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OZET

Rutaceae familyasina ait Phellodendron bitki tiirlerinden elde edilen
bilesiklerin son yillardaki c¢alismalarda bagisiklik diizenleyici, antitumor,
antibakteriyel ve glomeriiler bazal gangliyon hastaligina kars1 etkileri bulunmustur.
Giircistan’da yetisen Phellodendron lavallei (PL) bitkisinin hipoglisemik aktivitesi
literatiirde gosterilmistir.

Bu ¢alismada ilk kez olarak in vitro sartlarda insan meme kanseri (MCF-7)
hiicre serisinde bu bitkiden izole edilen Felavin flavonoidinin apopitotik ve sitostatik
etkisi aragtirilmistir.

Deneyler; MCF-7 hiicre Kkiiltiiriiniin yapilmasi, hiicre sayimi, morfolojik
degerlendirme, MTT yontemi, kaspaz-3 aktivitesi ve sitokimyasal floresan boyama
yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Sitokimyasal floresan boyama sonuglari
morfolojik olarak degerlendirilmistir. Hiicre sayimi, MTT ve kaspaz-3 sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Bes farkli yontem ile elde edilen sonuglar kendi aralarinda tutarlilik
gostermistir. PL bitkisinin yapragindan elde edilen Felavin flavonoidinin MCF-7
hiicre serisi tizerinde belirgin bir sitotoksik etkisi oldugu gézlenmistir. Felavin’in

hiicre 6liimiinii diisiik dozlarinda apopitozla yaptigi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Phellodendron lavallei, Felavin, MCF-7, apopitotik,

sitostatik.



SUMMARY

Compounds derived from Phellodendron species, belong to the Rutaceae
family, have been reported to have immune-modulation, antitumor, antibacterial, and
antiglomerular basement membrane nephritis effects. Hypoglycemic effects of
Phellodendron lavallei (PL) that grows in Georgia have been shown in the literature.

For the first time, in this study it was aimed to investigate the apoptopic and
cytostatic effects of Phellavin flavonoid which is isolated from PL plant on human
breast cancer cell culture in vitro conditions.

Experiments were realized by various methods, MCF-7 cell culture, cell
counting, MTT method, caspase-3 activity and cytochemical flourescence staining.
The results have been considered by morphologically. Findings obtained from cell
counting, MTT and caspase-3 activity tests were subjected to statistical analysis.

The results are obtained from five different methods have shown consistence.
The Phellavin flavonoid is obtained from the leaf of the PL plant has a significant
cytotoxic effect on MCF-7 cell culture has been observed. Phellavin realizes the cell

death in low doses by apoptosis has been observed.

Key words: Phellodendron lavallei, Phellavin, MCF-7, apoptotic, cytostatic.
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1. GIRIS

Diinyada meme kanseri, kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda ilk sirada,
kanser nedeniyle olusan 6liimlerde ise akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir (1). Ulkemizde ise meme kanseri %24,96 oraniyla kadinlarda goriilen
kanserler arasinda 1. sirada yer almakta ve kadinlarda goriilen kanserlerin yaklagik
olarak %4 linii meme kanserleri olusturmaktadir (2, 3). Meme kanseri yaygin olmasina
karsin, genellikle yavas bir gelisme hizi gdsteren ve tanist erken yapildiginda
oldukca basaril1 tedavi sonuglari elde edilebilen ve 6liim orani azaltilabilen bir kanser
turtdir (4, 5).

Kemoterapi, 06zellikle ¢ogalan hiicrelere karsi secici oldiiriicli etkileri olan,
dogal veya sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavi
seklidir. 1960’11 yillara kadar kemoterapi palyatif amagla, bazi klinik bulgularin
azaltilmasi ve hastanin yasamini biraz daha uzatmak amaciyla kullanilmistir. Ancak
1960° 11 yillardan itibaren hiicre kinetigi bilgileri ve kinetik kavramlari kemoterapi
protokollerinde uygulanmaya baslanilmistir. Hiicre kinetigi hakkinda bilgiler arttik¢a
yeni ilaglar laboratuvarlarda antikanser aktiviteleri agisindan arastirilmaya
baslanmistir (6).

Epidemiyolojik caligmalar kalp hastaliklar1 ve kanser riskini azaltabilmesi
agisindan flavonoidlerin 6nemli olabilecegini gostermistir. Flavonoidler bitki orijinli
besinlerde her zaman bulunan polifenolik bilesiklerdir. Flavonoidlerin temel yapilar
fenolik hidroksiller, O-sekerler, metoksi gruplar, siilfatlar ve glukoronidler igeren 3
halkadan olusur. Flavonoidlerin bulunduklar1 ana kaynaklar; meyveler, sebzeler,
kirmiz1 sarap ve yesil caydir (7).

Bu ¢alismada ilk kez olarak, in vitro sartlarda meme kanseri hiicre kiiltiirtinde
Phellodendron lavallei bitkisinin yaprak ve ¢igeklerinden elde edilen HPLC ile
saflagtirillmig  Felavin (Phellavin) flavonoidinin apopitotik ve sitostatik etkisi

arastirilmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Latince'de yenge¢ anlamina gelen kanser, cagimizin en korkulan
hastaliklarindan birisidir. Toplumda her bes kisiden biri, yasantisinin bir doneminde
kanser ile karsilagmaktadir. Tiim yeni tedavi yaklagimlarina karsin, halen kanserden
oliimler, gelismis toplumlarda ikinci sirada yer almaktadir (8).

Kisilerin kanserden korunmasi ve erken tanmi yaklasimlari, bu hastaligi bu
denli korkulur olmaktan cikarabilir. Kanser, tek bir hiicrede olusan genetik
degisiklikler sonucu hiicrenin farklilagmasi ile ortaya ¢ikar. Hizla ¢ogalan hiicrelerin
olusturdugu tiimoral yapi, oncelikle yakin ¢evreye yayilir (lokal invazyon). Daha
sonra, daha uzak organlara kan veya lenfatik yol ile yayilir (metastaz). Organizmada
en fazla kanlanan organlar olan akciger, beyin ve karaciger en sik metastaz yapilan
organlardir. Tiimdr ¢ogalirken ¢evre dokular ile uyuma dikkat etmez ve hizla iginde
bulundugu organizmaya ait besinleri kullanarak biiyiir (9, 10).

Kanseri olusturan nedenler, ¢evresel ve genetik nedenlerdir. Cevresel
nedenlerin arasinda en onemli faktorler sigara, yiyecekler, sismanlik, hormonlar,
viriisler, fiziksel ve kimyasal ajanlar gosterilebilir. Ayrica kanser, kronik iltihabi

olaylar ve iyi huylu tiimdrlerin zemininde de sik olarak gozlenmektedir (8,11).

2.2 Kanser Biyolojisi

Tiimorler normal dokulart sikistirabilirler, icine sizabilir ya da tahrip
edebilirler. Eger kanser hiicreleri olustuklar1 tiimorden ayrilirsa, kan ya da lenf
dolagimi araciligi ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler. Kanserin bu sekilde
viicudun diger boélgelerine yayilmasit olaymna metastaz adi verilir. Bu anormal
hiicreler hangi organdan kokenleniyorsa hastalik buna gore isimlendirilir (akciger,

meme, prostat kanseri gibi) (12- 14).



Kanserin alti 6nemli 6zelligi vardir;

a) Biiyiime sinyallerinde otonomi: Normal hiicrelerin béliinebilmesi i¢in disardan
bliylime faktorii sinyalini almasi gerekir, kanser hiicreleri normal biiyiime faktori

sinyaline bagimlhi degildir, mutasyonlar diizenli olmayan biiyliimeye sebep olurlar

(12-15).

b) Biiyiime sinyalleri engelleyicileri: Normal hiicreler engelleyici sinyallere
homeostas1 saglamak i¢in cevap verirler (viicuttaki hiicrelerin cogu aktif olarak
boliinmez), kanser hiicreleri biiylimeyi engelleyen sinyallere cevap vermez,

mutasyonlar engelleyici yollari etkiler (12-15).

¢) Programh hiicre oliimiinde bozukluklar: Genellikle normal hiicreler DNA
hasarina karsi apopitozla yok olurlar, kanser hiicreleri apopitotik sinyallerden
etkilenmezler (12-15).

d) Smrsiz replikasyon potansiyeli: Normal hiicreler yaslandiktan sonra hiicrenin
sinirli sayida iki katina ¢ikmasii belirleyen sayma diizenegine sahiptirler. Bu
hiicresel sayag, her DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen kromozom uglarinin
kisalmasini belirler (telomerler), kanser hiicrelerinde telomerlerin uzunlugu korunur,
telomer regiilasyonunun degismesi sinirsiz replikasyon potansiyeline neden olur (12-
15).

e) Anjiyogenez (yeni kan damarlarimin olusumu): Kanser hiicrelerinin yeni kan
damarlarinin olusumunu hizlandiran biiyiime faktorleri salgilamalaridir. Boylece
artan oksijen ve besin gereksinimi yeni damar olusumlariyla karsilanmig olur. Bu
olay kanser hiicrelerinin dolagima katilmasina ve metastatik yayiliminin baglamasina

olanak saglar (12-15).

f) Invazyon ve metastaz: Normal hiicreler viicuttaki yerlerini korurlar ve genellikle
goc etmezler, kanser hiicreleri ise viicudun diger bolgelerine go¢ ederler,
mutasyonlar invazyon ile ilgili enzimlerin aktivitesini degistirir ve hiicre-hiicre,

hiicre-ekstraseliilar adezyon molekiillerini degistirirler (12-15).



2.3. Hiicre Siklusu

Organizma/organ/doku gelisimi, hiicrelerin biliylime ve ¢ogalmalarini i¢erdigi
gibi hiicre Oliimlerini de saglar. Hasarli dokularin onarimi somatik hiicrelerin ve
destek dokunun c¢ogalmasi ile ger¢eklesmektedir. Hiicre biiytimesi, farklilasmasi ve
cogalmasinda rolii olan proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar timor
gelisimine, timor baskilayict genlerde meydana gelen mutasyonlar ise hiicre
siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre biiyiimesine neden olur (15).

Hiicre siklusu, hiicre igeriginin kopyalandigi ve hiicrenin ikiye boliindiigi
olaylar biitiiniidiir. Temel olarak G, S, G, ve M fazlarindan olusur. G; fazinda hiicre
biiyiimesi baslar, hiicre %20 biiyiir, S faz1 kromozomlarin duplike oldugu ve hiicre
biliylimesinin devam ettigi fazdir. G, fazinda hiicre yeterli biiyiikliige ulasir ve M
fazinda hiicre boliinmesi gerceklesir (16). Siirekli boliinen hiicrelerde mitozdan sonra
siklus G1-S-G;, (interfaz) ve M (mitoz) seklinde tekrarlanir. Bu siirecte hiicre uyarimi
ve bliylime meydana gelmekte veya boliinme sinyali almadiklari siirece istirahat fazi
Go da durmaktadirlar (17,18). G1, S, G, fazlar1 (interfaz) hiicre siklusunun %90 i1
kapsar ve 16-24 saat siirer. Mitoz boliinme ise 1- 2 saat siirmektedir.

Hiicre biiyiimesi G; fazinda kisitlayict nokta (R point) tarafindan koordine
edilir. Kisitlayict noktada hiicre duracak veya hiicre siklusunu tamamlayacaktir
(18,19). G; fazinda hiicreler kendi c¢evrelerini kontrol eder, sinyalleri alir ve
biiyiimeyi indiikler. Bu fazda DNA sentezi (replikasyonu) i¢in hazirlik yapilir. RNA
ve protein sentezi olur. S fazinda ise DNA sentezlendikten sonra, G, fazinda hiicre
bliylimeye devam eder aynt zamanda RNA sentezi, protein sentezi gerceklesir ve
hiicre mitoza hazirlanir. Mitoz; profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olugmaktadir.
Telofazda sitoplazmik bolinme tamamlanir ve ayni1 genetik materyalli iki yeni hiicre
meydana gelir (15, 19-21) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Hiicre siklusunun béliimleri (19)

Hiicre siklusunda bir faz tamamlanmadan sonraki faza gecilirse genetik
materyal tam ve dogru kopyalanmadigi igin hiicrede hasar meydana gelebilir.
Hiicre siklusunda G1—S ge¢isinde, G2-M gecisinde ve metafaz-anafaz gecisinde
kontrol noktalar1 vardir. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin siklusa devam edip
etmeyecegi karar1 verilir. Radyasyon veya toksinle muamele edilen hiicrelerde
DNA'da meydana gelen hasara gore hiicre siklusu kontrol noktalar1 Gi’den S
fazina veya G, 'den mitoza gegisi engeller. DNA'da meydana gelen hasar DNA
sentezini de inhibe edebilir. DNA's1 replike olmamais hiicrelerde mitoza giris kinaz
komplekslerinin inaktivasyonu ile engellenir (18). Hiicre siklusunda iki tip gen
grubunun rolii vardir: Onkogenler ve tiimor baskilayici genler p53 ve RDb
(Retinoblastoma geni) (22).

Onkogenler, kanser gelisimini dogrudan veya dolayli olarak etkileyen gen
grubudur. Timor baskilayici genler ise kanser gelisimini baskilar (15). p53 geni
islevini kaybederse hiicre biiylimesinin kontrolii ortadan kalkar ve DNA tamiri
olmadan hiicre siklusu kontrolsiiz devam eder. Normal hiicrelerde DNA hasari
oldugunda, p53 genomik kararlilig1 saglar ve hiicre siklusunu G; 'de inhibe ederek
hiicreye tamir i¢in zaman kazandirir. Hasar tamir edilemiyorsa hiicre apoptozise
gider (18-22). Hu W. ve ark. farelerde p53 veonun diizenleyicileri Mdm2'nin embriyo

implantasyonunda da rolii oldugunu ileri siirmiislerdir (23). Normal hiicrelerde Rb



hiicre siklusunu G; fazinda inhibe eder. Retinoblastoma ve osteosarkom timor
hiicrelerinde Rb gen inaktivasyonu gosterilmistir. Bilylime uyarisi, hiicreden biiyiime
faktorlerinin salinimi ile baglar. Biiylime faktorleri hiicre zarinda 6zgiin reseptdrlere
baglanir ve sinyaller sitoplazma proteinlerine iletilir. Bu sinyaller ¢ekirdekte
transkripsiyon faktorlerinin salimimini ve hiicrenin hiicre siklusuna girmesini
saglar(24, 25). Hiicre siklus saati hiicre siklusunun ilerleyip ilerlemeyecegini belirler

veya hiicreyi 6liime yonlendirir (19).

2.4. Hiicre Oliim Mekanizmalari

2.4.1 Nekroz

Nekroz hiicre olimiiniin akut seklidir. Disaridan gelen hasarla plazma
membraninda olusan degisiklikler sonucu meydana gelir. Adenozin trifosfat (ATP)
kaybi, iyon gradiyentlerinin yok olmasi, hiicre sismesi ve sonug olarak hiicre lizisiyle
karakterizedir. BOylece nekroz; hiicre iceriklerinin g¢evreye saliverilmesine bagli
olarak, cevreleyen bolgede enflamasyona neden olur (Sekil 2.2). Hiicre zedelenmesi
sonucu hiicrede gelisen geri doniisii olmayan hasar, hiicrenin dliimiine neden olur.
Nekrotik hiicre 6liimiine genellikle yiiksek toksin seviyeleri gibi, ciddi hiicresel stres
neden olur. Nekroz programlanmis bir hiicre Oliimii degildir ve olugmasinda
tanimlanabilen biyokimyasal bir yolak yoktur. Nekroz basladiginda, terapotik
miidahaleler i¢in ¢ok fazla olasilik yoktur (26).
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Sekil 2.2: Nekroz olusumu (26)



2.4.2. Apopitoz

Yunancada ‘apo’ =ayr1, ‘ptosis’ =diisen anlamindadir. Programli hiicre 6liimii
olarak da bilinen Apopitoz 1964’te Lockshin tarafindan ilk kez ipekbocegi
metamorfozu sirasinda tamimlanmistir. Walther Flemming 1885°de, ‘chromatolysis’
prosesininin tavsan ovaryumunda folikiiler atrezi sirasinda graniiloza hiicrelerinin
kaybr i¢in sorumlu oldugunu tarif etmistir. Ayn1 6liim prosesini testikiiler germ hiicre
dejenerasyonunda gézlemlemistir. Bu ¢alismalarda apopitozis terimi kullanilmasa da
morfolojik olarak apopitotik hiicreler gosterilmistir (27).

1983 yilinda Duke ve ark. jel elektroforezi ile apopitozda endoniikleazlarin
aktive olarak DNA kiriklarina neden oldugunu gostermistir. Bdylece apopitotik
hiicre 6liimiiniin ilk biyokimyasal kanit1 elde edilmistir. Bu tarihten sonra apopitoz

ile ilgili galismalar hizli bir sekilde artmistir (28, 29).

Insan organizmasinda apoptozisin izlendigi durumlar

Apopitozis insan organizmasinda embriyonel ve fotal gelisimde gorildigi
gibi gelisim ve yaslanma siirecinde, dokularin hiicre homeostazinin saglanmasinda,
immiin rekasiyonlarinda koruma mekanizmasi1 olarak, hormon azalmasina bagh
involiisyonlarda ve hiicrelerin herhangi bir nedenle hastalanmalar1 durumunda

goriilebilir (30).

(d)

Gewies A. Introduction to Apoptosis: 2003: Page 1.26. www.ihcworld.com/_books apointro.pdf den uyarlanmistir.

Sekil 2.3: Apopitozisin goriildiigi fizyolojik durumlar (31)



Apopitozisin goriildiigi fizyolojik olaylar (31);
e Parmak olusumu sirasinda aradaki mezensimal hiicrelerde,
e Amfibilerin metamorfozu sirasinda kuyrukhiicrelerinde,
e Bagirsak gibi liimenli organ olusumunda,

e Ureme organlar1 olusumunda apopitozis goriilmektedir. (Sekil 2.3).

Morfolojik degisiklikler

Hiicreler ozellesmis ylizeysel yapilarint ve diger hiicrelerle olan temas
yiizeylerini kaybederler. Su kaybederek Kkiiciiliirler, biiziistirler. Sitoplazmanin
yogunlastig1, organellerin birbirlerine yakinlastig1 izlenir. Membranlar biitiinliiklerini
korurlar. Organeller genel olarak saglamdir. Bazen ribozomlarda ¢okme izlenebilir.
Sitoplazmada yiizeye paralel yerlesmis mikrofilaman kiimelesmeleri ve endoplazmik
retikulumda gegici genislemeler goriilir. Bu geniglemelerin sitoplazmadaki suyun
endoplazmik retikuluma gec¢mesi ile olustugu sanilmaktadir. Dilatasyona ugrayan
sisternalar hiicrenin ylizeyi ile birleserek yiizeyde krater manzarasi olusturur.
Mitokondriler genellikle normal yapilarint korurlar. En o6nemli degisiklikler
cekirdekte izlenir. Kromatin ¢ekirdek membranina yakin kisimlarda yogunlasarak,
degisik sekil ve biiyiikliklerde c¢oker. Elektron mikroskop ile bakildiginda
kromatinin yogun graniiler yarim ay, hilal veya ylizilkk seklinde ¢ekirdek
membraninin i¢ yiiziinde yerlestigi izlenir. Cekirdek de hiicre gibi biiziisiir. Bazen
membranla sarili olarak birkag parcaya ayrilabilir. Nikleer porlar kromatinin
membrana komsu olmadig1 bolgelerde yogunlasirlar. Apopitotik siirec ilerledik¢e
hiicrelerde sitoplazmik ¢ikintilar olusur. Hiicre daha sonra membranla ¢evrili kiiciik
parcalara béliiniir. Bunlara “apopitotik cisim” ad1 verilir. Iclerinde sitoplazma ve
sikica paketlenmis organeller bulunur. Bazilarinda ¢ekirdek pargalar1 da mevcuttur
(32).



Apopitotik hiicre éliimiiniin asamalari
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Sekil 2.4: Apopitoz basamaklari. (Hiicre iginden veya disindan gelen sinyaller, kaspazlari
aktive eder. Aktive olan kaspazlar hedef proteinlerini yikarak, hiicre i¢i degisikliklere neden olur.

Sonugta hiicre pargalanarak apopitotik cisimlere ayrilir. Apopitotik cisimler fagositoz yoluyla yok
edilirler) (28)

Apopitoz hiicre iginden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip
eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hiicrenin fagositozu ile sona erer.
Bu agamalar;

I) Apopitozun baslatilmast,

IT) Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,

IT) Hiicrede cesitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi,

IV) Fagositoz, olarak 6zetlenebilir (28).



Apopitozis mekanizmasi

Apopitozisin mekanizmas: gercek anlamda tam olarak agiklanamamasina
ragmen, apopitozis ile baglant1 kurulan en 6nemli olay kaspazlarin aktivasyonudur
(33,34). Kaspazlar kalsiyum bagimsiz hiicre i¢i sistein proteaz sinifinin en dnemli
boliimiinii olustururlar (35,36). Bu endoproteazlar inaktif prekiirsoér olarak hiicre
sitoplazmasinda bulunurlar ve ¢ogu proapopitotiktir (36, 37). Kaspazlar; {i¢ subiinit
[NH, terminal subiinit, genis subiinit (~20 kDa veya p20) ve kii¢iik subiinit
(~10kDa veya p10) igeren prokaspazlar (30-50 kDa)] olarak sentezlenirler. Su ana
kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu apopitozisde rol almaktadir. Kaspazlar

biyolojik fonksiyonlarina gore 3 ana grupta incelenmektedir (38-40).

a) Sitokin aktivasyonu yapanlar: Kaspaz -1, -4, -5, -11, -12, -13 ve -14’ i
icermektedir. Sitokin sekresyonu ve inflamasyondan sorumludurlar. Ayrica kaspaz -
1, -4 ve -5 tetrapeptid olup kendi kendilerine aktive olabilmektedirler.
b) Apopitozisi baslatanlar: Kaspaz -2, -8, -9 ve -10’u icermektedir.
c)Apopitozisi yiiriitenler (efektor grup): Kaspaz -3, -6 ve -7’yi igermektedir.
Apopitotik siiregte kaspaz-3’iin en 6nemli rolii iistlendigi ve kaspaz -9’un da kaspaz-

3’e benzer Ozellikler tasidig1 son ¢alismalarda gosterilmistir (41, 42).

Apopitozisin olusum yollari
1.Mitokondri/sitokrom-C aracili apopitozis olusturulmasi (intrinsik yol):

Mitokondri normal sartlar altinda ATP olusturmak tizere sitokrom-c
bulundurur. Mitokondrial stres durumlarinda serbestlesen sitokrom-c apopitotik
hiicre oliimiinde kaspaz-3 aktivasyonunda onemli rol oynar (40, 43). Sitokrom-c,
mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir ve
apopitozis siirecinde merkezi bir konumda bulunmaktadir. Bu yiizden de sitokrom-¢’
nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi apopitozis yoluna girmis bir hiicrede
geri donslimsliz  (irreversibl)  bir doneme girildigine isaret eder. Sitokrom-c
mekanizmas1t henliz tam olarak aydinlatilamamis bir gsekilde mitokondriden
apopitozisi indiikleyici faktor (AIF) ile birlikte sitoplazmaya salinir (44). Sitokrom-c

sitoplazmik protein olan apoptotic protease activating factor-1’e (APAF-1) baglanir
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ve onu aktive eder, ardindan ATP’ nin de katilimiyla “apoptozom” ad1 verilen bir
kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline
dontismesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz-3’ii aktive
eder. Aktif kaspaz-3 de ICAD’1 (inhibitor of caspase activated DNase) CAD
(caspase active deoskiriboniikleotid) haline getirir ve kaspaza bagli apopitozis

mekanizmasi baglar (45, 46).

2. D1s sinyallerle apopitozisin tetiklenmesi (ekstrinsik yol):

Apopitozis klasik olarak, hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger
isimleriyle APO-1CD95) ve timor nekroz faktor reseptorii-1’in (TNFR-1) ilgili
ligandlar ile etkilesime girmesi (uyarilmalari) sonucu indiiklenir. Bu reseptorler
TNFR gen ailesinin iiyeleridir. Bunlarin apopitotik hiicre 6limiinii baslatan kaspaz
kaskadini aktive ettigi bilinmektedir (35). Fas FASR reseptorlerine ve TNF de
TNFR-1 reseptorlerine baglanir. Daha sonra her ikisi de 6liim uyaricilarint (FADD
ve TRADD) uyarir. Bu sitozolik 6liim reseptorleri prokaspaz-8’e direkt olarak
baglanirlar. Bu baglanma mekanizmasi kaspaz-8’in aktivasyonuna neden olur. Aktif
kaspaz-8 ise efektor kaspazlarda prokaspaz-3’t aktive eder ve apopitozis baslar
(40,46).

3. Endoplazmik retikulum aracili apopitozis olusturulmasi:

Endoplazmik retikulum (ER); protein sentezi, protein katlanmasi, strese karsi
hiicresel cevap ve hiicre i¢i Cat++ seviyelerini diizenler, uzun siireli endoplazmik
retikular stres hiicre Oliimiine katkida bulunur ve bir¢ok farkli norodejeneratif
hastaligin patojenisiyle baglantilidir. Hiicre 6liimiiniin baslamasinda ER’nin merkezi
rolli olmasina ragmen, uzun siireli stresin nedeni anlagilamamistir. Kaspaz ailesinin
bir {iyesi olan noron ve diger hiicrelerdeki kaspaz-12’nin ER ile primer iligkisi
oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (34). Yine yapilan ¢aligmalarda kaspaz-
12’nin miktar artisinin sadece ER’deki strese bagli olmadigi, ER’nin yiizeyindeki
sitozolik kaspaz-7’nin translokasyonu sonucu oldugu gosterilmistir. Uzun siireli ER

stresinde sitoplazmanin igerisinde aktif kaspaz-12’nin hareketi kolaylasir ve burada
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kaspaz-9 ile etkilesir. Boylece ER stresinin olusturdugu apopitozis kaskadi baglamis
olur (46,47).

Apopitozis ve kanser iliskisi

Malign hastaliklar, klasik olarak kontrolsliz asirt hiicre proliferasyonunun
oldugu hastaliklar olarak bilinir. Oysa asir1 proliferasyonun yaninda azalmis
apopitotik oliim hizinin da malignite gelisimine katkida bulundugu gorilmistiir.
Zamani geldiginde normal olarak apopitozise gidemeyen dolayisiyla beklenenden
daha uzun siire yasayan hiicreler, malign hiicrelere dontisme potansiyeli tasirlar (48).

Hiicre popiilasyon dinamiginde, apopitozis ve kanser ile sik
karsilasilabilmektedir. Azalmis apopitozis, birgok kanser i¢in karakteristiktir. ROT
trlinlerinin  kanserde anahtar rol oynadigi ve oksidatif hasarin apopitozisin
baglatilmasinda etkili oldugu bildirilmistir. ROT frilinleri, oksidatif hasar ve
apopitozisin birbirleriyle giiglii iligkileri oldugu gosterilmistir (49).

Apopitozis bir¢ok hastalikta 6nemli rol oynar ve serbest radikal hasari,
sitokinler ve enflamatuar yaralanma tarafindan tetiklenir (50). Son zamanlarda
yapilan arastirmalarda apopitozis dengesinin bozulmasi kanser, otoimmiin
bozukluklar, viral enfeksiyonlar, nérodejeneratif hastaliklar gibi birgok hastaligin

patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir (51, 52).

12



2.5. Meme Kanseri

Meme kanseri gelismis ve gelismekte olan iilkelerde kadinlar arasinda
goriilen en yaygin kanser tiriidiir. Meme kanseri kanser oOliimlerinin %18’ini
olusturmakta ve kansere bagli 6liim nedenleri arasinda akciger kanserinden sonra
ikinci sirada bulunmaktadir. Diinyada her 3 dakikada bir kadina meme kanseri teshisi
koyulmakta ve her 11 dakikada bir kadin meme kanserinden hayatini
kaybetmektedir. Degisik cografi bolgelerde meme kanseri goriilme siklig1 arasinda
farkliliklar gosterilmistir. Yapilan arastirmalara gore U.S.A de her 8 kadindan biri
meme kanseriyken, Avrupa llkelerinde bu oran heniliz 1/10’1 ge¢memistir(53).

Meme, siit bezleri ve burada iiretilen siitii meme basina tasiyan kanallardan
olusur. Bu siit bezleri ve kanallar1 doseyen hiicrelerin kontrol dis1 olarak ¢ogalmalari
ve viicudun cesitli yerlerine giderek ¢ogalmaya devam etmeleriyle meme Kkanseri
olusur. Hem erkek hem de kadinlarda goriiliir. Erkeklerde goriilme orani diisiiktiir

(54).

2.5.1. Meme kanseri risk faktorleri

Soygecmisinde Ozellikle anne veya kiz kardeslerinde meme kanseri olan
kadinlarda risk daha fazladir. Bu kisilerde hastalik ortalama 10-12 yil daha erken
cikar. Meme kanseri olan hastalarda, karst memede kanser gelismesi riski de
belirgin sekilde artar. Meme kanserli ailelerde bilateral meme kanseri goriilme
insidansi da yiiksektir. Ozellikle ailede bilateral meme kanseri goriilmesi geng yasta
meme kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir (55).

Bir¢gok calisma geciken menarsin meme kanseri riskini % 30-50 oraninda
azaltigini gostermistir. 12 yasindan oOnceki menars ise insidansi iki kat
arttirmaktadir. Erken menars meme kanseri gelisiminde bir risk faktoriidiir (56). Hig
dogum yapmamis kadinlarda insidansta artis gézlenmistir. Ilk gebeligi 30 yasindan
sonra olan kadinlarin meme kanserine yakalanma riski, 18 yasindan sonra ilk
gebeligi olanlara gore daha yiiksektir. Ge¢ menopoza giren kadinlarda da insidans
artmis olarak izlenir (55-57). Postmenopozal hormon tedavisi ile meme kanseri
insidansinin artip artmadigi konusu halen tartismalidir. Yapilan bazi calismalarda,

postmenopozal hormon tedavisi alan kadinlarin mamografilerinde % 25 kadar meme

13



kanseri insidansi artigi tespit edilmistir (58). Hormon tedavisi; %36 kadar vakada
memelerde agriy1 indiikler, %17-32 vakada ise mamografik degisikliklere neden olur
(55, 59).

Diyetle yag ve kolesterol alimi1 ¢ok 6nemlidir. Kisi basina diisen yag tiikketimi
ile meme kanseri arasinda direkt korelasyon bulunmustur. Bu iliski postmenopozal
kadinlarda, premenopozal kadinlara oranla daha kuvvetlidir. Postmenopozal
obesitede ve kronik alkol kullananlarda da risk artar. Radyasyon, meme kanserinde
de risk faktoridiir (60, 61).

Son yillarda yapilan genetik calismalar, o6zellikle premenopozal meme
kanserinin etiyolojisinde genetik faktorlerin 6n plana ¢iktigin1  gostermistir.
Mutasyona ugramis BRCA1 ve BRCA2 genlerini tasiyanlarda meme kanseri riski
belirgin olarak artmistir. Bu genler, 17. ve 13. kromozomlar {izerinde yerlesmistir.
Bu genleri tasiyanlarda yaklasik % 85 oraninda meme kanseri goriiliir. Tim meme
kanserlerinin % 5’inde BRCA1 ve BRCA2 genleri pozitif bulunmustur (55, 61). 13.
kromozomda bulunan resesif Retinoblastoma geni bir tiimor supressor gendir ve bu
kromozomda heterojenitenin kaybi premenopozal meme kanserine neden olmaktadir.
Kolon kanserinde oldugu gibi 17. kromozomdaki p53 supressor geni de meme
kanseri gelismesinde dnemli bir gen olup, bu genin kayb: ile meme kanseri arasinda
iliski oldugu gosterilmistir.  Yine Erb-B2 onkogeninin meme ve over kanseri
prognozunu belirlemede 6nemli bilgiler verdigi gosterilmistir (62, 63).

Meme kanserlerinde major risk faktorleri; aile hikayesi, onceki hikayede
meme kanseri olmasi, genetik olarak yatkinlik, BRCA1 ve BRCAZ2 genlerini
tagimasi, onceden gegirilen diger benign meme hastaliklaridir (55, 58, 64). Benign
meme hastaliklarindan, fibrokistik hastalik, solid veya papiller orta derecede
hiperplaziler, fibrovaskiiler niiveli papilloma, atipik duktal veya lobiiler hiperplaziler,
neoplaziler (lobiiler karsinoma insitu) ile meme kanseri birlikteligi fazladir (55, 62,
63).

Mindr risk faktorleri ise, erken menars, ge¢ menopoz, obesitesi olan
postmenopozal kadnlar, alkol alimi, diisik doz radyasyon, diabetes mellitus, ileri
yas, ilk dogumunu geg yasta yapmis kadinlar, pestisitlere maruz kalma, uzun siireli

oral kontraseptif ilag alimidir (55, 65).
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2.5.2. Meme kanseri biyolojisi

Meme biiylimesi ve gelismesi birgok hormonun ve biiylime faktorlerinin
etkilesimiyle diizenlenir. Bu hormonlar; 0&strojen, androjen,  progesteron,
glikokortikoid, prolaktin, tiroid hormonu, insiilin ve insiilin benzeri biiylime
faktorleri (IGF-1 ve IGF-2), fibroblast biiylime faktorleri (FGF), epidermal biiylime
faktorii (EGF) ve transforme edici biiyiime faktorii alfa’dir.  Biiylime faktorlerinin
ve hormonlarin etkileri spesifik reseptorlere baglanmasiyla baglatilir.  Biiylime
faktorleri, sitokinler ve hormonlarin spesifik membran reseptorleri ile etkilesimi
hiicre i¢i biyokimyasal sinyaller kaskadini baslatir. Bu genlerin degisik alt kiime

represyonu ve aktivasyonu ile sonuglanir(66).
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Sekil 2.5: Meme kanseri ve biiyiime faktorleri (E = 6strojen; Pg = progesteron; Pr
prolaktin, I = insiillin; IGF's = insiilin-benzeri biiyiime faktorleri; EGF = epidermal biiyiime
faktorleri; TGF-o = transforme edici biiylime faktorii alfa; T3,4 = tiroid hormonlari; TGFf =

transforme edici biiylime faktorii beta) (67)
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2.5.3. Meme kanseri ve onkogenler

Meme kanseri ve diger maligniteler hiicre biiyiimesi ve gelisimine katilan
hiicresel yollar1 etkileyen genetik degisimler ile ortaya c¢ikar. Cogu genetik
degisimler sadece kanserli dokudaki kanser hiicrelerinde gozlenirken, daha az
siklikla da olsa germ hiicrelerindeki genetik degisimler ile ortaya ¢ikan maligniteler
kalitsal Ozellik tasirlar. Genomdaki bu kalitsal veya kalitsal olmayan genetik
degisimler, belli hiicresel genlerin belli 6zel degisimleri ile iligkili bulunmustur.
Bunlar onkogenler olarak isimlendirilirler ve normal islevlere sahip bir diger gen
grubundan (protoonkogenler) tiirevlenirler. Protoonkogenler normal hiicre biiyiimesi
ve farklilagsmasi i¢cin 6nemli olan bazi proteinlere ait kodlar igerirler. Eger bir
mutasyon sonucu protoonkogenin yapist degisirse olusan hasar, genin dolayist ile
gen {iriiniin yapisinin degismesine neden olur ve ¢esitli yollarla hiicre boliinmesinin
kontrolii ortadan kalkar, malignite ortaya ¢ikar (68, 69).

Kanser olusumunda, onkogenlerden baska 6nemli ikinci bir gen grubu da
tiimdr baskilayici genlerdir. Bu iki gen grubu kanserogenezde birbiriyle zit etkilidir.
Onkogenler malign transformasyona neden olurken tiimor baskilayict genler, hiicre
biiylimesinde islev goren genleri kontrol ederek tiimor olusumunu engellerler. Eger
bu tiimoér baskilayict genlerde bir hasar olursa biiyiime kontrolii ortadan

kalkacagindan kanser ortaya ¢ikar (68, 69).

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR): Hiicre membran
reseptorii olan EGFR ailesi; EGFR, HER2, HER3 ve HER4’den olusur. EGFR,
tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Bu aileye ait tiyeler transfosforilasyon sonucu bir
seri etkilesimler ile heterodimerler olusturabilirler ve farkli protein ailelerinin
aktivasyonunu diizenlerler. EGF’nin reseptoriine baglanmasi ile reseptor uyarilarak
EGF hiicre igine alinir. Ayn1 zamanda EGFR’nin otofosforilasyonuna ve diger hiicre
ici substratlarin fosforilasyonuna yol acar. Bu yol ile nukleusta transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu artar, hiicre boliinmesi uyarilir. Hiicre membranindan
nukleusa dogru sinyal iletiminin aktarilmasina protoonkogen ailesinden bazi iyeler
(Ras, Src) aracilik etmektedir. Birgok protoonkogen cesitli kanserlerde etkili
bulunmustur. Bu sinyal iletimi boyunca ortaya ¢ikan onkogenik mutasyonlar devamli

olarak mitozu aktifleyen sinyallerin taginmasinda rol alirlar (69-71). EGFR gen
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amplifikasyonun kotli prognoz ile iligkili oldugu bir¢ok karsinomda gosterilmistir
(70).

CerbB-2 (HER2/Neu): CerbB-2, meme kanseri arastirmalarinda ve
tedavisinde en yogun ¢alisilan onkogenlerden biridir. HER2 ve diger iiyeler (HER1,
HER3 veya HER 4) arasindaki liganda bagli bir heterodimerizasyon CerbB-2 sinyal
yolunu aktifler. CerbB-2 geninin amplifikasyonu veya proteinin asir1 ekspresyonu
meme kanserlerindeki neoplastik hiicrelerin = %10-40’1inda  gosterilmistir. Bu
onkogonenin kopya sayilarinin yiiksek bulunusu, tiimor siddeti ile dogru orantili

olarak saptanmustir (72, 73).

Sinyal iletimi ile iliskili niikleer onkogenler: Farkli dokularda biiyiimeyi
indiikleyici steroidlerin ve biiyiime faktorlerinin etkileri niikleer protoonkogenler
araciligr ile gerceklestirilmektedir. Hiicrelerin mitojenle etkilesimlerinden kisa bir
stire sonra c-fos, c-myc, c-myb ve c-jun protoonkogenleri indiiklenir. Bu
onkogenlerin indiiksiyonu ile hiicre proliferasyonu arasinda bir baglanti vardir.
Meme kanserinde Ostrojen ve progesteron ile c-myc, c-fos ve c-jun
protoonkogenlerinin aktiflestikleri gosterilmistir (74). Sinyal iletiminde 6nemli bir
aract molekiil olan ras, genellikle plazma membranindaki biiylime faktorii
reseptorlerinin sitoplazmik parcalarina yakin bolgeye yerlesirler. GTP ile aktiflenir
ve protein kinazlar ile iliskiye girerek mitozun aktiflesmesinde rol alirlar. Ras’in
onkogenik 6zellik kazanmasi nokta mutasyonu veya gen ekspresyonunun artisi ile
olur. Meme kanserlerinde Ras onkogenlerinde en sik rastlanan mutasyon asirt
ekspresyondur (69, 71,75).

2.5.4. Meme kanseri ve tiimor baskilayic1 genler

p53 geni 17. kromozomun pl13-1 bandina yerlesmistir ve molekiiler agirlig
53 kD’luk niikleer bir proteini kodlar. UV 1sik, karsinojenler ve sitostatiklerin
DNA’da olusturduklar1 hasar1 ortadan kaldirmak tizere aktiflesir. Hasar diizeltilemez
ise hiicre apopitoza yonlendirilir (76). p53 geninin her iki alleldeki kaybi
(heterozigotluk kayb1) veya nokta mutasyonlart g¢esitli tiimorlerde ve meme

kanserlerinde gosterilmistir. Meme kanserlerinin %20-30 unda p53 inaktivasyonu
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gbzlenir. p5S3 mutasyonlarinin tespiti in situ’dan invazif karsinomaya gecis igin bir
marker olarak kullanilabilir (77).

Ataksia teleanjiektazi geni tastyanlarda meme kanseri riski oldukea yiiksektir.
Benzer sekilde otozomal dominant olarak kalitilan Cowden hastaliginda kadin
hastalarin  %50’sinde meme kanseri gelisir. Ailesel meme kanseri erkeklerde de
gozlenmis, erkekten bir sonraki nesle cinsiyet farki olmaksizin aktarilabildigi
bildirilmistir (78).

Kalitsal meme kanserinde nadir gozlenen yiiksek penetransa sahip meme
kanserine yatkinlik genleri olarak BRCA1 ve BRCA2 genleri bulunmustur. Bu
genlerdeki germ hiicre soyu mutasyonlarini igeren kadinlarin yasamlarinin bir
doneminde meme kanseri gelistirme riski %50-80 arasinda degismektedir (78).
BRCA1 ve BRCA2 proteinlerinin hiicre proliferasyonunun kontroliinde timor
baskilayici proteinler, DNA hasarina ve tamirine katilan proteinler, transkripsiyonun
diizenlenmesinde rol alan proteinler, hiicre siklusunun kontrol noktalarmin 6nemli
proteinleri ve DNA’da rekombinasyonda is goren proteinler ile yakin iliskileri
gosterilmistir. BRCA1 ve BRCA2’deki mutasyonlar ve BRCA proteinlerinin
inaktivasyonu tiimor baskilayici proteinlerin ve diger “genom koruyucu” rolii olan
proteinlerinde inaktivasyonuna neden olarak hiicreyi timor olusumuna gotiiriirler
(80).

2.5.5. Klinikte meme kanseri

Meme kanseri, timorin koken aldigr asil dokuya gore su sekilde

smiflandirilir (81-83).
1-Lobiiler kanserler: Memenin lobiillerindeki epitel dokudan kaynaklanmaktadir.

a)Noninvaziv lobiiler kanserler (Lobiiler karsinoma insitu) (LCIS): Baslangigta lobiil
icinde siirli kalir. Belirti ve kitle olusturmaz ve yavas biiyilir. Bu nedenle yillarca
sessiz kalabilir. Biyopsi 6rneginde tesadiifen taninir. Siklikla ¢ift taraflidir. Vakalarin

%35’inde giderek invaziv hale gelir. Genellikle geng kadinlarda goriiliir (81-83).
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b)invaziv (infiltratif) lobiiler kanserler: Nadir (%5- 10) goriiliir. Genellikle
multisentrik (¢ok merkezli) olup bir veya iki memede bir¢ok alanda deride
kalinlasma goriilebilir. Siklikla aksiller lenf nodu tutulumu vardir (81-83).

2-Ductal kanserler: Meme kanallarindaki epitel dokudan kaynaklanmaktadirlar.

a)Noninvaziv ductal kanserler (Ductal karsinoma insitu) (DCIS): Lobiiler karsinoma
insitunun aksine belirgin biiyiikliige ulasir ve kolaylikla tan1 konulabilir. Tedavi

edilmezse invaziv ductal karsinomaya doniistir (81-83).

b)invaziv (infiltratif) ductal kanserler: En yaygin gériilen meme kanseri tipidir. Tiim
meme kanserlerinin %75’ini olusturur. Prognozu diger kanser tiplerinden daha

kotiidiir. Metastazlarini genellikle aksiller lenf nodlarina yaparlar (81-83).

3-Paget hastahigi: Nadir olup %3 oraninda goriiliir. Baslangicta meme baginda ve
areolada yanma hissi, kasinma, kabuklanma, iilserasyon vardir. Meme basi ve
areolada egzamatoz lezyonlar vardir. Geg evrede timor invaziv hale gelir. Paget
hastaligi, enfeksiyon olarak yanlis tanimlanabilir. Paget hastaliginin prognozu
oldukga iyidir (81-83).

4-inflamatuar (iltihabi) kanserler: Meme kanserinin nadir tipi olup %1-2 oraninda
gortliirler. Timor yumusak ve agrilidir. Belirtileri diger meme kanserlerinden
farklidir. Memede 6dem, kizariklik, sicaklik ve deride kalinlasma bulgular1 vardir.

Meme enfeksiyon goriiniimiinde oldugundan enfeksiyon ile karistirilabilir. Prognozu

oldukga kotiidiir (81-83).
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2.5.6. Meme kanseri belirti ve bulgular

Meme kanserinin belirti ve bulgular1 Tablo 2’de gosterilmistir.

Belirti ve Bulgular

Yorum

« Kitle

» Hareketsizdir.

* Agrisizdir.

* 1-2 cm biytikliigiindedir.

» Tek tarafli ve siireklidir.

* Sinirlart kismen belirlenebilir.

» Sekilsiz ve zor palpe edilir.

* Agn

* Bagslangicta %90 oraninda agrisizdir. Agri  geg

donemde olusur.

* Meme bas1 akintisi

 Pek sik rastlanmaz.
» Tek taraflidir.
Genellikle kanhdir.

* Forgue belirtisi

e Timodr tagiyan gogsin yukarida, dik ve dolgun
olmasidir. Memenin st kadranlardaki kanserlerinde

meme baginin Kkitleye dogru ¢ekilmesiyle olur.

* Meme tizerindeki

deride 6dem

* Timor hiicreleri, cooper ligamentlerindeki lenf
damarlarinda  ilerleyerek  derinin  yiizeyel lenf
damarlarina ulasir. Lenfler tikanir, lenf dolasimi1 bozulur

ve deride smirli 6dem olusur

* Meme basinda
retraksiyon veya ¢okme

» Tiimor’{in biiyliylip meme basini tutmasi
sonucunda olusur.

* Deride iilserasyon ve
eritem

+ Kanserin ileri donemlerinde tiimor hiicrelerinin dnce
derin fasyaya sonrada M.Pektoralis’e ve gogiis duvarina
ilerlemeleri sonucunda olusur.

* Lenf nodillerinde
bliylime

e Tumor’un lenf nodiillerine metastazi1 sonucunda
olusur.

+ Ust kolda anormal sislik

* Lenflerin tikanmasi sonucu lenf dolagimi
bozulur ve kolda lenf 6dem olusur.

Tablo 2. 1: Meme Kanseri Belirti ve Bulgulari (84)
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2.6. Sitostatik ve Sitotoksik Tedavi Prensipleri

Sitostatik ajanlar hiicre gelisimini biiylime siklusunun spesifik fazinda
durdurmak i¢in kullanilirlar. Sitotoksik ajanlar ise hiicreleri Oldiiriirler. Bazi
sitotoksik ajanlar diisiik dozlarda verildiklerinde sitostatik ve bazi sitostatik ajanlar
yiiksek dozlarda verildiklerinde sitotoksik olabilir. Sitostatik ve sitotoksik ajanlarin
kombine olarak verilmesi prensibinde; teorik olarak daha yiiksek oranda tiimor
hiicresinin 6ldiiriilebilecek olmasi diisiiniilmektedir.  Sitostatik ajanlar hiicreleri
spesifik hiicre siklusunda tutmakta kullanilmaktadirlar. Ornegin, Cytarabine
sitostatik etkiye sahiptir ve hiicreleri G1 ve S fazinda tutarlar. Methotrexate,
vincristine, thioguanin gibi ajanlar ise S fazinda tutarlar (85).

Sitotoksik ajanlar tiimoriin gerilemesini saglarken, sitostatik ajanlar timor
hacminde bir degisiklik yapmadan timor gelisimini yavaslatir ya da durdurabilir.
Sitotoksik ajanlarda dozun arttirilmasi tiimor gerilemesini de arttirir fakat yapilan
calismalar bazi sitostatik ajanlarda dozun arttirilmasinin timér hacminde herhangi
bir degisiklik yapmadigin1 gostermistir. Sitotoksik ajanlar tiimor kiiclilmesine bagl
yasam Omrii ve yasam kalitesini arttirirken sitostatik ajanlar iSe metastazi

onleyebilmektedir (86, 87).

2.7. Flavonoid

Flavonoidler yiizyillardan beri bitki pigmentleri olarak bilinmektedir.
Flavonoidlerin biyolojik aktivitelerine iliskin ilk ¢alisma 1936 yilinda Rusznyak ve
Szent-Gyorgyi tarafindan yaymlanmistir (88). Polifenoller onceleri  bitki
fizyolojisindeki rolleri ve bitkilerin renk ve lezzet ozellikleri tizerindeki etkileri
nedeniyle ele alinmakta iken, son yillarda saglik iizerindeki etkileri 6n plana ¢ikmus,
ozellikle antioksidan ve radikal yakalama fonksiyonlar1 nedeniyle dikkat ¢ekmeye
baglamiglardir (89, 90). Flavonoid aliminin koroner kalp hastaliklar ile kanser gibi
hastaliklarin engellenmesinde rol oynadigi ¢esitli caligmalarla ortaya konmustur (89,
92).

Flavonoidler en biiylik polifenol grubunu olusturan ve difenilpropanlar ile

benzer bir yapiya sahip olan bilesiklerdir (93). Flavan ¢ekirdegi ile karakterize edilen
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favonoidler iki benzen halkasinin (A ve B) oksijen i¢eren bir piren halkasi (C) ile

baglanmasiyla olusmaktadir (94).

Sekil 2.6: Temel flavonoid yapisi (94)

2.7.1. Flavonoidlerin in vitro antioksidan etkileri

Halliwell ve Gutteridge’e (95) gore flavonoidlerin antioksidan etki
mekanizmalari, xanthine oxidase ve protein kinase C gibi siiperokside anyon
iretimini saglayan enzimleri inhibe ederek ve serbest demir, bakir gibi metallerle
selat olusturarak serbest radikal iiretimini saglayacak elementleri yakalar, reaktif
oksijen tiirleri yapimini baskilarlar. Ayrica reaktif oksijen tiirlerini siipiiriicii etkisi ve
antioksidan etkisi de bulunmaktadir (96- 98).

Flavonoidlerin serbest radikal yakalama ve antioksidan 0zelliklerinin
yapilarinda bulunan ii¢ gruptan ileri geldigi One siiriilmektedir (99). Bu yapisal
gruplar sunlardir:

1) B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu (radikal hedef yeri),

2) C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2- 3 ¢ift bagi (elektron delokalizasyonu igin
gereklidir).

3) 3 ve 5 hidroksil gruplari (maksimal radikal yakalama ve metal selatlama igin

gereklidir).
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2.8. Rutaceae

Rutaceae daha ¢ok sedefotu ve turunggillerle taninan Sapindales takimina ait
bir ¢igekli bitki familyasidir. Bu familya bitkileri tropikal ve subtropikal bolgelerde
yetisen ¢ogu agag, bir kismi kiigiik aga¢ ya da otsu bitkilerdir. Yapraklar1 alternan ya
da opozit diziligli, tam veya parcalidir; ¢ogunlukla Salgi cebi tasir ve kokuludur
(100).

Rutaceae zengin familyalardandir, yeryiiziinde 140 kadar cins ve 1300 kadar
tirii yetisir; yurdumuzda yerli olan cinslerinden biri, Ruta, eczacilikta énemlidir.
Buna karsilik bir¢ok yerde yetistirilen Citrus cinsi, hem ekonomik hem de eczacilik
bakimindan deger tasir (100). Rutacea familyasina ait bitkiler flavonoid ve
alkoloidlerce zengin bir kaynaktir. Son yillarda yapilan arastirmalar turunggil
limonoidlerinin kansere ve tiimor gelisimine karst dnleyici etkilerinin bulundugunu
gostermistir. Furan halkasi bulunduran bir¢cok dogal bilesik, glutatyon S-transferaz
(GST) enzim sistemine uyarici etki yapar. GST sistemi glutatyon konjugasyonunu
katalize ederek, aktif karsinojenlerin daha fazla suda ¢oziilebilir, daha az aktif ve
daha kolay viicuttan atilabilir forma geg¢mesini saglayan detoksifikasyon

fonksiyonunu gosterir (101).

2.8.1. Phellodendron lavallei
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Phellodendron, 10 tiire sahip Asyanin tropikal ve yari tropikal bolgelerine
dagilmis Rutaceae familyasina ait olan bir bitkidir (103, 104). Bu bitki, berberin,
aphorpine alkaloid, flavonoid ve ¢esitli kumarinler, lignan ve limonoidlerce zengin
bir kaynaktir (105, 106). Rutaceae familyasina ait Phellodendron bitki tiirlerinden
elde edilen bilesiklerin son yillardaki ¢alismalarda bagisiklik diizenleyici, antitiimor,
antibakteriyel ve glomeriiler bazal gangliyon hastaligina karsi etkileri bulunmustur
(107-110).

Phellodendron lavallei Rutaceae familyasina ait bir Phellodendron tiirtidiir.
Ana vatan1 Japonya olmasina karsin Giircistan’in  Kobuleti bolgesinde de
yetismektedir. Kislar1 yapraklarini doken bir bitki olup yaklasik 10-15 metreye kadar
biytirler. (112-113). Agag¢ kabugu protoberberin tipi alkaloidler, flavonoidler, fenol
bilesikler ve polisakkaridler gibi dogal organik kaynaklarca zengindir (114, 115).

Phellodendron lavallei’nin farmakolojik in vivo testleri Thilisi State Medical
Universitesi Farmakoloji departmaninda yapilmis ve hipoglisemik aktivitesi
belirlenmistir (116-119).

2.8.2. Felavin

Giircistan’in ~ Kobuleti  bolgesindeki  Karadeniz  kiyisindan  toplanan
Phellodendron tiirii olan Ph. lavallei bitkisinden Felavin isimli bir flavonoid izole
edilmistir. Ham maddeleri olan yapraklar, bitkinin c¢icek agma doneminde
toplanmistir. Heniiz bu maddeyle yapilmis ciddi bir farmakolojik ¢alisma
bulunmamaktadir. PL yapragindaki bilesenlerinin, sitostatik, antioksidan, diiiretik,
antiherpetik, 6zellikleri oldugu disiiniilmektedir (103, 104).

Phellavin
OH

HO Ok

HO

Sekil 2.8: Felavin’nin yapisi (120)
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2.9. Hiicre Kiiltiira

Hiicre kiiltiirii, bir organ veya dokudan alinan hiicrelerin,  uygun
fizikokimyasal ve biyolojik islemler sonucu in vitro kosullarda iiretilmesi islemidir.
Hiicre kiiltiirii ile 1ilgili caligmalar 1907 yilinda Ross Harrison’un kurbaga
embriyolarinda yapmis oldugu calismalara dayanir. Ilerleyen yillarda uygun kiiltiir
besi ortamlarinin gelistirilmesi ve besi ortaminin igine antibiyotik eklenmesi
kontaminasyon sorununu ¢ozmiis ve bu teknolojinin, hastaliklarin patogenezinin
arastirilmasinda, ila¢ denemelerinin ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde birinci
basamak ¢alisma i¢ine girmesinin yolunu agmustir (121, 122).

Hiicre kiiltiirii kaynaklarina gore primer kiiltiirler ve hiicre hatlar1 olmak tizere

2’ye ayrilir.

1) Primer Kiiltiirler: Dogrudan dokudan elde edilen hiicre kiiltiirlerine primer
hiicre kiiltiirleri denir. Primer kiiltiirler elde edildikleri dokunun ozelliklerini tasirlar.
Genellikle heterojen bir yap1 gosterirler, hiicre hatlar1 gibi tek tip hiicreler degillerdir.
Primer kiiltiirde hiicre soyu sonludur yani pasajlamalar sonunda hiicreler yaslanarak

olurler.

2) Hiicre hatlar1 (cell line): Primer kiiltirden spontan mutasyonlar sonucunda
kendiliginden ya da kimyasal ajanlar ya da virlisler eklenerek insan eliyle
olusturulurlar. Tiimor dokusundan alinan hiicrelerden de elde edilirler. Hiicre hatlar1
primer kiiltirden yiliksek yogunluga ulasabilmeleri, bliyiime faktorleri ve seruma
daha az gereksinim duymalari, ¢ogalmak i¢in bir zemine tutunma gereksinimlerinin
daha az olmasi, sonsuz ¢ogalma yetenekleri (bu ozellikleri ile tiimér hiicrelerine
benzerler) gibi 6zellikleri ile farklilik gdsterirler.

Biiyiime bi¢imlerine gore hiicre kiiltiirleri slispansiyon ve monolayer kiiltiirler
olarak ikiye ayrilirlar. Siispansiyon hiicreler kiiltiir kabinda yapisma gostermezken

monolayer hiicreler yasadiklari kabin zeminine tutunarak biiyiime gosterirler (121).

MCF-7 hiicre hatti: ilk kez 1970 yilinda Kafkas irkindan olan 69 yasindaki bir
kadindan alinan dokudan gelistirilmistir. insan meme kanseri hiicre hatt1 olup,
morfolojik olarak aderent bir yiizeye tutunarak biiyiiyen fibroblast benzeri
hiicrelerdir (123)
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3. MATERYAL VE YONTEM

Insan meme kanseri hiicre kiiltiiriinde (MCF-7) PL bitkisinden elde edilen
felavin saf maddesinin apopitotik ve sitostatik etkisinin incelenmesi amaciyla
planlanan bu ¢alismada kullanilan MCF-7 hiicre serisi Istanbul Universitesi Capa Tip
Fakiiltesi Histoloji Boliimii Laboratuari’ndan ve Felavin saf maddesi Giircistan
Tiflis’deki Farmakokimya Enstitlisii’nden temin edilmistir. Felavin maddesi %1°lik
DMSO’da ¢oziilmiis ve MCF-7 hiicre serisinde denenmek iizere 6 doz (10°M, 10°
4M, lO'SM, lO'GI\/I, 10'7M, 10°Mm ) hazirlanmistir. Calismanin tamami, Abant Izzet
Baysal Universitesi Izzet Baysal Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali hiicre

kiiltiirii laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasallar

1) DMEM, GIBCO

2) Fetal Sigir Serumu, GIBCO

3) Tripsin EDTA, %0.05, GIBCO
4) DMSO, Sigma

5)  Antibiyotik, GIBCO 100X

6) Kaspaz 3 kolorimetrik kit, Invitrogen
7) MTT, ROCHE

8) PBS, 10X liquid, Santacruz

9) Biiiret ¢cozeltisi

10)  Akridin oranj, Invitrogen

11)  Etidiyum bromit, Sigma
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3.2. Kullanilan Yontemler

3.2.1. Hiicre kiiltiiri
Sivi azot tankindan alinan hiicrelerin ekimi ve tripsinizasyonu

Dondurulmus halde sivi azot tankinda bulunan kriyotiiplerdeki MCF-7
hiicreleri 37°C’lik su banyosunda hizla ¢oziildii. (Hiicrelerin bulundugu tiipiin
tamamen suya batirilmamasina dikkat ettik). Hiicreler ¢oziildiikten sonra tiip kapagi
%70’lik alkol ile silindi. 15 ml’lik santrifuj tiipline aktarilip lizerine 10 ml ortam
(%10 FCS, %1 antibiotik, DMEM) yavasca eklendi. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti iizerine Sml yeni ortam
eklendi ve hiicreler iyice siispanse edildi. Hiicreler 25 cm?’lik flasklara aktarildiktan
sonra mikroskop altinda incelendi. CO; inkiibatoriine kaldirarak bir giin beklendi.
Ertesi glin mikroskop altinda hiicre canlilig1 incelenip, ortamlar1 degistirildi.

24 saatlik inkiibasyondan sonra flask inkiibatérden alimip steril ortamda
Laminar kabinde, flask icerisindeki medyum dokiildii. Flaskin ylizeyine yapismis
halde bulunan hiicreler 1ml PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra PBS dokdiliip,
Iml %0,05’lik tripsin-EDTA ilave edildi ve flask hiicreler zeminden ayrilana kadar
inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda mikroskobik olarak hiicrelerin flask
ylizeyinden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrildiklari
gozlendikten sonra, hiicreleri tripsinden uzaklastirmak igin flaska 2 ml ortam
eklenerek hiicreler falkon tiipe aktarildi ve 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi, ardindan tiipiin dibinde kalan hiicre
pelleti 1 ml DMEM i¢inde siispanse edildi. Hiicreler sayildi ve istenen sayida flaska

ekim yapildi.

Hiicre sayimi

Hiicre sayimi1 thoma lami ad1 verilen 6zel sayim lamlarinda yapilir. Santrifiyj
sonrasinda falkon tiiplin dip kisminda kalan hiicreler 1ml DMEM’le iyi bir sekilde
pipetaj yapilarak homojen hale getirilir. Karigimdan 10ul ¢ekilerek thoma lamina
yayilir. Faz kontrast mikroskopta thoma laminin alt ve st kisminda bulunan 16
karedeki hiicreler sayilip aritmetik ortalamalari alinir. Thoma laminda hiicreler

sayildiktan sonra asagida verilen formiile gore toplam hiicre sayisi elde edilir.
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Toplam Hiicre Sayis1 = A x SF x 10.000

Burada A 16 biiyiik karede sayilan hiicre sayisi, SF sayreltme faktorii, 10.000 ise 0,1
mm?®¢ deki sayim sonucunu 1ml’ deki sayiya déniistiirmek ve standart sonug elde

etmek icin kullanilan bir degismezdir.

Alt kiiltiirleme

Hiicrelerin pasajlanmasi, i¢-dort giinde bir olacak sekilde yapildi. Bir 6nceki
kiiltirdeki hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirtlip, 1500 rpm’de 3 dakika sentrifiij
edildi ve toplam hiicre miktarinin en fazla 1/3’1 kadar hiicre taze besiyerine alinip 75
cm?lik flasklara aktarilmasi seklinde yapildi. Calismadan bir 6nceki pasajin semi-
konflens hiicreler kullanilarak yapilmasi ve pasajdan sonra hiicrelerin zemine

tutunabilmeleri i¢in 24 saat beklenmesine dikkat edildi.

3.2.2. Felavin’in etkisinin hiicre saym ile belirlenmesi

MCF-7 hiicreleri 6 kuyucuklu mikroplaklara her bir kuyucukta 2.10° hiicre
olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin zemine tutunmasi igin 24 saat 37°C’de %5 CO’li
inkiibatorde beklendikten sonra hiicrelerin ortamina Felavin’in 6nceden belirlenmis
konsantrasyonlar1 (102, 10, 107°, 10°, 107, 10°M) ve % 1 DMSO eklendi. Hiicre
biiyiime oranlar1 24, 48, 72. saatlerde hiicre sayimu ile analiz edildi.

3.2.3. Felavin’in etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi ve etken dozunun

hesaplanmasi

Kolorimetrik metot olarak ilk kez Mossmann (1983) tarafindan tanimlanan
MTT yonteminde, sari tetrazolium tuzu canli hiicrelerin  mitokondrilerindeki
dehidrogenaz enzimleri aracilifi ile tetrazolium halkasinin kirilmasi sonucu
formazan kristallerine doniistiiriilir. Olusan formazan kristalleri izopropanol ve
DMSO gibi ¢oziiciilerde ¢6ziilmesi sonucu ortamda olusan renk, spektrofotometrik
yontemle Ol¢iiliir ve Olgililen deger canli hiicrelerin sayisi ile iligkilidir. 96’Iik

mikroplaga kontrol grubu, % 1 DMSO grubu ve Felavin’in farkli konsantrasyonlarini
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iceren(10, 10, 10°M, 10°M, 10'M, 10®M ) gruplar olusturularak her bir
kuyucukta 2.10* hiicre olacak sekilde MCF-7 hiicreleri ekildi. Ekimden sonraki 24.
saatte hiicrelere % 1 DMSO ve Felavin konsantrasyonlar1 uygulandi. Hiicreler 24, 48
ve 72 saat i¢in inkiibasyona birakildi.

Felavin ile muamele edilen gruplara 10 ul MTT soliisyonundan eklendi ve
37°C’de %5’lik CO2’li inkiibatérde 4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda hiicreler lizerinde meydana gelen formazan kristallerini ¢6zmek igin her
kuyucuga 100 pl DMSO eklendi. DMSO ile kristaller ¢dziildiikten sonra ELISA ile
570 nm’de okutuldu ve sonuglar hesaplandi. Okunan degerlere gore elde edilen
grafigin egrisinden hiicrelerin yasama oranini1 % 50 azaltan doz hesaplanarak 1C50

dozu bulundu.

3.2.4. Felavin verilmis hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Faz kontrast mikroskobunda hiicre proliferasyonunu morfolojik olarak
belirlemek i¢in 6’lik mikroplaklara her kuyucukta 2.10° hiicre olacak sekilde ekim
yapildi. Ortama 10 ve 10""M Felavin eklenerek 24, 48 ve 72. saatlerde gozlemlemek

tizere inkiibasyona birakildi.

3.2.5. Hiicrelerde apopitozisi belirlemek icin kaspaz-3 aktivasyonu tayini

Kaspaz-3 akitivitesi Invitrogen kaspaz- 3 kolorimetrik &l¢iim kiti kullanilarak
yapildi. Hiicrelerin mikroplaklara ekimi yaklasik 2 giinde replike olmalar1 nedeniyle
24, 48 ve 72 saatler igin farkli sayilarda yapildi. Bunun nedeni, kuyucuklarda fazla
sayida hiicre oldugunda hiicrelerin sikisarak tutunabilecekleri alanin olusamamasi ve
sonugta hiicrelerin 6lmesiydi. Bu olay apoptozis degerlendirmesi agisindan negatif

sonuclar dogurabileceginden farkli sayida hiicre ekimi uygulamasi yapildi.

e MCF-7 hiicrelerinin ekimi 6’lik mikroplaklara 24 saatlik uygulama icin her
kuyucukta 4.10°, 48 saatlik uygulama i¢in her kuyucukta 3.10°, 72 saatlik
uygulama igin her kuyucukta 2.10° hiicre olacak sekilde yapildi.

e 24 saat sonra Felavin’in 1C50 dozu olan 10™*M ve apopitoz yaptigi diisiiniilen
10"M dozlan hiicrelere uygulandi. Ayrica %1 DMSO uygulanmis bir kontrol

gurubu hazirlandi.
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e 24, 48 ve 72. saatlerde hiicreler tripsinle mikroplaktan toplandi ve tripsinden
uzaklastirmak amaciyla iki kati ortam eklenerek 1500 rpm de 3 dk. senrifiij
edildi.

e Hiicreler 1 ml. DMEM i¢inde ependorfa aktarilip sayildi.

e Tekrar 4000 rpm de 4 dk. senrtifiijden sonra DMEM c¢ekildi ve tizerine 50 pl
cell lysis buffer eklendi.

e 10 dk. buzda bekletildi.

e 11000 rpm de 1 dk. sentrifiij edildi, siipernatant alinip farkli bir ependorfa
aktarildi.

e Protein tayini biliretle yapildi.

e 50 pl’de 50-200 pg protein olacak sekilde cell lysis buffer eklendi.

e | ml. 2x reaction buffer’a 10 pl 1M’lik DTT eklendi. ( final konsantrasyonu
10 ul olacak)

e Her 6rnege 50 ul 10 mM’lik DTT igeren 2x reaction buffer eklendi.

e 4 mM’lik DEVID- Pna’dan final konsantrasyonu 200 uM olacak sekilde 5 ul
eklendikten sonra 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.

e 405 nm’de dl¢lim yapildi.

3.2.6. Akridin oranj ve etidiyum bromit ile boyama

Akridin oranj plazma membranina girer ve intraseliiler niikleik asidi boyar,
diisiik boya konsantrasyonunda yesil floresan iiretir. Canli hiicreler etidiyum bromit
ile yesil renkli, 61i hiicreler akridin oranj ile portakal renkli goriiliir.

MCF-7 hiicreleri 6’lik mikroplaklara 24 saatlik uygulama igin 4.10°, 48
saatlik uygulama i¢in 3.10° ve 72 saatlik uygulama i¢in 2.10° hiicre olacak sekilde
ekildi. Onceden belirlenen Felavin konsantrasyonlari (10*M ve 107M) hiicrelerin
ortamma eklenerek 24, 48, 72 saat 37°C de inkiibatdr ortaminda tutuldu. Bu siirenin
bitiminde hiicrelerin ortamina daha once hazirlanmis 1:10 oraninda PBS icersinde
seyreltilen 200 ul Akridin oranj (100 pg/ml) ve Etidiyum bromit (100 pg/ml)
karisim1 eklendi. Hiicreler 5 dk. Oda 1sisinda bekletildikten sonra floresan mikroskop

ile incelemeye alindu.
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3.2.7. Istatistiksel degerlendirme

Deneylerde sonuglar +/- standart hata olarak hesaplanmigtir. Gruplar arasi
farkin saptanmasi i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilmis, anlamlilik

belirlenmisse post-hoc test olarak Tukey testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Biiyiime Egrileri

Hiicre biiylime oranlari, faz kontrast mikroskobunda hiicre sayimi ve MTT
boya indirgeme yontemi olmak iizere iki farkli yontem kullanilarak analiz edildi.
Elde edilen veriler kullanilarak, Microsoft Excel grafik programi ile hiicre biiyiime

egrileri ¢ikarildi.

4.1.1. Hiicre sayimu ile hiicre biiyiime egrisinin belirlenmesi

Felavin’in sitostatik etkisinin belirlenmesi ve IC50 dozunun bulunmasi i¢in 6
dozu (10°M 10'M, 10°M, 10°M, 10*M ve 10°M ) hiicrelere verildikten sonra 24,
48 ve 72. saatlerde faz kontrast mikroskobunda hiicre sayimi yapildi. Farkli
konsantrasyonlardaki felavinin 24, 48 ve 72 saatlik etkilerine bakildi. Her ii¢ zaman
diliminde de 10°M ve 10*M felavin dozlarimin oldugu kuyucuklarda hiicre
sayilarinda anlamli bir azalma tespit edildi. 10°M felavin dozu da 48 ve 72. saatlerde
anlamli bulundu. Bu ¢alismada, felavinin MCF-7 insan meme kanseri hiicre serisi
tizerinde sitostatik bir etkisi tespit edilmedi fakat artan dozlarinda sitotoksik etkisi
goriildii. 10* M’lik Felavin konsantrasyonu 1C50 dozu olarak belirlendi. Hiicre

biiylime egrileri Sekil 4.1° de gdsterilmistir.
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4.1.2. MTT yontemi ile hiicre biiyiime egrisinin belirlenmesi

MTT testi canli hiicre sayisini belirlemede kullanilan kolorimetrik bir
metottur. Felavin flavonoidinin 6 dozu (10°M 107M, 10°M, 10°M, 10™*M ve 10°M)
hiicrelere verilmis ve 24, 48, 72. saatin sonunda MTT yontemi ile formazan
kristalleri 6l¢iilmiistiir. Olgiim sonunda kontrol grubunda bulunan hiicrelerin
formazan kristalleri olusturdugu, DMSO grubunda hiicre yasama oraninda az bir
diisiis oldugu gdzlenmistir. En diisiik dozlar olan 10M ve 10"M felavin dozlarinda
24. ve 48. saatte yasayan hiicre sayisinda hafif bir artis gézlenirken 72. saatte bu iki
dozda yasayan hiicre sayisinda diisiis tespit edilmistir. 10°M felavin dozundan
sonraki artan dozlarda ise hiicre yasayabilirliginde ani diisiis goriilmiis ve IC50 dozu

olarak 10™*M felavin dozu belirlenmistir (Sekil 3. 2 ).

MTT Testi (% Canlilik Oranlari)

120

100 5 /—_——K -
—+—24 saat

80
et
50 \ ® —a—43 saat
\.0.-\\ *
a0 \\‘_‘?‘_“; 72 saat

20

T T
Kont oMs0 10-8 10-7 10.-6 10.-5 10-4 10-3

Sekil 4.2: Farkli konsantrasyonlardaki felavinin MCF-7 hiicre canlilik oranlar

tizerindeki etkisi (* i¢in en yiiksek 2 konsantrasyon (10°M, 10™M) 24, 48 ve 72. saatlerde p<
0,001; # igin 10"°M felavin konsantrasyonu 72. saatte p< 0,05), (n=3).
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4.1.3. Hiicre proliferasyonunun morfolojik olarak degerlendirilmesi

Felavin’in 1C50 dozu olan 10™*M’lik konsantrasyonu ve karsilastirma amagh
secilmis diisiik konsantrasyonlardan biri olan 10"M hiicrelerin ortamina eklendi 24,
48 ve 72. saatlerin sonunda faz kontrast mikroskobunda morfolojileri degerlendirildi.

Ug zaman diliminde de mikroskobik incelemelerde kontrol grubuyla DMSO
grubu arasinda farklilik goriilmedi, her iki gruptaki hiicrelerinde saglikli ve diizgiin
morfolojiye sahip olduklar gozlendi. En ¢ok hiicre kaybmin 10*M’lik dozda oldugu
gozlendi. 10*M Felavin konsantrasyonunda hiicrelerin morfolojilerinin bozuldugu,
deforme olarak daha yuvarlak sekilli, koyu renkte olduklar1 ve canli hiicre sayisinin
oldukga azaldig1 goriildii. MTT ve hiicre sayimu testlerinde 107M Felavin dozunda
hiicre sayisinda azalma goriilmemesine ragmen mikroskobik goriintiilerde, bu dozda
hiicrelerin bir kisminin tutunma kabiliyetlerini yitirmelerine bagli olarak hiicreler
arasi bosluklarin arttig1, hiicre yogunlugunun azaldigi gorildi. (Sekil 4.3, Sekil 4.4,
Sekil 4.5).
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A) Kontrol (24.sa.) B) DMSO (24.sa.)

C) 10*M Felavin (24.sa.) D) 10"M Felavin (24.5a.)

Sekil 4.3: Farkli konsantrasyonlarda Felavin uygulanan MCF-7 hiicrelerinin 24.
saatte faz kontrast mikroskobunda alinan goriintiileri (20x). Kontrol grubu (A),
DMSO grubu (%1) (B) ve 10™“*M felavin (C) 10"M felavin (D)
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A) Kontrol (48.sa.) B) DMSO (48.sa.)

C) 10*M Felavin (48.sa.) D) 10"M Felavin (48.sa.)

Sekil 4.4: Farkli konsantrasyonlarda Felavin uygulanan MCF-7 hiicrelerinin 48.
saatte faz kontrast mikroskobunda alinan goriintiileri (20x). Kontrol grubu (A),
DMSO grubu (%1) (B) ve 10™M felavin (C) 10”'M felavin (D)
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B) DMSO (72.5a.)

C) 10*M Felavin (72. sa.) D) 10'M Felavin (72.sa.)

Sekil 4.5: Farkli konsantrasyonlarda Felavin uygulanan MCF-7 hiicrelerinin 72.
saatte faz kontrast mikroskobunda alinan goriintileri (20x). Kontrol grubu (A),
DMSO grubu (%1) (B) ve 10“*M felavin (C) 10"M felavin (D)
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4.2. Kaspaz- 3 Aktivasyonu Sonuclari

Hiicrelerde apopitozisi belirlemek i¢in ELISA y&ntemiyle hiicrelerin kaspaz-
3 seviyeleri 6l¢iildii. Felavin® in secilen IC50 dozu olan 10™M ve diisiik dozlarindan
olan 10'M dozlarinin 24, 48 ve 72. saatlerdeki kaspaz-3 diizeylerine bakildu.
Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Kaspaz-3 ELISA sonuclarinda, 24 ve 48. saatlerde 10*M Felavin dozu
verilen gruplarin DMSO’lu gruba gore kaspaz-3 seviyelerinin yaklasik 2 kati arttigi
gozlendi. 72. saatte ise bu oran yaklasik 4 kat olarak tespit edildi. 107"M Felavin
dozu’na maruz birakilmis gruplarin 24 ve 48. saatlerinde yaklasik 2 kati bir artig
goriiliip anlamlilik diizeyi istatistiksel olarak p< 0,05 ¢ikti. Ayni1 dozun 72 saatlik
uygulamasinda kaspaz- 3 diizeyinde ciddi bir artis olup bu artis yaklagik 5 kat olarak
tespit edildi. Bu sonucun ise anlamlililk diizeyi istatistiksel olarak

degerlendirildiginde p< 0,001 olarak ¢ikt1. (Sekil 4.6 )

Kaspaz 3 Diizeyleri

8 *
T
/ I
6 = #
¥ —e— 24 saat
5 #
4 —=— 48 saat
kk
3 72 saat
: .
1 1 T T 1

Kont DMSO 10.-4 10.-7

Sekil 4.6: Farkli Felavin konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki kaspaz-3

seviyelerine etkisi (* igin felavin konsantrasyonlarinin DMSO’ya gore kiyaslanmasi p < 0,001; **

icin felavin konsantrasyonlarinin DMSQO’ya gore kiyaslanmast p < 0,05, # icin aym
konsantrasyonlardaki (10 ve 107M) felavinin 24, 48 ve 72 saatlik gruplarinmn birbirine gore

kiyaslanmasi p < 0,001), (n=3).
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4.3. Akridin Oranj ve Etidiyum Bromit ile Boyama Sonuclar:

MTT ve hiicre saymui ile belirlenmis IC50 dozu olan Felavin’in 10™M
konsantrasyonu ve 72. saatte kaspaz seviyesinde ciddi bir artisa neden olan 10'M
konsantrasyonu hiicrelere verilerek 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi. Felavin
uygulamas: biten hiicrelere akridin oranj ve etidiyum bromit ile hazirlanan boya
karisimi eklendikten sonra floresan mikroskobunda apopitotik hiicreler tespit edildi.

Her ti¢ zaman diliminde de kontrol ve DMSO uygulanan grupta apopitotik
hiicre gozlenmedi. ilk 24 ve 48. saatlerde 10"M’lik Felavin konsantrasyonlari
verilmis hiicrelerde neredeyse hig¢ apopitotik hiicre gézlenmezken 48. saat sonunda
10*M’da apopitotik hiicre sayisinda artis gdzlendi. 72 saatlik uygulamada ise 107'M
Felavin konsantrasyonu uygulanan grupta akridin oranj ile turuncu renk boyanan
apopitotik hiicre sayisinda DMSO verilmis gruba gére ciddi bir artis tespit edildi. 72.
saatte 10*M’da ise hiicre sayisinin diger gruplara gore anlamli bir sekilde azaldigi
tespit edildi. Toplam hiicre sayisina gore akridin oranj ile turuncu boyanan apopitotik
hiicrelerin ciddi artis gosterdigi fakat etidiyum bromit ile kirmizi renkli boyanan
hiicrelerin sayismim 107M Felavin konsantrasyonu ile muamele edilmis gruba gore

kiyaslandiginda fazla oldugu gozlendi.
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A) MCF-7 kontrol (24. saat) B) MCF-7 DMSO (24. saat)

C) MCF-7 10™*M felavin (24. saat) D) MCF-7 10”M felavin (24. saat)

Sekil 4.7: Felavin uygulanan hiicrelerin 24. saatte akridin orange ve etidiyum bromit
ile boyanmasi sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri (20x). (A)
Kontrol, B) DMSO grubu (%1), C) 10*M Felavin D) 10"M Felavin) Canli hiicreler
etidiyum bromit ile yesil renkli, 6lii hiicreler ise akridin oranj ile turuncu renkli
goriilmektedir. ileri apopitotik evrede ise &lii hiicreler etidiyum bromit ile kirmizi

renkli goriilmektedir.
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A) MCF-7 48. saat kontrol B) MCF-7 48. saat DMSO

C) MCF-7 48. saat 10*M felavin D) MCF-7 48. saat 10”'M felavin

Sekil 4.8: Felavin uygulanan hiicrelerin 48. saatte akridin oranj ve etidiyum bromit
ile boyanmas1 sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri (20x). (A)
Kontrol, B) DMSO grubu (%1), C) 10*M Felavin D) 10'M Felavin). Canl1 hiicreler
etidiyum bromit ile yesil renkli, 6lii hiicreler ise akridin oranj ile turuncu renkli
goriilmektedir. ileri apopitotik evrede ise 6lii hiicreler etidiyum bromit ile kirmizi

renkli gortilmektedir.
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A) MCF-7 kontrol (72.saat) B) MCF-7 DMSO (72. saat)

C) MCF-7 10™*M felavin (72.saat) D) MCF-7 10"M felavin (72. saat)

Sekil 4.9: Felavin uygulanan hiicrelerin 72. saatte akridin oranj ve etidiyum bromitle
boyanmasi sonucunda floresan mikroskobunda elde edilen goriintiileri (20x). (A)
Kontrol, B) DMSO grubu (%1), C) 10*M Felavin D) 10’M Felavin). Canl1 hiicreler
etidiyum bromit ile yesil renkli, 6lii hiicreler ise akridin oranj ile turuncu renkli

goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Phellodendron, berberin, aphorpine alkaloid, flavonoid ve ¢esitli kumarinler,
lignan ve limonoidlerce zengin bir kaynaktir (105, 106). Rutaceae familyasina ait
Phellodendron bitki tiirlerinden elde edilen bilesiklerin son yillardaki ¢alismalarda
bagisiklik diizenleyici, antitimor, antibakteriyel ve glomeriiler bazal gangliyon
hastaligina kars1 etkileri bulunmustur (107-110).

Literatiirde PL bitkisi ile 1ilgili caligmalar olduk¢a azdir. Ekstresinin
farmakolojik in vivo testleri Thbilisi State Medical Universitesi Farmakoloji
departmaninda yapilmis ve hipoglisemik aktivitesi belirlenmistir (116-119). Son
yillarda, Phellodendron tiiriine ait bitkilerden Phellodendron amurense (PA) ile ilgili
oldukga fazla calisma yapilmistir. Kumar ve arkadaslar1 yaptiklar calismada, PA
bitkisinin aga¢ kabugundan elde edilen ekstresinin prostat kanseri hiicre serisindeki
etkilerini arastirmislardir. Hem androjene bagimli hem de androjenden bagimsiz
insan prostat kanseri hiicre serisinde PA ekstresinin NFkB inhibisyonu yaparak ve
apopitozu uyararak proliferasyonu inhibe ettigi tespit edilmistir. (125, 126). Wei
Wang ve arkadaslari, PA bitkisinin antioksidan, antimikrobial ve antiherpes
aktivitesini in vitro ortamda degerlendirmislerdir. Calismalarinda PA ekstresindeki
flavonoid miktarim1 6lgmiisler ve serbest oksijen radikallerini siipiiriicii antioksidan
etkisini tespit etmislerdir. Ayrica Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler izerinde
antimikrobiyal ve herpes virus tip 1 iizerinde de antiviral etkisini bulmuslardir (127).
Yapilan ¢alismalar bize Phellodendron chinense schneid ve Phellodendron amurense
bitkilerinden izole edilen berberin saf maddesinin apopitozu uyarici, hiicre siklusunu
durdurucu ve metastazi Onleyici antineoplastik 6zelliklerini diislindiirmiistiir.
Berberinin insan meme kanseri, ndroblastoma, akciger kanseri kolon kanseri gibi
bircok hiicre serilerinde etkilerine bakilmis ve apopitoza neden olarak ciddi bir
antiproliferatif etki olusturdugu saptanmistir. (128-131).

Calismamizda Phellodendron tiirlerinin kanser hiicreleri tizerinde yapilmis
calismalarindan yola ¢ikarak PL’den izole edilmis Felavin maddesinin MCF-7 hiicre
serisindeki sitostatik ve apopitotik etkileri arastirilmistir. Yapilan hiicre sayimlarinin
ve MTT testlerinin sonuglari birbirleriyle uyumlu bulunmus olup IC50 dozu olarak

10“*M Felavin konsantrasyonu belirlenmistir. 10"M Felavin dozunda uzun siireli
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uygulama sonunda hiicre yasayabilirligi oranlarinda ¢ok az bir diislis gézlenmesi bize
bu dozun kronik kullanimda hiicreler iizerinde toksik etkilerinin olabilecegini
diisiindiirdiigiinden bu doz sub-toksik doz olarak kullanilmistir. Hiicrelerin
morfolojileri bu iki doz kullanilarak degerlendirilmistir. Faz kontrast mikroskobunda
yapilan degerlendirmede kontrol gruplart ve %1 DMSO gruplarinin hiicre
morfolojilerinde farkliliklar goriilmemis olup, ayrica yapilan kaspaz- 3 aktivasyon
testi ve floresan boyamalarda da herhangi bir apopitotik ya da nekrotik durum tespit
edilmemistir. 10°M ve 10*M Felavin konsantrasyonlarinin oldugu gruplardaki
morfolojik degerlendirmelerde yiiksek dozda hiicre yapisinin parcalanarak
bozuldugu, diisik konsantrasyonda ise hiicrelerin diger hiicrelerle baglantilarini
kaybettigi fakat hala membran biitiinliigiinii koruduklar1 gézlenmistir. Yapilan hiicre
canliligr testlerinden elde edilen sonuclar, Felavin’in hiicre sayisinda asir1 bir
azalmaya sebep olmasi nedeniyle sitostatik degil de sitotoksik bir etkisinin
oldugunun gostergesidir. Fakat bazi sitotoksik ajanlar diisiik dozlarda verildiklerinde
sitostatik ve bazi sitostatik ajanlar yiiksek dozlarda verildiklerinde sitotoksik
olabilmektedir (85). Bu sebeple, Felavin maddesinin 10®M’dan daha diisiik
konsantrasyonlarda 72 saatten daha uzun kronik uygulamalarinda sitostatik etkisinin
olabilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmaktadir.

Felavin’in sitotoksik etkisinin apopitozla m1 yoksa nekrozla mi oldugunu
anlamak amaciyla kaspazlarin apopitotik hiicre oliimiinde 6nemli bir yere sahip
oldugu bilindiginden kaspaz-3 aktivasyonu testi yapilmistir. Kaspaz-3, spesifik
proteinleri katalize ederek hiicre 6liimiine neden olan proteazlarin aktiflenmesinde
onemli rol oynar. Hem ekstrinsik, hem intrinsik yolakta apopitoz indiiksiyonu igin
kritik 6nem tasir (132,133). Sean Tracy ve arkadaslarinin akciger kanseri hiicre
kiiltiirtinde yaptig1 bir calismada, epidermal biiylime faktorii reseptor inhibitorii olan
Gefitinib’in hiicrelerde 6liime neden oldugu ve Western blot yontemi ile kaspaz
seviyeleri olgiilerek buradaki hiicre Slimiiniin apopitoz ile oldugu bulunmustur
(134). Ayrica Hyo Won Jang ve arkadaslarmin yaptigi bir c¢alismada da
Phellodendron tiirlerinden olan Phellodendri cortex (PC) ekstresinin si¢an
feokromositoma PCI2 hiicre serisi ilizerinde doz-zaman bagimli apopitotik etkisine
bakilmistir. PC ekstresinin bax/bcl-2 oranini artirdigi ve bdylece sitokrom c’nin

sitoplazmaya gegcisine neden olup, kaspaz-3 aktivasyonunu arttirarak apopitozu
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indiikledigi gosterilmistir (135). Meme kanseri hiicre serisi iizerinde yapilan baska
bir ¢alismada da kaspaz-3’iin, apopitozdaki roliiniin yaninda hiicre 6limii sirasinda
hiicredeki morfolojik degisimlerden de sorumlu oldugu gosterilmistir (136).

Calismamizda, kaspaz-3 aktivasyonu testi sonuglarina bakildiginda, en yiiksek
kaspaz-3 degerinin 3. giinde diisiik doz olan 10"M Felavin verilen gruba ait oldugu
goriilmiistiir. Ayrica ilk 24 ve 48. saatlerde bu dozda kaspaz-3 aktivasyonunun
kontrole gore yaklasik iki kat artarken bu oranin 72. saatte ciddi bir artisla 5 kata
kadar ¢ikmasi bize Felavin’in hiicreler lizerindeki apopitotik etkisinin uzun siireli
uygulamada maksimuma ¢iktigin1 gostermistir. Benzer sekilde Aso ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢alismada, insan histiositik lenfoma U937 hiicre serisi lizerinde Brezilya
Propolisi’nin etanollii ekstraktindan izole edilen CB Propolisin inhibitor etkilerini
arastirmiglardir. Bu propolisin doz-zaman bagimli olarak hiicrelerin biiylimesini ve
makromolekiiler sentezini inhibe ettigini ve ayrica apopitozun en yogun olarak 72.
saatte indiiklendigini bulmuslardir (137). Biray C. ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada ise Propolis ve etken maddelerinin insan T hiicreli akut lenfoblastik 16semi
hiicre serisinde propolisin artan dozlarinin apopitotik etkilerine 24, 48, 72 ve 96.
saatlerde bakilmig ve apopitozun maksimuma ulastigi siire 48. saat olarak
belirlenmistir (138). Yapmis oldugumuz arastirmada da benzer sekilde 48. saatten
sonra apopitozda ani bir artis oldugu gosterilmistir.

Calismamizda kaspaz-3 aktivasyonu testini dogrulamak i¢in floresan boyama
testi de kullanilmistir. Yiiksek dozda 24 saat sonundaki kaspaz- 3 seviyelerinde artis
gbzlenmis olmasina ragmen ayni gruptaki akridin oranj ve etidiyum bromit ile
boyanan hiicrelerin floresan mikroskobu altinda elde edilen goriintiileri
incelendiginde etidiyum bromit ile boyanan hiicrelerin fazlaligi bize, hiicre membran
biitiinltiglinlin bozuldugunu ve hiicrelerin 6liim sebebinin nekrotik siirece daha yakin
oldugunu gostermistir. Morfolojik acidan degerlendirildiginde en fazla apopitotik
hiicrenin, 10"M Felavin dozunun 72 saatlik uygulamasi sonucunda oldugu
gozlenmistir.

Felavin’in etkisiyle meydana gelen apopitoziste, Felavin’in bu etkiyi meme
kanseri hiicreleri iizerinde, diisiik dozlarda uzun siirede kaspaz aktivitesinin artis1 ile

gerceklestigi gosterilmistir.
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Insan kanserlerinin gelismesine sebep olan molekiiler mekanizmalar konusunda
bugiin ulastigimiz bilgi diizeyine ragmen kanser, pek ¢ok insanin hayatini elinden
alan korkutucu bir hastalik olmaya devam etmektedir. Bu yilizden giliniimiizde
kansere kars1t etkili ila¢ gelisiminde farkli maddelerin etkinligi konusundaki
aragtirmalara ilgi artmaktadir.

lleride yapilacak molekiiler ve enzimatik calismalar ile Felavin’in sadece diger
kanser hiicre tipleri lizerindeki oldiirticii etkileri degil, ayn1 zamanda normal hiicre

tipleri lizerindeki degisik etkilerinin de aydinlatilmas1 miimkiin olacaktir.

47



6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; Felavin’ in MCF-7 hiicre serisi tizerinde kanser onleyici etkisi
oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre sayisinda ciddi azalmaya neden olmasi sitostatik
degil sitotoksik bir madde oldugunun gostergesidir fakat daha diisiik dozlarinda
kronik uygulama ile etkisine bakilarak sitostatik bir etkisinin olup olmadigi da
arastirtlmalidir. Calismamiz, Felavin’in diisik dozlarinda uzun siireli uygulama
sonrasinda, hiicre i¢cindeki apopitotik markerlar arttirarak apopitozu indiiklemesiyle
bize kanser tedavisinde kullanilabilecek yeni bir ilacin {iretiminde 6n madde
olabilecegini gostermistir.

Ileride yapilacak c¢alismalarda, Felavin’in tiimdr invazyonu ve anjiogenezi
tizerine etkilerinin in vivo ve in vitro timor modelleri kullanilarak, molekiiler ve
genetik caligmalarin 15181 altinda, kanser tedavilerine katki saglayabilecegi

distiniilmistiir.
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