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OZET

Ceyhan, R.N., Nar (Punica Granatum) Ekstresinin MDA-MB-231 Hiicre Hatti
Uzerine Etkisi, Nuh Naci Yazgan Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Beslenme
ve Diyetetik Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi, Kayseri, 2022. Kanser, tiim diinyada
morbidite ve mortaliteyi etkileyen multifaktoriyel bir hastaliktir. Meme kanseri, kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tiirii iken, diinya genelinde akciger kanserinden sonra en
stk goriilen ikinci kanser tiiridiir. Besinlerde bulunan biyoaktif ajanlarin kanserden
koruyucu etkileri epidemiyolojik ¢alismalarla desteklenmistir. Bunun meme kanseri igin
de gecerli oldugu kanitlanirsa toksik olmayan dogal koruyucu bilesenlerin meme
kanserini onleme ve tedavisinde kullanilmasi saglanacaktir. Nar (Punica Granatum),
fitokimyasal maddeler i¢eren ve insan sagliginin gelistirilmesi, ¢esitli kronik hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde kullanilan degerli bir meyvedir. Bu ¢alismada Nar (Punica
Granatum) kabugundan elde edilen ekstrenin, MDA-MB-231 hiicreleri iizerine etkisi
arastirildi. Calismada MDA-MB-231 hiicreleri kontrol, 25 pg/ml, 50 pg/ml Nar (Punica
Granatum) kabugu gruplarina ayrildi. MDA-MB-231 hiicreleri 37°C’de %5 CO2’li
ortamda 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlara birakildi. Inkiibasyon siireleri sonunda Muse
Cell Analyzer cihazinda MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre canlilig1 / apopitoz ve hiicre
dongiisii durumlari incelendi. Sonuglar degerlendirildiginde kontrol grubuna goére nar
kabugu ekstresi uygulanan gruplarda hiicre canliliginin azaldig: goriildii. Apopitozun en
ylksek degerde gozlendigi grup 50 pg/ml nar kabugu ekstresi grubuydu (p<0,05). Hiicre
dogiisii testinde ise, GO/G1 evresinde bulunan hiicre sayis1 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda kontrol ve 50 pg/ml nar kabugu ekstresi gruplarina goére 25 pg/ml nar kabugu
ekstresi grubunda anlamli olarak yiiksek degerdeydi (p<0,05). Literatiirdeki diger caligma
sonuglarinda ve bu g¢alismanin sonucunda, nar kabugu tiiketiminin yayginlasmasinin
kanserlerin olusumunun Onlenmesinde ve ilerlemesinin yavaglatilmasinda etkili

olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: MDA-MB-231, Nar, Punica Granatum
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ABSTRACT

Ceyhan, R.N., Effect Of Pomegranate (Punica Granatum) Extract On MDA- MB-
231 Cell Line, Nuh Naci Yazgan University Institute of Health Sciences Department
of Nutrition and Dietetics Master of Science Thesis, Kayseri, 2022. Cancer is a
multifactorial disease that affects morbidity and mortality worldwide. While breast cancer
is the most common type of cancer among women, it is the second most common type of
cancer worldwide after lung cancer. The cancer-protective effects of bioactive agents in
foods have been supported by epidemiological studies. If this is proven to be valid for
breast cancer as well, it will be ensured that non-toxic natural preservatives are used in
the prevention and treatment of breast cancer. Pomegranate (Punica Granatum) is a
valuable fruit that contains phytochemicals and is used in promoting human health,
preventing and treating various chronic diseases. In this study, the effect of the extract
obtained from the pomegranate (Punica Granatum) bark on MDA-MB-231 cells was
investigated. In the study, MDA-MB-231 cells were divided into control, 25 pg/ml, 50
ug/ml Pomegranate (Punica Granatum) peel groups. MDA-MB-231 cells were incubated
for 24 and 48 hours at 37°C with 5% CO2. At the end of the incubation periods, cell
viability / apoptosis and cell cycle status of MDA-MB-231 cells were examined in the
Muse Cell Analyzer device. When the results were evaluated, it was observed that cell
viability decreased in the groups treated with pomegranate peel extract compared to the
control group. The group in which apoptosis was observed with the highest value was 50
ug/ml pomegranate peel extract group (p<0.05). In the cell cycle test, the number of cells
in the GO/G1 stage was significantly higher in the 25 pg/ml pomegranate peel extract
group compared to the control and 50 pg/ml pomegranate peel extract groups at the end
of the 24-hour incubation period (p<0.05). The results of other studies in the literature
and the result of this study reveal that the widespread consumption of pomegranate peel
may be effective in preventing the formation of cancers and slowing their progression.

Keywords: MDA-MB-231, Pomegranate, Punica Granatum



1. GIRIS VE AMAC

Kanser, diinyada ve iilkemizde 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan
kronik bir hastaliktir (Wu ve ark., 2017). Biiyiik bir halk saglig1 problemi olan kanser
(Siegel, Miller ve Jemal, 2018), hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliiniip ¢ogalmasi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. 100°den fazla kanser tiirii bulunmaktadir (Baykara, 2016).
Diinya genelinde en ¢ok tani alan kanser tiirii akciger kanseri iken ikinci sirada en ¢ok

goriilen kanser tiirii meme kanseridir (GLOBOCAN, 2020).

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajanst (IARC)’nin yayinladigit GLOBOCAN
(Kiiresel Kanser Insidansi, Mortalite ve Prevalans) 2020 verilerine gére meme kanseri,
diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Kanser tanis1 konulan her 4
kadindan 1’1 meme kanseridir (GLOBOCAN, 2020). Meme kanseri genetik, ¢evresel,
hormonal, beslenme gibi faktorlerin hastaligin baglama, gelisme ve yayilmasinda kritik

rol oynadigi multifaktoriyel bir hastaliktir (Gallagher ve LeRoith, 2015).

Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi kanser tedavi yontemleri olarak bilinmektedir
(Arslan, Tath ve Uyetiirk, 2013). Bu tedavilerin yaninda son zamanlarda tamamlayic1 ve
alternatif tedavi yontemleri de kullanilmaktadir (Yavuz, Ilce, Kaymakei, Bildik ve
Diramali, 2007).

Insan sagligi iizerinde olumlu etkiler saglayan, olusabilecek hastaliklardan
korunmada veya var olan kronik hastaliklarin ilerleyisini yavaglatmada rol oynayan
besinlere fonksiyonel besin adi verilmektedir (Viuda-Martos ve ark., 2010). Nar meyvesi,
icerdigi fenolik bilesikler ile antimikrobiyal, antitiimor, antienflamatuar ve antioksidan
aktiviteler gosterdigi icin fonksiyonel gida olarak kabul edilmektedir (Viuda-Martos,
Fernandez-Lopez ve Pérez-Alvarez, 2010). Nar, taze meyve olarak tiiketilmekle birlikte
eksisi, konsantresi, pekmezi, meyve suyu, surup, regel, sarap ve likor gibi tiriinlere de
dontigebilmektedir (Mansour ve ark., 2018). Bu iiriinlerin disinda narin kabugu iizerinde
yapilan aragtirmalar da artmaktadir. Yapilan c¢alismalarda nar kabugunun antioksidan

kapasitesinin ¢ekirdeklerine gore iki kat, meyvenin yenilebilir etli kismina gore yaklasik



10 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Singh, Chidambara Murthy ve Jayaprakasha,
2002; Ardekani ve ark., 2011).

Yapilmasi planlanan bu tez ¢aligmasinin amaci, meme kanseri hiicre hatlarindan
biri olan MDA-MB-231 hiicre hatti {izerinde Nar (Punica Granatum) kabugu ekstresinin

doza (25 ve 50 pg/ml) ve zamana (24 ve 48 saat) bagl in vitro etkisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser
2.1.1. Kanserin Tanimi

Insan viicudunda canlilik 6zelligi tasiyan en kiigiik temel yapi birimine hiicre
denir. Hiicreler belli bir diizen igerisinde bir araya gelerek doku ve organlari olusturur.
Saglikli hiicreler kontrollii bir sekilde ¢ogalir. Yaslanan hiicreler ise kontrollii bir sekilde
yikilip yerini yeni hiicrelere birakir. Hiicrelerin ¢ogalmasi ve yikilmasi islemleri DNA
(Deoksiribo Niikleik Asit) kontroliinde gerceklesmektedir. Fakat bazi ¢evresel ve/veya
genetik nedenlerden kaynakli DNA hasara ugrar. Bunun sonucu hiicrelerin isleyis
mekanizmalar1 bozulur ve hiicreler kontrolsiiz sekilde g¢ogalir (Kumar, Cotran ve
Robbins, 2013). Bir organ veya dokuda ki hiicreler kontrol disi, diizensiz ve asir1 sekilde
boliiniip birikerek tiimor adi verilen bir kitle olusturur (Baykara, 2016). Tiimérler koti
huylu (malign) ve iyi huylu (benign) olmak iizere 2 sekilde siiflandirilir. Iyi huylu
tiimorler olustugu bolgede kalir, cevre dokulara sigramaz ve 6liimciil degildir. K6tii huylu
tiimorler ise olustugu bolgenin disinda ¢evre dokulara sigrar ve genellikle 6liimciildiir.

Kotii huylu tiimorlere kanser denir (Kumar, Cotran ve Robbins, 2013).

Kelime anlam1 olarak kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde boliinmesi, ¢ogalmasi ve birikmesi olarak tanimlanir (Baykara, 2016). Genel
anlamda ise kanser, viicudun farkli boélgelerindeki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi
sonucu olusan 100'den fazla hastalik grubu olarak tanimlanmaktadir (T.C. Saglik

Bakanligi, 2017).

Kanser terimi, tibbin babasi olarak bilinen Hipokrat tarafindan yengece benzettigi
goriiniimii  sebebiyle Latince yenge¢ anlamina gelen ‘canker’ veya ‘carcinos’
kelimelerinden tiiretilmistir. Diger bir yoruma gore bu adlandirma Yunan doktor Galen

tarafindan sisme anlamina gelen ‘oncos’ kelimesinden tiiretilmistir (Baykara, 2016).



2.1.2. Kanser Tirleri

Kanser tiirleri, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve T.C. Saglik Bakanlig: tarafindan
Uluslararast Onkoloji Hastaliklar1 Siniflandirma Sistemi (International Classification of
Diseases for Oncology, ICD-0) kullanilarak siniflandirilmaktadir (Akbulut, 2018).
Kanser tiirleri isimlerini genellikle tiimdriin olustugu organ veya dokudan almaktadir

(Pasalak ve Seven, 2017).

100’den fazla kanser tiirli bulunmakta olup baslica en sik goriilen kanser tiirleri

Tablo 2.1°de gosterilmistir (Tiirkiye Kanserle Savas Vakfi, 2021).
Tablo 2.1. Kanser Tiirleri (Tiirkiye Kanserle Savas Vakfi, 2021)

Meme Kanseri Prostat Kanseri ~ Akciger Kanseri ~ Bdbrek Kanseri

Mide Kanseri Kolon Kanseri Tiroid Kanseri ~ Karaciger Kanseri
Pankreas Kanseri  Dudak Kanseri Goz Kanseri Beyin Tumdrleri
Safra Kesesi Safra Yolu Anal Kanal .
. . . Bas-Boyun Kanseri
Kanseri Kanseri Kanseri
Ince Bagirsak Kan Kanseri Larenk (Girtlak) . . .
Kanseri (Losemi) Kanseri Cilt (Deri) Kanseri
Tiikiirik Bezi Yumurtalik Rahim (Uterus) Rahim Agzi
Kanseri (Over) Kanseri Kanseri (Serviks) Kanseri
Ozefagus (Yemek K(arl<1§| 32%;?1{ Hipofarinks Osteosarkom
Borusu) Kanseri Kanseri (Yutak) Kanseri  (Kemik) Kanseri

T.C. Saghk Bakanligi Halk Saghigi Kurumu’nun 2015’te yayinladigi Tirkiye
Kanser Istatistikleri sonuglarina gore; erkeklerde en ¢ok goriilen kanser akciger kanseri
iken kadinlarda en c¢ok goriilen kanserin meme kanseri oldugu ortaya konulmustur

(Gtiltekin ve Boztas, 2014).

DSO’niin yayinlanan son GLOBOCAN 2020 verilerine gére diinya ¢apinda her
iki cinsiyette ve her yasta en sik goriilen kanserler meme, akciger, kolorektal, prostat,
mide olarak siralanmigstir. Kanser tiirlerine bagli 6liim oranlarina bakildiginda ise en sik
akciger, kolorektal, karaciger, mide ve meme kanseri olarak siralanmaktadir.
GLOBOCAN 2020 verileri incelendiginde diinyada her iki cinsiyette ve her yasta
yaklasik 19,3 milyon yeni kanser vakasina rastlanirken yine her iki cinsiyette ve her yasta
yaklasik 10 milyon kisinin kansere bagli hayatin1 kaybettigi bildirilmistir (Sekil 2.1 ve
Sekil 2.2) (GLOBOCAN, 2020).



Lung
1796 144 (18%)

Other cancers
3932 768 (39.5%)
Colorectum
935 173 (9.4%)
Liver
830 180 (8.3%%)
Pancreas Stomach
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)

Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 584 996 (5.9%)

Total : 9 958 133

Sekil 2.1. 2020 Y1l Kanser Vaka Say1 ve Oranlart (GLOBOCAN, 2020)

Breast
261 418 (11.7%)

Lung
2206 771 (11.4%%)

Other cancers
8 B70 843 (46%)

Colorectum
1931 580 (10%)

Prostate
1414 258 (7.3%)
Stomach

1 089 103 (5.6%)
Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 BT7 (4.7%)

Total : 19 292 789

Sekil 2.2. 2020 Y1l Kanser Mortalite Say1 ve Oranlari (GLOBOCAN, 2020)



2.2. Meme Kanseri
2.2.1. Meme Kanseri Tanimi

Meme dokusu, kadinlarda siit Giretiminden sorumlu tiibiiloalveolar bir bezdir.
Meme dokusu, lobiillerden, kanallardan, sinirlerden, yagli dokudan ve lenfatik dokudan

olusur (Winters, Martin, Murphy ve Shokar, 2017).

Meme kanseri, memenin herhangi bir bileseninde bulunan hiicrelerin kontrol dis1
asir1 gogalmasi sonucu ortaya ¢ikan kanser tiirtidiir (Winters, Martin, Murphy ve Shokar,
2017). Meme dokusundaki hiicrelerin isleyisinden sorumlu genlerdeki mutasyonlar ile

hiicrelerde meydana gelen anormal degisimler sonucu ortaya ¢ikar (Street, 2019).

Her kanser tiiriinde oldugu gibi meme kanserinde de tedaviyi kolaylastirmak ve
yasam siiresini uzatmak i¢in erken tan1 biiyiik 6nem tasimaktadir (Cardoso ve ark., 2019).
Erken tan1 uygulamalarinin mortalitedeki azalmada etkili oldugu bilinmektedir (Kozan
ve Tokgdz, 2016). Meme kanserinin en erken donemde belirlenmesi i¢in yapilan ve
diinyaca kabul gérmiis tarama yontemleri vardir. Bu tarama yontemleri igerisinde; kendi
kendisine meme muayenesi, klinikte uygulanan muayene ve mamografi ¢ektirme yer
almaktadir (Sohbet ve Karasu, 2017). Tarama yontemleri birbirini tamamlamaktadir,
birbirlerinden ayirmaksizin her birinin diizenli yapilmasi 6nerilmektedir (Cardoso ve ark.,

2019).

2.2.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri hem iilkemizde hem de diinyada sik rastlanilan kanser tiirlerinden
biridir. Meme kanseri, diinya ¢apinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada en sik
goriilen kanser tiridir (Agikgdz ve Yildiz, 2017). Meme kanseri diinya genelinde
kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda birinci sirada yer alir (World Cancer Research
Fund, 2018). Daha az yaygin olmakla birlikte erkeklerde de goriilebilmektedir (Winters
ve ark., 2017). Tiim meme kanserlerinin sadece %1’i erkeklerde goriilmektedir (Kim ve
Sung, 2012).

Ulkemizdeki oranlar igin GLOBOCAN 2020 verilerine bakildiginda; kadilarda
en c¢ok yeni tani alan ve en ¢ok 6liime neden olan kanser tiirii meme kanseridir. Her iki
cinsiyette goriilen yeni kanser vakalarinin %10,3’iinii ve iki cinsiyette goriilen kansere

bagl oOliimlerin %5,7’sini meme kanserinin olusturdugu bildirilmistir. Kadinlarda



goriilen kanserlerin %24’iinii, kansere bagli dliimlerin ise %15’ini meme kanserinin

olusturdugu bildirilmistir (GLOBOCAN, 2020).

2.2.3. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanserinin bu kadar yaygin olmasi, etiyolojiye yonelik c¢alismalar1 da
beraberinde getirmistir (Turhan, Yilmaz ve Yesilyurt, 2021). Meme kanserinin etiyolijisi
tam olarak bilinmemektedir. Etiyolojisi ¢ok faktorliidiir yani tek bir etkenden s6z etmek
miimkiin degildir (Almendro ve Fuster, 2011). Cevresel, hormonal, genetik, biyolojik ve

psikolojik faktorlerin 6nemli oldugu bilinmektedir (American Cancer Society, 2018a).

2.2.4. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Ailesel Meme Kanseri Oykiisii

Ailede meme kanseri Oykiisiinliin olmasi, meme kanseri i¢in gii¢lii bir risk
faktoriidiir (Barnard, Boeke ve Tamimi, 2015). Ailesinde meme kanseri Oykiisii olan
kisilerin meme kanserine yakalanma riski %15-30 oraninda daha fazladir. Bireyin birinci
dereceden akrabalarinda (annesi, kiz kardesi veya kiz ¢cocugu) menopoz dncesi donemde
kanser oykiisiiniin olmasi, kisinin hayat1 boyunca meme kanseri olma riskini neredeyse 2
katina ¢ikardig1 bildirilmistir. Iki veya daha fazla birinci derece akrabasinda meme
kanseri olan kisilerde ise riskin 3 katina ¢iktig1 bilidirilmistir (Brewer, Jones,

Schoemaker, Ashworth ve Swerdlow, 2017).
BRCA (Breast Cancer) 1 ve 2 Genleri Mutasyonu
BRCA (Breast Cancer) 1 ve 2 genleri hiicrelerin anormal sekilde biiyiimelerini

engelleyerek tiimor olusumunu 6nleyen genlerdir (Olgun, 2018).

Meme kanseri tanis1 alan bireylerin %5-10"un da genetik faktorlerin etkili oldugu
belirtilmektedir. Kalitsal meme kanseri tanisi alan kisilerin ise %50-60’1min da BRCA-1

ve BRCA-2 genlerindeki mutasyondan kaynakli oldugu belirtilmistir (Olgun, 2021).
Kisisel Meme Kanseri Oykiisii

Meme kanseri ge¢cmisi olan bir kadinin diger memesinde veya ayni memenin
farkli bolgesinde tekrar kanser gelisme riskinin oldugu bildirilmistir (American Cancer
Society, 2018b).



Yas

Artan yagla beraber meme kanseri goriilme riski de artmaktadir (Sun ve ark.,
2017). Ozellikle 50 yas ve iistii kadinlarda meme kanseri vakalar1 daha sik goriilmektedir
(Kaminska, Ciszewski, Lopacka-Szatan, Miotta ve Starostawska, 2015). 20 yas alti
kadinlarda meme kanseri vakalar1 daha az siklikta goriilmektedir (Sun ve ark., 2017).
Sekil 2.3’te kadinlarda meme kanserinin yasa baglh goriilme sikligi verilmistir

(Turkyilmaz ve ark., 2019).
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Sekil 2.3. Kadinlarda Meme Kanserinin Yasa Ozel Hizlar1 (Tiirkyilmaz ve ark.,
2019)

Cinsiyet
Kadin olmak meme kanserinin ortaya c¢ikmasinda en 6nemli risk faktordiir.

Erkekler de meme kanserine yakalanabilir fakat kadinlarda bu risk erkeklerden 100 kat
daha fazladir (Siegel ve ark., 2018).

Irk

Meme kanseri gelisme riski irk agisindan degerlendirildiginde; beyaz irkta diger
irklara gore risk daha fazladir. Yani meme kanseri beyaz irkta daha ¢ok goriilmektedir.
Fakat meme kanserinin seyri siyah irkta daha agresiftir (American Cancer Society,
2018Db).

Erken Menars Ge¢ Menapoz

Ik adetini 12 yasindan &nce goren kadinlarin ve menapoza 55 yasindan sonra

giren kadinlarin meme kanserine yakalanma riskinin arttig1 goriilmiistiir. Riskteki artigin



nedeni; Ostrojen ve progeteron hormonlarina fazla maruz kalinmasidir (Khalis ve ark.,

2018).
Sigara Kullanimi

Yapilan calismalarda hem sigara igenlerin hem de pasif igicilerin meme kanseri
riskinin orta diizeyde arttig1 bulunmustur. Risk; sigaraya baslama yasi, kullanim siiresi ve

giinliik igilen miktara gore degismektedir (Baglia ve ark., 2018).
Alkol Kullanim

Alkol tiiketimi, meme kanseri gelisme riskinin artmasiyla dogrudan iligkilidir.
Tiiketilen alkol miktar1 ile dogru orantili olarak kanser gelisme riski de artmaktadir

(American Cancer Society, 2018c).
Sosyoekonomik Diizey

Yapilan ¢alismalarda sosyoekonomik diizey arttikga meme kanserine gelisme
riskinin arttig1 saptanmustir. Fakat bu durum bagimsiz bir risk faktorii olmaktan ziyade;
reprodiiktif aliskanliklardaki degisiklik nedeniyle meme kanserine yakalanma riskini
arttirdig1 diistiniilmektedir (Kogak ve ark., 2011).

Obezite

Obezite ve meme kanseri arasindaki iliski sitokinleri i¢eren adipoz doku
diizeyindeki artiga baghdir. Adipoz dokuda iiretilen sitokinler (adipokinler) insiilin
direncine sebep olmaktadir. Bu durum da hiperinsiilinemiye, endojen cinsiyet
hormonlarinin diizeyinde artisa, kronik inflamasyona, insiilin benzeri biiytime faktorii-1
(insiilin like growth factor-1: IGF-1) diizeylerinin artisina sebep olarak kanser

gelisiminde rol aldiklar1 bildirilmistir (Y1ldirim, 2018).
Radyasyon

Radyasyon, DNA yapisin1 bozarak kanser olusum riskini artiran faktorlerden
biridir. Radrasyona maruz kalinan yas ne kadar kii¢iik ise meme kanserine yakalanma
olasiligiin o kadar fazla olabilecegi belirtilmistir (Land ve ark., 2003). Radyografi,

mamografi gibi radyosyon kaynaklarina maruziyetin meme kanserine yakalanma
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olasiligimin arttirdigi ve bu uygulamalara karar verilirken dikkat edilmesi gerektigi

belirtilmistir (Golubicic, Borojevic ve Pavlovic, 2008).

2.3. Kanser ve Beslenme

Beslenme, klinikte genellikle iizerinde durulmayan fakat viicudun tiim
fonksiyonlarini etkileyebilen, yasamda ve tipta 6nemli bir role sahip olan 6nemli bir
faktordiir (Bayir, Yildiz, Erkuran ve Kogoglu, 2015). Beslenme, kanser gibi kronik
hastaliklarin etiyolojisinde yer almaktadir. Dogru beslenme ile kanserden korunmak
ve/veya kanser olusumunu geciktirmek miimkiin olabilir (Celik ve Manisali, 2020).

Kanser tanis1 aldiktan sonraki agsamada ise tibbi beslenme tedavisi ile;

e Enfeksiyon riskini azaltmak

e Sag kalim ve yasam kalitesini arttirmak
e Tedaviye bagl yan etkileri azaltmak

e Komplikasyonlar1 6nlemek

e Malniitrisyonu 6nlemek

e Sivi ve elektrolit dengesini saglamak amaglanmaktadir (Caglar ve ark., 2013).

Beslenme ve kanser iliskisini; kanser olusmadan 6nce koruyuculuk igeren diyet
faktorleri ve kanser olusumuna neden olan veya ilerleten diyet faktorleri olarak 2 kisimda
inceleyebiliririz (Cevik ve Piringci, 2017). Kansere karsi koruyucu olan ve kanser
olusumuna katkida bulunan diyet faktorleri Tablo 2.2°de gdsterilmistir (Yildiz, 2008;
Alphan ve ark., 2013).

Tablo 2.2. Kanser Riskini Artiric1 ve Kansere Karsi Koruyucu Diyet Faktorleri
(Yildiz, 2008; Alphan ve ark., 2013)

Kanser Riskini Artirici Kansere Kars1 Koruyucu
Diyet Faktorleri Diyet Faktorleri
Tuzlanmus, tiitsiilenmis besinler Kepekli tahillar

Asirt alkol tiiketimi C vitamini

Nitrit ve nitrat eklenmis besinler E vitamini

Tereyagi, icyagi Omega-3 yag asitleri

Yagli ve yasglhi koyun, sigir, kegi ve
) Meyveler ve sebzeler
tavuk etleri
Domuz eti, domuz pastirmast Kiikiirtlii besinler (sogan, sarimsak, pirasa)

Yagda kizartilmis besinler Selenyum kalsiyum gibi mineraller
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2.3.1. Besin Ogeleri ve Kanser

Protein ve Kanser

Diyette fazla miktarda et, dolayisiyla fazla miktarda hayvansal ptotein tiiketiminin
meme, rahim, prostat, kolerektal, pankreas ve bobrek kanseri i¢in bir risk faktorii oldugu
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda yagsiz hayvansal protein tiiketmenin kanser riskini
artirmadigi, riski artiran faktoriin ise yag kaynakli oldugu bildirilmistir (Alphan ve ark.,
2013).

Baska bir ¢alismada ise kirmizi etten ziyade pisirme yontemlerinin kanser olusum
riskini  arttirdigi 6ne siiriilmistiir (De Cicco ve ark., 2019). Etler dogrudan atesle
pisirildiginde, kizartildiginda veya ¢ok pisirildigi zaman ortaya ¢ikan zararl bilesikler
kanser riskini arttirmaktadir (Marian ve Roberts, 2010).

Yag ve Kanser

Yapilan ¢aligmalar yag tliketimi ve kanser riski arasindaki iligkinin toplam yag
alimindan ziyade tiiketilen yag tiiriinden kaynakli olabilecegini one siirmektedir
(Greenwald, 1999). Yag asitleri, bitkisel ve hayvansal yag asitleri olarak ikiye
ayrilmaktadir ve kanser iizerine farkl etkileri bulunmaktadir. Bitkisel yaglardan omega-
6 coklu doymamis yag asitlerinin ve hayvansal kaynakli doymus yaglarin kolon, rektum,
endometrium ve prostat kanseri risklerini arttirdig belirtilmektedir (Aksoy, 2012). Buna
karsin omega-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin ise kanser riskini azalttig1 belirtilmistir

(Onat ve Demir, 2007).
Karbonhidrat ve Kanser

Karbonhidratlar ve kanser arasindaki iliskide daha c¢ok glisemik indeks ve
glisemik yiik kavramlar iizerinde durulmustur. 50 gr karbonhidrat igeren bir besinin yine
50 gr karbonhidrat iceren referans bir besine (genelde glikoz veya beyaz ekmek) gore kan
sekeri dilizeyinde ne kadar hizli bir artisa neden oldugu gosteren karbohidrat gida
indeksine glisemik indeks adi verilmektedir. Glisemik yiik ise besinin tiiketilen
miktarinin kan sekeri tizerine etkisi olarak tammlanmaktadir (Day1 ve Hoca, 2021).
Glisemik indeksi ve glisemik yiikii yiiksek besinlerin uzun siire tiiketilmesi viicutta

insiilin salinimini arttirarak hiperinsiilinemiye neden olmaktadir. Bu durum ise hiicre
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proliferasyonunu uyararak kanser olusumunu destekleyen IGF-1 diizeyini artirmaktadir

(Renehan ve ark., 2004).
Mineraller ve Kanser

Cogunlugu yiyecek ve iceceklerden alinan minerallerin bazilari kanser olusumunu
onlerken bazilar1 da kansere neden olur. Bu mineraller Tablo 2.3’te gosterilmistir (Yildiz,
2008).

Tablo 2.3. Kansere Neden Olan ve Kanserden Koruyucu Mineraller (Yildiz,

2008)
Kanser Neden Olan Kanserden Koruyucu
Mineraller Mineraller
Nikel Selenyum

Kadminyum Cinko
Kursun Iyot
Arsenik Kalsiyum
Asbest Molibden

Sebze, Meyve ve Kanser

Akdeniz diyetinde oldugu gibi sebze ve meyve agisindan zengin beslenmenin
kansere karsi koruyucu oldugu diisiiniilmektedir (De Cicco ve ark., 2019). Meyve ve
sebzelerin kansere karsi koruyucu etkilerinin i¢erdikleri karotenoidler, C ve E vitaminleri,
diyet posasi, selenyum, glukozinolatlar ve indoller, izotiyosiyanatlar, flavonoidler,
fenoller, proteaz inhibitdrii ve bitki sterolleri gibi ¢ok sayida antikarsinojenik ajanlarin

varligindan kaynaklandigi bildirilmistir (La Vecchia, Altieri ve Tavani, 2001).
Posa ve Kanser

Diyet posasi, sindirim enzimlerine kars1 dayanikli olan bitki kisimlaridir. Suda
¢oziintrliiklerine gbre; ¢Oziiniir ve ¢Oziinmez posa olarak iki kategoride
gruplandirilmaktadir (Alim ve Gokiistiin, 2018). Posa igerigi bakimindan iyi bir kaynak
olan meyve, sebze ve tam tahilli besinlerin bazi kanser tiirlerine kars1 koruyucu oldugu

bilinmektedir (Bradbury, Appleby ve Key, 2014).
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2.4. Nar (Punica Granatum)

Nar, Lythraceae familyasinin Punica cinsine ait ¢ok yillik bir bitkidir (Ashton,
2006). Latince ismi Punica Granatum’dur. Nar meyvesinin ana vatani iran, Hindistan ve
Pakistan olmakla birlikte Tiirkiye’de de yetistiriciligi yapilmaktadir. Ulkemiz nar
yetistiriciliginde 4. siradadir (Karaca, 2011). Nar taze meyve olarak tiiketilmesinin yani
sira meyve suyu, surup, nar eksisi, nar pekmezi, regel, sarap ve likor gibi iiriinlere de
doniisebilmekte, renk verici ve tatlandirici olarakta kullanilabilmektedir (Mansour ve
ark., 2018). Nar, 5-14 cm ¢apinda, kiiresel, iistten hafif basik, i¢i tohumla dolu ve kabugu
derimsi yapida olan bir meyvedir. Meyvenin yenen kismi nar tanelerinden (arillerden)
olusur. Ariller mezokarp adi verilen beyaz siingerimsi lokiiller ile g¢evrelenmistir

(Magangana, Makunga, Fawole ve Opara, 2020).

Meyvenin agirlikca %45-52’si arillerden, %49-55'1 epikarb1 yani kabugundan,
%18-20'si yag igeren ¢ok sayida tohumdan olusturmaktadir. Nar (Punica Granatum)

meyvesinin anatomik kisimlari ve yiizdeleri Sekil 2.4’te gosterilmistir (Magangana ve
ark., 2020).

(Peel) Kabuk
(Crown) %49-55 %
Tag/Bas Kisim : "'V * (Seeds) Tohum (Oil)
™.

- . Yag
' %12-20

Peel

Pulp membrane
Placental membrane

Q-

(Juice)
Meyve Suyu
%26-30
(Whole Fruit) 026-3
Tiim Meyve i ‘9'
(Arils) Taneler
%45-52

Sekil 2.4. Nar (Punica Granatum) Meyvesinin Anatomik Kisimlar1 ve Yiizdeleri
(Magangana ve ark., 2020)

Nar meyvesinin kisimlart ve fitokimyasal igerikleri Tablo 2.4’te verilmistir
(Yilmaz ve Usta, 2010; Okumus, Y1ildiz ve Bayizid, 2015).
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Tablo 2.4. Nar Meyvesinin Kisimlar1 ve Fitokimyasal i¢erikleri (Yilmaz ve Usta,
2010; Okumus, Yildiz ve Bayizid, 2015)

Nar Meyvesinin
Kisimlari

Nar Suyu

Nar Kabugu

Nar Cekirdegi

Nar Cigegi
Nar Yapragi

Nar Yagi
Nar Agaci Kokii

ve Kabugu

Fitokimyasal Igerik

Antosiyanin, Askorbik Asit, Elajik Asit, Katesin,
Flavonoller, Gallik Asit, Kuinik Asit

Punikalaginler, Gallik Asit, Katesinler, Flavonoller,
Antosiyanidinler, Elajitanenler, Elajik Asit, Kaffeik Asit
Punikik Asit, Konjuge Linoleik Asit, Linolenik Asit,
Oleik Asit, Elajik Asit, Tokoferoller, Steroller, Steroidler
Gallik Asit, Ursolik Asit, Triterpenler, Yag Asitleri
Tanenler, Flavonlar, Glikozitler, Steroller, Saponinler,
Flavonoidler, Piperidin Alkaloidleri

Punisik Asit, Elajik Asit, Steroller, Yag Asitleri
Elajitanninler, Piperidin Alkoloidler, Peletrin Alkaloidler

100 gr nara ait enerji ve besin 6gesi icerigi Sekil 2.5’te gosterilmistir (Simsek ve

Ikinci, 2017).
ENERJI
62-106 kcal \ VITAMIN
MINERAL
: '\ - / C: 10.2 mg
K: 236 mg , . B4: 7.6 mg
P: 36 mg E: 0.60 mg
Mg: 12 mg B3: 0.29 mg
Ca: 10 mg B5: 0.135 mg
Na: 3 mg B6: 0.075 mg
Zn: 0.35 mg "_ - B1: 0.067 mg
Fe: 0.30 mg B2: 0.053 mg
B9: 38 ug
K: 16.4 ug
KARBONHIDRAT PROTEIN YAG
18.70 gr 1.17 gr 1.67 gr

Sekil 2.5. 100 Gram Nar Meyvesinin Enerji ve Besin Ogesi I¢erigi (Simsek ve

ikinci, 2017)
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Nar, insan saghigimin gelistirilmesinde ve basta kanser olmak iizere, insiilin
direnci, hipertansiyon, hiperlipidemi, oksidatif stres, hiperglisemi, bagirsak iltihaba,
obezite, kardiyovaskiiler bozukluklar gibi ¢esitli kronik hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir (Stowe, 2011).

2.4.1. Nar Kabugu

Sert ve derimsi goriiniime sahip olan nar kabugu, 1-5 mm kalinliginda tiirtine bagh
olarak sari, pembe, kirmiz1 renklidir. Nar kabugu, toplam meyve agirligimin yaklagik

%350’sini olusturmaktadir (Heber, Schulman ve Seeram, 2006).

Narin kirmizi renkte olan dig kabugunun ve i¢ kisimda beyaz renkte olan membran
kismi yiiksek oranda polifenolik bilesikleri icermektedir. Bu polifenolik bilesiklerin
biiyiikk ¢ogunlugunu tanen ve flavonoidler olusturmaktadir (Bele, Jadhav, Nikam ve
Kadam, 2009). Tanenler ve flavonoidler narin meyve kismina kiyasla nar kabugunda
daha fazla bulunmaktadir (Tung, Konca ve Hos, 2013). Narda bulunan temel
fitokimyasallara polifenol ad1 verilmektedir (Ismail, Sestili ve Akhtar, 2012). Nar kabugu
icerdigi zengin polifenolik bilesiklerden kaynakli giiclii antioksidan 6zellik
gostermektedir. Arastirmalar sonucu, nar kabugunun nar ¢ekirdegine gore 114 kat, elma
kabuguna gore 5 kat, kirmiz1 sarap ve yesil ¢aya gore 3 kat yliksek oranda antioksidan

bilesikler bulundurdugu rapor edilmistir (Gil, Tomas-Barberan, Hess-Pierce, Holcroft ve
Kader, 2000).

Nar kabugu asagidaki etkiler ile nutrasotik ozelliktedir (Okumus, 2016).

e Antimikrobiyal Antikarsinojenik

e Hepatoprotektif e Antifungal

e Antineoplastik e Antilipidemik

e Antiviral e Antihiperglisemik
e Yaslanma karsit1 e Antidermal

2.5. Hucre Kiiltiirii ve Hiicre Hatt1
2.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirti, farkli test kosullar1 altinda belirli bir biyolojik mekanizmay1 veya
stireci arastirmak i¢in insan viicudu kosullari taklit edilerek hiicrelerin laboratuvar
ortaminda ¢ogaltilmasi siirecine verilen isimdir (Polat, 2020). Hiicrelerin canli kalmasi

ve saglikl bir sekilde biiyiimesini saglamak i¢in uyulmasi gereken bazi kosullar vardir.
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Bu kosullar; aminoasit, karbonhidrat, mineral ve vitaminlerin yani sira hormon,
karbondioksit, oksijen ve antibiyotik gereksinimlerinin karsilanmasi ve ortamin optimum
pH, nem ve sicak degerlerinin saglanmasini kapsamaktadir (Duruel, Cagan, Isik ve

Kayhan, 2021).

Hiicre kiiltiirli yontemi, bilimsel ¢alismalara sundugu avantaj ve in vivo
calismalara sagladigi alt yapr agisindan onemli bir yontemdir. Hiicre kiiltiirii yontemi
genel olarak temel hiicre biyolojisi, hiicreler lizerindeki ilag etkilesimlerinin arastirilmast,
ilag toksisitelerinin belirlenmesi, ¢esitli kimyasallarin ve/veya bitkisel ajanlarin hem
saglikli hiicreler hem de kanser hiicreleri iizerindeki etkilerinin belirlenmesi gibi

arastirmalarda kullanilmaktadir (Iplik ve Cakmakoglu, 2020).
Hiicre Kiiltiirii Besiyeri ve I¢erikleri

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerleri, hiicrelerin metabolik islevlerini normal
bir sekilde yerine getirebilmesi i¢in gerekli mikrogevreyi saglayan soliisyonlardir. Bu
solisyonlarin ortak 6zellig tuz, aminoasit, glikoz, lipit, vitamin, mineral, antibiyotik,

hormon ve eser element igermeleridir (Deveci, 2012).

Dengeli tuz soliisyonu, kiltir ortamiin temeli olarak kabul edilmektedir.
Iceriginde; ana katyonlari, anyonlari ve istenilen pH (potansiyel hidrojen) ayarlamas igin

tamponlar1 bulundurur (Duruel, Cagan, Isik ve Kayhan, 2021).

Vitaminler, hiicre fonksiyonlari i¢in gerekli organik bilesiklerdir (Duruel, Cagan,
Isik ve Kayhan, 2021).

Lipitler, hiicreler arasi sinyal iletiminde ve madde tasinmasinda goérev alir.

Hiicrelerin membranlarinda bulunurlar ve enerji kaynagi olarak kullanilir (Price, 2017).

Serum, gerekli olan hormonlari, enzimleri, biiylime faktorlerini, yayilma ve
baglanma faktdrlerini igeren zengin bir protein ¢ozeltisidir. Fetal sigir, dana, at, domuz
ve insanlardan elde edilen serum c¢esitleri vardir. Bunlar arasinda hiicre kiiltiiriinde yaygin
olarak kullanmilan serum tiirii fetal s181r serumu (Fetal Bovine Serum: FBS)’dur (Iplik ve
Cakmakoglu, 2020). Serumlar 151k gormeyecek sekilde ve dondurulmus olarak
saklanmalidir. Cok sayida dondurma ve ¢ozdiirme islemi gergeklestirilmemelidir
(Duruel, Cagan, Isik ve Kayhan, 2021). Serumlarin hiicreler iizerinde farkli etkiler

gosterebileceginden dolay1 bazi laboraratuvarlar serum kullanmayi tercih etmemektedir
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(iplik ve Cakmakoglu, 2020). Serumsuz besiyerleri aminoasitler, vitaminler ve inorganik

tuzlar ve bliyiime faktorleri ile zenginlestirilmistir (Duruel, Cagan, Isik ve Kayhan, 2021).

Antibiyotikler,  olusabilecek = kontaminasyonu  engellemek  amaciyla
kullanilmaktadir. American Type Culture Collection (ATCC) tarafindan yayinlanan
protokole gore hiicre kiiltiiriinde en ¢ok kullanilan antibiyotigin penisilin (100U/ml) ve
streptomisin (100 pg/ml) (%1 v/v) kombinasyonu oldugu bildirilmistir (Hassan ve
Ahmad, 2020).

Hiicre kiiltiirleri; primer (birincil) hiicre kiiltiirleri, sekonder (diploid) hiicre
kiltirleri ve stirekli (heteroploid) hiicre kiiltiirleri olmak iizere 3 kisimda
incelenmektedir. Primer (birincil) hiicre kiiltiirleri, dogrudan dokudan elde edilmektedir.
Birkag¢ kez pasajlar yapilabilir daha sonra iireme yeteneklerini kaybederler. Sekonder
(diploid) hiicre Kkiiltiirleri, kromozom sayisi normal olan diploid hiicrelerden elde
edilmektedir. En fazla 50 defa pasajlar1 yapilabilir. Stirekli (heteroploid) hiicre kiiltiirleri
diger adiyla hiicre hatlari, sonsuz pasajlari yapilabilen ve genelde habis tiimorlerden (koti

huylu timorlerden) elde edilen kiiltiirlere denir (Cigek ve Bilgig, 2006).

2.5.2. Hicre Hatti

Sonsuz pasajlart yapilabilen ve genelde habis tiimoérlerden (koti huylu

tiimorlerden) elde edilen kiiltlirlere hiicre hatt1 denilmektedir (Cigek ve Bilgig, 2006).

Hiicre hattinda kullanilacak hiicreler sinirsiz ¢ogalma yetenegine sahip olan tek
tip hiicrelerden olugmaktadir. Sinirsiz gogalma 6zelligine ragmen hiiclerin ¢ok uzun siire
kullanim1 ve/veya ¢ok fazla pasajlandiginda farklilastigi goriilmiistiir. Bu yiizden hiicre
hatlarinin en fazla 45-50 pasaja kadar kullanilmasi tavsiye edilir. Sonsuz ¢ogalma
kavrami, dogrudan organizmadan elde edilen kanserli hiicrelerde bulunmaktadir ve hat

olarak kullanilabilmektedir (Karakus, 2019).
Hiicre Hatt1 Cesitleri

Hiicre hatlar elde edildikleri doku tipi, hiicre tipi, hastalik modeli (kanser hiicre
hatlar1, gibi kriterler goz 6niine alindiginda ¢ok ¢esitli sekillerde siniflandirilabilirler. 80
farkli tiire ait 4000°den fazla hiicre hatt1 vardir. Baslica kanser hiicre hatt1 ¢esitleri Sekil
2.6’da gosterilmistir (Klijn ve ark., 2015).
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Sekil 2.6. Insan Kanser Hiicre Hatt1 Cesitleri (Klijn ve ark., 2015)

MDA-MB-231 Hiicre Hatt1
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MDA-MB-231 hiicre hatt1 ilk kez 51 yasinda beyaz etnik kdkene sahip bir kadinin

2.6. Hiicre Dongiisii

plevral efiizyonlu metastatik bolgesinden izole edilmistir. Adini ilk izole edildigi merkez
olan MD Anderson Kanser Merkezi’nden almistir (Cailleau, Olive ve Cruciger, 1978).
MDA-MB-231, insanda en ¢ok kullanilan meme kanseri hiicre hattidir. Epitelyal
morfolojiye sahiptir (Soyler, 2020). Ostrojen reseptérii (ER) ve insan epidermal biiyiime
faktor reseptor 2 (HER2) negatif meme kanseri hiicre hattidir (Holliday ve Speirs, 2011).
Yapiskan ve metastatik epitel hiicreler olmasinin yani sira agresif ve invaziv 6zelliktedir

(Yin, 2011).

Organizmada meydana gelen; bliylime, gelisme ve ¢ogalma olaylart hiicre

bir asama tamamlanmadan diger asamaya ge¢ilmez (Mens ve Ghanbari, 2018).

dongiisii sayesinde saglanir (Mens ve Ghanbari, 2018). Hiicre dongiisii interfaz ve mitoz
olmak iizere iki fazdan olusmaktadir. interfaz asamasi; G1, S ve G2 olmak iizere 3 fazdan

olusur ve mitozun hazirlik evresi olarak kabul edilir (Aktug, 2014). Hiicre dongiisiinde
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GO fazi: Dinlenme evresi olarakta adlandirilan GO evresi normal hiicre dongiisii
icinde yer alamamaktadir. Hiicreler boliinme emri almadiklar siirece bu fazda
beklemektedirler (Canpolat, 2016).

Gl fazi: Hiicre dongiisiiniin ilk asamasi olan G1 faz, fazlarinin en uzunudur
(Aktug, 2014). DNA sentezi i¢in gerekli hazirliklarin yapildigi bu fazda hiicrenin
ihtiya¢ duyacagi proteinler ve RNA (Ribo Niikleik Asit) sentezlenir, (Adenozin
Trifosfat) ATP sentezi hizlanir, hiicre igindeki yapilarin sayisi artar. Bu fazda
boliinme igin gerekli kosullar uygunsa hiicre S evresine geger, uygun degilse
dinlenme evresi olan GO evresine gecer (Aktug, 2014; Canpolat, 2016).

S fazi: Bu asamada RNA sentezi devam eder, protein sentezi artar, DNA sayisi
iki katina ¢ikar (Aktug, 2014; Canpolat, 2016).

G2 fazi: Mitoza hazirlik agsamasi olan bu fazda RNA ve protein sentezine devam
edilir, DNA sentezi olmaz (Aktug, 2014; Canpolat, 2016).

M fazi: Hazirlik evrelerinin tamamlanip, bu fazin evreleri olan profaz,
prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden gectikten sonra sitoplazmanin
da boliinmesiyle ana hiicre kendisinin genetik kopyasi olan iki yeni hiicreyi

olusturdugu fazdir (Esposito ve ark., 2004).

Hiicre dogiisiiniin asamalar1 Sekil 2.7°de gosterilmistir (Al, 2019).

DNA sentezi

- icin hazirlik G 1

Mitoz icin
hazirhk

DNA sentezi

4

S

Sekil 2.7. Hiicre Dongiisii Fazlar1 (Al, 2019)
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Hiicre dongiisiiniin farkli asamalar1 arasinda kontrol noktalar1 bulunmaktadir. Bu
noktalarindan gelen cevaba gore hiicre dongiisii ya devam eder ya da durur. G1-S, G2-

M ve M olmak iizere 3 kontrol noktasi mevcuttur (Cabadak, 2008).

e (G1-S kontrol noktasi: Bu noktada DNA hasarinin olup olmadigi kontrol edilir.
Hasar var ise dongii durdur ve DNA hasarinin giderilmesine olanak saglanir.
Hasar giderilmezse apopitoz yani programli hiicre 6liimii mekanizmalari devreye
girer (Aktug, 2014).

e G2-M kontrol noktasi: DNA replikasyonunaun kontrol edildigi evredir. Hasarli
ya da replike olmamis DNA varsa dongii durdurulur (Aktug, 2014).

e M kontrol noktasi: M fazi igindeki metafaz-anafaz gecisinde bulunan kontrol

noktasi olup yeni meydana gelen hiicreye kromozomlarin gegisini ve dizilimini

kontrol etmektedir (Cabadak, 2008; Akman, 2019).

2.7. Apopitoz

Yunancada yaprak dokiimii anlamina gelen apopitoz ilk olarak 1972 yilinda
kullanilmistir (Onal, Ovet ve Onal, 2016). Hasara ugramis veya fizyolojik yasam
stirelerini doldurmus hiicrelerin planl bir sekilde kendini yok etme, 6ldiirme programidir
(Pistritto, Trisciuoglio, Ceci, Garufi ve D'Orazi, 2016). Apopitoz kanser gibi hastaliklarin
patogenizde yer alir ve karsinogenezin onemli noktalarindan biridir. Bu olay genler
kontroliinde gergeklesir (Hanahan ve Weinberg, 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma  Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali
laboratuvarinda gerceklestirildi. Tez ¢alismamizda yapilan hiicre kiiltiirii basamaklari
steril biyogiivenlik kabini igerisinde gerceklestirildi.

3.1. Kullanilan Demirbas ve Sarf Malzemeler

3.1.1. Demirbas Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve markalart Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada Kullamlan Cihazlar ve Marka Isimleri

Demirbas Malzeme Adi Marka Adi

Biyogiivenlik Kabini Niive MN 120

CO2 Inkiibatdr Sanyo, MCO-19 A/C(UV)
Invert Mikroskop Nikon Eclipse TS100
Sogutmali Santrifiij Gyrozen 1580

Buzdolab1 +4 °C Beko

Derin Dondurucu -20 °C Argelik

Hassas Terazi Radwag

Pipet Tabancasi Thermo Scientific
Mikropipet Seti Thermo Scientific
Vortex IKA MS1 Minishaker
Muse™ Analyzer Cihazi Guava

Rotary Evaporator Heidolph

HPLC Cihazi Shimadzu Corporation FRC-10A
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3.1.2. Sarf Malzemeler

Tez kapsaminda kullanilan sarf malzemeler ve firma isimleri Tablo 3.2°de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler ve Firma Isimleri

Sarf Malzeme Ad1 Firma Adi

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Capricorn Scientific, CP21-4310
(DMEM)

Tripsin-EDTA (%0.5) Sigma Life Science, SLCH8830

L-Glutamin (200 mM) Thermo Capricorn Scientific, CP21-4183

Fetal Sigir Serumu (FBS)

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Penisilin-Streptomisin

Steril 6'li Kuyucuklu Plaklar

Pipet Ucu 0,1-10, 5-200 ve 200-1000 pl
Hiicre Kiiltiir Plaklar1 25 cm?2

Hiicre Kiiltiir Plaklar1 75 cm?2
Santrifiij (Falkon) Tiipleri

Cryo Tiip Steril

Thoma Lami

Fosfat Tuz Tamponu (PBS)

Parafilm

Cerrahi Eldiven

5, 10 ve 20 ml Enjektor

0,22 ve 0,45 pm Enjektor Ucu Filtre
Annexin V and Dead Cell Assay Kit
Cell Cycle Assay Kit

Metanol

Asetonitril

Trifloroasetik

Biowest, S181G-500
Biowest

BioChemica

Sigma Life Science, 046M4846V

Corning Costar, 3524
Isolab

Grenier Bio-One

BD Falcon

Citotest

Isolab
Marienfeld-Superior
Gibco

Bemis, PM-996
Beyhi, 1944275
Ayset

Isolab, 000H02092
Muse® MCH100105
Muse® MCH100106
Merck

Merck

Merck


http://erenkimya.com/Siringa-ucu-steril-filtre-isolab
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3.2. Nar (Punica Granatum) Kabugu Ekstresinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan narlar (Punica Granatum), Tiirkiye’de Kayseri ilinde bir
pazardan temin edildi. Nar kabuklar1 meyveden ayristirildi. Ayristirilan nar kabuklar
gblgede hava sirkiilasyonu olacak sekilde kurumaya birakildi. Nar kabugu disindaki diger
maddeler, bozulmus, ¢iiriimiis, kusurlu kabuklar ayikland1 ve biiyiik parcalar el ile
ufaltildi. Nar kabuklar 2-3 hafta boyunca siirekli karistirilarak etkili bir sekilde kurumasi
saglandi. Kurutulan nar kabuklar1 homojen kivama gelene kadar 6giitiicii ile toz forma
getirilip elekten gecirildi. Sonrasinda ekstre alma islemine gegildi. Ekstre alma islemi
Erciyes Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Ekstre elde etme asamalar su sekildedir:

* Toz forma getirilen nar kabugundan 50 gram tartildu.

250 ml metanol eklendi.

30 dakika 250 rpm'de karistirildi.

5000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.

Filtre kagidindan gecirildi.

Bir miktari HPLC (High Performance Liquid Chromatography, Yiiksek
Performanshi Sivi Kromatografisi)'ne enjekte edilirken kalan kismi 40°C’de

Rotary evaporaterde uguruldu.

Nar (Punica Granatum) ekstresi elde etme asamalar1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. A. Meyveden Ayristirilan Nar Kabugu B. Kurutulup Ufaltilan Nar
Kabugu C. Ogiitiiliip Toz Hale Getirilmis Nar Kabugu D. Nar Kabugu Ekstresi E.
Besiyerinde Cozdiiriilmiis Nar Kabugu Ekstresi
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3.3. HPLC Yénemi Ile Fenolik Bilesiklerin Analizi

Fenolik maddelerin belirlenmesinde HPLC yontemi kullanildi. HPLC yontemi
olarak Cam ve Hisil’in belirlemis oldugu metot kullanildi (Cam ve Hisil, 2010). Analizler
Erciyes Universitesi Gida Miihendisligi Laboratuvarinda gerceklestirildi. Nar kabugu
ekstresi 10 kat seyreltilerek ve 0,45 pm’lik filtrelerden gecirilerek HPLC cihazina enjekte
edildi. HPLC’nin ¢alisma kosullar1 Tablo 3.3’te, fenolik bilesiklerin analizinde kullanilan

gradient program Tablo 3.4’te gOsterilmistir.

Tablo 3.3. HPLC Sistemi ve Calisma Kosullar1

HPLC Sistemi  Shimadzu UFLC

Dedektor SPDMZ20A PDA

Kolon GL Sciences C18 zit faz kolonu (10 mm x 250 mm, 5 pum)
Kolon Sicakhig1 40 °C

Akis Hizi 1 ml/dk

Mobil Faz A Su (%0,05 Trifloroasetik asit )

Mobil Faz B %70 Asetonitrilli Su (%0,045 Trifloroasetik asit)

Tablo 3.4. Fenolik Bilesikler I¢in HPLC’de Uygulanan Dereceli Eliisyon
Program

Siire (dakika) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)

0 100 0
15 50 50
175 0 100
20 0 100
20.01 100 0
25 100 0

3.4. Kullanilan Hiicre Hatlar:

Bu ¢alismada Nar (Punica Granatum) ekstresinin meme kanseri iizerine olasi
etkileri analiz edilirken, meme kanseri hiicre hatti olarak MDA-MB-231 hiicresi
kullanild1. Calismada kullanilan hiicreler Erciyes Universitesi Betiil-Ziya EREN Genom
ve Kok hiicre Merkezi (GENKOK) Laboratuvar stoklarindan temin edildi. Calismada

kullanilan hiicrelerin tipi ve bu hiicrelenin 6zellikleri Tablo 3.5’te verilmistir.
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Tablo 3.5. Calismada Kullamlan Hiicrelerin Hatt1 ve Ozellikleri

Hiicre Ismi MDA-MB-231
Biiyiime Ozelligi Adherent (Yapisabilen)
Organizma Homo Sapiens (Insan)
Ostrojen Reseptorii (ER) Negatif
HER?2 Reseptorii Negatif
Morfolojisisi Epitelyal

Organ Meme
Kaynagi Hiicre Tipi Meme Adenokarsinoma

3.5. Hiicre Kiiltiir Besiyeri Hazirlanmasi

Besiyeri hazirlama islemi kontaminasyonlarin o6nlenmesi amaciyla steril
biyogiivenlik kabini igerisinde yapildi. Besiyerinin saklanacagi tiipler 50 ml’lik falkonlar
olarak belirlendi. 100 ml’lik kiiltiir besiyeri i¢in %84 Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), %15 Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin
kombinasyonu kullanildi. Besiyerini olusturan tiim maddeler ayr1 ayr1 0,22 um’lik steril
enjektor filtreden gegirilerek steril falkonlara aktarildi (Sekil 3.2). Olusturulan besiyeri

+4°C’de muhafaza edildi. Hazirlanan steril besiyerleri azami bir hafta i¢cinde kullanildi.

Sekil 3.2. A. Besiyerini Olusturan, DMEM, FBS ve Penisilin-Streptomisin
Maddeleri B. Biyogiivenlik Kabini igerisinde Besiyerini Olusturan Maddelerin
0,22 um’lik Steril Enjektor Ucu Filtreden Gegirilmesi C. Kullanima Hazir
Besiyerleri
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3.6. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Laboratuvar ortaminda dondurulan veya ticari olarak dondurulmus sekilde alinan
hiicrelerin deneylerde kullanilabilmeleri i¢in Once ¢ozdiiriilmeleri ve daha sonra
ekimlerinin yapilmasi gerekmektedir. Hiicrelerin saglikli bir sekilde ¢ogalabilmesi i¢in
¢Ozdiirme isleminde hizli ve hassas olunmasi gerekmektedir. Cozdiirme isleminin

asamalar1 su sekildedir:

e Su banyosu sicaklig1 37°C’ye getirildi.

e Komplet hiicre kiiltiir ortam1 su banyosunda 37 °C’de 1s1tild1.

e Sivi azot tankinda saklana hiicreler tanktan ¢ikarildi ve 37 °C’lik su banyosunda
hizlica ¢ozdiriildii.

e Hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi ve lizerine 10 ml taze besiyeri yavas
ve dikkatlice eklendi.

e Tiiplerin agz1 sikica kapatilip santrifiij edildi.

e Santrifiij sonras1 siipernatatnt uzaklastirildi.

e Geriye kalan ¢okmiis hiicre pelleti lizerine 5 ml taze besiyeri eklendi ve hiicreler
dikkatlice stispanse edildi.

e Siispanse edilen hiicreler uygun biiytikliikteki kiiltiir flaskina aktarildi.

e Bu asamada hiicrelerin homojen dagilmasi 6nemlidir bunun igin hiicrelerin
mikroskop altinda homojenitesi incelendi.

e 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi.

e Bir sonraki glin mikroskop altinda hiicrelerin canlilig1 incelendi ve iki giinde bir

flask icerisindeki eski besiyeri uzaklastirilarak taze besiyeri ilave edildi.

3.7. Hiicrelerin Canlihid: ve Sayim

Hiicre kiiltiirii galismalarinda kiiltiire edilen hiicre sayisinin tahmini olarak da olsa
bilinmesi gerekmektedir. Hiicre sayimi, hiicre stispansiyonunun ml’sindeki hiicre sayisini
belirlemek amaciyla yapilir. Calismamizda bu amagla Trypan Blue hiicre sayim yontemi
kullanildi. Trypan Blue canli hiicrelerin mikroskop altinda parlak goriinmesini, canl
olmayan hiicrelerin ise mavi goriinmesini saglayan bir boyadir. Bu nedenle sayim
yapilacak lama uygulanan ve Trypan blue ile boyanmis hiicreler canli hiicre ise, boya
hiicre i¢ine girmez ve mikroskop altinda parlak goriiniirler. Canli olmayan hiicrelerde ise

boya membran igine girer, hiicre boyay1r absorbe eder ve mikroskop altinda



27

inceledigimizde bu hiicreler mavi renkte goriiniirler. Hiicre saymminin asamalart su

sekildedir:

Hiicre sayim1 i¢in hiicre siispansiyonundan ependorf tiipiine bir miktar alindi1 ve
hiicreden alinan miktar ile ayni oranda Trypan Blue soliisyonu eklendi.

5 dakika inkiibe ettikten sonra lamel kapatilmis Thoma laminin her iki tarafina
aktarildi.

Mikroskop ile sayim yapildi (Sekil 3.3). Once 5°lik daha sonra 10’luk objektifte
incelenerek boyanmis ve boyanmamis hiicreler sayilarak not edildi. (Sayim
yapilirken parlayan hiicreler canli kabul edirken maviye boyanmis hiicreler cansiz
kabul edildi.)

Sayim alani i¢indeki hiicre sayisinin ortalamasi alindi.

Canli hiicre sayisi (hiicre/ml) = Ortalama hiicre sayist x 2 x 10* formiile gore

hesaplandi.

Ortalama hiicre sayisi: Her iki alandaki 1 mm?’lik 16 kare sayildiktan sonra, toplam

hiicre sayisinin 2’e boliinmesiyle elde edilir.

10*: Her 1 mm? alan hacim olarak 0,1 mm3’e, bu da 10-4 mI’ye esit oldugu i¢in, ml’deki

hiicre sayisini1 bulmak i¢in 10% ile carpilir.

2: Alman 6rnek hacmine esit miktarda tripan mavisi konuldugu icin 2 kat seyrelir, bu

yiizden 2 ile garpilir.

Alman Ornekte seyreltme islemi yapildiysa bulunan sonug en son seyreltme faktorii ile

carpilir.

Sekil 3.3. Mikroskop Altinda Thoma Laminda Hiicre Sayimi1
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3.8. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Kiiltiirde cogalan hiicreler besi ortamindaki besleyici ajanlari biiylik Slgiide

tilkketip flask icerisindeki hiicre yogunluklar1 %70’e ulagtiktan sonra ¢ogalma hizlar

diismekte ve bir stire sonra durmaktadir. Bu donemde hiicrelere zarar verilmeden baska

bir flaska transfer edilmeleri gerekmektedir. Bu isleme pasajlama denir. Pasajlama

isleminin asamalart su sekildedir:

RPMI Komplet Medyum hiicre kiiltiir ortami, FBS ve tripsin-EDTA su
banyosunda 37°C’ de 1sit1ld1. (PBS oda sicakliginda)

Uremeleri i¢in uygun kosullarin saglandigi (37 °C’ ve %5°lik CO2) inkiibatorde
bekeltilen hiicre flasklari inkiibatoreden alind1 ve mikroskopta incelendi.

Flask igerisindeki eski besiyeri uzaklastirilip flaska ilave edilen PBS (Phosphate
Buffered Saline) ile yiizey yikandi ve PBS yavasca ¢ekildi.

Hiicreler flask dibine yapisik oldugu icin, kaldirilmasi amaci ile tripsin-EDTA
soliisyonu eklendi ardindan 37 °C’de %5 CO2’li etiivde 3-4 dk (hiicre tipine gore
degisir) inkiibasyona birakildi. (Sicaklik tripsinin etkinligini artirir.)

Inkiibasyon islemi sonras1 mikroskop altinda hiicrelerin kalktigindan emin olmak
i¢in inceleme yapildi.

Hiicrelerin kalktigindan emin olduktan sonra, flaska konulan tripsin miktarinin 2
kat1 kadar taze besiyeri ilave edildi (i¢indeki FBS tripsini bloke eder) ve hiicreler
santrifiij tlipline (falkon) aktarildi. Tiiplerin agz1 sikica kapatilip santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant kismi atildi.

Dipte kalan hiicre pelletini ¢c6zmek i¢in yaklasik 10 ml taze besiyeri eklendi ve
yavasca pipetaj yapilarak ¢ozdiiriildii.

Hiicre sayimi Thoma lamina 10 pl hiicre soliisyonundan eklenerek ¢alisilan hiicre
hatt1 i¢in uygun ekim yogunlugunda pasajlandi.

Flask iizerine hiicre hatt1 ismi, pasaj numarasi ve pasaj tarihi yazildi.

Hiicreler mikroskop altinda incelendi.

Flasklar 37 °C’de %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi.

3.9. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler dondurma iglemi, kullanilmayan hiicrelerin saklanmasi i¢in yapilan bir

islemdir. Dondurma isleminin asamalar su sekildedir:
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e Hiicre dondurma islemi Cryoprotectan ile gerceklestirildi. Cryoprotectan
hazirlanist; 3 Birim HES (Hidroksietil Starch) + 2 Birim DMSO enjektor ile alinip
filitreden gecirildi = 5 Birim Cryoprotectant hazirlandi.

e Hiicre igeren besi yeri % oraninda cryo tiipiine eklendi.
e Hazirlanan Cryoprotectan %4 oraninda cryo tiipiine eklendi.

® Her bir cryo tiiptine 150 pl Cryoprotectant + 100 ul DMSO + 750 pl medyum
igeren hiicre = 1 ml (1000000 hiicre igin) kullanildi.

® Hiicreler 24 saat -80 °C’de bekletildi.
e Daha sonra -196 °C olan si1v1 azot tankina kaldirildi.

® Buislem ile 1 ml dondurma ¢ozeltisi i¢inde 1000000 hiicre saklandi.

3.10. Hiicre Hatt1 Uzerinde Dozun ve Deney Gruplarimn Belirlenmesi

Bu ¢alismada MDA-MB-231 hiicreleri {izerinde nar kabugu ekstresinin 25 ve 50
ng/ml dozlar farkli zaman siirelerinde (24 ve 48 saat) kiiltiire edilerek denendi. 24 ve 48
saatlik inkiibasyonlar i¢in annexin V ve 6li hiicre testi deney gruplari Tablo 3.6°da, hiicre

dongiisii testi deney gruplar1 Tablo 3.7°de gosterilmistir.

Tablo 3.6. Annexin V ve Olii Hiicre Testi Deney Gruplar1

Annexin V ve Olii Hiicre Testi Deney Gruplari

24 Saatlik Siire Icin:

1. Kontrol Grubu: 1 x 10* MDA-MB-231 hiicresi + Besiyeri

2. 25 pg/ml Nar Kabugu Grubu: 1 x 10* MDA-MB-231 hiicresi + 25 pg/ml
nar kabugu ekstresi + Besiyeri

3. 50 pg/ml Nar Kabugu Grubu: 1 x 10* MDA-MB-231 hiicresi + 50 pg/ml
nar kabugu ekstresi + Besiyeri

48 Saatlik Siire i¢in:

1. Kontrol Grubu: 1 x 10* MDA-MB-231 hiicresi + Besiyeri

2. 25 pug/ml Nar Kabugu Grubu: 1 x 1x 10* MDA-MB-231 hiicresi + 25 pg/ml
nar kabugu ekstresi + Besiyeri

3. 50 pg/ml Nar Kabugu Grubu: 1 x 10* MDA-MB-231 hiicresi + 50 pg/ml
nar kabugu ekstresi + Besiyeri
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Tablo 3.7. Hiicre Dongiisii Testi Deney Gruplari

Hiicre Dongiisii Testi Deney Gruplari

24 Saatlik Siire i¢in:

1. Kontrol Grubu: 1 x 106 MDA-MB-231 hiicresi + Besiyeri

2. 25 ug/ml Nar Kabugu Grubu: 1 x 10 MDA-MB-231 hiicresi + 25 pg/ml
nar kabugu ekstresi + Besiyeri

3. 50 pg/ml Nar Kabugu Grubu: 1 x 106 MDA-MB-231 hiicresi + 50 pg/ml
nar kabugu ekstresi + Besiyeri

48 Saatlik Siire i¢in:

1. Kontrol Grubu: 1 x 106 MDA-MB-231 hiicresi + Besiyeri

2. 25 pg/ml Nar Kabugu Grubu: 1 x 106 MDA-MB-231 hiicresi + 25 pg/ml
nar kabugu ekstresi + Besiyeri

3. 50 pg/ml Nar Kabugu Grubu: 1 x 106 MDA-MB-231 hiicresi + 50 pg/ml

nar kabugu ekstresi + Besiyeri

Steril biyogiivenlik kabininde 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (well plate’lere)
MDA-MB-231 hiicreleri ekildi, ardindan nar ekstraktlart ve besi yerleri yukarida
belirtilen deney dizaynina uygun olarak kuyucuklara eklendi. Kuyucuklara eklenen
maddelerin ve hiicrelerin homojen bir sekilde dagilimini1 saglamak amaciyla pipetaj
yapildi. Ardindan kiiltiir kaplar1 24 ve 48 saatlik siirelerde, 37°C’de, igerisinde %95

oraninda nem ve %35 oraninda CO2 bulunan inkiibatore alindi.

3.11. Annexin V ve Olii Hiicre Testi

Annexin V ve Oli Hiicre Testi, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Nar
(Punica Granatum) ekstresi kullanilarak canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik, olii ve
toplam apoptotik hiicrelerin konsantrasyonunu (hiicre/ml) yiizde olarak belirlemek

amaciyla yapildi. Testin yapilisi:

e Inkiibasyon isleminin sonrasinda kiiltiir kaplarinin kuyucuklar1 pipet ve steril
pipet uclar vasitasiyla kendi grubunun adinin yazili oldugu ependorf tiiplere
aktarildi. Kuyucuklar bosaltilirken kiiltlir kab1 yaklasik 45 derecelik bir agiyla
tutuldu ve kuyucuk igerisinde ki hiicrelerin ¢okmesini engellemek amaciyla

pipetaj uygulandi.
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Icerisinde hiicrelerin bulundugu ependorf tiipler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij islemi sonrasinda ortaya ¢ikan silipernatant, mikropipet yardimiyla
ependorf tiipten ayrildi.

Ependorf tiipteki pellet tizerine 100 ml PBS eklendi ve vorteks cihazi ile iyice
karistirildi.

Vortekslenen tiipler yeniden 300 g’de 5 dk santrifiij edildi. Tiiplerin {izerindeki
supernatant uzaklastirildi.

Ependorf tiiplerin herbirine 100 pl %1°lik FBS eklendi.

20 °C’de muhafaza edilen Annexin V Kkiti, deney Oncesinde oda sicakliina
gelecek sekilde dolaptan ¢ikarildi. Daha 6nce %1°lik FBS eklenen tiiplere bu kit
stvisindan da 100 pl eklendi.

Ependorf tiipler icindeki karisimin tam olarak homojenlesmesi amaciyla tiipler
vortekslendi.

Tiipler 20 dakika oda sicakliginda, karanlik bir ortamda inkiibasyona birakildi.
Bu bekleme siiresinde Muse Cell Analyzer cihazinin standart soliisyonlarla 6n
yikamasi yapilarak cihaz 6rnek okumaya hazir hale getirildi (Sekil 3.4).

20 dakikalik siire sonunda tiipler birer birer cihazin 6rnek haznesine yerlestirildi.
Okuma islemine kontrol grubundan baslandi.

Okuma islemi esnasinda, gruplar arasi gegiste kisa siireli olarak cihaz yikandi.

Cihaz tarafindan otomatik olarak kaydedilen okuma sonuglar taginabilir hafiza

kartlarina aktarildi.

Sekil 3.4. Muse Cell Analyzer Cihazi
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3.12. Hiicre Dongiisii Testi

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, hiicre canlilig1 icin kritiktir. Ayrica hiicre

dongiisti genetik hasarin onarimi ve kontrolsiiz hiicre boliinmesinin 6nlenmesi i¢in 6nem

tagimaktadir. Hiicre dongiisiindeki bozukluklar, tiimor hiicrelerinin karakteristik bir

6zelligidir ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde genlerdeki mutasyonlar kanserde son derece

yaygindir. Hiicre dongiisii analizi, anti-kanser bilesiklerinin etkilerini anlamak veya hiicre

boliinmesi mekanizmalarini incelemede giderek onem kazanmaktadir. Bu test hiicre

dongiisiiniin GO/G1, S ve G2/M evrelerindeki hiicrelerin yiizdesinin hizli ve niceliksel

Olclimlerini saglar. Bu test hiicre dongiisiiniin her bir evresinde bulunan total hiicrelerin

yiizdesini verecektir. Testin yapilisi:

Inkiibasyon isleminin sonrasinda kiiltiir kaplarmin kuyucuklar1 pipet ve steril
pipet uglar1 vasitasiyla kendi grubunun admnin yazili oldugu ependorf tiiplere
aktarilldi. Kuyucuklar bosaltilirken kiiltlir kab1 yaklasik 45 derecelik bir aciyla
tutuldu ve kuyucuk igerisinde ki hiicrelerin ¢okmesini engellemek amaciyla
pipetaj uygulandi.

Icerisinde hiicrelerin bulundugu ependorf tiipler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij islemi sonrasinda ortaya ¢ikan siipernatant, mikropipet yardimiyla
ependorf tiipten ayrildi.

Siipernatantin uzaklastirildig1 ependorf tiiplere birer ml PBS eklendi ve vorteks
cihazi ile orta hizda karigtirildu.

Vortekslenen tiipler yeniden 300 g’de 5 dk santrifiij edildi. Tiiplerin tizerindeki
supernatant uzaklastirildi.

Siipernatantin uzaklastirildig1 ependorf tiiplerin her birine 50 ul PBS ilave edildi.
Daha sonra -20°C’den ¢ikarilan %70’lik etanolden 1 ml eklendi ve tiiplerin
kapaklar kapatilarak vortekslendi.

Tiiplerin hepsi spora dizilerek -20°C’de bir gece bekletildi.

Bir gecenin sonunda dondurucudan ¢ikarilan tiipler vortekslendikten sonra her bir
tipten 200 pl alindi. Alinan bu karisimlar kendi grubunun adinin yazili oldugu
steril ependorf tiiplere aktarildi.

Ependorf tiipler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi tiiplerdeki siipernatant mikropipet yardimiyla uzaklastirildi.

Tiiplerin her birine 250 pl PBS elenerek vorteks yapildi.
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e Daha sonra tiipler yeniden 300 g’de 5 dk santrifiij edildi, tiiplerin iizerindeki
supernatant mikropipet yardimiyla uzaklastirildi.

e Bu islemi takiben her tiipe 200 pul Muse Cell Cycle kiti ilave edildi ve orta hizda
3-5 saniye vortekslendi.

e Bu islemden sonra ependorf tiipler 30 dk boyunca, oda sicakliginda karanlikta
bekletildi.

e Bu bekleme siiresinde Muse Cell Analyzer cihazi agildi ve cihazin standart
sollisyonlarla 6n yikamasi yapilarak cihaz 6rnek okumaya hazir hale getirildi.

e Otuzuncu dakikanin sonunda tiipler birer birer cihazin O6rnek haznesine
yerlestirilerek cihazin hiicre dongiisii ile ilgili sonuglari okumasi sagland. Ilk
olarak kontrol grubu okutuldu

e Her bir grup bitiminde cihaza hizli yikama yaptirildi.

e Tiim sonuglar cihazin hafizasina kaydedildikten sonra tagmabilir disk yardimiyla
alindi.

e Islemlerin sonrasinda Muse Cell Analyzer cihazi gerekli yikamalar yapildiktan

sonra kapatildi.

3.13. istatistiksel Analiz

Calismadaki verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk, histogram, g-q
grafikleri ile degerlendirildi. Gruplar aras1 parametrelerin istatistiksel karsilastirilmasinda
tek yoni varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Verilerin varyanslarinin homojenligi
Levene testi araciligi ile degerlendirildi. Coklu karsilagtirmalarda Tukey testi kullanildi.
Her bir grup i¢in, 24 ve 48 saatlik olglimler arasindaki farkliliklar paired t testi ile
degerlendirildi. Verilerin analizi Turcosa (Turcosa Analytics Ltd Co, Turkey,
www.turcosa.com.tr) istatistik yaziliminda gergeklestirildi. p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Toplam Fenolik Madde ve Punicalagin Miktari

HPLC yo6ntemi ile yapilan analiz sonucu 50 gr (250 ml) nar kabugu ekstresinde
1235,93 mg fenolik bilesen bulundu. Nar kabugunda en fazla bulunan fenolik maddenin
ise %70 oran ile punicalagin oldugu belirlendi. Tablo 4.1’de ¢alismamizda kullanilan

ekstre miktarlarinin igerdigi toplam fenolik madde ve punicalagin miktar1 gésterilmistir.

Tablo 4.1. Calismada Kullanilan Ekstre Miktarlarmin Igerdigi Toplam Fenolik
Madde ve Punicalagin Miktar1

Nar Kabugu Toplam Fenolik Punicalagin
Ekstre Miktari Madde Miktari Miktari
25 ug 0,0006175 mg 0,00043225 mg
50 ug 0,001235 mg 0,0008645 mg

4.2. Annexin V ve Olii Hiicre Testi Sonuclar

Bu test hiicre orneklerindeki canli, erken apopitoz, ge¢ apopitoz ve toplam
apopitozdaki hiicrelerin yiizdelik oranlarini belirlemektedir. Bu oranlar 24 ve 48 saat i¢in
gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilagtirildi ve sonuglar not edildi. Sonuglarin
olusturulmasinda Muse Cell Analyzer cihazindan alinan ham veri grafikleri esas alindu.
Cihazin olusturdugu grafiklerde yatay ve dikey eksenlerin kesismesiyle olusan dort bolme
izlendi. Testin igerigindeki isaretleyicilerin olusturdugu hiicre popiilasyonlart bu
bolmelerde gozlendi. Olii hiicreler sol iist kadranda, canli hiicreler sol alt kadranda, geg
apopitoza giren hiicreler sag iist kadranda, erken apopitoza giren hiicreler sag alt kadranda
toplandi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda Muse Cell Analyzer cihazindan

elde edilen veri grafikleri Sekil 4.1 ve 4.2’de g0sterilmistir.
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Sekil 4.1. 24 Saatlik inkiibasyon Siiresi Sonunda Gruplara Gére MDA-MB-231
Hiicrelerinin Apopitoz Oranlarin1 Gosteren, Muse Cell Analyzer Cihazindan Elde
Edilen Veri Grafikleri A. Kontrol Grubu, B. 25 ug/ml Nar (Punica Granatum)
Grubu, C. 50 pg/ml Nar (Punica Granatum) Grubu
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Sekil 4.2. 48 Saatlik inkiibasyon Siiresi Sonunda Gruplara Gére MDA-MB-231
Hiicrelerinin Apopitoz Oranlarini Gosteren, Muse Cell Analyzer Cihazindan Elde
Edilen Veri Grafikleri A. Kontrol grubu, B. 25 pg/ml Nar (Punica Granatum)

grubu, C. 50 ug/ml Nar (Punica Granatum) Grubu
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4.2.1. Canl Hiicre

Gruplar kendi igerisinde inkiibasyon siirelerine bagli olarak, canli hiicre sayisi
yoniinden degerlendirildiginde, kontrol grubunun 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriiliirken (p<0,05), diger gruplarin kendi
icerisinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4.2).

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda doza bagli olarak sonuglar
degerlendirildiginde, kontrole gore hem 25 pg/ml nar kabugu ekstresi hem 50 pg/ml nar
kabugu ekstresi gruplarinda canli hiicre sayisindaki azalma bakimindan anlamli bir diisiis
oldugu belirlendi (p<0,001). 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda doza bagli olarak
sonuglar degerlendirildiginde ise kontrole gore hem 25 pg/ml nar kabugu ekstresi hem
50 pg/ml nar kabugu ekstresi gruplarinda canli hiicre sayisindaki azalma bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi (p=0,001) (Tablo 4.2).

Hem siireye hem doza bagli olarak sonuclar degerlendirildiginde, 48 saatlik
inkiibasyon siiresi 50 pg nar kabugu ekstresi grubunun canli hiicre ylizdesinin, diger

gruplarin canli hiicre ylizdelerinden anlamli olarak daha diisiik (p<0,05) oldugu gozlendi
(Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Annexin V Testinde 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Siireleri Sonunda
Canli MDA-MB-231 Hiicrelerine Ait Veriler

Gruplar
Canh
25 pg Nar Kabugu 50 pg Nar Kabugu p*

Hiicre Kontrol ) _

Ekstresi Ekstresi
24 saat  99,00+0,202 97,00+1,302 69,00.d:4,30b <0,001
48 saat  81,70+2,3? 75,30+7,70% 49,30+4,70° 0,001

p* 0,007 0,053 0,063

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.

Alfabetik iist simgelerin ayni harfi igermesi gruplar arasi farkin anlamli olmadigini ifade ederken,
harflerin farkli olmasi gruplar arasi farkin anlamliligin1 ifade etmektedir.

p*= Paired t testi

p* = Tek yénlii varyans analizi

4.2.2. Erken Apoptotik Hiicre
Gruplar kendi igerisinde inkiibasyon siirelerine bagli olarak, erken apoptotik hiicre

yiizdesi yoniinden degerlendirildiginde, her grubun 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu kaydedildi (p<0,05) (Tablo 4.3).
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24  saatlik inkiibasyon siiresi sonunda doza bagli olarak sonuglar
degerlendirildiginde, kontrole gore hem 25 pg/ml nar kabugu ekstresi hem 50 pg/ml nar
kabugu ekstresi gruplarinda artan bir erken apopitoz degeri goriiliirken (p<0,001), 48
saatlik sonuglarda ise erken apopitoz degerlerinde kontrole gore tiim gruplarda anlamli

bir artisin oldugu goriildi (p<0,001) (Tablo 4.3).

Hem siireye hem doza bagl olarak sonuglar degerlendirildiginde, 48 saatlik
inkiibasyon siiresi 50 pg nar kabugu ekstresi grubunun erken apoptotik hiicre yiizdesinin,
diger gruplarin erken apoptotik hiicre yiizdelerinden anlamli olarak daha yiiksek oldugu
gozlendi (p<0,05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3.Annexin V Testinde 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Siireleri Sonunda
Erken Apoptotik MDA-MB-231 Hiicrelerine Ait Veriler

Erken Gruplar
Apoptotik 25 ng Nar 50 ng Nar p*
Hii Kontrol
e Kabugu Ekstresi  Kabugu Ekstresi
24 saat  1,00+0,20% 2,00+1,60P 30,00+5,40¢ <0,001
48 saat  15,40+3,10% 22,27+4,00P 45,8+1,80° <0,001
p* 0,017 0,025 0,017

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi.

Alfabetik iist simgelerin ayn1 harfi igermesi gruplar arasi farkin anlamli olmadigini ifade ederken,
harflerin farkli olmasi gruplar arasi farkin anlamliligini ifade etmektedir.

p*= Paired t testi

p*= Tek yonlii varyans analizi

4.2.3. Ge¢ Apoptotik Hiicre

Gruplar kendi igerisinde inkiibasyon siirelerine bagl olarak, ge¢ apoptotik hiicre
yiizdesi yoniinden degerlendirildiginde, her grubun 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu kaydedildi (p<0,05) (Tablo 4.4).

24 saatlik inkiibasyon siliresi sonunda doza bagli olarak sonuclar
degerlendirildiginde, kontrole gére hem 25 pg/ml nar kabugu ekstresi hem 50 pg/ml nar
kabugu ekstresi gruplarinda artan bir ge¢ apopitoz degeri goriiliirken (p<0,05), 48 saatlik
sonuglarda ise ge¢ apopitoz degerlerinde kontrole gore tiim gruplarda anlamli bir artisin

oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Annexin V Testinde 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Siireleri Sonunda
Geg¢ Apoptotik MDA-MB-231 Hiicrelerine Ait Veriler

Gec Gruplar
Apoptotik 25 ng Nar Kabugu 50 pg Nar Kabugu  p*
Kontrol ) )
Hiicre Ekstresi Ekstresi
24 saat 0,000,002 1,00+0,50P 1,00+0,50° 0,037
48 saat 2,340,702 2,5+0,90% 4.40+0,90° 0,041
p* 0,030 0,023 0,005

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi.

Alfabetik st simgelerin ayn1 harfi igermesi gruplar arasi farkin anlamli olmadigin ifade ederken,
harflerin farkli olmasi gruplar arasi farkin anlamliligini ifade etmektedir.

p*= Paired t testi

p*= Tek yonlii varyans analizi

4.2.4. Toplam Apoptotik Hiicre

Gruplar kendi igerisinde inkiibasyon siirelerine bagh olarak, toplam apoptotik
hiicre yiizdesi yoniinden degerlendirildiginde, her grubun 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
stireleri arasinda anlaml1 farkin oldugu kaydedildi (p<0,05) (Tablo 4.5).

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda doza bagli olarak sonuglar
degerlendirildiginde, kontrole gére hem 25 pg/ml nar kabugu ekstresi hem 50 pg/ml nar
kabugu ekstresi gruplarinda artan bir toplam apopitoz degeri goriiliirken (p<0,001), 48
saatlik sonuglarin toplam apopitoz degerlerinde kontrole gore tiim gruplarda anlamli bir
artisin oldugu goriildi (p<0,001) (Tablo 4.5)

Tablo 4.5. Annexin V Testinde 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Siireleri Sonunda
Toplam Apoptotik MDA-MB-231 Hiicrelerine Ait Veriler

Toplam Gruplar
Apoptotik 25 pg Nar 50 pug Nar p*
Kontrol
Hiicre Kabugu Ekstresi  Kabugu Ekstresi
24 saat 1,00+0,502 3,00+0,202 31,00+2,20P <0,001
48 saat  17,70+1,00° 24,70+1,70° 50,20+0,90° <0,001
p* <0,001 0,020 0,009

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.

Alfabetik st simgelerin ayn1 harfi icermesi gruplar arasi farkin anlamli olmadigini ifade ederken,
harflerin farkli olmasi gruplar arasi farkin anlamliligini ifade etmektedir.

p*= Paired t testi

p* = Tek yénlii varyans analizi
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Bu test ile 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda gruplar aras1 GO/G1, S, ve

G2/M total fazindaki hiicrelerin yiizdesel (%) oranlar1 degerlendirildi. Sonuglar Sekil 4.3

ve Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.3. 24 Saatlik Kiiltiir Sonunda Gruplara Gére Muse Analyzer Cihazi Hiicre
Dongiisii Testi Ham Veri Grafikleri A. Kontrol Grubu, B. 25 pg/ml Nar (Punica
Granatum) Grubu, C. 50 pg/ml Nar (Punica Granatum) Grubu
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Sekil 4.4. 48 Saatlik Kiiltiir Sonunda Gruplara Gére Muse Analyzer Cihazi Hiicre
Dongiisti Testi Ham Veri Grafikleri A. Kontrol Grubu, B. 25 pg/ml Nar (Punica
Granatum) Grubu, C. 50 pg/ml Nar (Punica Granatum) Grubu
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4.3.1. GO/G1 Evresi

Gruplar kendi igerisinde inkiibasyon siirelerine bagli olarak degerlendirildiginde,
her gruba ait GO/G1 evresi hiicre oranlarinin 24 ve 48 saatlik kiiltiir sonuglar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu (p<0,05) (Tablo 4.6).

GO/G1 evresi 24 saatlik inkiibasyon sonuglari degerlendirildiginde 25 pg/ml nar
kabugu ekstresi grubunun G0/G1 evresinde bulunan hiicre oraninin, 50 pg/ml nar kabugu
ekstresi grubu ve kontrol grubu GO/G1 evresi hiicre oranlarina gore anlaml olarak daha
yiiksek bulundu (p<0,05) (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Siireleri Sonunda G0/G1 Evresindeki
MDA-MB-231 Hiicrelerine Ait Veriler

Gruplar
G0/G1
. 25 ug Nar Kabugu 50 pg Nar Kabugu  p*

Evresi Kontrol . _

Ekstresi Ekstresi
24 saat  18,20+3,20° 34,70+1,70P 18,60+4,80° 0,002
48 saat  76,20+11,40 82,60+8,80 82,70+4,0 0,599

p* 0,020 0,007 <0,001

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi.

Alfabetik st simgelerin ayni1 harfi icermesi gruplar arasi farkin anlamli olmadigini ifade ederken,
harflerin farkli olmasi gruplar arasi farkin anlamliligini ifade etmektedir.

p*= Paired t testi

p* = Tek yonlii varyans analizi

4.3.2. S Evresi

Gruplar kendi igerisinde inkiibasyon siirelerine bagli olarak paired t testine gére
degerlendirildiginde, her gruba ait S evresi hiicre oranlarinin 24 ve 48 saatlik kiiltiir
sonuglari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu (p<0,05) (Tablo 4.7).

Gruplar doza bagl olarak degerlendirildiginde S evresi hiicre oranlarinin kontrol

grubuna gore diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi

bulundu (p>0,05) (Tablo 4.7)
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Tablo 4.7. 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Siireleri Sonunda S Evresindeki MDA -
MB-231 Hiicrelerine Ait Veriler

S Gruplar
) 25 pg Nar Kabugu 50 pg Nar Kabugu p*
Evresi Kontrol i .
Ekstresi Ekstresi
24 saat  44,90+1,10 37,90+2,70 48,40+12,80 0,298
48 saat  8,60+0,70 9,60+2,10 7,204£2,10 0,316
p* 0,011 <0,001 0,022

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi.

Alfabetik st simgelerin ayn1 harfi igermesi gruplar arasi farkin anlamli olmadigin ifade ederken,
harflerin farkli olmasi gruplar arasi farkin anlamliligini ifade etmektedir.

p*= Paired t testi

p*= Tek yonlii varyans analizi

4.3.3. G2/M Evresi

Gruplar kendi igerisinde inkiibasyon siirelerine bagli olarak degerlendirildiginde,

her gruba ait G2/M evresi verilerinin 24 ve 48 saatlik kiiltiir sonuglar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar bulundu (p<0,05) (Tablo 4.8).

Kontrol, 25 pg/ml nar kabugu ekstresi, 50 pg/ml nar kabugu ekstresi gruplarinin

G2/M evresi verilerinin 24 saatlik kiiltiir sonuglari degerlendirmesinde istatistiksel olarak

anlamli farklilik bulunmaz iken (p>0,05), 48 saatlik kiiltiir sonuglar1 degerlendirmesinde

gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p=0,012) (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Siireleri Sonunda G2/M Evresindeki
MDA-MB-231 Hiicrelerine Ait Veriler

Gruplar
G2/M
_ 25 pg Nar Kabugu 50 pg Nar Kabugu p#

Evresi Kontrol ] .

Ekstresi Ekstresi
24 saat 22,20+1,20 19,00+£2,00 20,80+0,60 0,719
48 saat  7,90+1,40° 5,30+0,50° 4,90+0,40P 0,012

p* 0,011 0,004 0,011

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.

Alfabetik iist simgelerin ayn1 harfi igermesi gruplar arasi farkin anlamli olmadigini ifade ederken,
harflerin farkli olmasi gruplar arasi farkin anlamliligini ifade etmektedir.

p*= Paired t testi

p* = Tek yénlii varyans analizi
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5. TARTISMA

Diinya capinda 6lim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci sirada yer alan kanser, 6liimciil bir hastaliktir (Sudhakar, 2009). Meme kanseri,
kadinlarda en sik teshis edilen kanser tiirii olmakla birlikte kadinlarda kansere bagli 6liim

nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir (Fahad Ullah, 2019).

Nar meyvesi, yiiksek biyoyararlanima sahip olan iyi bir polifenol kaynagidir. Yan
etkilerin olmamasi, kolay bulunabilirlik ve diisiik maliyetinden kaynakli diinya ¢apinda
insanlar tarafindan g¢esitli tibbi uygulamalar i¢in kullanilan bir bitkidir (Moga ve ark.,
2021). Bu bitkiden elde edilen ekstrelerin farkli kanser tiirleri tizerine etkileri birgok in
vitro ¢alisma (Dikmen, Oztiirk ve Oztiirk, 2008; Dikmen, Oztiirk ve Oztiirk, 2011;
Modaeinama, Abasi, Abbasi ve Jahanban-Esfahlan, 2015; Orgil, Spector, Holland,
Mahajna ve Amir, 2016; Ahmadiankia, Bagheri ve Fazli, 2018; Bagheri, Fazli, Saeednia,
Kor ve Ahmadiankia, 2018; Keta ve ark., 2020) ile arastirilmustir.

Bagheri ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada MDA-MB-231 hiicreleri, 24, 48 ve
72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda nar kabugu ekstresine ile isleme tabi
tutulmustur. Inkiibasyon siireleri sonunda nar kabugu ekstresinin 25, 50, 100, 250, 500
ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda hiicrelerin gdgiinii ve istilasini belirgin sekilde
inhibe ettigi ve nispeten yiiksek konsantrasyonlarda (500, 1000 ug/ml) apoptozu
indiikledigi bildirilmistir (Bagheri, Fazli, Saeednia, Kor ve Ahmadiankia, 2018).

Eddebbagh ve ark. tarafindan Fas narinin (kabugu, yapraklari, dallari, ¢igekleri ve
korolla) sitotoksisitesini ve antioksidan aktivitelerini belirlemek amaciyla yapilan
calismada, Nar (Punica Granatum)in farkli kisimlarindan elde edilen metanolik
ekstraktin, iki insan kanseri (meme ve kolon) hiicre hatti (MBA-MD 231 ve HT 29)
lizerine etkisi aragtirilmistir. Calisma sonuglarina gore; nar kisimlarinin antioksidan
icerikleri su sekilde bulunmustur: kabuk > yaprak > ¢i¢cek > korolla > dallar. Ayrica
Punica Granatum'un metanolik 6ziitiiniin, MBA-MD 231'de ve HT-29 hiicreleri izerinde

en yiiksek antiproliferatif aktiviteyi gosterdigi bildirilmistir (Eddebbaghve ark., 2016).
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Ahmadiankia ve ark. tarafindan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 {izerine
Nar (Punica Granatum) kabugu eckstresinin etkinliginin arastirildigi ¢alismada nar
kabugu ekstresine maruziyetin meme kanseri hiicrelerini 6ldiirdiigii rapor edilmistir. Nar
kabugu ekstresinin direngli hiicre go¢iinii belirgin sekilde inhibe ettigi, hiicre yapigmasi
i¢in gerekli bir protein olan ICAM-1'in ekspresyonunu yukari regiile ettigi, kanser hiicresi
gociine katkida bulunan MMP9, fibronektin ve VEGF'nin ekspresyonunu asagi regiile
ettigi bulunmustur (Ahmadiankia, Bagheri ve Fazli, 2018).

Modaeinama ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 4 farkli kanser hiicre hattinda
[A549 (akciger kiiglik hiicreli olmayan kanser), MCF-7 (meme adenokarsinomu),
SKOV3 (yumurtalik kanseri) ve PC-3 (prostat adenokarsinomu)] Nar (Punica Granatum)
kabugu ekstresi 5, 20, 100, 250, 500, 1000 pg/ml dozlarda denenmistir. Calisilan tiim
kanser hiicrelerinde Nar (Punica Granatum) kabugu ekstresinin en diisiik dozlarda bile
hiicre canliligin1 %40'1n altindaki degerlere indirdigi bulunmustur (Modaeinama, Abasi,

Abbasi ve Jahanban-Esfahlan, 2015).

Joseph ve ark. nar kabugundan izole edilen polisakkarit PSP001'in antioksidan ve
antikanser ozelliklerini belirlemeyi amagladiklart bir ¢alisma yapmislardir. MCF-7
(meme kanseri), KB (nazofaringeal karsinom) ve K562 (16semi) hiicreleri tizerinde O-
1000 pg/ml arasindaki dozlarda ekstreler uygulayarak 72 saatlik inkiibasyon sonucu in
vitro biliyiime uyarici etki gosterdigi, en yiiksek aktivitenin 200 pg/ml'de elde edildigi, 10
ile 1000 pg/ml arasindaki konsantrasyonlar1 kullanarak aktivitede doza bagl bir artis

sergilendigi rapor edilmistir (Joseph, Aravind, Varghese, Mini ve Sreelekha, 2012).

Keta ve ark. farkli insan kanser hiicre hatlar1 (HTB140, HTBI177, MCF7,
HCT116) ve MRC-5 normal fibroblastlar1 iizerine nar kabugu ekstresinin etkisini
arastirdig1 ¢alismada sonuglar; nar kabugu ekstresinin, normal hiicre hattina kiyasla
kanser hiicreleri i¢in segici sitotoksisite ifade ettigini ve kullanilan kanser hiicre dizileri

tizerinde iyi inhibitor etkiler sergiledigni gostermistir (Keta ve ark., 2020).

Dikmen ve ark. tarafindan yapilan g¢alismada nar meyve kabugu metanol
ekstresinin farkli konsantrasyonlarmin (25, 50, 100, 200 ve 300 pg/ml), MCF-7 insan
meme kanser hiicre hatt1 lizerine sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir. Nar
kabugu ekstresinin, konsantrasyon ve zamana bagli olarak MCF-7 hiicre proliferasyonu

lizerinde inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. Apoptotik aktivite de, sitotoksik
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aktiviteye paralel olarak 48. saatte nar kabugu ekstresinin 100, 200 ve 300 pg/ml
dozlarinda 6nemli artis gosterdigi rapor edilmistir (Dikmen, Oztiirk ve Oztiirk, 2008).

Dikmen ve ark. tarafindan metanolik bir nar meyvesi kabugu ekstresinin
antioksidan giiclinii ve MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
ve apoptotik etkileri ile iligkisinin incelendigi diger bir ¢aligmada MCF-7 hiicre
proliferasyonun, nar kabugu ekstresinin konsantrasyonuna (25, 50, 100, 200 ve 300
pg/mL) ve inkiibasyon siirelerine (24, 48 ve 72 saat) bagli olarak azaldigi rapor
edilmistir. 48 ve 72 saatlik siirelerde, apoptotik hiicre sayilarinin 100, 200 ve 300 pg/mL
nar kabugu ekstresi konsantrasyonlarinda 6nemli dl¢iide arttigi bildirilmistir (Dikmen,

Oztiirk ve Oztiirk, 2011).

Manasathien ve Indrapichate tarafindan yapilan ¢alismada nar meyve kabugu
etanolik ekstresinin doza ve zamana bagli MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasin

engelleyebilecegi bildirilmistir (Manasathien ve Indrapichate, 2017).

Orgil ve ark. nar kabugu ekstresinin meme (MCF7 ve MDA-MB-453) ve prostat
(LNCaP ve PC-3) kanser hiicre hatlarina karsi anti-proliferatif aktivitesini incelidigi
calisma sonucunda nar kabugunun MCF7, MDA-MB-453 ve LNCaP hiicre hatlarina
kars1 yiiksek anti-proliferatif etkisi gozlenirken, PC-3 hiicre hattinda nispeten yiiksek
direng gosterdigi bildirilmistir (Orgil, Spector, Holland, Mahajna ve Amir, 2016).

Li ve ark. tarafindan BCPAP ve TPC-1 tiroid kanseri hiicre hatlari {izerine Nar
(Punica Granatum) kabugu ekstresinin antikanser etkisinin arastirilldigi ¢alismada
ekstrelerin iki tiir tiroid kanseri hiicre hattinda proliferasyonu giiglii bir sekilde bastirdigi

ve kanser hiicresi apoptozunu indiikledigi rapor edilmistir (Li ve ark., 2016).

Ma ve ark. tarafindan insan prostat kanseri hiicreleri (PC-3) {izerinde Nar kabugu
polifenollerinin in vivo antiproliferatif ve apoptotik etkilerini gézlemlemek amaciyla
yaptigt ¢alismada nar kabugunun, timor tasiyan ¢iplak farelerde tiimoér hacmini ve
agirligini azalttig1 ve apoptoz oranini 6nemli dl¢tide arttirdig tespit edilmistir (Ma, Wang,

Li, Ding ve Gao, 2015).

Chaves ve ark. prostat kanseri DU-145 ve PC-3 hiicre hatlar1 tizerinde nar meyve
suyu ve kabugu ekstrelerinin etkisini karsilastirmak amaciyla bir ¢alisma yapmislardir.
Calisma sonucunda her iki ekstrenin de bu hiicrelerin ¢ogalmasini, gd¢iinii ve koloni
olusumunu engelledigini, ancak kabuk ekstresinin meyve suyuna kiyasla daha giiclii

etkiler gosterdigini rapor edilmistir (Chaves ve ark., 2020).
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Tamborlin ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, farkl ¢6ziiciiler kullanilarak elde
edilen nar kabugu ekstrelerinin THP-1 16semi hiicreleri lizerine etkisi arastirilmistir. Sulu
ekstrakt en yliksek punikalagin igerigini sunmus ve nar kabugu ekstrelerinin fenolik
bilesik profili ve biyolojik aktiviteleri i¢in solvent se¢iminin kritik oldugu sonucuna

varilmistir (Tamborlin ve ark., 2020).

Asmaa ve ark. tarafindan nar kabugunun miyeloid 16semi hiicre hatti (K562)
lizerine etkisinin arastirlldigi c¢alismada 72 saattlik kiiltiir sonrasinda yapilan hiicre
dongiisii testinde nar kabugu ekstresinin hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugu ve
K562 hiicre proliferasyonunda bir inhibisyona neden oldugu rapor edilmistir (Asmaa, Ali,
Farid ve Azman, 2015).

Zhou ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada EJ mesane kanseri hiicre hattinda nar
kabugu ekstresinin 100 pg /ml dozu denenmis 48 saatlik inkiibasyon sonunda hiicre

proliferayonunun baskilandig: bildirlmistir (Zhou ve ark., 2015).

Song ve ark. tarafindan nar kabugu ekstresinin HepG2 hiicreleri (bir tiir insan
hepatom hiicresi) lizerindeki etkisinin arastirildigi calismada, nar kabugu polifenollerinin
hiicre dongiistinii bloke ederek ve doza bagl bir sekilde mitokondriyal apoptotik yolu
indiikleyerek HepG2 hiicrelerinin biiylimesini engelleyebilecegi sonucuna varilmistir

(Song, Li ve Li, 2016).

Chen ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma sonucu, nar kabuklarinda bulunan en
giicli antioksidan bilesiklerin granatin B ve punikalagin oldugu bildirilmistir. Granatin B
ve punikalagin'in, HT-29 insan kolorektal kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiinii S-
fazinda durdurdugu ve apoptozu indiikledigi sonucuna ulasilmistir (Chen, Khyeam,
Zhang ve Zhang, 2022).

Yukarida verdigimiz ¢alismalarda nar kabugunun akciger, yumurtalik, prostat,
tiroid, bobrek ve meme hiicre hatlarinda kanser hiicrelerinin ¢gogalmasini inhibe ederek
kanserli dokularin gelismesini dnleyecek genel antikanserojen bir madde olmaya aday

besin oldugu goriilmektedir.

Yapmis oldugumuz tez galismasinda nar meyve kabugu ekstresinin doza (25 ve
50 pg/ml) ve zamana (24 ve 48 saat) bagh insan MDA-MB-231 meme kanser
hiicrelerinde hiicre canliligina ve apopitoza etkisi arastirildi. Annexin V ve 6li hiicre
testinden elde edilen verilerde nar kabugu ekstresi ile MDA-MB-231 hiicrelerinin

apopitozu arasindaki iliski degerlendirildiginde, nar kabugu ekstrelerinin zamana ve doza
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bagli olarak MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde apopitozu arttirarak hiicre proliferasyonu
tizerinde inhibitér etkisinin oldugu bulundu. Canli hiicre oraninda en fazla diisiisiin ve
apopitotik etkideki en fazla artisin, 48. saatte 50 ug/ml nar kabugu ekstresi grubunda
oldugu goriildii. Hiicre dongiisii testinden elde edilen verilerde GO/G1 evresinde gruplarin
24 saatlik sonuglart arasinda ve G2/M evresinde gruplarin 48 saatlik sonuglari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,05).
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu tez ¢aligmasinda, nar meyve kabugu ekstresinin MDA-MB-231
meme kanser hiicreleri lizerinde apoptotik etkisi arastirildi. Elde ettigimiz sonuglara gore;
nar kabugunun kanser hiicreleri lizerinde apopitozu ¢esitli mekanizmalarla artirdigi, hiicre
canliligr/hiicre biiylimesini inhibe ettigi ve bu etkilerin en belirgin 50 pg/ml nar kabugu

grubunda oldugu bulundu.

Bu sonuglar dogrultusunda nar meyvesi kabugu tiiketiminin yayginlagmasinin
glinlimiiziin en biiyiik saglik problemlerinden biri olan kansere yakalanma riskini
azaltmada, kanser tedavisinde tamamlayici tedavi olarak kullanilip hastaligin ilerlemesini
yavaglatmada ve geleneksel tedavi yontemlerine bagl olusan yan etkileri azaltarak
hastalarin yasam kalitesini yiikseltmede etkin rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz.
Bunun yani sira nar meyvesi kabugunun antikanser aktivitesi ile hem gida hem de gida
dis1 (ilag endiistrisi gibi) alanlarda kullanim potansiyeline sahip olabilecegi
kanaatindeyiz. Sonuglarimizi destekleyecek, nar meyve kabugu ekstresi ve igermis
oldugu fenolik bilesenler ile ilgili olarak, kanser iizerinde nar meyve kabugunun etkilerini

aciklayacak ilave ¢alismalara gerek vardir.
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8. EKLER

8.1. Tez Intihal Raporu

NAR (PUNICA GRANATUM) EKSTRESININ MDA-MB-231 HUCRE
HATTI UZERINE ETKISI
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