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OZET

Cobanoglu, G., Brokoli (Brassica Oleracea Var. Italica) Ekstresinin MDA-MB-231
Hiicre Hattinda Apoptoza Etkisinin Arastirilmasi, Nuh Naci Yazgan Universitesi

Saghk Bilimleri Enstitiisii, Beslenme ve Diyetetik Yiiksek Lisans Tezi, Kayseri, 2022.

Giiniimiizde kanser arastirmalarinin hiz kazanmasi ve kanser ilaglarinin gelistirilmesinde
hiicre kiiltiirleri biiyiilk 6nem kazanmistir. Kanser tiim diinyada morbidite ve mortaliteyi
etkileyen dinamik ve ¢ok yonlii bir hastaliktir. Besinlerde bulunan biyoaktif bilesenlerin
kanserden ve kronik hastaliklardan koruyucu etkileri epidemiyolojik verilerle
desteklenmistir. Brokoli, karnabahar, beyaz ve karalahana, Briiksel lahanasi gibi
Brassicaceae olarak da bilinen turpgiller grubundaki sebzelerin tiiketimi, genel sebze
tiiketimi ile kiyaslandiginda kansere karsi ¢ok daha giiclii bir koruyuculuk saglamaktadir.
Turpgiller grubunda kanser kemoprevensiyonu ile ilgili olarak en ¢ok ¢alisilan biyoaktif
bilesenlerden biri glukosinolatlardir. En yaygin olarak incelenen izosiyonat (ITC),
karsinojenez siirecini inhibe etme, tersine ¢evirme ve kanser hiicrelerini apoptoz yoluyla
yok etme potansiyelini gosteren siilforafandir (SFN). Calismalar, SFN’nin timor
gelisimine karsit olarak hiicre dongiisiinii inhibe ettigini veya apoptozu uyardigini
gostermistir. Brokolinin yapisinda en fazla bulunan glukozinolat (GLS) olan glukofarin
(GRA), mirosinaz enzim aktivitesiyle SFN’ye par¢alanmaktadir. GRA &zellikle brokoli
filizlerinin yapisindaki toplam GLS’lerin yaklagik %350’sini olusturmaktadir. Bu
calismada brokoli ekstresinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda iki farkl
dozun (125 pL/ml ve 250 pL/ml) iki farkli zaman siiresinde (24 ve 48 saat) apoptotik
etkisi aragtir1ld1. Hiicreler 37°C°de %5 CO>’li ortamda kiiltiire edildi. Muse Cell Analyzer
cthazi ile gruplara Annexin V ve hiicre dongiisii analizleri yapildi. Brokoli ekstresi i¢eren
gruplarda kontrole kiyasla her iki doz i¢in canli hiicre yiizdesinde azalma, erken ve toplam
apoptoz yiizdesinde anlamli bir sekilde artig goriildii (p<0,05). Geg apoptoz yiizdesi i¢in
anlamli sonu¢ bulunmadi. S evresinde hiicre sayisi tiim gruplarda artmist1 (p<0,05).
Brokoli ekstresi iceren gruplarin S kontrol noktasina gegiste hiicre dongilisiinii yavaslattig
goriildii (p<0,05). Bu sonuglarin apopitozla ilgili yapilan g¢alismalarin Sonuglarina
benzerlik gosterdigi bulundu. Yapilan tez caligmasinin brokolinin diizenli ve dogru
tilketiminin yayginlasmasinin kanser olusumunu yavaslatmada etkili olacagi ve bu

caligmanin kanser arastirmalarina katkida bulunacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Brokoli, MDA-MB-231, Apopitoz, SFN
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ABSTRACT

Cobanoglu, G., Investigation of the Effect of Broccoli (Brassica Oleracea Var.
Italica) Extract on Apoptosis in MDA-MB-231 Cell Line, Nuh Naci Yazgan
University Institute of Health Sciences, Nutrition and Dietetics Master's Thesis,
Kayseri, 2022.

Today, cell cultures have gained great importance in the acceleration of cancer research
and the development of cancer drugs. Cancer is a dynamic and multifaceted disease that
affects morbidity and mortality all over the world. The protective effects of bioactive
components in foods from cancer and chronic diseases have been supported by
epidemiological data. Consumption of cruciferous vegetables, also known as
Brassicaceae, such as broccoli, cauliflower, white and black cabbage, Brussels sprouts,
provides a much stronger protection against cancer when compared to general vegetable
consumption. One of the most studied bioactive compounds regarding cancer
chemoprevention in the cruciferous group is glucosinolates. The most widely studied
isocyanate is sulforaphane (SFN), which has demonstrated its potential to inhibit and
reverse the process of carcinogenesis and destroy cancer cells via apoptosis. Studies have
shown that SFN inhibits cell cycle or induces apoptosis against tumor growth. Glucofarin
(GRA), which is the most abundant glucosinolate (GLS) in the structure of broccoli, is
broken down into SFN by myrosinase enzyme activity. GRA constitutes approximately
50% of the total GLS, especially in the structure of broccoli sprouts. In this study, the
apoptotic effect of broccoli extract on MDA-MB-231 breast cancer cell line at two
different doses (125 uL/ml and 250 pL/ml) in two different time periods (24 and 48 h)
was investigated. Cells were cultured at 37°C in 5% CO.. Annexin V and cell cycle
analyzes were performed with the Muse Cell Analyzer device. In the groups containing
broccoli extract, a decrease in the percentage of viable cells and a significant increase in
the percentage of early and total apoptosis were observed for both doses compared to the
control (p<0.05). No significant results were found for the percentage of late apoptosis.
In the S stage, the number of cells increased in all groups (p<0.05). It was observed that
the groups containing broccoli extract slowed down the cell cycle in the transition to the
S checkpoint (p<0.05). These results were found to be similar to the results of studies on
apoptosis. It is thought that the widespread use of broccoli regularly and correctly in this
thesis study will be effective in slowing down the formation of cancer and this study will

contribute to cancer research.

Keywords: Broccoli, MDA-MB-231, apoptosis, SFN



1.GIRIS ve AMAC

Kanser hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalarak ve invaziv nitelik kazanarak metastaz
yapmastyla karakterize Oliim orani yiiksek hastaliklardan biridir. Diinya genelinde
niifusun hizla artmasi ve yas ortalamasinin yiikselmesi ile birlikte bir¢ok tilkede en 6nemli
Olim nedeni ve halk saghgi sorunu olarak oOne c¢ikmaktadir. Kanser, genlerdeki
mutasyonlar ve patolojik hiicre i¢i sinyal iletimi sonucu farkli organlarda kontrolsiiz
¢ogalan hiicrelerin olusmasiyla karakterize bir hastaliktir (Bray, Laversanne, Weiderpass
ve Soerjomataram, 2021). Tiirkiye'de ve diinyada kadinlar arasinda en yaygin goriilen
kanser tiirii meme kanseridir (V. Ozmen, T. Ozmen & Dogu, 2019). Meme kanserinin
goriilme siklig1 ve buna bagli 6liim oranlar1 gelismekte olan iilkelerde giderek artmaktadir

(Azamjah, Soltan-Zadeh, ve Zayeri, 2019)

Kanser tedavisinde siklikla kullanilan tedavi yontemlerinden biri kemoterapidir.
Antikanser ilaglarin ¢cogu kemoterapide kullanilmakta ve sitotoksik 6zellikleriyle kanser
hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini 6nlemektedir. Ayni1 zamanda bu ilaglar zararl
ozelliklerinden dolayr saglikli hiicreye ve dokuya da zarar vermektedir. Ilaglarin yan
etkilerini azaltmak ve etkinligini artirmak i¢in daha Ozellikli inhibitor bilesikler

gelistirmeye yonelik ¢alismalar yapilmaktadir (Jiang ve ark., 2018).

Kanser kemoprevensiyonu, hastaligin klinik olarak olugsmasindan 6nce diyet veya
farmakolojik ajanlarin kullanilmasi ve bu sayede tiimor gelisimini engellemek, bloke
etmek ve tersine g¢evrilmesi olarak ifade edilmektedir. Epidemiyolojik ve patolojik
caligmalardan elde edilen bulgular kanserlerin Onlenebilecegini veya ilerlemesinin
durdurulabilecegini gostermektedir (Jiang ve ark., 2018). Tarih boyunca kanser
tedavisinde diyetle alinan bitkisel gidalar kullanilmig, ayni zamanda kanserin
onlenmesinde de faydali olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bitkilerde bulunan biyolojik olarak
aktif fitokimyasal bilesenlerin varligi, bitkisel tedavilerin farmakolojik ve fizyolojik
etkilerini desteklemektedir. Cok sayida epidemiyolojik arastirma, in vivo ve in vitro
caligmalar, aktif fitokimyasallarin kanseri Onleyici ya da riskini azaltict potansiyeli
oldugunu belirlemistir (Gullett ve ark., 2010). Ozellikle diyetle alinan sebze ve meyveler,
diisiik toksisiteye sahip olduklar1 i¢in oldukca ilgi gormekle birlikte kemopreventif
bilesiklerin zengin kaynaklar1 olarak kabul edilmistir. Meyve ve sebzelerden zengin bir



diyetin akciger, yemek borusu, girtlak, pankreas, kolorektal, mide ve prostat kanserlerinin
yani1 sira meme kanseri gelistirme riskini 6nemli 6l¢iide azalttigi gosterilmistir (Cheung

ve Kong, 2010).

Brokoli (Brassica oleracea L. var. italica, Brassicacae) iyi bir izosiyanat
kaynagidir. Aym1 zamanda vitaminler (C, K, B-karoten) diyet lifi, polifenoller ve yag
asitleri bakimindan da zengindir. Saglik a¢isindan 6nemli etkileri vardir. Brokoli
pazarlanabilir filizleri, ¢igekleri, unlari, lifleri, pullari, tozu, cipsleri vb. hipertansiyon,
ateroskleroz veya kanser (akciger, meme, prostat, pankreas) gibi bulasici olmayan
hastaliklardaki 6nleyici rolleri nedeniyle giiniimiizde biiyiik ilgi gormektedir (Akhlaghi,
Bandy, 2010; Moon, Kim, Ahn, Shibamoto, 2010). Brassica sebzelerin tiiketimi ayrica
mide, kardia ve 6zofagus adenokarsinomlar1, kolon ve kolorektal kanser risklerini
azaltabilir (Steevens, Schouten, Goldbohm ve Brandt, 2011).

Brassicaceae familyasi, filiz ve mikro yesillik liretimi icin biiyiik ilgi gdormiistiir
(Baenas, Gomez-Jodar, Moreno, Garcia-Viguera ve Periago,2017). Brokoli fideleri olgun
brokoli ¢iceklerine gore ¢ok daha yiiksek konsantrasyonda nitrojen-kiikiirt tiirevleri
(glukozinolatlar ve izotiyosiyanatlar), polifenoller (klorojenik ve sinapik asit tiirevleri ve
flavonoidler), mineraller (selenyum, potasyum ve manganez) ve vitaminler (A, C, K ve
B6) dahil olmak iizere saglig1 gelistirici fitokimyasallarin miikemmel bir kaynagidir (Le,
Chiu ve Hsieh, 2020). Cok sayida in vitro ve in vivo ¢alismalar, brokoli filizlerinin ve
mikro yesilliklerin kimyasal bilesimini ve antioksidan, antikanserojenik, antimikrobiyal,
antiinflamatuar ve antidiyabetik aktiviteler iceren c¢oklu biyolojik kapasitelerini

gostermistir (Bahadoran, 2012; Subedi, Cho, Park, Choi ve Kim, 2019).

Canlilarin, bilimsel ¢aligmalarda kullaniminin miimkiin oldugu kadar azaltilmasi,
deneysel caligmalarin bircok alaninda hiicre kiiltiirlerinin  gelistirilmesini  ve
kullanilmasini saglamistir. Giiniimiizde 6zellikle kanser arastirmalarinin hiz kazanmast,
antikanser ilaglarmin gelistirilmesi ve etkilerinin saptanmasinda hiicre kiiltiirti ¢aligmalar1
Oonem kazanmuistir.

Daha once yapilan c¢aligmalar, brokolinin, kanserli hiicrelerde apoptozisin
uyarilmas: ya da hiicre dongiisiiniin durdurulmas: sonucunda kanserin ilerlemesini
baskiladigina dair olumlu sonuglar gostermistir. Calismanin amaci brokolinin MDA-MB-

231 meme kanseri hiicre hattinda apoptotik etkisini arastirmaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalarak, invaziv nitelik kazanmasiyla ve metastaz
yapmasiyla karakterize olan 6liim orami yiiksek hastaliklardan biridir. Kanser, ¢evresel
olarak karsilasilan kimyasal, fiziksel veya biyolojik etkenlere maruz kalinmasi nedeniyle
ya da hiicrede kendiliginden ortaya ¢ikmaktadir (Van Zanden ve ark., 2005). Tiim kanser
hiicrelerinde anormal biiyiime ve kontrolsiiz béliinme 6zelliginin yaninda, ¢cogalan kanser
hiicrelerinin kan, lenf ya da viicut bosluklar1 yoluyla, primer lokasyonlarindan viicudun
diger boliimlerine yayilma ve metastaz ozelligi de bulunmaktadir (Topal, Oter ve
Korkmaz, 2009). Normal hiicreler; hormonlar, enzimler ve diger uyaranlar etkisinde,
zamaninda ve uygun bir sekilde ifade edilen genler tarafindan denetlenerek biiyiir ve
boliiniir. Fakat kanser hiicrelerinde bu genler ya uygun olmayan sekillerde ifade edilir ya
da mutasyona ugrar (Kutluk, 2013). Viicudun farkli bolgelerine metastaz yapan bu
hiicreler hizla yayilarak saglikli organlara da zarar verebilirler. Metastaz yapan bu
hiicreler cogalarak karsinom tiimor olusturur ve bu sekilde biiyiimeye devam eder (Croce,
2008). Malign tiimorler dogrudan yayilma, kan dolagim sistemi ve lenfatik sistem yoluyla
metastaz yetenekleri nedeniyle kotii bir prognoza sahiptir (Topuz, Aydiner ve Karadag,
2000; Croce, 2008 ). Kendi kendine uyarilma ve biiyiime hormonunu sentezleme yoluyla
tiim hiicrelerde ¢ogalabilmektedir. Kontak inhibasyon belirli bir seviyeye ulasan normal
hiicrelerin ¢ogalmasini azaltan bir mekanizmadir ve bu mekanizma kanserli hiicrelerde

bozuldugu i¢in hiicreler yan yana ve ¢ok katmanli ¢ogalabilir (Topuz ve ark., 2000).

Kanser tedavisinde siklikla kullanilan yontemlerden biri de kemoterapidir.
Kullanilan antikanser ilaglar genelde sitotoksik 6zellikleri nedeniyle kanser hiicrelerinin
biliyiimesini ve c¢ogalmasini onlemektedir. Ancak kullanilan ilaglar yiiksek toksik
Ozelliklerinden dolay1 saglikli olan dokuya ya da hiicreye hasar verdigi i¢in arastirmacilar
bu yan etkilerin azalmas1 ve hedef hiicredeki etkinligin artmasi i¢in spesifik inhibitor

bilesikler gelistirmeye yonelik ¢aligmalar yiiriitmektedir.



Kanserin gelisimini engellemek, geriye ¢evirmek veya dnlemek i¢in dogal veya
sentetik Dbilesiklerin kullanilmas1 kemoprevensiyon olarak tanimlanmaktadir. Bu
kimyasallar dogal yollardan diyet ile alinabilecegi gibi sentetik olarak elde edilip ilag
olarak da alinmaktadir (Yal¢in, Yilmaz, Altundag ve Kogtiirk, 2017). ilk olarak Lee
Wattenberg tarafindan onerilen klasik siniflandirmaya gore, kemopreventif ajanlar; bloke
edici ve baskilayici ajanlar olmak iizere iki gruba ayrilmistir (Surh, 2003). Bloke edici
ajanlar, karsinojenlerin hedef bolgelere ulagsmasini ve metabolik aktivasyondan
ge¢mesini onlemektedir. Daha sonra deoksiribo niikleik asit (DNA), riboniikleik asid
(RNA) ve protein gibi kritik molekiillerle etkilesmesini onlemektedir. Baskilayici ajanlar,
hiicrelerin  baglangic asamasindan, gelisme ve ilerleme asamalarina malign
transformasyonunu inhibe etmektedir (Chen ve Kong, 2005; Surh, 2013). Birgok
kemopreventif ajan, baglangic asamasin1 engelleyen bloke edici ajanlar olarak ya da
kanser proliferasyonunu, yaslanmasini veya apoptozunu kontrol eden onemli faktorleri
etkileyerek, kanserin ilerlemesini durduran baskilayici ajanlar olarak siniflandirilabilir

(Chen ve ark., 2005).
2.1.1. Kanser insidans ve Mortalite Tahminleri

Kanser, diinyada onde gelen Olim nedenlerinden biridir. Artan yasam
beklentisinin 6niinde dnemli bir engel olarak yer almaktadir (Bray ve ark.,2021). Diinya
Saglik Orgiitii'niin (DSO) 2019 verilerine gore kanser, 183 iilkenin 112'sinde <70 yas
oliimlerin birinci veya ikinci 6nde gelen sebeplerindendir. Diger kalan 23 {ilkede ise
lclincli veya dordiincii siradadir. Birgok tilkede kansere kiyasla felg ve koroner kalp
hastaligina bagli 6liim oranlarindaki énemli diistisler kanserin 6nde gelen 6liim nedeni

olarak artan 6nemini yansitmaktadir (WHO, 2020).

2020'de diinya genelinde tahmini 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik 10.0
milyon kanser 6liimii meydana gelmistir. Kadin meme kanseri, en sik teshis edilen kanser
olarak akciger kanserini geride birakmistir. Tahmini olarak 2,3 milyon yeni vakanin
basinda %11,7 ile meme kanseri bulunmaktadir. Sirasiyla %11,4’le akciger, %10 ile
kolerektal, %7,3’le prostat ve %5,6 ile mide %5,6 kanserleri izlemektedir. Akciger
kanseri, tahmini 1,8 milyon olimle (%18) kanser 6limlerinde en basta gelen neden
olmaya devam etmektedir. Bunu kolorektal (%9,4), karaciger (%8,3), mide (%7,7) ve
kadin meme (%6,9) kanserleri izlemektedir. Genel insidans, gelismekte olan iilkelere

kiyasla gelismis iilkelerde her iki cinsiyet i¢in 2 kattan daha yiiksek iken, 6liim orani



erkekler ig¢in 2 kattan daha diisikk ve kadinlar i¢in ¢ok az degisiklik gostermektedir.
Bununla birlikte, kadin meme ve rahim agzi kanserleri i¢in 6liim oranlari, gelismekte olan
iilkelere kiyasla 6nemli Ol¢iide daha yiiksektir (sirasiyla 100.000'de 15.0'a kars1 12,8 ve
100.000'de 12,4'e kars1 5,2). Kiiresel kanser insidansinin 2040’ta 28,4 milyon vaka
olmasi, 2020'ye gore %47'lik bir artis olmasi1 beklenmektir. Demografik degisiklikler
nedeniyle gelismekte olan tilkelerde (%32 ila %56) gelismis llkelere kiyasla (%32'den
%56'ya) daha biiyiik bir artis olmas1 beklenmektedir. Bunun kiiresellesme ve biiyliyen bir
ekonomi ile iligkili risk faktorlerinin artmasiyla daha da kotiilesmesi beklenmektedir
(Sung ve ark., 2021).

2.2. Meme Kanseri

Tiirkiye'de kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiirii (toplam vakalarin %11,7’s1)
ve kadinlarda kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen ikinci nedeni olan meme kanseridir
(Ozmen ve ark., 2019). Uluslararas1 Kanser Enstitiisii (NCI)’ niin verilerine gére meme
kanseri tanisini her sekiz kadindan birinin alabilecegi ve meme kanseri sebebiyle her 30

kadindan birinin 6lecegi varsayilmaktadir (Curado ve ark., 2007).

Meme kanserine yonelik uygulanacak tedaviler degerlendirilirken g¢esitli
siniflandirmalar yapilmaktadir ¢linkii meme kanseri karmasik ve heterojen yapiya sahip
bir hastaliktir. Bes ana gruba ayrilir bunlar; dstrojen reseptorii (ER), progestron reseptorii
(PR) ve insan epidermal biiyiime faktori reseptoriidiir (HER2). Bu gruplar, luminal A,
luminal B, bazal benzeri, diisikk klaudinli ve HER2 pozitif olarak adlandirilmaktadir
(Tablo 2.1.) (Holliday ve Speirs, 2011). ER, PR ve HER2 ekpresyonlari agisindan eksik
olan bazal benzeri ve diigiik klaudinli meme kanseri gruplari, negatif meme kanseri
(TNBC) olarak da adlandirilmaktadir. TNBC hizli ¢ogalma ve metastaz yapabilme
ozellikleri nedeniyle hizli yayilabilen, sagkalimi diisiik ve tedaviye karsi direnglidir
(Dawood, 2010).

Meme kanseri tedavisinde etkili sonug alabilmek igin her gruba ayri tedaviler
uygulanmaktadir. ER ve/veya PR pozitif olan alt gruplar i¢in tedavide kemoterapi ve
tamoksifen benzeri ajanlar ile hormon uygulanirken, HER2 pozitif olan alt gruplarda
HER2’ye baglanarak engelleyen trastuzumab benzeri ilaglar kullanilmaktadir. TNBC alt
grubu tedavisinde ise kemoterapi disinda segenek goriilmemektedir ¢linkii tiglii negatif
meme kanseri alt grubunda reseptor duyarliligi s6z konusu degildir (Partridge ve ark.,
2016).



Tablo 2. 1. Meme kanserinin gruplarina gore siniflandirilmasi1 (Holliday ve ark.,

2011).

Meme Kanseri | Ostrojen Progestron Insan Epidermal Biiyiime
Gruplan Reseptorii | Reseptorii Faktorii Reseptorii
Luminal A + +/- -

Luminal B + +/- +

Bazal Benzeri - - -

Diisiik Klaudinli - - -

HER?2 - - +

2.2.1. Meme Kanseri Olusumunda Risk Faktorleri

Meme kanseri i¢in ¢evresel, hormonal, genetik, biyolojik ve psikolojik faktorler

risk olabilir. Asagida listelenmistir.

Demografik ozellikler: Artan yasla birlikte meme kanseri goriilme riski
artmaktadir. Cinsiyete bagli olarak kadinlarin erkeklere kiyasla meme kanserine

yakalanma riski 100 kat daha fazladir (Kogak ve ark., 2010).

Reprodiiktif dykii: Ik Adetini 12 yasindan 6nce goren kadinlarda ve 55 yasindan
sonra menapoza giren kadinlarda yakalanma riski yiiksektir (Kogak ve ark., 2010).

Ailesel ve genetik faktorler: Ailede meme kanseri Oykiisiiniin olmast meme
kanserine yakalanma riskini %15-30 oranin da artirmaktadir. Meme kanseri gegmisi olan
kadinlarda memenin farkli bolgelerinde tekrar kanser gelisme riski oldugu bilinmektedir.
BRCA1 ve BCRA2 genlerindeki mutasyondan kaynakli tani alan bireylerin %50-60
oraninda oldugu bilinmektedir (Kogak ve ark., 2010).

Cevresel faktorler: Alkol kullanimi, sigara kullanimi ve fazla radyasyona maruz
kalma meme kanserine yakalanma riskini artirmaktadir. Ayrica obezitede adipoz dokuda
uretilen sitokinler insiilin direncine sebep olmakta ve endojen cinsiyet hormonlarinin
diizeyinde artisa neden olarak kanser gelisiminde rol alabilmektedir (Kogak ve ark.,

2010).

Meme kanserinde tani alma ortanca yasi 53’tiir. Buna bagl olarak erken yaslarda
saptanmas1 meme kanserine bagli dliimlerin dnlenmesi saglanabilir. Gelismis iilkelerde

erken teshis ve tedavi sayesinde meme kanseri hastalarinda 5 yil kadar sag kalim tahmini



%91°dir (Watkins ve ark., 2019). Meme, kolorektal ve serviks kanserlerinde erken tani

ve dogru protokoller ile tedavi ¢6ziim olabilir (Giiltekin ve ark., 2017).
2.3. Apoptoz

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii, fizyolojik biiylime kontroliiniin ve
doku homeostazinin en 6dnemli diizenleyicisidir. Son yillarda kanser aragtirmalarindaki
en Oonemli ilerlemelerden biri, ¢ogunlukla apoptoz yoluyla hiicre Oliimiiniin, timor
olusumunun diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Apoptoz, hiicre kii¢iilmesi,
niikleer DNA pargalanmasi ve hiicre yiizeyinde ¢ikint1 (membrane blebbing) dahil olmak
tizere tipik morfolojik ve biyokimyasal isaretlerle karakterize edilir (Fulda ve Debatin,
2006).

Kanser hiicrelerinde ¢ogunlukla i¢ (intrinsik) ve dis (ekstrinsik) kaynakli
aktiflesen iki apoptotik sinyal yolag1 baskilanmis durumdadir. I¢ ve dis kaynakl sinyal
yolaklarinin aktivasyonu ardindan hiicredeki ilgili kaspazlar etkin olur. intrinsik apoptoz
yolaginin aktif olmasiyla, hiicre igi stres nedeniyle mitokondrinin membran gegirgenligi
artar. Artan membran gecirgenligi sitoplazmaya sitokrom ¢ molekiiliiniin salinmasini
baslatir. Boylece apoptoz ve kaspaz 9 aktivasyonu baslar. Aktif hale gelen kaspaz 9 ise

kaspaz 3’iin aktiflesmesini saglayarak apoptozu uyaririr.

Gorevi biten hiicrelerin veya kanser hiicrelerinin kontrollii bir sekilde
oldiirtilmesi ise ekstrinksik apoptoz yolaginin aktive olmasini saglar. Bunun i¢in 6liim
reseptori ligandinin baglanmasi ile 6liim-indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusur.
DISC, kaspaz 8’1 aktif hale getirir. Kaspaz 8’in, kaspaz 3’iin aktiflestirmesiyle apoptozu
durdurur (Ozcan, 2021).

2.4. Kanserin Obezite ve Beslenme ile iliskisi

Yaygin hastaliklarin olusum risklerinin belirlenmesinde genler kadar cevresel
faktorlerin de etkisi biiyiiktiir. Epidemiyolojide diyet ve hastaliklar arasindaki iliskinin
oldukca uzun bir ge¢misi vardir. Diyetin hastalik risklerini artirabilecegi veya
azaltabilecegi konusunda mekanizmalar bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin bazilari
kesin olarak kanitlanamamigstir. Yapilan ¢alismalar ile diyetin epigenetik degisikliklere
yol acarak gen diizenlenmesinde degisiklikler meydana getirebilecegi ve hastalik

riskleriyle iliskili olabilecegi fark edilmistir (Sapienza ve Issa, 2016).



Diyet, obezite ve fiziksel aktivite eksikligi, kansere bagl 6liimlerin %30-351 ile
iliskilendirilmistir. Diyet ve obezite kansere sebep olmasimin disinda kanser tedavisine
kars1 verilen cevabin azalmasina da neden olabilmektedir. Ozellikle sindirim sistemi
kanserleri kisinin diyeti ile iligskilendirilmistir. Bu yiizden beslenme aliskanliklarinin
gbzden gecirilmesi durumunda kanser vakalarinda diisiis gozlenecegi diistiniilmektedir.
Diisiik yagl ve ytiksek lifli gidalarin temelinde olusturulacak diyet dogrultusunda kolon,
endometriyum, postmenopozal meme kanseri, pankreas, bobrek, safra kesesi, 6zefagus,
karaciger ve hematolojik kanser olgularinin azalacag: diistiniilmektedir (Kushi ve ark.,

2012).

Diinya Kanser Arastirma Fonu (WCRF) diyet ile kanser riski iligkisine dair ¢esitli
kanitlar sunmustur. Bunlara 6rnek olarak karaciger kanseri ile aflatoksinler, kirmiz1 et
veya islenmis et ile kolorektal kanser, alkol ve sigara i¢in gastrointestinal sistem, [3-
karoten ile akciger kanseri iliskilendirilmistir (Mayne, Playdon ve Rock, 2016).
Epidemiyolojik c¢alismalar, meyve ve sebzeler agisindan zengin olan saglikli
beslenmenin, beslenmenin diginda kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara, diyabet, diger
kronik hastaliklara da karsi korudugunu oOngdrmektedir. Bu koruma mekanizmasi
bitkilerde bulunan lezzet, tat ve renkten sorumlu olan sekonder metabolitler tarafindan
gerceklesmektedir. Bu dogal bilesiklerin ¢ok biiyiik bir sinifi olan fitokimyasallarin
saglhiga faydasi kanitlanmis olup oldukga ¢esitlidir (Braicu ve ark., 2017).

2.5. Brokoli

Brokoli (Brassica oleracea var. italica), lahanagiller olarak adlandirilan Krusifer
familyasindandir. Krusifer familyas: ortalama olarak 350-380 cins ve 30.000 tiirii
kapsamaktadir. Brassicaceae seklinde de adlandirilmaktadir. Brokoli Brassica cinsinin
oleracea tiiriine baglidir. Oleracea tiiri bunun disinda Briiksel lahanasi, karnabahar, yer
elmasi, kivircik, mor ve karalahanayr da kapsamaktadir. Oleracea tiirii farkli gruplara
ayrilmaktadir. B. oleracea botrytis ve B. oleracea italica brokolinin baslica iki grubudur
(Heywood, 1978). Sekil 2.1.’de gosterilmistir.



Sekil 2. 1. Brokoli bitkisi

Brokoli, besin degerinin yiiksek oldugu i¢in Ozellikle son yillarda popiiler
olmustur. 100 gram brokoli 4,30 g karbonhidrat, 3,03 g protein, 0,35 g yag ve 3,42 g
toplam diyet lifi igermektedir. 100 g ¢ig brokoli bitkisinin besin degerleri Tablo 2.2.’de
gosterilmistir (Anonymous, 2018a). 2004 yulinda, Tiirkiye’de brokoli iiretimi izmir’in
Torbali Ozbey kdyiinde baslamistir (Anonymous, 2018b). Brokoli diinya ¢apinda yaygin
olarak tiiketilen bir sebzedir. Biyoaktif bilesenler yoniinden zengin bir kaynaktir.
Brokolinin vitamin, fenolik bilesik, glukozinolat ve sulforafan icerigi diger yesil renkli
sebzelerden daha yiiksektir (Martinez-Villaluenga, Frias, Gulewicz, Gulewicz ve Vidal-
Valverde, 2008).

Bir ¢alismada, kemopreventif etkisi olan sebzeler az, orta, yiiksek ve ¢ok yliksek
aktiviteli olarak gruplandirilmistir. Yiiksek antioksidan aktivite dort veya daha fazla
hiicre kiiltiirinde %350’lik inhibitor etki olarak tanimlanmistir ve brokoli de bu sinifa
eklenmistir. Sebzelerin antiproliferatif 6zellikleri arasinda onemli farkliliklar oldugu
tespit edilmistir. Turpgillerin, koyu yesil sebzelerin ve Allium grubu sebzelerinin yiiksek

oranda antikanserojen ozelliklere sahip oldugu bulunmustur (Boivin ve ark., 2009).
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Tablo 2. 2. 100 g ¢ig brokoli bitkisinin igerdigi besin degerleri (Anonymous,

2018a).
Besin Ogesi Birim | Ortalama | Minimum | Maksimum
Enerji Kcal |39 38 41
Su MI |87,98 87,34 88,78
Protein G 3,03 1,27 4,19
Azot G 0,49 0,2 0,67
Yag G 0,35 0,33 0,37
Karbonhidrat G 4,3 3,22 6,29
Lif G 3,42 2,71 4,09
Lif, ¢oziiniir G 0,22 0,12 0,28
Lif, ¢oziinmez G 3,21 2,58 3,82
Sakaroz G 0,07 0 0,18
Glukoz G 0,88 0,12 1,31
Fruktoz G 0,71 0,07 1,06
Demir Mg |1,22 0,73 1,66
Fosfor Mg |99 87 110
Kalsiyum Mg |49 30 57
Magnezyum Mg |27 22 33
Potasyum Mg |349 335 373
Sodyum Mg |10 8 12
Cinko Mg 0,63 0,52 0,73
C vitamini Mg |107,6 90,8 122,6
L-askorbik Mg 1048  |831 122
asit
Tiamin Mg {0,069 0,038 0,127
Riboflavin Mg (0,141 0,088 0,189
Niasin Mg 0,795 0,691 0,832
B-6 vitamini Mg 0,227 0,1 0,367
Folat ug | 155 132 198
A vitamini RE |83 58 115
Beta-karoten pg 997 698 1377
Lutein ug |552 283 1070
K-1 vitamini ug |110,8 104,3 117,5

2.6. Brokolide Bulunan Biyoaktif Bilesenler

Meyve ve sebzeler, kronik hastaliklarin gelisme riskinini azaltmanin yaninda

temel beslenmeyle beraber saglik i¢in yararli etkileri olan biyoaktif fitokimyasallari
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http://www.turkomp.gov.tr/component_result-azot-109
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=NT
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http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=FIBT
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-lif-suda-cozunur-12
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=FIBSOL
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-lif-suda-cozunmeyen-13
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http://www.turkomp.gov.tr/component_result-sakaroz-10
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http://www.turkomp.gov.tr/component_result-fruktoz-6
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=FRUS
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=FE
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-fosfor-p-24
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=P
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=CA
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-magnezyum-mg-23
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=MG
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-potasyum-k-25
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=K
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=NA
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=ZN
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-c-vitamini-32
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=VITC
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-l-askorbik-asit-33
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-l-askorbik-asit-33
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=ASCL
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-tiamin-35
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=THIA
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-riboflavin-36
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=RIBF
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-niasin-37
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=NIA
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-b-6-vitamini-toplam-38
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=VITB6
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-folat-gida-562
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=FOLFD
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-a-vitamini-139
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=VITA
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-beta-karoten-45
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=CARTB
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-lutein-48
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=LUTN
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-k-1-vitamini-53
http://www.turkomp.gov.tr/foodanalysisresult-brokoli-249?comp=VITK1
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yiiksek oranda igerir. Son galismalar biyoaktif bilesenlerin yararlarinin bilinenden daha
fazla olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun nedeni yapilan bir¢ok ¢alismada 6zellikle
in vitro ve hayvan ¢alismalar1 bu bilesenlerin antioksidan aktiviteye ek olarak birden fazla
etki mekanizmasina sahip olmasindan kaynakli oldugu tahmin edilmektedir (Liu, 2004).
Beslenmeyle beraber alinan fitokimyasallarin baslicalar fenolik bilesikler, alkaloidler,
azot iceren bilesikler, organosiilfiir bilesikleri, fitosteroller ve karotenoidler seklinde
siralanabilir. Fitokimyasallarin kanser 6nlemedeki olasi etki mekanizmalar1 ¢ok fazladir.

Bu 6zellikler tablo 2.3.’de verilmistir (Liu, 2013).

Tablo 2. 3. Fitokimyasallarin kanser 6nlemedeki potansiyel etki mekanizmalari
(Liu, 2013).

Fitokimyasallarin Etki Mekanizmasi

Yiksek antioksidan aktivite

Serbest radikalleri ve oksidanlari stabilize etme

Oksidatif stresi azaltma

Nitrozasyonu ve hiicre ¢cogalmasini engelleme

DNA hasarini 6nleme ve onarma

Hiicre farklilasmasinin uyarilmasi

Hiicre dongiisii tutuklanmasinin ve apoptozun indiiksiyonu

Sinyal transdiiksiyon yollarinin diizenlenmesi

Enzim indiiksiyonu ve arttirict detoksifikasyon

Faz 1l enzimin uyarilmasi

Faz | enzim inhibisyonu

Steroid hormon metabolizmasinin diizenlenmesi

Antibakteriyel ve antiviral etki

Brokoli de brassica ailesinin diger tiirleri gibi fitokimyasallardan olduk¢a zengin
bir sebzedir. Yapilan bir ¢alismada domates, brokoli, havug, patlican ve {iziim arasinda
en yiiksek fitokimyasal oran 4513 mg/kg ile brokolide bulunmustur (Alarcon-Flores,
Romero-Gonzalez, Vidal ve Frenich, 2013). Vaka kontrollii ¢alismalarin %56’sinda
brokolinin kanserden koruyucu oldugu bulunmustur. Brokolideki C ve E vitamini,
flavonoller (kuersetin ve kamferol), glukozinolatlar ve sulforafan ile iligkili bulunmustur
(Koh, Wimalasiri, Chassy ve Mitchell, 2009).
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2.6.1. Glukozinolatlar

Beslenmenin, kanserin etiyolojisindeki etkisi uzun siiredir bilinmektedir.
Literatiire gore, beslenmenin kansere neden olabilen maddeleri i¢erebildigi gibi, ¢ok fazla
antikansorejen ajanlari igerdigi de gosterilmistir (Antoni, Burckel, Josset ve Noel, 2015).
Bu yiizden beslenme tarzinda yapilacak olan degisiklikler, bir¢ok kanserin dnlenmesine
yardimer olabilmektedir. Temel beslenmeyle beraber alinan sebze ve meyveler,

kemopreventif bilesiklerin zengin kaynaklaridir (Keum, Jeong ve Kong, 2005).

Krusifer grubu sebzelerin diyetle alinmasi, genel sebze tiiketimine gore, kansere
kars1 ¢ok daha etkili koruyucudur. Krusifer grubu sebzelerin igerdigi glukozinolatlarin,
kanserden koruyucu oldugu bilinmektedir. Bu yiizden tizerinde en ¢ok ¢alisilan biyoaktif
bilesiklerdir (Celik ve Koksal, 2013). Yan zincirlerinde 120’den fazla aminoasit
bulundurmaktadir. Genel kimyasal yapisinda B-D-tiyoglukoz, siilfonlanmis oksim (-
C=NOH) grubu bulundurur. Glukosinolatlarin genel kimyasal yapisi Sekil 2.2.’de

gosterilmistir (Yilmaz ve Demirel, 2012).

F S — CsHu Os
8\ —0-50.-0K’

Sekil 2. 2. Glukosinolatlarin genel kimyasal yapisi (Yilmaz ve ark., 2012).

Metionin, triptofan, fenilalanin veya dalli zincirli aminoasit iceren bir yan
zincirden olusmaktadir (Y1lmaz ve ark., 2012). Yan zinciri olusturan aminoasitlerde veya
bu aminoasitlerin dizilmesinde olacak bir degisiklik, farkli glukosinolat bilesiklerinin
olusmasimi saglamaktadir. Glukosinolatlar suda ¢6ziinen, anyonik, ugucu olmayan ve
1stya karst dayanikli bilesiklerdir (Yemis ve Artik, 2007). Sekil 2.3.°de gosterilmistir
(Cartea ve Velasco, 2008).
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Sekil 2. 3. Insan beslenmesinde en ¢ok galisilan GLS’ler ve hidroliz iiriinleri.

(A) alifatik, (B) aromatik, (C) indol (Cartea ve ark., 2008).

Bitkilerin glukosinolat icerigi ve yapisi, bitkinin incelenen kismina ve
olgunluguna gore farklilik gostermektedir. Ayni sebzenin kdklerinde, yapraklarinda,
saplarinda ve tohumlarinda glukosinolat seviyeleri degismektedir. Glukosinolat icerigi

sirasiyla en yiiksek tohum, kok, yaprak ve sap boliimlerindedir (Y1lmaz ve ark., 2012).

Insan ve hayvanlarda biyoaktivite gostermeyen GLS’ler, bitki yapisinda meydana
gelen zarar sonucunda (kesme, dograma, pisirme, dondurma, ¢igneme gibi) mirosinaz
enzimi ile ITC, nitril, tiyosinat, indol-3 karbinollere hidrolize olarak aktif olurlar.
Brokolinin yapisinda yiiksek miktarda bulunan SFN, en fazla galisilan ITC bilesigidir
(Kogyigit ve Koksal, 2019).

Brokolide baslica bulunan glukozinolat, metioninden tiiretilmis alifatik bir GLS
olan glukorafanin’dir. Brokoli filizinde bulunan toplam glukozinolatin %81 ini
glukorafanin olusturmaktadir (Pérez, Barrientos, Roman ve Mahn, 2014). Brokoli
filizlerindeki glukorafanin miktar1 olgun brokoliye gére 20 kat daha yiiksektir (Fahey,
Zhang ve Talalay, 1997). Brokoli bitkisinin yapisi zarar gordiigi zaman glukorafanin,
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mirosinaz enziminin aktif olmasiyla sulforafan (1-izotiyosiyanato-4- metilsiilfinilbiitan)
ve sulforafan nitrile hidrolize olmaktadir (Sekil 2.4) (Jeffery ve Araya, 2009).

Aglikon (tiyohidroksim-0O-siilfonat) olarak adlandirilan kararsiz ara {iriin,
glukorafanin hidrolize olmasiyla olusur. Glikoz ve siilfat agiga ¢ikar. Enzimatik olmayan

molekiil i¢inin diizenlenmesiyle de sulforafan olusturur (Matusheski ve ark., 2006).

/g\/\/\c/s—CGHHOS

N\
N-O—-S0Oy"
Glucoraphanin

Myrosinaser CeH1205

2
/s\/\/\c/SH
Y
N—O—SO3'
Lossen-Type
Rearrangement S0,* S + Fe + ESP
Complex
O
& i
~ \/\/\N=C=S P \/\/\CEN

Sulforaphane Sulforaphane Nitrile

Sekil 2. 4. Glukofaninin mirosinaz enzimi ile hidrolizi (Jeffery ve ark., 2009).

Sulforafan olusumunda sadece glukorafanin igerigi etkili degildir. Ayrica
mirosinaz ve epitiyospecifier protein (ESP) aktivitesine baglidir. ESP, 1s1ya kars1 daha
hassas oldugu i¢in, az bir 1s1l islem uygulamasi ile ESP aktivitesi azalabilir. Bu yiizden
ESP inaktive edilerek mirosinaz enziminin korunmasi saglanabilir. Bu sekilde brokoli ve
brokoli filizlerinde sulforafan olusumu artmaktadir (Guo, Yang, Zhou, ve Gu, 2016).
Askorbik asit ve ¢inko (Zn?*) da mirosinaz aktivitesini uyurmaktadir. Bu da
glukozinolatlarin hidrolizini arttirmaktadir. EK olarak mirosinaz aktivitesinin 40 °C ve
notr bir pH seviyesinde daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Liang, Yuan, ve Xiao,
2006). Diusiik pH seviyelerinde ana iiriin olarak nitril olusumu etkinken, nétral pH

seviyelerinde izotiyosiyanat olusumu daha yiiksektir (Frandsen ve ark., 2014).
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GLS’m hidrolize olmasini saglayan glukozidazlar kolonda bulunan bakteriler
sayesinde tiretilmektedir. Ancak, kolondaki enzim aktivitesi ile gergeklesen hidroliz bitki
mirosinaz enzimi ile gerceklesen hidrolize gore daha azdir. Bu yiizden, gidalarin
islenmesi sirasinda mirosinaz enziminin etkin kalabilmesi, elde edilen iriiniin daha
saglikli olmast i¢in mithimdir. Gidalarin yiiksek sicakliklara maruz birakilmasi mirosinaz
inaktivasyonuna neden olmaktadir (Van Eylen, Oey, Hendrickx ve Van Loey, 2007; Van
Eylen vd., 2009; Oliviero, Verkerk, Van Boekel ve Dekker, 2014).

2.6.2. Besinlerin Hazirlik Asamasinin Glukosinolat icerigine Etkisi

Depolamanin  Brasika sebzelerinin  glukosinolat icerigine olan etkileri
incelendiginde, sebzelerin 4-8°C’de 3 giin siiresince depolanmasimin glukosinolat
iceriginde anlamli degisiklige neden olmadigi ancak 7 giinliik depolama sonucunda
glukosinolat miktarinda %9-26 oraninda azalma oldugu gdsterilmistir. Bu sebeple, uzun
stireli depolamanin glukosinolatlarin yararlarini azaltabilecegi diisiiniilmektedir (Song ve

Thornalley, 2007).

Glukosinolat igeren sebzelere hazirlik asamasinda uygulanan kesme, dograma,
dilimleme gibi islemler glukosinolat ve hidroliz tirinlerinin miktarlarini degistirmektedir.
Bu islemlerin baslica izotiyosiyanatlarin miktarinda artisa neden oldugu bilinmektedir

(Higdon, Delage, Williams ve Dashwood, 2007).

Sebzelerin glukosinolat igeriklerinin uygulanan pisirme sekli ve siiresine gore de
degistigi bilinmektedir. Glukosinolatlarin suda ¢oziiniir olmasiyla iligkili olarak haglama
islemi aktif bilesiklerin azalmasina neden olmaktadir. Brassica sebzelerinin taze olarak,
kisa siirede ve buharda pisirme gibi suya maruz birakilmadan aktif bilesiklerin kaybinin

azalmasi agisindan 6nemlidir (Yemis ve ark., 2007).
2.6.3. Sulforafan

SFN [1-izotiyosiyano-4-(metilsiilfiinil), biitan (C6H11NOS2)], brokoli ve diger
turpgillerden elde edilen bir izotiyosiyanattir (ITC) ve bir glukosinolat ¢esidi olan
glukorafaninin endojen mirosinaz enzimi ile hidrolizi sonucu olusmaktadir (Juengel ve
ark., 2018).

Kuru agirlik miktar1 olarak daha yiiksek seviyedeki glukosinolatlar fidelerden
birkag giin sonra olusan brokoli filizleri igerisinde bulunmaktadir (Juge, Mithen ve Traka,

2007). Klinik olarak yapilan arastirmalarin ¢ogu, brokolinin filizlerine iligkindir, bu
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alandaki ¢alismalarin ilki 1990'larin basinda Johns Hopkins Universitesi'nde Fahey ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmistir ve 3 giinliik brokoli filizlerinin, olgun bitkilerden 10—
100 kat daha yiiksek glukosinolat konsantrasyonu icerdigini gostermistir. Sekil 2.5.’de
brokoli filizleri gosterilmistir. Brokolinin ¢igek denilen kismindaki sulforafan sap
kismindan kiyasla iki kat, yaprak kismina kiyasla yaklasik 10 kat daha fazladir
(Houghton, Fassett ve Coombes, 2016).

Sekil 2. 5. (A) Brokoli tohumlari. (B) Bes giinliik brokoli filizi.

Daha vyiiksek miktarda glukosinolat igeren brokoli filizleri 6zel olarak
yetistirilmektedir (Juge ve ark., 2007). Oral olarak alinan brokoli filizleri veya tohum
ekstreleri, hidrolizi gerceklestirmek i¢in mirosinaz enzimi barindirmazlar. Saglikli insan
bagirsak mikroflorasinda yer alan mirosinaz enzimi iireten bakteriler tarafindan
metabolize edilmektedir. Bireyler arasinda bagirsaklardaki mikrobiyal flora ve
dolayistyla mirosinaz enzimi agisindan farklilik gostermektedir. Arastirmalar sonucu
yaklagik SFN’nin %74‘linlin jejunumdan emildigi ve merkaptiirik asit metabolizma
yolagini kullanmakta oldugu ifade edilmistir (Altern Med Rev., 2010: 15).

Brokoli, C ve E vitaminleri, kuersetin, kaempferol glikozitler ve Brassicaceae'nin
diger tyeleri gibi, glukobrasisin (3-indolilmetil glukosinolat) ve glukorafanin (4-
metilstlfinilbiitil glukosinolat) dahil olmak iizere bir¢ok biyoaktif bilesen icerir. Bu
aktivitenin ¢ogundan sorumlu olan 6nemli bir biyoaktif bilesen, glukorafaninin bir
hidroliz iiriinii olan siilforafan (1-izotiyosiyanato-4-metilsiilfinilbutan) olabilir (Jeffery ve
ark., 2009).
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2.6.4. Sulforafinin Metabolizmasi ve Biyoyararhhgi

Brokolinin yapisinda en fazla bulunan GLS olan GRA, mirosinaz enzim
aktivitesiyle SFN’ye pargalanmaktadir (Jeffery ve ark.,, 2009). SFN’nin
metabolizmasinda ilk basamak glukorafaninin enzimatik hidrolizidir. Bu reaksiyon
mirosinaz enzimi yardimiyla katalizlenir. Bu enzim, glukozinolattaki glikonu ayirarak
glukoz, hidrojen siilfat ve farkli aglikon ¢esitlerinin (tiyosiyanat, ITC ya da nitril vb)
olusmasini saglar. Notral pH’da baslica hidroliz irtinii dayanikli olan izotiyosiyanatlardir.
Emilimin ardindan SFN etkin olarak merkaptiirik asit ile metabolize olur. SFN
metabolizmasindaki son adim ise idrarda SFN-sistein (Cys) ve SFN-N-asetil sistein
(NAC) olusumudur (Clarke, Dashwood ve Ho, 2008).

2.6.5. Siilforafamin Karsinojenez Uzerindeki Etki Mekanizmalari

SFN, 1992 yilinda potansiyel kemopreventif bir ajan olarak faz 2 enzimlerini
uyararak ve Kkarsinojen aktivasyonunda yer alan enzimleri baskilayarak kanseri
onlemedeki etkileri tizerine ¢alisilmistir. Daha sonra, SFN’nin kanser basladiktan sonraki
sliregte tiimor gelisimine karsi koruyucu ve baskilayici mekanizmalari tizerine galismalar
yapilmustir. Boylece SFN, kanserin baglangi¢ evresinde faz 1 enzimlerini baskilayarak ve
faz 2 enzimlerini uyararak karsinojenezi durdurmaktadir. Baslangi¢ evresinin ardindan
hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini, apoptozisi ve hiicre dongiisiinii kapsayan ¢esitli
yolaklarla kanserin ilerlemesini baskilayabildigi bulunmustur (Zhang, Talalay, Cho ve
Posner, 1992; Clarke ve ark., 2008).

2.6.6. Sulforafan ve Apoptoz

Apoptoz, doku homeostazinin devami i¢in gerekli olan sessiz bir hiicre yok etme
mekanizmasidir ancak diizensizligi ndrodejeneratif hastaliklardan, organ yetmezligine,
otoimmiin hastaliklardan kanser olusumlarina kadar bir¢ok rahatsizlia neden olabilir.
Cevresel stres ve toksik bilesikleri de kapsayan bir¢ok faktdr apoptozda etkili olabilir
(Jiang ve ark., 2018). Pre-neoplastik veya neoplastik hiicreler, kontrolsiiz hiicre
boliinmesi ve 6lim mekanizmalarina sahip olduklari i¢in, kemopreventif bilesiklerin
genetik olarak hasarli bu hiicrelerde apoptoz indiiksiyonu olduk¢a dnemsenmistir. Etki

mekanizmasi Sekil 2.6.’da 6zetlenmistir (Kogyigit ve ark., 2019).

Siilforafan viicutta farkli yolaklar ile kemopreventif etki saglayabilmektedir.
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1. Kromatin ve DNA modifikasyonlari gen diziliminin kontroliinii
saglamaktadir (Bassett ve Barnett, 2014).

2. Histon asetil tranferaz (HAT) ve histon deasetilaz enziminin (HDAC)
dengesi ile histon asetilasyonunun azalmasi kanserin siddetini ve tekrarlama ihtimalini
artirmaktadir. SFN, kanser hiicrelerinde histon deasetilaz (HDAC) enzimini baskilayarak
transkripsiyon ve hiicre biiyiimesinin engellemektedir (Bassett ve ark., 2014).

3. Niikleer faktor kappa B’yi (NF-kB) regiile ederek, kanser hiicrelerinin
apoptozisini diizenlemektedir. Boylece tiimorlerin anjiojenez ve metastazinin inhibe
edilmesini ve hiicre migrasyonunun dnlemesini saglar (Kogyigit ve ark., 2019).

4, SFN’nin TrxR’nin sitoplazmada bulunan formu TrxR1 ve mitokondrideki
formu TrxR2 ekspresyonunu artisini saglayarak hiicre hasarlarimi ve yikimlarini
engelledigi gosterilmistir. Tiyoredoksinler organizmada tiim hiicrelerde yer alan redoks
proteinleridir. Tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) ve pentoz fosfat yolaginda kazanilan
NADPH ile beraber indirgenen tiyoredoksin, stres durumlarinda NFkB, AP-1 ve p53 gibi
transkripsiyon faktorlerinin indirgenmisini kontrol ederek, hiicreleri apoptozisden korur.
Tiyoredoksin rediiktaz enzimi ek olarak reaktif oksijen tiirlerinin aktivitesini

durdurmaktadir (Kogyigit ve ark., 2019).

Keapl = i T D
CYPAI, CYPIA2, CYP2BI, |
Nrf2 CYP2B2, CYP2E1, CYP3A2, !
\ CYP3A4 |
Keapl ;
Faz Il
\ Transkripsiyon NQOI
e GGCS,
i GST,
niikleus HO-1.
Glukoronosil transferaz,
Epoksit hidrolaz

Sekil 2. 6. Siilforafinin Etki Mekanizmasi (Kogyigit ve ark., 2019).
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2.6.7. Fenolik Bilesikler

Polifenoller, bitkilerin yapilarindaki fenol gruplar ile karakterize olan ikincil
metabolitlerdir. Fenilalanin aracaligi ile sentezlenir. Fenolik bilesiklerin gosterdigi
fizyolojik  Ozellikler: — antioksidan, antialerjik, antimikrobiyal, antiartrojenik,
antienflamatuar, antitrombotik ve kardiyoprotektif etkidir (Jaiswal, Gupta ve Abu-
Ghannam, 2012)

Doymamislik derecesi, hidroksil gruplarinin sayisi ve tglii karbon segmentinin
oksidasyon seviyesindeki farkliliklara gore flavonoidler; flavonoller, flavonlar,
flavanonlar, flavanoller, izoflavonoidler ve antosiyanidinler seklinde siniflandirilir
(Gokmen ve Acar, 2004). Antiradikal aktivite ile iliskilendirilen 3 yapisal 6zellikten en
az birine sahip olan flavonoidlerin antioksidan etkinligi olduk¢a giicliidiir.
Hidroksilasyon derecesi antioksidan seviyesiyle iliskilidir. Yapilarinda seker grubu
bulunmasi ise antioksidan seviyesini azaltmaktadir. Brassica tiirlerinde en etkin olan
fenolik asitler seker ve organik asitlerle birlikte olan kafeik asit, p-kumarik asit, sinapik
asit ve ferulik asittir (Landete, 2013). En 6nemli flavonollerin kuersetin ve kamferol,
flavonol glikozitlerin ise kuersetin-3-O-soforosit ve kamferol-3-O-soforosit oldugu
bilinmektedir (Koh ve ark., 2009). Brokolide en ¢ok yer alan iki fenolik bilesik Sekil
2.7.de goriilmektedir (Zhang ve Hamauzu, 2004). Ayrica brokoli hidroksisinnamik
asitler agisidan en zengin sebzelerden biridir. Brokolide saptanan baslica hidroksinnamik
asitler  1-sinapoyl-2- feruloylgentiobiose, 1,2-diferuloylgentiobiose ve 1,2,2-
trisinapoylgentiobioseve neoklorojenik asittir (Vallejo, Gil-Izquierdo, Pérez-Vicente ve
Garcia-Viguera, 2004; Zhang ve ark., 2004).
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Sekil 2. 7. Brokolide bulunan baslica fenolik bilesikler. a: flavonol glikozitler, b:
hidroksisinnamik asit esterleri (Zhang ve ark., 2004).
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2.6.8. Askorbik Asit

Askorbik asit giiclii bir antioksidandir. Askorbik asidin kimyasal yapis1 Sekil
2.8.”de gorilmektedir (Y1lmaz, 2019). Gidalarda askorbik asit, genellikle L-askorbik asit
olarak bulunmaktadir. Kararsiz bir molekiildiir. Miktar1 meyve ve sebzelerin islenmesi
sirasinda enzimatik ve enzimatik olmayan pargalanmalara bagli olarak azalmaktadir. Bir
cok etkene bagli (Konsantrasyon, oksijen, 1sik, basing, sicaklik) olarak pargalanma

seviyesi degismektedir (Munyaka, Makule, Oey, Van Loey ve Hendrickx, 2010).

CH,OH

HOH

Sekil 2. 8. Askorbik asidin kimyasal yapis1 (Yilmaz, 2019).

Askorbik asit hiicrelerin oksidatif strese karsi korunmasinda 6nemli bir role
sahiptir. Bu vitamin insan viicudunda sentezlenemedigi i¢in disaridan alinmasi gerekli ve
onemlidir Ciinkii steroid ve peptid metabolizmasi, kollajen sentezi, bagisiklik sistemi,
endokrin fonksiyonu, kan basincinin kontrolii, demir ve bakir dengesi, endotel
fonksiyonu ve yag asidi taginimi gibi bir¢ok metabolik sistem iizerinde askorbik asidin

etkisi bulunmaktadir (Davey ve ark., 2000).

Brokolinin askorbik asit seviyesi yiiksektir. Bu vitaminin mirosinaz aktivitesini
artirarak daha yiikksek sulforafan olusumunu saglayabildigini bildirilmektedir
(Burmeister, Cottaz, Rollin, Vasella, ve Henrissat, 2000; Shen, Su, Wang, Du ve Wang,
2010). Yiiksek sicaklik brokolideki askorbik asitin etkisini azaltmaktadir. Pigirme,
kaynatma ve mikrodalga islemlerinin askorbik asit seviyesinde 6nemli bir azalmaya

sebep oldugu bildirilmektedir (Yuan, Sun, Yuan ve Wang, 2009).
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Giinliik alinmast gereken C vitaminin RDA (Recommended Dietary
Allowances)’ya gore degeri kadinlar i¢in 75 mg/giin ve erkekler i¢in 90 mg/giin’diir.

Sigara igen erkek ve kadinlarda C vitamini gereksinimi artmaktadir. (Landete, 2013)
2.7. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii, cok hiicreli canlilara ait hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalmasina uygun
olan yapay bir ortamda (in vitro) gelistirildigi tekniktir. Farkli hiicre kiiltiir ortamlarinin
gelistirilmesi sayesinde hiicrelerin  gogalmasi, farklilagsmasi, biiylime faktorlerinin
belirlenmesi, ¢esitli hiicrelerin  fonksiyonlarinin altinda yatan mekanizmalarin
anlasilmasi, hiicre-hiicre veya hiicre-matriks etkilesimlerinin ve olusturulan hastalik
modellerinde ilag adayr molekiillerin etkilerinin saptanmasi gibi bir¢cok deneysel
calismanin yapilmasini mimkiin kilmaktadir. Bu nedenle, hiicresel ve molekiiler

biyolojide kullanilan en 6nemli araglardan biri hiicre kiiltiirii olmustur (Aslim, 2018).

Hiicreler, dogrudan dokudan ayristirilabilir veya daha 6nce olusturulmus bir hiicre
hattindan veya hiicre tilirlinden ¢ikarilabilir. Enzimatik veya mekanik yollarla
tiretilebilir. Hiicre kiiltiiri, hiicrelerin standart fizyolojisi ve biyokimyasini incelemek
icin uygun model sistemleri, tutarli ve tekrarlanabilir sonuglar saglar. Hiicre kiiltiirii
modelleri, klasik ilag absorbsiyon modelleri ile kiyaslandiginda bir¢ok iistiinliige sahiptir

(Antoni, Burckel, Josset ve Noel, 2015).
Bunlar;
s Tlaglarin ve 6zellikle peptidlerin metabolizmasinin hizli degerlendirilmesi,
* Kontrollii kosullar altinda ila¢ emilim mekanizmasini ¢alisma olanagi,

*Farmasotik maddelerin kullanilmasiyla ilag absorbsiyonunu artirma yontemlerinin

hizl1 sonu¢lanmasi,

» Farmasotik maddelerin epitelyum biitiinliik tizerindeki etkilerini ¢alisma imkani,
* Yardimci ¢oziiciilerin hiicresel etkilerinin ¢alismalari,

* Bagirsak epitelyumunun bariyer yeteneklerinin incelenmesi,

» Insan hiicreleri iizerinde ¢alisma yapabilme olanag: saglamasi,

« Zaman ve maliyet kaybin1 azaltmaya ek olarak hayvan g¢alismalarini en aza
indirme imkant,

» Ilag hedefleme stratejilerini hizli degerlendirme imkamdir (Giindogdu, 2009;
Bekki, 2010; Brunner, 2010).
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Hiicreler, temel besin ogelerini (amino asitler, karbonhidratlar, vitaminler,
mineraller), biiylime faktorlerini, hormonlari, gazlari (O2, CO>) igeren ve kimyasal ortami1
diizenlenmis (pH, ozmotik basing, sicaklik) bir substrat veya ortam igeren yapay bir
ortamda biiyiir. Yapisik hiicrelerde, birincil kiiltiir hiicrelerinin baglanmak i¢in kati
destege ihtiyac1 vardir. Bu nedenle ¢cogu hiicre ankraja bagimlidir ve kat1 veya yari1 kati
bir substrata (yapigkan veya tek tabakali kiiltiir) bagliyken kiiltiirlenmesi gerekirken,
digerleri kiiltiir ortaminda ylizerek biiyiitiilebilir (slispansiyon kiiltiirii). Farkli dokulardan
tiretimi saglanan hiicre kiiltiirleri ti¢ ana gruba ayrilmistir. Bunlar; primer hiicre kiiltiirleri,

devaml1 hiicre kiiltiirleri ve diploit hiicre kiiltiirleridir (Antoni ve ark., 2015).

Primer hiicre kiiltiirleri, kiiltiir ortaminda ilk yer alan ve asil dokudan yeni ayrilan
hiicreleri igerir. Dokunun fizyolojik durumunu gostererek genotip ve fenotip olarak asil
doku hiicresi ile ayn1 &zellikleri icerir. Ancak deneysel olarak cogalmalar1 kisithdir. ilk
pasajdan sonra primer hiicre kiiltiirleri bir kiiltiir ortamindan diger kiiltiir ortamina
alinirlar. Bu islemin adi subkiiltiirdiir. Yeni elde edilen hiicre kiiltiirleri ayn1 islevsel
ozelliklere sahip hiicre hatlarini olustururlar. Hiicre hatlari, hiicrelerin alindig1 dokularin

ozelliklerine gore degismek kosuluyla subkiiltiire izin verirler.

Devamli hiicre kiiltiirleri, alt kiiltiirleri siirekli yapilabilen ve karyotipleri
alindiklar1 dokularla ayni olmadan gelistirilen kiiltiirlerdir. Transformasyonlarindan
dolay1 fizyolojik 6zelliklerinin timiinii koruyamaz. Diploit hiicre kiiltiirlerine, primer
kiiltiirlerin altkiiltiirlerinin yapilmasiyla ulagilir. Biitiin hiicreler %85 oraninda alindiklari
dokunun karyotipini korur ama baz1 hiicrelerde kromozom ¢esitleri kaybolabilir (Ergiin,
1998; Taria, Nakao, Matsumoto ve Takahashi, 2000). Devamli hiicrelere kiyasla primer
hiicrelerin sitotoksisitenin degerlendirilmesinde daha verimli olacagi goriilmekle birlikte
sitotoksik maddeye verdikleri metabolik yanitta bazi farkliliklar olmaktadir. Genetik ve
metabolik stabiliteleri sayesinde test sonuglarmnin standartlasmasinda kolaylik saglayan
devamli hiicre hatlarindan olan L929 ve Balb3T3 sitotoksisite testleri standart olarak
kullanilmaktadir (Ergiin, 1998).

2.7.1 Hiicre Hatt1 Cesitleri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik tan1 koyulan kanser ve kanser 6liimlerinin
onde gelen nedeni olup, toplam kanser vakalarinin %23'inti ve kanser oliimlerinin
%14'ini olusturmaktadir; dolayisiyla bu alandaki arastirmalar hem ekonomik hem de

psikolojik yiikiin tistesinden gelmek icin onemlidir (Cakmak ve Giindiiz, 2019). Son
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yillarda meme Kkanserinin tek bir hastaligi degil, memenin epitel hiicrelerinden
kaynaklanan molekiiler olarak farkli bir dizi tiimérii temsil ettigi netlik kazanmistir (Kang
ve Kim, 2013).

Hiicre dizileri, laboratuvar arastirmalarinin birgok alaninda ve 6zellikle kanser
arastirmalarinda in vitro modeller olarak yaygin olarak kullanilabildikleri i¢in meme
kanserinde molekiiler tani igin Kilit bir unsur gibi goériinmektedir (Burdall, Hanby,

Lansdown ve Speirs, 2003).
2.7.2. MDA-MB-231

MDA-MB-231 hiicre dizisi, 51 yasinda metastatik bir meme adenokarsinomasi
olan bir kadin hastanin, plevral efiizyonundan elde edilen ve en ¢ok kullanilan, epitel,
insan meme kanseri hiicre dizisidir (Valastyan ve Weinberg, 2011). ER ve PR
ekspresyonu ve HER2‘den yoksun olmasi nedeniyle, olduk¢a agresif ve istilacidir.
Metastaz yapan diger kanser hiicre hatlarinda oldugu gibi MDA-MB-231 hiicrelerinde
de, hiicre dis1 matriks proteolitik enzimlerce bozulmustur (Cailleau, Olive ve Cruciger,
1978).

Normal karyotipide sahip olmayan hiicrelerde kromozom sayilari normal yapida
degildir. Karyotip analiz igerisinde kromozom miktarlarinin triploide yakin degerlerde
oldugu gozlenmistir. Az sayida normal kromozom bulundururlar. N8 ve N15
kromozomlarima sahip degillerdir. Bahsedilen kromozomlar sitogenetik analizler
boyutunda markir olarak kullanilmaktadir. Karyotip analizler, hiicre populasyonlarinin
kromozom sayilari ve yapilari yoniinden benzer olmadiklarini géstermistir (Cimmino ve

ark., 2005).

Meme kanseri hiicrelerinin belli 6zelliklerini modelleyen bu hiicre hatti in vitro
sartlarda calisilmak i¢in olduk¢a uygundur. Normal meme hiicrelerinin gosterdigi
ozelllikler ER negatif olan MDA-MB231 hiicrelerinde yoktur. MDA-MB-231
hiicrelerinde bahsedilen bu degisimler, tiimdoriin ilerlemesi, kanserin yayilmasi ve

apoptoza direng kazanmasiyla alakalidir (Cimmino ve ark., 2005).

TNBC kisith tedavi olanagi nedeniyle agresif bir meme kanseridir. Bu meme
kanserinin esas molekiiler temelini anlamak, yiiksek metastatik 6zelligi olan MDA-MB-
231 hiicre dizisi ile yapilan ¢alismalarin gelisebilmesi igin biiyiikk 6neme sahiptir (ESen,

2009).
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2.8. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiistindeki farkli evrelerin bir diizen igerisinde ilerlemesi ve
gerektiginde dongiinlin durdurulmasi i¢in G1/S, S/G2 ve G2/M fazlar arasindaki gegisler

kontrol noktalar1 olarak gorevlidir.

G1 kontrol noktasinda hasarli DNA’nin S evresine girmeden onarilmasi saglanir.
Hiicre dongiisiiniin devam etmesi i¢in uygun biiyiime faktdrleri bulunmuyorsa hiicre GO
evresine girer. Bu evre de hiicre biiylimesi durur ve bdliinmeden yasamina devam eder.
Hiicre dis1 sinyallerle uyarildiklarinda ise hiicre boliinme dongilisiine devam eder.
DNA’daki hatalarin diizeltilemeyecegi durumlarda ise hiicre S evresine gegmeden
apoptoza girmesi saglanir. S kontrol noktasinda DNA hasar kontrolii gergeklesir. G2
kontrol noktasinda DNA replikasyonu tamamlanmadan mitozun baglangicina engel olur.
M kontrol fazinda ise mitozda kromozomlarin ig ipliklerine diizglin dizilimlerinin
kontrolii saglanir. Bu dongiide ve kontrol noktalarinda gérev alan siklinler, siklin-bagiml
kinazlar (CDK'ler) ve CDK inhibitorleri (CDI'lar) arasindaki denge, hiicre dongiisiiniin

diizenlenmesini ve ilerlemesini saglamaktadir (Geoffrey, Cooper ve Hausman, 2006).
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3.GEREC VE YONTEM

Tez kapsaminda yapilan deneylerin hepsi Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Anatomi Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Steril edilmis olan
malzemeler kullanildi ve ¢alisma steril sartlarda yapildi. Calismada MDA-MB-231 hiicre

hatt1 kullanilildi. Hiicre hatlar1 Genom ve Kok Hiicre Merkezi’nden temin edildi.
3.1. Kullanilan Malzemeler

Calismada kullanilan demirbas ve sarf malzemelerin isimleri, markalar1 ve kodlari

listelenmistir.
3.1.1. Kullanilan Demirbas Malzemeler

e Laminar hava akish steril kabin (MN/120, Niive)
e Karbondioksit Inkiibatorii (NB-203XL,Biotek)

e Muse® Cell Analyzer (Guava, ABD)

e Iinverted Mikroskop (CX31, Olympus)

e Santrifiij (Selecta, Ispanya)

e Santifiriij (Sigma)

e Vortex Minishaker (IKA, MS1 S1)

e Mikroskop (Nikon, TS100)

e Rotary Evaporator (Heidolph)

3.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

e Cell Culture Cluster 24’1 (Costar, 3524)

e Cell Culture Flask 25 cm? (Falcon, 137202)
e Cell Culture Flask 50 cm?

e Thoma Lami (Hemositometri)

e Fetal Bovine Serum (Biowest, S181G-500)

e DMEM ( Capricorn Scientific, CP21 -4310)
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e Tripsin ( SIGMA, SLCH8830)

e L-Glutamine (Capricorn Scientific, CP21-4183)

e Penisilin (SIGMA, 046M486V)

e Beher 100 ml

e Pipet 2-20 ul ( Thermo Scientific, MH69348)

e Pipet 20-299 ul (Thermo Scientific, MH69787)

e Steril Pastor Pipeti

e Pipet ucu 200 pl (ISOLAB, L-002-R.2)

e Hassas Terazi (Radwag, WTS 3000)

e Spatiil

e Spor

e Parafilm (Bemis, PM-996)

e 0,22 um Enjektor Ucu Filtre (ISOLAB, 000H02092)
e 0,45 um Enjektor Ucu Filtre (ISOLAB, 000H03235)
e Santifiiriij tiipii (ISOLAB, CTPPN9015002)

e Santifiirtij tiipii 15 mm ( Citotest, 195477)

e Siringa 5 ml ( Ayset, 18559)

e Eldiven (Vasco, 9201131)

3.2. Ekstre Elde Edilmesi ve Hazirlanmasi
3.2.1. Olgun Brokoliden Ekstre Elde Edilmesi

Olgun brokoli bitkisi (3 adet) Kayseri’de yerel bir marketten temin edildi. Temin
edildigi giin yikanip parcalara ayrildiktan sonra kati meyve sikacaginda (Argelik, K-1579,
Cin) sikilarak brokoli suyu elde edildi. Cam kavanoza alindiktan sonra Erciyes
Universitesi Anatomi Anabilim Dal1 laboratuvarina getirildi ve +4 °C sabit sicaklikta
bekletildi.

Ornekler 50 ml’lik santifiiriij tiipiine aktarildi. Santifiiriij cihazinda (Selecta,
Ispanya) 5000 rpm’de 4 kez 15 dakika santifiiriij edilerek icerigindeki posa uzaklastirildi.
Elde edilen brokoli suyu i¢indeki makromolekiilleri uzaklagtirmak i¢in dnce gozenek ¢api
0,45 um olan filtreden ve sonra gézenek ¢ap1 0,22 um olan filtreden gegirildi. Bu islem

sonucunda 28 ml brokoli ekstresi elde edildi ve beherlere 4 x 7 ml olacak sekilde boliindii.
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Beherlerin yiizeyi parafilm ile kapatildi (Sekil 3.1.). Ekstreler karanlikta —20°C'de

saklandi.

Sekil 3. 1. Brokoli ekstresinin elde edilmesi

(A) Brokoli suyu cam kavonoza alindi, (B) 4x50 ml santifiiriij tiiplerine alindi, (C) Santifiirij
cihazina yerlestirildi, (D) Santiriij edildikten sonra siiziildi (E) 0,45 um ve 0,22 um
membran filtreden gegirildi, (F) 28 ml brokoli ekstresi kullanilmak iizere beherlere alindi.

On islemlerden gegirilirek -20 °C de dondurulmus 6rnekler kurutma islemi igin
liyofilizatore (CHRIST) yerlestirildi. Liyofilizasyon -50 °C de, >0,065 mbar altindaki
kosullarda gerceklestirildi. Islem 24 saat siirdii.

Toz haline gelen brokoliler beherden ¢ikarildi ve alimiinyum folyo iizerine

alinarak hassas terazide (RADWAG) tartildi. Brokoli suyundan toplam 1,16 g toz brokoli
elde edildi ( Sekil 3.2). Elde edilen ektstre analiz anina kadar -20 °C de sakland.
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Sekil 3. 2. Liyofilizatérde dondurarak kurutma islemi

(A) Beherler liyofilizatore yerlestirildi, (B) Liyofilizatorde 24 saat sonraki goriintii, (C)
1,16 g brokoli ekstresi elde edildi, (D) Ekstre tiipe alinarak -20 °C de saklandi.

3.3. Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan kiiltiir besiyeri (%15 fetal bovine serum, %84 Dulbecco’s

middle eagle medium ve %1 penicilin/streptomycin) kullanilarak hazirland: (Tablo 3.1.).

Tablo 3. 1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerleri ve miktarlari

Hiicre Kiiltiir Besiyeri Kullanilan Miktar

FBS (Fetal S1gir Serumu) %15

DMEM (Dulbecco‘s Modified | 0484
Eagle‘s Medium)

Penisilin / Streptomycin %1
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Besiyerini olusturan tiim maddeler ayr1 ayr1 0,22 pm membran filtrelerinden
gecirilerek steril tliplere aktarildi. Besiyeri kullanilana kadar buzdolabinda (+4°C)
bekletildi (Sekil 3.3.).

Sekil 3. 3. 2 x 50 ml hazirlanmis besiyerleri

3.4. Hiicre Sayim

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kiiltiire edilen hiicre sayisinin tahmini olarak da olsa
bilinmesi gerekmektedir. Hiicre sayisina gore hiicrenin kiiltiire edilecegi flasklarin

biytikliikleri belirlendi.
e Hiicreler besi yerinde tek tek asili lir hale gelene kadar pipetlendi.

e Hiicreden belirli bir miktar alind1 ve Trypan Blue ile boyandi.

e Boyanan hiicreler Thoma laminin her iki tarafina 10 pL olarak eklendi (Sekil 3.4).

Sekil 3. 4. Thoma laminin Trypan Blue ile boyanmasi

e Mikroskop ile sayim yapildi.
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e Sayim yaparken parlayan hiicreler canli kabul edildi ve maviye boyanmis olanlar
canli degildi.

e Her iki taraftan elde edilen sonuglarin ortalamasi alindi.

e Canli hiicre sayisi (hiicre/mL) = Ortalama hiicre sayis1 x 2 x 10* formiiliine gore

hesaplanda.
3.5. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Kiiltiirde cogalan hiicreler besi ortamindaki besleyici ajanlart biiylik Olciide
tilkketip flask icerisindeki hiicre yogunluklar1 %70’e ulastiktan sonra ¢ogalma hizlari
diismekte ve bir siire sonra durmaktadir. Sekil 3.5 ve 3.6’da hiicrelerin ekim sirasinda ve
yiizeye tutunduktan sonraki goriintiileri gosterilmistir. Hicrelerin miktoskoptaki
gorilintlisii goriilmektedir. Bu donemde hiicrelere zarar verilmeden bagka bir flaska
transfer edilmeleri gerekmektedir. Bu isleme pasajlama denir. Pasajlama isleminin

asamalar1 su sekildedir:

Sekil 3. 5. Hiicrelerin ekim sirasinda 40x objektifte mikroskoptaki goriintiisii

Sekil 3. 6. Yiizeye tutunan hiicrelerin 40x objektifte mikroskop goriintiisii
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e Besiyeri, FBS ve tripsin su banyosunda 37°C’de sitilir. d-PBS (Dulbecco's
Phosphate Buffered Saline) oda sicakliginda 1sitildi.

e Hiicreler CO; inkiibatoriinden alinidi ve mikroskopta incelendi

e Flask dik konuma getirilerek hiicre tabakasinin oldugu yiizeye pipet ucu

degdirilmeden besiyeri yavasga ¢ekildi (Sekil 3.7).

Sekil 3. 7. Besiyerinin ortamdan ¢ekilmesi

e Hiicre tabakasina pipet ucu degdirilmeden flaskin alt kdsesine d-PBS eklenerek
yiizey yikandi.

e Eklenen PBS’in flask yiizeyini kaplamasi saglandi ve PBS yavasga cekildi.

e Ortama tripsin eklendi ve flask 4 dakika CO; inkiibatoriinde tutuldu.

e Mikroskop altinda hiicrelerin flask tabanindan kalkarak serbestlesme durumu
kontrol edildi.

e Hiicreler serbest hale gelince flaska konulan tripsin miktarmin 2 kati kadar
medyum i¢indeki FBS ilave edildi ve hiicreler santrifiij tiipiine aktarildu.

e Hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika kadar santrifiij edildi. Siipernatan tek seferde
uzaklastirildi.

e Hiicre pelletini ¢6zmek icin falkona 10 mL besi yeri eklendi ve pipetaj yapildi.

e Thoma lamu ile hiicre sayimi yapild1 ve sayiya gore 25, 50 ya da 75 cm? flasklara
ekim yapildi.

e Flask tizerine ait olan hiicre hatti ismi, pasaj numarasi, pasaj tarihi yazildu.

e Hiicreler mikroskopta incelendi.
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e Flasklar CO; inkiibatoriine yerlestirildi.
3.6. Hiicrelerin Dondurulmasi

e Hiicre dondurma islemi Cryoprotectan ile gergeklestirildi.
e Cryoprotectan hazirlanirken, 3 birim Hidroksietil Starch ve 2 birim DMSO

enjektor ile alinip filitreden gegirildi
e Hiicre iceren besi yeri ¥ oraninda cryo tiipiine eklendi.
e Hazirlanan Cryoprotectan % oraninda cryo tiipiine eklendi.

e Her bir cryo tiiptine 150 ul Cryoprotectant + 100 ul DMSO + 750 ul medyum
iceren hiicre = 1 ml (1000000 hiicre i¢in) kullanildi.

e Hiicreler 24 saat -80 °C’de bekletildi.

e Buislem ile 1 ml dondurma ¢6zeltisi iginde 1000000 hiicre saklandi.
3.7. Hiicre Hatt1 Uzerinde Dozun Belirlenmesi

Daha once yapilan g¢alismalarda brokoli ekstresinin farkli ¢oziiciiler i¢inde
coziilerek 0,25-2,5 mg/mL arasinda degisen dozlarinin kullanildig1 ve etkin dozun 2,5
mg/ml oldugu rapor edilmistir (Pasko ve ark., 2018). Buna bagli kalarak brokoli
dozlarinin belirlerken yapilan pilot ¢alismalann sonuglari esas alindi. Yapilan pilot
caligmada 1-5 mg/ml dozlar i¢in hesaplamalar yapilarak iki etkili doz olarak 1,25 mg/ml
ve 2,5 mg/ml secildi. Etkili dozlar asagidaki sekilde hesaplandi.

Iml.75mg=10mg.xml=0,75ml=0,75ml=750 uL

Brokoli toz ekstreleri lizerine 1 ml besiyeri eklenerek vorteksle orta devirde
homojenize edildi. MDA-MB-231 hiicre hatlari {izerinde brokoli ekstresinin 2 farkli dozu
(125 ve 250 pg/ml) 2 farkli zaman siiresinde (24 ve 48 saat) inkiibasyon sonucunda

degerlendirildi.
3.8. Deneysel Gruplarin Olusturulmasi

In vitro inkiibasyondan sonra Muse™ Analyzer Cihazi kullanilarak Annexin V

ve Cell Cycle testleri yapildi.
3.8.1. Annexin V Testi i¢in:

Gruplar Tablo 3.2.’de gosterildigi sekilde olusturuldu.
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Tablo 3. 2. Annexin V Testi i¢in olusturulan deney gruplari.

Grup | (kontrol)

Besiyeri +1x 10* MDA-MB-231 hiicresi

Grup II (125 pL/ml brokoli)

Besiyeri + 1x10* MDA-MB-231 hiicresi

24 saat + 125 pL brokoli ekstresi
Grup I (250 pL/ml Besiyeri + 1x10* MDA-MB-231 hiicresi
brokoli) + 250 uL brokoli ekstresi
Grup | (kontrol) Besiyeri +1x 10* MDA-MB-231 hiicresi
Grup II (125 pL/ml brokoli) | Besiyeri + 1x10* MDA-MB-231 hiicresi
48 saat

+ 125 pL brokoli ekstresi

Grup III (250 pL/ml
brokoli)

Besiyeri + 1x10* MDA-MB-231 hiicresi
+ 250 uL brokoli ekstresi

3.8.2. Cell-Cyle Testi i¢in:

Gruplar Tablo 3.3.’de gosterildigi sekilde olusturuldu.

Tablo 3. 3. Cell-Cycle Testi i¢in olusturulan deney gruplart.

Grup | (kontrol)

Besiyeri +1x 10° MDA-MB-231 hiicresi

Grup II (125 pL/ml Besiyeri + 1x10° MDA-MB-231 hiicresi
. + 125 pL brokoli ekstresi
24 saat | brokoli)
Grup III (250 pL/ml Besiyeri + 1x10° MDA-MB-231 hiicresi
brokoli) + 250 uL brokoli ekstresi
Grup | (kontrol) Besiyeri +1x 10° MDA-MB-231 hiicresi
Grup II (125 pL/ml Besiyeri + 1x10° MDA-MB-231 hiicresi
. + 125 pL brokoli ekstresi
48 saat brokoli)
Grup III (250 pL/ml Besiyeri + 1x10° MDA-MB-231 hiicresi

brokoli)

+ 250 uL brokoli ekstresi
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3.9. Annexin V Testi

Muse Cell Analyzer cihazi ve Muse Annexin V Olii Hiicre kiti kullanilarak test
yapildi. Muse Annexin V ve Olii hiicre kiti, apopitotik hiicrelerin dis membranindaki
PS'yi belirlemek i¢in kullandi. Bu test ile erken ve geg¢ apopitotik fazdaki hiicrelerin ve
toplam apopitotik hiicrelerin 24 ve 48 saatlik iki farkli periyot i¢in yiizdeleri belirlendi.
Hicrelerin kiiltiire edilmesi i¢in her iki siirede de ayri ayn steril kiiltiir kaplarmnin 6
kuyucugu kullanildi. Kiiltiir kabinin kapagina gruplarin isimleri yazildi. Béylece gruplar
dogru sekilde yerlestirildi (Sekil 3.8).

Sekil 3. 8. Hiicre ve etken maddelerin 24’lii well plate ekilmesi

Her bir grup i¢in ii¢ kuyucuk ayrildi. Tiim kuyucuklara 10.000 MDA-MB-231
hiicresi ve iizerine 1 ml besiyeri ilave edildi. Grup | i¢in kuyucuklara yalnizca besiyeri
eklenirken Grup II ve Grup III ig¢in 1 ml besiyerine 125 ve 250 ul/ml brokoli ekstresi
eklenerek ekim yapildi. Her kuyucuk ayri ayri tek kullanimlik pipet ucuyla pipetaj
yapilarak hiicre ve besiyerinin birbirine karigsmasi saglandi. Ekim yapildiktan sonra kiiltiir
kaplar1 37°C’de %5 CO2’li inkiibatore kaldirildi. Her kuyucuk i¢in birer adet ependorf
tiipler (1,5 ml) alind1 ve gruplarin isimleri kapaklarina yazildi. 24 ve 48 saatlik siirelere

gore kiiltiir kaplar inkiibatorden ¢ikarildi. Kuyucuklar kendine ait olan tiiplere aktarildi.
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Es zamanli olarak oda sicakligina gelmesi i¢in Annexin V 6li hiicre kiti buzdolabindan

cikartildu.

Kuyucuklart bosaltilmasi sirasinda kiiltiir kab1 45 derecelik agiyla tutuldu ve
hiicrelerin ¢okme olasiligina karsi tiiplere aktarildi. Tiipler, santifiiriij cihazinda oda
sicakliginda 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Supernatant mikropipet yardimiyla
uzaklastirildi. Tiiplere 1 ml steril DPBS eklendi ve tiipler vortekslendi. Tiiplerin {ist
kisminda kalan supernatant uzaklastirilmasinin ardindan herbirine 100 pl %1°lik Fetal
Bovine Serum ve 100 pl Annexin V kit sivisi eklendi. Tiipler vortekslenerek 20 dk
karanlik ortamda bekletildi.

Bu siire zarfinda Muse Cell Analyzer cihazinin 6n yikamasi yapilarak cihaz
hazirlandi. Muse Cell Analyzer Cihazi ve Annexin ve Olii hiicre kiti Sekil 3.9.°da
gosterilmistir.  Yirminci dakikanin sonunda tiipler teker teker cihazin igerisine
yerlestirilerek analiz yapildi. Once hiicrelerin yogun olarak bulundugu bolgeler belirlendi
ve Grup I’den baslayarak ornekler okutuldu. Okutma islemi sirasinda cihaz temizleme
uyarist verdiginde hizli yikama yaptirildi. Sonuglar kaydedildikten sonra kopyalar alindi.
Ayni islemler 24 ve 48 saat igin tekrar yapildi ve sonuglar kaydedildi.

Sekil 3. 9. (a) Muse Analyzer Cihazi, (b) Annexin V 6lii hiicre kiti
3.10. Hiicre Dongiisii Testi
Muse hiicre dongiisii kiti, tiim hiicre dongiisii fazlarindaki (Go/G1, S ve Go/ M)

hiicre yiizdelerinin Slgiilmesi ve DNA igeriginin propidyum iyodiir bazli boyamasi

amacina gore kullanildi.
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Muse Cell Analyzer cihaz1 ve Muse Cell Cycle kiti kullanilarak analiz yapildi.
Hiicre dongiisiiniin Go/G1, S ve G2/M fazlarindaki hiicre yiizdesinin kolay ve hizli
Olctimlerinin yapilmasi saglandi. Test i¢in gereken 70 ml alkol, 30 ml distile su oranina

gore %70’lik etil alkol hazirland1 ve -20°C de muhafaza edildi.

Hiicrelerin kiiltiire edilmesi i¢in 24 kuyucuklu steril tek kullannmlik kiiltiir
kaplarinin 24 ve 48 saatlik periyotlar i¢in 6 kuyucuk kullanildi. Kiiltiir kabinin kapagina
gruplarin isimleri yazildi ve hangi grubun nereye yerlestirileceginin belirlenmesi
saglandi. Her bir gruba kontrol ve iki doz i¢in 3 kuyucuk ayrildi. Her kuyucuga 1.000.000
MDA-MB-231 hiicresi ve 1 ml besiyeri eklendi. Grup | i¢in kuyucuklara yalnizca besiyeri
eklenirken Grup II ve Grup Il i¢in 1 ml besiyeri igine 125 ve 250 ul/ml brokoli ekstresi
eklenerek ekimler yapildi. Her kuyucuk igin ayri ayr steril pipet ucu kullanildi. Pipetaj
yapilarak hiicre ve besiyerinin karigmasi saglandi. Yapilan tiim islemler steril
malzemelerle giivenlik kabini i¢inde gergeklestirildi. Kiiltiir kaplar1 37°C’de %5 CO2’li
inkiibatore kaldirildi. Sonrasinda her kuyucuk i¢in birer adet 1,5 mI’lik standart ependorf
tiip alinarak kapaklarina grup isimleri yazildi. 24 saat sonra inkiibatérden ¢ikarilan kiiltiir

kaplarinin kuyucuklari pipet kullanilarak kendisine ait olan ependorf tiiplerine aktarildi.

Kiiltiir kab1 hafif egimli bir aciyla tutularak kuyucuklar bosaltildi ve hiicrelerin
¢okmemesi i¢in sivi pipetlenerek alindi. Daha sonra kapaklarina grup isimlerinin
yazildigi ependorf tiiplere aktarildi. (Sekil 3.10). Tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra
santifiirlij cihazina aliarak 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ardindan tiiplere 1 ml steril
DPBS eklendi ve vortekslenerek tekrar 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Tiiplerin

tizerinde kalan supernatant uzaklastirildi ve hepsine 50 ul DPBS eklendi.

Sekil 3. 10. Ependorflara Muse Hiicre Dongiisii Kiti eklenmek iizere hazirlanmasi
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I ml %70’lik etanol eklendikten sonra tiipler kapatilarak bekletmeden
vortekslendi. Tiipler iizeri ortiilerek -20°C’de bir gece bekletildi.

Ertesi giin tiipler vortekslendikten sonra 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Uzerinde kalan supernatant mikropipet ile uzaklastirildi ve her birine 200 pl Muse hiicre
dongtisii kiti eklendi. Tekrar vorteksleme islemi yapildi ve 30 dk boyunca oda
sicakliginda karanlik bir ¢cekmeceye kaldirildi. Bu bekleme sirasinda cihazin standart
soliisyonlarla 6n yikamasi yapildi. 30 dakika sonra tiipler tek tek cihaza yerlestirildi ve
sonuclar1 okumasi saglandi. Ilk &rnek okutulurken hiicrelerin yogun oldugu bélge
secilerek analizin bu bolgeden yapilmasi saglandi (Sekil 3.11). Cihaz okuma islemleri
sirasinda uyari verdiginde hizli yikama yaptirildi. Tiim sonuglar okutularak kaydedildi ve

sonuglar kopyalandi. Ayni islem 48 saatlik periyot bitiminde tekrarlandi.

003 48h 25 g4 7

\ Statistics i

Sekil 3. 11. Muse Cell Analyzer cihazinda sonuglarin okunmasi.
3.11. Istatistiksel Analizler

Calismadaki verilerin normallik dagilimi1 ShapiroWilk’s test istatistigi, histogram,
g-q grafigi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasi karsilagtirilmasinda Tek yonlii varyans
analizi kullanilmigtir. Varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirilmistir. Coklu
karsilagtirma testi olarak Tukey kullanild1. Her bir grup i¢in, 24 saat ve 48 saat dl¢limler
arasindaki farkliliklar paired t testi uygulandi. p#; Tek yonlii varyans analizi, P*; Paired t

testi temsil etmektedir. Coklu karsilastirma testine gore (Tukey) alfabetik {ist simgelerin
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ayni1 harfi icermesi gruplar arasinda farkin anlamli olmadigini, farkli olan harf istatistiksel
olarak anlamlilig1 ifade eder. p<0,05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama+standart
hata seklinde verilmistir. Verilerin analizi TURCOSA (Turcosa Analytics Ltd Co,

Turkey, www.turcosa.com.tr) istatistik yaziliminda analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

Farkli dozlarda brokoli ekstrelerinin MDA-MB-231 hiicrelerine etkisi ¢esitli
parametrelere gore degerlendirildi. 24 ve 48 saat siireyle inkiibe edilen hiicrelerde
apopitoza ve hiicre dongiisiine yonelik parametreler 6l¢iildii. Annexin V & Cell Kit ve
Cell Cycle Kit kullanilarak Muse® Cell Analyzer cihazinda okutuldu.

4.1. Annexin V Deneyi ve Sonuclari

Annexin V & Olii Hiicre Kiti hiicre 6rneklerindeki canli, erken apoptotik, gec
apoptotik ve total apoptotik hiicrelerin yiizdelik oranlarini belirlemektedir. Bu oranlar
gruplar arasinda doza ve zamana bagli olacak sekilde istatistiksel olarak karsilagtirildi.

Olgiimler sonunda Muse Cell Analyzer cihazindan alman esas veri grafikleri kullanild.

Cihazdan elde edilen grafiklerde yatay ve dikey eksenlerin kesismesiyle bolmeler
olusturuldu ve hiicre popiilasyonlar1 bu bdélmelerde sol iistte 6lii hiicreler, sag iistte geg
apopitoza giren hiicreler, sol altta canli hiicreler, sag altta erken apopitoza giren hiicreler
olacak sekilde dort gruba ayrildi. Tablo 4.1- 4.4’de veriler ortalamatstandart sapma
olarak ifade edilmistir. 24 saatlik ve 48 saatlik sonuglara ait grafiksel veriler Sekil 4.1. ve
Sekil 4.2.” de goriilmektedir.

APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.00 % 0.00 % 0.73% 1.95% 0.43% 1.06 %
34 34
= = z
= = =1
= = 2 o 2
: 2 2
> >
4 : 14 n : 14
* B T o s
98.85 % 1.15% 73.7%{ 1 2360 % 846%6 : 1383 %
0 Live Early Apop. 0 Live Early Apop. 0 Live Early Apop.
o 1 % 3 4 o0 1 2 3 4 0 1 2 '3 4
ANNEXINV  Apoptotic Live ANNEXINV  Apoptotic Live ANNEXINV  Apogptotic
A B C

Sekil 4. 1. 24 saatlik apopitoz oranlarinin gruplara gére Muse Cell Analyzer

cihazinda veri grafikleri. A. Grup I (Kontrol grubu) B. Grup II (125 uL brokoli ekstresi), C.
Grup III (250 pL brokoli ekstresi)



APOPTOSIS PROFILE

APOPTOSIS PROFILE

APOPTOSIS PROFILE

VIABILITY
Ly~

Late Apop.Mead

YIABILITY

Early Apop.
T

Late Apop./Dead

Early Apop.
T

VIABILITY

Late Apop.Mead
275%

2280 %
Early Apop.
T

Tz 34
ANNEXINY  Apoprotic

o 1 2z 3 a4
ANMNEXINY  Apeptetic

o 1 2z T3 Ta
ANNEXINY  Apopiotic

Sekil 4. 2. 48 saatlik apopitoz oranlarinin gruplara gore Muse Cell Analyzer
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cihazinda veri grafikleri. A.Grup I (Kontrol grubu), B. Grup II (125 pul brokoli ekstresi), C.
Grup 11 (250 ul brokoli ekstresi)

4.1.1 Canh Hiicre Sayisi

Canli hiicreye iliskin sonuglar, gruplar kendi iglerinde siireye bagli olarak
degerlendirildiginde hem kontrode hem de Grup III’de istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunurken (p<0,05), Grup II’de anlamli farklilik bulunmadi (p>0,05).

Gruplar 24. ve 48. saat igin doza bagli olarak degerlendirildiginde anlamli farklilik

bulundu (p<0.05). Coklu karsilastirma testine gore canli hiicre sayisi 24 ve 48 saat

ol¢timlerinde kontrol grubu, Grup Il ve Grup Il arasinda olas: ikili karsilastirmalar

arasinda anlamli farkliliklar bulundu (p<0,001) (Tablo 4.1.). Canli hiicre sayisindaki

azalma en belirgin 125 puL/ml brokoli grubu olmustur.

Tablo 4. 1. Annexin V& Olii hiicre testinde 24 ve 48 saat sonunda canli hiicre

yiizdeleri.
Canl Hiicre Grup I (kontrol Grup 11 (125 Grup 11 (250 | p” degeri
grubu) pl/ml brokoli ) | pl/ml brokoli)
24 saat 98,85+0,30° 73,72+3,72° 84,68+5,43° 0,001
48 saat 85,80+0,80° 67,15+1,95° 74,25+3,57° <0,001
p* 0,002 0,183 0,010

p#; Tek yonli varyans analizi, p*; Paired t testi




41

4.1.2 Erken Apoptotik Hiicre

Erken apoptotik hiicreye iligkin sonuglarda gruplar kendi iglerinde siireye bagl
olarak degerlendirildiginde erken apoptik hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmadi (p>0,05).

24. ve 48. saatlerde doza baghh olarak erken apoptik hiicre sayisi
degerlendirilmesinde istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,05). Kontrol
grubuna kiyasla Grup II ve Grup I1I’de erken apoptotik hiicre yiizdesinin arttig1 goriildii.
Coklu karsilastirma testine gore apoptotik hiicre sayis1 24 saat i¢in Grup I, Grup Il ve
Grup III arasinda olas1 ikili karsilagtirmalar arasinda anlamli farkliliklar bulundu
(p<0,001) (Tablo 4.2). Bu sonuglara gore erken apoptoz artisinda en belirgin grup 24
saatlik 125 pL/ml brokoli grubu olmustur.

Tablo 4. 2. Annexin V& Olii hiicre testinde 24 ve 48 saat sonunda erken apoptotik
hiicre yiizdeleri.

Erken Apoptotik | Grup | Grup Il Grup I p* degeri
Hiicre (kontrol (125 pl/ml (250 pl/ml

grubu) brokoli ) brokoli)
24 saat 1,15+0,602 23,6+0,30° 13,83+1,42°¢ | <0,001
48 saat 12,446,602 27,25£1,90° | 22,8+4,05° | 0,019
p* 0,083 0,058 0,105

p#; Tek yonlii varyans analizi, p*; Paired t testi

4.1.3. Ge¢ Apoptotik Hiicre

Geg apoptotik hiicre yiizdesine iligkin sonuglarda gruplar kendi i¢lerinde stireye
bagli olarak degerlendirildiginde kontrol ve grup II i¢in istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunurken (p<0,05), Grup Il i¢in anlaml1 fark bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4.3.)

Gruplar doza bagli olarak ge¢ apoptik hiicre sayisi i¢in degerlendirildiginde 24.

saatte anlamli farklilik bulunurken (p<0,05), 48. saatte anlamli1 bir farklilik bulunmadi
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(p>0,05). Coklu karsilagtirma testine gore ge¢ apoptotik hiicre sayisi 24. saat 6l¢limii
kontrol grubunda Grup II’ye gére anlamli olarak daha diisiik bulundu (p<0,05).

Tablo 4. 3. Annexin V& Olii hiicre testinde 24 ve 48 saat sonunda ge¢ apoptotik
hiicre yiizdeleri

Geg Apoptotik | Grup | Grup |1 Grup I p* degeri
Hiicre (Kontrol grubu) | (125 pl/ml (250 pl/ml
brokoli) brokoli)
24 saat 0,0+0,0° 1,95+0,05° 1,06+0,98% | 0,016
48 saat 1,40+0,25 4,50+0,85 2,75+2.,0 0,063
p* 0,010 0,031 0,430

p#; Tek yonlii varyans analizi, p*; Paired t testi

4.1.4. Toplam Apoptotik Hiicre

Gruplar i¢inde doza bagli olarak toplam apoptik hiicre sayist degerlendirildiginde
24. ve 48. saatlerde anlamli bir farklilik bulundu (p<0,05).

Gruplar kendi i¢lerinde siireye bagli olarak degerlendirildiginde toplam apoptik
hiicre sayisinda kontrol grubunda anlamli bir farklilik bulunurken (p<0,05), diger
gruplarda anlamli farklilik tespit edilmedi (p>0,05). Coklu karsilagtirma testine gore
hiicre sayis1 24. ve 48. saat dlgiimlerinde tiim gruplar arasinda olas1 ikili kargilastirmalar
sonucunda anlamli farkliliklar bulundu (p<0,05). Toplam apoptotik hiicre artisinda en
belirgin grup 125 pl/ml brokoli grubu olmustur (Tablo 4.4.).

Tablo 4. 4. Annexin V& Olii hiicre testinde 24 ve 48 saat sonunda toplam
apoptotik hiicre yiizdeleri

Toplam Grup | Grup Il Grup I p* degeri
Apoptotik Hiicre | (kontrol (125 pl/ml (250 pl/ml

grubu) brokoli) brokoli)
24 saat 1,15+0,052 25,5542,65° | 14,89+3,89°¢ <0,001
48 saat 13,8+1,05° 31,75+3,66° | 25,55+4,61°¢ 0,002
p# 0,003 0,231 0,162

p#; Tek yonlii varyans analizi, p*; Paired t testi
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MDA-MB-231 hiicresinin brokolinin artan dozlarmma gore hiicre dongiisii

evrelerinin yiizde dagilimi1 24 ve 48 saatlik sonuglara ait grafiksel veriler Sekil 4.3. ve
Sekil 4.4.” de goriilmektedir.

A

CELL SIZE INDEX CELL SIZE INDEX

CELL SIZE INDEX

POPULATION PROFILE

el ()

-t

POPULATION PROFILE

PR

Count

Count

Count

-
A Gl T OO

1

DNACONTENT PROFILE
GOG1 310

S415

G2 189

012345678 910
DNACONTENT INDEX

DMACONTENT PROFILE

GOG137
64

e

012345678 910
DNACONTENT INDEX

DNACONTENT PROFILE

G0G1 1681
BEEN

-

§§
i

012345678 910
DNACONTENT INDEX

Sekil 4. 3. 24 saatlik hiicre dongiisii evrelerinin gruplara gore yiizde dagilim
oranlarinin Muse Cell Analyzer cihazinda okutulan veri grafikleri. A. Grup I (Kontrol grubu)
B. Grup II (125 pL brokoli ekstresi), C. Grup III (250 pL brokoli ekstresi)
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Sekil 4. 4. 48 saatlik hiicre dongiisii evrelerinin gruplara gore yiizde dagilim

oranlarmin Muse Cell Analyzer cihazinda okutulan veri grafikleri. A. Grup I (Kontrol grubu)
B. Grup II (125 uL brokoli ekstresi), C. Grup III (250 pL brokoli ekstresi)
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4.2.1. Go/G1 Evresi Sonuclar:

24 saatlik sonuglar degerlendirildiginde Go/G1 evresindeki hiicrelerin oranlarinin

kontrole gore Grup Il ve Grup I1I’de daha diisiik oldugu (p<0,05), 48 saatlik sonuglarda
ise anlamli farklilik bulunmadigi (p>0,05) goriildii. Gruplar kendi iglerinde siireye bagh
olarak degerlendirildiginde Go/G1 evresinde biitiin gruplarda anlamli bir farklilik bulundu
(p<0,05) (Tablo 4.5.). Coklu karsilastirma testine gore hiicre sayis1 24. saat dlglimlerinde
tiim gruplar arasinda olas ikili karsilagtirmalar sonucunda anlamli farkliliklar bulundu

(p<0,05).

Tablo 4. 5. Kiiltire edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin zamana bagl olarak
GO0/Glevresindeki degisim oranlari

Go/G1 Evresi Grup | (kontrol ~ Grup Il (125 Grup I11 (250 p* degeri
grubu) ul/ml brokoli) ul/ml brokoli)

24 saat 31,00+5,402 3,70+0,90° 16,17+12,32°¢ <0,001

A8 saat 90,40+4,50 75,76£1,15 78,00+£10,90 0,079

p* 0,009 <0,001 0,004

p#; Tek yonlii varyans analizi, p*; Paired t testi

4.2.2. S Evresi Sonuglar:

S evresinde 24. saat ve 48. saat hiicre dongiisii degerlendirilmesinde gruplar iginde
doza bagli anlamli bir farklilik bulundu (p<0,05).

Gruplar kendi iglerinde siireye bagl olarak degerlendirildiginde S evresinde biitiin
gruplarda anlamli bir farklilik bulundu (p<0,05). Coklu karsilagtirma testine gore S evresi
24. ve 48. saat hiicre 6l¢limiinde tiim gruplar arasinda olasi ikili karsilastirmalar anlaml
bulundu (p<0,05) (Tablo 4.6).



Tablo 4. 6. Kiiltire edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin zamana bagli olarak S

evresindeki degisim oranlari

S Evresi Grup | Grup 11 Grup I p* degeri
(kontrol grubu) | (125 pl/ml) (250 pl/ml)

24 saat 41,60+4,80 2 65,40+0,70° 55,20+5,80°¢ 0,002

48 saat 3,50+0,30 2 10,40+1,40° | 10,90+3,20°¢ 0,007

p* 0,006 <0,001 0,013

p#; Tek yonlii varyans analizi, p*; Paired t testi
4.2.3. G2/M Evresi Sonuclari

24 saatlik ve 48 saatlik hiicre dongiisii degerlendirilmesinde gruplar iginde doza
bagli anlaml bir farklilik bulunmamistir (p>0,05). (Tablo 4.7.). Gruplar kendi iglerinde
stireye bagl olarak degerlendirildiginde G2/M evresinde biitiin gruplarda anlamli bir
farklilik bulundu (p<0.05).

Tablo 4. 7. Kiiltiire edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin zamana bagl olarak G2/M
evresindeki degisim oranlari

G2M Evresi Grup | (Kontrol | Grup 11 (125 Grup 1 p* degeri
grubu) pul/ml) (250 pl/ml)

24 saat 18,90+3,90 20,10+4,10 19,30+6,70 0,955

48 saat 3,00£1,20 6,50+2,40 6,20+2,80 0,215

p* 0,033 0,005 0,028

p#; Tek yonlii varyans analizi, p*; Paired t testi
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5. TARTISMA

Kanser genetik ve ¢evresel kosullarin etkisi altinda olan ve hiicrelerin kontrolsiiz
boliinerek c¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan Olimciil bir hastaliktir. Kanser tedavisi igin
olabildigince standart protokoller gelistirilse de herkesin DNA’s1 farkli oldugu igin
benzer tedavilere farkli cevaplar verilmektedir. Giliniimiizde kanserin tedavisinde
Kullanilan cerrahi, radyoterapi, hormon terapisi, kemoterapi ve immiinoterapi gibi
yontemlerin ciddi yan etkileri goriilmektedir. Bu nedenle dogal kaynaklardan giivenli ve

giiclii antikanser bilesenlerin bulunmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Baykara, 2016).

Epidemiyolojik c¢alismalar, meyve ve sebzelerden zengin bir diyetin akciger,
yemek borusu, girtlak, pankreas, kolorektal, mide ve prostat kanserlerinin yan1 sira meme
kanseri riskini 6nemli dl¢iide azalttigini gostermektedir (Ullah ve ark., 2014; Abuajah,
Ogbonna ve Osuji, 2015). Brassicaceae familyasindan sebzeler, zengin  bir
kemopreventif madde kaynagidir. Bu sebzelerde bulunan fitokimyasal bilesiklerin ve
bunlarin dnciilerinin meme kanseri de dahil olmak tizere kanser gelistirme riskini azalttigi

gosterilmistir (Ambrosone ve ark., 2014).

Sulforafan, prokarsinojenleri karsinojenlere doniistiiren faz | enzimlerini
baskilamaktadir. Ayrica faz Il enzimlerinini uyarmasi, karsinojenlerin detoksifiye
edilmesi ve viicuttan atimina yardimci oldugu igin kanseri baslangi¢ asamasinda bloke
edebilme ve kanser bagladiginda hiicre dongiisiinii durdurarak ya da apoptozisi uyararak

kanserin ilerlemesini baskilayabilmektedir (Kogyigit ve ark., 2019).

Brokoli/brokoli filizlerinden elde edilen dogal bir bilesik olan siilforafanin
kansere karsi etkinligi cesitli kanserlerde degerlendirilmistir. SFN, brokoli ve diger
turpgillerden elde edilen sebzelerden izole edilmistir. Antioksidasyon ve detoksifikasyon
reaksiyonlarina katilmasinin yani sira melanom gibi birgok kanser tiiriinde antikanser rol
oynadigi agiklanmigtir (Fimognari ve Hrelia, 2007; Hamsa ve Kuttan, 2011; Lopez-
Chillon ve ark., 2019). AKT fosforilasyonunu azaltarak hiicre canliligini inhibe etmistir
ve kaspaz 3 ve 9, p53 gibi bazi genlerin aktivasyonu yoluyla apoptozu indiiklemistir (Choi
ve Singh, 2005; Hamsa ve ark.,2011 ; Lopez-Chillon ve ark., 2019). Sulforafann oral veya
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intraperitoneal uygulamasi, prostat PC-3 ve pankreas Panc-1 ksenograftlarinda timor
biiyiimesini inhibe etmistir (Pham ve ark., 2004). Premenopozal meme kanseri riskinin
brokoli tiikketimi ile ters orantili oldugu gosterilmistir (Ambrosone ve ark.,
2004). Agizdan verilen siilforafan meme bezine ulasmis ve detoksifikasyon enzim
aktivitesini artirmistir (Cornblatt ve ark., 2007). NF-xB ile indiiklenen anti-apoptotik
sinyallemeye miidahale ederek siilforafanin TNF-iliskili apoptozisi indiikleyen ligand
(TRAIL)'a kars1 pankreas tiimor direncini ortadan kaldirmadaki etkinligini géstermistir
(Myzak ve Dashwood, 2006; Kallifatidis ve ark., 2009). Baska bir ¢alisma, siilforafanin
doksorubisin direncinin iistesinden gelebilecegini ve hiicrelerde apoptoz indiiksiyonunu
geri yiikleyebilecegini gostermistir (Fimognari, Sangiorgi, Capponcelli, Niisse ve
Fontanesi, 2005). Bu bulgular, klinik deneylerde siilforafan, brokoli ve brokoli filizlerinin

kemoprevensiyon 6zelligini arastirmak igin gii¢lii bir gerekce saglar.

Licznerska ve ark. (2015), MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlarinin 5 ve 20 uM SFN konsantrasyonlarinda 72 saat muamelesi sonucu apoptozu
indiikledigini gostermistir (Licznerska, Szaefer, Matuszak, Murias ve Baer-Dubowska,
2015).

Lewinsa ve ark. (2017), meme kanseri hiicrelerinin (MCF-7, MDA-MB-231, SK-
BR-3) diisik dozlarda siilforafanla (5-10 uM) uyarilmasinin hiicre dongiisiini
durdugunu, p21 ve p27 seviyelerini yiikselttigini ve hiicresel yaslanmay1 destekledigini,
20 uM'lik konsantrasyonda apoptozu indiiklendigini gostermistir (Lewinska, Adamczyk-
Grochala, Deregowska ve Wnuk, 2017).

Licznerska ve ark. (2021)’nin yaptig1 bir diger caligmada, R-SFN'nin meme hiicre
hatlarinda AhR, Nrf2 ve Era, NQOI1‘in faz II enzim indiiksiyonu ve ekspresyonu
tizerindeki etkisini degerlendirmistir. NQOL'in R-SFN tarafindan indiiksiyonu meme
karsinojenezinin erken asamasini temsil eden tiimorijenik olmayan hiicrelerde ve kismen
MCF7 hiicrelerinde, R-SFN kanserin baglamasma ve ilerlemesine karsi koruma
saglarken, MDA-MB-231'de belirli kemoterapotiklerle tedaviyi destekleyebilecegi
bulunmustur (Licznerska, Szaefer ve Krajka-Kuzniak, 2021).

Yapilan bagka bir ¢alismada ise MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF-7 ve T47D
meme kanseri hiicre dizilerinde hiicre biliylimesi ve apoptoz Tlzerindeki etkileri
degerlendirilmistir ve siilforafanin bu hiicre dizilerinde bir histon deasetilaz (HDAC)
inhibitorii olarak goérev yaptigi hipotezi incelenmistir. Caligma sonucunda hiicre

bliylimesini inhibe etmis, apoptozu aktive etmistir. Ayrica HDAC aktivitesini de inhibe
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etmistir. Meme kanseri proliferasyonunda rol oynayan anahtar proteinlerin
ekspresyonunu azaltmistir. Bu sonuglar, siilforafanin in vivo test edilmesini
desteklemekte ve insan meme kanserinde siilforafanin klinik potansiyelini inceleyen
gelecekteki calismalar1 garanti etmektedir (Pledgie-Tracy, Sobolewski ve Davidson,
2007).

Son yapilan ¢aligsmalardan biri, 5, 25 ve 100 um ITC’nin in vitro olarak MCF-7
hiicrelerinde DNA hasarin1 ve onarimla iliskili proteinleri degistirme yoluyla sitotoksik
etkilere (canli hiicre sayisinda azalma) neden oldugu gostermistir (Pledgie-Tracy,
Sobolewski ve Davidson, 2007).

Pasko ve ark. (2018), brokoli filizlerinin ve ¢igeklerinin apoptotik etkisini
karsilastirdig1 ¢alismada, brokoli (5 g) ekstrelerini dondurarak kurutma yontemiyle elde
ederek toz brokoliyi DMSO iginde ¢6zmiistiir. BJ, SW480, HepG2 hiicrelerinde 0,25, 1
ve 2,5 mg/ml brokoli 24 saat boyunca inkiibe edilmistir ve Annexin V testi uygulanmustir.
Filizlerin ¢igeklere kiyasla daha etkili oldugu ve 2,5 mg/ml brokoli dozunun kolerektal

kanser hiicreleri {izerine apoptoza etkisi anlamli bulunmustur (Pasko ve ark., 2018).

MDA-MB-231 hiicresine kars1 apoptotik etkileri incelenecek olan brokoli toz
ekstrelerinin dozlar1 Pasko ve ark. yaptigi calisma referans alinarak yapilan pilot
calismaya gore belirlendi. Literatiir degerlendirmesi yapildiginda hiicre kiiltiirii
calismalarinda brokolinin etken maddesi olan SFN, yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilarak tayin edilmistir. Ancak bu c¢alismada ekipman
eksikliginden kaynaklt SFN tayin edilememistir. Brokoli ekstreleri kurutularak toz
halline getirilmis ve besiyeri i¢inde coziilerek hiicrelere verilmistir. Bu nedenle elde
edilen sonucun basta SFN olmak tizere brokoli igindeki biyoaktif bilesenlerden
kaynaklandigini diistiniilmektedir. Saf SFN’nin temel beslenmede kullanilamayacagi i¢in
bu etkinin turpgillerden dogal yolla takviye edilerek saglanmasi gerektigi

diistiniilmektedir.

Gokay (2019)“mn, SFN’nin bobrek adenokarsinom kokenli 769-P ve bobrek epitel
293T hiicre hatlarinda 6 farkli konsantrasyonun apoptotik etkisini belirleyebilmek icin
769-P ve 293T hiicre hatlarina Annexin V yoOntemi uygulayarak analiz yapmistir. Bu
sonuglar, apoptoz i¢in dnemli bir marker olan erken apoptotik yanitin 769-P hiicrelerinde
tiim SFN konsantrasyonlarinda anlamli oldugunu, 293T hiicre hattinda ise 25 uM ve 12,5
pM  konsantrasyonlarinda hem apoptotik hem de nekroktik yanit1 olusturdugunu

gostermistir (Gokay, 2019).



50

Kanser hiicre hatlarinda birgok bitkisel ekstrenin etkisi arastirilmaktadir. Bu gibi
caligmalarda Annexin V analizi sonucunda toplam apoptotik hiicre ylizdelerinin arttig
gosterilmistir (R. Bognar, Fekete ve Z. Bognar, 2018; Kim, You ve Lee, 2018; Lin, Hsieh
ve Yeh, 2018). Bu ¢alismada MDA-MB-231 hiicreleri 24 ve 48 saat 37°C’de ve %5
CO2’li ortamda kiiltiire edildi ve apoptoz yiizdelerini belirlemek i¢in Annexin V ve hiicre
dongiisii testi kullanirak elde edilen parametreler degerlendirildi. 24 ve 48 saat sonunda
MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki apoptoz ylizdesinin arttig1 ve canli hiicre yiizdesinde
anlamli bir azalma oldugu bulundu (Tablo 4.1) (p<0,05).

Brokoli ile kiiltiire edilen MDA-MB-231 hiicre hattinda % toplam apoptoz
oraninda kontrol grubuna gore anlamli artis gézlendi. Ancak artis zamana bagimli olarak
anlamli degildi. Erken apoptoz orani yiizdeleri kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda
anlamli olarak artmisti. Ancak zamana bagl olarak istatistiksel olarak anlamli sonug

bulunmadi. Geg¢ apoptotik yanitlar 24.saat kontrol gurubunda en diisiiktii (Tablo 4.3)
(p<0,05).

Canlilik ve erken apoptotik yanit birbirlerine zitt1 ve canli hiicrenin azalmastyla
erken apoptotik hiicre sayisinda bir artis gozlendi. Bu sonuglar, MDA-MB-231
hiicrelerinde apoptoz i¢in 6nemli olan erken apoptotik yanitin en belirgin olarak 24.saat

125 pl/ml brokoli ekstresi iceren gruptaydi (Tablo 4.2).

Hiicre dongiisiindeki fazlarin durdurulmasi kanserli hiicrelerin  ¢ogalmasini
engelleyebilir. Bu baz1 fitokimyasal iiriinler tarafindan gergekleserek anlamli sonuglar

bulunmustur (Lin ve ark., 2018).

Steven ve ark. (2004)’nin, sulforafanin BALB/c fare bobrek kanseri hiicrelerine
in vivo ve in vitro olarak etkilerinin arastirdiklar ¢alismada, hiicre dongiisii testinde 15
uM sulforafanin 24 saatte GoM (profaza/prometafaz) erken fazinda hiicre dongisiinii

inhibe ettigini gostermistir (Jackson ve Singletary, 2004).

Cheng ve ark. (2019), tarafindan yapilan, ZR-75-1 hiicrelerinin 24-72 saat
boyunca farkli SFN konsantrosyonlar1 (0, 6,25, 12,5 ve 25 p M) ile muamele edildigi in
vitro ¢aligmada, 24 saat sonra SFN’1n, G1 fazi hiicre popiilasyonunda artisa yol agtiginm
bunun da ZR-75-1 hiicrelerinin G1/S fazi kontrol noktasinda bir gecikmeye maruz kaldigi
gosterilmistir. Bu sonug, SFN’1n G1/S fazindaki hiicre popiilasyonlarini artirirken, S fazi

popiilasyonunu eszamanli olarak azalttigin1 gostermistir (Cheng, Shen, Hung ve Hsu,
2019).
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Rutz J. ve ark. (2018)’nin yaptig1 ¢alismada, 5 uM SFN maruziyeti ile Caki-1 ve
A498 hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin S evresinde hiicre sayisint artirdigit ve Go/G1
evresindeki hiicre sayilarini ise azalttigi gozlenmistir. Cakil hiicreleri 20 uM SFN ile
muamele edildiginde hem S hem de G2/M evresinde hiicre sayisinin arttigr gézlenmistir

(Rutz ve ark., 2018).

Osteosarkom hiicreleri {izerinde yapilan deneyler, SFN'in <10 pM
konsantrasyonlarinda G»/M evresinde etkili olurken, >10 uM konsantrasyonlarinda S

evresinde etkili olmustur (Liu ve ark., 2016).

Onceki calismalar, SFN’nin kanser hiicresi apoptozunu ve hiicre dongiisii
durmasini indiikleyebilecegini gostermisti (Jackson ve ark., 2004; Mao, Xiao ve Jiang,
2011; Liu ve ark., 2016; Rutz ve ark., 2018; Cheng ve ark., 2019). Mevcut calismada,
24. ve 48. saat sonuglar1 brokoli ekstresinin S fazinda hiicre sayisinda istatististiksel
olarak bir artis sagladi (Tablo 4.6) (p<0,05). En belirgin artis ise S fazindaki hiicre
sayisinda goriildii. Bu da brokoli ekstresinin etkin olarak kanser hiicrelerni S fazinda
durdurabilecegini diisiindiirdii. Rutz ve ark. (2018)’nin ZR-75 insan meme kanseri
hiicrelerinde SFN’1n hiicre dongiisiine etkisi gozlemledigi calismada S fazi ve GoM
fazinda hiicre sayisinda artis gézlemlemistir (Rutz ve ark., 2018). Bu ¢alismanin sonuglari

mevcut calismay1 desteklemektedir (Tablo 4.6 ve Tablo 4.7)

Go/Gy fazinda ise kontrol grubuna kiyasla brokoli ekstresi igeren gruplarda
anlamli bir azalma mevcuttu (Tablo 4.5) (p<0,05). Go/G:1 evresinde hiicre sayisinda
goriilen en belirgin azalma 125 ul/ml brokoli ekstresi igeren grupta goriiliirken, S
fazindaki hiicre sayisinda da en belirgin artis da 125 pl/ml brokoli ekstresi gruplarinda
gozlendi. Go/G: fazinda, ana hiicre dongiisii diizenleyicilerinden olan Siklin E ve Siklin
Bagimli Kinaz -2’nin G1 fazindan S kontrol noktasina hiicre ge¢isini tesvik i¢in birleserek
olusturduklart kompleksin fonksiyonunun baskilanmasi ile hiicreler Gi ila S kontrol
noktast gegisinde durdurulmaktadir (Mao ve ark., 2011). Buna dayanarak yapilan
calismada, brokoli ekstrelerinin MDA-MB-231 hiicrelerinde G ila S kontrol noktasi

gecisinde hiicre dongiisiinii yavaslattigi diistiniilmistiir.
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6.SONUC ve ONERILER

Calismalarda brokolinin karaciger, mide, kolon, mesane, bobrek, meme ve prostat
hiicre hatlarinda kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ederek antikanserojen bir madde
olmaya aday besin oldugu goriilmektedir (Boivin ve ark., 2009). Sunulan bu tez
calismasinda MDA-MB-231 hiicreleri iizerine farkli dozlarda brokoli suyundan elde
edilen toz brokoli ekstrelerinin etkileri ¢alisilmistir.

Brokoli ekstresinin canli hiicre sayisinda azalma sagladigi, erken ve toplam
apoptozu anlamli bir sekilde artirdigi ek olarak hiicre dongiisiinii G1 ila S kontrol

noktasina gegiste yavaslattigi goriildii (Tablo 4.5 ve Tablo 4.6) (p<0,05).

Bu sonuglarin apopitozla ilgili yapilan ¢aligmalarin sonuglarmma benzerlik
gostermesi brokolinin kanser hiicreleri tlizerinde apopitozu cesitli mekanizmalarla

artirdigini ve bu etkinin en belirgin 125 pL/ml brokoli grubunda oldugu bulundu.

Calismadaki smirliliklar; brokolinin etken maddesi olan SFN elde edilemedigi
icin brokoli suyu liyofilizasyon yontemi ile kurutulmus ve besiyeri i¢inde ¢oziilerek
hiicreye  verilmistir.  Bu  nedenle diger c¢alismalardaki  etkin  dozlarla
iliskilendirilememistir. Kullanilan brokolinin temin edilene kadar hangi kosullarda

depolandig bilinmemektedir.

Giinliik tiiketilen brokoli dozu ile yeterli etkiyi saglayamayacagi i¢in brokoli
tohumlarinin filizlendirilerek salatalara eklenmesi ve gilinliik beslenmede yer almasi
Onerilebilir. Ayrica brokoliye dogru depolama, hazirlama ve pisirme metotlar
uygulanmali ve aktif bilesenlerin kayb1 azaltilmalidir. Uzun siireli depolama
glukosinolatlarin yararlarini azaltabileceginden 4-8°C’de 3 giin igerisinde tiiketilmelidir.
Glukosinolat igeren sebzelere hazirlik asamasinda uygulanan kesme, dograma, dilimleme
gibi islemler izotiyosiyanatlarin miktarinda artisa neden olacag i¢in kesme isleminden
sonra 45 dakika bekletilmesi onerilmektedir. Glukosinolatlarin suda ¢oziiniir olmasiyla
iliskili olarak haslama islemi aktif bilesiklerin azalmasina neden olmaktadir. Brassica
sebzelerinin taze olarak, kisa siirede ve buharda pisirme gibi suya maruz birakilmadan

aktif bilesiklerin kaybinin azalmasi agisindan 6nemlidir. Hardal tohumu tozu mirosinaz
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enzimi igerdigi i¢in pisirme isleminden sonra brokoli iizerine hardal tohumu tozu ile

yapilan soslar ilave ederek sulforafan olusumunu artirabilir.

Yapilan tez calismasinin brokolinin diizenli ve dogru tiiketiminin
yayginlagmasinin kanser olusumu ve ilerlemesini yavaglatmada etkili olacagi ve bu
calismanin kanser arastirmalarina katkida bulunacagi diisiiniilmektedir. Uygun dozun

belirlenebilmesi i¢in insanlar iizerinde de ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.
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