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OZET

Glinlimiizde yaygin bir hastalik haline gelen kanser, en 6nemli kronik saglik
sorunlarindan birisidir. Diinya Saglik Orgiitii raporlarina gére yilda 18.1 milyon insana
kanser teshisi koyulmus, 2018 yilinda 9.6 milyon kisi kanser nedeniyle hayatini
kaybetmistir. Glinimiizde kansere karsi mevcut tedavilerde; kemoterapi, radyoterapi,
cerrahi ve kimyasal olarak {iretilmis ilaglar bulunmaktadir. Tani yontemleri ve
tedavilerindeki hizli gelismelere ragmen uygulanan ilaglara diren¢ ve metastaz basaril
tedavinin oniindeki baslica engellerdir. Bu nedenle, kansere karsi alternatif tedavilere ve
terapilerin kullanilmasina odaklanilmaktadir. Bu ¢alismada Artvin ilinden temin edilen
yaban mersin meyvesinden elde edilen ekstrelerin MDA-MB-231 hicreleri (zerine
etkileri arastirildi. Yaban mersini ekstreleri 40, 80, 100, 200 ul dozlar1 kullanilarak pilot
caligmalar yapildi. Sonug olarak 40 ve 80 pl dozlari etkili doz olarak belirlendi.
Belirlenen dozlarinin MDA-MB231 hiicreleri Uzerindeki in vitro etkisini incelemek igin
24 ve 48 saatlik kiiltiir periyodu sonrasinda hiicreler, Annexin V ve hiicre dongiisii
olmak {tizere iki farkli analize tabi tutuldu. Calismamizda yaban mersini ekstrelerinin
MDA-MB-231 hicreleri zerinde 24 ve 48 saatlik kiltir sonunda 40 pl ve 80 pl
apopitozu artirdi@i, sitotoksik etkisinin oldugu ve hiicre proliferasyonunu azalttigi
sonucuna ulagilmistir.

Calismamiza gore yaban mersini meyvesinin kansere karst uygun bir tedavi
edici ajan aday1 olabilir ve yapilan bu arastirmanin kanser arastirmalarina katkida

bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: MDA-MB-231, Yaban mersini, Apopitoz, in vitro



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF BLUEBERRY
(VACCINIUM MYRTILLUS) EXTRACT ON
MDA-MB-231 CELL LINE

Kevser BESTEPE
Nuh Naci Yazgan University, Institute of Health Sciences
Master of Nutrition and Dietetics with Thesis , February 2022
Supervisor: Dog. Dr. Mustafa NISARI

ABSTRACT

Cancer, which has become a common disease today, is one of the most important
chronic health problems. According to the World Health Organization reports, 18.1
million people were diagnosed with cancer annually, and 9.6 million people died due to
cancer in 2018. Today, in the current treatments against cancer; There are
chemotherapy, radiotherapy, surgery and chemically produced drugs. Despite the rapid
developments in diagnostic methods and treatments, resistance to drugs and metastasis
are the main obstacles to successful treatment. Therefore, the focus is on the use of
alternative treatments and therapies against cancer. In this study, the effects of extracts
obtained from blueberry fruit obtained from Artvin province on MDA-MB-231 cells
were investigated. Pilot studies were carried out using 40, 80, 100, 200 pl doses of
blueberry extracts. As a result, doses of 40 and 80 ul were determined as effective
doses. In order to examine the effect of determined doses on MDA-MB231 cells in
vitro, cells were subjected to two different assays, Annexin V and cell cycle, after 24
and 48 hours of culture period. In our study, it was concluded that blueberry extracts
increased apoptosis in 40 pl and 80 pul at the end of 24 and 48 hours of culture on MDA-
MB-231 cells, had a cytotoxic (cell-killing) effect and reduced cell proliferation.

These results are similar to the results of other studies on blueberry.

According to our study, we think that blueberry fruit may be a suitable therapeutic

agent candidate against cancer and this research will contribute to cancer research.

Keywords: MDA-MB-231, Blueberry, Apoptosis, in vitro
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, bir organ veya dokudaki hasarli hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalip,
bulundugu bolgenin disina yayilmasindan ileri gelen hastaliklarin genel adidir. Bes
kisiden bir tanesi hayatinin bir doineminde kanser ile karsi karsiya geldigi istatistiklere
gore belirlenmistir. Tiptaki gelismelere ve tiim yeni tedavi yaklagimlarina karsin kanser
sebepli 6limler hala gelismis toplumlarda ikinci sirada yer almaktadir (Gurel, 2007).

Diinyanin hemen her bdlgesinde meme kanseri onemli bir saglik sorunudur.
Meme kanseri toplumda akciger kanserinden sonra %11.9 oranla en sik, kadinlarda ise
birinci sirada tan1 konulan (%25.2) kanser tiiriidiir (Siegel RL, Cancer statistics, 2019,
2019). Yasami boyunca, yaklagik her 10 kadindan birinin bu hastaliga yakalanma
riskinin bulundugu ve meme kanserine yakalanan kadinlarin ii¢te birinin de bu hastalik
nedeniyle yasamlarin1 kaybetme risklerinin bulundugu bildirilmektedir (Go6lbas1 Z,
2010).

Tiirkiye’de 6zellikle Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yetistirilen yaban mersini
UzUmsii bir meyvedir. Yaban mersininde bol miktarda fenolik bilesik bulunur. Ayrica
yuksek antioksidan kapasiteye sahiptir. Bu nedenle taze meyve ve sebzeler arasinda
Ozel bir Oneme sahiptir. Yiiksek antioksidan igerigine bagli olarak, kardio ve
serebrovaskiiler hastaliklar, damar tikanikligi, diyabet ve kanser gibi bazi kronik
hastaliklara kars1 koruyucu etkisi vardir. Yapilan ¢alismalar yaban mersini meyvesinde
bulunan aktif bilesenlerin, hem fonksiyonel gidalar seklinde hem de besin takviyeleri
olarak etkili anti-kanser ajanlar1 olarak umut vaat ettigini gostermektedir (Johnson,
2013).

Calismamiz yaban mersininden (Vaccinium Myrtillus L.) elde edilen ekstrelerin
insan meme kanseri hiicre hattina (MDA-MB 231) etkisini degerlendirmek amaciyla

yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanserin Tanimi

Glinlimiizde yaygin bir hastalik haline gelen kanser, en 6nemli kronik saglik
sorunlarindan birisidir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) raporlarma (2018) gore yilda 18.1
milyon insanda kanser teshisi koyulmus, 2018 yilinda 9.6 milyon kisi kanser nedeniyle
hayatin1 kaybetmistir (World Health Organization, 2018). Kanser, kalp damar
hastaliklarindan sonra iilkemizde mortalite orani en yiiksek olan ikinci hastaliktir (T.C.
Saglik Bakanlig1, 2017) .

Kanser gelisimine neden olan temel anormallik, kanser hicrelerinin surekli
olarak diizensiz ¢ogalmasidir. Kanser hicreleri, normal hiicre davranisin1 kontrol eden
sinyallere uygun sekilde yanit vermek yerine, kontrolsiiz bir sekilde biiyiir ve boliiniir.
Normal doku ve organlari isgal eder ve sonunda tim viicuda yayilir. Kanser hiicreleri
tarafindan sergilenen genellestirilmis biiyiime kontrolii kaybi, ¢oklu hiicre diizenleyici
sistemlerde birikmis anormalliklerin net sonucudur ve kanser hiicrelerini normal
hiicrelerden ayiran hiicre davranisinin ¢esitli yonlerine yansir (Cooper, 2000).

"Tiimor' terimi, hiicrelerin anormal ¢ogalmasini tanimlamak i¢in kullanilir ve 1yi
huylu (benign) veya ko6t huylu (malign) olabilir. Iyi huylu ve kotii huylu tiimérler
arasindaki ayrim kanser patolojisindeki en 6nemli konudur (Cooper, 2000). Malign
lezyonlar1 benign lezyonlardan ayiran o6zellikler; hizli biiylime, artan hiicre dongiisii,
istilac1 (invaziv) buyime, metastaz ve lenfatik ve/veya vaskdler kanal invazyonu olarak
tamimlanmustir (Idikio, 2011) (Van Raamsdonkvan CD, 2009).

Normal hiicre boluinmesi dongusiinden farkli olarak bdliinmeye ve ¢ogalmaya
baslayan hiicre kansere sebep olur. Bu ilk atasal hiicreye "kanser progenitor hicreleri”
denilmektedir. Kanser progenitor htcreleri, kanser hiicrelerinin en erken formudur. Bu
hiicreler, apoptotik veya otofajik mekanizmalarin engellenmesi yoluyla biiylime
diizenleyicilerine kars1 duyarsizlik kazanmistir ve lokal tiimdr olusumunu baslatabilir
(Sarkar, 2013). Kanser progenitor hicrelerinin bolinmesiyle olusan hicrelerin tamami
da anormal ¢ogalma gosterir. Bu anormal hiicrelerden olusan tuimor veya hiicre ktlesi,

kaynaklandig1 doku i¢inde kalabilir (in situ kanser) veya yakin dokular istila etmeye



baslayabilir (invaziv kanser) (Sekil 1 Evolution of a Cancer, 2011). invaziv tiimérler
maligndir. Malign bir timorden kan veya lenf igine yayilan hiicrelerin viicutta yeni

timorler (metastazlar) olusturmast muhtemeldir (National Institutes of Health, 2007).

invaziv kanser

in situ kanser

ges ) ) . displazi
mutasyonlu hiicre  hiperplazi

Sekil 1. Tiimor gelisiminin asamalar: (Evolution of a Cancer, 2011)

2.2. Kanser Cesitleri

Giiniimtiizde, 100'den fazla bilinen kanser tiirii ve kanser ile iliskili 500'den fazla
gen vardir (Pavlopoulou, 2015). Kanserlerin ¢ogu karsinomlar, sarkomlar ve lésemiler
veya lenfomalar olarak siniflandirilan G¢ ana gruptan birine girer. Karsinomlar epitel
dokulardan kaynaklanan kot huylu timorlerdir ve insan kanserlerinin ~%90'm1
olusturur. Sarkomlar, bag ve iskelet dokularindan kaynaklanan nadir goriilen kati
timorlerdir (Cooper, 2000) (Hoang NT, 2018). Losemiler ve lenfomalar sirasiyla kemik
iligindeki kok hiicrelerden ve bagisiklik sistemi hiicrelerinden kaynaklanir (Davis AS,
2014).

Kanser, diinyanin her iilkesinde 6nde gelen 6liim nedeni ve artan yasam
beklentisinin 6nunde dnemli bir engel olarak yer almaktadir (Bray, 2021). Diinya Saglik
Orguti'ntin 2019 (World Health Organization, 2020) yilindaki tahminlerine gére kanser,
183 iilkenin 112'sinde 70 yas 6ncesi Oliimlerin birinci veya ikinci 6nde gelen nedenidir

ve 23 llkede Uglincu veya dordlincii sirada yer almaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. 2019'da <70 Yasinda 6liim nedeni olarak ulusal kanser siralamasi (Kaynak: Diinya Saghk
Orgutl)

2020'de diinya capinda tahmini 19.3 milyon yeni vaka (bazal hiicreli karsinom
ve melanom dis1 cilt kanseri hari¢ 18.1 milyon) ve 10 milyon kanser dlumi (bazal
hiicreli karsinom ve melanom dis1 cilt kanseri hari¢) rapor edilmistir (Global Cancer
Observatory, 2020). Tim kanser tirleri icerisinde (kadin ve erkek) meme kanseri en sik
teshis edilen kanser tipidir (toplam vakalarin %11,7'si), bunu akciger (%11,4),
kolorektal (%10,0), prostat (%7,3) ve mide (%5,6) kanserleri takip etmektedir. Akciger
kanseri, tim kanser olumlerinin 6nde gelen nedenidir (toplam kanser o6limlerinin
%18,0'1), bunu kolorektal (%9,4), karaciger (%8,3), mide (%7,7) ve meme (%6,9)
kanserleri izlemektedir. Akciger kanseri erkeklerde en sik goriilen kanser ve kanser
Oliimlerinin 6nde gelen nedenidir, bunu insidans agisindan prostat ve kolorektal kanser
ve mortalite acisindan karaciger ve kolorektal kanser izlemektedir. Kadinlarda meme
kanseri en sik teshis edilen kanserdir ve kanser oliimlerinin onde gelen nedenidir
(Global Cancer Observatory, 2020).

Kanser tiirleri ve goriilme sikliklar cinsiyet, cografi bolge ve irka gore farklilik
gosterebilmektedir (Halk Sagligi Genel Mudirligii, 2017). Tlrkiye’de 2020 yilinda
yeni tani1 konulan kanser vaka sayisi 233.834 ve kansere bagli 0lum sayis1 126.335
olarak bildirilmistir. Ulkemizde 2020 yilinda erkek ve kadinlarda tiim kanser tiirleri
arasinda en sik goriilen ilk 5 kanser tiirli, akciger kanseri, meme kanseri, kolorektal
(kalin bagirsak) kanser, prostat kanseri ve tiroid kanseri olarak rapor edilmistir (Global

Cancer Observatory, 2020).



Akciger
41 264 (17.6%)

Meme

24175 (10.3%)

Diger kanserler

114 078 (48.8%) Kolorektal

21191 (9.1%)

Prostat

19 444 (8.3%)

Tiroid
13682 (5.9%)

Toplam: 233 834

Sekil 3. 2020 yilinda Tiirkiye'de goriilen yeni kanser vaka sayisi (her iki cinsiyette ve her yasta)
(Global Cancer Observatory, 2020)

Tiirkiye’de 2020 yilinda erkeklerde en sik goriilen ilk 5 kanser tipi; akciger
kanseri, prostat kanseri, kolorektal kanser, mesane kanseri ve mide kanseri olarak
bildirilmistir (Global Cancer Observatory, 2020).




Akciger
34 207 (25.8%)
Diger kanserler

48 513 (36.5%)

Mide Prostat

8 187 (6.2%) 19 444 (14.6%)
Mesane Kolorektum
10476 (7.9%) 11989 (9%)

Toplam: 132 816

Sekil 4.2020 yihinda Tiirkiye'de erkeklerde en sik goriillen ilk 5 kanser tipi (Global Cancer
Observatory, 2020)

Ulkemizde 2020 yilinda kadinlarda en sik goriilen 5 kanser tiirii ise; meme
kanseri, tiroid kanseri, kolorektal kanser, akciger kanseri ve rahim kanseridir. Turkiye
Birlesik Veri Tabani (2017) kayitlarina gore, Tiirkiye’deki kadinlarda tiim yas
gruplarinda %25.5 oraninda meme kanseri ilk sirada yer almaktadir (Halk Sagligi Genel

Miidiirligii, 2017, s. 23).



Meme

24175 (23.9%)

Diger kanserler
43 632 (43.2%)
Tiroid
11 034 (10.9%)
Kolorektal
9202 (9.1%)

Rahim Akciger
5918 (5.9%) 7 057 (7%)

Toplam: 101 018

Sekil 5. 2020 yihinda Tiirkiye'de kadinlarda en sik goriilen ilk 5 kanser (Global Cancer
Observatory, 2020)

2.3. Meme Kanseri

Meme kanseri, dinyada kadinlar arasinda en sik teshis edilen invaziv kanser
tiridir ve diinya genelinde kadinlar arasinda kansere bagli 6liimlerin bir numarali
nedenidir (Siegel RL, 2018).

Kanser  hucreleri,  normal  hicrelerdeki DNA  veya  RNA'nin
modifikasyonu/mutasyonu ile olusur. Bu degisiklikler/mutasyonlar, kendiliginden
meydana gelebilecegi gibi nilkleer radyasyon, elektromanyetik radyasyon
(mikrodalgalar, X 1sinlari, Gama isinlari, Ultraviyole 1sinlar1 vb.), viriisler, bakteriler,
mantarlar, parazitler, doku iltihabi/tahrisi, hava su ve gidadaki kimyasallar, serbest
radikaller, vb. gibi diger faktorler tarafindan indiiklenebilir (Marek Roland-
Mieszkowski, 2006). Bagisiklik sistemi diizgiin ¢alismiyorsa veya hasar géren hiicre
miktar1 bagisiklik sisteminin yok edemeyecegi kadar fazlaysa kanser gelisir (Nemours
Kidshealth, 2019).

Kanser genellikle adin1 ortaya ¢iktigi viicut kismindan alir; bu nedenle meme
kanseri, meme dokusundan kaynaklanan hiicrelerin diizensiz biiyiimesi ve ¢ogalmasi

anlamina gelir (Khuwaja, 2004).



Meme kanseri, en yaygin olarak meme dokusundaki siit kanallarnin ig
duvarindan veya kanallar siitle besleyen lobiillerden kaynaklanan kanserleri ifade eder
(Sharma, 2010). Meme kanseri, biyolojik davranislarina ve mikroskobik gorimiine gére
in situ ve invaziv karsinom olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir. In situ
karsinomlarda, timor hicreleri duktal veya lobiiler bolgede smirli olup stromal
invazyon (timorin bazal membrandan asagi dogru yayilimi) goriilmez. Invaziv
karsinomlarda ise bazal membran1 gecen timaor hiicreleri stromal invazyon yaparlar. Bu
durum invaziv meme karsinomlarinin, lenfovaskiiler invazyonla bolgesel lenf nodlarina
ve uzak organlara metastaz yapmasina neden olmaktadir (Syed A. Hoda, 2020).

Meme kanserleri memenin farkli bolgelerinden de baslayabilir. Lobiillerde (sUt
bezleri) baslayan kanserlere lobiiler kanserler denir. Lobiillerden ¢ikan ve siitii meme
ucuna tasiyan kanallarda baslayan kanserlere duktal kanserler denir. Meme kanserinin
basladig1 en yaygin yer burasidir (American Cancer Society). Diinya Saglik Orgiitil
tarafindan siniflandirilan histolojik meme kanseri tipleri Tablo 1. de gosterilmistir
(World Health Organization, 1981).



Tablo 1. Histolojik meme kanseri tipleri (World Health Organization, 1981)

Kanser tipi
Non invaziv Intraduktal karsinom
Lobiiler karsinoma in situ
invaziv 1- invaziv duktal karsinom

Meme kanseri ile ilgili giinimiizde hala yeni bilgiler ortaya c¢ikmakta ve
gelismeler yaganmaktadir. Meme kanserinin neden olustugu kesin olarak bilinmemekle
birlikte; diinya ¢apinda yapilan aragtirmalar sonucunda, bazi kadinlarda meme kanseri
gorulme riskinin daha yuksek oldugu saptanmistir. Bu 6zelliklere “risk faktorleri” adi
verilmektedir (Somunoglu, 2007). Tanimlanmis risk faktorleri; erken menars,
nulliparite, ilk dogumun ileri yaglarda gerceklesmesi, kisa siireli emzirme, geg
menopoz, obezite olup, meme kanserinin %25’inden sorumludur (Ronco AL, 2010)

(Mourouti N, 2013). Bu risk faktorlerine ek olarak, tanimlanmis aile Oykiisii de

a) Klasik invaziv duktal karsinom

b) Tubiler karsinom

¢) Kribriform karsinom

d) Musinoz karsinom

e) Medller karsinom

f) Invaziv papiller karsinom

g) Apokrin karsinom

h) Juvenil (Sekretuar) karsinom

j) Noroendokrin dzellikte karsinom (karsinoid tiimor)
k) Metaplastik karsinom

) Lipidden zengin karsinom

m) Skuamoz hiicreli karsinom

n) Varyantlar: Inflamatuar karsinom, Paget hastalig
2- invaziv lobiiler karsinom

a) Klasik tip

b) Histiositoid tip

¢) Tasl yliziik hiicreli karsinom

d) Diger tipler

3- Mikst duktal ve lobuler karsinom

4- Smiflandirilamayan karsinom

degistirilemeyen risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (Brennan SF, 2010).
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Meme kanserinden siiphelenildiginde, oncelikle teshisin dogrulanmasi gerekir.
Daha sonra hastaligin evresinin degerlendirilmesi yapilir ve tedavi yontemi segilir (
Cancer.Net Editorial Board, 2020). Meme kanserini teshis etmek i¢in; mamografi,
ultrason, klinik olarak endike ise meme manyetik rezonans goériintiileme (MRI), biyopsi
gibi testler ve prosediirler kullanilir (PDQ Adult Treatment Editorial Board, 2002).

Meme kanserinde temel tedavi yontemi cerrahidir. Hormonal tedavi, kemoterapi
ve/veya radyasyon tedavisi dahil olmak Uzere adjuvan veya neoadjuvan tedaviler
genellikle cerrahi tedaviye eslik eder (Czajka ML, 2021).

2.4. Hicre Kultara

Hicre kaltlrh, oOkaryotik veya prokaryotik htcrelerin fizyolojik kosullarda
biiylimesini saglayan laboratuar yontemlerini ifade eder (Segeritz, Cell Culture:
Growing Cells as Model Systems In Vitro, 2017). Harisson tarafindan 1907 yilinda
hayvan hiicrelerinin, canli viicudunun disinda incelenebilmesi amaciyla hiicre kiiltiiri
ilk defa kullanilmistir. Viicut disinda hiicrenin kiltire edilebilmesi, viicudun olagan
homeostazisi nedeniyle ortaya ¢ikacak sistemik degisiklikler ve bu degisiklerin deneyler
Uzerinde olusturabilecegi olumsuz etkilerden bagimsiz olarak, hiicreyi inceleme olanagi
saglamistir (Harrison, 1907).

Hicre kultlrl genellikle hiicrelerin canli bir organizmanin disinda kontrollii
kosullar altinda (6rn. sicaklik, pH, besin ve atik seviyeleri) yetistirildigi bir teknik
olarak kabul edilir. Hiicre biyolojisi/fizyolojisi, ilag taramasi, toksin testi veya diger
hiicre tabanli testler gibi ¢esitli biyolojik uygulamalarda wuzun siiredir
kullanilmaktadir. Giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan hiicre kiiltlirii uygulamasi,
hicrelerin ¢ok kuyulu mikroplakalar veya petri kaplar1 kullanilarak kiiltiirlenmesidir
(Y.-H. Lin, 2011).

Hiicrelerin biiylimesini saglamak ic¢in farklt kosullar1 kontrol etmek
gerekmektedir. Bu kosullar hiicrelerin biiylimesini ve canliliginin devamini saglayan
aminoasitler, karbonhidratlar, mineral ve vitaminlerin yan1 sira hormon, karbondioksit,
oksijen ve antibiyotik gereksinimleridir. Ayrica ortamin oksijen (O2) ve karbondioksit
(CO2) yogunlugu, osmotik basinci, pH ve sicakligr da fizikokimyasal kosullar olarak

kontrol edilmesi gereken diger sartlardir (States, 2019) .
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2.5. Hiicre Kiiltiirii Cesitleri

Laboratuarda kulttirlenen hicreler: birincil hiicreler, sirekli hiicreler ve kendi

kendini yenileyen hicreler olarak tig¢ farkl: tipte siniflandirilabilir (Segeritz C. P., 2017).

2.5.1. Birincil Hicreler

Bu hicreler, mekanik veya kimyasal parcalanma veya enzimatik sindirim
yoluyla dogrudan doku ve organlardan elde edilir, uygun cam veya plastik kaplarda
bliylimeye tesvik edilir. Bu kiiltiirler heterojendir ve genellikle diisiik bir biiylime
oranimna sahip olmalarina ragmen tiiretildikleri dokulardaki hiicre tiplerini hiicre
hatlarina gore daha fazla temsil ettikleri igin tercih edilirler (Verma, 2020). Ancak, bu
hicre tiplerinin kullanimiyla ilgili kat1 biyogiivenlik kisitlamalart vardir. Ayrica, birincil
hlcreler genellikle "sonlu” olarak nitelendirilir. Sinirli miktarda hiicre boliinmesinden
sonra ¢ogalmalart durdugundan ve hiicre blyimesi ¢ogu zaman imkansiz oldugundan,

stirekli bir stok kaynagina gerektirir (Segeritz C. P., 2017).

2.5.2. Strekli Hucreler

Bu hiicreler sonsuz ¢ogalma 6zelligi olan, tek tip hlcrelerdir. Hiicrelerin uzun
siire kullanilmas1 veya cok fazla pasajlanmasi hiicrelerde farklilagmaya yol agabilir.
Sonsuz ¢ogalma ozelligi direkt olarak organizmadan elde edilen kanserli hiicrelerde
(HeLa vb.) vardir. Bu hicreler birincil hiicrelere gore daha fazla gogalabilmeleri, flask
ylizeyine yapismayi arttirict kimyasallara ihtiyag duymamalar1 ve besi yeri igerisinde

daha az serum ve biiylime faktoriine ihtiya¢ duymasi gibi 6zelliklere sahiptir (Karakus,
2016).

2.5.3. Kendini Yenileyen Hucreler

Bu hicrelerin, diger c¢esitli hiicre tiirlerine farklilasma kapasitesi vardir.
Embriyonik kok hiicreler, uyarilmis pluripotent kok hiicreler, sinir ve bagirsak kok
hicreleri bu htcre tirlerine 6rnek verilebilir. Kendi kendini yenileyen hiicre turleri
siklikla in vivo mekanizmalarin fizyolojik olarak ilgili ornekleri olarak hareket eder
(Segeritz C. P., Cell Culture: Growing Cells as Model Systems In Vitro., 2017).
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2.6. Hiicre Hatti

Hiicre hatti, belirli fenotiplerin ve fonksiyonlarin stabilitesini  koruyarak,
kiiltiirde uzun bir siire korunabilen tanimlanmis bir hiicre popiilasyonu i¢in gegerli olan
genel bir terimdir. Hiicre hatlar1 genellikle klonaldir, yani tim populasyon tek bir ortak
ata huicreden izole edilir (Li, 2011). Arastirmalarda genellikle birincil hiicreler yerine
6liimsiiz olan hiicre hatlar1 kullanilir. Uygun maliyetli olmalari, kullanimlarimin kolay
olmasi, siirsiz hiicre temini saglamalari, hayvan ve insan dokusunun kullanimiyla ilgili
etik kaygilar1 ortadan kaldirmalar1 gibi c¢esitli avantajlar sunar. Hiicre hatlar1 ayni
zamanda tutarli bir drnektir ve tekrar iretilebilir dokular saglar. Hiicre hatlari bilimsel
arastirmalarda devrim yaratmistir. Ast {retiminde, ila¢ metabolizmasinin ve
sitotoksitenin test edilmesinde, antikor Gretiminde, gen fonksiyonunun incelenmesinde,
yapay dokularin (6rn. suni deri) Uretilmesinde ve terapdtik proteinler gibi biyolojik
bilesiklerin sentezinde kullanilmaktadir (Go mez-Lecho n MJ, 2003) (C, 1990) (Schurr
MJ, 2009). Giiniimiizde hiicre hatlar1 6zellikle kanser ile ilgili galismalarin hiz
kazanmasi ile kanser ilaclarinin gelistirilmesinde ve tesirlerinin saptanmasinda biiyiik

o6nem kazanmustir (Lacroix, 2008).

2.7. Hiicre Hatt1 Cesitleri

Hiicre hatlar1 giinlimiizde bircok hastalikla 1lgili c¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir. Onceden tanimlanmis bir hiicre hattindan hiicreler cogaltilip iizerinde
cesitli in-vitro ¢alismalar yapilmaktadir. Earle ve ark. (1943) farelerden timor izole
etmeyi basarmis ve tek bir hiicreden ¢ogalmanin miimkiin oldugunu ispatlamisti. 1951
yilinda, Baltimore laboratuarinda ilk kanser hiicre hatti George Gey tarafindan
olusturulmustur. Gey, rahim agzi kanseri olan Henrietta Lacks adindaki hastanin
dokusundan sonsuz ¢ogalma Ozelligine sahip olan HelLa ismi verilen hucreleri izole
etmistir. Normal dokulardan olusturulan hiicre hatlar1 sinirli biiylime gosterirken,
kanserli dokulardan elde edilen hiicre hatlarinin sonsuza kadar ¢ogalmay1 basardigini
kesfetmistir (Gey, 1952).

iki boyutlu hiicre modelleri arastirmalar artikca yaygin olarak kullanilmaktadur.
Iki boyutlu hiicre kiiltiirii; flask veya petri kaplar1 kullanilarak yapilmaktadir. Hiicreler
falsk veya petri kabi yiizeyine tek tabaka halinde tutunmus durumdadir. Bazi
caligmalarda bu yonteme ek olarak ii¢ boyutlu kiiltiir yontemi de arastirmalarda yer

almaya baslamistir (Harika Duruel, 2020). Ug¢ boyutlu hiicre kaltiri yéntemi
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kullanirken, vericinin dokularindan hiicreler alinarak ¢ok hiicreli ve ii¢ boyutlu
yapilarda kiiltiirlenir. U¢ boyutlu hiicre kiiltiirii doku yapisinin taklidini elde etmek igin
olusturulan uygun hiicre-hlicre ve hicre-gevre etkilesimlerin, daha iyi gdzlenebilir

olmasina imkan saglar (Kapatczynska M, 2018)

2.7.1. MCF-7 Hiicre Hatti

1973'te Dr. Soule ve Michigan Kanser Vakfi'ndaki meslektaslar1 tarafindan,
adlarindan tiiretilen MCF-7 hiicreleri, metastatik hastalig1 olan 69 yasindaki bir kadinin
plevral efiizyonundan izole edilmistir. Izole edilen MCF-7 hiicrelerinde Gstrojen
reseptorleri (ER) tanimlanmasi ise meme kanseri agisindan onemli bir kesiftir (Soule
HD, 1973).

MCF-7, yaygin olarak kullanilan bir meme kanseri hiicre dizisidir ve birgok
arastirmaci tarafindan uzun yillardir ¢ogaltilmaktadir (Bruce C, 2011). Anti kanser
ilaclarla ilgili olanlar da dahil olmak iizere, diinya ¢apindaki meme kanseri arastirmalari
icin uygun bir model hiicre dizisi oldugu kanitlanmistir (Farshad H. Shirazi, 2011).

MCF-7 hiicre hattinin karakteristik 6zellikleri sunlardir; invaziv duktal karsinom
(sut bezlerinde), plevral eflizyon, ER pozitif (6strojen reseptorll) , PR pozitif veya
negatif (progesteron reseptori) HER2 negatif (insan epidermal buyume faktord),
cogunlukla kemoterapiye duyarlidir, hormonal tedaviye yanit verir. Adherent hiicre hatti
ozelliginde olmasi sebebiyle in-vitro kiiltiir ¢aligmalarinda kolaylikla kullanilabilir (Liu

Y, 2017); (Lokerse, 2017).

2.7.2. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

MDA-MB-231 hiicre hatti, tibbi arastirma laboratuvarlarinda en sik kullanilan
meme kanseri hicre dizilerinden biri olup, metastatik meme adenokarsinomlu 51
yasindaki beyaz irk bir kadinin plevral efiizyonundan izole edilmistir (Cailleau, 1978).
Anderson-Metastatic Breast kisaltmasi olarak MDA-MB seklinde kullanilarak
adlandirilmigtir (Dohr O, 1995).

MDA-MB-231, oldukga agresif ve metastasiktir. HER2 amplifikasyonunun yani
sira Ostrojen (ER) ve progesteron (PR) reseptorii ekspresyonundan yoksun oldugu i¢in
uclu negatif (TNBC) meme kanseri hucre dizisidir. MDA-MB-231 hiicrelerinin yayilimi
diger invaziv kanser hiicre hatlarina benzer sekilde hiicre dist matrisin proteolitik

bozunmasi aracilik eder (Liu H, 2003); (Chavez KJ, 2010). Adherent (yapisma 6zelligi)
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hiicre hatt1 6zelligindedir, bu sebeple in-vitro kiiltiir c¢alismalarinda kolaylikla

kullanilabilir (Liu Y, 2017); (Lokerse, 2017).

2.8. Kanser ile Beslenme Arasindaki Iliski

Kanser sirecinde beslenme roliiniin arastirma alan1 ¢ok genistir. Beslenmenin
kanserde Onemli bir rol oynadigi arastirmalar devam ettikce daha da
netlesmektedir. Amerikan Kanser Aragtirmalar1 Enstitiisii ve Diinya Kanser Arastirma
Fonu tarafindan, tiim kanserlerin % 30-40'inin uygun diyet, fiziksel aktivite ve uygun
viicut agirliginin korunmasi ile 6nlenebilecegi tahmin edilmektedir (MJ, 1997)

Kansere bagli oliimlerin nedenlerine bakildiginda 1/3’iiniin tiitin kullanima,
yilksek beden kiitle indeksi (BKI), alkol kullanimi, diisik meyve ve sebze alimi ve
fiziksel aktivite eksikliginden kaynaklandigi bildirilmektedir (World Health
Organization, 2021). 2003 yilinda ABD’de yapilan bir ¢alismada yetigkin popiilasyonun
tamami normal bir viicut agirligmi (BKI < 25.0 kg/m2) korudugu takdirde yilda
90.000'den fazla kanser 6liimiiniin 6nlenebilecegini tahmin edilmistir (Calle EE, 2003).

Beslenmenin kanserde etiyolojik bir rolii oldugu kabul edilmektedir. Doymus
yag alimi ile meme, kolon ve prostat kanseri insidansi arasinda dogrudan iliskiler
bulunmusgtur. Giinde 40 gramdan fazla alkol aliminin agiz boslugu, yutak, yemek
borusu ve girtlak kanserleri ile iliskili oldugu, sigaranin ise alkol ile sinerjistik
etkilesimi ile riski artirdig1 bildirilmektedir. Tahil, sebze ve meyve tiiketimiyle yiiksek
miktarda diyet lifi ve diger diyet bilesenlerinin viicuda alimi, kolon kanseri riskini ve
meme kanseri riskini 6nemli Olglide azalttigi rapor edilmistir (Pal, 2012). Bu
degerlendirmenin yani sira epidemiyolojik ve laboratuar arastirmalari, yiiksek yagh bir
diyetin, 6zellikle meme ve kolonun daha az Olglide prostat kanserine karsi artan
duyarliligi ile iliskili oldugunu géstermektedir (S, 1985).

Gilinlimiizde beslenme aragtirmalarinin en énemli mesajlarindan biri meyve ve
sebzelerden zengin beslenmenin kansere karsit koruyucu oldugudur. Yapilan bilimsel
calismalar insanlarin daha fazla meyve ve sebze tuketmesini desteklenmektedir. Kanser
ve meyve ve sebze tiketimi ilgili 200 ¢alismacinin yer aldigi meta analiz ¢aligmasinda
(Block G, 1992), 156 c¢alismanin 128'inde meyve ve sebzelerin istatistiksel olarak
anlaml bir koruyucu etkisi bulundu. Cogu kanser i¢in, en az miktarda meyve ve sebze
tiketen alt gceyrekteki (ntfusun 1 / 4'0) insanlar, en fazla meyve ve sebze tiiketen Ust

ceyrektekilere kiyasla yaklasik iki kat daha fazla kanser riskine sahipti.
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Meyve ve sebzelerde koruyucu olan bir¢ok madde vardir, bu nedenle tim
etkinin tek bir besin veya fitokimyasaldan kaynaklanmasi olasi degildir. Steinmetz ve
Potter, 206 ¢alismacinin yer aldigi insan epidemiyolojik meta analiz ¢alismasinda ve 22
hayvan meta analiz c¢alismasinda meyveler, sebzeler ve kanser arasindaki iliskiyi
g6zden gecirdi. Ditiyoltiyonlar, izotiyosiyanatlar, indol-32-karbinol, allium bilesikleri,
izoflavonlar, proteaz inhibitorleri, saponinler, fitosteroller, inositol heksafosfat, C
vitamini, D-limonen, lutein, folik asit, beta karoten (ve diger karotenoidler), likopen,
selenyum, E vitamini, flavonoidler ve diyet lifini meyve ve sebzelerde bulunan kanser

ile iligkili olas1 koruyucu unsurlar olarak listelediler (Steinmetz KA, 1996).

2.9. Yaban Mersini (Vaccinium myrtillus L.)

Fenolik bilesikler ve 6zellikle vitaminlerden askorbik asit (C vitamini) UzUmsu
meyvelerde yogun olarak bulunmaktadir. Cilek ve kus tiziimii gibi Gzimsi meyvelerde
C vitamini yiksek oranda bulunurken, diger {iziimsii meyvelerde fenolik bilesikler
baskin diizeylerdedir (Caglar, 2018). Bitkilerde yogun olarak bulunan fenolik bilesikler
tibbi caligmalar agisindan ©nemli bir konu haline gelmistir. Fenolik bilesiklerin
sitotoksik antitimor, antienflamatuar, dstrojenik, antimikrobiyal, antialerjik, vaskuler
ve enzim inhibisyonu aktivitesi gibi pek c¢ok yararli ozellige sahip olduklar
bildirilmistir (Cushnie, 2005).

Meyveler genel olarak yiksek antioksidan kapasiteleri ile bilinen fenolik
bilesikler agisindan zengindir. Spesifik olarak, in vitro, in vivo ve birka¢ Kklinik
calismadan elde edilen kanitlar, yaban mersini ve aktif bilesenlerinin, hem fonksiyonel
gidalar seklinde hem de besin takviyeleri olarak etkili anti-kanser ajanlar1 olarak umut
vaat ettigini gostermektedir (Johnson, 2013).

Yaban mersini (V. myrtillus L.,) Ericaceae familyasinin bir tliyesidir. Kire veya
yarim kiire seklinde, kiigiik (0,7 ila 1,5 cm capinda), yumusak ve tath lacivert
meyvelerdir. Cogunlukla glikoz ve fruktoz igeren bu meyveler soyulmadan ve
kesilmeden tiiketilebilir (Brix araligi 11° ila 12.6°) (Sinha, 2012). Tiirkiye’de mavi
yemis, likapa, yaban mersini, ay1 liziimii, morsivit, Trabzon ¢ay1 ¢ali ¢ilegi, gibi

isimlerle, yurt diginda ise blueberry olarak taninmaktadir (Sekil 6 GardenTags).
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Sekil 6. Vaccinium Myrtillus L. (GardenTags)

Tiirkiye’de ozellikle Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde yetistirilen yaban mersini
liziimsii bir meyvedir. Yaban mersininde bol miktarda fenolik bilesik bulunur. Ayrica
yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir. Yiiksek antioksidan igerigine bagli olarak,
kardio ve serebrovaskiiler hastaliklar, damar tikanikligi, diyabet ve kanser gibi bazi
kronik hastaliklara kars1 koruyucu etkisi vardir (Wu X, 2002). Buna ek olarak yapilan
caligmalarda yaban mersininin hafiza kayiplarin1 engelledigi ve yaslanma karsiti
ozellige sahip oldugu belirtilmistir (Celik, 2006).

Yaban mersini, yiiksek konsantrasyonda antosiyanin ve diger fenolik bilesikleri
icermesi, ayrica antioksidan kapasitesi sebebiyle taze meyve ve sebzeler arasinda 6zel
bir 6neme sahiptir (Prior, 1998). Yaban mersini antioksidant aktiviteye katki saglayan
klorogenik asit, kuersetin, kamferol, mirisetin, prosiyanidin, katesin, epikatesin,
resveratrol gibi fenolik bilesikler ile vitamin C agisindan da iyi bir kaynaktir
(Giovanelli, 2009). Bu gine kadar yaban mersini meyvesinde alerjik bir bilesik
bildirilmemistir. Yaban mersini fonksiyonel gida olarak da Onerilmektedir. V.
myrtillus’ta bulunan, antosiyanidinlerden siyanidinin UV radyasyonuna Kkarsi
savunmada 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir. Ayrica V. myrtillus’un meyvelerinde
antosiyanin igeriginin yapraklarina oranla daha yiiksek seviyede bulundugu

belirtilmistir (Akerstrom, 2010).
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2.9.1. Vaccinium Myrtillus L.’nin Fitokimyasal Bilesimi

Meyve ve sebzelerdeki mineral igerigi ¢ok Onemlidir ve besin degerlerine
katkida bulunur. Bununla birlikte, bu mineral elementlerin diyetle alimin1 dengelemek
gereklidir, ¢iinkii eser elementler Onerilen alim miktarlarindan daha yiiksek miktarda
tiiketildiginde toksik olabilir. Yaban mersini de dahil olmak iizere bazi yabani meyveler
aragtirtlmis  ve mineral kaynaklar1 olarak tanimlanmistir (Damascos M.A.,
2008). Mineral bilesimi ile ilgili olarak, bu meyveler ti¢ ana makro elemente (Kalsiyum,
fosfor ve magnezyum) ve yedi mikro elemente (demir, baryum, sodyum, manganez,
bakir, stronsiyum ve ¢inko) sahiptir (Barizza E., 2013). Yabani ve ticari meyveler
arasindaki karsilastirmali arastirmalar yabani yaban mersininin ticari meyvelerden daha
yuksek mineral konsantrasyonlarma sahip oldugunu gostermistir. Bu farkliliklarin
yetistirme kosullar1 ve toprak bilesimi ile ilgili olmasi diisiiniilmektedir (Kabata-
Pendias, 2010).

Yaklagik bilesim ile ilgili olarak, taze meyveler yaklasik %84 su, %09.7
karbonhidrat, %0.6 protein, %0.4 yag ve %3-3.5 lif igerir ve tahmini enerji degeri 45,8
kcal'dir (Michalska A., 2015).

V. myrtillus meyvesi, organik asitler, sekerler (Uleberg E., 2012), vitaminler
(Cocetta G., 2012), lifler (Aura A.M., 2015) ve fenolik bilesikler (Ferlemi A.V., 2016)
gibi sagliga faydali olan zengin mikro besin ve fitokimyasal bilesikler icerir (Mikulic-
Petkovsek M., 2012). Ayrica yaban mersini meyvelerinin C vitamini igerigi 6nemlidir.
Yiuz gram yaban mersini meyvesi ortalama olarak 10 mg askorbik asit saglar, bu da
gunlik tavsiye edilen C vitamini alimin 1/3'i anlamina gelmektedir (Michalska A.,
2015).

Yaban mersini bilesiminde farkli organik asitler bulunur. Bunlardan baslicalar;
sitrik, malik ve Kkinik asitlerdir. Fruktoz ve glikoz yaban mersini icindeki en yuksek
serbest seker grubu olarak tanimlanir, ancak sakkarozun varligi da ilgili bir bilesen
olarak rapor edilmistir (Uleberg E., 2012), (Zorenc Z., 2016), (Mikulic-Petkovsek M.,
2012).

Fenolik bilesikler, antioksidan (Fidaleo M., 2015), antiinflamatuar (Ambriz-
Pérez, 2016) antihipertansif (Rodrigo R., 2012), antimikrobiyal (Bouarab-Chibane L.,
2019) ve antikanser (Anantharaju P.G., 2016) ajanlar olarak sagligi koruyucu etkileri ile
taninan bir grup ikincil bitki metabolitidir. Vaccinium myrtillus L., antosiyaninler

flavan-3-oller, flavonoller ve fenolik asitler ile polifenoller agisindan zengindir (Zorenc
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Z., 2016). Flavan-3-oller (katesinler ve proantosiyanidinler), flavonoller (kaempferol,
kersetin, mirisetin), fenolik asitler (esas olarak hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik
asitler) ve stilbenlerin tlrevleri gibi flavonoidler, yaban mersini meyvelerinde bulunan
baslica antosiyanin olmayan polifenollerdir (Ferlemi A.V., 2016). Flavan-3-oller
genellikle meyveler, baklagiller, sebzeler ve kabuklu yemigler gibi yaygin olarak
tilkketilen gidalarda degisen konsantrasyonlarda bulunur. Bunlar, doymamis yaglarin
oksidasyonu nedeniyle acilasmay1 6nlemeye, gida renklerini stabilize etmeye ve ayrica
cesitli hastaliklara kars1 kimyasal 6nlemeye (kemoprevensiyon) katkida bulunan dogal
antioksidanlardir (Emily A. Rue, 2018). Yaban mersininin fitokimyasal icerigi Tablo
2.’de gosterilmistir (The United States Department of Agriculture, 2018).



Tablo 2. Yaban mersininin fitokimyasal profili (USDA ulusal besin veri tabani)
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Besin Ogeleri 109
Proksimet Analiz
Enerji 57 Kcal
Protein 0.74 ¢
Yag 0.33¢
Karbonhidrat 14.49 g
Diyet lifi 2409
Mineraller
Kalsiyum 6.00 mg
Bakir 0.28 mg
Demir 0.06 mg
Magnezyum 6.00mg
Manganez 0.34 mg
Fosfor 12.00 mg
Potasyum 77.00 mg
Selenyum 0.10 pg
Sodyum 1.00 mg
Cinko 0.16 mg
Vitaminler
Askorbik asit 9.70 mg
Tiamin 0.04 mg
Riboflavin 0.04 mg
Niasin 0.42 mg
Pantotenik asit 0.12 mg
Piridiksin 0.05 mg
Folik asit 6.00 pg
Retinol 54.00 IU
Tokoferol 0.57 mg ATE

*lU=Uluslararas1 Birimler, *ATE=Alfa tokoferol esdegeri.
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3. MATERYAL VE METOT

In vitro ¢aligmalarin yapilabilmesi i¢in gerekli standart besi yerleri biyogiivenlik
kabininde hazirlandi. Bunun i¢in ;
v 85 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
v' 15 ml Fetal Bovine Serum (FBS)

v" 1 ml Penisilin-Streptomisin kombinasyonu

Maddeleri 0,22 um’lik enjektor ucu filtrelerden gegirilerek kullanima hazir
hicre kultdr medyumu elde edildi. Elde edilen beri yeri azami bir hafta icerisinde

kullanilmak tizere +4 °C de saklanda.

3.1. Hiicre Inkiibasyon Kosullari

MDA-MB231 hiicre kilturi Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre
Merkezi’nde (Kayseri) temin edildi. Bu hticreler hiicre kultlird medyumu igerisinde, %5
CO, ve 37°C sicakliktaki etiivde (N- Biotek), 25 cm?’ lik flasklar icerisinde steril
sartlarda inkiibe edildi. Boylece hiicrelerin ¢ogalmalari saglanmis oldu (Sekil 7).

Sekil 7. MDA-MB-231 hiicrelerinin inktibasyon siireci (X1000)
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3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Subculturing)

Insan ya da hayvandan alman dokulardan elde edilmis kiiltiir, primer kiiltiir
hiicreleri genelde birden fazla hiicre ¢esidini icerebilmektedir (heterojen hicre tipi).
Pasajlama sonrasi alt kiltr ile elde edilen hicreler ise alindiklari dokunun farklilagsma
ozelligini ve yapisal ozelliklerini zamanla kaybetmektedir. Hiicreler g¢ogalarak kiiltiir
kabi yiizeyini tamamen kaplayacak yogunluga ulastiginda, hiicrelerin birbirleriyle olan
etkilesimi artar ve metabolik aktiviteleri nedeniyle ortamda atiklar birikir. Bu kosullarda
hlcrelerin buyumesi ve ¢ogalmasi biiyiikk oranda azalir. Kiiltiir hiicrelerin yeni kultlr
kaplarina daha az yogunlukta hiicre igerecek sekilde aktarilmasi gerekmektedir. Kiiltiir
kab1 igerisinde hiicreler birbirlerine ve kap ylizeyine tutunmus halde bulunmaktadir.
Hicrelerin birbirleri ve kap yuzey ile olan baglantilarinin pasajlama esnasinda yikilmasi
gerekmektedir (Yaylali, 2007). Mikroskop yardimi ile baglantilarin yikilan hucrelerin
besi yeri icerisinde slispanse halde ylzuyor haldeki gorintust incelenebilmektedir.
Pasajlama esnasinda kullanilan tripsin enzimi yardimiyla hiicrelerin ylzeyden
kaldirilmas1 islemi gerceklestirilmektedir. Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
kullanimi ile de adezyonu saglayan ve ortamda enzim aktivitesini diismesine neden olan

Mg++ ve Cat++ iyonlarinin ortamdan uzaklastirilmas: saglanmaktadir.

Hiicre pasajlart %80-90 doygunluga (confluent) ulasinca tekrar pasajlandi. Bu amagla
iiremekte olan hiicreler istenen ¢ogunluga ulastiginda;

v' Flasklarin igerisindeki besi yeri, pipet yardimiyla uzaklastirilarak flasklar
medyum ile yikanda.

v Ardindan medyum pipetle ¢ekilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin yapistiklari
alandan kaldirilmasi i¢in 2 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek etlivde 4
dk bekletildi.

v Yiizeye yapisik halde olan hicrelerin yiizdiigii mikroskop yardimiyla
gortlmesinin ardindan siispansiyon halindeki hiicre+tripsin-EDTA solusyonu 15
ml hacimli bir tlip icerisine alindi. Sollisyonun {izerine tripsinin inhibisyonu i¢in
tripsin hacminin 2 kati kadar (4ml) medyum eklendi.

v" Tiipe aliman siispansiyon 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi, ardindan tripsin-
EDTA soliisyonu uzaklagtirildi ve hiicreler taze hiicre medyumu ile slispanse
edilerek 3 adet 25 cm?2 ’lik flaska boliinerek yeniden pasajlandi.

v" Yeniden pasajlanan hucreler 37°C’de %5 CO: ortaminda inkiibe edildi.
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3.3. Hiicre Sayilarinin Hesaplanmasi

Biyoloji c¢aligmalar1 sirasinda hiicre popiilasyon yogunlugunun (kulttrdeki
toplam canli hiicre sayisi) ve hiicre canliligimin (numunedeki canli hiicrelerin
yiizdesinin) degerlendirilmesi esastir (Stoddart, 2011). Hiicre canliligin1 analiz etmek
icin birgok farkli yontem (6rn. AlamarBlue ® ve MMT testi) ve sistemler (6rn.
Automated Cell Counter, ChemoMetec NucleoCounter ® , Bio-Rad TC20™, Beckman
Coulter, Vi-CELL™ XR Cell Viability Analyzer) kullanilabilir (Kristine S Louis,
2011). Bununla birlikte, hiicre sayimi igin literatiirde onerilen ilk yontem olan (M. P. A.,
1917) Trypan Blue (TB) tahlili, standart hiicre canlilig1 dlglim yontemi olarak kabul
edilir (Chan, 2015). Bu yoOntem hala en yaygin olarak kullanilan yaklagimdir
(Pamphilon, 2013).

TB, hiicre zarindan gecemeyen bir molekildir ve bu nedenle sadece membrani
bozulmus hiicrelere girer. TB ile hiicre canlilig1, hiicre zar1 biitiinliiglinlin saptanmastyla
dolayli olarak belirlenir. TB hiicreye girdikten sonra hiicre i¢i proteinlere baglanir ve

parlak alanda o6lii hiicreler mavi goriiniirken canli hiicrelerin rengi degismeden kalir.
(Sekil 8).
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Sekil 8. TB Kullamlarak canli hiicre sayimi

3.4. Trypan Blue (TB) Kullanirak Hiicre Sayimi

I ml kiiltiir medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl almarak
ependorf tipe konuldu ve tizerine 90 ul tripan blue boyasi eklenerek karistirildi. Bu
karisim Toma lami iizerine konularak 2 bolmedeki hiicreler sayildi, daha sonra bulunan

bu say1 -sulandirma miktar1 x 10 000- say1s1 ile ¢arpildi. Sonug olarak 1 ml medyumda
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kag¢ milyon hiicre oldugu bulundu. Boylece ekim yapilacak say1 belirlenip 24 kuyucuklu
kiiltiir plaginin her kuyucuguna 780 pl hiicre transfer edildi.

3.5. Yaban Mersini Ekstrelerinin Elde Edilmesi

Bu ¢alismada kullanilan yaban mersini, Artvin ilinden yaban mersini meyvesinin
hasat zamani olan Temmuz ay1 icerisinde temin edildi. Meyvelerin kat1 meyve sikacagi
yardimiyla suyu sikildi. Meyve suyu 50 ml’lik santrifiij tliplerine aktarildi. 5500/dk
devirde 15°C’de 30 dakika santrifiij (Selecta, Ispanya) edilen meyve suyu dnce 0,45 pm
sonra da 0,22 pum’lik enjektor ucu filtrelerden gegirildi (Sekil 9) ve 7 ml’lik birimler
halinde dondurulduktan sonra liyofilizator (Christ Freeze Dryer - Alpha 1-2 LD) ile
kurutularak toz haline getirildi (Sekil 10). Yaban mersini ekstreleri uygulama gliniine
kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Sekil 9. Yaban mersini ekstraktlarinin hazirlanmasi
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Sekil 10. Yaban mersini suyunun liyofilizator ile kurutularak ekstre elde edilmesi

3.6. Yaban Mersini Toz Ekstrelerinin Cdézunmesi ve Sterilizasyonu

Yaban Mersini toz ekstraktlart uygulama giiniinde 0.01 gr olacak sekilde
tartilarak 2ml besi yeri igerisinde ¢ozdiriildii ve vorteksle orta devirde homojenize
edildi. Cozdiirme isleminden sonra elde edilen sivilar ilk olarak 0,45 um’lik daha sonra

0,22 um’lik enjektor ucu filtrelerden gecirilerek steril hale getirildi.

3.7. Hucre Hatlarina Verilecek Yaban Mersini Dozunun

Belirlenmesi

Yapilan pilot ¢alismalarda kullanilacak yaban mersini dozu 40 pl pl ve 80 pl
olarak belirlendi (Sekil 11). Yaban mersini ekstreleri 40, 80, 100, 200 ul dozlar
kullanilarak pilot ¢aligmalar yapildi. Sonug olarak 40 ve 80 pl dozlar etkili doz olarak
belirlendi.
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Sekil 11. Belirlenen yaban mersini dozlarinin uygulanmasi

24 saatlik sure icin:

1-MDA-MB231 kontrol grubu: 220 ul DMEM+ 780 pl MDA-MB-231 hiicresi

2- Diisiik Doz grubu 40 pl: 180 ul DMEM+ 780 pl MDA-MB-231 hilcresi + 40
ul yaban mersini

3- Yuksek Doz grubu 80 pl: 140 ul DMEM+ 780 ul MDA-MB-231 hicresi + 80

ul yaban mersini

48 saatlik sure igin:

1-MDA-MB231 kontrol grubu: 220 ul DMEM+ 780 pul MDA-MB-231 hiicresi

2- Diisiik Doz grubu 40 pl: 180 ul DMEM+ 780 pul MDA-MB-231 hiicresi + 40
ul yaban mersini

3- Yuksek Doz grubu 80 pl: 140 ul DMEM+ 780 ul MDA-MB-231 hicresi + 80
ul yaban mersini

3.8. In Vitro Calisma

Gerekli standart besi vyerleri, in vitro c¢alismalarda kullanilmak {izere

biyoguvenlik kabini icerisinde hazirlandi. Besi yeri, %85 oraninda DMEM, %15
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oraninda FBS ve her 100 m1’lik besi yeri i¢in 1 ml penisilin-streptomisin kombinasyonu
kullanilarak hazirlandi. Kullanilan maddelerin tamami once ayr1 ayri, besi yeri
hazirladiktan sonra karisim halinde 0,22 ve 0,45 pm’lik enjektor ucu steril filtreden
gecirildi ve steril tlplere aktarildi. Hazirlanan besi yeri azami bir haftalik siire i¢erisinde
kullanmak uzere +4°C’ de muhafaza edildi.

Daha once yapilan pilot caligmalar g6z Onitinde bulundurularak 6 adet deney
grubu belirlendi. Bu gruplar; 24 saat icin kontrol gurubu, 24 saat icin 40 ul yaban
mersini grubu, 24 saat icin 80 ul yaban mersini grubu, 48 saat icin kontrol gurubu, 48
saat icin 40 pl yaban mersini grubu ve 48 saat icin 80 pul yaban mersini grubu olarak
olusturuldu.

Uygulama ginunde gerekli ekstrakt hazirlanirken 0.01 gr yaban mersini toz
ekstresi kapali kabin hassas terazide tartilarak 2 ml besi yeri icerisinde ¢ozduruldi ve
vorteks yardimiyla homojen hale getirildi.

Her bir ml FBS uzerine 99 ml steril DPBS eklenerek Annexin V analizinde
kullanilacak olan %1°lik Fetal Bovine Serum elde edildi. Daha 6nce yapilan ¢alismalar
g6z oOniinde bulundurularak, kullanilacak olan yaban mersini dozlari tayini yapildi.
MDA-MB231 hucreleri zerine 200, 400, 500, 1000 ug/ml dozlarinda yaban mersini
ekstreleri pilot ¢alismalar yapilarak denendi. Uygulanan dozlarin etkileri 24 ve 48
saatlik surelerin sonunda tripan mavisi ile boyanma esasina gore Thoma laminda
kontrol edildi. Sonug olarak 200 ve 80 pl dozlarinin etkili oldugu goriildi ve bu dozlar
tekrar uygulanmak tzere belirlendi.

Belirlenen 200 ve 80 pl yaban mersini dozlarinin MDA-MB231 hicreleri
uzerindeki in vitro etkisini incelemek i¢in 24 ve 48 saatlik kiiltiir periyodu sonrasinda
hicreler, Annexin V ve hiicre dongiisii olmak tizere iki farkli analize tabi tutularak

degerlendirildi.

3.9. Annexin V Testi ve Ol Hicre Testi

Belirlenen deney gruplarinda, toplam apopitotik, erken apopitotik ve ge¢ apopitotik
fazdaki hicrelerin sayis1 ve hiicrelerin yizdeleri belirlendi. Bu deneylerin yapilabilmesi
icin Muse Cell Analyzer (Millipore, ABD) cihaz1 ve cihazla birlikte galisabilen Muse
Annexin V ve Olii Hiicre kiti kullanild.

Kontrol gruplar (24 ve 48 saat) i¢in kuyucuklara 220 pl standart besi ve 780 pl
MDA-MB-231 hucresi eklenirken diisiik doz grubuna 24 ve 48 saat icin her bir
kuyucuga 180 ul DMEM+ 780 pl MDA-MB-231 hiicresi + 200 pg/ml yaban mersini
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eklendi. Yiksek doz grubuna ise 24 ve 48 saat icin 140 ul DMEM+ 780 pl MDA-
MB231 hiicresi + 400 pg/ml yaban mersini bulunacak sekilde ekim yapildi. Hicre ve
besi yerinin karigmasini saglamak igin pipet ve steril pipet ucu yardimiyla her bir
kuyucuga pipetaj yapildi. Daha sonra kiiltiir kaplar1 belirlenen siireler dogrultusunda
37°C’ de %5 CO2’li inkiibatorde muhafaza edildi.

24 saat sonra her bir kuyucuk pipet ve steril pipet uglar ile gekilerek ayri ayri
ependorf tiiplerine aktarildi. Tupler 5 dk santriftlj edildikten sonra tuplerin Uzerindeki
supernatant uzaklastirildi. Her tlpe birer ml steril DPBS eklendi ve tipler vortekslendi.
Daha sonra tupler tekrar 5 dk santrifuj edildi. Tuplerin Gzerindeki supernatant
uzaklagtirildiktan sonra her birine 100 ul %1°lik Fetal Bovine Serum ve oda sicakligina
gelmis bulunan 100 pl Annexin V kit sivist eklendi. TUpler vortekslendikten sonra 20
dk 24°C’de karanlik ortamda inktbe edildi.

Standart soliisyonlarla 6n yikamasi yapilan Muse Cell Analyzer cihazi 6rnek
okumaya hazir hale getirildi (Sekil 12). Yirmi dakika sonunda tipler kontrol grubundan
baglanarak tek tek cihazin 6rnek haznesine yerlestirilerek analiz yapildi. Her bir deney
grubu analiz edildikten sonra cihaza hizli yikama yaptirildi. Cihazin hafizasina
kaydedilen sonuglar tiim gruplarin analizi tamamlandiktan sonra tasimabilir disk
yardimiyla alindi. Ayni islemler 48 saatlik gruplar igin de tekrarlandi ve sonuglar
kaydedildi.

Sekil 12. Muse Cell Analyzer cihazi 6n yikama yapilma asamasi
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3.10. Hucre Dongusu Testi

Muse hiicre dongiisii kiti, GO / G1, S ve G2 / M hiicre dongiisii fazlarindaki
hiicre yiizdesini ayirt etmek ve 6lgmek i¢in kullanildi. Kit kullanilirken DNA igeriginin
propidyum iyodiir bazli boyamasi esasi uygulandi. Deney 6ncesinde, kullanilacak olan
besi yerleri ve gerekli soliisyonlar hazirlandi. Deneyde kullanilacak olan %70’lik etil
alkol, %100’1iik absoliit alkol ve distile su ile; 70 ml alkol, 30 ml distile su oranina gore
hazirlandiktan sonra agzi kapatilarak -20°C’ lik ortamda muhafaza edildi.

Deney gruplari 24 ve 48 saatlik olmak ftizere iki farkli periyodu ve 200 ve 80 pl
yaban mersini ekstre dozlarin1 kapsayacak sekilde planlandi. Hiicrelerin kiiltiire
edilmesi icin 24 kuyucuklu steril tek kullanimlik kiiltiir kaplari, gruplarin isimleri
asetatli kalemle kapak iizerine yazilarak kullanildi. Ekim islemi tamamlandiktan sonra
kiiltir kaplar1 37°C” de %5 CO.’li inkiibatorde bekletildi. Bu sirada 1,5 ml’ lik standart
ependorf tiipleri ekimi yapilmis her bir kuyucuk i¢in gruplara gore etiketlendi. 24 saat
sonunda kiiltiir kaplar1 inkiibatérden ¢ikarilarak kuyucuklar pipet ve steril pipet uglart
ile cekilerek kendilerine ait olan ependorf tliplerine aktarildi. Tiiplerin kapaklari
kapatilarak ve 5dk santriflij edildikten sonra Uzerindeki supernatant uzaklastirildi. Her
tlpe birer ml steril DPBS ilave edildi ve vortekslendi. Daha sonra tiipler yeniden
santrifij edildi. Mikropipet yardimiyla tiplerin Uzerindeki supernatant uzaklastirildi ve
tlplerin her birine 50 pul DPBS eklendi. Tipler daha sonra vortekse alindi ve karigmaya
devam ederken igine -20°C’ den ¢ikarilan 1 ml %70’lik etanol yavasca ilave edildikten
sonra tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve vortekslenmeye devam edildi. Tupler -20°C’ de bir
gece muhafaza edildi.

Bir gece sonra tupler alinip vortekslendi. Daha sonra iclerindeki sividan 200’er
pl olacak sekilde alinarak yeni ependorf tuplerine aktarildi. Tipler 5 dk santrifij edildi.
Uzerindeki supernatant uzaklastirildiktan sonra tiiplerin her birine 250 pl DPBS eklendi
ve 5 saniye vortekslendi. Yeniden 5 dk santrifiij edilen tiplerin Gzerindeki supernatant
uzaklastirildi. Muse hticre donguisu kiti her bir tipe 40 pl olacak sekilde ilave edildikten
sonra tupler 5 saniye vortexlendi. Tipler bir spora alinarak karanlik ortamda ve oda
sicakliginda 20 dk bekletildi. Muse Cell Analyzer cihazinin 6n yikamasi standart
soliisyonlarla yapilarak cihaz 6rnek okumaya hazir hale getirildi. Tlpler 20 dk sonra
kontrol grubundan baglanarak tek tek cihazin 6rnek okuma haznesine yerlestirilerek

sonuglar kaydedildi. Her tiip okumasi sonunda cihaza hizli yikama yaptirildi. Tim
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sonuglar analiz edildikten sonra tasinabilir bellek yardimiyla alindi. 48 saatlik siire

sonunda da ayni islemler tekrarlandi ve sonuglar kaydedildi.

3.11. istatistiksel degerlendirme

Calismadaki normal dagilimi ShapiroWilk’s test istatistigi, histogram, q-q grafigi ile
degerlendirilmistir. Gruplar arasi karsilastiriimasinda tek yonlu varyans analizi (Anova)
kullanilmistir. Varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirilmistir. Her bir gruba,
24 saat ve 48 saat Ol¢timler arasindaki farkliliklar igin paired t testi uygulandi. Coklu
karsilastirma testi olarak Tukey kullanildi. Coklu karsilastirma testine gore (Tukey)
alfabetik {ist simgelerin ayn1 harfi icermesi gruplar arasinda farkin anlamli olmadiginm
ifade eder iken farkli olan istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir. Veriler
ortalama ile standart sapma olarak ifade edildi. Verilerin analizi TURCOSA (Turcosa
Analytics Ltd Co, Turkey, www.turcosa.com.tr) istatistik yaziliminda analiz edilmistir.
Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.



30

4. BULGULAR

4.1. Annexin V Testi

Bu test i¢inde canli hiicre, erken apopitoz, ge¢ apopitoz ve total apopitozdaki
hlcrelerin yuzdesel oranlar1 kontrol grubu, 40 pl ve 80 pl yaban mersini dozlar1 24 ve
48 saat i¢in istatistiksel olarak karsilastirildi ve elde edilen sonuclar kaydedildi.
Sonuglar Muse Cell Analyzer cihazindan alinan ham veri grafikleri dogrultusunda
degerledirildi. Muse Cell Analyzer cihazinda izlenen grafiklerde yatay ve dikey
eksenlerin kesisimiyle olusan dort bolmede hiicre popiilasyonlari; sag istte geg
apopitoz, sol iistte 6li hiicreler, sag altta erken apopitoz, sol altta canli hiicreler olarak

degerlendirildi (Sekil 13).

POPULATION PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 13. Muse Cell Analyzer cihazinda izlenen grafikler

4.1.1. Erken Apopitoz

Kontrol grubu, 40 pl yaban mersini ekstresi ve 80 pl yaban mersini ekstresi
gruplarinda erken apopitotik hiicrelerde, 24 ve 48 saatlik 6lctimlerde istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulundu (p<0.050) ( Tablo 3).

Erken apopitoz degerlendirildiginde; 24 ve 48 saatlik dlgumlerin her ikisinde de
40 pl yaban mersini ekstresi ve 80 pl yaban mersini ekstresi gruplari, kontrol gruplarina
gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.050) ( Tablo 3).
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Hem 24 saat hem de 48 saatlik sonuglara gore; yuksek (80 ul yaban mersini) ve

diisiik (40 ul yaban mersini) dozlar arasinda anlamli bir farklilik yoktu ( Tablo 3).

Tablo 3. Annexin V& Dead Cell testinde 24 ve 48 saat sonunda erken apopitoz

Erken Apopitoz 24 saat Erken Apopitoz 48 saat

Gruplar p*
(orttsd) (ortxsd)
Kontrol 1.15+0.25? 13.92+2.52? 0.015
40 pl Yaban Mersini
) 12.0+3.4° 57.15+16.45° 0.027
Ekstresi
80 ul Yaban Mersini
) 11.6+20° 58.15+15.25° 0.026
Ekstresi
p* 0.002 0.009

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

4.1.2. Geg Apopitoz

24 saatlik sonuglar degerlendirildiginde kontrol grubuna gore, yiksek (80 pl
yaban mersini) ve diisiik (40 pl yaban mersini) dozlar arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 farklilik bulundu (p<0.050) (Tablo 4).

48 saatlik sonuglar degerlendirildiginde kontrol grubuna gore, yiksek (80 ul
yaban mersini) ve diisiik (40 pl yaban mersini) dozlar arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 farklilik bulundu (p<0.050) (Tablo 4).



Tablo 4. Annexin V& Dead Cell testinde 24 ve 48 saat sonunda ge¢ apopitoz
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Ge¢ Apopitoz 24 saat Ge¢ Apopitoz 48 saat
Gruplar p*
(orttsd) (orttsd)
Kontrol 0.0+00? 1.27+0.08? 0.001
40 pl Yaban Mersini
. 2.60+0.3° 3.15+0.55P 0.379
Ekstresi
80 ul Yaban Mersini
] 2.9+0.10P 3.05+0.15° 0.408
Ekstresi
p* <0.001 0.001

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

4.1.3. Toplam Apopitoz

Kontrol grubu, 40 pl yaban mersini ekstresi ve 80 ul yaban mersini ekstresi

gruplarinda toplam apopitotik hiicre 24 saat ile 48 saat Gl¢timleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulundu (p<0.050) (Tablo 5).

24 saatlik kultir sonucunda; kontrol grubundaki toplam apopitotik hucre, her iki

doz grubundan da 40 pl yaban mersini ekstresi ve 80 pl yaban mersini ekstresi) anlamli

olarak diisiik bulundu (p<0.050) (Tablo 5).

48 saatlik kaltur sonucunda; kontrol grubundaki toplam apopitotik hiicre, her iki

doz grubundan da (40 pl yaban mersini ekstresi ve 80 pl yaban mersini ekstresi)

anlamli olarak diisiik bulundu (Tablo 5) (p<0.050).
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Tablo 5. Annexin V& Dead Cell testinde 24 ve 48 saat sonunda toplam apopitoz

Toplam Apopitoz 24 saat Toplam Apopitoz 48 saat
Gruplar p*
(ortxsd) (ortsd)

Kontrol 1.15+0.052 15.66+1.272 0.002

40 pl Yaban Mersini

) 14.6+1.3P 60.30+2.20° 0.002
Ekstresi
80 ul Yaban Mersini
] 14.5+0.3P 61.2+0.60P <0.001
Ekstresi
p* <0.001 <0.001

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

4.1.4. Canhh Hiicre

Canli hiicre degerlendirildiginde, kontrol grubu, 40 pl yaban mersini ekstresi ve
80 pl yaban mersini ekstresi gruplarinda, 24 saat ile 48 saat Ol¢iimleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0.050) (Tablo 6).

24 saatlik kaltur sonucunda kontrol grubunda bulunan canli hiicre, 40 pl yaban
mersini ekstresi ve 80 ul yaban mersini ekstresi gruplarindan anlamli olarak diisiik
bulundu (p<0.050) (Tablo 6).

48 saatlik kiltur sonucunda kontrol grubunda bulunan canli hiicre, 40 pl yaban
mersini ekstresi ve 80 ul yaban mersini ekstresi gruplarindan anlamli olarak diisiik
bulundu (p<0.050) (Tablo 6).
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Tablo 6. Annexin V& Dead Cell testinde 24 ve 48 saat sonunda canh hiicre

Canh Hiicre 24 saat Canh Hiicre 48 saat
Gruplar p*
(orttsd) (orttsd)
Kontrol 98.62+0.63% 84.81+0.39? <0.001
40 pl Yaban Mersini
) 85.3+2.30° 39.4+1.3° 0.002
Ekstresi
80 ul Yaban Mersini
] 85.20+2.1° 38.0+1.7° <0.001
Ekstresi
p# <0.001 <0.001

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

4.2. Hucre DOngusu

4.2.1. GO/G1 Olgumi

GO0/G1 6l¢timii degerlendirildiginde, 24 saat ile 48 saatlik 6l¢ciim sonuclara gore
tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0.001) (Tablo 7).

24 ve 48 saatlik sonuglar degerlendirildiginde, GO/G1 evresindeki hicrelerin
oranlarinin kontrol grubuna gore diger tiim gruplarda (40 pl yaban mersini ekstresi ve
80 pl yaban mersini) daha yiiksek oldugu goérildi (p<0.001) (Tablo 7).

24 ve 48 saatlik sonuglar degerlendirildiginde ylksek (80 pl yaban mersini) ve
diisiik (40 pl yaban mersini) dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulundu. Yiksek doz grubunun (80 pul yaban mersini), diisitk doz grubuna gore anlaml
olarak yiiksek oldugu goriildi (p<0.001) (Tablo 7).
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Tablo 7. Hiicre dénguist testinde 24 ve 48 saat sonunda G0/G1 6l¢cimu

GO0/G1 24 Saat GO0/G1 48 Saat
Gruplar p*
(orttsd) (orttsd)
Kontrol 18.2+0.30? 76.00+1.102 <0.001
40 pl Yaban Mersini
) 21.6+0.4° 91.2+0.3" <0.001
Ekstresi
80 ul Yaban Mersini
] 25.9+1.2¢ 94.1+0.8¢ <0.001
Ekstresi
p* <0.001 <0.001

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

4.2.2. S 6lcuma

Kontrol grubu, 40 pl yaban mersini ekstresi ve 80 ul yaban mersini ekstresi
gruplarinda S Slgilimii 24 saat ile 48 saat olciimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulundu (p<0.001) (Tablo 8).

S Olclimii 24 ve 48 saat 6lciminde kontrol grubu, 40 pl yaban mersini ekstresi
ve 80 ul yaban mersini ekstresi gruplarindan anlamli olarak diigsiik bulundu (p<0.001)
(Tablo 8).

Yuksek doz grubu (80 pl yaban mersini) ile diisik doz grubu (40 pl yaban
mersini) gruplari karsilastirildiginda ise yiiksek doz grubunun diisiik doz grubuna goére
anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmistiir(p<0.001) (Tablo 8).

48 saat sonunda kontrol grubuna gore 40 pl ve 80 pl yaban mersini gruplarinda
yine anlamli bir azalma bulurken 80 pl yaban mersini grubunda bu azalma daha
belirgindir (p<0.001) (Tablo 8).



Tablo 8. Hiicre donguisti testinde 24 ve 48 saat sonunda S dl¢imi
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S 24 Saat S 48 Saat
Gruplar p*
(orttsd) (orttsd)
Kontrol 44.90+0.22 12.3+0.1° <0.001
40 pl Yaban Mersini
) 41.3+0.4 3.3+0.7° <0.001
Ekstresi
80 ul Yaban Mersini
] 39.4+0.30° 1.8+0.20°¢ <0.001
Ekstresi
p* <0.001 <0.001

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

4.2.3. G2/M olcumu

G2/M olglimi degerlendirildiginde 24 saatlik kilttr sonucunda hem kontrol hem

de disiik doz (40 pl yaban mersini) grubuna gore yiiksek doz yaban mersini grubunda

(80 pl yaban mersini) anlamli bir azalma oldugu goriildii (p<0.001) (Tablo 9).

48 saatlik kulttr sonucunda kontrol grubuna gore her iki grupta da (40 pl yaban

mersini ekstresi grubu ve 80 pl yaban mersini ekstresi grubu) istatistiksel olarak anlamli

bir azalma bulundu (p<0.001) (Tablo 9).

48 saatlik sonuclarda ise 40 ve 80 pl yaban mersini gruplarinda kontrol grubuna

gore anlamli bir azalma goriilmiis (p<0.001) (Tablo 9).



Tablo 9. Hiicre déngust testinde 24 ve 48 saat sonunda G2/M él¢gimi
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G2/M 24 Saat

G2/M 48 Saat

Gruplar p*
(orttsd) (orttsd)
Kontrol 22.240.40? 6.0+£0.32 <0.001
40 pl Yaban Mersini
) 22.5+0.90° 2.4+0.2° <0.001
Ekstresi
80 ul Yaban Mersini
] 19.2+0.4° 2.8+0.50° <0.001
Ekstresi
p* <0.001 <0.001

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

Kanser, insanlarda ikinci 6nde gelen 6lim nedenidir. Tan1 yontemleri ve
tedavilerdeki hizli gelismelere ragmen uygulanan ilaglara direng ve metastaz basarili
tedavinin Oniindeki baslica engellerdir (Kubczak, 2021). Giliniimiizde kansere karsi
mevcut tedavilerde; kemoterapi, radyoterapi ve kimyasal olarak tiretilmis ilaglar1 igerir
(Cancer Research UK, 2022). Kullanimlar1 geleneksel tedavi rejimlerine ait olsa da,
bitki kaynakli bilesikler halen giiniimiiz farmasotik maddelerinin biiyiik bir boliimiinii
kapsamaktadir. Tibbi O6nemi onkoloji alaninda, o6zellikle geleneksel kemoterapinin
sinirlamalarina (¢oklu ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle siddetli yan etkiler) bir
alternatif olarak iyi bilinmektedir (Dehelean, 2021). Bu nedenle, kansere kars1 alternatif
tedaviler ve terapilerin kullanilmasina odaklanilmaktadir.

Epidemiyolojik c¢aligmalar, ylksek oranda bitkisel kaynakli gida tiiketen
poplilasyonlarda kanserin diisiik insidans oranina sahip oldugunu gostermektedir
(WahleKW, 2010) . Bitkisel ilaglar uzun yillardir tibbi tedavinin birincil kaynagi olarak
kullanilmigtir ve kullanilmaya devam edilmektedir (Greenwell, 2015). Bitki tabanli anti-
kanser ajanlarmin gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalar 1950'lerden itibaren artmistir (Cragg
GM, 2005). Giinimiizde kullanilan antikanser ajanlarin ise yaklagik %75'inin bitki
kokenli oldugu tahmin edilmektedir (Iwamoto LH, 2015). Biyoaktif fitokimyasallar
acisindan zengin meyve ve sebzelerin tiiketimi, kanser ve diger bazi kronik hastaliklarin
goriilme sikhiginin azalmasiyla iligkilidir (Liu, 2003). Yapilan g¢alismalar bitkilerin,
iceriginde bulunan fenolik bilesikler vasitasiyla antikanser oOzellik gosterdigini
belirtmektedir. Bitki temelli besinlerden alinan monofenolik ve polifenolik bilesiklerin,
in vivo ve in vitro olarak kanserin olugsmasini, ilerlemesini ve yayilmasini baskiladigi ya
da azalttig1 gosterilmistir (WahleKW, 2010).

V. myrtillus’un meyve ve yapraklari fenolik bilesiklerce, 6zellikle flavanoidlerce
oldukga zengindir (Akerstrém, 2010). Babova (2016) tarafindan yapilan calismaya gore
yaban mersini meyvesi diger meyvelerde de dogal olarak bulunan alt1 antosiyaninden
(siyanidin, delphinidin, malvidin, peonidin ve petunidin) bes tanesini i¢ermektedir

(Babova, 2016). 2008 yilinda Navindra Seeram tarafindan yapilan arastirmada, kanserin
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onlenmesinde buylk potansiyele sahip biyoaktif gida bilesenleri belirlenmis ayrica
liziimsti meyvelerin kanser Onleyici yetenekleri ¢ok sayida klinik dncesi calismada
gosterilmistir (Seeram, 2008). Yaban mersini, gilek ve bogiirtlen gibi meyveler ve
bunlarin biyoaktif bilesenleri, kanser Onleyici aktiviteleri i¢in incelenmistir (Stoner, et
al., 2007) . Uziimsii meyvelerin kanser iizerine etkisi ile ilgili klinik ncesi calismalarin
cogu, liziimsii meyvelerin agiz (Casto, Kresty, Kraly, Pearl, & Knobloch, 2002), yemek
borusu (Wang, et al., 2009) (Stoner, et al., 2010), kolon (Harris, et al., 2001), akciger
(Balansky, et al., 2012) ve cilt kanseri (Duncan, et al., 2009) dahil olmak (zere ¢ok
cesitli kanserlerde tiimoér olusumunu inhibe etmedeki etkinligini gostermektedir.
Bununla birlikte, boyle bir etki gdstermeyen calismalar vardir. Ornegin, Carlton ve ark.
(Carlton, Kresty, & Stoner, 2000), farelerin diyetindeki %10 liyofilize cileklerin 4
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanon- ve benzo[a]piren ile indiiklenen akciger
timor olusumunu inhibe etmedeki etkisizligine dikkat ¢ekmistir.

Yaban mersini, yiksek konsantrasyonda antioksidant, antosiyanin kapasitesi ve
diger fenolik bilesiklerden zengin olmas1 sebebiyle taze meyve ve sebzeler arasinda 6zel
bir 6neme sahiptir (Prior R. C., 1998). Ayrica yaban mersini antioksidant aktiviteye
katki saglayan klorogenik asit, kuersetin, kamferol, mirisetin, prosiyanidin, katesin,
epikatesin, resveratrol gibi fenolik bilesikler ile vitamin C agisindan da iyi bir kaynaktir
(Giovanelli, 2009).

Yaban mersininin etkileri birgok calismada gosterilmis olup, antikanser
ozelligine, potansiyel antioksidan aktivitesine, antimikrobiyal ve antienflamatuvar
aktivitelerine rastlanmis, klinik ¢alismalarla hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi
denenmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen veriler, yaban mersininin kanser tirlerinde,
g6z hastaliklarinda, norolojik bozukluklarda ve diyabetteki roliinii destekler niteliktedir.
Bircok ¢alismada, dogrudan yaban mersini suyunu kullanmak yerine ekstrakte edilmis
antosiyaninleri kullanilmig ve yaban mersini bitkisinin etkinliginde antosiyaninlerin
O6nemli bir rolii oldugunu sonucuna ulasilmistir (Helmstadter, 2010) (Tracy, 2007) (Chu,
2011).

Yaban mersininin kanserin ilerleyisini ve yayilmasini onledigine dair bir¢ok
kanit vardir. Yapilan caligmalara gore yaban mersinin kanser iizerindeki olasi
mekanizmalardan ilki kanser hicrelerinin apopitozisini indukleyip btylimelerini
engelledikleri yonindedir. Zhao C. ve ark. (2004) antosiyanince zengin yaban mersini
ekstraktlariin kolon kanserine karsi potansiyel antikanser etkilerini arastirmistir.

Ekstraktlarin HT-29 kanser hiicrelerinin biiylimesini engelledigi ve antitiimorojenik etki
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gosterdigi sonucuna varilmistir (Zhao C., 2004). 2008 yilinda Aiyer ve ark. tarafindan
yapilan bir calismada oral yoldan farelere uygulanan bitiin haldeki yaban mersini
tozunun, kontrol grubundaki hayvanlara kiyasla meme tiiméri hacmini %40 oraninda
azalttig1 gosterildi (Aiyer HS, 2008).

Onceki ¢alismalar, meyve ve sebze agirlikli beslenmenin daha diisiik kanser riski
ile iliskili oldugunu gostermistir (Zhao, 2007). Spesifik olarak, yaban mersini, ciddi
kronik hastalik riskindeki azalmalarla baglantili fitokimyasallar igerir. Yaban
mersininden izole edilen bir fitokimyasal olan pterostilben, kanser hiicrelerinin
bliyiimesini durdurur, iireme hizin1 azaltir ve kanserli hiicre 6liimiine neden olarak,
zararl1 hiicre mutasyon siirecini tersine cevirir. Taipei Tip Universitesi'nde yaban
mersini tiiketmenin meme kanseri riskini azaltmaya yardimeir olup olmadigini hakkinda
yapilan bir c¢alismada; pterostilbenin kanser kok hucreleri Gzerindeki etkileri
incelendi. Calisma sonuclari, pterostilben ile tedavi edilen kanserli hicrelerin 72 saat
sonunda treme aktivitesinin 6nemli 6lglde azaldigimi gosterdi (Mak KK, 2013).

Yaban mersini ile yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglarin antitiimoral etkiyi
kanitlayict nitelikte olmasi, bu hipotezi dogrulayacak daha fazla arasgtirmanin yapilmasi
icin bir gerek¢e olusturmaktadir. Ana Faria ve ark. (2010) tarafindan, yaban mersinden
elde edilen bir antosiyanin ekstresi ve bir antosiyanin-piruvik asit eklentisi ekstresi iki
meme kanseri hiicre hattit (MDA-MB-231 ve MCF7) uUzerinde test edildi. Her iki
ekstrenin uygulanmasiyla kaspaz-3 aktivitesi belirlendi. MDA-MB-231 ve MCF7 hiicre
hatlarinda, ekstreler, 24 saatlik hiicre inkiibasyonundan sonra 250 pg/mL'de hiicre
proliferasyonunu 6nemli 6lgiide azaltti. Antosiyanin-piruvik asit eklenti 6zuti, MDA-
MB-231'de daha belirgin bir etki gdstererek Ostrojen reseptdrlerinden bagimsiz bir etki
oldugunu diisiindiirdii. Sonug olarak, yaban mersini antosiyaninleri ve ilgili antosiyanin-
piruvik asit eklentileri, kanser hicresi proliferasyonunu inhibe ederek ve hicre
antiinvaziv faktorleri ve kemoinhibitorleri olarak hareket ederek antikanser ozellikleri
gosterdi (Faria, 2010). Mevcut ¢alismada benzer sonuglar elde edilmistir. Yiiksek doz
(80 pl) yaban mersini ekstresi ile muamele edilen hiicrelerde 48 saatlik stre sonunda
DNA sentezinin (S fazi) anlamli dlglide azaldigi/durdugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica
48 saatlik stre sonunda her iki yaban mersini ekstresi dozunun (80 ul ve 40 ul) da
MBA-MB-231 hicrelerinde mitoz bolinmeyi yavaslattigi/durdugu gorilmistiir.

Adams ve ark. (2010) tarafindan yaban mersini ekstresinin MDA-MB-231 insan
meme kanseri lizerine etkisinin arastirildigi ¢alismada, 72 saat boyunca yaban mersini

ekstresi (12.5 ve 25 puL/mL) ile muamele edilmis hicrelerde, kontrol grubuna gore



41

apopitozun 1.5 kat arttig1 sonucuna ulagilmistir. Yapilan bu ¢alismada 24 ve 48 saatlik
sonuclara gore 40 pl ve 80 pl yaban mersini ekstrelerinin apopitozu arttirici etkisi

oldugu goriilmistur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada MDA-MB-231 hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri incelenecek
olan yaban mersini ekstraktlarinin dozlari, yapilan pilot ¢alismaya gore belirlendi.
Calismada MDA-MB-231 hiicrelerinin en Ust seviyede invaziv etki gostermelerini
saglamak amaciyla pasaj hiicreleri kullanildi, 24 kuyucuklu kiiltiir kabina ekilen MDA-
MB-231 hiicreleri 24 ve 48 saat 37 0C’de ve %5 CO2’li ortamda kiiltiire edilerek her
bir periyot sonunda hiicrelerde canlilik orani (sistotoksisite) yani sira hiicrelerdeki
apopitozu belirlemek i¢in siklikla kullanilan Annexin V testi ve hiicre dongiisii
parametreleri degerlendirildi. Cesitli bitkisel ekstraktlarin kanser hiicre hatlari {izerine
etkisini arastiran c¢alismalarda Annexin V analizi sonucunda tedavi gruplarinin
apopitotik htcrelerin miktarmi artirdigi rapor edilmistir (Kim HJ, 2018), (Bognar Z,
2018).

Bizim c¢alismamizda yaban mersini ekstraktlarinin MDA-MB-231 hiicreleri
Uzerinde 24 ve 48 saatlik kdltir sonunda 40 pl ve 80 ul yaban mersini ekstrelerinin
apopitozu arttirdigi, sitotoksik (htcreleri 6ldiirticii) etkisinin oldugu ve hicre
proliferasyonunu azalttig1 sonucuna ulasiimustir.

Erken apopitoz degerlendirildiginde; 24 ve 48 saatlik 6lguimlerin her ikisinde de
40 pl yaban mersini ekstresi ve 80 pl yaban mersini ekstresi gruplarinin erken apopitozu
arttirdigr goriilmiistiir.

Bulunan sonuclar her iki dozda yaban mersinin (40 pl ve 80 pl) 24 ve 48 saat
sonunda ge¢ apopitozu artirici etkisinin oldugunu géstermektedir.

Ayrica her iki doz yaban mersini grubunun (40 pl yaban mersini ekstresi ve 80
pl yaban mersini ekstresi) 24 ve 48 saatlik kiiltiir sonucunda toplam apopitozu arttirdigi
sonucuna ulagilmistir.

48 saatlik kualtir sonucunda kontrol grubuna gore her iki yaban mersini doz
grubunda da canli hiicre miktarinda anlamli bir azalma olmasi, yaban mersinin MDA-
MB-231 hiicreleri {izerinde sitotoksik (hiicreleri oldiiriicli) etkisinin oldugunu
gostermektedir.

GO0/G1 6lglim sonuglara gore yaban mersini gruplarinin 24 ve 48 saat sonunda
GO0/G1 evresinde fazla etkin olmadigimi goriilmiistiir.

S faz1 verilere gore 80 pl yaban mersini grubunun 48 saatlik stire sonunda DNA

sentezini (S fazi) anlamli 6l¢iide azalttigi/durdugu sonucuna ulagilmstir.



43

G2/M evresine iliskin sonuglar degerlendirildiginde, 24 saatlik kltlir sonucunda
diisik doz grubunun etkili olmadigi, yliksek doz grubunun ise mitoz bdliinmeyi
yavaslattig1 sonucuna ulasilmistir. 48 saatlik sonuclarda ise 40 ve 80 ul yaban mersini
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma goériilmiis her iki grubun da etkili
olarak mitoz boliinmeyi yavaslattigi/durdugu sonucuna ulagilmigtir

Bulunan bu sonuglarin yaban mersini ile ilgili yapilan diger caligmalarin
sonuglarina benzerlik gostermektedir. Yapilan tez ¢alismasi sonucunda yaban mersinin
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicreleri tizerinde ¢esitli mekanizmalarla apopitozu
artirdigin1 goriilmiistiir. Yaban mersini meyvesinin kansere karst uygun bir tedavi edici
ajan aday1 olabilecegini ve yapilan bu arastirmanin kanser arastirmalarina katkida

bulunacagini diistinmekteyiz.
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8. EKLER

8.1. Tez Intihal Raporu

YABAN MERSINI (VACCINIUM MYRTILLUS) EKSTRAKTLARININ
MDA-MB-231 HUCRE HATTINA ETKISININ ARASTIRILMASI
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