, Evans ve arkath fareden pluripotent
embriyonik kok hucrelerini izole ederek bu hicrelerin kltarint yalardir.
1998'de ise Thomson, Gearhart ve yardimcilari insan embriyonik kok htcrelerini

izole etmeyi bgarmslardir ( Ucar, 2003).
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1.6.2. Hiicrelerin inkilbasyonu ve Bakimi

Hucreler karanlikta inkiibe edilmelidirler ¢clnkiki besiyerindeki ve hiicre
yapisindaki bazi organik yapilari bozarak hticre icin toksik hale getirebilir. Hlicre
kaltarleri gunlik olarak kontrol edilir. Morfolojik goriiniim, mediumun rengi ve
hicrelerin rengi incelenir. GUnluk olarak sonuglar laboratuar defterine kayit edilir.
Deftere kadltarin adi, hicre serisi adi, besiyeri sbilg standart mediuma
modifikasyon yapilip yapilmagh ve gozlemler yazilir. Buyime kontroll invert
mikroskopla yapilir; canhlik testleri, trypan blue ile yapilirg& mikroskobunda,
etidyum bromdar akridin oranj ile yapilirsa floresan mikroskobunda kontrol edilir.

Kaltarler gunlik olarak kontrol edilmelidir. Besiyerinin rengi ve
morfolojisi ile hicrelerin ygunlugu gézlemlenmelidir. Kilttirde hicreler; hiicre
tipine, ekilme ygunluguna, ortamin ygunluguna ve daha 6ncekjlemlere bl
olarak 6nce sessiz (inaktif) ya da gecikme fazi denilen bir doneme girerler. Bunu
en yuksek metabolik aktivitenin gozlegidlogaritmik artg(ireme) donemi izler.
Bundan sonra da hicreler hicre sayisinin sabitgadbih durgzgan evreye girer
(tum Ureme ylzeyleri kaplangtr). Hucrelerin nifus ygunlugu Gremeyi
baskiladgl zaman besiyerinden alinirlar (harvestingdleal olani hiicrelerin
durggan evreye girmeden Once kuiltirden alinmalaridir. relédn koltar
kabindan alinmalari igin @gik yontemler kullanilabilir.

Mekanik: Bir spatul kullanarak hicreler yizeyden fiziksel olarak
ayrilabilir. Ancak hizli bir yontem olmasiyla birlikte bu yontemde hucreler zarar
gorebilirler. Bu nedenle ancak hicre capidin 6nemli olmady kosullarda bu
yontem tercih edilebilir.

Proteolitik enzimler: Tripsin, kollajenaz ya da pronaz genellikle EDTA ile
kombine edildginde hicrelerin Greme yilizeyinden ayrilmasina nedan &u
yontem de hizli ve guvenilir olmasina gar hiicre ylzeyine zarar verebilir.
Proteolitik reaksiyon serum igceren tam kultir ortaminin katilmasiyla hizh bir
bicimde sona erdirilebilir.

EDTA: Tek bgina EDTA kullanilarak da hiicreler ylizeyden ayriiabil

Kaltar ortami (besiyeri) icin gereken bgknler ve dreme gereksinimleri
Tablo 1.7 'de oOzetlengi gibi saglanmaldir. Kdaltir kaplan C© etivine

(37°C; %5 CQ) konduyu zaman gaz giicikisi icin kaplarin &z1 hafif acik
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olmahdir. Ayrica ortamin nemli olmasi ve goruntwkian sakinilmasi da
gereklidir. Hucre kilturd ¢caymalarinda da tum laboratuar gatalarinda oldug

gibi guvenlik 6nlemlerine dikkat edilmelidir.

Cizelge 1.6.Memeli hiicresi icin hiicre kilturi besiyerinin kgaleri

Amino Vitaminler Tuzlar Di gerleri Proteinler

asitler (serum
yerine)

Arjinin Biotin NaCl Glukoz Insilin

Sistin Kaolin KCI Penisilin Transferrin

Glutamin Folat NaH2PO4 Streptomisin | Buyume

Histidin Nikotinamid NaHCO3 Fenol faktorleri

izolosin Pantotenat CaCl2 kirmizisi

Losin Piridoksin MgCl2 Tam serum

Lizin Tiyamin

Metiyonin Riboflavin

Fenilalanin

Treonin

Triptofan

Tirozin

Valin

1.7. MEME KANSERINI CALI SMADA MODEL S ISTEMLER

Model sistemler, insan Uzerinde deney yapmanin mumkin veya etk
olmadgl durumlarda, insandaki hastaliklarin sebeplerinitadavi seceneklerini
belirlemek icin kullanilirlar. Biyolojik bir fenomeni anlamayi g&ayan model
sistemler (organizma, doku ve hicre hatlar) ayni zamang& drganizmalarin
isleyisi hakkinda fikir verebilir. Aratirmalarda kullanilacak model sistemlerin
(bayudklak, dreme sireleri, eifiebilirlik, manipllasyon kolaykl, genetik bilgi
sisteminin basitéi, mekanizmalarinin korunmluk derecesi, ekonomik geri
gibi) belirli 6zelliklerinin olmasi gerekir. Meme kanseri olduk¢ca kompleks kanser
turlerinden olup, bu hastgln meme kanserini hiicre diizeyinde modelleyen hiicre
hatlari Uzerinden calilmasi, tercih edilen yak§amlar arasindadir. Callacak
etken madddelerin ilk denemelerinin hicre hatlarinda, daha sonra ksenograft
modellerde ve daha sonra faz |, faz Il, faz 11l denemeleriyle insanlarddmgabi

mumkunddar.
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Meme kanserini hiicresel seviyede modellemede kullanilan bir¢ok hticre

hatti tanimlannstir.

Cizelge 1.7.Meme kanserinin hiicre dizeyinde modellemesi olan hiicre hatlarinin 6zellikleri

(Breast Cancer Res Treat, 2007)

Huicre Hatlar Meme Kanserinin | ER Durumlari HER-2
Alt Tipleri Durumlari
MDA-MB-453 Luminal Neg Amplified
SKBR-3 Luminal Neg Amplified
SUM-190 Luminal Neg Amplified
SUM-225 Luminal Neg Amplified
UACC-893 Luminal Neg Amplified
EFM-192A Luminal Pos Amplified
HCC-202 Luminal Pos Amplified
UACC-732 Luminal Pos Amplified
UACC-812 Luminal Pos Amplified
ZR-75-30 Luminal Pos Amplified
HCC-1500 Luminal Pos Amplified
KPL-1 Luminal Pos Normal
MDA-MB-134 Luminal Pos Normal
MDA-MB-175 Luminal Pos Normal
MDA-MB-415 Luminal Pos Normal
ZR-75-1 Luminal Pos Normal
CAMA-1 Luminal Pos Normal
BT-474 Luminal Pos Amplified
HCC-1419 Luminal Pos Amplified
MDA-MB-361 Luminal Pos Amplified
EFM-19 Luminal Pos Normal
MCF-7 Luminal Pos Normal
T-47D Luminal Pos Normal
BT-20 Basal Neg Normal
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HCC-38 Basal Neg Normal
MDA-MB-468 Basal Neg Normal
HCC-1954 Basal Neg Amplified
HCC-1143 Basal Neg Normal
HCC-1187 Basal Neg Normal
HCC-1937 Basal Neg Normal
HCC-1806 Basal Neg Normal
HCC-70 Basal Neg Normal
CAL-51 Post-EMT Neg Normal
Hs5781 Post-EMT Neg Normal
MDA-MB-157 Post-EMT Neg Normal
MDA-MB-231 Post-EMT Neg Normal
MDA-MB-435 Post-EMT Neg Normal
MDA-MB-436 Post-EMT Neg Normal
HCC-1569 Post-EMT Neg Amplified

1.7.1. MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Ozellikleri

MDA-MB-231 hicreleri 51 yandaki meme adenokarsinomali bir kadinin
plevral eflizyonundan izole edilgtir. Anormal bir karyotipe sahip olan hicre
hattt anoOploid yapidadir. Karyotip analizinde kromozom sayilarinin triploide
yakin deerlerde (52-68) oldug gbzlenmg, az miktarda normali ve az sayida
kromozoma sahiptir. N8 ve N15 kromozomlari mevcudilde. Bu kromozomlar
sitogenetik analizlerde belirte¢ (marker) olarak kullaniimaktadir. Meme kanseri
hiicrelerinin belli 6zelliklerini modelleyen bu hiicre hatti, invaziv kansevitro
kosullarda calgilmak icin oldukca uygun bir modeldir. Ostrojen nege negatif
olan MDA-MB-231 hcreleri normal meme hicrelerinin gostardzelliklerini
kaybetmgtir. MDA-MB-231 hicre hatlarinda WNT7B onkogeninikspresyonu
mevcuttur. Ayrica HER-2 geninin ekspresyonu da normaldir. Epitelyal
morfolojide olan MDA-MB-231 hicreleri, EGF ve TGé& sentezler. Ayrica,
tumor baskilayici gen, p53, MMP-1, MMP-2, MMP-9 ve vimentin gibi invazyon
faktorlerinin de ekspresyonu vardir (O'Connor ve ark., 1997). MDA-MB-231

hiicrelerinde meydana gelen biganler, timor ilerlemesi, metastaz olugu ve
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programli hiicre d6lumune direng kazanmasiyla ilgilidir (Geisler ve ark., 2003,
Greenblatt ve ark., 1994). Mutant p53 geni iceren MDA-MB-231 hucreleri,
canlilik sinyallerini guclendirerek erken timor gmliinde apoptozisten
kacmaktadir (Hui ve ark., 2006).

1.7.2. SKBR-3 Hiicre Hattinin Ozellikleri

SKBR-3 hicreleri 43 yandaki meme adenokarsinomali bir kadinin
plevral eflizyonundan izole edilgtir. Hiicre hatti hipertriploid karyotipe sahip
yapidadir. N1, N14 ve N17 kromozomlari mevcutgidér. Meme kanseri
hicrelerinin belli 6zelliklerini modelleyen bu hiicre hatti, invaziv kaniseviitro
kosullarda calgilmak icin oldukca uygun bir modeldir. Ostrojen nege negatif
olan SKBR-3 hiucreleri normal meme hucrelerinin gosgerdizelliklerini
kaybetmgtir. SKBR-3 hiicre hattinda HER2/c-erb-2 geningiriaekspresyonu s6z
konusudur. Epitelyal morfolojide olan SKBR-3 hicreleri adherent o6zellik
gostermektedirler.

Epitelyal 6zellik gosteren SKBR-3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin in
vitro kosullarda ¢galtildiklarinda karakteristik farkliliklar gosteggisaptanmytir.
Normal hucreler, kultir ortaminda bulunan buyime ggéhma) faktorlerinin
etkisiyle belli bir yozunluga ulagincaya kadar ggalmaktadirlar. Ardindan hicreler
GO fazina gecip ggalmalari durmaktadir. Tumér hicreleri ise kiltiraoninda
surekli cgalarak yiksek ygunluga ulamaktadirlar. Tumér hicrelerinin biyume
(cogalma) faktorine gereksinimleri azaidi gibi, bazi durumlarda kendi
kendilerine c¢@almalarini uyaran faktorler de Uretebilmektedirl&pgrn ve
Roberts, 1986).
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MATERYAL ve METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Hucre Serileri
Calismamizda ATCC’'den g#anan SKBR-3 ve MDA-MB-231 hicre

serileri kullanildi.

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Ellajik Asit (Fluka), RPMI-1640, Acridin Orange, MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium  bromide; Thiazolyl blue),
Dimetilsulfoksit (DMSO), Phosphate Buffered Saline (PBS), Fetal Bovine Serum
(FBS) (Sigma), Penicilin streptomycine, L-glutamin Tripsin-
Etilendiamintetraasetik asit (Tripsin- EDTA), Trypan Blue (GIBCO), Osmium
tetraoksit, Glutaraldehit, Araldit, Propilen oksit, Uranil asetat, siur sitrat
(Electron Microscopy Science); g#ir butiin kimyasallar analitik saflikta olup,

Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindarglsamstir.

2.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 ve 75 crh ‘lik flask (TPP), 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), cam
pipetler (1, 2, 5 ve 10mL hacimlerinde ), pastor pipetler, enjektoérler (10, 20 ve 50
mL hacimlerinde), 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mL’lik Durhggsleri, steril
santriftij tpleri (15 ve 50 mL ) (TPP), steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron
capinda ), Thoma lami (Marienfild), 10, 100 ve 1000 pL’lik pipet takimi ve uclari
(Eppendorf), Steril cam petri kaplari, Lamel 15x15, Rodajli lam, Kryottp, Grid

2.1.4. Kullanilan Cihazlar

Biyogivenlik kabini Class 2(Logic), Mikroplate okuyucu (Moleculer
Devices), $ik mikroskobu (Leica DM 500), Inverted mikroskope{ta DMIL
LED), Santrifliij (Hettich), Hassas Terazi (Ohaus), ,Ci@kibatori (New
Brunswick), Fluoresan Mikrokop, TEM (FEI), Kuru Hava Sterilizatéri (Analytik
jena), Su Banyosu (GFL Thermolab ), Otoklav (Niive), Ceker Obalkriab),
Buzdolabi (Arcgelik), Derin Dondurucu (-20)(Arcgelik), sivi azot tanki, otomatik
pipetler (eppendorf)
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2.2. METOD

Calismamizda SKBR-3 ve MDA-MB-231 insan meme kanser hicre
dizileri kullanildi. Deneye ATCC’den kuru buz icerisinde gelen hicrelerin kiltire
edilmesi ile balandi. Deneylerde kullanilacak vyeterli hiicre mildaria
ulasabilmek icin pasajlamaglemi yapildi. Her bir hiicre grubundan yeterli sayida
flask ve stok elde edildikten sonra deneygdradi.

2.2.1. Hucre Kulttra
2.2.1.1. Sterilizasyon
Calismalarda kullanilan cam ve metal malzemeler aliminyfoiyolara
sarill olarak sterilizatérde 18%C’'de 2 saat, yine bazi cam ve plastik malzemeler
ve sivi soliisyonlar da aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda’C2]1,5
atm/Hg basingta 20 dakika sure ile steril edilerek kullagtimiKullanilan bazi
sivi kimyasallar 0,2 mm aralikh seliloz nitrat filtreden gecirilerek kullargtimi

2.2.1.2. Kullanilan Besiyeri ve Hazirlanyi
Kultirde kullanilan hicre tipine 6zel besiyerleri hazirlandi. Besiyeri igin
kullanilan tum malzemeler, steril bir sisede ve por buyukligi 0.22 pm olan

filtreden gegcilerek hazirlandi.

2.2.1.3. Hucre Serilerinin Kiltire Edilmesi
Bu calismada kullanilan SKBR-3 ve MDA-MB-231 hcre serileri ATCC’

den s@landi. Hazirlanan besiyeri (%10 FBS, %1 peniciliregtomycine, %1 L-
glutamin, %1 Hepes Buffer %87 RPMI 1640) su banyosu yada inklbatorde
37 °C’ye kadar 1sitilir. -196 °C ‘de sivi azot tankinda bulunan hicreler tanktan
cikarthr ve 37 °C su  banyosunda kapak kismindan tutarak ve su igerisinde
hafifce sallayarak iceginin tamamen erimesi ganir. A¢madan o©nce
kryotlp % 70 alkol ile islatiliigikagit mendil ile silinir. Laminar hava agti kabin
icerisinde, hucre icefini 10 ml besiyeri iceren steril santriftj tiplUnevggca
transfer edilir. Dakika 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Stpernatant kisim
dokuildukten sonra, hicre peletini uygun miktarda besiyeri ile homojenize edilir.

Hucreler kultdr flaskina alinip 37°C ‘de, % 5 @@eren inktbatérde kilttre edilir.

44



@» ANADOLU UNIVERSITESI

2.2.1.4. Hlcre Serilerinin Pasajlanmasi

Hucre kaltarindeki kullanilngi besi ortamini pipet yardimiyla kadglir.
Kultdr kabinin hticre bulunmayan yuzeyinegio PBS ilave edilerek hiicrelerin
kaltar yizeyi PBS ile bir kez yikanir. Daha sonra 1X tripsin-EDTA sollisyonu
konularak yapsan hucre hatlarinin flasktan kalkmasiglaair. Kilttir kabina
eklenen tripsin- EDTA hicreler yuvarlaklacaya kadar (yakjsk 5-15 dakika)
37 °C inkubatorde bekletilir. Bu sire icerisinde hicrelerde ywradaolup
olmadgini mikroskopta kontrol edilir.

Tripsinin hicrelere zarar vermesinin engellemek igin hicreler kalktiktan
sonra besi ortami ilave edilerek hicreler pipet yardimiyla homojenize edilir. 1200
rom’de 5dk santrifiij yapilir. Stpernatant atilir ve hiicrelerin Uzerine taze besiyeri

eklenip, hicreler pipet yardimiyla homojenize edilip flasklara bolunr.

2.2.1.5. Hucre Serilerinin Stoklanmasi
Yeterli hiicre sayisi yaunluguna ulgan hticre serileri, PBS ile yikandiktan

sonra, 1X tripsin-EDTA yardimiyla kaldirilip besiyeri eklenip, 1200 rpm’de 5 dk
santriftij edilir. Santrifij sonrasinda besiyeri yardimiyla hicre slspansiyonu
hazirlanir. Stspanse hucre kulttrlerinin canhlik oranlar ve hicganjagunu
belirlenir. Her bir krayotip icin 1800ul hiicre besiyeri konulup, 30 dk kuru buz
Uzerinde bekletilir. 30 dakika sonra her bir kryotlipe 200 pl DMSO c¢ozeltisi ilave
edilip kryotupler -20 °C’ye kaldirilir. 3-4 saat sonrasinda vialler sivi azot tankina

yerlestirilerek stoklamaglemi tamamlanir.

2.2.1.6. Tripan Mavisi ile Hicrelerin Sayimi

Tripan Blue boyama yodntemi, hiicre sayimi icin tavsiye edilettlice
yontemlerden biridir. Bu metoda gore canli hicreler boyanmaz, 6lu hicreler
boyanir.

Boyama §lemi icin eppendorf tlipine tripan mavisi solisyonundan 0.1 ml,
sayimi yapilacak hicre solisyonundan 0.9 ml eklendi. Suspansiyon kopuk
olusturmayacaksekilde dikkatlice homojenize edildi. Oda 1sisindadakika
bekletildi. Hemosimetrenin lam ve lameli alkol ile temizlendi. Lam Uzerine

lameli hafifce bastirarak yedlgrildi. 0.05 ml (50ul) kadar boyanmihicre
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suspansiyonunu alinip, hemosimetrenin lami ile lameli arasingggaakitildi.
30-60 sn hucrelerin hareketsigheesi icin beklenildi. Mikroskop yardimiyla 10X
veya 20X objektif kullanarak, hemosimetrenin tim karelerindeki canh hicreler
(boya absorbe etmeyen) sayildi. Sayim sirasinda gdalga tcli cizgiden
baslanarak kuguk karelerin icindeki tim hucrelerig sazgi Gzerindekileri ve en
Ust c¢izgi Uzerindekileri sayarak yukari, daha songgaki kiucik kareden ayni
prensiple gagiya dagsru inildi, alt cizgidekileri saydiktan sonra yandakiicik
karelere gecildi. Tum alan sayilincaya kagieme devam edildi. Boyay! absorbe
etmis olan (6lU) hicreleri de aynekilde sayildi.

Milimetredeki canli ve Olu hicre sayilarini belirlemek icigegedaki
formilden yararlanildi:

Sayilan hiicre miktari X dilusyon orani X*#0canli yada 6li hiicre ganlugu

(hticre sayisi/ml) 9

Canlilik oranini belirlemek icinsagidaki formulden yararlanildi:

Sayilan canl hiicre miktari X 100 = canlilik orani (% olarak)

Sayilan toplam hiicre miktari

Buna gore canhl hucrelerin sayisi belirlenip hicre suspansiyonundan istenen

miktar kadar alindi.

2.2.1.7. Hucrelerin kilenme Zamaninin Hesaplanmasi

Duzenli olarak en az 3 sub kadlttrt yapilan hicreler tripsemi ile kalttr
flaskindan kaldirildilar. Hiicre stispansiyonlari 50 ml besiyeri icinde *5x10
hiicre/ml olacalksekilde hazirlandi. Alti well-platelere cift kontréllolarak hicre
suspansiyonundan her géze 2 ml ilave edildi’C37de %5 CQli etiivde
inkubasyona birakildi. Sirasiyla 24, 48 ve 72. saatte trypan blue dye exclusion
testi ile hiicrelerin sayimlari gercefieildi. 5x10* hiicre/ml SKBR-3 ve MDA-
MB-231 hiicre baz alinarak hticrelerin ikilenme zamani hesaplandi. Bu yontem ile
SKBR-3 ve MDA-MB-231 hicrelerinin ikilenme zamani 72 saat olarak
hesaplandi. Hucrelerin ikilenme zamaninglbalarak da deneylerde 72 ve 96

saat kullanildi.
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2.2.2. Ellajik Asit Stok Solisyonunun Hazirlanmasi ve Huicre Serileri ile
Etkile simi

Ellajik asitin stok c¢ozeltisi; 1ml dimetil silfoksit (DMSO) icinde 10mgr
ellajik asit cozllerek uygun pH ayarlamasi yapilarak hazirlgmmHazirlanan
stok soliisyon +2 C'de saklanmtir. Deneye alinmak Uzere stoktan cikarilan
SKBR-3 ve MDA-MB-231 hucre serileri gerekli sayiya gtlitan sonra ellajik
asitin bu hicreler Uzerinde sitotoksik etkisini ve doz grmaii belirlemek icin
MTT yonteminden yararlanilgtir. Hazirlanan stok solisyonundan taze besiyeri
ile seyreltmeler yapilarak ellajik asitin 5 uM, 10 uM, 20 uM, 30uM, 40 uM,
50uM, 100 pM, 150 pM, ve 200 uM konsantrasyonlari hazirlggmmCalsilan
doz aralginda ¢ikan sonuglar sonucu hesaplanan EC gérditoresan mikroskop

ve TEM icin kullaniimstir.

2.2.3. MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
Thiazolyl blue) Sitotoksisite Testi

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
Thiazolyl blue) kualtir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canli
hicrelerin kantitasyonunu gar. En sik kullanim alanlari: Sitokinlerin, btuyime
faktorlerinin medium komponentlerinin hicreler Uzerine etkilerinirgtarnasi
ve sitotoksik ajanlarin etkirdinin test edilmesidir. MTT suda ¢6zlnen bir
tetrazolium tuzu olup fenol kirmizisi icermeyen medium veya tuz solisyonlarinda
hazirlandginda sarimtirak bir solisyon otugur. Tetrazolium halkasinin
dehidrogenaz enzimlerince pargalanmasi sonucu MTT mor renkli ¢cozinmeyen
Olusan bu formazan izopropanol veyaska bir ¢cozici yardimi ile ¢ozunir hale
getirilir ve olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunaptie edilir
(Mosmann, 1983).

SKBR-3 ve MDA-MB-231 hiicre serilerinden mililitresinde 3%10
hiicre/ml olacaksekilde hiicre sispansiyonu hazirlandi. Hicre stspamsnu
test edilecek numune sayisina yetecek oranda 96 kuyulu hicre kaltirt plakalarina
1001 /g6z olacakekilde 12 kanalli pipet yardimi ile taksim edileré&b CQ ‘li

etivde 24 saat inkilbasyona birakilthkiibasyon sonrasinda gozlerdeki tiim
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besiyeri boaltildi. Csaitli konsantrasyonlarda hazirlanan ellajik asit sglinu 96
kuyulu hicre kaltart plakalarinin her kuyusuna 100ul /g6z olgekide 12
kanalli pipet yardimi ile taksim edildi, %5 GJi etivde 72 ve 96 saatlik
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda butiin gozler diafdi. Butin
gozlere %10 serumlu besiyeri 100 ul /gbz olagakilde 12 kanalli pipet yardimi
ile taksim edildi. Daha sonra MTT soltusyonundan 13 ul/gbz olgekilde 12
kanalli pipet yardimi ile taksim edildi ve plakakialmayacalgekilde aliminyum
folyo ile sarildi. Etlivde 4 saat bekletildikten sonra doku kultirti mikroskobunda
formazan kristallerinin olugp olugmadgini kontrol edildi. Plaka ters gevrilerek
batlin gozlerinden MTT boyas! uzakiauldi. Formazan kristallerini gozmek igin
butiin gozlere izopropil alkolden 100 ul/goéz olacgdkilde 12 kanalli pipet
yardimi eklenip, 10 dk inklbe edildikten sonra 570 nm dalga boyunda absorbansi
okutulup dgerlendirildi.

Sitotoksisitenin yuzde canhlik Uzerinden hesaplanmasingiagdaki
formul kullanihr;

% Sitotoksisite = 1 — [ifach Kuyucuklarin Absorbans Ortalamasi / Pozitif
Kontrol Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamasi ) x100

Bu test her iki huicre serisinde de 3’er defa olmak tzere tekrar gahlmi

2.2.4. Floresan Mikroskop ile Hiicresel Dgisikliklerin T ncelenmesi

Numuneden spesifik gorinti veya sinyal almak icin floresan mikroskopi
yontemi gelgtirilmistir. Floresan prensip temel seviyedeki (ground jstdue
elektronun eksternal enerji ile uyarilarak bir Ust seviyeye yukseltimesi ve bu
seviyede labil olan elektronun tekrar temel seviyeye donerken spesifik bir dalga
boyunda gima yapmasseklinde 0Ozetlenebilir. Floresan mikroskopi en temel
olarak spesifik yapilarin morfolojisinin agtarilmasinda kullaniimaktadir. Akridin
oranj (AO) cift veya tek zincirli nukleik asitlere ganabilen, hicrenin
cekirdezine DNA ve RNA'y! secici birsekilde boyayabilen, hiicrenin cekiggle
hakkinda bilgi sahibi olmamizi gayan floresan 6zellikle metakromik bir
boyadir. Maksimum absorbsiyonu yayla455- 490 nm ‘dir. AO, hiicre igindeki
tek zincirli ndkleik asitleri kirmiziya, cift zincirli nikleik asitleri de syle

boyamaktadir (Kapuscinski, 1990; Kapuscinski ve ark., 1982).
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Ellajik asit uygulanan SKBR-3 ve MDA-MB-231 hicre serilerindeki
morfolojik degisiklikleri belirlemek igin; 3x1d hiicre/ml steril lamellerin
yerlestirildigi cam petri kaplarina aktarilgtir. MTT deney sonuglarina goére
hesaplanan EC 50 geri SKBR-3 hiicrelerine 72 saat icin 178uM, 96 saat i
78uM ellajik asit hiucrelere eklenerek inkibasyona tabi tutukmuiDA-MB-

231 huicrelerine 72 saat icin 80uM , 96 saat icin 50uM ellajik asit uyguanmi

Bu sirenin bitiminde hicreler 3 defa 1x PBS soltisyonu ile yikanip %70 etanolde
15 dk boyunca fikse edilgtir. Daha sonra AO (0,1 mg/ml) ile 10 dk inkibe
edilip son kez 1x PBS ile yikangtir. Hazirlanan numuneler floresan
mikroskobunda incelenmek tzere preparat haline getirilip, incefanmi

2.2.5. Gegirimli Elektron Mikroskop (TEM) ile Ince Yapisal Dgisikliklerin
incelenmesi

Elektron mikroskobu ile dgerlendirme apoptoziste en gieli yontem
("gold standard") olarak dusmulmektedir. Morfolojik dgisikliklerin en dogu
olarak gozlendii bir yontemdir. Ustelik subseliiler detaylar da ieoebilir (6rn.
mitokondrinin durumu, hicre zari ya da nukleus membraninin butimliag
bozulup bozulmadn gibi). Elektron mikroskobu c¢aimalarinda, nukleus
fragmentasyonu net olarak izlenebilir, apoptotik hicrede, normal hiicreyle
kiyaslandginda  sitoplazmik  kicllme, kromatin  kondansasyonu ve
fragmentasyonu izlenebilmektedir.

Ellajik asitin SKBR-3 ve MDA-MB-231 hicre serileri Gzerine olan ince
yapisal dgisikliklerini incelemek icin :3x10" ml SKBR-3 ve MDA-MB-231
hiicreleri en etkin deiimlerde ellajik asit ile muamele edildikten sonravé296
saat etlivde inkiibasyona birakgtm Bu sire sonunda ellajik asit ile etkiieilen

hiicreler TEM’de incelenmesi igin doku takibi protokolt uygulagimi

+ Fiksatif Hazirlama : ilk fiksatif tamponlanmy glutaraldehittir.
Fosfat Tamponu;
NaoHPO, ve KH,PO, karstirilarak, tampon solliisyonu hazirlagim.
Incelenecek hiicrelerin yapisi ve buy#lie gore, hiicreler tespit

icerisinde 4-24 saat arasinda +4 °C’de fikse eglilmi
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* Yikama: Fikse olmushucrelerden fiksatifi uzakfarmak icin huicreler

tampon ¢ozeltisi ile yikanir. (3x15 dk )

+ lkinci Tespit ( Osmium Tetraoksit) : Yikanan hiicreler %1'lik OSQ
icerisine alinip, 2 saat sureyle rotatorda doéndurtlerek, fiske edilmeleri

sglanmstir. Bu slire sonunda tampon ile 3x15 dk. yikanir.

» Dehidratasyon: Etil alkol ile yapilir.
% 50 Alkol 15 dk. X2 +4 °C
% 70 Alkol 15 dk. X2 +4 °C
% 90 Alkol 15 dk. X2 +4 °C
% 96 Alkol 30 dk. X2 +4 °C
Absolu Alkol 30 dk. X1 +4 °C
Absolu Alkol 30 dk. X1 +25 °C

« Seffaflandirma:
Propilenoksit 30 dk. X2
Resin+ propilenoksit (1/1)
Hucreler bu kagimda 2 saat sireyle rotatorda déndaraltr.

* Bloklama: Taze hazirlanmi resinle bloklama slemi yapilr.
Polimerizasyondlemi 48 saat boyunca 60 °C’de yapllir.

Resin Solisyonunun Hazirlanmasi:
Araldit CY212 20 ml,

DDSA 20ml,

BDMA 0,6 ml,

Dibutilfitalat 1 ml,

» Kesitlerin Boyanmasi: Uranil asetat boyasinin hazirlanmasi;
Metil Alkol 80 ml,
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Uranil asetat 2gr,
Distile su 20 ml,
Bu boya icerisinde gridler 45-60 dk. bekletilip, distile suyla yikanir (boya

kullaniimadan 6nce suzulmelidir).

» Kursun Sitrat Boyasinin Hazirlanmasi:
A Karisimi
10 N NaOH 2 gr,
Distile su 5 ml
B Karisimi
Kursun sitrat 200 mgr,
Distile su 50 ml,

B karsimi Gzerine 0,5ml A kagimi Kkatiip, kuvvetlice calkalanarak
karstirilmistir.  (pH 12-13 arasinda olmaldir). Temiz bir falkorkonup,
karanlikta ve +4 °C’ de saklanir. Boyanan kesitler elektron mikroskobunda

incelenip, fot@raflari cekilmitir.
2.2.6. EC 50 Dgerinin Hesaplanmasi

MTT sitotoksisite testi sonuclarina gére SKBR-3 ve MDA-MB-231 hucrelerinin
72 ve 96 saat EC 50 gerleri Probit analizi ile hesaplangtir.
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3.BULGULAR
3.1. MTT Sitotoksisite Bulgulari

3.1.1. Ellajik Asitin SKBR-3 Hiicrelerinde Doz ve Zamana Bagl Sitotoksik
Etkisini Degerlendirme Bulgulari

Ellajik asidin uygulandii SKBR-3 hicreleriyle yapilan MTT testi
sonucunda, 72 ve 96 saatlik inkibasyonu sonrasi uygulanan maddenin tim
dozlarinda mitokondriyal aktivite de zamana ve dozdlibalarak hicrelerin
canlihk ylizdesinde bir azalma g6zlenmektedir. Ellajik asitin uygulanafkdis
dozlarindan itibaren hiicre cangii Gzerinde azalma gozlengtir. Uygulanan
ellajik asit konsantrasyonunun 72 saatlik inkibasyonu sonrasinda da sitotoksik
etki gosterdii gozlenmitir. Ancak SKBR-3 hcrelerinin canliik oraninda 96
saatte daha fazla azalma gozlestmi Bu hiicre hattina uygulanan ellajik asitin en
distik dozu olan 5uM’ da 6lum yilzdesi 72 saatte %6, &&tte %14 olarak
bulunmugur. 250uM’a kadar ellajik asitin 10 farkli konsagyonu uygulanngtir
ancak en etkin doz 150 uM olarak bulurgtur. Uygulanan 150 uM ellajik asit
konsantrasyonunda ise Olum yilzdesi ; 72 saatte %62, 96 saatte %78 olarak

bulunmugur.
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Cizelge 3.1 Ellajik asidin uygulandn SKBR-3 hicrelerinin 72 ve 96 saat canlilk yuzde

degerleri
Dozlar Canlih Yuzdeleri (%) Canlilik Ylzdeleri (%)
72 Saat 96 Saat
S5uM 94 86
10puM 87 79
20uM 73 68
30uM 71 53
40uM 63 47
S50puM 47 39
100 uM 45 28
150 uM 38 22
200 uM 42 35
250 uM 49 40
SKBR-3 Hiicre Canlili g1
100+
q
90
80
1 _
70-
S 601 'i
= 50
S 40 072 Saat
30- W96 Saat
20
10
0,
S © & S S S S>>
R X XN RN N XNV NV QY QY
N v 5 W 5 '\90 ';OQ q,QQ qﬁ”g
Konsantrasyon (UM)

Sekil 3.1. Ellajik asitin uygulandii SKBR-3 hiicrelerinin 72 ve 96 saatlik hiicre cagligrafigi.
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3.1.2. Ellajik Asitin MDA-MB-231 Hucrelerinde Doz ve Zamana Bagli
Sitotoksik Etkisini De gerlendirme Bulgulari

Ellajik asidin uygulandiit MDA-MB-231 hiicreleriyle yapilan MTT testi
sonucunda, 72 ve 96 saatlik inkibasyonu sonrasi uygulanan maddenin tim
dozlarinda mitokondriyal aktivite de zamana ve dozglibalarak hucrelerin
canlihk ylizdesinde bir azalma g6zlenmektedir. Ellajik asitin uygulanafkdis
dozlarindan itibaren hiicre cangili Gzerinde azalma gozlengtir. SKBR-3
hiicrelerine gére uygulanan ilk dozlarda daha fazla hicre o6limi elde gdilmi
En fazla hicre olimi elde edilen doz her iki hiicre tipinde de 150uM olarak
bulunmugur. Uygulanan ellajik asit konsantrasyonunun 72lgaakiibasyonu
sonrasinda da sitotoksik etki gostgrdbulunmugur. Ancak MDA-MB-231
hicrelerinin canhlik oraninda 96 saatte daha fazla azalma goztenm®u hicre
hattina uygulanan ellajik asitin en diks dozu olan 5uM’ da 6lim ylzdesi 72
saatte %23, 96 saatte %29 olarak bulunionus250puM’a kadar ellajik asitin 10
farkli konsantrasyonu uygulargr ancak en etkin doz 150 pM olarak
bulunmugur. En etkili dozdaki 6lum oranlari her iki hicrpihde de benzerlik
gOstermektedir. Uygulanan 150 pM ellajik asit konsantrasyonunda ise 6lUm
yuzdesi ; 72 saatte %63, 96 saatte %76 olarak bulunmus
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Cizelge 3.2.Ellajik asidin uygulandy MDA-MB-231 hucrelerinin 72 ve 96 saat canhlik ylizde

degerleri.
Dozlar Canlih Yuzdeleri (%) Canlilik Ylzdeleri (%)
72 Saat 96 Saat
5uM 77 71
10uM 73 68
20uM 62 60
30uM 58 56
40uM 53 51
50uM 47 46
100 puM 42 40
150 uM 37 24
200 pM 38 33
250 uM 39 33
MDA-MB-231 Hicre Canhli g1
100+
90
80
70
g 60
= 501
= 072 Saat
S 40
O @ 96 Saat
30
20
10|
0,
S © & & & &S S S > »
&N @Q ,.LQQ' ,bg\} @Q (og\} '\90\} '&Q\} q,QQQ rf?QQ

Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.2. Ellajik asitin uygulandii MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 ve 96 saatlik hiicre caglih
grafigi.
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3.2. Floresan Mikroskop ile Morfolojik incelenme Bulgulari

3.2.1. Ellajik Asitin EC 50 Deerinin SKBR-3 Hucrelerindeki Yapisal
Degisikliklerin Floresan Mikroskobu I nceleme Bulgulari
SKBR-3 hucrelerinin 72. saaS¢kil 3.3) ve 96. saatSékil 3.4.) genel
morfolojik yapisina floresan mikroskobu ile bakgdida, hicrelerin, hicreler
arasi balantilarin ve c¢ekirdgin dizgin morfolojik yapiya sahip oldug
gbzlemlenmgtir. Ellajik asit uygulanan SKBR-3 hicrelerinin 7aat §ekil 3.5)
ve 96. saatJekil 3.6) genel morfolojik yapisi MTT sitotoksisitesti sonuclarini
dogrulamaktadir. Apoptotik hucreler tipik morfolojik gigimler ile cevre
hicrelerden ve d@er hiicre 6lum tiplerinden ayirt edilebilmektedirletllajik
asitin genel olarak hicre serilerinde belirgekilde boguklar, hicreseklinin
yuvarlaklgmasi, hucreler arasi  @antilarda  kopmalar, cekirdekte
deformasyonlar, hicre hacminde azalma ve apoptotik cisimcikleriruralagi
gordlmugar. Ellajik asit genel olarak hicrenin sitoplaznmasi yayilarak

hiicrelerde belirgin bir hasar vegdgozlemlenmgtir.

Sekil 3.3. Akridin oranj ile boyanan SKBR-3 hiicrelerinin 72. saat sonundaki genel morfolojik

yapisinin floresan mikroskop ile gorintilenmesi
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Sekil 3.3. (Devam) Akridin oranj ile boyanan SKBR-3 hucrelerinin 72.saat sonundaki genel

morfolojik yapisinin floresan mikroskop ile géruntilenmesi

Sekil 3.4. Akridin oranj ile boyanan SKBR-3 hicrelerinin 96. saat sonundaki genel morfolojik

yapisinin floresan mikroskop ile gérintilenmesi

57



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil 3.4. (Devam) Akridin oranj ile boyanan SKBR-3 hicrelerinin 96. saat sonundaki genel

morfolojik yapisinin floresan mikroskop ile gérintilenmesi

Sekil 3.5. Ellajik asitin EC 50 dgerinin 72. saat sonunda SKBR-3 hicreleri tizerindeki yapisal

degisikliklerinin akridin oranj boyama ile floresan mikroskobundgeléendiriimesi
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Sekil 3.5. (Devam)Ellajik asitin EC 50 dgerinin 72. saat sonunda SKBR-3 hicreleri Uzerindeki
yapisal dgisikliklerinin akridin oranj boyama ile floresan mikroskobunda

degerlendiriimesi

Sekil 3.6. Ellajik asitin EC 50 dgerinin 96. saat sonunda SKBR-3 hiicreleri Uizerindeki yapisal

degisikliklerinin akridin oranj boyama ile floresan mikroskobundgeléendiriimesi
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Sekil 3.6. (Devam) Ellajik asitin EC 50 dgerinin 96. saat sonunda SKBR-3 hicreleri Uzerindeki
yapisal dgisikliklerinin akridin oranj boyama ile floresan mikroskobunda

degerlendiriimesi
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Sekil 3.6. (Devam) Ellajik asitin EC 50 dgerinin 96. saat sonunda SKBR-3 hiicreleri Uzerindeki
yapisal dgisikliklerinin akridin oranj boyama ile floresan mikroskobunda

degerlendiriimesi

61



@) ANADOLU UNIVERSITESI

3.2.2. Ellajik Asitin EC 50 De&erinin MDA-MB-231 Hucrelerindeki Yapisal
Degisikliklerin Floresan Mikroskobu 1 nceleme Bulgulari

MDA-MB-231 hicrelerinin 72. saaS¢kil 3.7) ve 96. saatSékil 3.8)
genel morfolojik yapisina floresan mikroskop ile balgidda, hicrelerin,
hiicreler arasi Q@antilarin ve ¢ekirdgin diizgin morfolojik yapiya sahip oldug
gbzlemlenmgtir. Ellajik asit uygulanan MDA-MB-231 hicrelerinif2. saat$ekil
3.9) ve 96. saatSekil 3.10) genel morfolojik yapisi MTT sitotoksksitesti
sonugclarini dgrulamaktadir. Apoptotik hicreler tipik morfolojik gigimler ile
cevre hucrelerden ve ghr hicre oOlum tiplerinden ayirt edilebilmektedirler.
Ellajik asitin genel olarak hicre serilerinde belirgiekilde boguklar, hicre
seklinin yuvarlaklamasi, hicreler arasi @antilarda kopmalar, cekirdekte
deformasyonlar, hiicre hacminde azalma ve apoptotik cisimcikleriruralas
gorulmugdr. Ellajik asit genel olarak hicrenin sitoplaznmasi yayilarak
hiicrelerde belirgin bir hasar vegdgozlemlenmgtir.

Sekil 3.7. Akridin oranj ile boyanan MDA-MB-231 hiicrelerinin 72. saat sonundaki genel

morfolojik yapisinin floresan mikroskop ile gérintilenmesi
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Sekil 3.7. (Devam) Akridin oranj ile boyanan MDA-MB-231 hicrelerinin 72. saat sonundaki

genel morfolojik yapisinin floresan mikroskop ile gérintilenmesi

IVERSITESI

Sekil 3.8. Akridin oranj ile boyanan MDA-MB-231 hicrelerinin 96. saat sonundaki genel
morfolojik yapisinin floresan mikroskop ile gériintilenmesi
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Sekil 3.8. (Devam) Akridin oranj ile boyanan MDA-MB-231 hicrelerinin 96. saat sonundaki

genel morfolojik yapisinin floresan mikroskop ile gérintilenmesi

Sekil 3.8. (Devam) Ellajik asitin EC 50 dgerinin 72. saat sonunda MDA-MB-231 hucreleri
Uzerindeki yapisal dsikliklerinin akridin oranj boyama ile floresan mikroskobunda

degerlendiriimesi
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Sekil 3.9. Ellajik asitin EC 50 dgerinin 72. saat sonunda MDA-MB-231 hiicreleri tzerindeki
yapisal dgisikliklerinin akridin oranj boyama ile floresan mikroskobunda

degerlendiriimesi
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Sekil 3.10. Ellajik asitin EC 50 dgerinin 96. saat sonunda MDA-MB-231 hiicreleri izerindeki
yapisal dgisikliklerinin akridin oranj boyama ile floresan mikroskobunda
degerlendiriimesi
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Sekil 3.10. (Devam) Ellajik asitin EC 50 dgerinin 96. saat sonunda MDA-MB-231 hcreleri
tzerindekiyapisal dgisikliklerinin akridin oranj boyama ile floresan mikroskobunda

degerlendiriimesi
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3.3. Gegcirimli Elektron Mikroskop ile ince Yapisal Dgisiklik inceleme
Bulgular

Ellajik asitin EC 50 dgeri uygulanan SKBR-3 ve MDA-MB-231
hicrelerini elektron mikroskobunda incelgnizde hicrelerin morfolojisinin
yuvarlak bir hal aldii g6zlenmgtir. Apoptozun morfolojik 6zelliklerinden biri
olan apoptotik cisimcikler olugmlari tespit edilmstir, ayrica otofajik vakuol
miktarinda arty gozlenmgtir. Hicre icerisinde yer yer bloklar olugmustur.
Hucre organellerinde yapisal hasarlar gozlgtimiSekil 3.11 (A) ‘da hicre
cekirdesinin yuvarlaklgtigi gozlenmstir. Sekil 3.11 (B) ‘de ellajik asitin hicre
icerinde dailarak hiicrede ¢ok belirgin hasar dlurdugu gozlenmgtir. Sekil 3.12
(A) ‘da hicrenin genetik materyalinde yuzigkklinde niklear kondensasyon
gozlenmigtir. Sekil 3.12 (B)’ de hiicre icerisinde ol vakuoluzasyon floresan

mikroskobunda gozlenenekil 3.6 ile paralellik gostermektedir.

Sekil 3.11. Ellajik asitin EC 50 dgerinin MDA-MB-231 hicreleri Uzerindeki yapisal
degisikliklerinin taramali elektron mikroskobunda gk¥lendiriimesi.(A) X8200
(B) X9900
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Sekil 3.12. Ellajik asitin EC 50 dgerinin SKBR-3 hucreleri Gzerindeki yapisalgtgkliklerinin
taramali elektron mikroskobunda gelendirilmesi. (A) X11500 (B) X6000 (C)
X11500
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4. TARTISMA VE SONUC

Modern ¢din insanlari artan bir siklikta kanserle ve kanséziuyden
olumlerle kagilasmaktadir.istatistikler erkeklerde; akger, bairsak, rektum ve
prostat kanserinin, kadinlarda memegibsak, rektum ve mide kanserinin sik
goraldigint  rapor etmektedir (Abdulla ve Greber, 2000). Mekenseri
kadinlarda yalniz en sik gorilengde ayni zamanda birgok Ulkede kadinlarda
kanserden olimlerin banda gelmektedir. Yeam boyunca her on kadindan biri
meme kanseri olma ve bunlarin Ugte biri ise meme kanserinden dlme tehlikesi ile
kargl kasiyadir. Meme kanserinin erkerskesinin hayatta kalma oranini arttigdi
bilinmektedir (McPherson ve ark., 2000). Son yillarda meme kanseri insidansinda
artis; mortalitesinde ise azalma izlenmektedir (Jemal avk., 2010). Bunun
nedeninin tarama yontemlerinin gefiesine bgli erken tghis edilen olgu
sayisindaki aryy ya da tedavi yontemlerindeki ilerlemeler oldugtisiniimektedir.

Yapilan ¢algmalar birgcok dogal Grtinin, dinya ¢capinda gorulen kanserlere
karsi kimyasal koruyucu ajanlar ol@unu gostermsiir. Bu Urlnlerin en temel
grubu gucli antioksidanlar, gkrleri dogal olarak bulunan fenolik bglenler ve
kalanlari da koruyucu 0Ozellikleri olan reaktif gruplardir. Bugalo trtnler;
sebzelerde, meyvelerde, bitki ekstrelerinde ve bitkiler de bulunmaktadir ( Reddy
ve ark., 2003).

Gunumuzde mikro metastazlarla ilerlgidi bilinen meme kanseri
olusumunun preklinik evrede 6nlenebilmesi acisindan dogal Urtinler orghih te
etmektedir. Son yillarda, bitkiler ve hayvanlardan elde edileryikitze kag tip
alaninda ila¢ olarak kullaniimasi olagiliyiizinden artan bir ilgi vardir. Bitki ve
hayvanlardan elde edilen dogal Grinlerin avantajlari ¢ok fazladir. Farmasotik ve
kozmetik acilardan, elde edilen Bilder biyuk bir orana ve biyolojik etkilere
sahiptir. Bu 0Ozellikler, yeni aktif molekullerin ortaya cikariimasi ile, yapi
fonksiyon iligkilerinin  c¢alsilmasi sonucu yeni biyolojik mekanizmalarin
kesfedilmesiyle, daha aktif ve istenmeyen yan etkilsedip olmayan ilaclarin
gelistiriimesine olanak gsdamaktadir. Ayrica dag@ Urlnler her yerde ve bol
olarak bulunmaktadirlar. Bu yuzden dogal urtnler yeni aktifstklerin elde
edilmesi i¢cin 6nemli argtirma kaynaklaridirlar (Rancan ve ark., 2002).
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Gectgimiz on yil icinde kanser agarmalarindaki ilerlemeler kanser
biyolojisi ve genetgini anlamamizi kolaykgirmistir. Bu ¢algmalarin icinde en
onemlisi, apoptozu kontrol eden genlerin malignansi Uzerinde, apoptotik
mekanizmanin bozulmasi nedeniyle timor ohagl, gel§imi ve metastaza yol
acmasinin saptangiolmasidir. Bu nedenle, dals Grtnler kullanilarak timor
baskilanmasi apoptozun datilmasi yolu ile olabilir. Bu da d@l Urlnlerle
kanser tedavisi icin genetik bir temefgkanaktadir (Reddy ve ark., 2003).

Ellajik asit, bitkilerdeki fenol yapisinda @al olarak bulunan ve anti-
mutajenik, anti-kanserojenik aktivitesi olan bir maddedir.

Losso ve arkaddarinin yaptiklari ellajik asitin antiproliferatifti@sinin
arastinldig bir calsmada normal hiicre serisi olarak insan gécfibroblast hiicre
hattt HEL 299, timoér hicre serisi olarak Caco-2 (kolon), MCF-7 (meme), Hs
578T (meme) ve DU 145 (prostat) kanseri gibi farkli hticre serileri kullagtimi
Ellajik asitin 10- 100 pmol/L’ lik konsantrasyonu ile 24 saatlik inkglgan
sonrasi ellajik asitin fibroblast hiicre cam@iliizerinde herhangi bir sitotoksik etki
gbstermedii bulunmugur. Kolon, meme ve prostat hicre hatlari Uzerinde d
gucli antiproliferatif etki gostermektedir. Gahalar sonucunda ellajik asitin
normal ve kanser hicre hatlar Gzerinde segcici sitotoksik ve antiproliferatif etki
gostedgi dustiniimektedir (Losso ve ark., 2004).

Kim ve arkadglarinin gerceklgtirdigi bir calismada farkli insan meme
kanseri hiicre hatlarr MDA-MB-231 ve MCF-7 Uzerine ellajik asitin
antiproliferatif etkisi argtinimistir. Calsmada ellajik asitin 10uM, 25uM, 50uM,
100uM ve 250uM olarak 5 farkli konsantrasyonu 24 saat sureyle hicrelere
uygulanmgtir. Calsma da kullanilan 10uM, 50uM, 100uM ve 250uM
konsantrasyondaki dozlar bizim gahamizda kullanggmiz dozlarla aynidir.
MDA-MB-231 hicreleri Uzerinde ellajik asitin kontrole gore anlamli
antiproliferatif etkiye sahip oldwgbulunmugur. Arastirmacilar 24 saatlik ellajik
asit inkibasyonu sonrasinda bizim ealamizda kullanggmiz MDA-MB-231
hiicre hatti tGzerinde sitotoksik etki gost@rdi bulmudardir. Deneylerimizde 72
saat sonrasinda buldumuz hicre canlga tzerindeki etkisine oranla 24 saatte
daha az etki gostergli bulunmugur. Ancak arstirmacilarin da 72 saatlik

inkibasyon sonrasinda bizim gdelerimize benzer derler bulacal
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dusintlmektedir. Argtirmacilarin ayni konsantrasyon ve inkibasyon skiresi
MCF-7 hicresi uzerinde proliferatif etki gosterm@di daha yiksek
konsantrasyonlarda antiproliferatif etki gostgrdbulunmugur. Sonuc olarak
ellajik asitin iki farkli meme kanseri hiicre Gzerinde farkli antiproliferatif etki
gosterdgi bulunmugur ( Kim ve ark., 2009)

Taninlerden tannik asit ile ellajik ve gallik asitlerin etkilerinin incelgndi
bir calismada, Chinese hamster hiicre dizisi B14’e, bu maddelg, 30, 60, 120,
180 ve 240uM dozlari uygulanmtir. 1 saat sonra kontrole gore, ibl'den 60
uM dogru DNA dal kiriklarinda bir argi oldugu, bu artgin 60 uM’de en fazla
oldugu belirlenmgtir. Hicre canlilgl incelendginde de, hicre 6luminin en fazla
60’uM de oldugi ve 6lim oranin % 50’ye vagd| 120uM’den 240uM dogru da
hiicre 6luminin daha az oldugesbit edilmjtir (Labieniec ve Gabryelak, 2003).

Khanduja ve arkadkrinin yaptiklari catmada ellajik asit verilen
sicanlarda GSH enzim aktivitesinin agtni bulmugar ve bu artn ellajik asitin
okside glutatyonu rejenere edebilgre ve GSH sentezini arttirabileg@i iddia
ederek izah etmglerdir (Khanduja ve ark., 1999). Bunlara benzercddir
calismada da polifenollerin katalaz, GSH-Px ve SOD gibb¢dk antioksidanin
aktivitesini arttirdg! rapor edilmektedir (Akkus1995; Rodrigo ve ark., 2002).

H,O, ve AICl; verilmis sicanlarin tzerine, Ellajik asit ve Hesperetin’in
etkisinin incelendgi bir calismada incelenen bitiin dokulardaki MDAgederi
H.O, ve AICk gruplarinda yiksek cikmasi, bu maddelerin radikal etki gostererek
oksidatif stresi artirggna delil tgkil etmektedir. AlICk+Ellagik asit grubu serum,
karacger ve beyin dokularinda ellajik asitin etkisiyle,G\ grubuna gére MDA
degerleri dugik cikmstir. Bu sonug, ellajik asitin oksidatif stresi azaltetkisi
oldugunu dugindirmektedir (Khanduja ve ark., 1999).

Calismada secilen SKBR-3 ve MDA-MB-231 hicre hatlarr reem
kanserinin farkli molekuler ozelliklerini temsil etmektedir. SKBR-3 hicre hatti,
Luminal tipte meme kanserini temsil ederken, MDA-MB-231 hiicre hatti, Post-
EMT tipte meme kanserini temsil etmektedir. Heterojen bir hgstdirkli
Ozellikleriyle temsil eden hicre hatlariyla gahak, in vitro deney bulgularinin
klinik dizeye yansitiimasinin gecegilinoktasinda dnemlidir.
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Calsmamizda ellajik asitin hiicre cangii Gizerine etkisi MTT canlilik
analizi ile belirlenmgtir. SKBR-3 ve MDA-MB-231 hucrelerinin ikilenme
zamanini 72 saat bulunntug. Buna bah olarak da ellajik asit uygulanan
hiicreler 72 ve 96 saatlik inklilbasyona tabi tutullamar. Calsmamizda ellajik
asitin 5uM, 10uM, 20uM, 30uM, 40uM, 50uM, 100uM, 150uM, 200uM, 250uM
konsantrasyondaki dozlart MTT sitotoksite testi ile ghhistir. MTT sonuclari
degerlendirildiginde ellajik asitin konsantrasyonuyla SKBR-3 ve MIDR-231
hiicre canhig inhibisyonu arasinda g@ousal bir ilski oldugu gortlmektedir.
Ellajik asitin 72. ve 96. saat sonunda en az etkili olan 5uM konsantrasyonunda,
SKBR-3 hiicrelerinde 72 saatte %94 canlilik, 96 saatte %86 canlilik olarak
hesaplanngtir. MDA-MB-231 hicrelerinde canllik geri 72 saat icin % 77 ve
96 saat icin %71 olarak bulunmug. SKBR-3 hicresinde 10uM
konsantrasyonda 72 saatte canlihk %87, 96 saatte canliik %79 olarak
bulunmugur. MDA-MB-231 hicrelerinin 10uM konsantrasyonunda. saatte
canlilik %73, 96. saatte canhlik % 68 olarak buluntmusEllajik asit, uygulanan
dusik konsantrasyonlarina gaen her iki hicre tipinde de hicre cagiri
azalticl yonde etki gosterstir. Ellajik asitin hiicre 6lumunu tetikleyici etkifiem
konsantrasyona hem de sureyeglbalarak artmaktadir. Ellajik asit uygulanan
hicrelerin 72 ve 96 saatlik inkiibasyonlari sonrasi en az canlilik her iki hicre
tipinde de 150uM konsantrasyonda gozlestimiEn etkili doz 150 uM ellajik asit
uygulandginda SKBR-3 hucrelerinde canliik 72 saatte %38, s@atte %22
olarak bulunmugr. MDA-MB-231 hucrelerinde ise 150 pM ellajik asit
uygulandginda canhlik 72 saatte %37, 96 saatte %24 olardlnmugur. 200uM
ve 250uM ellajik asit konsantrasyonu her iki hicre tipinde de 150uM
konsantrasyona gore daha az etkili bulunimusSKBR-3 hcrelerinde 200 uM
konsantrasyon sonucu 72. saatte canlilik %42, 96. saatte %35 olarak baunmus
MDA-MB-231 hicrelerinde 200uM konsantrasyon sonrasi canliik %38, 96.
saatte canlilik %33 olarak bulunntug 250uM konsantrasyon ellajik asit SKBR-

3 hiicrelerine uygulanginda 72 saate canlilik %49, 96 saatte canhlik %ldfak
bulunmugur. MDA-MB-231 hiicrelerine 250uM ellajik asit komgeasyonu
uygulandginda 72 saatte canliik %39, 96 saatte canliik %3arak
hesaplanmgtir. Her iki hiicre tipinde de 200 uM ve 250 uM kamsasyonlarda
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hiicre canlilgl artmstir.  Ellajik asitin en etkili oldug doz yapilan ¢cailmamiz
sonrasi 150uM olarak bulunmstur. 200 ve 250uM konsantrasyon sonrasi hticre
canlihgi kontrol grubuna goére anlamh azalma gostetimi Ancak 150uM
konsantrasyondaki kadar etkili olmagtm. Bu durumu 96 saat stire boyunca ayni
kalan ellajik asit konsantrasyonungmaen 96 saatlik bir sturecte kanser hicreleri
cok hizli bélinme gostererek hiicre sayilarini arttirmaya devam ediyorlar. Canli
olan bu hicrelerde MTT sitotoksisite testine génena veriyor ve hicrelerde
azalan canlilik dgerinin bulunmasina neden olmaktadir.

Calismanin son kisminda, hicre hatlarinda olan yapisahee yapisal
degisiklikleri incelemek icin TEM ve floresan mikroskobdan faydalaniinstir.
Floresan mikroskobu goérunttleri MTT sitotoksisite sonuclarininraogunu
kanitlar niteliktedir. Ellajik asitin uygulangl hiicrelerde; hiicreler arasishaklar,
hiicrelerin genel morfolojik yapisinda bozukluklar, hicreler araglabalarda
kopmalar, htcrenin cekirdgende meydana gelen deformasyonlar ve alinan ince
kesitlerde organel bazinda gigklikler g6zlemlenmgtir. Ayrica hicrelerin
apoptoza gittgi gbzlenmektedir.

Sonug olarak ellajik asitin MTT ve Floresan boyama yontemleri ile elde
edilen verileri iki hticre tipinde kautastiriimali olarak dgerlendirildiginde,

Ellajik asitin zamana ve doza ganli sitotoksik etki gosterdi tespit
edilmistir.Bu nedenle ellajik asit antikanser ila¢c gaialarinda Gmit verici bir

madde olabilec@ dustintlmektedir.
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