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OZET

YUKSEK LISANS TEZi
Astaksantinin Meme ve Serviks Kanseri Uzerine Etkisinin Arastirilmasi
BEGUM EDIZ
Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
1. Damgsman: Dr. Ogr. Uyesi Gamze TURNA SALTOGLU

2. Damisman: Prof. Dr. Serap YALCIN AZARKAN

Kanser, diinya genelinde en yaygin 6liim nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir.
Ozellikle meme ve serviks kanserleri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirleri arasinda
yer almaktadir. Dogal bir karotenoid tiirevi olan astaksantin, bitkilerde ve deniz tiriinlerinde
yaygin olarak bulunmakta olup, giiclii antioksidan ozelligiyle dikkat cekmektedir.
Astaksantin ayn1 zamanda proapoptotik, antikanser ve antiinflamatuar gibi ¢esitli biyolojik
etkilere de sahiptir. Bu tez ¢alismasinda, astaksantinin MDA-MB-231 meme kanseri ve
HeLa serviks kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki etkilerinin incelenmesi amaclanmistir.
Calisma kapsaminda, astaksantin uygulamasinin hiicre canlilifi ve proliferasyonu
iizerindeki etkileri, yara iyilesmesi (wound healing), invazyon hareketlerindeki degisiklikler,
sitotoksik etkileri ile MMP2, MMP9 ve NfkB genlerinin mRNA ve protein diizeylerindeki
ekspresyon degisikliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Sitotoksisite testi ile MDA-MB-
231 meme kanseri ve HeLa serviks kanseri hiicrelerinin canlilifl ve ¢ogalma kapasitesi
degerlendirildi. gqRT-PCR ile, MMP2, MMP9 ve NFkB mRNA ifadelenme diizeyleri,
western blot analizi ile de bu genlerin protein ifadelenme diizeyleri belirlendi. Ek olarak,
astaksantinin hiicreler lizerindeki mekanistik etkilerini degerlendirmek i¢in invazyon ve
migrasyon deneyleri gerceklestirildi. Sitotoksisite analizinde kanser hiicrelerine 10-250 uM

araliginda astaksantin uygulanmig ve MDA-MB-231 hiicre hattinda 25uM ICso degeri ve

Xiv



Hela hiicre hatlarinda 50uM ICso degeri bulunmustur. Migrasyon ve invazyon analizleri,
ICso dozlarinin etkili oldugunu gostermistir. Molekiiler arastirmalar, astaksantin uygulanan
MDA-MB-231 meme kanseri ve HelLa serviks kanseri hiicrelerinde MMP2, MMP9 ve
NFkB genlerinin mRNA ve protein ekspresyonlarinda degisimlerin oldugunu gdsterdi.
Astaksantin, antikanser 6zellikleri nedeniyle kanser tedavisinde potansiyel bir terap6tik ajan
olarak degerlendirilebilir. Ancak, astaksantinin timor hiicreleri lizerindeki molekiiler
etkilerinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha kapsamli in vitro ve in vivo c¢aligmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
Agustos 2025, 77 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Astaksantin, MMP2, MMP9, NFkB, Kanser

XV



ABSTRACT

M.Sc. THESIS

Investigation of the Effect of Astaxanthin on Breast and Cervical Cancer
Begiim EDIZ
Kirsehir Ahi Evran University
Institute of Health Sciences

Department of Medical Biology
1st Supervisor: Asst. Prof. Gamze TURNA SALTOGLU

2nd Supervisor: Prof. Dr. Serap YALCIN AZARKAN

Cancer remains one of the leading causes of mortality worldwide. Among women, breast
and cervical cancers are among the most commonly diagnosed types. Astaxanthin, a
naturally occurring carotenoid derivative found abundantly in plants and marine organisms,
is known for its strong antioxidant properties. In addition to its antioxidant capacity,
astaxanthin exhibits various biological activities, including pro-apoptotic, anticancer, and
anti-inflammatory effects. This thesis aims to investigate astaxanthin's effects on MDA-MB-
231 breast cancer and HeLa cervical cancer cell lines. Specifically, the study focuses on
evaluating the impact of astaxanthin treatment on cell viability and proliferation, wound
healing capacity, changes in invasion potential, cytotoxic effects, and the expression levels
of MMP2, MMP9, and NfkB genes at both mRNA and protein levels. The cytotoxicity assay
assessed the viability and proliferative capacity of MDA-MB-231 breast cancer and HeLa
cervical cancer cells. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was used to determine the
mRNA expression levels of MMP2, MMP9, and NF-kB, at the same time, western blot
analysis was performed to evaluate the corresponding protein expression levels.
Additionally, invasion and migration assays were conducted to investigate astaxanthin's

mechanistic effects on cancer cells' metastatic behavior. In the cytotoxicity analysis,

xvi



astaxanthin was applied to cancer cells at concentrations ranging from 10 to 250 pM
concentrations. The ICso value was determined to be 25 uM for the MDA-MB-231 breast
cancer cell line and 50 uM for the HeLa cervical cancer cell line. Migration and invasion
assays demonstrated that these ICso doses effectively inhibited cell movement and invasive
potential. Molecular analyses revealed that astaxanthin treatment induced changes in the
mRNA and protein expression levels of MMP2, MMP9, and NfkB genes in both MDA-MB-
231 and HeLa cells. Astaxanthin may be considered a potential therapeutic agent in cancer
treatment due to its anticancer properties. However, to fully understand its molecular
mechanisms of action on tumor cells, further comprehensive in vitro and in vivo studies are

required.
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1. GIRIS

Kanser diinyadaki insan 6liimlerinin baslica nedenlerinden biridir. Meme kanseri heterojen
bir hastalik olarak tanmimlanmaktadir ve luminal A, luminal B, HER-2 (insan Epidermal
Biiyiime Faktorii Reseptorii 2) pozitif ve bazal benzeri meme kanseri olmak iizere dort
molekdiiler alt tipi belirlenmistir (1). Bunlarin arasinda, luminal-tip, meme kanserinin gogunu
olusturmakta olup, hormon tedavisinde etkili bir sekilde hedeflenebilen Ostrojen veya
progesteron reseptorlerinin tipik ifadesi ile karakterize edilmektedir. Ancak bazi hastalar,
hormon tedavisine karsi direng ya da kazanilmis bir tolerans gosterirler (2). Luminal A
(HR+/HER2-) yavas biiyliyen ve digerlerine gére daha az saldirgan olan bir alt tiptir (3,4).
HER?2 ile zenginlestirilmis kanserler, diger alt tiplerden daha saldirgan bir sekilde biiyltime
ve yayilma egilimlidir ve HR+ meme kanserlerine kiyasla daha zayif kisa donem prognoz
ile iligkilidir. Bununla birlikte, HER2+ kanserleri i¢in hedefli tedavilerin yaygin olarak

kullanilmasi bu hastalar i¢in sonuglari iyilestirmistir (4).

Serviks kanseri, kadinlar arasinda en yaygin dordiincii kanser ¢esididir (5). Kanserin erken
tespiti ve tedavisi ile kanserin, ilerlemesi dnlenebilir (6). Diinyada her y1l 500.000°den fazla
yeni serviks kanseri vakasi tespit edilmektedir. Serviks kanserinin gelisimini etkileyen
faktorler HPV wviriisii, ¢cok eslilik, fazla dogum sayisi, cinsel yolla bulasan enfeksiyon

oykiisti, erken yasta cinsel iligkiye baglama ve sigara kullanim1 yer almaktadir (7).

Yillar boyunca cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve molekiiler hedef tedavisi gibi geleneksel
yontemler meme ve serviks kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak bu tedavilerin
etkinligi ¢esitli sebeplerden dolay:1 hala sinirlidir (5,8). Bundan dolayr meme ve serviks
kanserlerine karsi yeni biyobelirteglerin ve terapdtik hedeflerin gelistirilmesi 6nem arz
etmektedir. Dogal iiriinlerin kullammi toplumda giderek yayginlasmaktadir. Ilaglarin
bir¢ogunun etken maddesi dogal bilesiklerden tiiretilmektedir. FDA tarafindan onaylanan
baz1 klinik oncesi ve klinik ¢alismalarda (faz I’den III’e kadar) dogal iirlin ve onlarin
tiirevleri kullanilmaktadir. Bu dogal iiriinler esas olarak bitkilerden (%47), bakterilerden

(%30) ve mantarlardan (%23) tiiretilmektedir (9).

Astaksantin  (3,3'-dihidroksi-B,8'-karoten-4,4'-dion) ilk kez istakozlarda 1938'de
kesfedilmistir ve giiclii bir antioksidan 6zellige sahip oldugu i¢in de 1991 yilinda gida



takviyesi olarak onay almistir (10). Polar-nonpolar-polar diizenlenmesi, astaksantinin hiicre
zarina tam olarak oturmasimi saglar (11,12). Ayrica, astaksantinin yapisinda yer alan
hidroksil (OH) ve karbonil (C = O) gruplar1 molekiile daha polar, esterlenebilir ve yliksek
oranda antioksidan ozellik katar (13). Yiiksek inflamasyon diizeylerinin, artan oksidatif
stresin, yaslanmanin ve mitokondriyal disfonksiyonun kronik dejeneratif hastaliklardan
sorumlu oldugu genel olarak kabul edilmektedir (14,15). Oksidatif stres, DNA
mutasyonlarina ve protein anormalliklerine neden olmaktadir ve bu anormalliklerin yarattigi
hiicresel hasar nedeniyle karsinojenez ile siki bir sekilde baglantilidir (16). Son yillarda
giiclii antioksidan etkiye sahip olmasi nedeniyle astaksantin, degerli bir terap6tik aday olarak

biiyiik 6nem kazanmuistir.

Buradan hareketle bu tez calismasinda MDA-MB-231 meme kanseri ve HelLa serviks
kanseri hiicre hatlaria belirlenen uygun doz ve siirede astaksantin uygulandiktan sonra bu
maddenin hiicre canlilif1 ve proliferasyonu, yara iyilestirmesi (wound healing), invazyon
hareketleri iizerine etkileri ile invazyon siirecinde goérev alan MMP2, MMP9 ve NFkB
genlerinin RNA ve protein ifadelenme diizeylerine olan etkisinin aragtirilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, kiiresel capta ciddi saglik sorunlarindan biri olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii'niin (WHO) raporlarma gére, 6liimlerin %13'{i kanserden kaynaklanmaktadir
(17). 2020 y1l1 verilerine gore, yaklagik 10 milyon 6liim yani her alt1 6liimden biri kanser
nedeniyle ger¢eklesmistir. En yaygin goriilen kanser tiirleri arasinda meme, akciger, kolon
ve rektum kanserleri ile prostat kanseri bulunmaktadir (17). Ulkeler arasinda farkliliklar
gostermekle birlikte, rahim agz1 kanseri 23 iilkede en sik rastlanan kanser tiirli olmustur. Son
bes yil icinde ise meme kanseri kadinlar arasinda en yaygin kanser tiirii haline gelmistir.
Kanser nedeniyle meydana gelen oliimler, 6zellikle diisiik ve orta gelirli {ilkelerde daha
yaygin olarak goriilmektedir. Tiitlin ve alkol kullanimi, dengesiz beslenme, yaslanma,
fiziksel aktivite eksikligi, ¢evresel hava kirliligi ile baz1 kronik enfeksiyonlar, kanserin

gelisiminde temel risk faktorleri arasinda yer almaktadir (17).

Kanser, genetik altyapiya dayanan ve hiicresel DNA’daki bilginin bozulmas1 sonucunda
ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Yaygin kanser tiirlerinin gelisiminde agirlikli olarak somatik
hiicrelerde meydana gelen edinilmis mutasyonlar etkili olurken, baz1 6zgiil germ hatti
mutasyonlar1 ise nadir goriilen kalitsal kanser sendromlarinin temelini olusturmaktadir. (18).
Kanser, gen ekspresyonunda anormal paternlerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bunun
sonucunda, hiicresel proliferasyon, hayatta kalma, invazyon ve motilite gibi temel biyolojik
islevleri diizenleyen genlerin aktivitesi artarken, bu siirecleri baskilayan genlerin islevleri
azalir ya da kaybolur. Genetik degisimin temelinde mutasyonlarin birikimi yer almakla
birlikte, mutasyonlara dayanmayan epigenetik modifikasyonlarin kanser gelisimi siirecinde

merkezi bir rol oynadig1 giderek daha fazla kabul gérmektedir (19,20).

Timor baskilayict genler (TSG’ler), hiicre ¢ogalmasini ve hiicrenin hayatta kalmasin
denetleyen genlerdir. Genellikle hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ve programli hiicre
olimii (apoptoz) gibi siireclerin kontrol edilmesinde 6nemli gorev listlenmektedirler (21).

Onkogenler, hiicre ¢gogalmasi, hayatta kalma ve invazyon/hareketliligi kontrol eden normal



hiicresel proto-onkogenlerin mutasyona ugramis versiyonlaridir. Proto-onkogenlerin ifadesi
saglikli hiicrelerde siki bir sekilde kontrol edilir ve bu sayede kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi
onlenmis olur. Fakat kanser gelisiminde, bu genlerde meydana gelen mutasyonlar hiicrelerin

kontrolsiiz sekilde boliinmesine ve ¢evre dokulara yayilmasina yol agmaktadir (21).

2.1.1. Apoptoz

Apoptoz programlanmis hiicre Olimidir ve 1972°de Kerr ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir (22,23). Apoptoz, embriyogenez ve eriskin doku homeostazisi gibi normal
fizyolojik siireglerde gorev alan, hiicre i¢inde siki sekilde diizenlenen programli bir hiicre
olim mekanizmasidir. Ayrica, hiicrede tiimor baskilayici bir islev de tistlenmektedir (24).
Apoptoz, icsel (intrinsik) ve digsal (ekstrinsik) olmak {izere iki farkli yol ile aktive
edilmektedir. Her iki yol da sistein proteazlar olarak bilinen kaspazlarin aktivasyonunda
birlesir (25). I¢sel yol mitokondriyal dis zar gegirgenligi aracilifiyla baslatilirken, dissal yol
FasL ve TRAIL gibi 6liim indiikleyici ligandlar tarafindan Fas ve DR4/5 gibi 6lim

reseptOrlerinin ve hiicre ylizeyinde kaspazlarin aktivasyonu ile baslamaktadir (24).

Apoptoz siireci, kaspazlar tarafindan yiiriitiilmektedir. Baslatict kaspazlar i¢sel yolda
kaspaz-9, digsal yolda ise kaspaz-8 ve kaspaz-10’dur. Baslatic1 kaspazlar efektor kaspazlar
olan kaspaz-3, -6 ve -7’ yi aktive etmektedir. Bu kaspazlar aktif hale geldiklerinde, hiicre
icinde bircok proteini pargalayarak hiicrenin apoptotik cisimciklere ayrilmasina ve nihai

hiicre 6liimiine neden olmaktadirlar (26,27).

Apoptoz mekanizmasindaki bozulmalar, tiimdr hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasina olanak
tantyarak kanser patogenezine katkida bulunmaktadir. Kanser hiicreleri apoptoza direng
ozelligi kazanmaktadir ve bu diren¢ kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini ve tiimor

bliylimesini tegvik etmektedir (28).

2.1.2. invazyon ve Metastaz

Metastaz, tlimdriin birincil (primer) bdlgeden uzak bir organa yayilarak ikincil tiimorlerin
olusumuna yol agan bir siiregtir (29). Metastatik siire¢, invazyon-metastaz kaskadi olarak
tanimlanan, birbirine bagl ve karmasik bir dizi biyolojik olayla karakterize edilmektedir
(30). Bu siirec epitelyal polaritenin yitirilmesi, doku yapisinin bozulmasi, bazal membrana
invazyon, hiicrelerin damar sistemine girmesi (intravazasyon) ve damar sisteminden hedef
dokulara cikis1 (ekstravazasyon), bu yeni dokulara yerleserek buralar da metastatik

kolonilerin ¢ogalarak biiyiimesi gibi agamalardan olusmaktadir (20).



Metastazin, kanserle iliskili 6liimlerin %90’1ndan fazlasinda rol oynadigi belirlenmistir (31).
Metastazin en sik goriildiigli organlar beyin, akcigerler, karaciger ve kemiklerdir ve farkli
kanser tiirleri, belirli organ veya dokulara metastaz yapma agisindan kendine 6zgii paternler
sergilemektedir (32). Diinya genelinde her yil 19 milyondan fazla yeni kanser vakasinin
tespit edildigi ve bu vakalarin %60'indan fazlasinda metastaz gelistigi belirtilmektedir

(33,34).

Metastatik siirecin baslangicini olusturan invazyon, tiimor hiicrelerinin diger hiicrelerle ve
ekstraseliiler matriksle (ECM) olan etkilesimlerinde degisikliklerin meydana gelmesi, ¢evre
dokularin enzimatik yikimi ve hiicrelerin aktif hareket etme yetisi kazanmasiyla karakterize
bir durumdur (35). Tiimor hiicreleri invazyon siirecinde kolektif (toplu) ya da tekil (bireysel)
olarak hareket edebilirler. Invazyon tipi, hiicrelerdeki molekiiler degisimlere ve tiimor
mikrogevresinin ozelliklerine bagli olarak sekillenmektedir (36). Hiicrelerin invaziv veya
metastatik bir fenotip kazanmasi durumunda, bu siirecte islev goren c¢esitli protein siniflar
bulunmaktadir. Bu proteinler arasinda; immiinoglobulin siiper ailesi, kalsiyum bagiml
kadherin ailesi iiyeleri ve integrinler gibi hiicre-hiicre adezyon molekiilleri (CAM) yer
almaktadir (37). Integrinler ve diger adezyon molekiillerinin aktive olmasiyla birlikte,
invazyonun gergeklesebilmesi i¢in ECM’i parcalayan proteazlarin da aktivasyonu
tetiklenmektedir (38). Tiimor hiicrelerinin ¢evre dokulara invazyonunun baglayabilmesi i¢in
ilk olarak ECM’nin kanser hiicreleri tarafindan proteolitik yollarla yeniden sekillendirilmesi
gerekmektedir. Matriks metalloproteinazlar, ECM’i parcalayan ve bu siiregte yer alan

baslica proteazlardir (39).

2.2.  Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP) bazal membran (BM) ve ECM’nin tiim bilesenlerini
parcalayabilme 6zelligine sahip, ¢inko bagimli endopeptidazlardir ve astasinler, meprinler,

disintegrin ve metalloproteinazlar (ADAM) ile birlikte metzincin siiper ailesine aittirler (40).

Bu enzimler normal fizyolojik kosullarda, inflamasyon, doku onarimi ve organ geligimi gibi
siireglerde gorev almaktadir. Buna karsin, kanser hiicreleri tarafindan hem lokal doku
invazyonunu hem de metastatik yayilimi saglamak icin ECM'de degisiklik yapmak amaciyla

kullanilmaktadirlar (41).

Omurgalilarda toplam 28 MMP tanimlanmis olup, bunlardan 24 tanesi insanlarda

bulunmaktadir. MMP-23, farkli lokuslardan koken alan MMP-23A ve MMP-23B olmak



izere iki izoform seklinde ifade edilmektedir (42,43). Dizi homolojisi, domain yapist ve
substrat spesifikligine gore MMP’ler sekiz smifa ayrilmaktadir. Bu smiflar: (1)
kollajenazlar, (2) jelatinazlar, (3) stromelizinler, (4) matrilizinler, (5) membran tip I, (6)
membran tip II, (7) glikozilfosfatidilinozitol (GPI)-capalt MMP’ler ve (8) diger MMP’ler
olarak adlandirilmaktadir. (40,44).

MMP'ler, zimojenler olarak sentezlenmektedir. Bazi MMP’ler, baska MMP’lerin
aktivasyonunu tetikleyebilir ya da kismi aktivasyon sonrasi oto-katalitik yollarla kendi pro-
peptid bolgelerini keserek aktif formlarina doniisebilirler. MMP-14 ve diger membrana bagli
MMP’ler, pro-peptid kisimlarinda furin kesim dizisi icerdikleri i¢in hiicre i¢i serin

proteinazlar tarafindan aktive edilmektedir (45).

MMP’lerin aktivitesi, MMP doku inhibitorleri (TIMP'ler) ad1 verilen endojen proteinlerle
inhibe edilmektedir. Dort iyeden olusan TIMP ailesi (TIMP-1-TIMP-4) her biri 184 ila 194
amino asit iceren ve yaklasik 21 kDa molekiiler agirliga sahip proteinlerden olugsmaktadir.
TIMP-3 haricindeki diger TIMP iiyeleri, ekstraseliiler matrikste ¢oziiniir halde bulunurken,
TIMP-3 ECM'ye baglanmis sekilde bulunmaktadir (46).

MMP genlerinin ekspresyonu, hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimleri ile birlikte, NFkB,
MAPK ve JAK/STAT gibi sinyal iletim yollar1 araciligiyla ve ayrica ¢esitli molekiiller
(6rnegin; bliylime faktorleri, glukokortikoidler, sitokinler, retinoik asit ve eikosanoidler)

yoluyla siki sekilde diizenlenmektedir (47,48).

MMP mRNA'sinin asir1 ifadelenmesi ya da TIMP'lerin MMP’leri yeterince inhibe
edememesi sonucunda ECM'nin asir1 yikimi, tiimor olusumuna ve diger patolojik

durumlarin gelisimine neden olmaktadir (49).

Cesitli kanser tiirlerinde MMP’lerin mRNA ve protein ekspresyonlarinin degistigi
bilinmektedir. Ornegin; prostat ve akciger kanserlerinde MMP9'un yiiksek diizeyde ifade
edildigi gosterilmistir (50). Benzer sekilde iiclii negatif ve HER2 pozitif meme kanseri
hiicrelerinde MMP9 ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir (51). Baska bir ¢alisma da ise
MMP?2 ekspresyonunun mide kanserinde yukari regiile oldugu tespit edilmistir (52).

2.3.  Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP2)

Matriks metalloproteinaz-2 (MMP2), ECM’nin yeniden sekillenmesinde énemli rol oynayan

bir MMP ailesi tiyesidir. Tip IV kollajenaz veya jelatinaz A (EC 3.4.24.24) olarak da bilinen



MMP2, 6zellikle bazal membran ve bag dokusunun bilesenlerini par¢alayarak doku yeniden
yapilanmasi, anjiyogenez, yara iyilesmesi ve tlimor invazyonu gibi siireglerde gorev

almaktadir (53, 54).

MMP?2 proteini 72 kDa biiyiikliigiinde ve bir pro-domain, bir katalitik domain, ii¢ fibronektin
tip II domaini ve bir hemopeksin benzeri domain igermektedir (Sekil 2.1) (55) . MMP2'yi
diger MMP’lerden ayiran 6zelliklerinden biri, katalitik bolgesinde, fibronektindeki tip II
tekrarlar gibi kollajen baglayic1 6zellik tasiyan sisteinden zengin eklentilerin yer almasidir
(56). MMP2 jelatin, tip I, IV ve V kollajenlerin yan1 sira fibronektin, laminin, elastin ve
vitronektin gibi proteinleri de yikima ugratabilir (57,58).

MMP2, inaktif bir proenzim (proMMP2) olarak sentezlenmektedir ve proteolitik islevini
yerine getirebilmesi i¢in aktive edilmesi gerekmektedir. proMMP2 genellikle MMP14
(MT1-MMP) ya da plazmin gibi enzimlerin, pro-peptid bdlgesini proteolitik olarak
kesmesiyle aktif form olan MMP2 ‘ye doniisiir ve ECM bilesenlerini pargalayabilir (59,60).
TIMP’ler, ozellikle de TIMP-2, MMP2’nin enzimatik aktivitesini siki bir sekilde
diizenlemektedir (61).

Normal fizyolojik kosullarda MMP2 doku onarimi ve yeniden diizenlemesi, hiicresel
farklilasma ve embriyogenez gibi siireclerde gorev almaktadir (62,63,64). Ayrica tiimor
gelisimi ve ilerlemesi siireglerinde rol oynayan hiicre hareketliligi, anjiyogenez, hiicre

cogalmasi migrasyon ve apoptoz gibi siireclere de katki sunmaktadir (62,65).



Sekil 2.1: MMP2’in yapis1 (158).

2.4.  Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP9)

Ik kez 1974°te nétrofillerde varlig1 saptanan matriks metalloproteinaz-9 (MMP9), matriks
metalloproteinaz ailesinin 6nemli iiyelerinden biridir (66). MMP-9 (EC 3.4.24.35), 92 kDa
molekiiler agirliga sahip, jelatinaz B veya tip IV kollajenaz olarak da bilinen, ¢inko bagimli

bir matriks metalloproteinazdir (Sekil 2.2) (67).

Insan MMP9 geni 20q13.12 kromozomunda bulunmaktadir ve 13 ekson, 12 intron
icermektedir (68,69). MMPY9, multidomain igeren bir proteindir ve yapisinda bir sinyal
peptidi, propeptid, bir katalitik domain, hemopeksin benzeri domain ve hinge bdlgesi
bulunmaktadir (68,69). Propeptid bdlgesi enzimin inaktif formda tutulmasini saglamaktadir.
Katalitik domain Zn*" bagimli proteolitik aktivite gostermektedir. Hemopeksin domaini ise
hiicre yiizey reseptorleri ile etkilesimi ve spesifik substrat baglanmasini diizenlemektedir

(67,70).

MMP9, ECM’in dinamik diizenlenmesinde gorev alan bir MMP ailesi iiyesidir ve tip [V, V,
VII, X ve XIV kollajenleri, fibronektini ve laminini yikima ugratmaktadir (71). Aym
zamanda, hiicre dis1 sinyal iletim molekiillerinin salinimi ve aktivasyonunda da rol
oynamaktadir (67). MMP9, bir zimojen olarak sentezlenmektedir ve bu zimojen form

monomer olarak ya da disiilfid bagi igceren homodimer olarak baslica iki formda



bulunmaktadir (67). MMP9, tripsin, plazmin, katepsin G veya K, kallikrein ve diger
metalloproteinazlar gibi ¢esitli proteazlar tarafindan ya da oksidatif strese yanit olarak aktif
formuna doniistiirilmektedir (72,73,74). MMP9, TIMP-1 tarafindan inhibe edilmektedir
(75).

Normal fizyolojik kosullarda MMP9, 6zellikle bazal membran ve bag dokusu bilesenlerini
parcgalayarak iireme, biiyiime ve gelisme gibi siireclerde 6nemli rol oynamaktadir (76,77).
Patolojik kosullarda ise, endotel hiicrelerinin migrasyonunu tesvik ederek, anjiyogenezi
arttirarak tiimor progresyonunu desteklemektedir (78,79). MMP9, tiimor mikro ¢evresinde
bazal membrani ve stromay1 pargalayarak tlimor hiicrelerinin ¢evre dokulara yayilmasini

kolaylastirmaktadir (80).

Sekil 2.2: MMP9 yapist (159).

2.5.  Niikleer Faktorii Kappa-B (NFkB)

Niikleer faktorii kappa-B (NFkB) ailesi, RelA (p65), RelB, c-Rel, p5S0 (NFkBI1) ve p52
(NFkB2) bes farkli proteinden olusmaktadir (81). Bu proteinler, homodimer veya

heterodimer kompleksler olusturarak DNA'ya baglanir ve gen ekspresyonunu



diizenlemektedir (82). NfkB yolu iki genel mekanizma yolu ile aktivasyona ugramaktadir.
Bu yollar, kanonik (canonical) ve kanonik olmayan (non-canonical ya da alternatif) yollar
olarak bilinmektedir (83). NFkB; inflamasyon, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi,
hiicre yapismasi ve apoptoz gibi siire¢lerde gorev alan pek cok genin ifadelenmesini kontrol

etmektedir (Sekil 2.3) (84).

NFkB, genellikle sitoplazmada IxB (inhibitor kappa B) proteinleri tarafindan inhibe
edilmektedir (81,85). Hiicre dis1 sinyaller (Ornegin, sitokinler, patojenler veya stres
faktorleri) NfkB sinyal yolunu aktive ettiginde, IxB kinaz (IKK) kompleksi tarafindan IxB
proteinleri fosforile edilerek yikima ugramaktadir (86,87). Serbest kalan NFkB, niikleusa
taginarak hedef genlerin ekspresyonunu artirmaktadir ve bunun sonucunda inflamasyon ya
da bagisiklik yaniti, hiicre hayatta kalma yanit1 veya hiicre proliferasyonu gibi durumlar
ortaya ¢ikmaktadir (88). Kanserde NFkB, gen ifadesinin bozuldugu bilinmektedir. Kanser
gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan apoptoz, anjiyogenez, metastaz ve hiicre dongiisii gibi

siireglerde bozulmus NfkB aktivitesi gozlenmektedir (89).

10



Growth Factors
Oxudatwe Stress \ / DNA damage

\ Viruses Physical Stress

//

//

Apoptosis

Cell Cycle Control

Regulation
Antioxidants & Stress Immune Receptors
Response Genes Growth Factors

Sekil 2.3: NF-kB transkripsiyon faktorlerinin Aktivasyonu (90).

2.6. Meme Kanseri

Epidemiyolojik veriler, son yillarda meme kanserinin kadinlar arasinda en sik goriilen kanser
oldugunu gostermektedir. 2020°de yaklasik olarak 2,3 milyon yeni meme kanseri vakasi
bildirilmis olup, bu say1 tiim yeni kanser vakalarinin %11,7’sini olusturmaktadir. Ayn1 yil
icinde 684.996 kisi meme kanseri nedeniyle hayatini kaybetmistir (17). Meme kanseri
Tiirkiye’deki kadinlar arasinda da en sik goriilen ve en fazla 6liime neden olan kanser tiiriidiir
ve insidans1 100.000 kadinda 47 olarak bildirilmektedir (91). Diinya genelinde, kadinlarda
meme kanserine bagli 6liim oranlari, gelismekte olan iilkelerde gelismis lilkelere oranla daha
yliksek seyretmektedir (17). Erkeklerde goriilen meme kanseri vakalari ise tiim meme

kanseri vakalarinin sadece %1 ’ini olusturmaktadir (92).

Meme kanserinin baslica risk faktorleri arasinda, erken menars, ge¢ menopoz, ileri yasta ilk

dogum, emzirme siiresinin kisa olmasi, menopozal hormon tedavisi gibi lireme ve hormonal
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faktorler, obezite, hareketsizlik, alkol gibi yasam tarzi aligkanliklar1 ile BRCA1/2 basta

olmak {izere kalitsal gen mutasyonlar1 yer almaktadir (93,94).

2.6.1. Meme Kanseri Evrelemesi ve Siniflandirilmasi

Meme kanseri evrelemesi; tiimdriin boyutu, lenf nodlarma yayilim durumu, uzak organ
metastazi varhig1 ve dstrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorleri (PR) ile HER2 (Insan
epidermal biiyiimek faktor reseptorii 2) gibi molekiiler biyobelirteclerin varligina dayanarak

yapilmaktadir (95).

Evre 0, Duktal karsinoma in situ (DCIS), invaziv olmayan meme kanseri olarak
tanimlanmaktadir.

Evre 1, I1a ve IIb, erken evre invaziv meme kanserlerini temsil etmektedir.

Evre Illa, I1Ib ve Illc, lokal ileri evre yani timoriin lokal olarak ilerledigi ancak uzak
organlara metastaz yapmadigini belirtmektedir.

Evre 0-III genel olarak metastatik olmayan meme kanserlerini ifade etmektedir.

Evre IV ise metastatik meme kanseri evresidir ve tiimor hiicrelerinin uzak organlara metastaz

yaptigini1 gostermektedir. (96).

Meme kanseri, heterojen bir hastaliktir ve bu nedenle, prognozun 6ngdriilmesi ve uygun
tedavi stratejisinin belirlenebilmesi i¢cin ER, PR, HER2 ve Ki67 gibi gen ekspresyon

profillerinin durumuna gore alt tiplere ayrilmaktadir (97,98).

Meme kanseri, gen ekspresyonu profillemesine gore baslica dort molekiiler alt tipe

ayrilmaktadir. Bunlar:

Luminal A: ER ve/veya PR pozitifligi, HER2 negatifligi gostermektedir. Diisiik Ki-67
proliferasyon indeksine sahiptir. En yaygin olan ve en iyi prognoza sahip alt tip olarak kabul
edilmektedir.

Luminal B: ER pozitif, PR diisiik ya da negatif olabilir. Ki-67 indeksi luminal A’ya gore
daha yiiksektir. HER2 pozitif veya negatif olabilir ve prognozu luminal A'dan daha kotiidiir.
HER2 zengin: HER2 pozitif, ER ve PR negatiftir ve agresif bir seyir gostermektedir.

Uclii negatif (Triple negative): ER, PR ve HER2 negatiftir. Bu alt tip en agresif alt tiplerden
biridir ve genellikle gen¢ kadinlarda daha sik goriiliir. Bazi tiglii negatif tiimorler, bazal

benzeri molekiiler alt tipe aittir. (99).
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Meme kanserinin tedavisi, cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi, hormon tedavisi, akill

ilag ile hedefli terapi ve immiinoterapi yontemlerini icermektedir (96).

2.7.  Rahim Agz1 (Serviks) Kanseri

Serviks kanseri kadinlar arasinda diinya genelinde en sik goriilen dordiincii kanser olup,
2020 yilinda 604.000 yeni serviks kanseri vakasi ve 342.000 6liim bildirilmistir (17,100).
Diinya genelinde serviks kanseri nedeniyle yagsanan 6liimlerin yaklasik %85°1 az gelismis ya

da gelismekte olan tilkelerde goriilmektedir (101).

Servikal kanserle iliskili bir¢ok risk faktorii bulunmaktadir. Bu risk faktorlerinin i¢inde en
onemlisi, olgularin yaklasik %99,7’sinden sorumlu tutulan insan papilloma viriisii (HPV)
enfeksiyonudur. Ayrica, sigara kullanimi, immiin sistemin baskilanmasi, birden fazla cinsel
partner, erken yasta cinsel iligki ve tarama programlarina katilimin diisiik olmasi gibi

faktorler de hastaligin gelisiminde rol alan unsurlardir. (17,102,103).

Serviks kanserinin diinya genelinde daha yaygin asilama ve etkili tarama stratejileri yoluyla
ortadan kaldirilmasini hedefleyen “Servikal Kanseri Ortadan Kaldirma Girisimi” (Cervical
Cancer Elimination Initiative) Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan, Mayis 2018’de
baslatilmistir (104).

2.7.1. Insan Papilloma Viriisii (HPV)

Insan papilloma viriisii (HPV) Papillomaviridae ailesine ait olup, kiigiik, zarfsiz, ¢ift
sarmalli DNA viriistidiir (105). HPV genomu sekiz kilobaz uzunlugundadir ve genellikle
sekiz protein kodlamaktadir (106). HPYV, cinsel yolla bulagsmaktadir ve yillar igerisinde

serviks kanseri olusumuna yol agabilmektedir (107,108).

Tiim HPV tipleri onkojenik 6zellige sahip degildir. Serviks kanseri olan kadinlarda en
yaygin olarak tespit edilen HPV alt tipleri sirasiyla 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 ve 35’tir.
HPV’nin yiiksek onkojenik potansiyele sahip alt tipleri olan 16 ve 18’in, serviks kanseri
vakalarinin yaklasik %70’inden sorumlu oldugu bildirilmektedir (109). HPV’den baslica

korunma yontemleri agilama ve toplum temelli tarama programlaridir (110).
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2.7.2. Serviks Kanseri Evrelemesi ve Siniflandirilmasi

Diinya genelinde serviks kanserinin evrelemesinde kullanilan sistem, Uluslararasi Jinekoloji
ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) tarafindan belirlenmistir (111). Evreleme, tiimor boyutu
ve pelvik yayilim derecesine gore belirlenmekte olup, fizik muayene, endoskopik ve
goriintlileme yontemlerinin birlikte kullanilmasiyla gerceklestirilmektedir (Tablo 2.1)
(112,113).

Tablo 2.1: Serviks Kanseri Evreleri (FIGO 2018) (114).

Evre Aciklama

I Timor yalnizca serviksle sinirlidir

IA Mikroskobik olarak tani konulabilen invaziv karsinom

1A1 Stromal invazyon derinligi < 3 mm

1A2 Stromal invazyon derinligi > 3 mm ve <5 mm

1B En derin invazyonu > 5 mm olan invaziv karsinom (IA evresinden daha ileri); lezyon serviks ile
stnirhdir

IB1 En biiyiik boyutu <2 cm olan invaziv karsinom

1B2 En biiyiik boyutu > 2 cm ve < 4 cm olan invaziv karsinom

1B3 En biiyiik boyutu > 4 cm olan invaziv karsinom

I Servikal karsinom uterus disina yayilmistir ancak vajinanin ya da pelvik duvara ulagmamaistir.

ITA Parametriuma invazyon yok, vajinanin iist 2/3’1 ile sinirli tutulum.

ITA1 | En biiyiik boyutu <4 cm olan invaziv karsinom

ITA2 | En biiyiik boyutu > 4 cm olan invaziv karsinom

1B Parametrium invazyonu vardir ancak pelvik duvara ulagmamistir.

I Vajinanin alt iigte birlik kismim ve/veya pelvik duvari tutan ve/veya hidronefroz veya fonksiyon

gdrmeyen bdobrege neden olan ve/veya pelvik ve/veya paraaortik lenf nodlarimi tutan karsinom

IITA | Vajinanin alt Gigte birlik kismini tutar, ancak pelvik duvara uzanmaz

HIB | Pelvik duvara uzanma ve/veya hidronefroz veya fonksiyon gérmeyen bobrek

IIIC | Pelvik ve/veya paraaortik lenf nodu tutulumu vardir (mikrometastaz dahil), tiimér boyutu ve

yayilim fark etmeksizin (r ve p notasyonlart ile birlikte).

IIIC1 | Sadece pelvik lenf nodu metastazi

IIIC2 | Paraaortik lenf nodu metastazi

v Karsinom pelvisin 6tesine yayilmis veya mesane ya da rektum mukozasinda (biyopsi ile

kanitlanmis) tutulum vardir. Sadece biilloz 6dem, Evre IV tanisi igin yeterli degildir.

IVA | Komsu organlara (mesane, rektum) yayilim

IVB | Uzak organlara yayilim

Histopatolojik acidan serviks kanseri; skuamoz hiicreli karsinom, adenokarsinom, berrak

hiicreli adenokarsinom, serdz karsinom, adenoskuamoz karsinom, camsi hiicreli karsinom,
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adenoid kistik karsinom, adenoid bazal karsinom, kiiciik hiicreli karsinom veya
farklilagsmamis karsinom olarak siniflandirilabilir (115). Skuamdéz hiicreli karsinom ve
adenokarsinom yaklagik %70 ve %25 oraninda serviks kanserinin en sik rastlanan alt

tipleridir (116,117).

Serviks kanserinin tedavi yontemleri arasinda cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi
hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapi, palyatif tedavi ve destekleyici bakim yer almaktadir

(102,118).

2.8. Astaksantin

19. yiizyilin baglarinda karotenoidlerin ilk kesfinden sonra astaksantin iizerine ¢aligmalar
baglamistir. Bu pigmentler ilk kez paprika, safran, havugta tespit edilmistir (119,120).
1900’1i yillarda Karrer ve Kuhn, B-karoten de dahil oldugu sekiz karotenoidin yapisini
belirlediler ve bu basarilariyla Nobel Kimya Odiilii’nii kazanmuslardir (119,120).

Astaksantin (3,3'-dihidroksi-f,p-karoten-4,4"-dion; AXT), bir karotenoiddir ve ilk kez 1938
yilinda istakozlarda kesfedilmistir (121). AXT, karotenoidlerin iki ana grubundan biri olan
ksantofiller grubuna dahildir. Kimyasal formiilii C4Hs204, molekiiler kiitlesi 596.85 Da,
yogunlugu ise 1.081 g/L’dir. (121). AXT molekiil yapisinda bulunan iki kiral karbon atomu
(R veya S konformasyonlar1) nedeniyle, AXT {i¢ optik izomer seklinde var olabilir: 35, 3'S;
3R, 3'S ve 3R, 3'R (Sekil 2.4) (122).

AXT, yengeg, karides gibi kabuklu deniz hayvanlarinda ve mikroorganizmalarda yaygin
olarak bulunmaktadir (10,123). AXT, algler, mantarlar, yiiksek bitkiler, bakteriler tarafindan

de novo olarak sentezlenmektedir (124).

Bu organizmalarda AXT nin sentezi, bes karbonlu 6nciil maddeler olan dimetilalil pirofosfat
(DMAPP) ve izopentenil difosfat (IPP)’ten yapilmaktadir. Bu Onciiller, sirasiyla
sitoplazmada gerceklesen mevalonat (MVA) yolu ve kloroplastta ger¢eklesen metileritritol

fosfat (MEP) yolu aracilifiyla sentezlenmektedir (125).

AXT yapisinda iki ugta B-ionon halkalari bulunur ve bu halkalar, konjuge c¢ift baglarla bagh
dort izopren birimi ile birbirine baglanmistir (Sekil 2.4) (126). Ayrica molekiiler yapisinda
iki hidroksil (~OH) ve iki karbonil (C=0O) grubu bulunmaktadir. AXT yapisinda bulunan, 13
konjuge cift bag nedeniyle turuncudan koyu kirmiziya kadar degisen bir renge sahiptir ve

kristal formu ise parlak siyah-mor renge sahiptir (127). Organizmada AXT sadece bir
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renklendirici olarak degil, ayn1 zamanda B-karoten ve a-tokoferol’den daha iistiin olan bir
antioksidan olarak da gdrev yapar (128). AXT nin antioksidan aktivitesi, B-karotenden 10
kat, E vitamininden ise 100 kat daha ytiksektir (129,130). Gili¢lii bir antioksidan 6zellik
tastyan AXT, 1991 yilinda gida takviyesi olarak onay almistir (10).

0
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. 0
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Sekil 2.4: AXT’in 3D yapis1 (160).

l

Yapisinda bulunan konjuge ¢ift bag sistemi sayesinde, AXT elektron vererek reaktif oksijen
tiirlerini (ROS) nétralize edebilir ve bu 6zelligi sayesinde, AXT bir¢ok canlida zararli reaktif

oksijen tiirlerinin organizmaya verecegi zarar1 onler (131).

AXT’nin kanser, ndrodejeneratif hastaliklar, ateroskleroz ve tip 2 diyabet gibi hastaliklara
karsz etkili bir ajan oldugu ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (132-137). AXT nin, kan-beyin
ve kan-retina bariyerini kolaylikla gecebildigi ve bu organlardaki inflamasyonlar1 dnleyerek
anti-inflamatuar (iltihap onleyici) etki gosterdigi tespit edilmistir (138). Ayrica, AXT nin
antioksidan oOzelliklere sahip oldugu ve UV kaynakli foto-yaslanmay1 ve cilt kanserini
onledigi belirtilmistir (139). Ayn1 zamanda, AXT, singlet oksijeni ve diger serbest radikalleri
temizleme konusunda etkili oldugu icin anti-kanser aktivite gostermektedir. (140). Bir
calisgmada, AXT’nin, Nrf2/Keapl yolunu aktive ederek ve NF-kB yolunu inhibe ederek
oksidatif hasar1 azaltig1 belirtilmistir (141)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.  Materyal

3.1.1. Hiicre Hatlar

Tez g¢alismasinda kullanilan MDA-MB-231 ve HeLa hiicre hatlar1 Kirsehir Ahi Evran

Universitesi Tibbi Farmakoloji laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasal ve Reaktifler

Tablo 3.1: Calismada Kullanilan kimyasallar ve reaktifler.

Kullanim Amaci

Kimyasal ve Reaktifler

Uriin Firma Ad1

Hiicrelerin Gelistirilmesi

RPMI-1640 Medium

Fetal Bovin Serum (FBS)
Gentamisin

Phosphate Buffered saline (PBS)
Dimetil Siilfoksit (DMSO)
Tripsin- EDTA

Biowest, Fransa
Biowest, Fransa

Biowest, Fransa
Biowest, Fransa
Biowest, Fransa
Biowest, Fransa

Yagsiz siit tozu

MMP2 primer antikoru
MMP9 primer antikoru
NFkB primer antikoru

Beta aktin primer antikoru
Gelismis  kemiliiminesans
substratlari soliisyonu

(ECL)

RNA izolasyonu RNA izolasyon kiti GeneAll, Kore
cDNA sentezi cDNA sentez kiti WizScript, Kore
Ger¢cek zamanli PCR ile gen | Sybr Green master
ifadesinin belirlenmesi Mix Bio-Rad, ABD
MMP2, MMP9, NFkB, p-aktin
Primerleri Oligomer, Tiirkiye
Western Blot Deneyi Biginkokronik asit (BCA) kiti Takara, Japonya
TGX FastCast hazir Jel Kiti Bio-Rad, ABD
Running Buffer Bio-Rad, ABD
Transfer Buffer Bio-Rad, ABD

Bioshop, Kanada

Shanghai Coon Koon Biotech Co.,
Ltd; Cin

MedChem, isveg

Elabscience, Cin

Elabscience, Cin

Bio-Rad, ABD

Invazyon Deneyi

Giemsa Cozeltisi

Merck, Almanya

Metanol (%100) Tekkim, Tiirkiye
Formaldehit (%37) Tekkim, Tiirkiye
Hiicrelere uygulanan madde Astaksantin MedChem, Isveg
Yara Iyilesmesi (Migrasyon) Deneyi | Giemsa Blue Merck, Almanya
Metanol Merck, Almanya
Formaldehit Merck, Almanya
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3.1.3. Makine ve Techizat

Tablo 3.2: Calismada kullanilan makine ve techizat.
Kullanim Amact Makine ve Techizat Uriin Firma Ad1
Hiicrelerin Gelistirilmesi CO2 Inkiibatér Niive EC 160, Tiirkiye
Laminar akimli kabin Niive MN 090, Tiirkiye
Inverted mikroskop BAB, Tiirkiye
Mikroskop makinesi Leica, Almanya

Stereo mikroskop

Leica, Almanya

Molekiiler Calisma

Gergek zamanli PCR
Yiiriitme Tank1

Hizli transfer sistemi
Goriintiileme cihazi
Vorteks

Mini Santrifiij Cihazi
Santrifiij Cihaz1

Hassas Terazi

Bio-Rad, ABD
Bio-Rad, ABD
Bio-Rad, ABD
Bio-Rad, ABD

IKA® Vortex, ABD
Niive NF 024, Tiirkiye
Niive NF 400, Tiirkiye
KERN, Almanya

Malzeme Depolanmasi

Buzdolabi (+4 °C)
Buzdolabi (-20 °C)
Buzdolabi (-80 °C)

Siemens, Almanya
Siemens, Almanya

Niive, Tirkiye

3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

3.2.1.1. HeLa ve MDA-MB-231 Hiicre Hatlarimin Gelistirilmesi

Calismada HeLLa ve MDA-MB-231 kanser hiicre hatlari, %10 Fetal Sigir Serumu ve %1
Gentamisin antibiyotigi iceren RPMI-1640 besiyerinde, 37 °C’de ve %5 karbondioksit
inkiibatoriin de 25 cm?’lik flasklarda kiiltiire edildi (Sekil 3.1-Sekil 3.2) Flask yiizeyinin

%80’1 hiicreler tarafindan kaplandikca,
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tripsin  kullanilarak pasajlandi.




Sekil 3.1: MDA-MB-231 hiicre hatti.

Sekil 3.2: HeLa hiicre hatti.

3.2.1.2. Sitotoksisite Analizi

AXT’nin kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla XTT deneyi yapildu.
Kuyucuk basina 5000 hiicre gelecek sekilde hiicreler 96 kuyucuklu plakalara ekildi. Plakanin
bir kolonu besi yeri kontrolii olarak ayrildi ve buraya hiicre ekilmedi. 24-48 saatlik

inkiibasyon sonunda astaksantin seri diliisyonlar halinde kuyucuklara verildi ve 48 ila 72
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saat sonra formazan boyasi eklenmis XTT kimyasali her bir kuyucuga eklenerek 2 ila 5 saat
inkiibatorde bekletildi. Daha sonra ELISA okuyucusu kullanilarak optik yogunluklar
hesaplandi. Okuma sonucunda yapilacak hesap ile astaksantinin hiicreler tizerindeki 1Cso

dozu belirlendi.

3.2.1.3. RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve Ger¢cek Zamanh (real-time) Polimeraz

Zincir Reaksiyonu

Genlerin ifade diizeyinin belirlenmesi i¢gin AXT uygulamasini takiben hiicre hatlarindan
RNA izole edildi. Hiicrelerden RNA izolasyon kitinin (GeneAll, Kore) protokoliine uygun
olarak RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA’larin miktarlar1 ve saflig1 6lgiilerek cDNA
sentezinde kullanilincaya kadar RNA’lar -80 °C’de saklandi. Gen ifadesinin ger¢ek zamanli
(real-time) polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenebilmesi i¢in, Oncelikle genin
transkriptinin yani mesajc1 RNA’siin tamamlayict DNA’ya (complementary DNA, cDNA)
cevrilmesi gerekmektedir. cDNA sentez kiti (WizScript, Kore) ile kit protokolii takip
edilerek RNA’dan cDNA sentezi yapildi. Elde edilen cDNA’lar gercek zamanli (real-time)
polimeraz zincir reaksiyonu yapilincaya kadar -20°C’de saklandi. cDNA sentezi
gerceklestirildikten sonra her gen i¢in igerisinde cDNA, primerler, MgCl> ve Sybr Green
master mix i¢ceren PCR reaksiyon tiipii hazirlanarak uygun sicaklik degerleri ve protokoller
belirlenerek optimizasyon c¢alismalar1 yapildi (Tablo3.3). Optimizasyon ¢alismalari
tamamlandiktan sonra bu genlerin mRNA ifadelenme diizeyleri gercek zamanli (realtime)
PCR ile belirlendi.
Tablo 3.3: Gergek zamanli PCR primer dizileri.

Gen Forward Reverse

MMP2 5’-AATCCCACCAACCCTCAGAG-3’ 5’-GTGCCCTCTTGAGACAGTCT-3’
MMP9 5’-GAGTTCCCGGAGTGAGTTGA-3’ 5’-AAAGGTGAGAAGAGAGGGCC-3’
NFkB 5’-TACCCTCAGGTCAAAATCTGCAA-3’ | 5>-TTCCATTTGTGACCAACTGAACAA-3’
Beta Actin | 5’-CACCAACTGGGACGACAT-3’ 5’-ACAGCCTGGATAGCAACG-3’
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3.2.1.4. Western Blot Deneyi

MMP2, MMP9 ve NFkB geninin protein ifadelenmelerinin gosterilmesi western blot
yontemi kullanilarak yapildi. Referans gen olarak B-aktin ¢alisildi. Toplanan hiicrelerden
RIPA lizis ve ekstraksiyon buffer kitinin protokoliine uygun olarak protein izolasyonu
gerceklestirildi. Biginkokronik asit (BCA) yontemi ile protein miktarlar1 belirlenen 6rnekler
esit miktarda SDS-poliakrilamid jele yiiklenerek 1X running buffer icerisinde yiiriitiildii.
Molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinler PVDF membrana transfer edildi. Daha sonra
membran % 5’lik yagsiz siit tozu icerisinde inkiibe edildi ve 3 kez TBS-t soliisyonu ile
yikanarak proteine 6zgii primer antikorla gece boyu (overnight) muamele edildi. 3 kez TBS-
T ile yikanan membran sekonder antikor ile muamele edildikten sonra 3 kez TBS-T ile
yikandi ve protein bantlar1 gelismis kemiliiminesans (ECL) substratlari soliisyonu eklenerek

goriintiilendi.
3.2.1.5. MDA-MB-231 ve HeLa Hiicre Hatlarinin Yara lyilestirme (Migrasyon) Deneyi

Bu deney, Rodrigez vd., (2005) tarafindan 6zetlenen yontem kullanilarak yapildi (142). 12
kuyucuktan olusan plaka igerisine her bir kuyucuga 1,5x10° hiicre ekildi ve 37°C’de %5’lik
CO: inkiibatoriinde 48 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda hiicrelerin yiizeyi kapladiklar
belirlendi ve daha sonra 10 pL pipet ucu yardimiyla tek bir hamlede yara olusturuldu. Yara
olusturuldugu andaki mikroskop goriintiisii alind1 (0. saat). Kontrol grubuna bir uygulama
yapilmadi. Yara acilan diger hiicrelere belirlenen dozda, 24, 48 ve 72 saat AXT uygulamasi
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrast hiicreler ile kontrol grubu karsilastirildi. Yara kapanana
kadar 24 saatte bir mikroskop goriintiisii alindi. Image J yazilim programinda goriintiiler

degerlendirildi.

3.2.1.6. MDA-MB-231 ve HeLa Hiicre Hatlarinin invazyon Deneyi

Kanser hiicrelerinin, invaziv hareketleri yani istilaci hareketlerine astaksantinin etkisinin
gozlenmesi i¢in deneyde, 24 kuyucuklu plakalara insert koyulup i¢ine daha Onceden
hazirlanarak olan stok 1:10 matrijelden 100 pl eklendi. Daha sonra jel kivaminin olusmasi
icin 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Matrijelde istenen yap1 olustuktan sonra, kuyucuklara
fetal bovine serum (FBS) iceren RPMI-1640 besiyeri eklendi. Matrijel igeren inserte serum
icermeyen taze RPMI-1640 besiyeri eklendikten sonra yaklasik 10° hiicre/ml kanser
hiicresinin ekimi ve ila¢ uygulamasi yapildi. Kanser hiicresi igeren bu besiyeri serum igeren

besiyeri bulunduran kuyucuklar ig¢ine konulup, 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyon sonunda, hiicreler %10 formaldehit ile 10 dk muamele edildi. Daha sonra,

Giemsa boyasi ile boyama yapildi (143). ImageJ programi kullanilarak degerlendirildi.

3.2.1.7. Hesaplamalar ve istatistiksel Analiz

Veriler IBM SPSS 29.0 ve GraphPad Prism 8 programlar1 kullanilarak analiz edildi. Siirekli
degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ve grafiklerle degerlendirildi.
Normal dagilim gosteren degiskenler i¢in ortalama + standart sapma, gostermeyenler i¢in
medyan (¢eyreklik araligi) kullanildi. Parametrik veriler tek yonlit ANOVA ile, anlamli fark
bulunursa Bonferroni post-hoc testi ile degerlendirildi. Normal dagilmayan veriler igin
Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis testleri uygulandi; anlamli fark saptanirsa Bonferroni
diizeltmeli post-hoc ikili karsilastirmalar yapildi. p<0,05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Analiz Sonuclar:

AXT’in MDA-MB-231 ve Hela hiicre hatlarina uygulanmasi sonrasi toksisite analizi agsagida
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore MDA-MB-231 hiicre hatlarinda ICso degeri 25 uM
bulunmugken (Sekil 4.1.) Hela hiicre hatlarinda 50 uM olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2.).

E 3
1 1
E 3
1 1
E 3
100- ! !
3 Hm Kontrol
% 80- — = 10 uM
o
5 60- B3 25uM
5 =3 50 uM
o - ——
o 40 B 100 uM
S
2 20
X
0 1 1

Kontrol 10 yM 25, M 50 M 100 u M

Sekil 4.1: MDA-MB-231 hiicre hatlarinda AXT’in sitotoksik etkisi (*: p<0,05).
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Sekil 4.2: Hel a hiicre hatlarinda AXT’in sitotoksik etkisi(*: p<0,05).

4.2.  Migrasyon Deney Sonuclari

4.2.1. MDA-MB-231 Hiicre Hatti Migrasyon Deney Sonuclari

Bu calismada MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattt 12 kuyucukta yetistirildi. Kuyu
tabaninin %80'i kapladiktan sonra yara agildi ve agilan yara 0. saat olarak belirlendi. Kontrol
grubuna, herhangi bir islem uygulanmamistir yalnizca kiiltiir kosullarinda incelenmistir.
Deney gruplarinda ise 1 mL medyum igerisine belirlenen dozlarda AXT, hiicrelere

uygulandi. {lacin uygulandig1 yara agiklig1 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirildi.
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Sekil 4.3: Kontrol MDA-MB-231 hiicre hatt1 migrasyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop
gorilintiisil) (A. Kontrol 24. saat; B. Kontrol 48. saat; C. Kontrol 72. saat).

4.2.1.1. 10 puM AXT Sonuglan

12 kuyucuga ekilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 10 uM AXT ilact uygulandi.

[lacin verilmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda goriintiiler alind
(Sekil 4.4).

A .

Sekil 4.4: 10 uM AXT uygulanan MDA-MB-231 migrasyon deneyi sonuglari (10x mikroskop
goriintlisi) (A. 10 uM AXT 24. saat; B. 10 uM AXT 48. saat; C. 10 uM AXT 72. saat).
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4.2.1.2. 25 uM AXT Sonuglan

12 kuyucuga ekilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 25 uM AXT ilact uygulandi.

[lacin verilmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda goriintiiler alind:
(Sekil 4.5).

Sekil 4.5: 25 uM AXT uygulanan MDA-MB-231 migrasyon deneyi sonuglari (10x mikroskop
goriintlisi) (A. 25 uM AXT 24. saat; B. 25 uM AXT 48. saat; C. 25 uM AXT 72. saat).

4.2.1.3. 50 uM AXT Sonuglarn

12 kuyucuga ekilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 50 pM ilact uygulandi.
[lacin verilmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda goriintiiler alind:
(Sekil 4.6).

Sekil 4.6: 50 uM AXT uygulanan MDA-MB-231 migrasyon deneyi sonuglari (10x mikroskop
goriintlisi) (A. 50 uM AXT 24. saat; B. 50 uM AXT 48. saat; C. 50 uM AXT 72. saat).
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4.2.1.4. 100 pM AXT Sonuclari

12 kuyucuga ekilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 100 uM AXT ilaci
uygulandi. Ilacin verilmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda

goriintiiler alind1 (Sekil 4.7).

Sekil 4.7: 100 uM AXT uygulanan MDA-MB-231 migrasyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop
goriintlisi) (A. 100 uM AXT 24. saat; B. 100 uM AXT 48. saat; C. 100 uM AXT 72. saat).

4.2.1.5. 250 pM AXT Sonugclari

12 kuyucuga ekilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 250 uM AXT ilaci
uygulandi. Ilacin verilmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda

goriintiiler alind1 (Sekil 4.8).

A B C

Sekil 4.8: 250 uM AXT uygulanan MDA-MB-231 migrasyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop
goriintlisi) (A. 250 uM AXT 24. saat; B. 250 uM AXT 48. saat; C. 250 uM AXT 72. saat).
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AXT, MDA-MB-231 hiicre hatlarina ICso dozu uygulanmis ve yara kapanma oran1 IMAGEJ

((https://imagej.net/ij/)) programi kullanilarak hesaplanmigtir. 72. saatte yapilan analiz

sonuglarina gore kontrol grubuna gore, 25 uM, 50 uM, 100 pM, 250 uM AXT uygulamasi

sonrasi istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.(*p<0,05) (Sekil 4.9).

E 3
1 1
%
1 1
3
1 1
100- *

I 1 Hl Kontrol
g 80- = 10 uM
S L = 25 .M
8 60 H
g = 50 uM
©
E 40- Bl 100 uM
°\° 20— £ 250 },lM

Sekil 4.9: AXT uygulanmig MDA-MB-231 hiicre hatlarinda yara kapanma grafigi (*p<0,05).

4.2.2. HeLa Hiicre Hatti Migrasyon Deney Sonuglari

Bu calismada HeLa serviks kanseri hiicre hatt1 12 kuyucukta yetistirildi. Kuyu tabaninin
%80'1 kapladiktan sonra yara acildi ve agilan yaranin 0. saat oldugu belirlendi. Kontrol
grubuna, herhangi bir islem uygulanmamistir yalnizca kiiltiir kosullarinda incelenmistir.
Deney gruplarinda ise 1 mL medyum igerisine belirlenen dozlarda AXT, hiicrelere

uygulandi. {lacin uygulandig1 yara agiklig1 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirildi.
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Sekil 4.10: Kontrol HeLa Hiicre Hatt1 migrasyon deneyi sonuglari (10x mikroskop goriintiisii) (A.
Kontrol 24. saat; B. Kontrol 48. saat; C. Kontrol 72. saat).

4.2.2.1. 10 uM AXT Sonuglan
12 kuyucuga ekilen HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 10 uM AXT ilact uygulandi.

[lacin verilmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda goriintiiler alind
(Sekil 4.11).

N . PN oy o) " 137 R4

Sekil 4.11: 10 uM AXT uygulanan HeLLa migrasyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop goriintiisii)
(A. 10 uM AXT 24. saat; B. 10 uM AXT 48. saat; C. 10 uM AXT 72. saat).

4.2.2.2. 25 uM AXT Sonuglan

12 kuyucuga ekilen HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 25 uM AXT ilact uygulanda.
[lacin verilmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda goriintiiler

alind1 (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: 25 uM AXT uygulanan HeLLa migrasyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop goriintiisii)
(A. 25 uM AXT 24. saat; B. 25 uM AXT 48. saat; C. 25 uM AXT 72. saat).

4.2.2.3. 50 uM AXT Sonuglarn
12 kuyucuga ekilen HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 50 uM AXT ilact uygulandi.

[lacin verilmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda goriintiiler alind:

(Sekil 4.13).

Sekil 4.13: 50 uM AXT uygulanan HelLa migrasyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop goriintiisii)
(A. 50 uM AXT 24. saat; B. 50 uM AXT 48. saat; C. 50uM AXT 72. saat).
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4.2.2.4. 100 pM AXT Sonuclari

12 kuyucuga ekilen HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 100 pM AXT ilac1 uygulandi.

[lacin verilmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda goriintiiler alind

(Sekil 4.14).

A B C

Sekil 4.14: 100 uM AXT uygulanan HelLa migrasyon deneyi sonuglari (10x mikroskop goriintiisii)
(A. 100 uM AXT 24. saat; B. 100 pM AXT 48. saat; C. 100 uM AXT 72. saat).

4.2.2.5. 250 pM AXT Sonuclari

12 kuyucuga ekilen HeLa rahim agz1 kanseri hiicre hattina 250 pM AXT ilac1 uygulandi.

[lacin verilmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda goriintiiler alind

(Sekil 4.15).

Sekil 4.15: 250 uM AXT uygulanan HelLa migrasyon deneyi sonuglari (10x mikroskop goriintiisii)
(A. 250 uM AXT 24. saat; B. 250 pM AXT 48. saat; C. 250 uM AXT 72. saat).
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AXT, Hela hiicre hatlarina 1Cso dozu uygulanmis ve yara kapanma oran1 IMAGEJ

((https://imagej.net/ij/)) programi kullanilarak hesaplanmigtir. 72. saatte yapilan analiz

sonuglarina gore kontrol grubuna goére, 25 puM, 50 uM, 100 pM, 250 uM uygulamasi
sonras1 istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.(*p<0,05) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: AXT uygulanmis Hela hiicre hatlarinda yara kapanma grafigi.(*p<0,05).

4.3. Invazyon Deneyi Sonuclari

4.3.1. MDA-MB-231 invazyon Deneyi Sonuglar

Bu ¢alismada MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina uygulanan AXT ilacinin invazyon
kabiliyetine etkisi boyama deneyi ile gorsellestirildi. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatt1 12 kuyucuklu bir kuyucuga ekilip tabaninin %80'i kapladiktan sonra 1 mL medyum
icerisinde belirlenen dozlarda hiicrelere AXT verildi. Her 48 boyama yapild1 ve fotograflar

cekildi.
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Sekil 4.17: Kontrol MDA-MB-231 hiicre hatt1 invazyon deneyi sonuglari (10x mikroskop
goriintiisii).

4.3.1.1. 25 uM AXT Sonuglan

12 kuyucuga ekilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 25 uM AXT ilact uygulandi.
[lacin verilmesinden 48 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda goriintiiler alind1 (Sekil

4.18).

Sekil 4.18: 25 pM AXT uygulanan MDA-MB-231 invazyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop
goriintiisii).

4.3.1.2. 50 uM AXT Sonuglarn

12 kuyucuga ekilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 50 uM AXT ilact uygulandi.
[lacin verilmesinden 48 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda gériintiiler alind1 (Sekil

4.19).
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Sekil 4.19: 50 pM AXT uygulanan MDA-MB-231 invazyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop
goriintiisii).

4.3.1.3. 100 pM AXT Sonuclari

12 kuyucuga ekilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 100 uM AXT ilaci
uygulandi. Ilacin verilmesinden 48 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda goriintiiler

alind1 (Sekil 4.20).

Sekil 4.20: 100 uM AXT uygulanan MDA-MB-231 invazyon deneyi sonuglar1 (10x mikroskop
goriintiisii).
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Sekil 4.21: AXT uygulanmig MDA-MB-231 hiicre hatlarinda invazyon analizi grafigi(*p<0,05).

Kontrol 25,M 50 uM

4.3.2. HeLa Invazyon Deneyi Sonuclar

Bu calismada HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina uygulanan AXT ilacinin invazyon
yetenegi lizerindeki etkisi boyama deneyi ile gorsellestirildi. HeLa rahim agzi kanseri hiicre
hatt1 12 kuyucuklu bir kuyucuga ekildikten ve tabaninin %80'1 kapladiktan sonra 1 mL

medyum igerisinde belirlenen dozlarda hiicrelere ilag verildi. Her 48 saatte boyama yapildi

ve fotograflar cekildi.

100 uM

Em Kontrol
08 25uM
B 50 uM
0 100 uM

Sekil 4.22: Kontrol HeLa invazyon deneyi sonuglart.
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4.3.2.1. 25 uM AXT Sonuglarn

12 kuyucuga ekilen HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 25 uM AXT ilact uygulandi.
[lacin verilmesinden 48 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda gériintiiler alind1 (Sekil

4.23).

Sekil 4.23: 25 uM AXT uygulanan invazyon deneyi sonuglari (10x mikroskop goriintiisii).

4.3.2.2. 50pM AXT Sonuclar
12 kuyucuga ekilen HeLa rahim agzi kanseri hiicre hattina 50 uM AXT ilact uygulandi.

[lacin verilmesinden 48 saat sonra 10x mikroskop mercegi altinda gériintiiler alind1 (Sekil

4.24).

Sekil 4.24: 50uM AXT uygulanan invazyon deneyi sonuglari (10x mikroskop goriintiisii).

36



100 I |
Hm Kontrol
80
5 - 8 25 uM
>
& 60 B 50 uM
o
:g 40_
I
X
20
0 |
Kontrol 25 M 50 uM

Sekil 4.25: AXT uygulanmis Hela hiicre hatlarinda invazyon analizi grafigi. ( *p<0,05).

4.4. Gercek Zamanh (Real-Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuclari

4.4.1. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinde MMP2, MMP9, NFkB mRNA
Ekspresyon Diizeyleri

AXT uygulamasi1 yapilan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde kontrole kiyasla
MMP2 geninin mRNA ekspresyonunun 24. saatte anlamli sekilde azaldig tespit edilmistir
(p<0,05). Benzer sekilde NFkB geninin mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla
AXT uygulanan grupta 24. saatte anlaml diizeyde azaldig1 saptanmistir (p<0,05). MMP9
geninin ekspresyon diizeylerinin ise kontrole kiyasla AXT uygulanan gruplarda anlamli

sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin kontrol ve AXT uygulamasi yapilan
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gruplarinda MMP2, MMP9, NFkB mRNA ekspresyon diizeyleri.
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4.4.2. Hela Serviks Kanseri Hiicrelerinde MMP2, MMP9, Nfkb Mrna Ekspresyon

Diizeyleri

HeLa serviks kanseri hiicrelerinde AXT uygulamasi sonrasinda, NfkBgeninin mRNA
diizeylerinde kontrol grubuna gore 12., 24. ve 48. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma saptanmistir (p<0,05). MMP9 geninin mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna
kiyasla AXT uygulanan grupta 24. anlamh diizeyde azaldigi belirlenmistir (p<0,05).
48.saatte ise MMP9 geninin mRNA ekspresyonunun kontrole kiyasla anlamli sekilde arttig:
tespit edilmistir (p<0,05). MMP2 gen ekspresyon diizeylerinin, AXT uygulanan gruplarda
kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27: HeLa serviks kanseri hiicrelerinin kontrol ve AXT uygulamasi yapilan gruplarinda
MMP2, MMP9, NFkB mRNA ekspresyon diizeyleri.
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4.5. Western Blot Deneyi Sonuglari

4.5.1. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinde MMP2, MMP9, Nfkb Protein
Ekspresyon Diizeyleri

AXT uygulamasi yapilan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde kontrole kiyasla 24.
saatte MMP2 protein ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir. MMP9 ve NFkB protein

ekspresyonlar1 bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir.

Kontrol 12h  24h  48h Kentrol 12h  24h 48h

12h 24h 48h
MMP2 “- —— P
' — MMPY e e S g NFiE SR SR SR s
e (U G G-

Kontrol

pactin W W W W Ak

Sekil 4.26: MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin kontrol ve AXT uygulamasi yapilan
gruplarinda MMP2, MMP9, NFkB protein ekspresyon diizeyleri.

4.5.2. Hela Serviks Kanseri Hiicrelerinde MMP2, MMP9, Nfkb Protein Ekspresyon

Diizeyleri

AXT uygulamasi yapilan HeLa serviks kanseri hiicrelerinde kontrole kiyasla NFkB protein
ekspresyonunun anlamli sekilde azaldig: tespit edilmistir (Sekil 4.29). Bu bulgularin NFkB
mRNA ekspresyonu ile de uyumlu oldugu saptanmigtir. Ayrica MMP2 protein
ekspresyonunun kontrole kiyasla AXT uygulamasi yapilan gruplarada 12. 24. ve 48.
saatlerde azaldigi belirlenmistir. Ayn1 sekilde MMP9 protein ekspresyonunun da AXT

uygulamasi yapilan gruplarda 12. 24. ve 48. saattlerde kontrole kiyasla azaldig1 saptanmustir.

Kontrol ~ 12h 24h 48h Kontrol 12h 24h 48h Kontrol ~ 12h 24h 48h

MMP2 “& “ g

By o e e dhed. AT ———

e
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Sekil 4.27: HeLa serviks kanseri hiicrelerinin kontrol ve AXT uygulamasi yapilan gruplarinda
MMP2, MMP9, NFkB protein ekspresyon diizeyleri.
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5. TARTISMA

AXT’nin proapoptotik, antikanser, antioksidan ve antiinflamatuar gibi birgok biyolojik
aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir (12). AXT nin a-tokoferol ve B-karotenden daha
etkili antioksidan 6zellikler sergiledigi ve UV A radyasyonundan kaynaklanan DNA hasarini
azalttigi gosterilmistir (144,145). Peritoneal mezotelyal hiicrelerde, AXT’nin anti-
inflamatuar, antioksidan ve mitokondriyal ROS temizleme aktiviteleri sayesinde epitelyal-
mezenkimal gecisi sinirlayarak nefropati ile iliskili komplikasyonlar {izerine iyilestirici
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (146). Fare epidermal hiicre hatt1 JB6P + hiicrelerinde
yapilan bir c¢aligmada, bes giinlik AXT tedavisinden sonra hiicrelerin neoplastik
doniistimiiniin inhibe oldugu ve hiicre canliliginda %94'e kadar bir azalma oldugu
belirlenmistir (147). Chen ve ark. [132] iki farkli melanom hiicre hattina AXT
uygulamasinin hiicre proliferasyonunu sirasiyla %50 ve %80'e kadar inhibe ettigini ve

melanom hiicre migrasyonunu doz bagimli olarak diisiirdiigiinii géstermistir.

Baska bir c¢alismada AXT uygulamasinin, bronkoalveoler hiicreli karsinom (A549) ve
skuamoz hiicreli karsinom (H1703) gibi kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde
proliferasyonu baskiladig1 ve bu hiicrelerde koloni olusturma yetenegini sirasiyla %50.29 ve
%39.71 oraninda diistirdiigii tespit edilmistir (148). AXT’ nin etkisi iizerine yapilan ilk
caligmalardan bazilar1 AXT’nin meme kanseri (MCF-7 ve MDA-MB-468) hiicrelerinin
hiicre canliligin1 6nemli dl¢giide baskilamadigini belirtsede, daha ileri arastirmalar AXT nin
meme adenokarsinomu iizerine sitotoksik aktivitesini gdstermistir (149,150). Bharathiraja
ve ark. [151,152] yaptiklart ¢alisma, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine karsi
AXT*nin antikanser potansiyeli oldugunu ortaya ¢ikardi, bir bagka ¢aligmada ise AXT‘nin
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 6liimiinii indiikledigi belirlendi. Diger yandan AXT’nin,

normal meme epitel hiicreleri lizerinde toksisite gdstermedigi de tespit edilmistir (153).

MMP2 ve MMPO ektraselliilar matriksi degrade eden endopeptidazlardir ve bu sekilde
kanser invazyonu ve migrasyonuna katki saglarlar (154). Kowshik ve ark, [155]
caligmalarinda AXT nin MMP2 ve MMP9 ekspresyonu iizerindeki etkilerini incelemisler ve

kanser hiicrelerinde MMP2 ve MMP9'un asir1 eksprese edildigini ve invazyon sirasinda
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ECM’i parcaladiklarin1 tespit etmislerdir. Kanser hiicrelerine astaksatin uygulamasi
yaptiktan sonra ise, MMP2 ve MMP9'un mRNA ve protein ekspresyonlarinda azalma
oldugunu belirlemislerdir. Oral skuamé6z hiicreli karsinom hiicreleri iizerinde
gerceklestirilen baska bir ¢alismada, astaksantin uygulanan hiicrelerde MMP2, MMP9 ve
NF-kB’ye ait mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla azaldigi
tespit edilmistir (156). Nagendraprabhu ve ark, [157] kolon kanseri olusturduklar1 rat
modelinde AXT uygulamis ve AXT verilen gruplarda MMP2, MMP9 ve NfkB protein

ekspresyon diizeylerinin azaldigini1 saptamiglardir.

Yukaridaki ¢aligmalarla uyumlu olarak bu ¢alismada astaksantinin MDA-MB-231 meme
kanseri ve HeLa serviks kanseri hiicreleri lizerine sitotoksik etkisi oldugu belirlendi. MDA -
MB-231 meme kanseri hiicrelerinde gerceklestirilen ¢aligmalar sonucunda, 25 pM, 50 uM,
100 uM ve 250 pM konsantrasyonlarindaki uygulamalarin yara iyilesmesi iizerinde etkili
oldugu belirlenmistir. Ayrica, 25 pM, 50 uM ve 100 uM dozlarmin hiicre invazyonu
tizerinde de anlaml diizeyde etkili oldugu saptanmistir. AXT uygulanan MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinde, kontrol grubuna kiyasla 24. saatte MMP2 ve NfkB mRNA
ekspresyon diizeylerinde azalma gozlemlenmistir. Benzer sekilde, AXT uygulanan
gruplarda 24. saatte MMP2 protein ekspresyonunun da azaldigi belirlenmistir. Ancak,
MMP9 ve NfkB protein ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark tespit edilmemistir.

AXT’nin HeLa serviks kanseri hiicreleri {izerinde sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.
Ozellikle 25 uM, 50 uM, 100 uM ve 250 pM konsantrasyonlarinda uygulanan tedavilerin
yara iyilesmesi lizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica, 25 pM ve 50 uM dozlarinin
hiicre invazyonunu anlamli diizeyde baskiladig1 belirlenmistir. Bu ¢calismada, 12., 24. ve 48.
saatlerde AXT uygulanan HeLa hiicrelerinde, kontrol grubuna kiyasla NfkB mRNA
ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma gozlemlenmistir. Ayrica, MMP9 geninin
mRNA diizeyinde ekspresyonunun 24. saatte AXT uygulanan grupta kontrol grubuna gore
anlamli dlizeyde azaldigr belirlenmistir. 48. saatte ise MMP9 geninin mRNA
ekspresyonunda kontrole kiyasla anlamli bir artis gézlemlenmistir. Ote yandan, MMP2 gen
ekspresyonu da AXT uygulanan gruplarda kontrole kiyasla anlamli sekilde artmistir. mRNA
bulgulari ile uyumlu olarak AXT uygulamasi yapilan tiim gruplarda kontrole kiyasla NFkB
protein ekspresyonunun da anlamli sekilde azaldigi tespit edilmistir. Ayrica MMP2 ve
MMP9 protein ekspresyonlarinin kontrole kiyasla AXT uygulamasi yapilan gruplarda 12.

24. ve 48. saatlerde azaldig1 belirlenmistir.
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MDA-MB-231 meme kanseri ve HeLa serviks kanseri hiicrelerinde AXT uygulamasini
takiben, belirli zaman noktalarinda kontrol grubuna kiyasla MMP2 ve MMP9 mRNA
ekspresyon diizeylerinde artig saptanmistir. Bu sonuglarin, AXT’nin s6z konusu genlerin
ekspresyonunu baskilayan diizenleyici genleri inhibe etmesinden ya da MMP2 ve MMP9’un
transkripsiyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorlerini aktive etmesinden kaynaklanmig
olabilecegi disiiniilmektedir. Ancak protein diizeylerinde gozlemlenen genel azalma,
translasyon sonrast mekanizmalarin veya protein stabilitesindeki degisimlerin de AXT'nin

etkilerine dahil olabilecegini diisiindlirmektedir.

MMP2 ve MMPY, tiimor hiicrelerinin ekstraselliiler matriksi pargalayarak invazyon ve
metastaz yeteneklerini artirmalarinda kilit rol oynayan metalloproteinazlardir (154). NfkB
ise, bu proteazlarin transkripsiyonel aktivitesini dogrudan ya da dolayli yollarla
diizenleyebilen bir transkripsiyon faktoriidiir ve ayni zamanda hiicre sagkalimi, inflamasyon
ve metastaz ile iliskili bircok genin ekspresyonunda rol almaktadir (47,48,88). Bu
caligmadan elde edilen bulgular, AXT nin MMP2, MMP9 ve NfkB sinyal yolaklar1 iizerinde
diizenleyici etkiler gosterebildigine isaret etmektedir ve bu etkiler araciligiyla tiimor
hiicrelerinin invazyon ve migrasyon kapasitelerini baskilayabilecegini gdstermektedir. Ayni
zamanda AXT’nin hem transkripsiyonel hem de post-translasyonel diizeyde etkili

olabilecegini ve bu etkinin doza ve zamana bagl olarak degisebilecegini diisiindliirmektedir.

Bu calismanin bazi smirliliklart bulunmaktadir. MMP2, MMP9 ve NFkB ekspresyon
diizeyleri analiz edilmis olmakla birlikte, ilgili sinyal yolaklar1 ve bu genlerle iligkili diger
genlerin kapsamli bir sekilde incelenmesi gerekmektedir. Ayrica, elde edilen bulgularin
dogrulanmas1 ve mekanistik etkinin derinlestirilmesi amaciyla in vivo modellerde

gerceklestirilmis ¢alismalarin yapilmasi 6nem arz etmektedir.

Bu sonuglar, giiclii bir antioksidan olan AXT’nin, tiimdr gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli
rol oynayan MMP2, MMP9 ve NFkB gibi molekiiller izerindeki baskilayici etkilerini ortaya
koymakta ve AXT’nin antitiimdral 6zelliklere sahip olabilecegini, dolayisiyla potansiyel bir

tedavi ajani olarak degerlendirilebilecegini diislindiirmektedir.

Sonu¢ olarak, AXT, kanser hiicrelerinin elimine edilmesi amaciyla tedaviye yonelik
potansiyel bir molekiil olarak degerlendirilebilir. Bu konuya iligkin mevcut literatiir sinirhidir
ve AXT nin kanser hiicreleri iizerindeki etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in ileri diizeyde

ve daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadi
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