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DEGUELIN’IN DENEYSEL MEME KANSERI TEDAVISINDEKI
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Serap CELEBI YILMAZ, Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler
Tip Anabilim Dali,
serapcelebi37@gmail.com

OZET
Meme kanseri, diinya iizerinde en ¢ok calisilan kanser tiirlerindendir. Meme kanserinde

kullanilan standart tedaviye alternatif olarak daha potent ve toksisitesi daha az ajanlar
gereklidir. Deguelin, baz1 hiicre hatlarinda ¢alisilmis ve literatiirde olumlu sonuglarin yer aldigi
“Umit vaad edici’’ bir ajandir.

Bu calisma, anti-kanser ajan olabilecek deguelinin, meme kanseri hiicre hatlarinda
etkinligini ve toksisitesini, standart tedavisinde kullanilan ilaglar ile karsilastirmak amaciyla
gerceklestirildi. Yapilan ¢alismada kullanilan hiicre hatlar ile genel bir meme kanseri evreni
elde edilmesi diisiiniildii. Arastirmanin bu evreni temsil edecek meme kanseri hiicre hatlar
tizerinde yapilmasi planlandi. Calismada, hiicre hatlarinda her bir ajan i¢in etkin konsantrasyon
elde edilip, bu konsantrasyon ile caligmanin diger asamalarina gegildi. Standart tedavide
kullanilan iki ajanin (doksorubisin ve paklitaksel) etkinligi deguelin ile karsilastirildi. Hiicre
canlilik testi ile deguelin, paklitaksel ve doksorubisin i¢in IC50 dozlar elde edildi. Bu dozlar
etkin konsantrasyon olarak ele alindi ve tedavi dozlar1 olarak kullanildi. Tedavi edilmis
hiicrelere; Oksidatif Stres indeksi (OSI), Flow sitometrik analizler (Apoptoz, Cell Cycle), SOD
analizi yapildi, Koloni Formasyonu, Migrasyon ve Angiogenez Assay gibi tiimdr hiicresinin
3boyutlu biiyiimesi ile ilgili bulgular elde edilerek ajanlarin etkileri karsilastirild. Istatistiksel
analizler; Holm-Sidak ve ANOVA testleri kullanilarak SigmaStat 3.5 programinda
gergeklestirildi.

Arastirmada, deguelinin meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasinda, standart tedavide
kullanilan ajanlara benzer oOzellikler gosterdigi, antikanser etkisinin kanser hiicrelerinin

yayilimini azaltarak olabilecegi gézlendi.

Anahtar Sozciikler: Meme Kanseri Hiicre Hatlar1, Deguelin, IC50, Apoptoz, Hiicre dongiisii,

Koloni Formasyonu, Hiicre Migrasyonu, Oksidatif Stress
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INVESTIGATION OF DEGUELIN’S EFFICACY IN EXPERIMENTAL
BREAST CANCER TREATMENT

Serap CELEBI YILMAZ, Dokuz Eyliil University, Health Science Institute, Department of
Molecular Medicine,
serapcelebi37@gmail.com

ABSTRACT
Breast cancer is the second most common type of cancer among women in the USA and

it is one of the most studied cancer type in the world. As an alternative for the standard treatment
used in breast cancer there is a need for agents which are more potent and have less toxicity.
Deguelin is an agent among the “promising” agent that has positive foreknowledge in the
literature, although it has only been experimented on a few cell lines.

The aim of this study was to experiment the activity of Deguelin, which might be an
anti-cancer agent, on breast cancer cell lines and to compare its toxicity to the medicine used
in the standard treatment.

The research was planned to be made on breast cancer cell lines representing this nature.
Once the effective concentration for each agent on the cell lines was obtained, the next steps of
our study were studied with this concentration.The effectivity of the two agents (Doksorubisin
and Paklitaksel) used in the standard treatment was compared to Deguelin. IC50 doses were
determined for deguelin, paklitaksel and doksorubisin by cell vitality tests on the breast cancer
cell lines.These doses were handled effectively and used as treatment doses. Flow cytometric
analyzes (apoptosis,cell cycle), Oxidative Stress Index (OSI), SOD analysis were done to the
treated cells and the effects of agents was compared by obtaining evidences related to the tumor
cell line 3d growth such as Colony Formation, Migration and Angiogenesis Assay.Statistical
analyzes were executed in the SigmaStat 3.5 programme by using the ANOVA and Holm-Sidak
tests.

In the study, it was observed that Deguelin had similar characteristics with the agents
used in the treatment of breast cancer cells, and the anticancer effect could be reduced by the
spread of cancer cells.

Key Words: Breast Cancer Cell Lines, Deguelin, IC50, Apoptosis, Cell Cycle, Colony

Formation, Cell Migration, Oksidative Stress
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Kadinlarda Tiirkiye'de ve tiim diinyada sik goriilen kanser tiirii meme kanseridir (1).
ABD’de, kadinlarda en cok goriilmekte olan ikinci kanserdir (2). Ulkeler arasmnda meme
kanseri insidans1 farklilik gostermektedir. ABD’de her sekiz kadindan biri, tim yasami
siiresince meme kanseri olma riski ile kars1 kargiyadir. Meme kanseri, kadinlarda gelismekte
olan iilkelerde kansere bagl 6liim sebeplerinden en sik goriileni olmakla birlikte gelismis
ilkelerde ikinci siradadir (2,3).

Meme kanseri hem erken tanisi konulabilen hem de yaygin ve 6nemli bir saglik sorunu
olan kanser tiiriidiir (4). Kanser tedavisinde kullanilan ajanlar normal dokular igin toksiktir. Bu
yiizden, toksik olmayan ve ya diisiik toksisiteye sahip ilaglara ihtiya¢ vardir (5).

Deguelin, Afrika’da bulunan Mundulea sericea (Leguminosae) adinda bir bitkiden izole
edilmis bir rotenoiddir (6). Deguelin giiclii bir apoptotiktir. Kolon, prostat, insan malign
bronsiyal epitelyal hiicreleri ve kiigiik olmayan akciger kanserinde apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (7,8,9). Transforme hiicreler ve gesitli kanser hiicreleri tizerinde damar gelisimini
Onleyen bir inhibitordiir. Bunlara ek olarak Deguelin siklooksijenaz-2, Nekroz Faktor KB ve
nucleoporini hedefler ve boylece gesitli kanser tiirlerine karsi dnleyici ve tedavi edici aktiviteye
sahip olduguyla ilgili ¢aligmalarda bilgiler gosterilmistir (10).

Doksorubisin, apoptotik hiicre 6liimiinti indiiklenmesi, serbest radikallerin olusumu ve
topoizomeraz inhibisyonu gibi ¢esitli farkli mekanizmalar igeren bir antrasiklin antineoplastik
antibiyotiktir (11). Meme kanseri, kii¢iik hiicreli akciger kanseri ve sarkoma gibi birgok solid
tiimdrde etkili olan klinik tedavide kullanilan antikanser bir ajandir (12). Doksorubisin diger
malignitelerde oldugu gibi meme kanseri tedavisinde de yaygin olarak kullanilan antrasiklinler
grubundan bir kemoterapotik maddedir (13).

Paklitaksel, taxanlar grubundandir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan,
mikrotiibiillerdeki B-tiibiiliin subunitlere baglanarak hiicreleri G2/M fazinda bloke eden ve
apoptotik hiicre dliimiine yonlendiren antineoplastik bir ilagtir (14).

Bu ¢alismada, potansiyel bir kemoterapdtik ajan olan Deguelin ile meme kanseri
tedavisinde kullanilan Doksorubisin ve Paklitakseli karsilagtirmak ve olasi tedavi etkinligini
artirmak hedeflenmektir. Bunun i¢in her bir ilacin ayr1 ayri hiicre hatlar1 tizerindeki etkisinin,

deneysel olarak meme kanseri hiicre hatlar1 tizerinde arastirilmasi planlanmistir. Elde edilecek



verilerin ileride in-vivo ¢aligmalara 151k tutacagi, ayrica onkoloji alaninda literatiire 6nemli

katkilarda bulunacag diisiiniilmektedir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Deguelin son yillarda muhtemel kanser Onleyici ajanlar arasinda tanimlanmaktadir.
Doksorubisin ve Paklitaksel diger maligniteler gibi meme kanseri tedavisinde de yaygin olarak
kullanilan kemoterapotik ajanlardir.

Bu calismada amag; Doksorubisin ve Paklitaksel gibi standart tedavide kullanilan
ajanlarin etkinligi ile Deguelin’in meme kanseri hiicre hatlari izerindeki etkinligini ve olasi yan

etkilerini yaygin kullanilan standart tedavi ajanlar1 ile karsilastirmaktir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Yapilan ¢alismada kullanilan hiicre hatlar1 ile genel bir meme kanseri evreni elde
edilmesi distiniildii. Arastirmanin bu evreni temsil edecek meme kanseri hiicre hatlari tizerinde
yapilmasi planlandi: Bu nedenle hiicre hatlarinin 6zelliklerinden dolayt MDA-MB-231 (insan
meme invaziv duktal karsinom), BT-474 (insan meme invaziv duktal karsinom), MDA-MB-
468 (insan meme epitelyal adenokarsinom) ve MCF-7 (insan meme invaziv duktal karsinom-
wild type) hiicre hatlar1 kullanildi.
H1: Deguelin, meme kanseri hiicrelerinin canliligini azaltmaktadir.
H2: Deguelin, meme kanseri hiicrelerinin hiicre dongiisiinli durdurucu etki géstermektedir.
H3: Deguelin, meme kanseri hiicrelerini apoptotik ya da nekrotik hiicre 6liimiine
yonlendirerek bu tip kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemektedir.
H4: Deguelin hiicre hatlarinda hiicrelerin migrasyon ve invazyonunu azaltmaktadir.
H5: Standart kemoterapdtiklerle karsilastirildiginda antineoplastik agidan en az onlar kadar

etkindir. Bu etkinligi degisik mekanizmalar ile meydana gelmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Meme Dokusunun Yapisi

2.1.1.Meme Anatomisi

Meme, pektoralis major kas ile etrafindaki deri arasinda bulunan modifiye apokrin ter

bezidir (15).

Meme bezleri, anterior ve lateral torasik
duvarda bulunmaktadir. Meme, 15-20 lobtan
olusmaktadir (Sekil 2.1). Memenin memebasini
cevreleyen pigmentli alana “areola” denir. Meme
basi 4. kosta hizasinda yer alir. Sinir uglart
bakimindan zengindir, kil folikiili i¢ermez.. Yag
ve ter bezleri bulunur. Areolanin biiyiikligii 15-60
mm capindadir ve rengi koyudur. Areolanin
koyulugu oOstrojen seviyesine bagli artar (16,17)
Meme dokusu; cilt, meme parankimi, cilt
alt1 yag dokusu ve stromal dokudan olugsmaktadir
(18). Memede meydana gelen fizyolojik olaylar

koltuk alt1 kuyrugunda gergeklesir (19).

‘tasy'awnmaksnup! 'l
(nterkostal hasiar S

paryetal peara
Viseral plevra

g g

Sekil 2. 1. Memenin tanjensiyel ve sagital
kesimi (17. Referanstan alinmaistir)

Memenin arteriyal kanlanmasi Sekil 2.2°de gdsterilmistir (20).

Sekil 2. 2. Memenin arteryel beslenmesi

torakoakromial arterin pektoral dak

4. mammaria interns

Memenin beslenmesi, 3 arterden olur: 1) Anterior

perforan  interkostal  dallari;;  2) laterali,

torakoakromiyal trunkusun pektoral dali veya perforan arteriér-_.

lateral torasik arter dallari; 3) interkostal arterin

lateral kutanoz dallari. (17,20)




2.1.2.Meme Fizyolojisi

Memenin gelisimi ve fonksiyonlart ¢esitli hormonlarin etkileri ile gerceklesir. Bu
hormonlardan en 6nemli olanlar1 prolaktin, dstrojen, progesteron, oksitosin, tirod hormonlari
ve biiyiime hormonudur (21). Ostrojen hem meme epiteli gelisiminde hem de duktal epitelin
gelisiminde etkili bir homondur (22,23).

Progesteron, prolaktin hormonu ile sinerjik etki gdsterir. Ostrojen reseptdrlerinin
sentezini uyarir ve epitel hiicrelerinin diferansiasyonunda etkilidir (24).

Oksitosin hipotalamus bezinden salgilanan bir hormondur. Siit verme, areola ve meme

basinin uyarilmast ile salgilanir (25).

2.2.MEME KANSERI
2.2.1. Meme Kanseri Tarihcesi

Meme hastaligi ile alakali ilk yazili kaynaklar 1862 yilinda Edwin Smith tarafindan eski
Misir’da bulunan papiriislerdir. Bu papirtisler 48 vaka igerir ve apse, travma ve tiimor ile ilgili
bilgiler bulunur (26).

M.S. 100. yillarda iskenderiye’li Leonides saglam meme dokusu ve tiimdr dokusunu ilk
kez ¢ikaran kisidir (27).

Arceo memenin cerrahi yolla ¢ikarildigi ilk mastektomiyi tanimlamistir. Halsted,
1882°de ilk radikal mastektomiyi yapmis, 1894 yilinda da Halstedian Hipotezi’ni tanimlamustir.
Bu hipotez, meme kanserinin lokal bir hastalik oldugu ve lenfatik yolla yayildig1 varsayimina
dayanir (28).

2.2.2. Meme Kanserinin Insidans1 ve Epidemiyolojisi

Meme kanseri, tiim diinyada yaygin saglik sorunlarindan biridir. Giiniimiizde kadinlarda
meme kanseri en fazla goriilen ve 6liimciil iken, insidansi ve liim orani son birka¢ on yilda
diinya capinda degismistir. Gelismis lilkeler, 1980'lerde baslayan ve tarama mamografisinin
yaygin olarak benimsenmesinin bir sonucu olarak 1990'larda devam eden insidans hizlarinda
hizli bir artis yasadi (29). Meme kanserindeki artisin nedeni, tarama yontemlerinin diizenli ve
stk kullanilmasi ile agiklanmaktadir (30). Ayrica meme kanseri siklik oranlar1 cografik
degisikliler gostermektedir. Meme kanseri sikliginin en diisiik oldugu iilkeler arasinda Japonya,
Mozambik ve Gambiya bulunurken, sikliginin en yiiksek oldugu iilkeler ise ABD ve Kuzey
Avrupa iilkeleridir. Bunun nedeni, beslenme aligkanliklari, kadinlarin erken yasta

mensturasyonu, ileri dogum yas1 ve ge¢ menapoz gibi degisikliklerin etkisinde kalmasidir (31).



Amerikan Kanser Birligi, 2018'de kadinlarda yaklasik 266.120 yeni invazif meme
kanseri vakasi olacagini, Erkeklerde ise 2,550 yeni olgu ve kadinlardaki vakalara ek 63.960 in
situ meme lezyonlar1 teshis edilecegini dngdrmektedir. Verilerin mevcut oldugu en son 10 yil
olan 2005'ten 2014'e kadar, beyaz kadinlarda invaziv meme kanseri insidans oranlar1 stabilken,
siyah kadinlarda yilda 9%0.3 oraninda artig mevcuttur. Bununla birlikte 2018'de 41.400 meme
kanseri 6limii (40.920 kadin, 480 erkek) tahmin edilmektedir (32).

Saglik Bakanliginin verilerine gore Tiirkiye’de 2015 yilinda yasa bagh kanser hizi
kadinlarda yiiz binde 177,5, erkeklerde yiiz binde 247,6’dir. Toplam kanser insidansi ise yiiz
binde 212,6’dir. Son 5 y1l verilerine gore; meme kanserinde erkeklerde kanser sikliginda azalma
gdzlemlenirken, kadinlarda degisiklik gdzlenmemistir. Ulkemizde erkeklerde brons, akciger
kanseri ve trakea, kadinlarda ise meme kanseri en fazla goriilen kanserlerdir.

Tiirkiye’de, her dort kadindan birisine meme kanseri teshisi konmaktadir. Bir yil i¢inde

toplam 17.183 kadin meme kanserine yakalanmistir (33).

2.2.3.Meme Kanserinin Etiyolojisi

Meme kanserinde etiyoloji artik aydinlanmaya baglamistir. Hastalik i¢in ¢ok sayida risk
faktorii bulunmaktadir. Bu risk faktorleri arasinda kadin olmak, ailede meme kanseri 6ykiisii,
ge¢ menapoz, erken menars, uzamis hormon replasman tedavisi, BRCA1, BRCA2 DNA tamir
genlerinde mutasyon bulunmaktadir (34). Genel olarak siniflandirilirsa genetik, hormonal,

reprodiiktif ve ¢evresel etkenlerin meme kanseri olusumunda etkili oldugu bilinmektedir.

2.2.3.1. Genetik Nedenler

Meme kanserinin yaklagik %15'1, birinci derece akrabalarda (anne, kizkardes veya kiz)
hastalik 6ykiisii olan kadinlarda ortaya ¢ikar ve meme kanserlerinin yaklasik %5-10'u dogrudan
kalitimla iliskilendirilebilir (35,36). Meme kanseri duyarliliginin kalitimi tam olarak
anlasilamamis olsa da, kalitimsal olarak genetik risk faktorleri BRCA1 ve BRCA2'deki gen
mutasyonlaridir (37). Meme kanserinin ortaya ¢ikma yasi aile hikayesi olan kisilerde daha
erken olabilmektedir. Bu durumlarda hastalik bilateral olmaya egilimlidir (38).

BRCAL1 (17g21) geni, genomik stabilite ve DNA kirik tamirinde rol oynayan tiimor
baskilayici bir gendir (39). BRCAL (Breast cancer susceptility gene) meme kanserine yatkinlik

genidir ve BRCA1 geninin over kanseri ve meme kanserinde etiyolojik rol oynadigi varsayilir.
(40).



BRCAU tasiyici olan kisilerde meme kanseri riski %40-80, BRCA2 gen mutasyonu olan
kisilerde meme kanseri riski %40-70’dir. Erkeklerde goriilen meme kanseri ise genellikle
BRCA2 gen mutasyonu ile iligkilidir (37).

Meme kanserinde ailesel, sporadik ve herediter risk faktor insidansi Tablo 2.1°de
gosterilmistir (41).

Tablo 2. 1. Meme kanseri risk faktor insidansi

Sporadik %65 - 75

Herediter %5 - 10

Ailesel %20 - 30
BRCA-1 %45
BRCA-2 %35
STK11/LKB1(Peutz-Jeghers Sendromu) <%l
ATM (Ataksia-telenjektasia) < %1
MSH2/MHL1 (Muir-Torre Sendromu) < %1
PTEN (Cowden Hastalig1) < %1
p53 (Li-Fraumeni Sendromu) %1

2.2.3.2. Reprodiiktif Nedenler

Yas

Meme kanseri goriilme siklig1 yasa bagli olarak belirgin bir artis gostermektedir. Meme
kanseri tanis1 konan hastalarin %75'i postmenopozal donemde bulunmaktadir. Meme kanserine
yakalanma riski 25 yaginda, 1/19608 ve 80 yasinda ise 1/8'dir (42).

Dogurganlik, Emzirme

Erken menars (<12 yas), meme kanserinde risk faktoriidiir. Ge¢ menopoza girme ise
Ostrojenin uzun etkisinin sonucu olarak kanser riskini artirir (43,44). Emzirmeyen kadinlarda
meme kanseri riskinin yiiksek oldugu, emziren kadinlarda ise riskin diisiik oldugu
bildirilmektedir (45).

Spontan veya tibb1 diisiikler de meme kanseri riski ile iligkilendirilen faktorlerdendir.
Bu hipoteze dayanarak gebeligi tamamlamamis kadinlarda artmis meme kanseri riski olacagi

distiniilmektedir (46).



2.2.3.3. Hormonal Nedenler

Ostrojen

Ostrojen hormonu meme epiteli ve meme kanserinin gelisiminde etkin rol oynar.
Ostrojen diizeyleri meme kanseri tedavisinde dikkat edilen bir husustur. Ostrojen, meme epiteli
hiicrelerinde ERa ve ERp ile etkilesimi sonucu etki gostermektedir (47). Gorillen meme
kanserleri vakalarinin yaklasik %70’1 ER pozitiftir. ER(+) olan tiimor ER (-) olan tiimdrlere
gore daha yavas biiyliime gosterirler.

Progesteron

Progesteron reseptorii (PR), 2 ayr1 izoforma sahip bir dstrojen diizenleyicigendir. Bu
izoformlar PRA ve PRB’dir. PRA izoformu PRB’ye gore viicutta daha ¢ok eksprese edilir.

PRB ise meme kanserine daha spesifik olandir. ER pozitif/PR pozitif timoérlere kiyasla timor

cap1 biiylik ve nodal tutulum daha siktir (48).

Oral Kontraseptifler (OK)

Oral kontraseptifler koruyucu etki amaciyla kullanilir. Ancak ayni zamanda meme
kanseri riskini ¢ok diisiik oranda (1.24 kat) artirmaktadir (49).

Hormon Replasman Tedavisi (HRT)

HRT genellikle menopoz sonrasinda meydana gelen degisiklikleri dnlemek amaciyla

kullanilmaktadir. Menopoz sonrast hormon replasmanmin meme kanseri riskini artirdig

bilinmektedir (50).

2.2.3.4. Cevresel Nedenler

Alkol

Beslenme faktorleri ve meme kanseri iligkisi agisindan en belirgin risk faktoriidiir.
Premenopozal kadinlarda giinde 12 gram alkol alim ile total Ostrojen diizeyinin arttig1 ve bu
artisin meme kanseri goriilme sikliginda artisa neden oldugu bilinmektedir (51).

Beslenme

Viicut kitle indeksi ve meme kanseri riski arasindaki iligki artmis endojen Ostrojen
diizeyi ile agiklanmaktadir. Ayrica folat alimi1 meme kanseri riskini azaltmaktadir (52).

Fiziksel aktivite

Erginlik doneminde ve erigkin donemde yapilan egzersizin meme kanserine yakalanma

riskini azaltabilecegi belirtilmektedir (53).



Radyasyon
Kanser riski radyasyon dozu ile dogru orantili artmaktadir. 30 yas alt1 kadinlarda
Iyonizan radyasyona maruziyetin meme kanseri riskini arttirdigi, 40 yis istii kadinlarda ise

maruziyet nedeniyle artma gézlenmemistir (54).

2.2.4. Meme Tiimorlerinin Molekiiler Siniflamasi

Meme kanseri histolojik gériiniim, metastatik 6zellik, metastatik 6zellik, mutasyon tipi,
histolojik 6zellik, selliiler goriiniim ve tedaviye cevap gibi bir¢ok agidan heterojen hastalik
grubudur. Meme karsinomunun molekiiler subtipleri son 11 yilda yogun olarak ¢aligilmistir.
Molekiiler taksonomi ¢alismalart giiniimiizde devam etmekte ve yapilan ¢aligmalarla degisim
gegirecek gibi goriinmektedir (55).

Meme kanserinde ilk *’Molekiiler Siniflama’” 2000 yilinda Perou ve Sorlie tarafindan
gen ekspresyon farkliliklarini gosteren kapsamli bir ¢calisma sonucu Onerilmistir. Bu ¢aligma
sonucunda, Tablo 2.2 ‘de gosterildigi iizere, farkli alt gruplara ayrilmistir: <’Luminal’’ (siklikla

iki ya da ti¢ subgruba ayrimlasan) "HER-2 pozitif>’ ve ‘’bazal’’ (56).

Tablo 2. 2. Meme Kanseri Molekiiler Alt-Tiplerinin Simiflandirilmasi

LuminalA ER ve/veya PR(+) ve HER-2 (-) Ki67< %14
Luminal B ER ve/veya PR(+) ve HER-2 (-) Ki-67 > % 14
HER-2 ER/PR(-) ve HER-2(+)

Triple negatif (Bazal like) ER/PR/HER-2 (-)

Normal meme benzeri Non-epitelial hiicre gen ekspresyonu (+)

Luminal A tiimorli hastalarin prognozlari ¢ok iyi olup, metastazlar cogu kez kemiklerle
siirhdir. Luminal-B tiimoérler, daha agresif seyirlidirler. Bu grubun en 6nemli farki timorlerin
yiiksek proliferasyon hizina sahip olmalaridir. Luminal A ile B arasindaki siir degeri,
genellikle immiinhistokimyasal olarak tiimor hiicrelerinin %14’linden azinin niikleer Ki67
ekspresyonu gostermesi olarak kabul edilir. Ayrica Her2 pozitif tiimorlerden yaklasik %30

kadar1 immiinohistokimyasal olarak luminal B fenotipindedir (Tablo 2.3) (57,58).
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Tablo 2. 3. Molekiiler Subtipler (55)

Molekiiler Subtip
Luminal A Luminal B HER2/neu Basal benzeri
Gen Luminal Luminal HER2/neu yiiksek Bazal epitelial
ekspresyon sitokeratinlerin sitokeratinlerin ekspresyonu, genlerin ve bazal
paterni ekspresyonu yiiksek ekspresyonu, orta- sitokeratinlerin yiiksek
ekspresyonu diisiik ekspresyonu ekspresyonu
Klinik ve Invaziv meme Invaziv meme Invaziv meme Invaziv meme
biyolojik kanserlerinde ~%50si, | kanserlerinin kanserlerinde~%215i, | kanserlerinde ~%15si,
ozellikler ER/PR pozitif, ~0020si, ER/PR ER/PR pozitif, Yiiksek Proliferasyon,
ER2/neu negatif pozitif, HER/neu HER2/neu pozitif, Yaygin TP53
ekspresyonu Yiiksek mutasyonu, BRCA1
degisken (+ya da-) | Proliferasyon, disfoksiyonu
Yaygin TP53
mutasyonu, Yiiksek
histolojik derece ve
nodal pozitiflik
orani
Histolojik Tiibiiler karsinom Invaziv ductal Yiiksek invaziv Yiiksek invaziv ductal
korelasyon Kribriform karsinom karsinom, ductal karsinom, karsinom, NOS
Diisiik dereceli invaziv | NOS NOS Metaplastik ve
ductal karsinom, NOS | Mikropapiller Mediiller karsinom
Klasik lobiiler karsinom
karsinom
Tedaviye Endokrin tedaviye Endokrin tedaviye | Trastuzumaba Endokrin tedaviye ya
cevap ve cevap cevap (tamoksifen | (Herceptin) cevap da trastuzumaba
seyir ve aromataz (Herceptin)cevap yok
inhibitorleri)
Kemoterapiye cevap Kemoterapiye Antrasiklin grubu Platinum grubu
degisken cevap degisken kemoterapiye cevap | kemoterapiye duyarh
Iyi prognoz Prognoz, luminal | Kétii prognoz Genellikle kotii
A kadar iyi degil prognoz

2.2.5. Meme Kanserinde TNM Evreleme Sistemi

Diinyada meme kanseri igin birden fazla evreleme sistemi kullanilmaktadir. Klinikte en
cok kullanilan evreleme sistemi “American Joint Committee on Cancer” (AJCC) ve “The
International Union for Cancer Control” (UICC) tarafindan tespit edilen tiimor-nod-metastaz
(TNM) sistemidir. Bu sistem, primer tiimoriin uzanim ve boyutu (T), lenf nodu tutulumu (N)

ve uzak metastaz (M) gibi faktorlere ilave olarak anatomik olmayan prognostik faktorler ile
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destekleyerek siniflandirmaktadir (59). Timoriin evresi tedaviyi sekillendiren prognostik bir
faktordiir (60).

AJCC ve UICC, yapilan ¢alismalar ve elde edilen yeni verileri dikkate alarak TNM

smiflamasini periyodik olarak giincellenmektedir. TNM evreleme revizyon dongiisii 6-8 yildir.

Tani tarihi 1 Ocak 2010 tarihinden sonra olan olgular igin gegerlidir (59).
Primer Tiimor (T):

Primer tiimoriin T siniflamasinda boyut milimetre olarak dl¢tilmelidir. Siniflamanin
klinik yada patolojik dl¢iimlere gore belirlenmesi

1 “c’” veya “p” isaretleri ile yapilir.
T4b:
\ _— Ulserasyon
.~ Tla:1-5mm \ - Satellit nodiil

.-A—vfj-T1 b: 5-10 mm

1 (F4asiTormksinvazyony
_——Tlc: 10-20 mm 7 T4c: Taa+Tab
e Tad
\ g inflamatuar
| .‘,\, -~ T2: 20-50 mm
|

mamoia
‘ ]

/. V'rkcerrahi.com@’
Sekil 2. 3. Meme Kanseri T Evrelemesi (61)

Bolgesel Lenf Nodiilleri (N) Klinik Simiflandirma:

turkcerrahi.com®

Sekil 2. 4. Meme Kanseri N Evrelemesi (61)

Uzak metastaz (M): Metastazin var olup, olmadigina gore ayrim yapilir.
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Tablo 2. 4. AICC'ye gore Meme Kanserinde TNM Siniflandirma

ANATOMIK EVRE/PROGNOSTIK GRUPLAR

Evre Tis NO MO
Evre IA T1* NO Mo
Evre IB To N1mi Mo
T1* N1mi MO
Evre ITA To N1*= Mo
T1* N1*= MO
T2 NO MO
Evre IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Evre IT1A To N2 MO
T1* N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Evre IIIB T4 NO MO
T4 N1 Mo
T4 N2 MO
Evre IIIC Herhangibir T N3 Mo
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1

2.2.6. Meme Kanserinde Tedavi

Meme kanserinde prognoz ve tedavi yaygin sekilde tiimér nodu metastazi evrelemesine
dayanir (62). Lenfovaskiiler yayilim, hormon reseptér durumu, ERBB2 (HER2 veya
HER2/neu), overekspresyonu, histolojik derece, hastanin menopoz durumu ve yasi da 6nemli
faktorlerdendir (63, 64,65). Temel olarak meme kanseri tedavisinde cerrahi, radyasyon tedavisi,
biyolojik tedavi, endokrin tedavisi ve kemoterapi gibi ¢esitli yaklagimlar ayri ayr1 ya da birarada
kullanilmaktadir (66).

Kanser tedavisi lokal ya da sistemik tedavi ile olur.
Lokal tedavi: Radyoterapi ve ameliyat bu tiir tedavilerdir. Amaci, meme kanserini yok
etmektir. Meme kanseri yayildiginda ise yayilan bolgelerdeki hastalifi kontrol amaciyla
kullanilabilir.
Sistemik tedavi: Kemoterapi, biyolojik tedavi ve hormon terapisidir. Sistemik tedavi timori
kiicliltmek icin ya da ameliyat veya radyoterapiden sonra ise kanserin niiksiinii onlemek i¢in

uygulanir (67,68,69).
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2.2.6.1. Cerrahi Tedavi

Meme kanseri erken evrede tespit edilirse tedavisi cerrahi rezeksiyondur. Hastaligin
evresine gore uygulanabilecek cerrahi yontem degisebilmektedir. En sik kullanilan yontem
modifiye radikal mastektomidir (70, 71).

Cerrahi tedavinin se¢iminde hasta, tiimor 6zellikleri ve molekiiler alt tip dikkate alinir.
(Tablo 2.5). Ornegin; HER2+ ve bazal tipte, HER2+- grupta rmastektomi tercih edilmesi
oOnerilebilir (72, 73).

Tablo 2. 5. Molekiiler Alt Tiplere Gére Cerrahi Se¢imi

NKT MKC Mastektomi
(Neodjuvan Kemoterapi (Meme Koruyucu Cerrahi)
Luminal A | Hayir Evet Hayir
Luminal B | Hayir Evet Hayir
Bazal Evet Hayir Hayir
Her2+ Evet Hayir Evet

2.2.6.1.1. Meme Koruyucu Cerrahi (MKC)

Londra'da bulunan Guy's hastanesinde 1972 yilinda yaymlanan ilk klinik calisma
sayesinde bilimsel temele oturmustur (74,75).

Meme koruyucu cerrahi meme kanserinde Evre 0, 1, 2 ve 3A da endike olup, invaziv
duktal kanserli hastalarda MKC uygulamasi i¢in kozmetik sonular, hastanin tercihi, kozmetik,
hastanin yasi, tibbi sonuglar, tiimoriin boyutu-sayisi, mamografik bulgular ve aksiller lenf

nodlarmin durumu géz oniinde bulundurulur (76).

2.2.6.1.2. Mastektomi

Mastektomi (radikal veya modifiye), gectigimiz yilizyilda meme kanserinin tedavisinde
cerrahi prosediir olmustur.

Radikal mastektomi lokal ve bolgesel kontrolde etkili olmaktadir, ancak fiziksel
bozukluklara sebep olabilmektedir. Bu uygulama, m.pektoralis major, minor ve aksiller doku
ve tim meme dokusu ¢ikarilarak, Modifiye Radikal Mastektomi ise, m.pektoralis major'un
fasiasi, tim meme dokusu, m.pektoralis minor ve aksiller lenf dokusu ¢ikarilarak uygulanir (77,
78,79).
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2.2.6.2. Radyoterapi

Radyoterapi, kanseri tedavi etmek i¢in yiiksek enerjili X-1sinlarinin kullanilmasidir.
Radyasyon duruma gore viicut disindan uygulanabilir (dis radyasyon) ya da tiimoriin igine
radyoaktif madde yerlestirilereck uygulanir (brakiterapi). Radyoterapi endikasyonlari esas
olarak tlimor biiytikliigii ve lenf nodu tutulumu, yani hastaligin evresine gore belirlenmektedir.
Radyoterapi, hem cerrahiden sonra kalan kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak i¢in hem de
cerrahi tedavi Oncesi tlimoriin kiicliltiilmesi i¢in uygulanabilir. En 6nemli yan etkileri ise

halsizlik, memede sislik, memede agr1 ve uygulanan bolgede yaniktir (67,80).

2.2.6.3. Hormonal Tedavi

Hormon reseptorii pozitif olan meme kanserlerinde etkilidir. Tedavi ile Ostrojen
hormonunu bloke edilir, bu sayede hormonun aktif hale ge¢mesi ve kanser hiicrelerinin
cogalmasini uyarmast engellenir. Amaci; tedavi sonrasinda viicutta kalmis olan kanser
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasidir (81).
Antiostrojen tedavi: En sik kullanilan ila¢ Tamoksifendir. Etki mekanizamast; sitozoldeki
ER’{line baglanip, meme dokusuna ostrojen girisini engellemektir (82,83).
Aromataz Inhibitorleri: Aromataz enzimi testesteron, androjen ve androstenedionu ostrojene
cevirir (84). Aromataz inhibitorleri ise, aromataz enzimini durdurur ve yumurtaliklar disinda
tiretilen Ostrojen miktarin1 azaltir. Bu ozellikleri nedeniyle bu inhibitdrler meme kanseri
tedavisinde kullanilir (85).
Progestin: Progestinlerin, dstrojen iretimini baskiladigi, ER ve PR azalmasini sagladigi ve

artmig Ostrojen dongiisiine sebep oldugu belirtilmektedir (86).

2.2.6.4. Kemoterapi

Adjuvan kemoterapi

Kemoterapi, node-pozitif olan veya 1 cm'den biiyiik bir timér bulunan vakalar igin
standart tedavidir. Hormon reseptdrii negatif hastalar, kemoterapiden hormon reseptor-pozitif
hastaligindan daha fazla yarar saglar (87).

Meme kanserinde gozlenen son yillardaki mortalite azalmasinda adjuvan tedavilerin
gelisimi etkilidir. Erken evre meme kanseri vakalarinda 5 yillik sagkalim %50 ile %95
arasindadir. HER-2, kemoterapi tedavisinin etkinliginde onemlidir. HER-2 pozitif olan

hastalarda antrasiklin temelli adjuvan tedavilerin daha etkili oldugu gozlenmistir (88,89).
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Antrasiklinler diinyada en yaygin kullanilan ve en etkili antineoplastik ajanlar grubudur.
Bunlar arasinda ilk kullanilanlar arasinda Doksorubisin ve Epirubisin bulunmaktadir.
Paklitaksel ve Doksetaksel, hiicresel mikrotiibiill elementlerini stabilize ederek mitotik

tutulmaya neden olan en yaygin kullanilan taksanlardir. (90,91).

2.2.6.5.immun Terapi

Kanser vakalarinda uygulanan immiin terapi modern tibbin adjuvan yontemlerinden biri
olarak kabul edilmektedir. Tedavideki amag, hastanin immiin sisteminin aktive edilip
kullanilmasidir. Bu sayede immiin sisteme ait hiicrelerin kanser hiicrelerini hedef almas1 ve yok
etmesi saglanmak istenmektedir.

Monoklonal Antikorlar

Monoklonal antikorlar renal hiicre kanseri, melanoma, 16semi, meme, akciger kanseri,
kolorektal kanser ve lenfomada tedavi amacli kullanilmaktadir. Monoklonal antikorlar, HER2,
CD20, VEGF ve EGFR gibi kanser progresyonunu destekleyen biiyiime faktorlerini ya da
CD52 gibi kanser hiicrelerindeki farklilagsma antijenlerini hedef alirlar (92,93).

Giinlimiizde Trastuzumab, Alemtuzumab, Rituximab, Cetuximab ve Bevacizumab ilag

olarak iiretilen baslica monoklonal antikorlardir (94).

2.3. Paklitaksel (PCX)

Paklitaksel (PCX), meme kanseri tedavisinde kullanilan, stabilite sorunu olan ve suda
¢oziinlirliigh diisiik bir antikanser ajandir. NCI tarafindan birden fazla bitkinin tarandig1, dogal
antikanser bilesikler bulmak amaciyla planlanan programda, ABD'de yetisen Taxus
brevifolia'nin kabugundan 1971 yilinda izole edilmis dogal diterpendir (95,96). Klinikte
kullanilan ilk taksan tiirevi paklitaksel’dir. Giiniimiizde genellikle Taxol® ticari preparati

kullanilmaktadir (97).
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Paklitaksel, kristal tosz yapida ve beyaz renklidir. Lipofilik yapida, erime sicakligi 216-
217°Cdir. Molekiil formiiliit C47H51NO14, sudaki ¢oziintrliigi 0,3 pg/ml’dir. (Sekil 2.5) (98).

0
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Sekil 2. 5. Paklitakselin kimyasal yapisi (96)

1979 yilinda, Dr. Susan Band Horwitz etki mekanizmasini kesfetmistir. Paklitakselin

tubulinlere baglanmasi, klinik uygulamalar agisindan onu 6nemli hale getirmistir. Antitiimor

etkisini, depolimerizasyonunu onleyerek stabil mikrotiibiil topluluklar1 olusturarak ve hiicrede

mikrotiibiillerin toplanmasin arttirarak gostermektedir (99).

Paklitaksel hiicreler tizerindeki etkisi iki yolla meydana gelir. Mikrotiibiiller {izerinde

tubulin proteinlerine baglanip, stabilize ederek hiicre boliinmesini durdururlar.  tubulindeki N-

terminal 31 amino asite baglanarak (rao2) hiicrelerin G2/M evresinde kalmasina sebep olur. Bir

diger mekanizmasi ise hiicreleri apoptozise yonlendirmesidir. Hiicrelerin mitotik evreye

gecmesini engeller ve hiicreler boliinemez. Mitotik evrede kalan hiicre sayist arttikca,

apoptozise yonlendirici sinyallerin olusmaya baslamasina neden olur (100,101).

Notropeni, mukoza iltihabi, nérotoksisite, dispne, mide bulantisi, kusma, hipotansiyon,

uirtiker, asir1 duyarlilik, periferal néropati, miyopati, pulmoner yag embolisi, miyalji, diyare,

karaciger fonksiyonlarinda artis, alopesi (sa¢ dokiilmesi) sik goriilen yan etkilerindendir.
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2.4. Doksorubisin (DX)

Doksorubisin, antrasiklin tiirevi, farkli kanser tiirlerine etki gosteren, genis spektrumlu,
antitimoral bir antibiyotiktir. Antrasiklinler ilk defa 1963 yilinda Streptomyces peucetius
variete caesiu kiiltiirlinden (bir mantar tiirii) tiretilmistir (102). 1967-1969 yillar1 arasinda ilk
tedaviye giren ve antrasiklin grubunun en yaygin kullanilan ajanidir. Losemi, lenfoma,
yumusak doku ve kemik sarkomlari, Wilms tiimorii, ndroblastom, hepatoblastom tedavisinde
kullanilmaktadir (103).

Antrasiklin molekiilii, bir tetrasiklik c¢ekirdek ve bir aminosekerden (daunosamin)

olusur. Tetrasiklin ¢ekirdek kirmizi rengini verir (104) (Sekil 2.6).

- SOCH,0H

il i

Sekil 2. 6. Doksorubisin Kimyasal Yapisi (104)

Hiicrede ¢esitli sekillerde etki gosterir. DNA replikasyonu ve RNA transkripsiyon ve
sentezini inhibe ederek, DNA zincir kiriklarina neden olur. DNA ve RNA polimerazlarin
inhibisyonuna neden olur. Hiicre membranina baglanip, membran fonksiyonunu bozar.
(105,106).

Doksorubisin, fazla yan etkiye sahip etkili bir kemoterapik ajandir. En 6nemli yan etki
doza bagl olarak ortaya ¢ikan kronik kardiyomiyopatidir. Bunun disinda sa¢ dokiilmesi, kemik

iligi supresyonu, lokal toksisite, mukozit, nefrotoksisite sik goriilen yan etkileridir (107).

2.5. Deguelin (DEG)

Deguelin, dogal rotenoidler grubundan Afrika’da bulunan Mundulea sericea
(Leguminosae) adli bitkiden izole edilmis dogal bir bilesiktir (6). Mitokondriyal NADH
dehidrojenaz aktivitesini inhibe eder. Ayrica steady-state mMRNA seviyelerini, ornitin

dekarboksilaz enzim aktivitelerini baskilayarak kemopreventif aktivite gosterir (108,109).
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Deguelinin kolon, prostat, insan malign bronsiyal epitelyal hiicreleri ve kii¢iik olmayan
akciger kanseri hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Transforme hiicreler ve
cesitli kanser hiicreleri lizerinde damar gelisimini 6nleyen bir inhibitordiir (7,8,9). Bunlara ek
olarak Deguelin siklooksijenaz-2, Nekroz Faktor KB ve nucleoporini hedefler ve boylece gesitli
kanser tiirlerine karst onleyici ve tedavi edici aktiviteye sahip olduguyla ilgili ¢calismalarda
bilgiler gosterilmistir (10). Apoptozu indiikleyerek premalign ve malign insan bronsiyal
epitelyal (HBE) hiicrelerinin proliferasyonunu bloke eder. Ayrica, Deguelin secici bir sekilde
bir fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) bagimli veya bagimsiz bir sekilde Akt aktivitesini bloke eder,
bdylece biiyiik bir anti apoptotik yolun aktivitesini azaltir (110).

Deguelinin kimyasal yapisi Sekil 2.7°de gosterilmistir. Molekiiler formiilii C23H2206 dir.

Sekil 2. 7. Deguelinin kimyasal yapisi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:

Arastirma invaziv olmayan deneysel ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Arastirma Ocak 2016 - Aralik 2018 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi
Onkoloji Enstitiisii Onkoloji Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.3.Calisma Materyali:

Arastirmada calisma materyali olarak MDA-MB-231 (insan meme invaziv duktal
karsinom), BT-474 (insan meme invaziv duktal karsinom), MDA-MB-468 (insan meme
epitelyal adenokarsinom) ve MCF-7 (insan meme invaziv duktal karsinom-wild type) hiicre
hatlar1 kullanildi.

Hiicre hatlar1 Prof. Dr. Hilal KOCDOR ’un hiicre kiiltiirii arsivinden temin edildi.

3.3. Arastirmanin Degiskenleri:
Aragtirmanin bagimli degiskenleri meme kanseri hiicre hatlarinin canliligi, apoptotik ve
nekrotik hiicre 6liimii ve hiicre dongiisiiniin S ve Sub-G1 asamalarinda durdurma oranlari,

migrasyon; bagimsiz degiskeni ise Deguelin’dir.
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3.4. Veri Toplama Araclar::
3.4.1. Kullanilan Cihazlar

Projede kullanilan makine ve techizat listesi Tablo 3.1.’de gosterilmektedir.

Tablo 3. 1. Projede kullanilan mevcut makine-teghizat listesi

ADI/MODELI

PROJEDE KULLANIM AMACI

Hava Akis kabineti/

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari i¢in
kullanilmastir.

Inverted mikroskop/Olympus CKX41

Hiicrelerin kontrolii ve hiicre sayimi1
amactyla kullanilmistir.

CO2 inkiibatori/Thermo Forma Steri-
cycle

Hiicrelerin belirli sicaklik ve COz igeren
ortamda saklanmas1 amaciyla
kullanilmaistir.

Sogutmal1 Santrifiij/Sigma 3-16K

Hiicre kiiltiirii ve Akim sitometrik
calismalarda kullanilmustir.

Akim Sitometrik analiz Cihazi/BD FACS
Calibur

Apoptoz ve Hiicre Dongiisii analizinde
kullanilmastir.

Otoklav/Hirayama Hiclave

Pipet vb. malzemelerin sterilizasyonu
amactyla kullanilmistir.

ELISA Plak okuyucu/Thermo Multiskan
Ascent

Hiicre canlilik testi sonuclarinin alinmasi
i¢in kullanilmastir.

Etiiv/Thermo Heraeus

Steril edilmis malzemeleri kurutmak i¢in
kullanilmuastir.

Distile su cihazi/uv plus ultra pure water
system

Su banyosunda kullanim ve temizlik
amaciyla kullanilmigtir.

Su Banyosu/GFL

Hiicre ortamlar1 ve kimyasallarin 37 °C
1stya gelmesi icin kullanilmistir.

Buzdolabi (-20,+4)/ Siemens

Kimyasallarin saklanmasi i¢in
kullanilmistir.

Santrifiij

Hiicre lizat ve Apoptoz ve Hiicre
Dongiisii analizinde kullanilmistir.

Hassas Terazi

Kuru kimyasallar tartmak i¢in
kullanilmistir.

Mikrodalga

Koloni analizi i¢in kullanilmistir.

Derin dondurucu (-80) / Indesit

Hiicre hatlarinin saklanmasi i¢in
kullanilmistir.

Sivi Nitrojen Depolama Tanki (-196)
(MVEXLC)

Hiicre hatlarinin saklanmasi igin
kullanilmistir.
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3.4.2. KullamilanSarf Malzemeler ve Diger Gerecler

Projede kullanilan sarf malzeme ve diger geregler Tablo 3.2°de gosterilmektedir.

Tablo 3. 2. Projede kullanilan sarf malzeme ve diger geregler

Maddenin Ad1

Markasi-Cat No

Doksorubisin (Adrimisin)

Saba

Paklitaksel (Taksen) Kogak Farma
Deguelin Sigma-Aldrich
DMEMF-12 (1:1) (1X) Gibco

Fetal S1gir Serumu (FBS) Gibco
Tripsin-EDTA 0.25% (1X) Gibco
Penisilin/streptomisin Gibco
L-Glutamin Gibco
Tripsin-EDTA Gibco

Hiicre canlilik testi (Cell Counting Sigma

Kit8-CCK8)

Akim Sitometrik Apoptoz analiz Kiti

BD Pharmingen

Akim Sitometrik Hiicre Dongiisii Cycle TEST PLUS
Analiz Kiti (CycleTEST PLUS DNA

Reagent Kit)

TAS-TOS Kiti Rel-Assay

SOD Kiti Sigma

DMSO CryoSure-DMSO
Wound Healing Plate Ibidi

Binding Buffer BD Facscanto 11
Agaroz Sigma

Cell Scraper Costar

Tripan mavisi Sigma-Aldrich
Akim Sitometri tipi BD Falcon
Microtest 96 Well Plate Costar

Microtest 6 Well Plate Costar

25 cm?2’lik steril hiicre kultir kabi

Greiner bio-one

75 cm2’lik steril hiicre kultiir kabi1

Greiner bio-one

15 mL’lik steril santrifiij tiipti

Santa Cruz

50 mL’lik steril santrifiij tlipti

Santa Cruz

2 mL’lik cryovial Greiner bio-one
1 mL’lik pipet Greiner bio-one
2 mL’lik pipet Greiner bio-one
5 mL’lik pipet Greiner bio-one
10 mL’lik pipet Greiner bio-one
25 mL’lik pipet Greiner bio-one
10 pL ‘lik filtreli pipet ucu Costar
100 pL “lik filtreli pipet ucu Costar
200 pL ‘lik filtreli pipet ucu Costar
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1000 pL “lik filtreli pipet ucu Costar

Lateks Eldiven Beybi

Otoklav bandi SUSSEX

Parafilm American National Can
Es 7x Mp Biomedicals

3.5. Uygulanan Yontemler
3.5.1. Hiicre Kiiltiirii
3.5.1.1. Hiicre Hatlarimin Ozellikleri

Calismamizda kullanilan hiicre hatlari ile genel bir meme kanseri evreni elde edilmesi
dusunilimastir. Reseptorlerin varligina gére Meme Kanseri progronuzunu belirleyen 5 ayri
durum s6z konusudur. Arastirmanin bu evreni temsil edecek meme kanseri hiicre hatlari
uzerinde yapilmasi planlanmaktadir. Bu hilcre hatlarina ait 6zellikler asagida, Tablo 3.3’de

Ozetlenmigtir.

Tablo 3. 3. Kullanilan Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri

.. . . .. . ... . | Ostrojen | Progesteron ERBB2 Mutant
Hiicre Hatt1 | Primer Tiimor | Hiicrenin Orijini Reseptor | Reseptor | Amplifikasyonu —P_53
. Metastaz
MDA-MB-468 | Adenokarsinom (plevral efiizyon) +
MDA MB-231 Inva2|y duktal Metastlgz ;
karsinom (plevral eflizyon)
Invaziv duktal Metastaz
MCF-7 karsinom (plevral efiizyon) ¥ ¥
(wild-type) P y
BT-474 Invazn{ duktal Primer N N ; N
karsinom

Deneyler 4 adet iki boyutlu yiizeye bagimli meme kanseri hiicre hatt1 kullanilarak

gerceklestirildi (Sekil 3.3).

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti 1973 yilinda M. D. Anderson Kanser
Merkezinde bir hastadan elde edilmistir. Epitel benzeri morfolojiye sahip hiicre hatt1 fenotipik
olarak 1g seklinde hiicreler olarak goriiliir. In vitro kiiltiirde invaziv fenotipe sahiptir.
Kemoinvaziv ve kemotaksis aktiviteye sahiptir., MDA-MB-231 hiicre hatt1 ayrica
transformasyon ve tiimor indikatorii gostergesi olarak agarozda ¢ogalabilir ve nispeten yiiksek

koloni olusturma verimliligi sergiler. In vivo kiiltiirde, nude mice farelerde meme yag tiimorleri
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olusturur. Nude mice larda kuyruk damarina hiicrelerin introvenéz (IV) enjeksiyonu ile
deneysel metastaz tirettigi gosterilmistir (111,112,113).

MDA-MB-468 meme kanseri hiicre hatti1 1977 yilinda R. Cailleau ve arkadaslari
tarafindan, meme metastatik adenokarsinomasi olan 51 yasindaki bir Siyah kadin hastanin
plevral efiizyonundan izole edilmistir. Transforme biiyiime faktor alfa (TGF alpha) ve
Epidermal biiylime faktorii (EGF) ekspresyonuna sahiptir. Epitelyal morfolojide, tiimorojenik,
adherent biiyiiyen hiicrelerdir (114,115).

BT-474 hiicre hatt1, E. Lasfargues ve W.G. tarafindan memenin solid, invaziv duktal
karsinomundan izole edilmistir. Epitelyal morfolojide, tiimdrojenik, adherent, diizensiz
hiicrelerdir (116,117).

MCEF-7 hiicre hatti, 1970 yilinda 69 yasinda bir Kafkas kadinin meme dokusundan
izole edilmistir. Meme adenokarsinomundan tiiretilen yaygin olarak calisilan bir epitelyal,
adherent kanser hiicre hattidir. Farklilagmig meme epitelyumunun &zelliklerini tagir. Ayrica,
sitoplazmik Ostrojen reseptorleri yoluyla, estradiolii isleme yetenegine sahiptir. MCF-7 hiicre

hattininda Gstrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii pozitif, HER2 negatiftir (118,119).
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Sekil 3. 1. Meme Kanseri Hiicre Hatlari

A: MBA-MD-231 Hiicre Hatt1; B: MBA-MD-468 Hiicre Hatt;
C:MCF-7 Hiicre Hatti; D: BT-474 Hiicre Hatt1)

3.5.1.2. Hiicrelerin Kiiltiirde idamesi

MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 %15 (v/v)
oraninda FBS, %1 (v/v) 2 Mm L-glutamin iceren DMEM F-12 ortaminda kiiltiire edildi. Bakteri
kontaminasyonunun 6nlenmesi i¢in100 IU/mL penisilin ve 100 ug/mL streptomisinden olusan

antibiyotik ¢ozeltisinden %1 (v/v) oraninda kiiltiir ortamina ilave edildi. (120).

BT-474 meme kanseri hiicre hatti steril hiicre hatt1 %15 (v/v) oraninda FBS, %1 (v/v) 2
Mm L-glutamin iceren DMEM F-12 ortaminda kiiltiire edildi. Bakteri kontaminasyonunun
onlenmesi i¢in 100 IU/mL penisilin ve 100 ug/mL streptomisinden olusan antibiyotik

¢ozeltisinden %1 (v/v) oraninda kiiltiir ortamina ilave edildi (121).
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Hiicreler 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarma ekildi ve 37°C’de 5% COz iceren inkiibator
ortaminda bekletilerek canliliklarinin devami saglandi. Kiiltiir kaplarinda tiretilen hiicre hatlari
%80 yogunluga ulasana kadar iki giinde bir beslendi. Bu yogunluga gelen kaplardaki hiicrelerin
cogaltilmas1 amaciyla pasajlama islemi uygulandi. Pasajlama islemi ile hiicreler 75 cm? kiiltiir

kaplarina alinip ¢ogaltildi (122).

3.5.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Steril pipet kullanilarak flask i¢cindeki ortam uzaklagtirildi. Hiicreleri kiiltiir kabinin
ylizeyinden kaldirmak amaciyla Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edildi. Hiicre kiiltiir kaplar
inkiibatorde hiicreler yiizeyden kalkana kadar bekletildi. Hiicreler hiicre kiiltiir kabi yiizeyinden
ayrildiginda Tripsin-EDTA inhibisyonu amaciyla hiicre besin ortami hiicre kiiltiir kabina ilave
edildi. Kiiltiir kab1 igindeki ortam, Tripsin-EDTA ve hiicre iceren silispansiyon aspire edilerek
steril santrifiij tliptine aktarildi1 ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden
sonra siipernatant uzaklastirildi. Steril santrifiij tlipli dibinde gozlenen hiicre peleti lizerine 10
mL kiiltlir ortamu ilave edildi ve pipet ucuyla hiicreler siispanse edildi. Kiiltiir kabina 2 mL
stispanse haldeki kiiltiir ortamindan paylastirilarak tizerlerine 5 mL ortam eklendi ve ¢ogalmasi

icin inkiibatore yerlestirildi (122).

3.5.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler Tripsin-EDTA araciligiyla kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirildiktan sonra hiicre
stispansiyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pellet iizerine dondurma ortami
konularak resiispanse edildi ve 2mL’lik steril hiicre dondurma tiiplerine dagitildi. Hiicrelerin
dondurma ortamu igerisinde kademeli olarak dondurulmasi amaciyla dnce -20°C’de 2 saat, -
80°C’de 1 giin bekletildikten sonra -196°C’deki sivi azot tankina alindi. Her hiicre hatti i¢in
dondurma ortami olarak %10 (v/v) DMSO igeren ortam kullanildi. Steril hiicre dondurma

tiipleri lizerine tarih, hiicre hatt1 ismi, pasaj no, kisi ad1 yazildi (122).

3.5.1.5. Hiicrelerin Coziilmesi

Hazirlanan ortam 37 °C’de su banyosunda isitildi. Kabinette steril ortamda hiicre kiiltiir
kaplar iizerine tarih, pasaj no, hiicre hatt1 ismi, kisi ad1 yazildi ve kiiltiir kabi i¢ine 37 °C’ye
getirilmis kiiltiir ortamindan 10 mL konuldu. Hiicre sivi azot tankindan ¢ikarilarak hizli bir
bicimde 37 °C’ye getirilmis olan su banyosunda ¢6ziildii. Hiicre dondurma tiipiiniin dis kismi

steril edildikten sonra laminer flow kabine alindi ve i¢indeki hiicre siispansiyonu g¢ekilerek
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hazirlanmis olan kiiltiir kabi i¢ine ilave edildi. Kiiltiir kab1 inkiibatore yerlestirilerek idamesi
sagland1 (122).

3.5.1.6. Hiicrelerin Sayilmasi

Thoma lamu distile su, alkol ve tekrar distile su siralamasiyla temizlendi. Mikroskop
altina konulan thoma laminin iizerine lamel yerlestirildi. Santrifiij sonrasi elde edilmis olan
pellet {lizerine istege bagl olarak (2,5-10 mL) ortam ile resilispanse edildi. 1:1 (v/v) oraninda
tripan mavisi ile steril ependorf icinde birlestirildi (50 pL:50 pL). Thoma laminin her iki
tarafindaki lam ve lamelin birlestigi ortadaki kapiller bosluklara 10 pL tripan mavisi ile
boyanmus hiicre siispansiyonu verildi. 16 biiyiik kareyi barindiran thoma laminin yiizeyinde tiim
hiicreler sayildi (10x ‘lik biiyiitmede). Sayilma esnasinda iist ve sol dahil sag ve alt ¢izgi harig
olarak sayildi. Thoma laminin her iki tarafindaki karelerde sayilan hiicrelerin sayisinin
ortalamas1 alind1. Sayilan ortalama hiicre sayis1 X Diliisyon Faktorii X 10* formiilii ile 1mL’deki

hiicre sayist bulundu (122).

3.5.2. Hiicre Canlilik Testi

3.5.2.1. Yontemin Prensibi

Calismada hiicre canlilik testi olarak CCK-8 kullanildi. Suda ¢6ziinebilen tetrazolyum
tuzlart (WST) suda ¢oziinebilen formazanlari olusturmaktadir. WST-8 oldukca stabil bir
tetrazolyum tuzu olup, CCK-8 testinde kullanilmaktadir. Elektron tasiyicisi stabil olan 1-
Metoksi-PMS‘dir (123). WST-8, 1-Metoksi-PMS‘nin indirgenmis formuyla beraber
reaksiyona girerek indirgenir. Bu tasiyici hiicre membraninda bulunmaktadir ve nikotinamid-
adenin-dinukleotid indirgenmis formu (NADH) ya da nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat
indirgenmis formu (NADPH) ile reaksiyona girer. NADH ve NADPH ile laktat dehidrogenaz
ve laktik asit gibi dehidrogenaz enzimleri ve substratlarinin reaksiyonlar1 ile NAD+ ve
NADP+’den olusur. Canli hiicrelerde bulunan dehidrogenazlar tarafindan WST-8’in indirgenip
olusturdugu formazan iiriinii 450 nm/650 nm dalga boyunda pik absorbans veren giiglii bir
turuncu renk olusturur ve bu rengin yogunlugu mikroplak okuyucuda olgiiliir (123). WST-8’in

formazana indirgenme mekanizmasi Sekil 3.2.”de gosterilmektedir (123).
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3.5.2.2. Doksorubisin ve Paklitaksel Ajanlarinin Hazirlanmasi

Meme kanseri tedavisinde (kemoterapi) standart olarak kullanilan ajanlar olan
Doksorubisin ve Paklitaksel ticari hazir enjektable hali ile kullanilmustir.

Paklitaksel stogu 30 mg/5mL olan ara stok elde eldesinden sonra bu ara stoktan seri
diliisyonlar ile 200 nM, 100 nM, 50 nM, 10 nM, 1 nM, 0,1 nM ve 0,01 nM olmak tizere yedi
farkli doz hazirlandi. Tiim hiicre hatlar1 igin DMEM F-12 ortami kullanildi.

Doksorubisin stogu 2 mg/mL olan ara stok elde eldesinden sonra bu ara stoktan seri
diliisyonlar ile 100 nM, 10 nM, 1 nM, 0,1 nM ve 0,01 nM olmak iizere bes farkli doz hazirlandi.
Tiim hiicre hatlar1 igcin DMEM F-12 ortami kullanildi.

3.5.2.3. Deguelin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Deguelin toz halinde temin edilmistir. Coziiciisii DMSO’dur. Toz halindeki Deguelin
coziiciisiinde ¢ozdiiriilerek stok ¢ozeltisinin konsantrasyonu 10.000 pM olarak ayarlandi. Elde
edilen stok soliisyondan seri diliisyonlar ile konsantrasyonlar elde edildi.

Once biiyiik konsantrasyonlarda, konsantrasyon araliklari biiyiik olacak dlgiimlerle olasi
etkin dozlar hakkinda bilgi sahibi olmaya ¢alisildi. Daha sonra ara stoktan; hiicre hatlar1 igin
50000 nM, 10000 nM, 5000 nM, 1000 nM, 500 nM, 100 nM, 10 nM ve 1 nM olmak lizere 8
farkli doz hazirlandi.

Coziicli olarak DMSO kullanildigindan, hiicre canlilik testi i¢in 1/1000 v/v oraninda

DMSO igeren ortamla bir kontrol ¢dzeltisi hazirlandi.
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Ana ve ara stok ¢ozeltiler, DMSO igeren kontrol ¢ozeltisi her bir deneyden hemen 6nce

taze olarak hazirlandi.

3.5.2.4. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

Hiicre canlilik testi hiicrelerin, Doksorubisin, Paklitaksel ve Deguelin ile muamelesinin
takibinde gelisen sitotoksik cevabinin saptanmasi amaciyla yapildi. Etkili ila¢ dozlarinin
saptanabilmesi i¢in; her bir gruptaki hiicreler 96’li well-plate aktarihir ve azalan
konsantrasyonlardaki ilaglar 1Cso dozlar1 (inhibitér Konsantrasyon) hesaplamak igin
kuyucuklarda olan sabit hiicre sayilarina eklendi. 96 kuyucuklu plate’in 12 well’lik boliimi
gruplara, 8 well’lik boliimii de konsantrasyonlara ayrilarak 8 ayri konsantrasyonun denenmesi
saglandi. ICsp dozlarimi saptamaya yonelik bu islem ve bundan sonra gergeklestirilecek
laboratuvar yontemleri en az 3’er kez tekrar edildi. Hiicre canlilik testi yapilarak kullanilacak
ilaglar (Doksorubisin, Paklitaksel ve Deguelin) hiicre viabilitesi (yasayabilirlik) hakkinda
verileri elde edilirken bir yandan da bu ilaclarin etkili konsantrasyonlarinin da belirlenmesi
saglandi.

Hiicre Canlilik testi i¢in; ¢alismada kullanilan meme kanseri hiicreleri adheren (yiizeye
yapisan) hiicreler olduklarindan tripsinizasyonla kiiltiir kabindan kaldirildi. Hiicre
slispansiyonu tripan mavisi sayim yontemi ile thoma laminda sayilarak 96 Kuyucuklu Kiiltiir
kabinin her kuyucuguna hiicreler (10.000 cells/well) ekildi. Sonra hiicrelerin yapigmasi i¢in
inkiibatorde 72 saat 6n inkiibasyona birakildi. 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin kuyucuklarindan
ortamlar ¢ekilerek, farkli konsantrasyonlarda Doksorubisin (100 nM-0,01 nM), Paklitaksel
(200 nM-0,01 nM) , Deguelin (5000 nM-1 nM) ¢dzeltilerinden her kuyucuga 200 pL hacimde
konuldu. Her grup igin sekiz kuyucuk olacak sekilde gruplar hazirland1. ilag uygulanmayan,
sadece hiicre ve ortamdan olusan bir kontrol gurubu yan sira bir de ilacin ¢6ziindiigli DMSO
iceren hiicre ve ortam kontrol grubu olusturuldu. Hiicre canlilik testi i¢in Tablo 3.4°de
belirtildigi gibi, hiicrelere 96 kuyucuklu steril hiicre kaplarinda planlanan araliktaki

Doksorubisin, Paklitaksel ve Deguelin dozlar1 uygulandi.
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Tablo 3. 4. Hiicre Canlilik deneyi i¢in hiicre hatlarina verilen Doksorubisin, Paklitaksel ve Deguelin
96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki doz dagilimi

1 2 3 4 5 6 7
KONTROL DMSO DX DX DX DX DX
A Kontrol 1/1000 v/iv 100 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
B Kontrol 1/1000 viv 100 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
C Kontrol 1/1000 v/v 100 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
D Kontrol 1/1000 viv 100 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
E Kontrol 1/1000 v/v 100 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
F Kontrol 1/1000 v/v 100 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
G Kontrol 1/1000 v/v 100 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
H Kontrol 1/1000 v/v 100 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
1 2 3 4 5 6 7 8 9
KONTROL DMSO PCX PCX PCX PCX PCX PCX PCX
A Kontrol 1/1000 v/iv | 200nM | 100 nM | 50 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
B Kontrol 1/1000 v/iv | 200 nM | 100 nM | 50 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
C Kontrol 1/1000 v/iv | 200 nM | 100 nM | 50 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
D Kontrol 1/1000 v/iv | 200nM | 100 nM | 50 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
E Kontrol 1/1000 v/iv | 200 nM | 100 nM | 50 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
F Kontrol 1/1000 v/v | 200 nM | 100 nM | 50 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
G Kontrol 1/1000 v/v | 200nM | 100 nM | 50 nM 10 nM 1nM 0.1 nM 0.01 nM
H Kontrol 1/1000 v/iv 200 nM 100 nM 50 nM 10 nM 1nM 0.1nM 0.01 nM
1 2 3 4 5 6 7 8 10
KONTROL | DMSO DEG DEG DEG DEG DEG DEG DEG | DEG
A Kontrol DMSO 50000 nM 10000 nM 5000 nM 1000 nM 500 nM 100 nM 10 nM 1nM
B Kontrol DMSO 50000 nM 10000 nM 5000 nM 1000 nM 500 nM 100 nM 10 nM 1nM
C Kontrol DMSO 50000 nM 10000nM | 5000nM | 1000nM | 500 nM 100nM | 10nM 1nM
D Kontrol DMSO 50000 nM 10000nM | 5000nM | 1000nM | 500 nM 100nM | 10nM 1nM
E Kontrol DMSO 50000 nM 10000 nM 5000 nM 1000 nM 500 nM 100 nM 10 nM 1nM
F Kontrol DMSO 50000 nM 10000 nM 5000 nM 1000 nM 500 nM 100 nM 10 nM 1nM
G Kontrol DMSO 50000 nM 10000 nM 5000 nM 1000 nM 500 nM 100 nM 10 nM 1nM
H Kontrol DMSO 50000 nM 10000nM | 5000nM | 1000nM | 500 nM 100nM | 10nM 1nM
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Doksorubisin, paklitaksel ve deguelin ile muamele edilen hiicreler 24, 48, 72 ve 96 saat
boyunca inkiibatorde bekletildi. 72 ve 96 saatlik gruplarin 48. saatte ortam degisimleri yapildi.
flaca maruziyet sonucunda ila¢ kalintilarinin CCK-8 ile girisim olasiligin1 ortadan kaldirmak
icin iki kere PBS ile yikandi ve son olarak 100 uL ortam eklendi ve 10 uL. CCK-8 verildikten
sonra 3 saat inkiibatorde inkiibe edildi. 450 nm (650 nm referans dalga boyu) dalga boyunda
canlt hiicrelerin {iriinli olan formazanin olusturdugu absorbans oOl¢iimleri mikroplak
okuyucudan alindi. Elde edilen absorbans degerleri kontrol grubu ile karsilastirilarak canlt
hiicre orani belirlendi. Kontrol grubu hiicrelerinin canlilik oran1 %100 olarak kabul edilip ilag
uygulanan gruplarin canlilik orani buna gére hesaplandi.

Hiicre canlilik testinde her doz grubu 8 kuyucuktan olusturuldu ve birbirinden bagimsiz
deneyler olarak ise tic-dort farkli zamanda tekrarlandi. Yiizde canlilik oranlar1 hesaplandiktan
sonra %50 canlilik oranmna karsilik gelen doksorubisin, paklitaksel ve deguelin

konsantrasyonlar1 (uM) IC50 dozlar1 olarak saptandi.

3.5.3. Akim Sitometrik Analizler
Apoptoz analizi AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit | ve Cell Cycle analizi Cell
Cycle Kit ile gerceklestirildi. Sonuglar cift lazerli akim sitometrisinde degerlendirildi. Akim

Sitometrik Analizlerde olusturulan gruplar Tablo 3.5’de sunulmustur;

Tablo 3. 5. Akim Sitometrik Analizlerde Tiim Hiicre Hatlar1 I¢in Olusturulan Gruplar

HUCRE GRUPLAR (72 saatlik inkiibasyon siiresi)
HATTI
KONTROL | KONTROL- DOKSORUBISIN | PAKLITAKSEL | DEGUELIN
DMSO (1C50 DOZzU) (1C50 DOZzU) (1C50 DOzV)
MDA-MB- . .
231 Kontrol Kontrol-DMSO Doksorubisin Paklitaksel Deguelin
BT-474 Kontrol Kontrol-DMSO Doksorubisin Paklitaksel Deguelin
MDA-MB- . . .
468 Kontrol Kontrol-DMSO Doksorubisin Paklitaksel Deguelin
MCEF-7 Kontrol Kontrol-DMSO Doksorubisin Paklitaksel Deguelin
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3.5.3.1. Apoptoz Analizi (Annexin V yontemi)
3.5.3.1.1. Yontemin Prensibi

Bu calismada apoptoz analizi BD Pharmingen firmasindan temin edilen "AnnexinV-
FITC Apoptosis Detection Kit I" ile ger¢eklestirildi. FITC-Anneksin-V kompleks kitinin hiicre
yiizeyinde olan fosfatidilserine baglanma orani flow sitometri yardimiyla 6lgtildii. Anneksin-
V, PS’e baglanarak, floresan bir madde olan floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenip,
apoptotik hiicrenin goriiniir hale gelmesi saglanir. FITC-Anneksin-V kompleksinin hiicre
yiizeyindeki PS’e baglanma oram1 Akim sitometrik olarak oOlgiildii. Nekrotik hiicrelerin
yiizeylerinde Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in ikinci boya olarak Propidyum iyodiir
(PI) eklendi. Annexin V-FITC (yesil floresan) ve 6lii hiicreleri boyayan boya olan Pl ile

boyanma farklili§ina gore hiicreler agagidaki gibi birbirinden ayrimlandi;

Canl1 hiicreler (FITC-PI-),

Erken apoptotik hiicreler (FITC+PI-)
Geg apoptotik (FITC+PI+)

Nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+)

3.5.3.1.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

Meme kanseri hiicreleri tripsinizasyonla kiiltiir kabindan kaldirildi. Hiicre siispansiyonu
tripan mavisi sayim yontemi ile thoma laminda sayilarak 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin her
kuyucuguna 5x10°hiicre ekildi. 72 saatlik 6n inkiibasyondan sonra hiicre canlilik testinde
Doksorubisin, Paklitaksel ve Deguelin i¢in belirlenen IC50 dozlar kuyucuklara verildi ve 72
saat inkiibe edildi. 72 saatlik ilaca maruziyet sonrasinda 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin her
kuyucugundaki ortamlar ¢ekilip 15 ml’lik tiiplere aktarildi. Kuyucuklara 1 ml Tripsin-EDTA
eklenip hiicreler kaldirildi. Tripsin-EDTA inaktivasyonu i¢in yeterli miktarda ortam
kuyucuklara eklendi ve ¢ekilip steril tiiplere aktarildi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi ve
slipernatant uzaklastirildi. Her tiipe 3’er ml baglanma tamponu (binding buffer) eklendi ve
resiispanse edilip 15 ml’lik tiiplerin igindekiler 17x100 mm’lik tiiplere aktarildi ve 1200 rpm’de
5 dk santrifiij yapildi. Yikama islemi 3’er defa tekrar edildi. Tiiplere 6nce 5 uL. AnnexinV, daha
sonra 5 pL PI eklendi. Tiipler karanlik ortamda 20 dakika inkiibasyona birakild. Inkiibasyon
sonrast tiiplere 400’er pL baglanma tamponu eklendi ve cihaza (BD FACSCanto II)verildi.
Erken apoptoz, ge¢ apoptoz, nekroz ve canli hiicre oranlan ¢ift lazerli akim sitometrisinde

degerlendirildi (124).
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3.5.3.2. Hiicre Dongiisii Analizi
3.5.3.2.1. Yontemin Prensibi

Bu c¢alismada hiicre dongiisii analizi "Cycle Test Plus DNA Reagent Kit" ile
gerceklestirildi. Bu analiz, hiicrelerin hiicre dongiisiiniin hangi asamasinda oldugunun
belirlenmesi i¢in yapilan islemdir. PI boyasinin hiicrelerin DNA’sina baglanip 1sima vermesi

temeline dayanir. Baglanan boya miktar1 her bir hiicredeki total DNA miktar1 ile orantilidir

(125).

3.5.3.2.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

Hiicreler tripsinizasyonla kiiltiir kabindan kaldirildi. Hiicre slispansiyonu tripan mavisi
sayim yontemi ile thoma laminda sayilarak 6 kuyucuklu kiiltlir kabinin her kuyucuguna hiicre
ekildi. 72 saatlik 6n inkiibasyondan sonra hiicre canlilik testinde Doksorubisin, Paklitaksel ve
Deguelin igin belirlenen IC50 dozlar kuyucuklara verildi ve 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin her kuyucugundaki ortamlar ¢ekilip 15 ml’lik tiiplere
aktarildi. Kuyucuklara 1 ml Tripsin-EDTA eklenip hiicreler kaldirildi. Tripsin-EDTA
inaktivasyonu icin yeterli miktarda ortam kuyucuklara eklendi ve gekilip 15 ml’lik tiiplere
aktarildi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi ve siipernatant uzaklastirildi. Pellet iizerine tampon
¢ozeltisi (Dimetilsiilfoksit igeren slikroz-sitrat tamponu) eklendi ve hiicreler resiispanse edildi
(yikama iglemi). 1500 rpm’de 5 dK santrifiij yapildi ve siipernatant uzaklastirildi. Yikama iglemi
iic kez tekrarlandiktan sonra boyama islemine gecildi ve bu asamadan sonraki islemler buz
tizerinde gerceklestirildi. Yikama islemlerinin ardindan tampon c¢ozeltisi uzaklastirildiktan
sonra pellet iizerine 250 pL ¢ozelti A (Tripsin igeren sitrat tamponu) her tiipe eklendi ve el ile
hafifce calkalandi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra c¢ozelti A
uzaklastirilmadan 200 pL ¢ozelti B (Tripsin inhibitdrii ve RNAz igeren sitrat tamponu) tiiplere
eklendi ve el ile hafif¢e calkalandi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. +4°C‘de
muhafaza edilmis olan ¢ozelti C (Pl boyama ¢ozeltisi ) her tiipe 200 pL olacak sekilde eklendi.
Buz iizerinde 10 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi. Cozelti C eklendikten sonra {i¢ saat
igerisinde Ornekler ¢ift lazerli akim sitometri cihazinda (BD FACSCanto Il)analiz edildi.
GO0/G1, sentez faz1 ve G2+Mitoz fazina ait hiicreler ModFitLT3.2 programi kullanilarak yiizde
(%) olarak degerlendirildi.
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3.5.4. Hiicre Lizati1 Eldesi

3.5.4.1. Yontemin Prensibi

Hiicre lizat1 eldesi, hiicre fraksiyonlamasinda, organel izolasyonunda, protein
ekstraksiyonunda ve saflastirilmasinda ilk adimdir.

Calismada planlanan gruplardan Total Oksidant Status, Total Antioksidant Status ve

Stiperoksit Dismutaz (SOD) Analizi kullanilmak {izere hiicre lizat1 elde edildi.

3.5.4.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

Planlanan her grup igin 25 cm?’lik flaska 3x10° hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi.
Tedavi gruplarina hiicre canlilik testleri ile belirlenmis etkin dozu iceren ortam ve kontrol
gruplara normal ortam ilave edildi. Hiicreler belirlenen zaman diliminde (72 saat) inkiibatorde
inkiibe edildi. Steril cam pastér pipet yardimiyla ortamlar hiicre kiiltiir kaplarindan
uzaklagtirildi. Kiiltlir yiizeyi steril PBS ile iki kez yikandi. PBS uzaklastirilarak, kiiltiir
yiizeylerindeki hiicreler cell scraper ile kiiltiir kabinin yiizeyinden kaldirildi. Hiicreler hiicre
kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrildiktan sonra 3ml steril PBS ile toplandi, steril ependorf tiipiine
aktarildi ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant
uzaklastirildi. Ust faz atildiktan sonra steril santrifiij tiipii dibinde gozlenen hiicre peleti
tizerinel ml lysis buffer (RIPA buffer) eklendi ve pipet ucuyla hiicreler siispanse edildi.
Hiicreler Lysis buffer i¢indeyken santrifiij tlipii buz iizerinde 30 dakika bekletilerek, her 10
dakikada bir vorteklendi. Siire sonunda 10,000 x g’de 15 dakika +4°C’de santriftij edildi.
Santrifiij isleminden sonra iist faz (siipernatant) yeni ependorfa alindi. Ependorflarin iizeri
etiketlenerek kisa siireli saklamak igin -20°C’ye, uzun siireli saklamak igin ise -80°C’ye

konuldu.

3.5.5. Wound Healing Assay (Migrasyon Analizi)
3.5.5.1. Yontemin Prensibi

Deguelin ile tedavi edilmis meme kanseri hiicreleri ve tedavi edilmemis meme kanseri
hiicreleri Culture-Insert 2 Well kullanilarak karsilastirildi. Bu analiz ile hiicrelerin go¢ yoluyla

analizinin kinematigi incelenir.

3.5.5.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii
Planlanan her grup i¢in 25cm?’lik flaska 3x10° hiicre ya da 6 kuyucuklu steril kiiltiir
kabina 5x10° hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi. Tedavi gruplarina hiicre canlilik testleri ile

belirlenmis etkin dozu igeren ortam ve kontrol gruplarina normal ortam ilave edildi. Hiicreler
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belirlenen zaman diliminde (72 saat) inkiibatorde inkiibe edildi. Steril cam pastor pipetleri
kullanarak ortamlar hiicre kiiltiir kaplarindan uzaklastirildi. Kiiltiir yiizeyi PBS ile bir kez
yikandi. PBS uzaklastirilarak hiicre kiiltiir kaplarina 2 mL Tripsin-EDTA ¢06zeltisi, hiicreleri
yapistiklart hiicre kiiltiir kabinin yiizeyinden kaldirmak amaciyla ilave edildi. Hiicreler hiicre
kiiltiir kab1 ylizeyinden ayrildiginda Tripsin-EDTA inhibisyonu amaciyla konulan ve Tripsin-
EDTA hacminin en az 2 kat1 kadar ortam hiicre kiiltiir kabina ilave edildi. Kiiltiir kab1 i¢indeki
ortam, Tripsin-EDTA ve hiicre iceren siispansiyon aspire edilerek steril santrifiij tiipiine
aktarildi ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant
uzaklastirildi. Ust faz atildiktan sonra steril santrifiij tiipii dibinde gézlenen hiicre peleti iizerine
5-6 mL kiiltiir ortam ilave edildi ve pipet ucuyla hiicreler siispanse edildi. Thoma lami distile
su, alkol ve tekrar distile su siralamasiyla temizlendi. Mikroskop altina konulan thoma laminin
tizeri hafif¢e 1slatilarak lamele yapistirildi. 1:1 (v/v) oraninda tripan mavisi ile hiicre
stispansiyonu steril ependorf icinde birlestirildi (50 pL:50 pL). Thoma lamimnin her iki
tarafindaki lam ve lamelin birlestigi ortadaki kapiller bosluklara 10 pL tripan mavisi ile
boyanmus hiicre siispansiyonu verildi. Yapilan sayim sonucunda gerekli hesaplamalar yapilarak
Wound Healing plate i¢inde bulunan culture- insert’in her bir kuyucuguna 70ul ortam i¢inde
35x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekildi. Hiicrelerin kiiltiir yiizeyine tamamen yapismasi
saglanan kadar inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicrelerin kiiltiir yiizeyine tamamen yapistigi
mikroskop altinda gozlemlendikten sonra Wound Healing plate i¢indeki culter-insert dikkatli
bir sekilde foreceps ile kosesinden tutularak culter-insert plate den ¢ikarildi. Wound Healing
plate’lerinden kontrol gruplarina yaklasik 1’er ml ilagsiz ortam ve tedavi gruplarina ise 1ml
medium i¢inde etkin doz igeren ilagl ortam eklendi. Plate’lerin kapaklar1 dikkatlice kapatilip,
invertedmikroskop altinda 1. saatin goriintiisii alindi. Gozlemlenmek {izere inkiibatdrde
inkiibasyona birakilarak, 4. , 6., 8., 10., 12., ve 24. saatlerde olmak tizere kontrol gruplarinda
hiicreler kiiltiir yiizeylerinin tamamini kaplayana kadar gruplarin inverted mikroskop altinda

gorlintiileri alindi ve gruplar arasi fark analiz edildi.
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3.5.6. Koloni Formasyon (Agaroz Koloni-3D)Analizi
3.5.6.1. Yontemin Prensibi
Koloni formasyon analizi i¢in agaroz kullanildi. Analiz siiresi sonunda koloniler

boyanip, sayilarak gruplar arasindaki farklilik tespit edildi (126).

3.5.6.2. Agarin Hazirlanmasi
Koloni formasyon analizi i¢in bottom layer ve top layer olmak tizere iki tabaka katman

hazirlandi. Bottom layer i¢in %1,2 agaroz, top layer i¢in %0,6 agaroz hazirlandi.

%1.2 bottom layer agaroz hazirlamak i¢in 0,12 gram agaroz (Sigma) steril beher i¢ginde
hassas terazi lizerinde tartilip, 10,5 ml steril distile su iizerine ilave edilip mikrodalga iginde
kaynamaya birakildi. %0,7 top layer agaroz hazirlamak i¢in 0,08 gram agaroz (Sigma) steril
beher iginde hassas terazi iizerinde tartilip, 10,5 ml steril distile su iizerine ilave edilip

mikrodalga i¢inde kaynamaya birakildi (126).

3.5.6.3. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii
Bottom Layer Agaroz Hazirligy

Bottom layer koloni formasyon analizinde hiicrelerin bulunmadigi katmandir. %1.2
agaroz ¢oOzeltisi hazirlandi. Beher mikrodalga i¢ine konuldu ve kaynamaya birakildi.
Kaynadiktan sonra laminer flow kabinet i¢cinde hazir olan %20 FBS iceren DMEM-F12 ile esit
hacimle siispanse edildi. 6 kuyucuklu steril kiiltiir kabinin her kuyucuguna agaroz ve ortam
karisimi dikkatlice eklendi. Agaroz 6 kuyucuklu steril kiiltiir kabinin i¢inde katilasmaya
birakildi (126).
Top Layer Agaroz Hazirligy

Top layer koloni formasyon analizinde agaroz ve hiicre silispansiyonunu igeren
katmandir. %0,7 agaroz ¢ozeltisi hazirlandi. Beher mikrodalga i¢ine konuldu ve kaynamaya
birakildi. Kaynadiktan sonra Mikrodalgadan ¢ikarilan agaroz laminer flow kabinete alindi.
Daha onceden tedavi edilmis ve Thoma Lamu ile sayilmis hiicreleri iceren %20 FBS igeren
DMEM-F12 hiicre siispansiyonuna (2,5 ml) esit hacimde agaroz (2,5 ml) ilave edildi. Agaroz
katilasmadan agaroz ve hiicre siispansiyonu 5’er ml 6 kuyucuklu steril kiiltiir kabinin her
kuyucuguna bottom layer lizerine ilave edildi. Agaroz tamamen katilasana kadar 6 kuyucuklu
kiiltiir kab1 laminer flow kabinet i¢inde bekletildi. Agaroz katilastiktan sonra tedavi gruplarina
hiicre canlilik testleri ile belirlenmis etkin dozu igeren ortam ve kontrol gruplarma %20 FBS

iceren normal ortam ilave edildi. 6 kuyucuklu steril kiiltiir kaplar1 inkiibatére konarak inkiibe
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edildi. 14 giin sonra kuyucuklara vital screen boyasi eklendi ve 1 gece inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 invertedmikroskop altinda koloniler sayilip gériintii alind1 (126).

3.5.7. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini
3.5.7.1. Yontemin Prensibi

Stiperoksit anyonunun (O2.-), molekiiler oksijene ve hidrojen perokside doniismesini
katalize eden siiperoksit dismutaz (SOD), en 6nemli antioksidatif enzimlerden biridir. SOD
aktivitesini belirlemek i¢in birka¢ dolaysiz ve dolayli yontem gelistirilmistir.

SOD Test Kiti-WST, bir siiperoksit anyonu ile indirgendikten sonra suda ¢6ziinebilir bir
formazan boyasi tlireten WST-1 gibi suda ¢oziilebilen tetrazolyum tuzu kullanilarak SOD
analizine izin verir. Ozile indirgeme orani, ksantin oksidaz (XO) aktivitesi ile dogrusal olarak
ilgilidir ve SOD ile inhibe edilir. Bu nedenle IC50 (SOD veya SOD benzeri materyallerin % 50

inhibisyon aktivitesi) kolorimetrik bir yontemle 440 nm’de 6l¢iim yapilarak belirlenebilir.

3.5.7.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

SOD analizinde daha 6nce hazirlanmis olan hiicre lizatlari kullanildi. Y 6ntem prosediirii
kit prosediirii takip edilerek yapildi. Oncelikle kit prosediiriinde yazili olan WST calisma
soliisyonu, enzim ¢alisma soliisyonu, SOD soliisyonlar1 hazirlandi. Prosediirde yazili olan blank
soliisyonlar1 da belirlenen oranlarda hazirlandi. 96 well plate’e oncelikle sirasiyla hazirlanan
standart SOD soliisyonu ve blank ¢ozeltiler ayr1 ayr1 kuyucuklara eklendi. Daha sonra her bir
kuyucuga ayr1 bir 6rnek konularak, tiim ornekler plate’lere koyuldu. SOD soliisyonu, blank
cozeltiler ve ¢alisma ornekleri iizerine WST ¢alisma soliisyonu ve enzime ¢alisma soliisyonu
belirtilen miktarlarda eklendi. 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. 450 nm mikroplate okuyucuda
6l¢tim yapildi. Yapilan 6l¢iim sonuglarina gore asagidaki formiil kullanilarak SOD inhibisyonu

degerlendirildi.

[(Ablasik | - Ablank 3) - (Asample - Ablak 2)]
SOD Aktivitesi (%inhibisyon) = x 100
(Ablarik 1 - Ablasik 3)}
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3.5.8. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Tayini
3.5.8.1. Yontemin Prensibi

Serbest oksijen radikalleri Total Oxidant Status-TOS (Rel assay diagnostics) ve Total
Antioxidant - TAS Status (Rel assay diagnostics) Kitleri ile analiz edildi.

3.5.8.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

TAS kiti uygulamasinda blank olarak 303 uL deiyonize su kullanildi. 96 kuyucuklu
steril kiiltiir kabinin kullanilacak her kuyucuguna 250 uLL Reagent 1 eklenerek iizerine 15 pl
standart ya da drnek konuldu. 660 nm’de mikroplate okuyucuda dl¢iim yapildi. ilk dl¢iimden
sonra tiim kuyucuklara 38 pl Reagent 2 ilave edilip inkiibe edildi. 660 nm’de mikroplate
okuyucuda ikinci 6l¢iim yapildi.(Biotek Elx 808 - 660nm)

TOS kit uygulamasinda blank olarak 301 ul deiyonize su kullanildi. . 96 kuyucuklu
steril kiiltiir kabinin kullanilacak her kuyucuguna 250 pl Reagent 1 eklenerek {izerine 38 pL
standart ya da drnek konuldu. 530 nm’de mikroplate okuyucuda 6l¢iim yapildi. Ilk 6lgiimden
sonra tim kuyucuklara 13 pL Reagent 2 ilave edilip inkiibe edildi. 660 nm’de mikroplate
okuyucuda ikinci 6l¢tim yapildi. (Biotek Elx 808 - 660nm)
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3.6. Arastirma Plam ve Takvimi

Tez Calismasi icin Hazirhk

Gerekli Kimyasallarin Alinmasi

U

Hiicre Kiiltiiriiniin Olusturulmasi
In vitro Deney Gruplarinin Olusturulmasi
Kemoprevantif Ajanlarin Verilmesi

Hiicre Canhlik Testi ile IC50 Dozlarmin Belirlenmesi

U

Akim Sitometrik Apoptoz ve Hiicre Dongiisii Analizleri
Migrasyon Analizi
Koloni Formasyon Analizi

Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

I

Hiicre Lizat1 Eldesi
SOD Analizi
Oksidatif Stres indeksi (OSI)

4

Verilerin Toplanmasi
Istatistiksel Analiz ve Tez Yazimi

Makale Yazim
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3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analiz R studio programi (v.0.98.501) ve R script dili kullanilarak yapildi.
Degiskenlerin  normal dagilima uygunlugu analitik yontemlerle (Kolmogorov-
Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) kullanilarak incelendi. Tamimlayici istatistik; degiskenlerin
ortalama + standart hata (S.E.M) wverilerek yapildi. Gruplar arasindaki farkliliklar
degerlendirmek i¢cin One-Way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) testi kullanildi. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanirsa post hoc test kullanilarak (Holme-Sidak
ya da Tukey) ikili karsilastirmalar yapildi. p-degerinin 0,05’in altinda oldugu durumlar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.8. Arastirmanin Sinirhliklar:
Normal meme hiicre hattt hem satin alma hem de kiiltiirde idame edilme maliyeti yiiksek
oldugundan dolay1 arastirmaya alinmamaistir. Buna karsin her hiicre tipi i¢in etken maddenin

eklenmedigi gruplar ‘kontrol’ olarak degerlendirilmistir.

3.9. Etik Kurul Onay1

Arastirma, 02.09.2015 tarihinde 2259-GOA protokol numarali, 2015/20-11karar
numarasi ile goriisiilmiis ve etik kurul onay1 alinmistir.

Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisiinde Temel Onkoloji Anabilim Dalindan

izin almmustir.
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4 BULGULAR
4.1. Hiicre Canhilik Testi Bulgular:

MDA-MB-231, BT-474, MDA-MB-468 ve MCF-7 hiicre hatlarinda 72 saat sliresince
doksorubisin, paklitaksel ve deguelin artan konsantrasyonlar1 uygulanarak Doksetaksel
konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

72 saatlik doksorubisin (100 nM, 10 nM, 1 nM, 0,1 nM ve 0,01 nM) artan
konsantrasyonlar1 uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin %50 oranda azaldigir IC50 dozu
MDA-MB-231 hiicre hattinda 0,1 puM, BT-474 hiicre hattinda 0,1 pM, MDA-MB-468 hiicre
hattinda 1,5 uM ve MCF-7 hiicre hattinda 2,5 uM olarak belirlenmistir.

72 saatlik paklitaksel (200 nM, 100 nM, 50 nM, 10 nM, 1 nM, 0,1 nM ve 0,01 nM) artan
konsantrasyonlar1 uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin %50 oranda azaldigi IC50 dozu
MDA-MB-231 hiicre hattinda 0,5 nM, BT-474 hiicre hattinda 0,01 nM, MDA-MB-468 hiicre
hattinda 0,01 nM ve MCF-7 hiicre hattinda 10 nM olarak belirlenmistir.

72 saatlik deguelin (50000 nM, 10000 nM, 5000 nM, 1000 nM, 500 nM, 100 nM, 10
nM ve 1 nM) artan konsantrasyonlar1 uygulamasi sonucunda hiicre canliligiin %50 oranda
azaldig1 IC50 dozu MDA-MB-231 hiicre hattinda 30 nM, BT-474 hiicre hattinda 2500 nM,
MDA-MB-468 hiicre hattinda 50 nM ve MCF-7 hiicre hattinda 1000 nM olarak belirlenmistir

DMSO grubundaki hiicre sayist ile kontrol grubu arasinda hicbir fark gozlenmedigi ve
istatistiksel anlamlilik da olmadigi icin bundan sonraki diger ¢alismalarda DMSO grubu

calisilmadi.
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Sekil 4. 1. Hiicre Hatlarinda Elde edilen Doksorubisin, Paklitaksel ve Deguelin 72 saatlik IC50 Dozlar1
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4.2. Akim Sitometrik Analizi
4.2.1. Akim Sitometrik-Apoptoz Analizi

Caligmada kullanilan hiicre hatlarinda Deguelinin apoptotik hiicre oranini anlamli
Olctlide arttirdigr saptanmistir (Sekil (4.2), Sekil (4.3), Sekil (4.4), Sekil (4.5) ve Sekil (4.6)).

MDA-MB-231, BT-474, MDA-MB-468 ve MCF-7 hiicre hatlarinda ilag gruplar ile
kontrol grubu arasinda apoptoz analizinde Q2+Q4 (Geg¢+erken apoptoz) faz hiicre oraninda
anlamli fark elde edildi (p<0.05)

MDA-MB-231 hiicre hattinda Deguelinin Paklitaksel kadar etkili olmasa da
Doksorubisinden daha yiiksek oranda apoptoza yonlendirdigi, MCF-7 hiicre hattinda
Deguelinin kontrol ve Paklitaksel grubuna arasinda anlamli 6l¢iide fark oldugu, MDA-MB-468
hiicre hattinda diger tiim gruplarla Deguelin arasinda anlamli fark oldugu ve BT-474 hiicre

hattinda ise Deguelinin etkisinin daha az oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 2. Hiicre hatlarinda belirlenen IC50 dozlari ile 72 saatlik Doksorubisin, Paklitaksel ve
Deguelin uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik-Apoptoz Analizi bulgular
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Experiment Mame: Annexin-' Experiment

Tube Mame:
Record Date:

MOAMEZ31 (controly 01
Dec11, 2015 12:13:35 AM

Experiment Mame: Annexin-' Experiment

Tube Mame:
Recard Date:

MOAMEZ31 (doxo) 01
Dec 11, 2015 12:17:56 A

Fopulation #Events % Tatal | Population #Events % Total
B =il Events 30,000 100.0 | I Al Events 20,000 100.0
B @1 593 20 | ] 2 543 2.7
B 2z 993 33 | Bz 631 3.2
] oz 27,963 93.2 | [ oz 18,506 92.5
] 24 445 15 | B o4 320 1.6
Experiment Mame: Annexin-Y Experiment Experiment Mame: Annexin-\ Experiment

Tube Mame: MDAMB231 (PAC) 01 Tube Marme: MDAMBZ31 (DEG) 04

Fecard Date:

Dec11, 2015 12:20:53 At

Fecord Date:

Dec 11, 2015 12:23:26 Am

Fopulation #Events % Total | Population #Events Y Total
B =il Events 15,000 100.0 | [ Al Events 15,000 100.0
B @1 955 6.4 | B @ 360 2.4
] oz 1,015 6.2 | B ez 425 2.8
b 3 12,381 825 | B @3 13,889 976
] o4 644 43 | ] a4 326 2.2
Sekil 4. 3. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Apoptoz Analiz Verileri
Experiment Name: Annexin-V Experiment Experiment Name: Annexin-V Experiment

Tube Name:
Record Date!

Population
B A1l Events
B a1

a2
a3

B os

MCF-7 (control) 01
Dec 11,2015 12:27:36 AM

#Events  %Total
20,000 100.0
2,220 1.1
1,327 6.6
15,672 78.4
781 3.9

Tube Name:
Record Date:

MCF-7 (doxo) 01
Dec 11, 201512:29:45 AM

Population #Events %Total
Il A Events 15,000 100.0
BJ a1 1,981 13.2
Bd a2 2,330 155
B a3 9,349 623
B a4 1,340 8.9

Experiment Name: Annexin-V Experiment

Tube Name
Record Date:

Population
W Al Events
BJ a1

a2

Q3

B as

MCF-7 (PAC) 01
Dec11,201512:30:38 AM

#Events %Total
15,000 100.0
5678 37.9
25 0.2
9,275 61.8
22 0.1

Tube Name:
Record Date;

Population
B 2 Events
B a1

Q2

Q3

04

Experiment Name: Annexin-V Experiment

MCF-7 (DEG) 01
Dec 11,2015 12:31.:24 AM

#Events %Total
15,000 100.0
3,160 211
2,757 184
8,208 547
875 5.8

Sekil 4. 4. MCF-7 Hiicre Hattinda Apoptoz Analiz Verileri
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Experiment Mame: Annexin-% Experiment

Specimen Name: 26012017 (Serap)
Tt Mams: BT474 (control)
FEwerts e Totbal
22,060 1000
263 114
E2 0.3
19,378 BT 8
| 00

Experiment Mame: Annexin-' Experiment

Specimen Mame: 260012017 (Serap)
Tudne Mame: ET474 (daxa)
FEwents e Total
10,000 1000
517 5.2
EH 0.7
9,256 24
28 0.3

Experiment Mame: Annexin-Y Experiment
Specimen MName: 260012017 (Serap)

Tube Mame: BT474 (PAC)
Popuilation #Everts % Total
Al Events 10,000 1000
e 943 9.4
@2 52 05
@3 8,993 8699
(=T 12 0.1

Experiment Mame: Annexin-Y' Experiment
Specimen Mame: 26002017 (Serap)

Tube Name: BT474 (DEG)
Papulation FEvents % Tatal
Al Everts 10,000 1000
a1 8,734 873
@2 32 0.3
@3 1,233 123
G 1 ]

Sekil 4. 5. BT-474 Hiicre Hattinda Apoptoz Analiz Verileri

Experiment Name: Annexin-' Expenment

Experiment Name: Annexin-' Expenment

Tube Mame: BT-468 (control) 01 Tube Mamea: BT-468 (doxo) 01

Recornd Date: Dec 11, 200151 2:33:16 AM Recornd Date: Dec 11, 200151 2:35:12 AM

Population #Events % Total | Population #Events % Tatal
B 21l Events 20,000 100.0 | [ AN Events 15,000 100.0
1 on 2918 146 | 2,651 17.7
oz 1,166 58 | B az g47 5.3
Rk 15,334 76.7 | @2 10,869 725
B o4 502 29 | B o4 £33 36

Experiment Name: Annexin-' Experiment

Experiment Name: Annexin-' Experiment

Tube Mamea: BT-462 (PAC) 01 Tube Mamea: BT-468 (DEG) M

Record Date: Dec 11, 2001512:38:27 AW | Record Date: Dec 11, 2015 12:37:44 AM
Population #Events %Total | Population #Events % Total
B 20 Events 15,000 1000 | I 21 Events 15,000 100.0
B o 3,469 231 | o 2,458 16.4
Bl ez 1,216 81 | oz 1,756 1.7
B @3 9,604 540 | BJ o3 89,314 62.1
LT 711 a7 | B os 1472 a8

Sekil 4. 6. MDA-MB-468 Hiicre Hattinda Apoptoz Analiz Verileri
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Sekil 4. 7. Hiicre hatlarinda Apoptoz Analiz (Q4+Q2) sonuglari
(A: MDA-MB-231 hiicre hatti; B: MCF-7 hiicre hatti;
C: MDA-MB-468 hiicre hatti; D: BT-474 hiicre hatti)

4.2.2. Hiicre Dongiisii

Hiicre hatlarinda tiim gruplar arasinda hiicre dongiisiiniin 6zellikle GO/G1 asamasinda
hiicre oranlar1 arasinda anlamli farkliliklar elde edildi (p<0.05).

MDA-MB-231 hiicre hattinda Deguelin hiicre dongiisiiniin her asamasinda standart
ajanlarla benzer 6zellikler gostermistir. Ozellikle Deguelin ile kontrol grubu ve Deguelin ile
Paklitaksel grubu arasinda GO/G1 faza giren hiicre yilizdesinde anlamli fark elde edildi
(p<0.05). MCF-7, MDA-MB-468 ve BT-474 hiicre hatlarinda ise Deguelin, Doksorubisin ve
Paklitaksel gruplari ile benzer 6zellik gostermistir. GO/G1 fazindaki etkisi ise bu ajanlara gore

anlamli olarak farkli bulundu (p<0.05) (Sekil (4.8), Sekil (4.9), Sekil (4.10) ve Sekil (4.11)).
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Sekil 4. 8. Hiicre hatlar1 tizerinde belirlenen IC50 dozlar1 ile 72 saatlik Doksorubisin, Paklitaksel ve
Deguelin uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Hiicre Dongiisii Analiz bulgular
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Specimen Name: 10122015-MDAMB231(Serap) Specimen Name: 10122015-MDAMB231(Serap)
Tube Name: MDA231 (control) Tube Name: MDA231 (doxo)
Record Date: Dec 11, 2015 4:55:37 AM Record Date:  Dec 11, 2015 4:58:46 AM
P& Pl-A
Population #Events  %Parent  %Total Mean | | Popuation #Everts  %Parent  %Total  Mean
B singets 3971 199 199 73084 | | [ Singets 17679 834 884 82994
m Apoptotics 466 17 23 27,758 Apoptotics 563 32 28 34194
E GOIGA 1,862 469 93 49438 GOIG1 7433 420 372 50568
% S phase 743 187 37 74 058 S phase 2150 122 108 72287
G2+M 307 77 15 98,810 G2+M 5,087 ? 288 254 99 446
C\ RN ‘ol
Specimen Name: 10122015-MDAMB231(Serap) Specimen Name: 10122015-MDAMB231(Serap)
Tube Name: MDA231 (PAC) Tube Name: MDA231 (DEG)
Record Date:  Dec 11,2015 5:06:02 AM Record Date:  Dec 11, 20155:09.01 AM
Pl-A Pl-A
Population #Events  %Parent  %Total Mean |, Population #Everts  %Parent  %Total Mean |
B singets 10,564 528 528 70385 | | [ singets 17,290 8.4 864 59857
Apoptotics 3626 343 181 30272 Apoptotics 803 52 45 31445
GOIG1 2023 181 101 51813 GOG1 11,285 652 563 48345
S phase 2,108 200 105 74478 S phase 2533 173 150 N3
G2+M 1,401 133 70 103270 G2+M 1,584 92 79 96,389
Specimen Name: 10122015-MCF7 (Serap) Specimen Name: 10122015-MCF7 (Serap)
Tube Name: MCF7 (control) Tube Name: MCF7 (doxo)
RecordDate:  Dec 11,2015 5:21:45 AM Record Date:  Dec11,20155:23:58 AM
Pl-&, Pi-A
Population #Events  %Parent %Total Mean | | Population #Events  %Parent  %Total Mean
. Singlets 4 654 233 233 60,188 lShgiets 15410 770 70 689497
Apoptotics 411 88 21 23753 Apoptotics 40 27 21 2848
GOIG 3312 72 166 52,783 GOKGH 7858 510 383 491
S phase 434 83 22 75,780 S phase 574 37 28 7228
G2+4M 247 53 12 10273 G2:M 6,455 413 323 8K
Specimen Name: 10122015-MCF7 (Serap) Specimen Name: 10122015-MCF7 (Serap)
Tube Name: MCF7 (PAC) Tube Name: MCF7 (DEG)
RecordDate:  Dec 11, 2015 5:32.50 AM Record Date:  Dec 11,2015 5:35:50 AM
Pl-4& PL-A
Population #Events  %Parent %Total Mean | | Population #Events  %Parent  %Total Mean
. Singlets 13662 68.3 683 66,491 l Singlet 15,702 785 785 58174
Apoptotics 1,142 84 57 28,085 @Apoptm 416 28 21 31008
GOIG 6,366 466 KiE: 50,026 GOMG1 10,981 699 549 49484
S phase 1976 145 93 75,032 S phase 2485 158 124 72816
G2+M 3983 232 198 96,036 G24M 1732 10 87 85478

Sekil 4. 9. MDA-MB-231 ve MCF-7 Hiicre Hatlarinda Hiicre Dongiisii Analiz Verileri
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Specimen Name: 10122015-BT468 (Serap) Specimen Name: 10122015-BT468 (Serap)
Tube Name: BT468 (control) Tube Name; BT468 (doxo)
Record Date: Dec 11, 2015 5:41:55 AM Record Date: Dec 11, 2015 5:52.01 AM
Pl-A PLA
Population #FEverts  %Parent %Total Mean | | Population #Events  %Parent %Total Mean
M singlets 17 969 8938 898 55339 | | Il singlets 1,084 54 54 63199
X apoptatics 478 27 24 29752 | | IX) Apoptotics 325 300 16 24076
GOIG1 14,254 793 713 s00s8 | | D Goict 351 324 18 52028
S phase 1,347 103 82 70481 % S phase 115 106 06 72316
G2+M 1,308 73 65 96385 G2+M 233 215 12 103185
Specimen Name: 10122015-BT468 (Serap) Specimen Name: 10122015-BT468 (Serap)
Tube Name: BT468 (PAC) Tube Name: BT468 (DEG)
Record Date: Dec 11, 2015 5:55:30 AM Record Date: Dec 11, 2015 5:58:40 AM
PI-A P-A
Population #Feverts  Y%Parent %Total Mean | | Population #Events  %Parent %Total Mean
Singlets 15127 7586 756 68990 | | [ Singlets 16,354 818 818 57212
Apoptotics 3275 217 164 25673 | | X Apoptotics 783 48 38 2713
X Goie1 2,920 193 146 50408 | | D GoiGt 11,631 711 582 50191
X s phase 3,085 204 154 73270 % S phase 2158 132 108 71824
X G2+4M 5537 366 277 96965 G2+M 1729 106 86 96293
Specimen Mame: 26012017 (Serap) Specimen Mame: 26012017 (Serap)
Tube Name: ET474 (control) Tube MName: ET474 (doxo)
Record Date: Jan 26, 2017 11:4215 ... Record Date: Jan 26, 2017 11:46:52 ...
Population #Events Y%Parent || Population ¥Events WParent
B singlets 13,920 696 | [l Singlets 13,370 668
B4 apoptosis 269 19 || [X] Apoptosis 202 15
4 coica 9,027 648 || < comct 9,225 69.0
(<] S phase 2,078 148 || [X] S phase 1,152 86
] G2+m 2413 173 || X G2+m 2683 2041
Specimen Name: 26012017 (Serap) Specimen Name: 26012017 (Serap)
Tube Name: BT474 (PAC) Tube MName: ET474 (DEZ)
Record Date: Jan 26, 2017 11:4923 ... Record Date: Jan 26, 2017 11:51:43 ..
Population #Events Y%Parent || Population #¥Everts YParent
B singlets 11,524 576 || Il singlets 15,485 77.4
X apoptosis 871 76 || DX apoptosis 281 18
B4 comc1 5,188 537 || 4 comct 13,080 845
<] S phase 1,639 16.0 || [X] 5 phase 1,198 7.7
<] G2+ 2 366 205 || K] G2em 749 48

Sekil 4. 10. MDA-MB-468 ve BT-474 Hiicre Hatlarinda Hiicre Dongiisii Analiz Verileri

50



G0/G1 G0fGl
o "
s LT
W g
g
a0
3 # g
wo
T
o
e
1]
it
# AW T A B 1L
MRS TN, e comegey | MOAMBRLDGIN P wenrnones ETRAATAATL  WCRTOONBRRCE | MCRHGUILR
nGae1 i 23 L e net T i iLs i
GO/G1
G0/G1
w0
W
o
8
Man
i
0o
(-1
o ”
®
1] ]
g
W
s
nn
a0
o
e
B
[ MG B Y ML
MRAMBMICATICE | sy p— B # T pran oy
2 641 e 1 1 o nadfe 1

Sekil 4. 11. Hiicre Hatlarinda Hiicre Dongiisii Analiz (G0/G1) sonuglari

(A: MDA-MB-231 hiicre hatti; B: MCF-7 hucre hatti;

C:MDA-MB-468hiicre hatti; D: BT-474 hucre hattr)
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4.3.Wound Healing Assay (Migrasyon Analizi)

Hiicre hatlarinda kontrol ve Deguelin gruplari arasinda migrasyon analizi yapildi. MDA-
MB-231 hiicre hattinda 24 saat, MCF-7 hiicre hattinda 48 saat, MDA-MB-468 ve BT-474 hiicre
hatlarinda ise 58 saat sonunda elde edilen sonuglara gore deguelin‘e maruz birakilan tiim hiicre
hatlarinda hiicrelerin iireme Ve ¢ogalma hizinin inhibe edildigi gozlenmistir (Sekil (4.12), Sekil
(4.13), Sekil (4.14), Sekil (4.15) ve Sekil (4.16)).

MDA-MB-231 hiicre hatt1 agresif ve daha hizli ¢ogalan bir hiicre hatt1 oldugu i¢in
Deguelin‘in etkisinin diger hiicre hatlarina gore daha az oldugu goézlenmistir (Sekil 4.12).
MDA-MB-231

DEGUELIN
479,132pM

MDA-MB-231

245887
123,643 M

Sekil 4. 12. MDA-MB-231 hiicre hattinda migrasyon analizinde mikroskop altinda 4X‘lik biiyiitmede
1. ve 24. saat sonunda fotograflanan yara iyilesme siireci

(A: MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol grubunda 1.saat sonunda ayrik bolgenin mesafesi 429,649
pm. B: MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrol grubunda 24. saat sonunda ayrik bolge hiicreler ile
kapanmis. C: MDA-MB-231 hiicre hattinda deguelin grubun 1.saat sonunda ayrik bdlgenin mesafesi
479,132 uym. D: MDA-MB-231 hiicre hattinda deguelin grubun 24. saat sonunda ayrik bolge 123,643

pum)
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MCF7 MCF7
KONTROL DEGUELIN
15AAT 1587
534,738M 491,495 M
A &
B D
MCF7
MCE7 DEGUELIN
KONTROL 48.5AAT
ag.saaT 374,025

Sekil 4. 13. MCF-7 hiicre hattinda migrasyon analizinde mikroskop altinda 4X*‘lik
biiylitmede 1. ve 48. saat sonunda fotograflanan yara iyilesme siireci

(A: MCF-7 hiicre hattinda kontrol grubunda 1.saat sonunda ayrik bolgenin mesafesi 534,738 um. B:
MCF-7 hiicre hattinda kontrol grubunda 48. saat sonunda ayrik bolge hiicreler ile kapanmis. C: MCF-
7 hiicre hattinda deguelin grubun 1.saat sonunda ayrik bolgenin mesafesi 491,495 um. D: MCF-7
hiicre hattinda deguelin grubun 24. saat sonunda ayrik bolge 374,025 pm)

BT-468 BT-468
1saaT .
15841
482,183 M 475,132
A &

4X‘lik biiyiitmede 1. ve 58. saat sonunda fotograflanan yara iyilesme siireci

(A: MDA-MB-468 hiicre hattinda kontrol grubunda 1.saat sonunda ayrik bolgenin mesafesi 482,83
um. B: MDA-MB-468 hiicre hattinda kontrol grubunda 58. saat sonunda ayrik bolge hiicreler ile
kapanmis. C: MDA-MB-468 hiicre hattinda deguelin grubunda 1.saat sonunda ayrik bolgenin
mesafesi 479,132 um. D: MDA-MB-468 hiicre hattinda deguelin grubun 58. saat sonunda ayrik bolge
398,732 pum)
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Sekil 4. 15. BT-474 hiicre hattinda migrasyon analizinde mikroskop altinda 4X‘lik biiylitmede 1.
ve 58. saat sonunda fotograflanan yara iyilesme siireci

(A: BT-474 hiicre hattinda kontrol grubunda 1.saat sonunda ayrik bolgenin mesafesi 550,218 pum.
B: BT-474 hiicre hattinda kontrol grubunda 58. saat sonunda ayrik bolge hiicreler ile kapanmus.
C: BT-474 hiicre hattinda deguelin grubun 1.saat sonunda ayrik bolgenin mesafesi 531,674 um.
D: BT-474 hiicre hattinda deguelin grubun 58. saat sonunda ayrik bdlge 367,823 pum)

Hiicre Gocgiui Analizi (Cell Migration) 58 h.

600,0

§

DeltaMesafe (pm)
§

200,0
100,0
0,0
MDA-MB-231 MCF-7 MDA-MB-468 BT-474
H Kontrol 426,6 524,4 512,1 503,9
m Deguelin 487,0 232,8 268,6 224,7

Sekil 4. 16. Hiicre hatlarinda migrasyon analizinde baslangica gore fark
grafigi
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4.4. Koloni Formasyon (Agaroz Koloni-3D) Analizi

Yapilan agaroz koloni formasyon analizinde tiim hiicre hatlarinda Deguelinin etkisi

kullanilan diger ajanlara daha az olmustur.

Bununla birlikte Deguelin ve kontrol gruplari arasinda da MCF-7 ve BT-474 hiicre hatt
hari¢ anlamli farklilik bulundu (p<0.05) (Sekil 4.17).

Agaroz Koloni Formasyon Analizi
B00.0
700.0
600.0
@
-~ 500.0
ﬂ
‘= 4040,0
S
[=] 300.0
=
200.0
100.0
0.0
MDA-MB-231 MCF-7 BT-474 MDA-MB-468
H Kontrol 6842 3248 2860 358.8
m Do ksorubisin 316.8 2053 2293 258.0
= Paklitaksel 164.8 169.5 1BB.5 218.7
m Deguelin 517.7 3103 2812 2385

Sekil 4. 17. Hiicre hatlarinda Koloni Sayist Analiz sonuglari
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4.5.Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

SOD analizi sonuglarmma gore tim MDA-MB-231 hiicre hatti hari¢ diger hiicre
hatlarinda SOD aktivitesinde deguelin grubu ile kontrol, doksorubisin ve paklitaksel gruplari
arasinda anlaml 6lgiide farklilik elde edildi (p<0.05) (Sekil 4.18).

50D Aktivitesi 50D Aktivitesi
g 1w
wan
Lo

1]

L) et

L=ty

I e 2 -
. e

L1

e FoT

o

. MDA-MEE1) ML B 21 WALA-MB-TRE DU AR TRE 4

NCHTROL FACLITAKIL COHCEUBIN CIGUELN IIU'-?IMITIQI. u::mnrrm L rnmwn I-B:I'Illli'-ﬂll

W00 Akthie 5,1 1 fiT] [T 500 At hvitesd

o
L

SOD Aktivitesi SO0 Aktivitesi
1] w2
e bl
B >
500 .
08
]
& &, "
00 w
0
0
i
100
08
o DA ME-46E AW B-468 aA-ME-5E hiA-ME-d
MOHTROL PACLITAXEL COMORLBKIH DEGUELIN n B14T4 RONTROL BE-43 PACLTANIL BEA 24 TRDRUB I BT 74 DAGLILN
SO0 At heftes| 56 23] [22] ¥ B0 rknal

Sekil 4. 18. Hiicre hatlarinda SOD Aktivitesi sonuglari
(A: MDA-MB-231 hiicre hatti; B: MCF-7 hiicre hatti;

C: MDA-MB-468 hiicre hatt1; D: BT-474 hiicre hatt1)
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4.6. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Tayini
OS1 analizi sonuglarma gére tiim MDA-MB-231 hiicre hatt1 hari¢ diger hiicre hatlarinda

OSI degerlerinde deguelin grubu ile kontrol, doksorubisin ve paklitaksel gruplari arasinda

anlaml 6l¢iide farklilik elde edildi (p<0.05) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Hiicre hatlarinda OSI sonuglar

(A: MDA-MB-231 hiicre hatt1; B: MCF-7 hiicre hatti;

C: MDA-MB-468 hiicre hatti; D: BT-474 hiicre hatt1)
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5. TARTISMA

Meme kanseri tedavisinde kullanilan ajanlar genellikle oldukga toksiktir. Doksorubisin
ve Paklitaksel bu ajanlar i¢inde en sik kullanilanlarindandir. Doksorubisin, fazla yan etkisi olan
etkili kemoterapik bir ajandir. En onemli yan etki doza bagli olarak ortaya ¢ikan kronik
kardiyomiyopatidir. Bunun disinda sa¢ dokiilmesi, kemik iligi supresyonu, lokal toksisite,
mukozit, nefrotoksisite sik goriilen yan etkileridir (107). Paklitaksel klinikte uygulanan ilk
taksan tiirevidir. Notropeni, asirt duyarlilik, dispne, hipotansiyon, {irtiker, mukoza iltihab,
norotoksisite, periferal noropati, mide bulantisi, kusma, miyalji, diyare, alopesi (sag¢
dokiilmesi), miyopati ve karaciger fonksiyonlarinda artis, pulmoner yag embolisi sik goriilen
yan etkilerindendir (97). Bu yan etkiler nedeniyle standart tedaviye alternatif olarak daha potent
ve toksisitesi daha az ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Son zamanlarda da, bitkisel ilaglar ¢ok az
yan etkileri ile tedavi secenegi olarak arastirilmaktadir. Deguelin ise bir¢ok insan kanserine
kars1 timit verici flavonoid ailesinin bir bilesigi olan kolon, prostat, insan malign bronsiyal
epitelyal hiicreleri ve kiiciik olmayan akciger kanseri hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi
gosterilmis olan dogal bir bilesiktir (6,7). Bu calisma, anti-kanser ila¢ adayir olabilecek
deguelinin meme kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki etkinligini denemek ve toksisitesini, meme
kanseri standart tedavisinde kullanilan sitotoksik ilaglar ile karsilastirmak amaciyla

gergeklestirildi.

Calismamizda deguelin, doksorubisin ve paklitaksel’in, MDA-MB-231 (invaziv duktal
karsinom), MDA-MB-468 (Adenokarsinom), MCF-7 (Invaziv duktal karsinom-wild type) ve
BT-474 (invaziv duktal karsinom) hiicre hatlarinda hiicre canliligina etki, hiicre dongiisii ve
apoptoz, koloni sayisi, migrasyon, siliperoksit dismutaz ve oksidatif stres iizerine etkileri
acisindan incelendi. Hiicre hatlar1 uygun kosullarda kiiltiire edildikten sonra hiicre canlilik testi
CCK-8 kullanilarak her hiicrenin her ajan ile hiicre canliliginin %50’sini inhibe eden doz (IC50)
belirlendi. Giiniimiiz literatiirtinde deguelinin meme kanseri ile ilgili yayinlanmis calismalar
heniiz ¢ok azdir. Bu calisma ile deguelinin meme kanseri hiicre hatlar1 {izerindeki hiicre
biiyiimesi inhibisyonu, hiicre dongiisii tutulumu, apoptoz yolaklari aktivitesi ve serbest oksijen
radikalleri, migrasyon ve anjiyogenez iizerine etkileri standart tedavide kullanilan doksorubisin

ve paklitaksel ajanlar ile karsilastirilarakilk kez arastirildi.

MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF-7 ve BT-474 hiicre hatlarinda deguelin‘in IC50
dozunu belirlemek i¢in ilk 24 saatlik yapilan deneyler sonrasinda sitotoksidite testlerinde 1C50

etkinliginin ¢ok yiiksek dozlara ¢ikmasi nedeniyle 48 saatlik deneyler yapildi. Ancak tekrar
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yiiksek 1C50 doz elde edildi ve sonugta 72 saatlik deneylerde daha diistik dozlarda Deguelin‘in
etkili dozu saptandi. Deguelin‘in etkili IC50 dozu 72 saatlik deneyde elde edildigi i¢in
dosetakselin de 72 saatlik etkili IC50 dozu belirlendi. Hiicre hatlarinin IC50 dozlarina
bakildiginda, MCF-7 hiicre hattinda doksorubisin, paklitaksel ve deguelin dozlar1 diger hiicre
hatlarina gore daha yiiksek bulunmustur (doksorubisin:2,5 puM, paklitaksel:10 nM,
deguelin:1000 nM). Deguelin‘in etkin dozu ise BT-474 hiicre hattinda ve MCF-7 hiicre hattinda
daha yiiksek saptandi (BT-474 hiicre hattinda 2500 nM, MCF-7 hiicre hattinda 1000 nM).
Belirlenen 1C50 dozlart ile hiicreler akim sitometrik olarak apoptoz ve hiicre dongiisii analizleri

gerceklestirilmistir.

Thamilselvan ve ark. prostat kanseri hiicre hatlarinda deguelin ¢aligmasinda 72 saatlik
degulinin etkin dozu nM olarak elde edilmesi (127), yapilan baska bir ¢alismada MCF-7, MDA-
MB-231, MDA-MB-468 hiicre hatlarinda 72 saatlik doz sonucu IC50 dozunun nM olarak

bulunmasi bu ¢alismada elde edilen analiz sonuglarini desteklemektedir (128).

72 saatlik Doksorubisin, Paklitaksel ve Deguelin uygulamasindan sonra elde edilen
bulgular, Deguelinin MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve BT-474 hiicre hatlarinin
hepsinde hiicreleri hiicre dongiisiiniin GO/G1 fazinda tutulumunu istatistiksel olarak anlamli
Ol¢iide arttirdi@in1 gostermistir. Rajendra G. Mehta ve arkadaslar1 meme kanseri hiicre
hatlarinda yaptiklar1 ¢aligmada MCF-7 ve BT-474 hiicre hatlarinda 72 saatlik Deguelin
uygulamasi sonucunda G1 fazinda tutulumun fazla oldugunu gostermislerdir (129). Apoptoz
analizlerinde ise, MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda Deguelinin hiicreleri apoptoza
(gegterken apoptoz) anlaml 6l¢iide daha fazla yonlendirdigi, MDA-MB-231 ve BT-474 hiicre
hatlarinda ise Deguelinin apoptoz etkisinin diger ajanlara kiyasla daha az oldugu saptanmustir.
Meme kanseri, kronik lenfotik 16semi ve hepoteseliiler karsinoma gibi hiicre hatlarinda yapilan
caligmalarda da Deguelinin hiicreleri apoptoza yonlendirdigi bildirilmistir (129,130,131).

Komsu dokular istila etme (invazyon) ve uzak bolgelere metastaz yapabilme yetenegi
kanser hiicrelerinin en 6nemli ayirt edici Ozelligidir. Ajanlarin bu Ozellikler tizerindeki
etkilerini tespit edebilmek icin migrasyon analizi ve 3D yapilar ile ilgili koloni formasyon
analizi yapilmistir. Yapilan Wound Healing analizine gore, deguelin‘e maruz birakilan tiim
hiicre hatlarinda hiicrelerin tireme ve ¢ogalma hizinin inhibe edildigi gdzlenmistir. Jing-Gung
Chung ve ark. insan akciger kanseri hiicre hatti iizerinde yaptiklar: ¢calismada Deguelinle tedavi
edilen grupta migrasyon hizinda azalma ve yara agikliginda daha yavas kapanma gézlenmistir

(132). Benzer sekilde Honggang Zhao ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada da deguelinin
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akciger kanseri hiicre hatlar1 olan A549 ve H460 hiicre hatlarinda migrasyon ve invazyonu
baskiladigi bildirilmistir (133). MDA-MB-231 hiicre hatt1 agresif ve daha hizli ¢ogalan bir
hiicre hatt1 oldugu i¢in deguelin‘in etkisinin diger hiicre hatlarina gore daha az oldugu
goriilmektedir. Agaroz koloni formasyon analizinde kullanilan tiim hiicre hatlarinda feguelinin
etkisi diger ajanlara gére daha az olmustur. Ancak kontrol grubu ile feguelin grubu arasinda
farklilik bulunmustur.

Kanser hiicreleri; karsinojenez uyarilmasi, anormal metabolik aktivite ve mitokondriyal
hasarla sonuglanan yiiksek hiicre ici reaktif oksijen radikalleri stresi (ROS) ile karakterizedir
(134). Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin artigi
(ROS) ile onlarn detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sonucu oksidatif dengenin
bozulmasi olarak tanimlanir (135). Oksidatif stres dengesi kanser gelisimi ve antikanser tedavi
cevabinda 6nemli bir faktordiir. Tiimor gelisimi ile ilgili bircok sinyal yolag: reaktif oksijen
radikalleri ile dolayl ya da direk mekanizmalarla diizenlenir (136). Siiper oksit dismutaz (SOD)
enzimi, antioksidan enzimlerde en 6nemlisidir. Siiperoksit radikalinin molekiiler oksijene ve
hidrojen peroksite dontisiimiinii katalizler ve hiicre iginde siiperoksit radikal seviyesini azaltilir.
Organizmada radikallere kars1 ilk savunma siiperoksit dismutaz sayesinde gergeklesir (137).
Caligmada yer alan tiim hiicre hatlarinda degerledirme yapilabilmesi igin antikanser
belirteglerden olan oksidatif stres (OSI) ve siiperoksit dismutaz (SOD) parametreleri
karsilastirildi. Deguelin'in, MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 hiicre hatlarinda standart
kemoterapotiklerden anlamli 6lgiide daha etkili olarak SOD ve OSI degerlerini azalttig
gorildii. BT-474 hiicre hattinda ise deguelin kontrol ve diger standart kemoterapotiklere gore
SOD aktivitesini diisiirmesine ragmen, OSI parametresinde kontrol grubuna gére belirgin
yiiksek deger elde edildi.

Dr. Fengrui Yang ve ark. yaptig1 bir calismada deguelin ile tedavi edilen diabet hastasi

ratlarda deguelinin oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir (138).
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6. SONUC VE ONERILER

Deguelin’in; meme kanseri hiicre hatlarinda bulunan etkin konsantrasyonda kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi hipotezi elde ettigimiz bulgular ile dogruland.

Yapilan apoptoz ve hiicre dongiisii analizlerinde ise Deguelinin diger ajanlara kiyasla
hiicreleri anlaml 6l¢iide daha faza apoptoza (ge¢+erken apoptoz) yonlendirdigi ve hiicreleri
kanser ¢ogalmasinin dnlenmesinde énemli bir faz olan GO/G1 fazinda tutulumunu arttirdig1
gbzlenmistir.

Migrasyon analizinde literatiirle uyumlu sekilde Deguelinin hiicre migrasyon ve
invazyonunu inhibe ettigi gozlenerek hipotezimiz dogrulandi. Ancak yapilan koloni formasyon
analizinde ise kullanilan tiim hiicre hatlarinda Deguelinin etkisi diger standart tedavide
kullanilan ajanlara gore daha az olmasina ragmen kontrol grubu ile arasinda farklilik
bulunmaktadir.

Deguelin, meme kanseri hiicre hatlarinda antikanser ila¢ adayi olarak etkilidir. Bu
etkinin standart tedavide kullanilan Doksorubisin ve Paklitaksel ajanlari ile antikanser etkinligi
ve bu etkinin mekanizmalarinin ¢alismalari tez arastirmasinda yapilmistir. Bundan sonraki
calismalarda bu anti-kanser ajanlarin kombine ve tek basma Deguelin etkisinin in Vvivo

arastirmalarda test edilmesi gerektigini diisiiniiyoruz.
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