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OZET

Avenanthramide C ‘nin Meme Kanseri Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi

Amac¢: Meme tiimoriiniin olusumu yiiksek seviyede oksidatif stres ve serbest
radikal iiretimine maruz kalinmasi sonucu meydana gelmektedir. Artan oksidatif stres
ve serbest radikallere karsi etki gOsterebilen antioksidan maddeler kanser tedavisinde
terapotik etkinlik saglayabilmektedir. Bu ¢calismada antioksidan kdkene sahip bir madde
olan Avn C’nin in vitro olarak meme kanserinde etkilerinin degerlendirilmesi
amacglanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda Avn C’nin antioksidan kaynakli tedavi

stratejileri i¢in bir kaynak olusturabilmesi hedeflenmektedir.

Materyal ve Metot: Bu c¢alisma, meme kanseri hiicre hatlarindan MDA-MB-
231 ve MCF-7 hiicreleri iizerinde gergeklestirildi. Avn C’nin antiproliferatif etkilerinin
goriilebilmesi i¢in hiicre canlilig1 hakkinda bilgi veren MTS yontemi, hiicre liimleriyle
ilgili incelemeler i¢in apoptoz analizi ve Tripan mavisi ile boyama yontemleri, hiicre
dongiisii ile ilgili analizler her iki hiicre hattinda kontrol grubu hiicreleri ve Avn C ile
tedavi edilen hiicreler i¢in ayr1 olarak incelendi. Hiicrelere Avn C ile muamele edilmesi
sonrasi hiicrelerin koloni olusturabilme yeteneklerini belirleyebilen klonojenik testler
yapildi. Ayrica Avn C’nin invazyon lizerinde etkilerinin gdézlemlenebilmesi ic¢in

invazyon analizleri yapildi.

Bulgular: Avn C’nin meme kanseri hiicre hatlarindan MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicrelerinde uygulanmasiyla her iki hiicre hattinda da etkinlik gosterdigi belirlendi.
Antiproliferatif etkisiyle her iki hiicre hattinda hiicre canliligini azalttigi, sitotoksik
etkisiyle hiicre 6ltimlerine neden oldugu goriildii. Ayrica MDA-MB-231 hiicre hattinda
hiicre dongiisii iizerinde sinirlayici etkileri oldugu ve yine ayni hiicre hatti i¢in invazyon

analiziyle hiicrelerin invazyonunu inhibe edici aktivite gosterdigi sonuglarma ulasildi.

Sonu¢: Bu tez calismasiyla Avn C bilesiginin meme kanseri hiicrelerinde
gostermis oldugu antiproliferatif etkileri, hiicre dliimiinii tetikleyici aktiviteleri, hiicre
dongiisiinii  sinrlayict ve invazyonu engelleyici karakteristikleri nedeniyle meme

kanseri lizerinde terapotik etkinligi olabilecegi dnerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Avn C, antioksidan, ROS, meme kanseri
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ABSTRACT

Researching the Effect of Avenanthramide C on Breast Cancer

Aim: The formation of breast tumor occurs as a result of exposure to high levels
of oxidative stress and free radical production. Antioxidant substances that can act
against increased oxidative stress and free radicals can provide therapeutic efficacy in
cancer treatment. In this study, it is aimed to evaluate the effects of Avn C that a
substance with antioxidant origin, in breast cancer in vitro. For this purpose, it is aimed

that Avn C could be a source for antioxidant-based treatment strategies.

Material and Method: This study was performed on MDA-MB-231 and MCF-
7 cells from breast cancer cell lines. MTS method, which provides information about
cell viability to see the antiproliferative effects of Avn C, apoptosis analysis and Trypan
blue staining methods for cell death studies, cell cycle analyzes for control cells and
Avn C treated cells in both cell lines analyzed separately. After treating the cells with
Avn C, clonogenic tests were performed to determine the colony forming abilities of the
cells. In addition, invasion analyzes were performed to observe the effects of Avn C on

invasion.

Results: It was determined that Avn C showed activity in both cell lines when it
was applied to MDA-MB-231 and MCEF-7 cells from breast cancer cell lines. It was
observed that it decreased cell viability in both cell lines with its antiproliferative effect
and caused cell death with its cytotoxic effect. In addition, it was concluded that MDA -
MB-231 cell line has limiting effects on cell cycle and also showed inhibitory activity

against invasion of cells by invasion analysis for the same cell line.

Conclusion: With this thesis, it can be suggested that Avn C compound may
have therapeutic effects on breast cancer due to its antiproliferative effects, cell death
triggering activities, cell cycle limiting and invasion inhibitory characteristics in breast

cancer cells.

Key Words: Avn C, antioxidant, ROS, breast cancer
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ATCC :American Type Culture Collection

(Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu)

Avn A :Avenantramid A
Avn B :Avenantramid B
Avn C :Avenantramid C
COX-2 :Siklooksijenaz-2

DHAvVD :DihidroAvenantramid D

DMEM :Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO :Dimetilstilfoksit

EDTA :Etilendiamin tetraasetikasit

EMT :Epitelyal Mezenkimal Transmisyon

FBS :Fetal Bovin Serum

FITC :Floresan isotiosiyanat

LOX :Lipoksijenaz

PBS :Phosphate Buffer Saline

PI :Propidyum Iyodiir

ROS :Reactive Oxygen Species (Reaktif Oksijen Tiirii)
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1.GIRIS

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en sik goriilen malignitelerden
biridir ve kansere bagli 6liimlerin ¢cogunun ana nedenidir(1). Kanser arastirma alanlarindaki
onemli gelismelere ragmen biiyiik bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir ve biyomedikal
arastirma Onceligi gostermektedir. Bu kanser tiirli, son derece heterojen goriinmekte ve

potansiyel olarak agresif ve kompleks biyolojik 6zelliklere sahiptir(2).

Meme tiimorleri arasinda gozlemlenen agik bir bicimde farkli molekiiler fenotiplerin
sayis1t meme tlimorlerinin ¢esitliligine dair bir delil sunmaktadir. Meme epitel biyolojisinin
farkli molekiiler 6zellikleriyle baglantili olabilecek dort grup tanimlanmistir. Bu dort grup
ER+/luminal benzeri, bazal benzeri, normal epitel benzeri, Erb-B2+(3). Daha sonraki
calismalarda luminal benzeri grup i¢in bir alt siniflandirma daha belirlenmistir. Luminal A ve

Luminal B olmak iizere iki alt kategoriye ayrilmistir(4).

Dogal iirtinler antikanser tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesi i¢in dnemli bir
baslangi¢c noktasi sunmaktadir. Antioksidanlar olarak iyi bilinen polifenoller, ¢ok sayidaki

yolak ve mekanizmalarin diizenlenmesiyle antikanser etki gosterir(5).

Avenantramidler, ¢ogunlukla yulafta bulunan polifenollerin bir grubudur. Yulaf,

avenantramidlerin benzersiz bir kaynagidir ve kendine 6zgii bilesigi olarak diisiiniiliir(5).

Avenantramidler reaktif tiirlerin bloke edilmesi araciligiyla kanseri onlemektedir.
Apoptoz ve hiicresel yaslanmanin aktivasyonu, hiicre proliferasyonunun engellenmesi ve
epitel mezenkimal doniisiim inhibisyonu dahil eden ¢oklu metabolik yollarin modiilasyonuyla

tedavi edici aktivite sergilemektedirler(5).

Avenantramidler, antiinflamatuar, antiproliferatif, antioksidan, vasodilator

aktiviteleriyle, genis kapsamli bioaktivitelere sahiptirler(6).

Hem yulaf tanelerinde hem de yapraklarinda bulunan yaklasik olarak 40 farklh

avenantramid tiirii bulunmaktadir.En bol bulunanlar1t Avn A, Avn B ve Avn C’dir(7).

Bir dizi calisma, bu dogal iirlinlerin hem in vitro hem de in vivo olarak giicli
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu, ayrica anti-inflamatuar, anti-irritan, antiaterojenik ve

antiproliferatif aktivitelere sahip oldugunu, bunlarin hiicresel oksidatif fonksiyon



bozukluklarin1 dnleyebilecegini veya smirlayabildigini ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi oksidatif strese bagli hastaliklarin gelisimi ve kansere kars1 koruma sagladigini

gostermistir(7).

Avenantramidler yulaftan ekstrakte edilmis ¢oziinebilen fenolik bilesiklerden olan
fenilpropanoid ve 5-hidroksi antranilik asidin konjugatlaridir. Avenantramidlerin {i¢ esas
isoformundan olan Avn A, Avn B ve Avn C yaygm bir bicimde kullanilmaktadir. Baglica bu
iic isoform, antioksidan, antiproliferatif, antihistamin ve antiinflamatuar fonksiyonlari

gostermistir(8).

Literatlirdeki mevcut bilgiler avenantramidlerin kanserin bazi 6zellikleri iizerindeki
etkilerinden dolayr kemoterapotik potansiyele sahip olduguna isaret etmektedir.
Avenantramidler sahip olduklar1 antiinflamatuar o6zellikleriyle pro-inflamatuar sitokinleri
modiile ederek tiimér mikrocevresini degistirebilir ve tiimor boyutunu azaltabilir. Ayrica
avenantramidler, hiicre dongiisiiniin ilerleyisini etkileyebilir ve siklinlerin azaltilmasiyla
hiicreleri durdurdugu goriilmiistiir(9). Siklin seviyelerini etkileme yetenegiyle beraber
canlilikta azalmanin belgelenmesi Avn C’nin antiproliferatif oldugunun agiga ¢ikmasina

neden olmustur(9).

Avn C ile 1ilgili olarak literatiirde verilen antiinflamatuar, antioksidan ve
antiproliferatif 6zelliklerinden yola ¢ikarak, Avn C’nin meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre
dongiisiinii  baskilayacagi, apoptozu uyaracagi calismanin hipotezini olusturmaktadir ve

hipotezin dogrulugunun test edilmesi amaglanmaktadir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri, diinya capmda kadinlarda kansere baglh dliimlerin en sik nedenidir.
Meme kanseri etiyolojisini ¢evreleyen bir¢ok belirsizlie ragmen, yogun epidemiyolojik,
klinik ve genetik ¢aligmalar, meme kanseri ile baglantili risk faktorleri olarak birtakim
biyolojik ve sosyal nitelik tanimlamistir. Bu o6zelliklerin baslicalari, BRCAI ve BRCA2
duyarlilik genlerinin kaniti, ailede meme kanseri Oykiisii, yas, iyonize radyasyon, alkol
tilketimi ve ¢esitli hormon ve metabolik faktorlerdir. Hormonal etkiler arasinda, yiiksek
Ostrojen seviyelerine ve aktif metabolitleriyle baglantili bir etiyolojik islev atfedilmistir(10).

Yogun epidemiyolojik arastirmalarla belgelenen ve genel karsinogenez ilkeleri
baglaminda goriilen meme kanseri risk faktorleri, 3 ana bilesenden olusan bir etiyolojik
modele entegre edilebilir: meme kanseri olusma olasiligt meme dokusuna 6zgii erken
yasamda belirlenen kok hiicre sayisma baglidir. Tiim biiylime arttirict mamotropik hormonlar,
baslatilan klonlarin genisleme oranini etkiler ve hamilelik, halihazirda baslatilan hiicrelerin
replikasyonunu uyarirken, meme dokusuna 6zgili kok hiicrelerin farklilasmasi yoluyla uzun
vadeli koruma saglar. Bu bakis acisi, meme kanserinin epidemiyolojisi ve dogal oykiisii
hakkinda bilinenlerin ¢ogunu barmdirir ve bu kanserin kokeninde erken yasamin roliinii
vurgular(11).

Yiiksek diizeyde fiziksel aktivite ve yliksek diizeyde sebze, meyve ve zeytinyagi
tilketiminin, muhtemelen endojen Ostrojen seviyelerini azaltarak meme kanseri riskinin
azalmasiyla iliskili oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, kanitlarin yetersiz oldugu goriisii
de kabul gormektedir. Calismalarin ¢cogu, alkollii igecek tiiketiminin, Ostrojen seviyelerini
artirarak meme kanseri riskini artirabilecegi yoniindedir(12).

Kadinlarda meme kanseri insidansi yasa, meme bezi kitlesine ve endojen ve eksojen
hormonlara maruziyete gore degisir. Yas Ongoriilen en 6nemli faktordiir. Meme bezinin
biiyiimesini etkileyen hormonal etkiler meme kanseri riskini artirir; 6rnegin erken menars ve
ge¢ menopoz. Hormonal kontraseptiflere maruz kalma, 51 epidemiyolojik ¢alismadan elde
edilen verilerle birlestirilmis ve yeniden analizinde degerlendirilmistir. Oral kontraseptif
kullanicilar1 arasinda meme kanseri goreceli riskinde kiiclik bir gegici artis vardir, ancak
kullanim tipik olarak meme kanserinin nispeten nadir oldugu gen¢ yaslarda gerceklestiginden,

boyle bir artisgin genel insidans oranlar1 lizerinde ¢ok az etkisi olacaktir. Buna karsilik,
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menopoz hormonu tedavisine maruz kalma, meme kanseri i¢in temel risk daha yiiksek
oldugunda ortaya ¢ikar ve epidemiyolojik calismalar ve randomize kontrollii arastirmalar,
kombine Ostrojen ve progestojene maruz kalma ile meme kanseri riskinde siirekli bir artig
gostermektedir(13).

Meme kanserinin tek bir homojen hastaligi temsil etmedigi giderek daha fazla kabul
gormekte ve hormon-reseptér durumu Onemli klinik ve etiyolojik farkliliklar:
tanimlamaktadir. Hormon-reseptor konumuna goére meme kanseri risk modellerini
karsilagtirmak i¢in farkl yaklagimlar bulunmaktadir. Bu yaklasimlardan biri olan Rosner ve
Colditz modeli hormon-reseptor pozitif ve hormon-reseptdr negatif meme kanseri risklerini
ayr1 olarak tahmin ederken, baska bir yaklasim olan ayn1 zamanda meme kanserinin klinik
degerlendirmesi i¢in en yaygin kullanilan model olan Gail modeli ise invaziv meme kanseri

gelisiminin 5 y1llik mutlak risklerini tahmin etmektedir(14).

2.1.1. Meme Kanseri ve Hormonal Baglantilar

Meme kanseri tiimorlerinin dortte tigiinden daha fazlas1 hormonal yanit olusturur. Bu
hormon bagimlilig1 hastaligm ilerleyisini ve insidansini belirlemek i¢in ¢evresel ve genetik
faktorlerle etkilesim gostermektedir(10).

Meme kanseri, Ostrojen veya progesteron reseptdr ifadesine ve ERBB2 gen
amplifikasyonuna gore kategorize edilen 3 esas tiimor alt tiirlinden olugsmaktadir. Alt tiirlerin
herbirinin farkli risk profilleri vardir ve herbirine 0zgii farkli tedavi stratejileri
bulunmaktadir(11).

Meme kanseri, human epidermal growth factor 2 ve Ostrojen veya progesteron
reseptOrlerinin molekiiler markerlarinin varligma ya da yokluguna bagl olarak 3 esas alt tiire
kategorize edilmistir. Bu smiflandirma hormon reseptér pozitiffERBB2 negatif

(HR+/ERBB2-), ERBB2 pozitif (ERBB2+) ve triple-negatif seklindedir(11).



Tablo 2.1.’de bu tiirlerin patolojik tanimlar1 ve prevalans degerleri ile ilgili baglica

ozellikleri ifade edilmistir.

Tablo 2. 1. Meme kanserti ii¢ alt tiiriiniin patolojik tanimlar1 ve prevalans degerleri (11)

Hormon Reseptort

(HR)+/ERBB2-

ERBB2+(HR+ yada
HR-)

Uclii Negatif

Patolojik Tanim

Tumor hiicrelerinin
>%1 ‘i ostrojen

reseptor veya

Tiimor hiicreleri
ERBB?2 proteinini ya
da ERBB?2 genini

Tlimor, Ostrojen
reseptor, progesteron

reseptdr pozitiflik veya

progesteron reseptor hiicrelerde son derece ERBB?2 geninden higbir
proteini i¢in pozitif cogaltir patolojik kriterle
uyusmaz
Molekiiler Ostrojen reseptorii Onkogen ERBB? asiri Bilinmeyen (biiylik
Patogenez onkojenik metabolik aktif duruma geger ihtimalle ¢esitli)
yolagim aktive eder
Meme Kanseri 70 15-20 15

Vakalarinin Yizdesi

Yas ve kadin cinsiyeti, 35 ve 39 yaslar1 arasinda hizla artan ve 80’li yaslardan sonra
bir plato noktasna gelen insidans oraniyla meme kanseri i¢in biiylik risk faktorleridir.
Bununla birlikte, ortalama menopoz yasi olarak bilinen 50 yas civarinda artis hiz1 diismektedir
ve yas spesifik insidans egrisinde Clemmesen’s hook olarak bilinen bir biikiilme noktasi
olusturmaktadir(10). Clemmesen’s hook biikiilme noktast Sekil 2.1.’de verilen grafikte

goriilmektedir.
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Sekil 2. 1. Meme kanserli hastalarda yaklasik 50 yaslarinda biikiilme noktasini (Clemmesen’s
hook) gosteren yasa 6zgii insidans oranlar1 (SEER Veritabani) (10) SEER=Surveillance,

Epidemiology and End Results program of the National Cancer Institute

Sekil 2.1.’de goriildiigii gibi bu gegis noktasi, Gstrojen reseptdrii pozitif ve negatif
negatif tiimorlerin insidansi 50 yasina kadar hizla artar ve sonrasinda diizlesmekte veya
azalmaktadir. Buna karsilik, Gstrojen reseptorii pozitif tlimorlerin insidansi 50 yasina kadar
benzerdir, ancak sonrasinda daha yavas bir hizda tirmanmaya devam etmektedir(10).

Meme kanserinin baslamasinda ve ilerlemesinde kanser kok hiicre teorisi ve stokastik
teori olmak iizere iki hipotetik teori bulunmaktadir. Kanser kok hiicre teorisi, biitiin tiimor alt
tiirlerinin ayn1 kok hiicrelerden ya da progenitor hiicrelerden tiiretildigini ileri stirmektedir.
Kok hiicrelerde ya da progenitor hiicrelerde edinilen genetik ve epigenetik mutasyonlar farkli

timor fenotiplerine neden olacaktir. Stokastik teori ise her tiimor alt tiirlinlin tek bir hiicre



tipinden (kok hiicre, progenitor hiicre ya da farklilagsmis hiicre) baslatildigmi savunmaktadir.
Rastlantisal mutasyonlar herhangi bir meme hiicresinde birikebilir ve yeterince mutasyon
biriktiginde tiimor hiicrelerine doniismelerine neden olabilir(12).

Molekiiler diizeyde meme kanseri heterojen bir hastaliktir ve molekiiler 6zellikleri
ERBB2 geni tarafindan kodlanan HER2 human epidermal growth factor reseptdriiniin
aktivasyonu, hormon reseptorlerinin(dstrojen ve progesteron reseptorleri) aktivasyonu veya
BRCA mutasyonlarini kapsamaktadir(13).

Meme kanseri olusumuna neden olan bir diger faktor ailesel yatkinliktir. Bu noktada
en onemli genler, bir hiicredeki tiimdr supresor genlerin islevini yerine getiren BRCAI ve
BRCA2 genleridir(14) Bu genlerdeki mutasyonlardan meydana gelebilecek mutlak meme
kanseri riski yiiksektir(15). Neredeyse biitiin meme kanserleri, sporadik ya da ailesel
yatkinliga baglh olup olmaksizin BRCAI geni mutasyonuyla iliskilidir(16).

BRCAI (BReast-CAncer susceptibility gene 1) ve BRCA2 genleri mutant fenotipleri
meme kanserine yatkinlik olusturan tiimor supresor genlerdir. Kapsamli arastirmalar, BRCA
proteinlerinin ¢ok sayida dnemli hiicresel siirecte yer aldigini gdstermistir. Ozellikle, her iki
gen de DNA hasarma yanit olarak DNA onarimina ve transkripsiyonel diizenlemeye katkida
bulunmaktadir. Son ¢aligmalar, kromozomal stabilitenin korunmasi icin BRCA proteinlerinin
gerekli oldugunu ve boylece genomu hasardan korudugunu gostermektedir. Yeni elde edilen
veriler ayrica BRCA proteinlerinin DNA onarmmi, hiicre dongiisii ve apoptoz ile ilgili bazi

genleri transkripsiyonel olarak diizenledigini gostermektedir(17).
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Sekil 2.2. BRCA proteinlerinin 6zellikleri(17).

Sekil 2.2.de verilen resimde BRCA proteinlerinin yapilar1 ve konformasyonlarinda
yer alan esas elemanlar goriilmektedir. BRCAI, N-terminal RING alanini, niikleer
lokalizasyon sinyallerini (NLS) ve iki C-terminal BRCT alanmi icerir. Etkilesen proteinler,
baglanma bdlgelerinin altinda yesil ¢ubuklar ile gosterilmistir. CHK2 veya ATM tarafindan
fosforile edilmis alanlar kirmiz1 oklarla belirtilmistir. BRCA2, BRC motifinin sekiz tekrarmi
icermektedir. Rad51, yesil cubuklarla gdsterilen sekiz BRC tekrarindan altisina dogrudan
baglanmaktadir(17).

2.1.2. Meme Kanseri ve Reaktif Oksijen Tiirii Iliskisi

Molekiillerin oksidasyonu ve indirgenmesi kapsayan kimyasal reaksiyonlar her
hiicrede meydana gelmektedir. Bu reaksiyonlar sonucu serbest radikallerin olusumu
gozlenebilmektedir. Serbest radikal, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, bagimsiz
olarak var olabilme yetenegine sahip bir kimyasal tiirdiir. Boylelikle bu serbest radikaller,
cesitli organik substratlarla tepkime verecek mevcut elektronlara sahip olduklarimdan son

derece kararsiz molekiiller olarak bilinmektedir(18).



Aerobik organizmalar tarafindan molekiiler oksijenin kullanilmasi, reaktif oksijen
tiirleri  (ROS) olarak bilinen oksijen iceren birtakim reaktif tiirlerin olusumuyla
sonuc¢lanir(18). ROS, oOkaryotik hiicrelerde hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
sistemler tarafindan tiretilmektedir ayn1 zamanda hiicresel fizyoloji ve patofizyolojide 6nemli
rol oynamaktadir(19).

Oksijen igeren reaktif tiirler olarak tanimlanabilen bu terim, stiperoksit (O2=—), hidrojen
peroksit (H202), hidroksil radikali (OH®), singlet oksijen (102), peroksil radikali (LOO®),
alkoksil radikali (LO®), lipid hidroperoksit ( LOOH), peroksinitrit (ONOO-), hipoklordz asit
(HOCI) ve ozon (0O3) gruplarmi dahil eden kolektif bir terimdir(18).

Fizyolojik konsantrasyonlar1 hiicrenin hayatta kalmasmi saglamak icin c¢ok kritik
olmakla beraber, asir1 ROS iiretimi hiicreler i¢in hasar verici olabilmektedir ve
norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler bozukluklar ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarin
gelisimi i¢in kilit unsurlar olarak diistiniilmektedir. Kanser hiicreleri genellikle, daha yiiksek
ROS seviyelerine maruz kaldiginda, devam eden c¢ogalma, 6liimden ka¢ima, anjiyogenez,
yayilabilirlik ve metastaz i¢in uyaran yoluyla malignant fenotipi uyarabilmektedir(19).

Canli organizmalarin gelismesi, canlilig1 veya yaslanmasi i¢in gerekli mekanizmalarin
altinda ROS’lerinin intrinsik biyokimyasal 6zellikleri bulunmaktadir(20).

Belirli bir bolgede ROS varligi, cesitli kaynaklardan iiretimi ile enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilmasi arasindaki dengeden ileri
gelmektedir. Bu sistemin dengesizlik durumu pro-oksidant bir ¢evreye neden olabilir. Bu
durum oksidatif stres olarak karakterize edilmistir. ROS asir1 iiretimi veya yetersiz
antioksidan aktivitesinin oldugu kosullarda bu tiir dengesizlik durumlar1 meydana
gelmektedir(19). Oksidatif stres olustugunda, gesitli hiicre organellerinde DNA ve protein
alterasyonlar1 gibi kimyasal degisikliklere neden olabilen, yiiksek oranda reaktif oksijen
tiirlerin asir1 iiretimiyle sonuclanabilmektedir(26).

Meme hiicrelerinin genomundaki degisiklikler, biiyiilk olasilikla hasar gormiis
hiicrelerin reseptdr aracilifiyla proliferasyonu ile dstrojen kaynakli oksidatif stres tarafindan
olusturulan ROS'un kombinasyon halinde olusturdugu ROS oksidatif saldirist ile
gerceklesmektedir(19).



Tablo 2.2.°de serbest radikaller olarak gruplandirilan reaktif oksijen tiirleri ve
eslenmemis elektronlarini belirten simgeleri birlikte gdsterilmektedir. Hidroksil, siiperoksit,
nitrikoksit ve tabloda bulunan diger serbest radikaller eslesmemis tek elektrona sahiptir.

Tablo 2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) (26)

Serbest Radikaller
Hidroksil OH-
Superoksit 02
Nitrik Oksit NO-
Thiyl RS-
Peroksil RO,

Tablo 2.3.’de radikal olmayan kategoride bulunan reaktif oksijen tiirleri ve sembolleri
verilmistir.

Tablo 2.3. Radikal Olmayan Reaktif Oksijen Tiirleri (26)

Radikal Olmayan Reaktif Oksijen Tiirleri
Peroksinitrit ONOO-
Hipokloroz asit HOCI
Hidrojen peroksit H,0O,
Singlet oksijen YA g ('0y)
Ozon (0N
Lipid peroksit LOOH

2.1.3. Meme Kanserinde Antioksidan EtKisi

Hiicreler, kendilerini oksidatif strese karsi savunmak icin antioksidanlar olarak
adlandirilan enzimatik ve enzimatik olmayan bilesikleri kullanmaktadir(26). Antioksidan
terimi, ROS eliminasyonunda gorev alan bir enzim veya kofaktdrii nitelendirmek igin

kullanilan bir ifadedir(21). Antioksidan bilesikleri, ROS’ii azaltma yetenegine sahiptir.
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Antioksidanlar, endojen ve ekzojen antioksidanlar olmak {lizere koken alma sekillerine gore
siniflandirilmaktadirlar(22).

Antioksidanlar, ROS yikimi yada dengeli seviyede tutulmasi i¢in gerekli olan fazla bir
elektron saglamaktadirlar. Dolayisiyla ROS’un kararli bir halde, dengede kalmay1
stirdiirebilmesi ve kanser hiicreleri i¢in antioksidan tiretilmesini kaginilmaz hale getirmektedir
(23).

Modern tip, kanser problemlerini azaltmak igin Oncelikle kanser Onleyici 6zelliklere
sahip bilesikler iizerinde yogunlagmistir. Son donemlerde modern tip, kanserin dogal besin
bilesenleri ile dnlenmesi ve tedavi edilmesini vurgulamaktadir. Dogal polifenolik bilesikler
olarak flavonoidlerin anti-kanser, anti-inflamatuar aktiviteleri dahil olmak {izere cesitli
Ozellikleri kanitlanmistir(24).

Flavonoidlerin, proliferasyon, apoptoz ve anjiyogenez metabolik yolaklarmin
modiilasyonu yoluyla tiimor hiicrelerinin iistesinden geldigi yakin zamanda bulunmustur(24).

Fitokimyasallar, antioksidan aktiviteleri ve kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleme
yetenekleri sebebiyle alternatif terapdtik ajanlarin gelistirilmesine yol gosterebilmektedir(25).
Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda bile bir substratin oksidasyonunu geciktirebilir
veya engelleyebilmektedir(26). Endojen olarak tanimlanan antioksidan molekiilleri igten
sentezlenebilirken, ekzojen olarak ifade edilen antioksidan molekiilleri tiiketim yoluyla
almabilmektedir.  Antioksidanlar, etki mekanizmalarina bagli olarak iki gruba
ayrilabilmektedir. Bu iki grup, zincir kiric1 antioksidanlar ve onleyici antioksidanlar olarak
ifade edilmektedir(26).

Onleyici antioksidanlar zincir baslama hizin1 azaltirken zincir kiric1 antioksidanlar
zincirin yayilmasma miidahale ederek aktivite gdstermektedir. Onleyici antioksidan sistemler,
serbest radikallerin ve aktif oksijen tiirlerinin kontrolsiiz olusumunu veya biyolojik yapilarla
reaksiyonlarini engelleyebilmektedir(26).

Zincir kiric1 antioksidanlar ROS uzaklastirabilme yetkisine sahiptir ve kendi icerisinde
alt kategorilere ayrilmaktadir. Alt kategorilerden birincisi kiigiik molekiil antioksidanlar
olarak nitelendirilen grup, C vitamini veya glutatyon gibi suda ¢6ziinebilen bilesikleri hem de
E vitamini, karotenler, lipoik asit ve koenzim Q10 gibi yagda ¢oziinen bilesikleri i¢erisinde
barmdirmaktadir. Tkinci grup ise hiicreler tarafindan sentezlenen siiperoksit dismutaz, katalaz
ve glutatyon peroksidaz enzimlerini dahil etmektedir. Siiperoksit dismutaz enzimi
stiperoksit(O,") iyonunu, katalaz enzimi hidrojen peroksiti(H,O,) ve glutatyon peroksidaz

enzimi ise hiicresel peroksitleri detoksifiye ederek fonksiyon gostermektedir. Bu enzimler
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sayesinde hiicre, oksidatif strese karsi koyabilmekte ve yikim icin hasarli molekiilleri

hedefleyebilmektedir(26).

Tablo 2. 4. Baz1 Endojen ve Ekzojen Antioksidanlarin Baslica Fonksiyonlar1 (26)

Zincir Kiric1 Antioksidanlar Onleyici Antioksidanlar

Albumin, bilirubin, tirik asit Metallotionin, transferrin

Vitamin C, Vitamin E, karotenler,lipoik Koeruloplasmin, myoglobin, ferritin
asit

Koenzim Q, glutatyon, flavonoidler Selenyum, flavonoidler

EDTA (etilendiamin tetraasetat)

DTPA (dietilenetriamin pentasetat)

Enzimatik antioksidanlar: superoksit

dismutaz,

Katalaz, glutatyon peroksidaz

Tablo 2.4.’de reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirabilme yetkisine sahip zincir kirici
antioksidanlar ve zincirin baslama hizini azaltarak etki gosteren onleyici antioksidan 6rnekleri

verilmistir.

Diyet ve kanserden korunma arasindaki iliski bitki kaynakli fitokimyasallar ve
bunlarin antikanser aktiviteleri arasindaki dinamik iliskiyi gosteren pek c¢ok calisma
tarafindan desteklenmektedir(36). Flavonoidler, insan saglhigini gelistirici yararlar1 bulunan
bitkilerden tiiretilen dogal iirlinlerdir(27). Flavonoidler, yap1 ve 6zellikler bakimmdan genis
capta farkliliklar gosteren ¢ok sayida polifenol grubudur(28). Fenolik bilesikler, bitki
metabolizmasinin baslica ikincil iirlinli olmakla beraber, bir veya daha fazla hidroksil grubu
(fenolik birim) tasimakta ve en az bir aromatik halkadan olugsmaktadir. Kimyasal yapilar1 basit
bir fenolik molekiilden (fenolik asitler) karmasik yiiksek molekiiler agirlikli bir polimere
(polifenoller) kadar degisebilir(7). Polifenol bilesikleri dogal eksojen antioksidanlardir.
Yiyeceklerle alindiginda degisime ugramadan emilim gosterir veya hidroksilasyon,

metilasyon, siilfatlama yoluyla metabolize edilirler(28).
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Deneysel aragtirmalara gore, flavonoid bakimindan zengin beslenme ile diisiik BRCA
riski arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir. Bu sebepten, dogadan elde edilen
bilesikler, kanser arastirma alaninda odak noktas: konumundadir(24).

Flavonoidler, anti kanser fonksiyonlariyla dogrudan veya dolayli olarak metabolik
yolaklar1 modiile edebilmektedir. Biyoflavonoidlerin anti dstrojenik 6zelliklerinin kesfi ile
biyoflavonoid etkinliginin Ostrojen agonisti veya antagonisti olabilme potansiyeli arastirma
konusunda dikkat ¢gekmektedir(24).

Lif bakimindan zengin ve islenmemis gidalarin kanser dahil olmak iizere bir¢ok
hastalik riskini azalttigi c¢alismalarla acikliga kavusturulmustur. Dogal {iriinlerin coklu
hiicresel hedeflerle sinerjik olarak etkilesime girme yetenegi, kanser patogenezinin
karmasikligina karsi etki mekanizmasi saglayabilir. Ayrica, dogal bilesikler, geleneksel
kemoterapotik ilaclara nazaran genellikle daha 1yi bir giivenlik profili ile nitelendirilmistir(5).

Mevcut arastirma verileri, tam tahillarin daha 6nce bilinenden daha fazla antioksidan
fitokimyasal icerdigini ileri siirmektedir. Tam taneli tahillar, benzoik ve sinnamik asitler,
antosiyanidinler, kininler, flavonoller, flavonlar, flavanonlar ve aminofenolik bilesiklerin
tiirevlerini igeren fenolik bilesiklerin bol miktarda bulundugu kaynaklardir. Mineraller, eser
elementler, vitaminler, karotenoidler, polifenoller, alkilresorsinoller, betain, kolin, kiikiirt
iceren amino asitler, lignanlar ve avenantramidler tam taneli tahillarda bulunan ve beslenme
yollariyla alinabilen antioksidanlardir. Cogunlukla kepek ve tohum kisimlarinda yer
almaktadirlar ve farkl antioksidan mekanizmalarina sahiptirler(29).

Bu mekanizmalar, c¢oklu doymamis lipidlerin oksidasyonunun (E vitamini)
Onlenmesini, plazma homosistein konsantrasyonunun azaltilmasini (B9 vitamini, betain,
kolin), sliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve tioredoksin (Zn, Fe, Se, Cu, Mn) gibi
antioksidant enzimlerin kofaktorii olarak rol almasini veya eslesmemis elektronlarin (E
vitamini, polifenoller, alkilresorsinoller) stabilizasyonu ve delokalizasyonunu kapsamaktadir.
Tam taneli tahil antioksidanlari, suda ve yagda ¢ozilinebilme 6zelligine sahiptir(29).

Yulaf, antioksidan aktivitesi gosteren pek ¢ok molekiilii icerisinde bulundurmaktadir.
Bu molekiillerin bir tiirli olan avenantramidler, polifenollerle yapisal benzerlik gdstermekte,
ancak kafeik asit veya vanilin gibi diger yulaf fenolik bilesiklerinden 10-30 kat daha fazla
antioksidan kapasiteye sahip oldugu bilinmektedir(5). Tahil antioksidatif fitokimyasallariin
sagliga olan yararlarin1 miimkiin olan en biiyiik dereceye yiikseltmek ve daha ileri boyuta

tagimak i¢in daha fazla calisma gereklidir(29).
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2.1.4. Fitokimyasallar

Fitokimyasallar, meyvelerde, tahillarda ve sebzelerde bol miktarda bulunan besleyici
olmayan biyoaktif ikincil bilesiklerdir. Fitokimyasallarin tiiketimi, kardiyovaskiiler hastalik,
norodejeneratif hastalik ve kanser gibi kronik hastaliklara karsi koruma saglayabilmektedir
(29, 50).

Fitokimyasallar ¢esitli bitkilerden elde edilmekte ve hem geleneksel hem de modern
ilaglar olarak hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir(29, 51).

Fitokimyasallarm  metabolizmas1  ¢ogunlukla fitokimyasallarin  formuna ve
fitokimyasallarmm metabolizmasindaki kisiye 6zgli varyasyonlara baghdir. Fitokimyasallarmn
metabolizmasmi ve farmakokinetigini anlamak, g¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in bitki bazh
ilaclarin uygulanmasina yardimei olabilir(29, 52).

Proinflamatuar gen ekspresyonlarmin dogal modiilatorleri olarak, meyve, sebze ve
baklagillerden elde edilen fitokimyasallar, ¢esitli nutrasétiklerin ve farmasotiklerin yeni
biyoaktif anti-inflamatuar formiilasyonlarma dahil edilebilir(29, 53).

Son olarak, bu fitokimyasallar, insan sagligi durumunun iyilestirilmesi i¢in dogal
tedavi stratejisi olarak tartisilmaktadir. Meyve ve sebzelerdeki fenolikler ve triterpenoidler,
diger bilesiklerden daha yiiksek anti-inflamatuar aktivite gostermektedir. Gida
baklagillerinde, lektinler ve peptitler ¢ogu durumda anti-inflamatuar aktiviteye sahiptirler.
Bununla birlikte, meyveler, sebzeler ve baklagillerden elde edilen fitokimyasallarin anti-

inflamatuar aktivitesi hakkinda ¢alismalar bulunmaktadir (29, 54).
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2.2. Avenantramidler

Yulaf, (Avena sativa) antik caglardan beri besin degerlerinin yliksek olmasiyla ve
sagliga olan faydalari ile bilinen bir tahildir. Yulaf, Poaceae (veya Gramineae) familyasinda
bulunan tam taneli tahil lirtiniidiir. Avena sativa ve Avena nuda olarak adlandirilan yulafin iki
ana tlirii dogal olarak yetismektedir. Tokoferoller, tokotrienoller ve flavanoidler gibi yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip farkli molekiiler bilesenleri igerisinde bulundurmaktadir. Ayrica,
avenantramidler, antranilik asit ve hidroksisinamik asit bilesenleri iceren fenolik amidler igin
0zgiin bir kaynaktir. Antioksidan, anti-inflamatuar ve antiproliferatif etkileri nedeniyle dikkat
cekici niteliklere sahiptir(7).

Yulafin lif icerigi, besin degerleri ve sagliga faydalar1 oldukca yiiksektir. Tam tahilli
yulaflar, oleik ve linoleik asitler dahil olmak iizere yliksek derecede doymamis lipidler
(toplam yag asitlerinin yaklasik %40'1 ve %36's1) uygun bir esansiyel amino asit bilesimine
sahip proteinler ve yiiksek [B-glukan igerigine sahip diyet lifleri iceren makrobesin
bilesiminden olusmaktadir(7).

Yulaf, antiinflamatuar ve hiicre ¢ogalmasmi Onleyici 6zelliklere sahip ayni zamanda
giiclii antioksidan olmasi yoniiyle bilinen, bir grup polifenolik bilesik olan avenantramidleri
icerisinde barmdirmaktadir(30). Avenantramidler, bir N-sinnamoilantranilik asit grubudur,
ayrica N-sinnamoilantranilat alkaloidleri veya antranilik asit amidleri olarak da
bilinmektedirler(7, 30). Avn'ler, bir hidroksisinamik aside bir amid bagi ile baglanmis bir
antranilik asitten olusan diisik molekiiler agirlikli fenolik amid bilesikleridir(7).
Avenantramidler ilk olarak patojenik mantar Puccina coronata tarafindan enfekte edilmis
yulaf yapraklarindaki fitoaleksinler olarak tanimlanmistir ancak daha sonra yulaf tanelerinde

anlamli diizeyde bulunduklar1 kesfedilince ¢ok farkli yonlerinin oldugu agiga ¢ikmistir(30).
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Antranilik Asit e
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R,
OH 0
E e O Y T Yaps
BEYSN OH H H H N-(4-hidroksisinamoil)-5-hidroksiantranilik asit
m OH OCH, H H N-(4-hidroksi-3-metoksisinamoil)-5-
) hidroksiantranilik asit
OH OH H H N-(3'4"dihidroksisinamoil)-5-hidroksiantranilik asit
H ; (R O N-(#"-hidroksisinamoil)-hidroksiantranilik asit
m H OCHy H H N-(#-hidroksi-3'-methoksisinamoil)-hidroksiantranilik
asit
[CNI H OCHy, H CH, N-(3',4-dimetoksisinamoil)-antranilik asit
H H H H OH N-(4-hidroksisinamoil)-3-hidroksiantranilik asit

Yavn 11 H OH H H OH  N(3'4-dihidroksisinamoil)-3-hidroksiantranilik asit
Sekil 2. 3. Dogal, sentetik ve rekombinant avenantramid tiirlerinin kimyasal yapilar1 ve

isimleri, antranilik asit ve sinamik asitten tiiretilen yapisal olarak birlesimleri (7)

Sekil 2.3.’de kimyasal yapilarindan goriildiigli gibi avenantramidler, molekiiliin sol
tarafinin antranilik asitten ve sag tarafinin ise sinamik asitten tiiretildigi yapisal olarak iki
fragmentin birlesiminden meydana gelen ve yerdegistirebilen N-sinnamoil antranilik
asitlerdir(5). Bu 0zel yap1 ve yer degistirme modelleri baz almarak yer degistiren her
molekiille harf ve sayilar1 iliskilendiren sistematik bir adlandirma gelistirilmistir. Bu
adlandirmaya gore ii¢ esas sinamik asit tiirevleri kafeik asit, ferulik asit ve p-kumarik asit
olarak belirlenmistir. Bu noktadan temel alinan harflendirmeye gore kafeik asit i¢in ¢ harfi,
ferulik asit i¢in f harfi ve p-kumarik asit i¢in p harfi kullanilmasiyla kdken alinan bilesigi

isaret etmektedir(5). Sekil 2.4.’de avenantramid bilesiginin genel yapisi verilmistir.
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Sekil 2. 4. iki fragmentin kombinasyonundan olusan avenantramidlerin genel yapis1 (5)

En bol miktarda bulunan Avn tiirleri sirasiyla 5-hidroksiantranilik asidin p-kumarik,
ferulik ve kafeik hidroksisinamik asitlerle amidleri olan Avn-A (N-(4'-hidroksisinnamoil)-5-
hidroksiantranilik asit), Avn-B (N-(4'-hidroksi-3"-metoksisinnamoil)-5-hidroksiantranilik asit)
ve Avn-C (N-(3'-4'-dihidroksisinnamoil)-5-hidroksiantranilik asit) olarak belirtilmistir(7). En

yaygin olan bu ti¢ Avn formunun kimyasal yapilar1 Sekil 2.5.’de verilmistir.

a ..__s.-""-\\ ___.UH v & I{_, S ‘-‘-"-DH
| ,l l-[ HO = H
el o s e i i
s 7 il ] Lon
) COOH P
HO™ S HyC0 i
Avn-B

Avn-C

Sekil 2. 5. Ug esas Avn tiirlerinin kimyasal yapilar1 (30)

Avn'lerin potansiyel terap6tik uygulamalar1 g6z oniine alindiginda, endiistriyel boyutta

iiretilmelerine imkan saglamak i¢in alternatif olarak yapay sentez stratejileri geligtirilmistir.
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Avn'ler, Saccharomyces cerevisiae ve Escherichia coli dahil olmak {izere genetik olarak
tasarlanmig mikroorganizmalar yoluyla iiretilebilmektedir. Rekombinant Avn, YAvn I N-(4'"-
hidroksisinnamoil)-3-hidroksiantranilik asit ve YAvn II N-(3'-4'-dihidroksisinnamoil)-3-
hidroksiantranilik asit) bu yontemle iiretilen mayadan tiiretilmis Avn tiirlerindendir(5). Sekil

2.6.’da rekombinant Avn tiirlerinin yapilar1 yer almaktadir.

O

OH
0 Ho
Hw\@\ NM\@OH
H
COOH OH COOH OH

Sekil 2. 6. Mayadan tiiretilen YAvn I ve YAvn Il kimyasal yapilari (5)

Avn'lerin farkli formlar1 yulaftan ekstrakte edilebilir, kimyasal sentez yoluyla
iretilebilir ya da maya hiicrelerinde rekombinant DNA teknikleri ile iiretimi
gergeklestirilebilmektedir. Sentetik olarak iiretilebilen Tranilast" " (N-
[3',4'dimetoksisinnamoil]-antranilik asit Avn tiirii ise farmasétik ilag olarak organik sentez
metodolojileri kullanilarak yapay olarak iiretilen avenantramid analogu olma Ozelligi

tasimaktadir(7).

2.2.1. Avenantramidlerin Antiproliferatif Aktiviteleri

Literatiirde belirtilen kesin kanitlar, Avn 'nin insan kolon ve meme kanseri hiicreleri
ve vaskiiler diiz kas hiicreleri (VSMC) gibi farkli hiicre hatlarinin proliferasyonunu 6nemli
Olciide engelleyebildigini isaret etmektedir(7). Avn’ nin farkl kanser hiicre hatlar1 lizerindeki
antiproliferatif etkisinin test edilmesiyle, Avn ile zenginlestirilmis yulaf ekstraktinin, Avn C
ve Avn C'nin metil-ester tiirevinin, CaCo-2, HT29, LS174T ve HCT116 hiicreleri dahil olmak
izere kolon kanseri hiicre hatlar1 tizerinde etkili oldugu goriilmiistiir(31).

Ayrica, Avn analogu olan Tranilast'n, proliferasyon, epitelyal-mezenkimal gecis
(EMT) ve kanser hiicrelerinin invazyonu iizerinde inhibitdr etkiler gosterdigi belirtilmistir.

Son elde edilen kanitlara gore rekombinant YAvn I ve YAvn II'nin, intrasellular ROS
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seviyelerini ve siklin D1 ekspresyonunu azaltma kapasitelerinin artmasi nedeniyle, daha giiclii

antiproliferatif 6zelliklere sahip oldugu agikliga kavusturulmustur(7).

2.2.2. Avenantramidlerin Anti-inflamatuar Aktiviteleri

Avenantramidlerin anti-inflamatuar 6zellikleri birgok ¢aligmada gozlemlenmistir(32).
Anti-inflamatuar etkilerini, ¢esitli potansiyel mekanizmalar lizerinden uygulamaktadirlar(33).
Avn C ve metillenmis tiirevi, endotel hiicrelerinde NF-xB aktivasyonunun baskilanmasi
yoluyla proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. Yakin tarihli bir
protein-ligand yerlestirme ve molekiiler dinamik simiilasyon c¢aligmasi, Avn C'nin iskelet kas
hiicrelerinde IKKp aktivitesini azaltarak NF-xB aracili inflamatuar yanit1 giiclii bir sekilde
inhibe ettigini ileri siirmektedir(8).

Yapilan bir calismada, ¢esitli mast hiicreleri (RBL-2H3, mBMMC ve RPMC)
kullanarak mast hiicre degraniilasyonunu arastirmak ve Avn C anti-alerjik ve anti-inflamatuar
etkilerini analiz etmek i¢in B-heksosaminidaz ve histamin testi yapilmistir. Bu calismada,
antijen ile uyarillan p-heksosaminidaz ve histamin salimiminin Avn C tarafindan inhibe
edildigi goriilmiistiir. Bu nedenle, Avn C'nin mast hiicre degraniilasyonunu baskilayarak anti-
alerjik ve anti-inflamatuar etkiler gdsterebilecegi one stiriilmistiir. Avn C’nin, NF-xB'nin
niikleer translokasyonunu ve proinflamatuar sitokinlerin salinimini inhibe ettigi bu ¢alismada
elde edilen bir diger bulguyu isaret etmektedir(8).

Avn takviyesi alan kadinlarda, NFkB aktivasyonu, plazma IL-6 konsantrasyonu,
eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitesi ve glutatyon seviyelerinde 6nemli bir artis gosterdigi
calismalarla goriilmiistiir(32).

Anti-inflamatuar etkileri i¢in, ¢oklu doymamis yag asitlerinin inflamatuar siire¢lerde
yer alan giliclii sinyal molekiillerine oksijenlenmesini katalize eden lipoksijenazlarin (LOX)
inhibisyonu bir diger etki mekanizmalar1 olarak ifade edilmistir. Bu caligmadaki bir bagka
hipotez, Avn’lerin memelilerde LOX ve/veya siklooksijenaz (COX-2) enzimlerini inhibe
edebilecegi ve boylece lokotrienler ve prostaglandinler gibi pro-inflamatuar bilesiklerin
iiretimini azaltabilecegidir(33).

Yapilan bagka bir ¢alisma, Avn C’nin  kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicrelerinde sirtuinl aktivasyonu yoluyla hipoksi kaynakli siklooksijenaz-2 ekspresyonunu
baskiladigina dair deliller sunmaktadir. Bu c¢alismanin sonuglarina gore, Avn C’nin A549
hiicrelerinde SIRT1 yoluyla hipoksi ile indiiklenen COX-2 ekspresyonunu inhibe ettigini

goriilmektedir. Avn C’nin, COX-2 protein seviyelerinde ve promotor aktivitesinde hipoksi
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kaynakli artig1 bastirdigi ve SIRT1 aktivasyonu yoluyla COX-2 ekspresyonunun hipoksik
indiiksiyonunu inhibe ettigi dolayisiyla Avn C’nin hipoksi altinda akciger iltihabini 6nlemede

faydali olabilecegini ileri siirmektedir(34).

2.2.3. Avenantramidlerin Antikarsinojen Etkileri

Avn’lerin antikarsinojenik etkileri ¢esitli kanser hiicre hatlarinda antikanser
aktivitelerini degerlendiren bir¢ok calisma ile kanitlanmistir. Kanser gelisiminin tiim
asamalarinda yer alan apoptoz, hiicre proliferasyonu, metastas gibi cesitli olaylar1 modiile
edebilme 06zelligi bulunmaktadir(5). Birgok ¢aligma, yulaftaki biyolojik olarak aktif
bilesiklerin pozitif korelasyonuna ve kanserde bir azalmaya neden olduguna dair isaret
etmektedir(35).

Avn ‘lerin antitiimor aktivitesi ve kanseri dnlemesi, cilt kanseri hiicrelerine, epitelyal
akciger kanserine ve kolon karsinomuna karsi goézlemlenmistir. Yulaftaki aktif bilesenlerin
akciger kanseri hiicrelerinde normal hiicrelere gore sitotoksik oldugu ve oksidatif stresi
indiikledigi bulunmustur. Yulafta bulunan benzersiz bir fitokimyasal olan avenantramidlerin
zayiflatict etkileri, sonuglarm yulaf ve yulaf kepegi tiiketiminin kolon kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu azaltabilecegini 6ne siirdiigli bir in vitro ¢alismada gozlemlenmistir. 2014
yilinda yapilan sistematik bir inceleme, yulaf veya yulaf kepeginin kolorektal adenom ve
kanser iizerinde bazi 6nleyici etkileri olabilecegi sonucunu 6ne siirmiistiir(32). 2017 yapilan
bir c¢alismayla antikanser etkiler gosteren Moringa oleifera tohumlari ve Avn 2fin
kombinasyon halinde hepatokarsinom gelisimine karsi etkili bir kemopreventif kokteyl
olabilecegi sonucuna varilmistir(36).

Hiicresel yaslanmanin uyarilmasi, Avn’lerin tiimor supresif aktivitesi i¢cin bagka bir
potansiyel mekanizma olarak kabul edilmistir. Calismayla Avn A’nm, hiicresel biiyiimiis
boyut ve artan [-galaktosidaz aktivitesi dahil olmak iizere spesifik morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerle gosterildigi gibi kolon kanseri hiicrelerinde (HCT116 ve HCTS)
hiicresel yaglanmayi tetikledigi kaydedilmistir(5).

Baska bir calismada ise filizlenmis yulafin ve fenolik-Avn 6ziitiiniin azoksimetan
/dekstran siilfat sodyum ile indiiklenen kolorektal kanser fare modelinde kemopreventif
etkisini degerlendirdirilmistir. Coklu bilesiklerin sinerjik etkilerinden dolay1 yiiksek

kemopreventif etki gosterdigi sonucu elde edilmistir(37).
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2.3. Avenantramid C

Ug esas isoformdan biri olan Avn C ‘nin yulaf tohumundaki miktar1, Avn A ve Avn B
ye gore iki kat daha yiiksektir(38). Cogunlukla yulafta bulunan bir polifenol olan Avn C’nin
cesitli biyolojik o6zellikler sergiledigi bilinmektedir(8). Bu o6zellikler, antioksidan, anti-
proliferatif, antihistamin ve anti-inflamatuar fonksiyonlar1 icermektedir. Yapilan ¢alismalar,
biiyiik 6l¢lide Avn C’nin bir anti-kanser ilaci olarak kullanma potansiyelini gostermek i¢in
yiiksek antioksidan etkilerine odaklanmistir(39).

Hastings ve Kenealey’ in 2017 yilinda yaptiklar1 caligmaya gore, normal hiicreler i¢in
belgelenen toksisite olmaksizin Avn C’nin doz sinirlayic1 yan etkileri olmayan yeni bir
kemoterapotik olarak kullanmaya olanak taniyabilecegi 6ne siiriilmiistiir(9). Ayrica Avn C
‘nin anti-inflamatuar sitokin seviyelerini azaltarak anti-inflamatuar aktivitelere aracilik
etmesi, bir diger dikkat cekici 6zelligidir(34). Bir baska ¢alismada, Avn C, intrasellular
serbest radikal seviyelerini ve antioksidan gen transkriptlerini azaltarak H,O, kaynakli
oksidatif stresi azalttig1 sonucuna ulasilmistir. Ek olarak, Avn C’nin, H,0, veya timor
nekroz faktorii-a’ya (TNF-a) yanit olarak proinflamatuar sitokinleri kodlayan gen
transkriptlerinin seviyelerinin azalmasina neden oldugu ayni ¢alismayla gézlemlenen bir diger
olgudur(40).

Mast hiicre aracili alerjik inflamasyona karst Avn C’nin etkinligini degerlendirmek
icin yapilan ¢alismada, Avn C ‘nin mast hiicre aracili alerjik inflamasyon i¢in olas1 bir
terapotik aday olabilecegi one siirtilmiistiir(8).

Avn C, hiicresel saglhigin genel olarak iyilestirilmesine katkida bulunan ¢ok yonli
sitoprotektif yetenekler gostermektedir. Bu bilesigin arastirilmasi, Avn C’nin potansiyel bir

nutrasotik olarak kullanimini daha ¢ok destekleyici veriler sunacaktir(40).

2.4. Cahsmanin Amaci

Literatiirde verilen bu bilgilerden kdken alarak yapilan bu ¢alismanm amaci, meme

kanserinde Avn C bilesiginin etkisinin ne oldugunu gosterebilmektir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Cihazlar

Cihaz

Marka

Inkiibator

Laminar hava akiml kiltir kabini

Mikroskop

Santrifiij cihazi

Sogutmali santrifiij

Hassas terazi

Vorteks

Manyetik karistirict

Azot tanki

Su banyosu

Buz makinesi

Spektrofotometre

Flow sitometri cihazi

Euro Clone Safegrow

Euro Clone Safemate 1.2

Olympus

Hermle

Hermle

A&D

Heidolph

Daihan

International Cryogenics

Benchmark

Niive

Emax Plus

Beckman Coulter Cytoflex
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Calismalarm yapilabilmesi i¢in kullanilan cihazlar yukarida liste halinde

gosterilmigtir.

3.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Kimyasal Madde, Malzeme ve Kitler Marka

Avenanthramide C

Sigma Aldrich, A.B.D.

Dimetil Suilfoksit Merck, A.B.D.
Etanol Merck, A.B.D.
FBS Capricorn, Almanya
L-glutamin Capricorn, Almanya

Penisilin-Streptomisin

Capricorn, Almanya

DMEM F12 1:1 mix Sigma, A.B.D.

PBS Capricorn, Almanya

Metanol Merck, A.B.D.

Propidyum iyodiir Chem Cruz, A.B.D.
Mikropipetler Ependorf, Almanya

CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay Promega, A.B.D
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI Biolegend, A.B.D
Corning Matrigel Invasion Chamber 6 Well-Plate 8.0 Micron Corning, A.B.D.
Yazihm Program Adi

Grafik ¢izim yazilimlari Graph Pad Prism 9

Grafik ¢izim yazilimlari CytExpert

Referans diizenleme yazilimlar1 Endnote X8
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Kullanilan kimyasal madde, malzeme, kitler ve sonuglarin analiz edilmesinde

yararlanilan yazilimlar yukarida gosterilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Cahismalar

Calismada, MCF-7 (ATCC® HTB-22) ve MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26) meme
kanser hiicre hatlar1 kullanildi. MCF-7 hiicre hattt ER, PR ve Her2 hormon reseptorlerinin
ekspresyonu durumunda pozitif (ER+, PR+ ve Her2+) olarak belirtilirken MDA-MB-231
hiicre hattinda bu durum tam tersini igsaret etmektedir. ER, PR ve Her2 hormon reseptorlerinin
ifadeleri olmaksizin (ER-, PR- ve Her2-) MDA-MB-231, s6z konusu hormon reseptorleri i¢in

triple negatif olarak belirtilen bir hiicre hatti olma 6zelligi tagimaktadir.

Her iki hiicre hatt1 i¢in, hiicre pasaji ve hiicre kiiltiiriiniin devamliligmin saglanmasi
calismalarinda % 10 FBS, 100 pug/ml penisilin-streptomisin ve 2 Mm L-glutamin igeren
DMEM:F12 besiyeri kullanildi.

3.2.2. Hiicrelerin Coziilme Asamasi

DMEM:F12 besiyeri +4 C°’den alinarak uygun sicakliga gelmesi i¢in su banyosunda
37 C° ye sitildi. -196 C*’de kriyojenik bir ortam saglayan azot tankinda muhafaza edilen
hiicreler alinarak bir siire ¢oziilmeleri i¢in beklendi. Ardindan, kryovial iginde bulunan hiicre
stispansiyonu 15 ml ‘lik falkon tiiplere alinarak iizerine DMEM:F12 besiyeri 4 ml olarak

eklendi ve 1500 rpm 5 dakika olarak ayarlanarak santrifiij edildi.

Santrifiij isleminin hemen ardindan supernatant kisim uzaklastirildi ve pelette bulunan
hiicre iizerine besiyeri ilave edilerek pipetaj yapildi. Total hacim 6 ml olmak {izere besiyeriyle

tamamlanarak 25 cm?’lik flasklara alinds.
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3.2.3. Hiicre Kiiltiirii Pasaj1 ve Hiicre Kiiltiiriiniin Devamhih@inin Siirdiiriilmesi

Cahsmalan

T-25 cm’ hiicre kiltiirii flasklar: kullanilarak calismalar gerceklestirildi. Pasajlama
islemi hiicrelerin yogunluguna baglh olarak 3 veya 4 giinde bir olarak yapildi. Konfluent
durumda oldugu goriilen hiicrelerin pasajlanmasi yapilirken ilk olarak hiicre kiiltiirii
yiizeyinde bulunan besiyeri uzaklastirildi. Geriye kalan hiicre tabakasi iizerine 2 ml tripsin-
EDTA(%0.05) eklenerek 37 C”de bir siire bekletilip flask yiizeyine tutunmus durumdaki
hiicrelerin tamamen kalkmalar1 beklendi. Faz kontrast 1sik mikroskobu altinda kontroliin
ardindan kalktiklarindan emin olunan hiicrelerin iizerine 3 ml besiyeri eklenmesiyle pipetaj
yapildi. Bu hiicre ve besiyeri karigimi1 15 ml ‘lik falkon tiiplere alinarak 1500 rpm 5 dakika
olmak sartiyla santrifiij edildi. Daha sonra supernatant atilip pelet {izerine yeni besiyeri ilave
edildi. Karigimm homojenligi saglandiktan sonra tekrar yeni bir T-25 cm”lik flaska alinarak
kiiltiiriin devamliligi saglandi. Kiiltiirler %5 CO; ve %98 nem igeren 37 C’lik etiivde inkiibe

edildi.

3.2.4. Hiicrelerin Dondurulma islemi

Tek tabaka halinde tutunmanin oldugu bir hiicreye uygulanan pasaj islemleri yapildi.
Dondurulacak hiicrenin i¢inde bulunacagi, %90 FBS ve %10 DMSO olacak sekilde karisim
hazirlandi. Tripsinle kaldirilip santrifiij edilme asamasi sonrasi elde edilen pelet {izerine bu
karisim eklenerek pipetaj yapildi. Kryovial tiipler, 1 ml i¢erik bulunduracak sekilde hiicre ve
karisimdan alinarak igerisine koyuldu. -80 C°de bir giin bekletildikten sonra uzun siireli

koruma saglamasi amaciyla azot tankina alind1.

3.2.5. Hiicre Sayiminin Yapilmasi

Yapilan deneyin sartlarina bagh olarak, calisma icin gerekli olan 25 cm?® ’lik hiicre
kiilttir flasklarina, 6 kuyucuklu ve ya 96 kuyucuklu platelere uygun olarak hiicrelerin ekimleri
yapildi. Deneyin ilerlemesi ve sonuglarmn netligi agisindan en dnemli unsur olmasi dolayistyla
her kuyucukta esit sayida hiicre olmasina dikkat edildi. Buradan hareketle, yapilan deneyin ilk

asamasinda belirli sayida hiicre ile baglanmasi i¢in hiicre sayimi yapildi.
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Hiicre sayimi i¢in Neubauer lami kullanildi. Neubauer lami {izerinde 16’sar kareden
olusan, hacmi 0.1 pl olan toplam dort alan bulunmaktadir. Toplam dort alandaki kare ¢izgisi
icindeki hiicreler sayildi ve ortalamalar1 alinarak, alan basina diisen ortalama hiicre sayist
hesaplandi. Hiicrelerin ¢ok yogun oldugu gozlendiginde siispansiyon seyreltilerek kullanild1
ve yapilan hesaplamaya diliisyon faktorii de dahil edildi. 1 ml’deki hiicre sayisi; Ortalama
canli hiicre sayisi x diliisyon faktorii x 10* formiili ile hesaplama yapilarak istenen hiicre

sayist belirlendi.
3.2.6. Hiicre Proliferasyonu Testi- MTS

Hiicrelerin proliferasyonu iizerinde, ¢alisilan maddenin nasil bir etki gosterdiginin
gdzlemlenmesi i¢in 96 kuyucuklu well platelere her bir kuyucuk 1.5x10° hiicre icerecek
sekilde ekimi yapildi. Ekimi yapilan hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildi ve 24 saat

sonunda Avn C ile tedavi uygulandi.

Caligmada esas olarak 72 saatlik bir zaman arali1 periyod segilerek tedavi edilen
hiicreler 72 saati tamamlayana dek inkiibatorde bekletildi. 72 saatlik zaman diliminin
dolmasiyla sonuglarm alinmasi i¢in CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation
Assay, Promega kiti protokolii uygulandi. Protokole uygun olarak, her bir kuyucuga 20 pnl
MTS soliisyonu eklendi. Renk degisiminin olup olmadig1 kontrol edilerek, 2 saat inkiibatorde
bekletildi ve spektrofotometre cihazinda 490 nm segilerek uygun ayarda Olgiim yapilip

sonugclar alindi.
3.2.7. Tripan Mavisi ile Boyama Testi

Canli hiicre ve 0lii hiicrelerin ayirt edilmesinde, canliligin belirlenmesi i¢in bir diger
gosterge olan tripan mavisi ile boyama testi yapildi. Baslangigta, T-25 cm? flasklara her iki
hiicre hatt i¢in 1.5x10° sayida hiicre ekimi yapildi. 24 saat sonra, hiicre kiiltiir flasklarindaki
hiicrelere Avn C ile belirlenen dozda tedavi uygulandi. 72 saat boyunca inkiibatorde

bekletildi.

72 saat sonunda, hiicre ylizeyinde bulunan besiyerleri, isimlendirilmis falkon tiiplere
ayr1 olarak alindi. Tripsin eklenen hiicreler, tutunduklar1 yiizeyden ayrildiktan sonra hiicre

kiiltiir flasklarmdan alinarak falkon tiiplere aktarmmi yapildi. Santrifiijde ayarlanan 1.500 rpm
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5 dakikaya gore santriftij edildi. Ardindan falkon tiiplerden siipernatant kisim atilip pelet
iizerine 1 ml PBS eklenerek pipetaj yapildi.

Hiicrelerin bulundugu siispansiyon igerisinden 50 pl alinip, 50 ul trypan mavisi ile
karigim haline getirilerek ependorf tiip i¢cinde karigmasi saglandi. Neubauer lami kullanilarak
10 pl bu hiicre ve tripan mavisi karigimindan alindi ve sayim asamasina geg¢ildi. Hiicre sayimi
ile elde edilen veriler sonucunda ortalama olarak canli hiicre ve 6lii hiicre sayisinin yiizdesinin

hesaplanmasi i¢in

(Ortalama canli hiicre savisi / Canli ve 6li hiicrelerin toplam sayisi) x 100

formiilii uygulandi. Boylelikle, tedavi uygulanan hiicrelerde meydana gelen 6liim ve

canlilig1 siirdiiren hiicrelerin oranlar1 belirlenmis canlilik ylizdesine ulagilmistir.
3.2.8. Koloni Olusturma Testi

6 kuyucuklu platelerin her bir kuyucugu 5x10° sayida hiicre bulunduracak sekilde her
iki hiicre hatt1 i¢in hiicre ekimi yapildi ve total hacim 2 ml olmak sartiyla uygun besiyeriyle
tamamlandi. Hiicre ekimi yapildiktan bir giin sonra hiicrelerin tutunmalar1 kontrol edildi ve
Avn C ile tedavi yapildi. Avn C ile muamele edildikten 24 saat sonra hiicrelerin yilizeyinde

bulunan besiyeri alinip yeni besiyeriyle degisimi gerceklestirildi.

Hiicre kiiltiir flasklar1 bir hafta boyunca inkiibatorde bekletilmeye birakildi. Canlilik
durumlar1 araliklarla kontrol edildi. Bir hafta sonunda, Avn C ile tedavi yeniden yapildi ve

protokol tekrar edilerek 24 saat sonra besiyeri yeni besiyeri ile degistirildi.

Hiicre Kkiiltiir flasklar1 tekrar bir hafta siireyle inkiibatorde bekletildi. 14 giiniin
tamamlanmasindan sonra hiicrelerin yiizeyinde bulunan besiyeri uzaklastirildi. 1 ml PBS ile
yikama yapildi. 1 ml metanol eklenerek 10 dakika siireyle hiicrelerin fiksasyonu saglandi. Son
olarak kristal viole boyasi1 eklenip birka¢ dakika beklemeye alindi. Koloni olusumu gézlenen

hiicrelerde boyanma meydana geldigi goriildii.
3.2.9. Hiicre Dongiisii Analizi icin Propidyum Iyodiir ile Boyama

T-25 cm” kiiltiir flasklarma MDA-MB-231 ve MCF 7 hiicreleri i¢in 1.5x10° sayida
hiicre ekimi yapildi. Ekimin yapilmasmin ardindan 24 saatlik siireyle Avn C tedavisi

belirlenen IC50 dozu iizerinden yapild1
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72 saat periyodun tamamlanmasindan hemen sonra hiicreler iizerinde bulunan besiyeri
falkon tiiplere alindi. Flasklara tripsin eklenerek hiicrelerin yiizeyden ayrilmalar1 beklendi.
Kaldirilan hiicreler, falkon tiiplere eklendi ve santrifiij yapilmasi i¢in 1500 rpm 5 dakika
seciminde santrifiij edildi. Santrifiij edilen falkonlardan siipernatant kisim atildi. Geriye kalan

pelet iizerine 1 ml PBS eklendi ve yeniden askiya alind1.

PBS ile yikanan hiicreler tekrar santrifiij edildi. Bu iglemlerin yapilmasindan sonra
PBS hiicre yiizeyinden uzaklastirildi. Elde edilen pelet +4 C*’de bulunan %70 saflikta soguk
etanol ile slispanse hale getirildi. Bu islem, falkon tiipler vorteks iizerindeyken etanoliin damla

olarak yavas bir sekilde eklenmesiyle gerceklestirildi.

Falkon tiipler 30 dakika siireyle buz igerisinde bekletildi. 30 dakikanin bitiminden
hemen sonra, 1500 rpm 5 dakika santrifiij yapilarak etanol uzaklastirildi. Pelet tizerine 1 ml
PBS eklendi ve 30 dakika olarak tekrar buz i¢inde beklemeye birakildi. Hiicrelerin PBS ile
yikanma islemi 2 kez yapilarak 30 dakika bekleme stireci tekrar edildi.

Santrifiij yapilmasindan sonra pelet {izerine 50 pl Rnase A (stok: 100 pg/ml) eklenip
pipetaj yapildi. Rnase A tizerine 250 pl PI (stok: 50 pg/ml) soliisyonu eklenip tekrar pipetaj
yapildi. Cozelti 5-10 dakika oda sicaklhiginda bekletildikten sonra flow sitometri cihazinda

uygun ayarda sonug verileri elde edildi.
3.2.10. Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi icin Yapilan Apoptoz Testleri

[Ik etapta, T-25 cm?lik hiicre kiiltiir flasklarina, her iki hiicre hatt1 icin 1.5x10° sayida
hiicre ekimi yapildi. Hiicre ekiminin yapilmasiyla 24 saatin tamamlanmasindan sonra Avn C
ile tedavi uygulandi. Diger deneylerle ayn1 eksenli olarak 72 saatlik periyod takip edildi ve bu
stire sonunda sonuglarin gézlemlenmesi i¢in uygulanan apoptoz tespit kitindeki protokollerin

her bir asamasi izlendi.

T-25 cm® ‘lik flasklardan kaldirilan hiicreler, isimlendirilmis ayr1 falkon tiipler
icerisinde santriflij edildi. Santriflij yapilmasmin ardindan, Biolegend FITC Annexin V P1ile
apoptoz belirleme kit protokoliine gore hiicrelerin yikama adimlarmna gegildi. PBS ile 2 kez
hiicrelerin yikanmasi saglandi ve santrifiij isleminden sonra pelet halinde bulunan hiicrelerin
slispanse hale getirilmesi i¢in 100 pul Annexin V Binding Buffer kullanild1 ve ¢ozelti, flow

sitometri i¢in kullanilabilen uygun tiiplere alindi.
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Bu c¢ozelti tizerine 5 pl FITC Annexin V soliisyonu eklendi. Propidyum iyodiir
soliisyonundan 10 pl eklenmesiyle son karisim kisa bir siire vorteks yapildi ve karanlikta 25
C° oda sicaklig1 kosullarinda 15 dakika siireyle bekletildi. Bekleme siiresinin hemen ardindan,
400 pl Annexin V Binding Buffer her tiipe eklendi ve uygun ayarda flow sitometri cihazinda

analiz edildi.
3.2.11. invazyon Analizleri

Kullanilan invazyon kitindeki protokolle uyumlu olarak calismalar gergeklestirildi.
Prosediiriin i1lk asamasi olan matrijel rehidratasyonunun uygun kosullar saglanarak
yapilmasiyla tiim adimlar izlendi. Matrijelin rehidratasyonu i¢in invazyon analizine uygun
olan plakalar -20 °C’ den alinip oda sicakligina gelmesi i¢in bir siire bekletildi. Daha sonra
rehidratasyon yapilmasi i¢in insertlerin ve kuyularin iizerine protokolde yazan hacim

miktarlarina uygun olarak 2 ml besiyeri eklemesi yapilda.

Besiyeri eklemenin ardindan 37° C’de 2 saat beklemeye birakildi. 2 saat sonra
besiyerleri iizerlerinden tekrar alindi. Kuyucuklarin iistiine 2 ml %5 FBS igeren besiyeri
kemoattraktant olarak koyuldu. Insertlerin iizerine 2 ml besiyeri ve 1.5x10° sayida hiicre
iceren karigim koyuldu. Hiicrelerin tutunmalar1 kontrol edilip 3,5 saat beklemenin ardindan

1IC25 ve IC50 dozlar1 tizerinden Avn C ile muamele edildi.

72 saat beklemenin ardindan insertler tizerinde bulunan hiicrelerin hem {ist hem de alt
taban1 PBS ile yikandi. Metanol kullanilarak birka¢ dakika fiksasyonu saglandi ve tekrar PBS
ile yikama yapildi. Biitiin bu islemlerin yapilmasindan sonra kristal viole boyasi kullanilarak
boyama asamasina gecildi. 15 dakika boyunca boya igerisinde bekletildi ve boyanin fazla
miktarindan arindirmak i¢in siire sonunda PBS ile yikama tekrar edildi. Elde edilen sonuglarin

resimleri ¢ekildi.
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3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Tez kapsaminda yapilan in vitro ¢alismalarin sonuglarinin degerlendirilmesi, student t

testi ile belirlenmistir. p<0.05 degeri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Avn C ile Muamele Edilen Hiicreler ve Kontrol Grubunun Hiicre

Proliferasyonuna fliskin Bulgular

Hiicrelerin proliferasyonu iizerinde Avn C’nin etkisinin gézlemlenmesi ve in vitro
sitotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla meme kanseri hiicre hatlarindan MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde MTS analizi yapilmistir. Avn C’nin belirli dozlarla uygulanmasinin

ardindan 72 saat sonra analiz ger¢eklestirilerek IC50 konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

MTS sonucunda MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in elde edilen plaka goriintiileri ve MCF-
7 hiicre hatt1 i¢in elde edilen plaka goriintiileri Sekil 4.1.” de gdsterilmektedir.
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MDA MB- 224
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Sekil 4. 1. MTS analizi sonrast MDA-MB-231 hiicre hatt1 plaka goriintiileri (A) MTS analizi
sonras1t MCF-7 hiicre hatt1 plaka goriintiileri (B)
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Plakalar spektrofotometre cihazinda analiz i¢in uygun ayarda okutularak absorbanslar1
belirlenip sonrasinda yapilan hesaplar sonucunda IC50 konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
Belirlenen IC50 degerleri Tablo 4.1.°de gosterilmistir ve bu sonuglar dogrultusunda elde
edilen grafikler Sekil 4.2.’de ve Avn C’nin belirli dozlarla uygulanmasi sonucu MDA-MB-
231 ve MCF-7 hiicre hatlar1 i¢in elde edilen verilerin grafik 6zetleri Sekil 4.3.’de verilmistir.
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Sekil 4. 2. MTS analizi sonucu elde edilen veriler dogrultusunda olusturulan doz-yanit iliskisi

grafikleri
_ 200 -
>80 MDA-MB-231
= 150 -
c
©
O 100 -
)
} .
.g 50 _ -
T ]
°\° 0 - T T T T T T -_\
150 200 250 300 500 750 1000
Tedavi Konsantrasyonlari (uM)

120 -
_ MCEF-7
80 100 -
c 80 -
S
o 60 -
S 40 -
* B

0 T T T T
250 300 500 750 1000
Tedavi Konsantrasyonlari (uM)

32



Sekil 4. 3. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde Avn C’nin belirli dozlarla uygulanmasi

sonucu elde edilen verilerin grafik 6zetler

Tablo 4.1.°"de MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda Avn C’nin uygulanmasiyla

belirlenen IC50 degerleri yer almaktadir.

Tablo 4.1. MTS analizi sonucunda ulasilan IC50 konsantrasyonlari

Hiicre hatt1

IC50 Konsantrasyonu (puM)

MDA-MB-231

582 uM

MCEF-7

722 uM

4.2. Avn C ile Muamele Sonrasi Hiicre Déngiisii Analizlerine iliskin Bulgular

Avn C ‘nin IC50 dozu iizerinden hiicrelere uygulanmasindan 72 saat sonra yontem

3.2.9°da belirtildigi sekilde protokole uygun olarak propidyum iyodiir boyamas: teknigiyle

hiicre dongiisiine dair veriler elde edildi.

MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol grubu olarak tedavi uygulanmayan hiicreler ve

Avn C’nin uygulandig1 hiicrelerin flow sitometride uygun ayarda Ol¢limiiyle hiicre dongiisii

analizi sonug verilerine ulagilmistir. MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubundaki

hiicrelerin hiicre dongiisii grafikleri Sekil 4.4.(A)’da, MDA-MB-231 hiicre hattinda Avn

C’nin yar1 maksimal konsantrasyonu ile muamele sonrasi elde edilen hiicre dongiisii grafigi

(B) ve MDA-MB-231 hiicre hattinda Avn C uygulanmas1 sonucu hiicre dongiisii analizinde

elde edilen hiicre yiizdelerinin grafik sunumu (C)’de verilmistir.
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Sekil 4. 4. MDA-MB-231 hiicre hatt1 tedavi uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinin hiicre
dongiisti grafigi (A), MDA-MB-231 hiicre hattinda Avn C’nin yar1 maksimal konsantrasyonu
ile muamele sonrasi elde edilen hiicre dongiisii grafigi (B), MDA-MB-231 hiicre hattinda Avn
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C uygulanmasi sonucu hiicre dongiisii analizinde elde edilen hiicre yiizdelerinin grafik
sunumu (C). * isareti unpaired t testi ile belirlenen istatistiksel anlamliligin anlamlilik
seviyesinin p<0.05 oldugunu ve ** isareti ise anlamlilik seviyesinin p<0.01 oldugunu ifade

etmektedir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin Avn C 582 puM ile muamele edilmesinden 72 saat sonra
hiicre dongiisii analizine iliskin bulgular ve kontrol grubundaki tedavi uygulanmayan
hiicrelerin hiicre dongiisii grafikleri kiyaslandiginda, Avn C tedavisi sonucunda, hiicre
dongiistiniin sub G1 asamasinda %350.99 oraniyla hiicrelerin yogun bir sekilde yigin
olusturduklar1 goriilmektedir. Bu oran, kontrol hiicrelerinin sub G1 asamasinda %3.02 olarak
kaydedilmistir. Avn C tedavisi sonucu, G1 evresindeki hiicrelerin oran1 %13.20 iken tedavi
uygulanmayan hiicrelerde bu oran %61.68 olarak belirlenmistir. Hiicre donglisliniin S
asamasinda ise Avn C ile muamele edilen hiicreler %2.57 oraniyla goriiliirken, kontrol
grubundaki hiicreler %13.56 oraniyla goriilmektedir. Avn C uygulanan hiicrelerin G2
evresinde orant %?2.11 olarak belirlenmis olup, kontrol grubunda bulunan hiicrelerde

%18.48 dir.

Avn C uygulanan hiicrelerin sub G1 populasyonunda meydana gelen artis, Avn C’nin
DNA fragmentasyonuna neden oldugunu diisiindiirmektedir. Literatiirde varolan bilgiler elde
edilen sonuclar1 desteklemektedir (9). Elde edilen sonug¢lardan, Avn C’nin MDA-MB-231

hiicre hatt1 lizerinde apoptotik bir mekanizmayla etki gosterdigi anlagilmaktadir.

MCEF-7 hiicre hattinda kontrol grubu olarak tedavi uygulanmayan hiicreler ve Avn
C’nin IC50 konsantrasyonu iizerinden(722 puM) uygulandigi hiicrelerin flow sitometride
uygun ayarda Ol¢limiiyle hiicre dongiisii analizi sonug¢ verilerine ulasilmistir. MCF-7 hiicre
hatt1 i¢in kontrol grubundaki hiicrelerin hiicre dongiisii grafikleri Sekil 4.5.(A)’da MCF-7
hiicrelerinde IC50 konsantrasyonu olan 722 pM Avn C ile tedavi uygulanmasi sonrasi 72
saatlik periyodun ardindan yapilan hiicre dongiisii analizine iliskin veriler (B)’de elde edilen

yiizdelerin grafik sunumu (C)’de yer almaktadir.
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Sekil 4. 5. MCF-7 hiicre hattinda tedavi uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinin hiicre

dongiisti grafigi (A), MCF-7 hiicre hattinda Avn C IC50 konsantrasyonuyla tedavi sonrasi

elde edilen hiicre dongiisii grafigi (B), MCF-7 hiicre hattinda Avn C uygulanmas1 sonucunda
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hiicre dongiisii analizinde ulasilan hiicre yiizdelerinin grafik gosterimi (C). * isareti unpaired t
testi ile belirlenen istatistiksel anlamliligin anlamlilik seviyesinin p<0.05 oldugunu ve **

isareti ise anlamlilik seviyesinin p<0.01 oldugunu belirtmektedir.

MCF-7 hiicre dizisinde kontrol grubundaki tedavi uygulanmayan hiicreler ve Avn
C’nin 722 puM olarak uygulanan hiicrelerin hiicre dongiileri agisindan karsilastirilmasia
iliskin sonuglara gore; kontrol grubu hiicreleri sub G1 asamasinda 0.98° lik bir yiizdeye
sahipken, Avn C’nin uygulandig: hiicrelerde %4.39 olarak goriilmektedir. Kontrol grubu G1
evresinde hiicreler %64.73 oranda bulunurken, Avn C ile tedavi uygulanimi sonrasi hiicreler
aynt evrede %60.24 oraninda bir popiilasyonda bulunmaktadir. S evresinde kontrol
grubundaki hiicreler %11.23 oraninda bir dilimde yeralirken, Avn C’nin uygulandig: hiicreler
9% 8.86 oraninda oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu hiicreleri, G2 asamasinda %21.81
oraninda bir popiilasyonun igerisinde ve ayni evre icin Avn C ile muamele sonucunda

hiicrelerin %24.20 oraninda oldugu sonuglarina ulasilmistir.

MCF-7 hiicre hattinda Avn C ile tedavi uygulanmasi sonrasi hiicrelerin canlilik
seviyelerinde azalmanin olmasiyla beraber hiicrelerin normal bir sekilde ¢cogalmaya devam

edebildikleri goriilmektedir.

37



4.3. Avn C’nin Uygulanmasiyla Hiicre Oliimiine iliskin Bulgular

Hiicre Oliimiiniin  gozlemlenebilmesi baglaminda, apoptotik hiicre dlimiiniin
gerceklestigine dair bir kanit sunan ve hiicre Oliimii sebebiyle hiicrelerin dis yiizeyine
transloke olan fosfatidilserin molekiillerine baglanarak apoptotik hiicrelerin goriiniir hale
gelmesine imkan saglayan FITC ile konjuge olabilen Anneksin V ve P1 boyama yontemleri
kullanilmigtir. Biolegend FITC Annexin V P1 ile apoptoz belirleme kit protokoliine gore biitiin

asamalar izlenerek prosediire uygun olarak deneyler yliriitiilmiistiir.

Sekil 4.6.’da elde edilen bulgulara iligkin MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol grubu
olarak Avn C’nin uygulanmadig hiicrelerin 72 saat sonunda flow sitometrideki grafikleri (A)
MDA-MB-231 hiicre hatt1 icin belirlenen IC50 konsantrasyonu (582 uM) iizerinden
hiicrelere Avn C ile muamele edilmesinden 72 saat sonrasi flow sitometride ulasilan grafikler

(B) yeralmaktadir. Kuadrantlarda bulunan hiicre yiizdelerinin grafik olarak sunumu Sekil 4.6.
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Sekil 4. 6. MDA-MB-231 hiicre hattinda Anneksin V ve P1 boyama yonteminin yapilmasiyla
apoptozun belirlenmesi sonucu kontrol grubunda bulunan hiicrelerin grafigi (A) ve Avn C’nin
IC50 konsantrasyonuyla tedavi sonras1t meydana gelen hiicre 6liimlerini ifade eden grafik (B)
ve MDA-MB-231 hiicre hattinda Anneksin V ve P1 boyama yodnteminin yapilmasiyla
apoptozun belirlenmesi sonucu kuadrantlardaki hiicre yiizdelerinin grafik sunumu (C). *
isareti unpaired t testi ile belirlenen istatistiksel anlamliligin anlamlilik seviyesinin p<0.05

oldugunu belirtmektedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinin kontrol grubunda bulunan ve tedavinin uygulanmadig:

hiicrelerdeki her bir kuadrantta bulunan hiicrelerin yiizdesi ve Avn C ile muamele edilen
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hiicrelerin flowsitometride ulasilan grafiginde yine kontrol grubundaki kuadrantin karsiligi
olan boliim ylizdeleri kiyaslandiginda kontrol grubu hiicrelerinde hiicre 6liimii yiizdesi %17.2
olarak goriilitken, Avn C’nin 582 puM konsantrasyonunda muamelesi sonrasi hiicrelerde
%85.09 oraninda hiicre Olimii yiizdesi kaydedilmistir. Yasanan erken ve ge¢ apoptoz
yiizdelerinin Avn C etkisi ile yiiksek bir degerde olmasi Avn C’nin apoptozu uyarict bir

aktivite gosterdigini yoniinde aciklanabilir.

Bu sonuglar, Avn C’nin MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptotik bir mekanizma

iizerinden hiicre 6liimiinii uyardigi sonucunu dogrulamaktadir.

MCF-7 hiicre hattinda kontrol grubu hiicreleri icin Anneksin V ve PI boyamasi sonucu
flow sitometride alinan grafikler Sekil 4.7.(A)’da gdsterilmektedir. MCF-7 hiicrelerinde Avn
C’nin IC50(722 pM) konsantrasyonu {lizerinden uygulanmasindan 72 saat sonrasi flow
sitometride kaydedilen sonuglar ise Sekil 4.7.(B)’de verilmistir. MCF-7 hiicre hattinda
Anneksin V ve P1 boyama yOnteminin yapilmasiyla apoptozun belirlenmesinde elde edilen
sonuclar dogrultusunda kuadrantlarda bulunan hiicre yiizdelerinin grafik olarak sunumlari

Sekil 4.7.(C)’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 7. MCF-7 hiicre hattinda kontrol grubu olarak tedavinin uygulanmadig: hiicrelerde
Anneksin V ve P1 boyama yonteminin yapilmasiyla apoptozun belirlenmesi sonucu elde
edilen grafik (A) ve MCF-7 hiicre hattinda Avn C’nin IC50 konsantrasyonunda uygulanmasi
sonucu Anneksin V ve P1 boyama ydnteminin yapilmasiyla apoptozun belirlenmesinde
ulagilan grafik (B). MCF-7  hiicre hattinda Anneksin V ve P1 boyama yonteminin
yapilmasiyla apoptozun belirlenmesi sonucu kuadrantlardaki hiicre yiizdelerinin grafik
sunumu (C). * igareti unpaired t testi ile belirlenen istatistiksel anlamliligin anlamlilik

seviyesinin p<0.05 oldugunu ifade etmektedir. Istatistiksel olarak karsilastirmalar kontrol
grubunda apoptotik hiicrelerin bulundugu kuadrant ile Avn C ile muamele edilen hiicrelerde

ayni kuadrant boliimii kiyaslanarak yapilmustir.
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MCEF-7 hiicre hattinda kontrol grubu hiicrelerinin, Avn C uygulanan hiicrelerle
kargilastirma yapabilmek i¢in bir temel olusturmast ve Avn C etkilerinin tedavinin
uygulanmadigi hiicrelere gore daha iyi goriilebilmesi i¢in apoptozun belirlenmesi amaciyla
yapilan Anneksin V ve PI boyama yontemi sonucu ulasilan verilere gore kontrol grubu

hiicrelerinde totalde hiicre 6liimii yiizdesi, %14.12 olarak kaydedilmistir.

Avn C’nin 722 pM konsantrasyonunda uygulanmasi izleyen 72 saatlik periyod
sonrasi flow sitometride alinan sonuglara gére Avn C’nin uygulandig: hiicrelerde bu yiizde
degerlerinin degisim gosterdigi belirlenmistir. Apoptozun belirleyici oldugu kuadrantlardan
erken ve gec apoptoz yiizdeleri incelendiginde ise totalde 84.33 oraninda bir yilizdeyle Avn
C’nin MCF-7 hiicreleri i¢in oldukca yiiksek seviyede apoptotik Oliime neden oldugu

gbzlemlenmistir.

4.4. Avn C ile Muamele Edilen Hiicrelerin Klonojenik Testlerine iliskin Bulgular

Avn C ile muamele sonrasi hiicrelerin koloni olusturabilme yeteneklerinin
goriilebilmesi i¢in kristal viole boyamasi kullanildi. Yontem 3.2.8° de belirtildigi gibi hiicre
ekiminin ardindan Avn C ile muamele edildi ve 24 saat sonra besiyeri degisimi yapildi. Bir
hafta siiresince uygun sartlarda inkiibatorde bekletildi. Bir haftanin tamamlanmasiyla yeniden
tedavi uyguland1 ve tekrar yedi gilin siireyle inkiibatorde hiicrelerin canliligr siirdiiriildii. 14

giin sonunda kristal viole boyas1 kullanilarak koloni olusumlarina iliskin goriintiiler alind1.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in goriintiileri alinan plaklar Sekil 4.8.’de verildigi
gibidir. MDA-MB-231 hiicre hattinda tedavi uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinin koloni
olusumlarima iligskin goriintiileri (A), Avn C IC50 dozuyla (582 uM) tedavi sonrasi hiicrelerde
koloni olusumlarma iliskin goriintiiler (B)’de verilmistir. Sekil 4.8. (C)’de MDA-MB-231
hiicre hatt1 i¢in kontrol grubu ve Avn C tedavisi sonrasi goriintiilenen plaklarda bulunan hiicre

kolonileri sayimlar1 sonrasi olusturulan grafik gortilmektedir.
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Sekil 4. 8. MDA-MB-231 hiicrelerinin tedavi uygulanmayan kontrol grubu (A) ve Avn C ile
muamele edilen hiicrelerde (B) koloni olusumlar1 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol
grubu olarak tedavi uygulanmayan plaklarda olusan koloni sayilari ve Avn C ile tedavi

sonrasi olusan koloni sayilarinin karsilastirilmasi (C)

MDA-MB-231 hiicrelerinin kontrol grubu ve bu hiicre hatt1 i¢cin Avn C’nin
uygulandig1 hiicrelerin goriintiileri karsilastirildiginda hiicrelerin  koloni olusturabilme

kabiliyetlerinin uygulanan Avn C etkisiyle kayboldugu sonucuna ulagilmistir.

MCEF-7 hiicre hatt1 i¢in elde edilen plak goriintiileri ise Sekil 4.9.’da yer almaktadir.
MCEF-7 kontrol grubu hiicrelerinde goriilen koloni olusumlar1 Sekil 4.9.(A)’da ve MCF-7
hiicrelerinin Avn C ile tedavi sonrasi koloni olugsumlarinin goriintiileri Sekil 4.9.(B)’de
verilmigtir. Sekil 4.9.(C)’de MCF-7 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubu ve Avn C tedavisi sonrasi

goriintiilenen plaklarda bulunan hiicre kolonileri sayimlar1 sonrasi olusturulan grafik

goriilmektedir.
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Sekil 4. 9. MCF-7 hiicrelerinin tedavi uygulanmayan kontrol grubu (A) ve Avn C ile
muamele edilen hiicrelerde (B) koloni olusumlar1 ve MCF-7 hiicre hattinda kontrol grubu
olarak tedavi uygulanmayan plaklarda olusan koloni sayilar1 ve Avn C ile tedavi sonrasi

olusan koloni sayilarinin karsilastirilmasi (C)
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MCEF-7 hiicre dizisi i¢in alman sonu¢ goriintiilerine bakildiginda, tedavinin
yapilmadig1 kontrol grubu hiicreleri ve Avn C IC50(722 uM) konsantrasyonu ile tedavinin
uygulandigi hiicreler, koloni olusumlar1 agisindan kiyaslandiginda Avn C etkisiyle hiicrelerin

koloni olusumlarinda azalma meydana geldigi fark edilmektedir.

4.5. Avn C Uygulanmasi Sonrasi Hiicrelerin Tripan Mavisi ile Boyanmasina iliskin

Bulgular

Canli hiicrelerin hiicre zarlarinin biitliinliigii sebebiyle, hiicre kiiltiirii ortamina eklenen
boyalar1 digarda birakmasi, diger taraftan 6lii hiicrelerin zar yapismin bozulmasindan dolay1
zarlarindan gecgerek hiicreyi boyayabilme esasina dayanan tripan mavisiyle boyama teknigiyle

stispansiyonda bulunan canli ve 6lii hiicre yiizdeleri belirlenmistir.

Tripan mavisiyle boyanmanin yapilabilmesi i¢in Yontem 3.2.7.°de belirtildigi gibi
adimlar izlenmistir. Canli ve 6lii hiicrelerin yiizdelerinin belirlenebilmesi i¢cin Neubauer lami
kullanilarak hiicre sayimlar1 ger¢eklestirilmistir. Hiicre sayimlar1 sonucu elde edilen verilerin

grafik olarak dokiimleri sunulmustur.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubundaki hiicrelerin tripan mavisiyle
boyanmasini takiben hiicre sayimlar1 sonucu kontrol grubu hiicre dliimleri yiizdesi % 6 olarak

belirlenmistir. Avn C ile muamele sonucu hiicre 6liimii ylizdesi ise % 70 olarak belirlenmistir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubu ve Avn C tedavisi uygulanan hiicrelerin

tripan mavisiyle boyanmasima dair sonuglarin grafik sunumlar1 Sekil 4.10.’da verilmistir.
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Sekil 4. 10. MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicrelerin tripan mavisiyle boyanmasi sonucu
hiicre sayimlarindan elde edilen verilerin grafik sunumu. * isareti kontrol grubuyla Avn C

uygulanan hiicrelerin istatistiksel olarak kiyaslandiginda anlamlilig1 ifade etmektedir.

MCF-7 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubundaki hiicrelerin 6liim yilizdesi % 8 olarak
kaydedilmistir. Avn C ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin boyanmalarinin ardindan

sayimlar1 yapildiginda hiicre 6liimii yiizdelerinin % 41.6 oldugu goriilmiistiir.

MCEF-7 hiicre hatti i¢in kontrol grubu olarak tedavinin yapilmadig hiicreler ve Avn C
tedavisi uygulanan hiicrelerin tripan mavisiyle boyanmasiyla elde edilen yiizdelerin grafik

gosterimleri Sekil 4.11.°de verilmistir.
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Sekil 4. 11. MCF-7 hiicre hattinda kontrol grubu hiicreleri ve Avn C tedavisi uygulanan
hiicrelerin tripan mavisiyle boyanmast sonucu hiicre sayimlarindan elde edilen yiizdelerin

grafik sunumu

44



4.6. invazyon Analiziyle Avn C Uygulanmasimin Hiicreler Uzerinde Etkilerinin

Belirlenmesine iliskin Bulgular

Matrijel kapli Boyden chamber kullanilarak in vitro invazyon analizi gerceklestirildi.
Hiicrelerin basement membran matriks icerisinden kemoatraktant igeren besiyerine dogru
geemesi ve gecisi saglayan hiicrelerin sayisinin dlgiilmesi esasina dayanan in vitro invazyon
analizi Yontem 3.2.11.°de belirtilen sekilde Corning Matrigel Invasion Chamber 6 well
plate,8.0 Micron kit protokoliine uygun olarak yapildi. 72 saatlik periyodu takiben invaze
durumdaki hiicrelerin goriintiilenebilmesi ve nicel verilere ulasilabilmesi i¢in kristal viole

boyasi kullanilarak plakalarin fotograflar1 alindi.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in invazyon analizi sonras1 tedavi uygulanmayan kontrol
grubu hiicreleri ve Avn C IC25 ve IC50 konsantrasyonlar1 ile tedavinin uygulandigi

hiicrelerin kristal viole boyamasi sonucunda goriintiileri Sekil 4.12.’de yeralmaktadir.
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Sekil 4. 12. MDA-MB-231 hiicre hattinda invazyon analizi sonras1 kontrol grubu(A), IC25

konsantrasyonu (B) ve IC50 konsantrasyonu(C) ile tedavi sonucu elde edilen goriintiileri,

a5



MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol grubu hiicreleri ve Avn C’nin IC25 ve IC50
konsantrasyonlartyla tedavi edilen hiicrelerin invazyon analizi sonucunda elde edilen verilerin
grafik gosterimleri (D). Kontrol grubu ve tedavi gruplar1 arasinda karsilagtirmalar unpaired t
testi ile yapilmistir. Yildiz imi, tedavisiz olan kontrol grubu ile karsilastirildiginda tedavi

gruplarindaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ifade etmektedir. (p<0.05)

MDA-MB-231 hiicre hattinda Avn C tedavisi sonrasi in vitro invazyon analizinde
ulagilan bulgulara gore Avn C IC25 ve IC50 konsantrasyonunda tedavi uygulanan hiicrelerde
kontrol grubuna kiyasla Avn C’nin hiicrelerin matrijelle kapli membrandan gegislerini
engelledigi ve hiicrelerin invazyona ugramasini inhibe edici etki gosterdigi goriilmektedir.
IC25 ve IC50 konsantrasyonlar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda IC50 konsantrasyonu

uygulanan hiicrelerde invazyonu engellenen hiicrelerin daha yogun oldugu kaydedilmistir.

Bu veriler, varilan sonuglarla baglantili olarak, Avn C’nin son derece yiiksek invaziv
fenotipe sahip bir hiicre hatt1 olan MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonu ve metastatik

potansiyelleri lizerinde inhibisyonu tetikleyen bir etki gosterdigi seklinde aciklanabilir.

Goriintii halindeki bulgularin kantifiye edilmesinin daha kesin ve nicel veriler
olusturacagindan hiicre sayimlar1 yapilmasiyla net sonuglarin grafik halinde gosterimleri sekil

4.12.(D)’de sunulmustur.

MCEF-7 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubu hiicreleri ve Avn C IC25 ve Avn C IC50
konsantrasyonunda tedavi yapilan hiicrelere invazyon analizi uygulanmasi sonucu elde edilen

goriintiiler Sekil 4.13.’de verildigi gibidir.
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Sekil 4. 13. MCF-7 hiicre dizisinde kontrol grubu hiicreleri(A) ve Avn C IC25
konsantrasyonu ile muamele sonucu (B) ve Avn C IC50 konsantrasyonlariyla tedavi sonucu

(C) invazyon analiziyle elde edilen goriintiiler

MCF-7 hiicre hatt1 i¢cin in vitro invazyon analizi sonucunda kaydedilen gdriintiilere
gore kontrol grubu dahil Avn C IC25 ve IC50 konsantrasyonlarmda muamele edilen
hiicrelerin yogun bir kismi invaze durumda olup bu hiicre hatt1 i¢cin Avn C’nin etkisi tam

olarak belirlenememistir.
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5.TARTISMA

Meme kanseri hiicreleri, daha yiiksek seviyelerde oksidatif strese ve artan serbest
radikal {iretimine maruz kalabilmekte ve bu durumdan koken alarak, DNA hasari,
protoonkogenlerin aktivasyonu ve timor supresor genlerin mutasyonu ve ardindan genetik

mutasyonlar ile sonu¢lanan malign siiregleri uyarabilmektedir(41).

Bitkilerden elde edilen polifenoller, kemopreventif olmalarmin yanisira, ayni zamanda
potansiyel antikanser maddeleri olarak vurgulanmaktadir. Bunlardan bir grup olan
flavonoidlerin antioksidan ve antikanser aktiviteye sahip oldugu bilinen o6zellikleri
arasindadir. Flavonoidlerin antioksidan islevi gérmeleriyle, hiicre proliferasyonunu inhibe
edici etkileri, antimikrobiyal ve antiinflamatuar etkileri bulunmaktadir. Ayrica, bu bilesikler
kanser olusumu ve gelisimi ile ilgili hiicresel molekiiler mekanizmalara katilirlar. Bu bilgiyle
ayn1 dogrultuda olarak, sadece kanseri 6dnleme i¢in degil, ayn1 zamanda antikanser ajanlari
olarak da kullanilabilirler. Kanser hiicresi proliferasyonunu ve farklilasmasini inhibe
edebildikleri, apoptozu uyarabildikleri, anjiyogenez ve inflamasyona miidahale edebildikleri
tespit edilen nitelikleri olarak siralanabilir(42). Antioksidanlarin bu olaylara kars1 koruyucu

etkileri bulunmaktadir(41).

Avn’lerin antioksidan, anti-inflamatuar, anti-kanser, antiproliferatif aktiviteleri dahil
olmak {izere cesitli fizyolojik Ozelliklere sahip bir polifenol grubu oldugu calismalarla
kanitlanmig bir olgudur(43). Tip I ve II programlanmis hiicre 6liimiiniin kritik olusumu olarak
hiicre apoptozu ve otofajisi, timorijenite ve timor gelisimi ile yakindan iliskilidir ve anti-

tiimor tedavisinde potansiyel bir strateji olarak kabul edilebilir(44).

Bu bulgularla ayni eksenli olarak, yapilan bir calismada Avn’nin makrofajlar
tarafindan inflamatuar maddelerin salinimin1 veya monositlerin vaskiiler endotelyal hiicrelere
tutunmasin1 ve anti-proliferatif ve pro-apoptotik aktiviteler yoluyla anti-kanser etkileri

sergiledigi elde edilmistir(43).

Bu calismada, meme kanserine karsi etkin, antioksidan kaynakl tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi i¢in meme kanseri iki hiicre hatt1 {izerinde Avn C ‘nin terapodtik bir madde
olarak degerlendirilmesi amac¢lanmistir. Simdiye kadar meme kanseri lizerinde Avn C’nin
MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerinde etkinligi ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalar olmakla
beraber MDA-MB-231 ve MCF-7 her iki hiicre hatt1 {izerinde calisildigina dair literatiirde
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herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Calisjmamizda, meme kanseri hiicre hatlarindan
MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1 tizerinde Avn C’nin in vitro olarak tedavi etkinliginin

aragtirilmasi ve hiicre dongiisiinii baskilamasi, apoptozu uyarmasi hedeflenmistir.

Li ve ark. (45) kolorektal kanser {izerinde yaptiklari ¢alismada Avn ekstraklarmin
kolorektal kanser hiicrelerine karsi etkili oldugunu ve agir yan etkiler olmadan tiimor
boyutunu 6nemli Olglide azalttigini belirlemislerdir. Yine Li ve ark. (46) kolorektal kanser
iizerinde yaptiklari diger ¢aligmada, Avn isoformlarindan biri olan Avn A’ nin kolon kanseri
gelisimini baskilamak i¢cin miR-129-3p/ Pirh2/p53 sinyal yolagi iizerinden hiicresel senesansi
uyardig1 bulgusuna ulagsmislardir. MiR-129-3p bir tiimor supresor gorevi goriir ve apoptotik
hiicre Oliimiiniin aktivasyonu, otofaji ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasiyla yakindan
iligkilidir. Avn A ile indiiklenen miR-129-3p, dogrudan Pirh2’yi hedef alarak hiicresel
yaslanmay1 tetikleyen p53/p21 eksenini etkinlestirmektedir.

Kim ve ark. (47) tarafindan meme kanseri invazyonu iizerine yapilan bir ¢alismada,
dogal olarak olusan avenantramidlerin sentetik bir analogu olan Dihidroavenantramid D
(DHAVD) nin  MMP-9 ekspresyonunun baskilanmasiyla meme kanseri hiicre invazyonunu
inhibe edebildigini gérmiislerdir. MMP-9, bazal membranin ana bileseni olan tip IV kollajeni
parcalayan kilit bir enzimdir. Yiikselen MMP-9 seviyeleri fonksiyonel olarak yiiksek metastaz
ile baglantilidir. MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 iizerinde yapilan ¢alismada, DHAvVD ‘nin

MMP-9 ekspresyonunu ve hiicre invazyonunu modiile edebildigi saptanmustir.

Scarpa ve ark.(48) CaCo-2 ve Hep3B kanser hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismaya gore
dogal ve sentetik avenantramidlerin, kaspaz 2, 8, 3 ‘ii aktive edebildiklerini ve CaCo-2 ve
Hep3B kanser hiicrelerinde, pro-survival genler olan Htert, MDR1 ve COX-2 genlerini down

regiile ettiklerini tespit etmislerdir.

Scarpa ve ark.(49) bir bagska calismalarinda Vitexin-2-O-xyloside ve
avenantramidlerin CaCo-2 ve HepG2 kanser hiicreleri iizerindeki antiproliferatif aktivitesinin
apoptoz indiiksiyonu ve pro-survival mekanizmalarin azaltilmasi yoluyla gerceklestigini fark
etmislerdir. Konvansiyonel antikanser ilaclar1 tarafindan indiiklenen apoptoza karsi yiiksek
diren¢ gosteren iki malignant hiicre hatti1 olan CaCo-2 kolon kanseri hiicreleri ve HepG2

karaciger kanser hiicrelerinde etkinlik gostermeleri dikkat ¢ekici bir 6zellik olusturmaktadir.
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Calismamizda, Avn C’nin meme kanseri hiicre hatlarimdan MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicreleri lizerinde etkilerinin arastirilmasinda, ilk asamada hiicre canliliginin %50
inhibisyonu i¢in gerekli ICsy konsantrasyonu belirlenmesi ve Avn C’nin antiproliferatif
etkilerinin goriilmesi icin MTS analizi yapilmistir. Yar1 maksimal inhibisyon konsantrasyonu,
her iki hiicre i¢in belirlenerek diger deney asamalarinda uygulanacak doz olarak secilmistir.
Avn C’nin antiproliferatif etkinligi her iki hiicre hattinda goriillmekle beraber, MDA-MB-231
hiicrelerinde MCF-7 hiicrelerine kiyasla daha etkin oldugu farkedilmistir. MDA-MB-231
hiicreleri daha diistik bir ICsy konsantrasyonuna(582 puM) sahipken MCF-7 hiicrelerinde bu
canlilik yiizdesine ulagsmak i¢in gerekli konsantrasyon miktarmin(722 uM) daha yiiksek

oldugu goriilmiistiir.

Klonojenik testler sonucunda, Avn C tedavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin koloni
olusturma yeteneklerinin azaldig1 goriiliirken, MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusturma

kabiliyetlerinin tamamen ortadan kayboldugu bulgusuna ulagiimistir.

Yapilan hiicre dongiisii analizleri, Avn C ile muamele edilen hiicrelerde hiicre dongiisii
sirasinda meydana gelen degisikliklerin incelenmesine imkan tanimakta ve her iki hiicre hatti
iizerinde su gbézlemin yapilmasina yol agmaktadir; MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol
grubuna kiyasla Avn C ile muamele edilen hiicrelerde, Avn C etkisi ile fragmente olmasi
sonucu hiicre dongiisii swrasinda sub Gl evresinde Oli hiicreler olarak yigilma
goriliirken(%50.99), MCF-7 hiicre hatt1 icin Avn C ile tedavi edilen hiicrelerde kontrol grubu

hiicrelerine kiyasla dongii esnasinda belirgin bir degisiklik s6z konusu degildir.

Hiicre oliimii ile ilgili olarak yapilan apoptoz testlerinde elde edilen bulgular ise
MDA-MB-231 hiicrelerinin Avn C ile muamele sonucu daha yiiksek bir oranda(%85.09)
apoptoza ugradigi, MCF-7 hiicrelerinde ise bu oranin(%84.33) yiiksek oldugu yoniindedir.
Hastings ve Kenealey’in (9) Avn C ile MDA-MB-231 hiicrelerinde yapmis olduklari
calismada Avn C ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptozun aktive edilmesi
yoluyla etki gosterdigi sonuclari, calismamizla ayni paralelde gériilmekte ve ulasilan bulgular1
dogrulamaktadir. Ek olarak, hiicre 6liimlerinin goriilmesiyle ilgili yapilan diger testler, bu

bulgular1 destekleyici veriler sunmaktadir.

Matris ve gozenekli bir membrandan kemoatraktan maddeye dogru gecebilme
potansiyellerinin goriilebilmesine olanak saglayan in vitro invazyon analizleri sonucu ulasilan
verilere gore, Avn C uygulanan MCF-7 hiicrelerinde biitiin hiicreler invaze bir durumda olup

membrandan gegisi saglarken, MDA-MB-231 hiicrelerinde bu durum zithik gostermektedir.
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MDA-MB-231 hiicrelerinde Avn C ile muamele sonucu membrandan hiicre ge¢isi diisiik bir

oranda meydana gelip ve Avn C etkisiyle invazyonun engellendigi goriilmektedir.

Calismamizda, Avn C’nin meme kanseri {iizerine etkinliginin in vitro olarak
degerlendirilmesi kapsaminda yapilan hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii, hiicre 6limii ve
invazyon analizleri sonucunda, meme kanseri iizerinde antiproliferatif etkisinin oldugu,
hiicrelerde apoptozun aktive edilmesi yoluyla hiicre olimiine neden oldugu bulgular1 elde
edilmistir. Her iki hiicre hatt1 ayr1 olarak ele alindiginda, Avn C ile muamele sonucu MDA-
MB-231 hiicrelerinde, yar1 maksimal konsantrasyonunun MCF-7 hiicrelerine gore daha diisiik
olmasi, hiicre dongiisii lizerinde belirgin bir degisiklige sebep olmasi, invazyonu inhibe edici
ozelliklerinin olmas1 nedeniyle Avn C’nin MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde etkisinin MCF-

7 hiicrelerine kiyasla daha etkin oldugu kanisina varilmasimi saglamistir.
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6.SONUC ve ONERILER

Bu calismada, Avn C’nin in vitro olarak meme kanserinde etkisinin incelenmesi ve
terapotik etkinliginin arastirilmasi hedeflendi. Bu baglamda, incelenen MDA-MB-231 ve
MCEF-7 hiicre hatlar1 lizerinde hiicre proliferasyon testleriyle antiproliferatif 6zellikleri oldugu
belirlendi. Belirlenen tedavi dozlariyla muamele sonucunda her iki hiicre i¢cin de hiicre
Olimiinii aktive etmesiyle sitotoksik etkilerinin oldugu gz oOniine alindi. MDA-MB-231
hiicreleri i¢cin hiicre dongiisiinde smirlayict etkilerinin oldugu gosterildi. MDA-MB-231

hiicreleri i¢in invazyonu inhibe edici 6zelliklere sahip oldugu gozlendi.

Sonug olarak ¢alismamiz, kanser tedavisinde Avn C’nin yeni bir kemoterapdtik olarak
kullanilabilegini gostermistir. Triple negatif hiicrelerinde goriilen daha etkin sonuglar ile

antioksidan kaynakli kanser tedavisi i¢in olduk¢a umut vericidir.
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