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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Yumurtahk Kanseri Hiicre Kiiltiirlerinde Hydroxytyrosol’iin Sitotoksik,
Apoptotik, PI3K/Akt Ve ERK 1/2 Yolaklar1 Uzerindeki Etkilerinin
Arastirilmasi

Latife Merve OKTAY

Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Doc. Dr. Berrin TUGRUL

Hydroxytyrosol’iin ¢esitli kanser hiicre hatlar1 {izerinde antitiimoral,
cogalmayr inhibe etme ve apoptozisi destekleme etkileri oldugu gosterilmistir.
Birkag tiimor hiicre hattinda ¢esitli mekanizmalar tizerindeki etkisi bakimindan da
calisilmistir. Bu calismada hydroxytyrosol’iin insan yumurtalik kanser hiicre
hatlarindaki (MDAH-2774 ve OVCAR-3) sitotoksik, apoptotik etkileri ile sitotoksik
etkisinin fosfatidilinositol 3-kinaz /Akt (PI3K/Akt) ve hiicre dis1 sinyalle diizenlenen
kinaz (ERK1/2) sinyal ileti yolaklar1 ile baglantili olup olmadiginin aragtirilmasi
amagclanmustir.

MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicre hatlarinda, 24., 48., 72. ve 96. saatlerde
hydroxytyrosol’lin artan konsantrasyonlarinin (50-400 uM) hiicreler tlizerindeki
sitotoksik etkisini belirlemek i¢in XTT testi ve tripan mavisi boyama ydntemi,
apoptotik etkiyi belirlemek icin DNA fragmentasyon testi ve protein antikor array
yontemi, PI3K/Akt ve ERKI1/2 sinyal ileti yolaklar1 iizerinden etkisinin olup
olmadigimi ortaya koymak i¢in yolaklarla ilgili spesifik inhibitorleri kullanilarak
arastirildi. Elde edilen bulgular ANOVA ve ardindan Dunnett’s istatistiksel
analizleriyle degerlendirildi.

Hydroxytyrosol’iin MDAH-2774 hiicre kiiltiirlerinde 72. saatteki ICso degeri
102.3 uM, OVCAR-3 hiicre kiiltiirlerinde 96. saatteki ICso degeri 51.5 uM olarak
hesaplandi.

Hydroxytyrosol’iin MDAH-2774 hiicre kiiltlirlerinde 72. saatteki apoptotik
etkisi en yiiksek 100 uM konsantrasyonda goriiliirken, 150 uM’da azaldigi, 200 uM
ve iizerindeki konsantrasyonlarda ise apoptozisin goriilmedigi tespit edildi. OVCAR-
3 hiicre Kkiiltiirlerinde ise 96. saatte en yliksek apoptotik etkisi 100 uM
konsantrasyonda goriiliitken, 100 pM’in iizerindeki konsantrasyonlarda giderek
azalan apoptotik etkisi oldugu belirlendi.

Hydroxytyrosol’in ~ MDAH-2774  hiicre  Kkiiltiirlerinde  pro-apoptotik
molekiillerden Bad, Bax, aktif kaspaz-3, Htra2/Omi ve SMAC/DIABLO proteinleri
ile yine pro-apoptototik 6liim reseptorleri olan TRAIL R1/DR4, TRAIL R2/DRS5 ve
FAS/TNFRSF6 molekiillerinin seviyesinde artisa, apoptozis inhibitdr proteinleri
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(AIP) ailesinden Survivin’in miktarinda ise azalmaya sebep oldugu; OVCAR-3 hiicre
kiiltiirlerinde ise anti-apoptotik molekiillerden Bcl-2 ve Pro-kaspaz-3 ile AIP
ailesinden CIAP-1, CIAP-2, XIAP, Livin ve Survivin’in miktarlarinda azalmaya,
pro-apoptotik olan sitokrom-c miktarinda ise artisa sebep oldugu tespit edildi.

HT’nin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisinin MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicre
kiltiirlerinde PI3K/Akt sinyal yolagi iizerinden olmadigi, ancak ERK 1/2 sinyal
yolag1 lizerinden olabilecegi bulundu.

Bu bulgular HT nin yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik, apoptotik

etkilerinin oldugunu ve sitotoksik etkisinin ERK 1/2 sinyal yolag: iizerinden etkisi
olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: yumurtalik kanseri, hydroxytyrosol, sitotoksisite, apoptozis,
ERK 1/2.

2015, 57 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Investigation of the Effects of Hydroxytyrosol on Cytotoxicity, Apoptosis,
PI3K/Akt And ERK 1/2 Pathways in Ovarian Cancer Cell Cultures

Latife Merve OKTAY

Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Berrin TUGRUL

It has been shown that hydroxytyrosol (HT) has antitumoral, anti-proliferative
and apoptotic effects on various cancer cell types. It was also studied in several
tumor cell lines in terms of its action mechanisms. In this study, we aimed to
evaluate the cytotoxic, apoptotic effects of hydroxytyrosol and whether its cytotoxic
effect on through phosphatidylinositol 3- kinase / Akt (PI3K/Akt) and extracellular
signal-regulated kinase 1/2 (ERK 1/2) signal transduction pathways in human
ovarian cancer cell cultures OVCAR-3 and MDAH-2774.

To investigate the cytotoxic effect of increasing concentrations of HT (50-400
uM) XTT assay was used in OVCAR-3 and MDAH-2774 cell lines at 24., 48.,72.
and 96. hours. To determine the apoptotic effect of HT, DNA fragmentation assay
and protein antibody array methods were used. XTT assay was used to determine
whether hydroxytyrosol is effective on PI3K/Akt and ERK 1/2 signal tranduction
pathways, specific inhibitors of these pathways were used. The findings were
evaluated by ANOVA followed by Dunnett’s statistical analyzes.

ICso value of HT in MDAH-2774 cell cultures was calculated as 102.3 pM at
72 hand 51.5 pM in OVCAR-3 cell cultures at 96 h.

Apoptotic effect of HT in MDAH-2774 cells at 72 h was the highest at 100
uM, and kept lowering at 150 uM concentrations and was not seen at 200 uM and
higher concentrations. Highest apoptotic effect was seen at 100 uM concentration in
OVCAR-3 cells at 96 h, however apoptotic effect was decreased over 100 uM
concentrations.

In our study, HT increased the levels of pro-apoptotic molecules Bad, Bax,
active caspase-3, Htra2/Omi and SMAC/DIABLO and also increased the levels of
pro-apoptotic death receptors TRAIL R1/DR4, TRAIL R2/DRS and FAS/TNFRSF6,
however, it decreased the levels of Survivin which is one of the inhibitor of apoptosis
protein (IAP) family in MDAH-2774 cells. In OVCAR-3 cells, HT decreased the
levels of anti-apoptotic proteins Bcl-, pro-caspase 3 and IAP family proteins CIAP-1,
CIAP-2, XIAP, Livin and Survivin and increased the levels of cytochrome c.



We have shown that cytotoxic effect of HT is not through PI3K/Akt
signaling pathway however, it may effect through ERK1/2 signaling pathway in both
OVCAR-3 and MDAH-2774 cells.

These findings show that HT has cytotoxic and apoptotic effects on ovarian
cancer cell lines and it may show its cytotoxic effect through ERK 1/2 signalling
pathway.

Key words: ovarian cancer, hydroxytyrosol, cytotoxicity, apoptosis, ERK 1/2

2015, 57 pages
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1. GIRIS

Yumurtalik kanseri jinekolojik kanserler i¢inde en oldiiriicii olanidir. Bunun
nedeni erken donemde herhangi bir belirti vermemesi ve erken tani i¢in gliniimiizde
etkili bir tan1 yonteminin olmamasidir [1,2]. Yumurtalik kanserinin iyi karakterize
edilen ve farkli hastaliklar oldugu kabul edilen 5 alt tipi vardir. Bunlar en sik
goriilenden en az goriilene dogru sirasiyla; ileri derecede ser6z (HGSC), berrak
hiicreli (CCC), endometrioid (EC), miisinéz (MC) ve diisiik derecede ser6z (LGSC)
yumurtalik kanseridir [3].

Karboplatin/paklitaksel kombinasyonu yumurtalik kanseri tedavisinde ilk
tercih olmasina ragmen gelisen ila¢ direnci nedeniyle kemoterapoétiklerin etkinligi
kaybolmaktadir. Tiimor dokularinin cerrahi miidahale ile ¢ikarilmasi ve kemoterapi
sonrasinda yumurtalik kanseri hastalarinin %60-70’inde hastalik tekrarlamakta ve
platin bazli kemoterapiye diren¢ gelismektedir [4]. Bu nedenlerle yumurtalik kanseri

tedavisinde etkili yeni ajanlarin belirlenmesine ihtiyag vardir.

Hydroxytyrosol  [4-(2-Hidroksietil)-1,2-benzenediol] (HT)  zeytin
meyvesinde, yaginda ve yapraklarinda bulunan oleuropein’in hidrolizi ile agiga ¢ikan
fenolik bir fitokimyasal molekiildiir. Bu molekiilin meme, kolon, kolorektal,
melanom, prostat ve insan promiyelositik 16semi hiicre hatlarinda sitotoksik,

apoptotik ve cesitli sinyal ileti yolaklarinda etkili oldugu gosterilmistir [5-10].

Yaptigimiz literatiir arastirmasina gore Hydroxytyrosol’iin yumurtalik kanseri
hiicre kiiltiirlerindeki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bunun yaninda HT nin yumurtalik kanseri hiicre hatlarindaki olasi

sitotoksik ve apoptotik etkilerinin molekiiler mekanizmalar1 bilinmemektir.

Bu tez caligmasinda, Hydroxytyrosol’lin ¢esitli konsantrasyonlarinin, insan
yumurtalik kanserinin HGSC alt tipi olan OVCAR-3 ve EC alt tipi olan MDAH-
2774 kiiltiirlerinde sitotoksik, apoptotik etkileri aragtirilmistir. Ayrica HT nin belirli
konsantrasyonlarda gozlenen sitotoksik etkisinin, PI3K/Akt ve ERK 1/2 sinyal
yolaklar ile baglantili olup olmadig: yolaklarla iliskili spesifik inhibitorleri (sirasiyla
LY294002 hidroklorid ve FR180204) kullanilarak arastirilmasi amaglanmastir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Yumurtahk Kanseri

Jinekolojik kanserler arasinda yumurtalik kanseri (OC) diinya c¢apinda
geligmis iilkelerde 225.500 yeni vaka ve tahmini 140.200 6liim ile mortalitenin 6nde
gelen nedenidir [11]. Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’nde kadinlarda goriilen
kanser Oliimleri arasinda dordiincii siradadir [2]. GLOBOCAN 2008 verilerine gore
tilkemizde her yil 1800 kadin yumurtalik kanserine yakalanirken, 1200 kadin bu
hastalik nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. 2009 yil1 verilerine gore ise Amerika
Birlesik Devletleri’nde 20.460 kadin yumurtalik kanserine yakalanmis, 14.436 kadin
hayatin1 kaybetmistir. Hastaligin bu kadar 6liimciil olmasinin sebebi erken donemde
herhangi bir belirti vermemesi ve erken tani i¢in gilniimiizde etkili bir tam
yonteminin olmamasidir [2]. Belirtilerinin spesifik olmamasi nedeniyle de hastalarin

cogunda metastaz olmadan 6nce fark edilememektedir [1].

Ilerlemis yas, genetik profil, hormonal profil (erken baslayan regl, yiiksek
yumurtlama donglisii sayisi, ge¢c menopoz, kisirlik, endometriozis), ¢evresel faktdrler
(beslenme, obezite, sigara kullanimi, virlis vb.), cografi alanlar, irksal ve etnik
varyasyon (genetik miras ile korelasyon gosterir) yumurtalik kanseri gelisiminde
etkili olan faktorlerdir [2]. Yumurtalik kanseri i¢in 6nemli risk faktorlerinden biri de
BRCAI1, BRCA2, yanlis eslesme tamir genleri ya da germline TP53 mutasyonlari
etkisiyle olan yumurtalik, meme, rahim ve kolon kanserleri ile ilgili pozitif aile
Oykiisii goriilmesidir. Yumurtalik kanserlerinin yaklasik %15'n ailesel, %85’

sporadiktir [11].

2.1.1. Yumurtalik Kanseri Alt Tipleri ve Molekiiler Biyolojisi

Normal yumurtalik gonadal sirttan gelisir ve 3 temel hiicre tipi igerir: 1)
endodermden tiireyen ve ¢ogalip oositlere farklilastiklar1 yer olan gonadal sirta gog
eden germ hiicreleri, 2) Ostrojen ve progesteron iireten endokrin ve interstisyel
hiicreleri ve 3) Miiller kanalindan tiireyen, yumurtaligi kaplayan ve yumurtalik
yiizeyinin hemen altindaki inkliizyon kistleri sinirin1 ¢izen epitelyal hiicreler. Benign

ve malign tiimorlerin her ikisi de bu li¢ yumurtalik hiicre tipinin birinden
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kaynaklanabilir. Germ hiicreli tiimorler en sik 20’li ve 30’lu yaslarda goriiliir ve
yumurtalik kanserlerinin %3-5’inden sorumludur. Tim yumurtalik kanserlerinin
%T7’sini  olusturan seks-kord-stromal tiimorler genellikle hormon salgilanan
yumurtalik bag dokusundan ileri gelir ve her yastaki kadinda gorilebilir. Epitelyal
yumurtalik kanserleri ise genellikle 40 yasindan sonra gelisir ve malign yumurtalik

tiimdrlerinin yaklasik %90’1n1 meydana getirir [11].

Gegmiste yumurtalik kanseri tek bir hastalik olarak kabul edilmistir. Ancak
yumurtalik karsinomu cesitli histopatolojik ozelliklere sahip ve farkli biyolojik

davraniglar1 ifade eden ¢esitli tiimorleri igerir [12].

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) yumurtalik neoplasmlarini histolojik
farklilagsmalarina gore epitelyal, seks-kord stromal ve germ hiicreli neoplazmlar
olarak sinflandirmaktadir. Epitelyal yumurtalik tiimdrleri en biiyiik grubu temsil eder
ve serdz, miisindz, endometrioid, berrak hiicreli, gecis hiicreli ve son olarak Brenner

tiimdrler olmak tizere alt gruplara boliinmiistiir [ 12].

Klinik, hiicresel ve molekiiler olarak yumurtalik kanserleri histolojik diizeye,
molekiiler fenotipe ve genotipe gore tip 1 ve tip 2 olmak iizere iki ana gruba ayrilir.
Tip 1’e dahil olanlar; diisiik derece ser6z (LGSC), miisindz (MC), endometrioid (EC)
ve berrak hiicreli (CCC) karsinomlardir. Bunlar genellikle yavas biiyiiyen, erken
evrede (I ya da II) tam1 konulan tiplerdir ve konvensiyonel kemoterapiye
direnglidirler ancak hormonal tedaviye yanit verebilirler. Daha yaygin olarak goriilen
tip 2 grubu ise ileri derecede ser6z (HGSC), ileri derecede endometrioid ve
farklilasmamis olarak adlandirilan histotipleridir. Bu kanserler ge¢ evrede (III-1V)
ortaya c¢ikar, agresif olarak biiylir ve konvensiyonel kemoterapiye, daha az olarak da

hormonel tedaviye yanit verir [11].

Yumurtalik kanseri olusumunda gen amplifikasyonu, germline ve somatik
mutasyonlar, hipermetilasyonlar ve c¢ok sayida kromozomal delesyon ile timor
baskilayict genlerin ve onkogenlerin rol oynadigi bulunmustur. Bu genler, kanser
hiicre ¢ogalmasi, canlilifini siirdiirmesi, yayilmas: ve metastazinda merkezi rol

oynayan hiicre sinyal ileti yolaklar ile dogrudan baglantilidir. Bu yolaklarin dolasim



haritasinin anlagilmasi yeni tedavi stratejilerinin bulunmasi i¢in énemli bir asama

gibi goriinmektedir.

Yumurtalik kanseri ile iligkili olan sinyal ileti yolaklari; niikleer faktér kappa
B (NF-kB) yolagi, Janus protein kinaz/ sinyal iletici ve transkripsiyon aktive edici
protein 3 (Jak-STAT 3) yolagi, mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) yolagi, proto-
onkogen tirozin protein kinaz Src yolagi, ErbB aktivasyon yolagi, lizofosfotidik asit
(LPA) yolagi, fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K) yolagi, Miillerian inhibitér madde
reseptor yolagi, epidermal biiyiime faktori (EGF) yolagi, vaskiiler endotelyal
biiyltime faktorii (VGEF) yolagi ve 6strojen reseptor (ER) beta yolagidir [2].

Tip 1 kanserlerde p53 ve BRCA1/2 genleri yabanil tiptedir, ancak IGFR
ekspresyonu ve PI3K yolaginin aktivasyonu ile birlikte Ras ve Raf’ta sik
mutasyonlar goriiliir. Tip 2 kanserlerin hemen hemen hepsinde p53 mutasyonu
vardir, neredeyse yarisinda BRCA1/2 mutasyonu ya da fonksiyon bozuklugu
mevcuttur, ancak diger mutasyonlar nadirdir. Bunlarda onkogenezin, Ras/MAPK ve
PI3K yolaklarin1 aktive eden bir¢ok ¢ogalma diizenleyici genin amplifikasyonu

tarafindan tetiklendigi goriilmektedir [11].

Tip 2 HGSC’ler tiim yumurtalik karsinomlarinin %70°ni olusturur ve bu
hastaliktan 6liimlerin %90’ mindan sorumludur. Tedavi i¢in klasik yaklagim agresif
cerrahinin ardindan platin bilesenleri ve taksanlarla kombine kemoterapidir. Ancak
tedavinin ardindan 6 ay i¢inde hastalarin yaklasik %25’inde platine direngli kanser

tekrarlamakta ve genel olarak 5 yil hayatta kalma oran1 %31 olarak bilinmektedir [3].

Calismamizda tercih ettigimiz model hiicre hatlarimizdan OVCAR-3, tip 2
HGSC smnifina dahildir. Kullandigimiz ajanin yumurtalik kanserinin farkli alt
tiplerindeki etkilerini karsilastirabilmek amaciyla sectigimiz diger hiicre hatti olan

MDAH-2774, tip 1 endometrioid (EC) karsinomudur.

Yumurtalik kanserinin alt tiplerine gore histolojik yapilar1t ve molekiiler

ozellikleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.



Tablo 2.1: Yumurtalik kanserlerinin histolojik 06zellikleri, Onciileri ve ayirici

molekiiler 6zellikleri [11].

M"lteil;“ler Histoloji Oncii Molekiiler dzellikler
Diistik derecede Border-line KRAS ve BRAF
I ser6z karsinoma karsinoma sekans mutasyonlari
(LGSC) Y
Diisiik derecede CTNNBI1, PTEN
I endometrioid Endometriozis mutasyonlar1 ve
karsinoma mikrosatellit instabilitesi
. . Cystadenoma-
I Miisindz karsinoma . KRAS mutasyonlari
borderline sekans
.- . PTEN mutasyonlar1 ve
I Berrak hiicreli Endome}goms LOH*, PIK3CA
karsinoma olabilir
mutasyonlari
ileri derecede serdz I'nklu_zyon pS3 mutasyonlari, BRCA
I karsinoma (HGSC) kistlerinden 1/2 mutasyonlar1 ve
yeniden olugum BRCAT metilasyonu
Ileri derecede Epitelival p53 mutasyonlari, BRCA
I endometrioid . Pl . 1/2 mutasyonlar1 ve BRCA
. inkliizyon kistleri .
karsinoma 1 metilasyonu
Farklilasmamis
II . - -
karsinosarkoma

*LOH: heterozigosite kayb1

2.1.1.1. ileri Derecede Seréz Karsinom (HGSC) Molekiiler Biyolojisi

HGSC’lerde %97 oraninda p53 mutasyonlar1 goriiliir [13]. p53 hiicre

dongiisiiniin diizenlenmesinde ve DNA tamirinde anahtar bir rol oynar. Hiicresel

replikasyon meydana gelmeden 6nce p53 hiicre dongiisiiniin G2 kontrol noktasinda

etki ederek hiicre biiylimesini durdurup DNA hasariin onarilmasi i¢in hiicreyi tesvik



eder. Hasar onarilamayacak ise apoptozisi baglatir. Bu nedenle p53 mutasyonlari

DNA hasarinin yayilmasina ve kromozomol instabiliteye yol acar [3].

Kalitsal BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 HGSC’lerin %15’inden daha
fazlasinda goriiliirken, somatik BRCA1/2 mutasyonlart ya da BRCA1 promotor
metilasyonu %14-22’sinde goriiliir [14]. Bu genlerin her ikisi de DNA tamir
proteinlerini kodlar. Bu proteinlerin eksikligi homolog rekombinasyon sirasinda
DNA cift zincir kiriklarinin onariminda kusura ve bdylece kromozomal instabiliteye
sebep olur. Normalde BRCA1/2 islev kaybi hiicreler i¢in 6liimciildiir, ancak bu

hiicrelerde p53 mutasyonlarinin varligi hiicrelerin hayatta kalmasini saglar [3].

HGSC’lerin %50 ya da daha fazlasinda bulunan homolog rekombinasyon
kusurlar;; EMSY amplifikasyonu (olgularin %38’inde), PTEN delesyonu (%7),
RADSI1C hipermetilasyonu (%2) ya da diger nadir mekanizmalar sonucu da

meydana gelebilir [3,15].

Kanser Genom Atlast (TCGA)’'nda 400’den fazla HGSC ile yapilan
derinlemesine molekiiler arastirmalar, HGSC’de p53 ve BRCAI1/2 hari¢ tek gen
mutasyonlarinin nadir oldugunu, istatistiksel olarak anlamli diizeyde sadece alti
gende tekrarlayan mutasyonlarin bulundugunu ve bunlarin tiimiiniin %10’dan daha

az bir oranda goriilen diisiik frekansh olaylar oldugunu gostermistir [3].

HGSC’nin ayirict 6zelligi yalnizca tekrarlayan mutasyonlar degil aym
zamanda 100°den daha fazla sayida tekrarlayan amplifikasyonlar ve delesyonlarin
teshis edilmesiyle ortaya konan ¢ok sayidaki somatik kopya sayr degisiklikleri
(SCNA)’dir [3].

TCGA calismalarindan elde edilen bilgiler retinoblastoma (RB), PI3K/RAS,
NOTCH ve FoxM1 yolaklarinin HGSC olusumuna katkisi oldugunu gostermektedir.

Bu yolaklar hastaligin tedavisi i¢in yeni stratejiler gelistirilmesine adaydirlar [3].

HGSC olusumunda rol oynayan bu mutasyon ve degisimler Tablo 2.2’de
belirtilmektedir.



Tablo 2.2: Ileri derecede serdz karsinom molekiiler dzellikleri [3]

Kromozomal instabilite / andploidi (%100)

P53 mutasyonlar1 (> %90), BRCA kaybi (%30-45)
Birka¢ mutasyon, ¢ok sayida SCNA*

Homolog rekombinasyon defektleri

FoxM]1 (vakalarin %84°{i), RB (%67), PI3K/RAS (%45), NOTCH (%22) sinyal ileti
degisiklikleri

*SCNA: somatik kopya sayist degisiklikleri

2.1.1.2. Endometrioid Karsinom (EC) Molekiiler Biyolojisi

Endometrioid karsinoma (EC) yumurtalik kanserlerinin yaklasik %10’nunu
olusturur ve genellikle diisiikk dereceli olarak ve erken evrede ortaya ¢ikar (ileri
derecede karsinoma doniisebilir). Yumurtaliktaki EC endometriumdaki EC’de
gozlemlenen benzer morfolojik ozelliktedir. Skuamoz farklilasma ile glandiiler

goriiniimii karsilagilan en yaygin modeldir [3].

AT’ce zengin etkilesim domaini igeren protein 1A (ARIDI1A) ve protein
fosfataz 2’nin yapisal ve diizenleyici alfa altiinitesi (PPP2R1A) mutasyonlar1 hem
berrak hiicreli karsinoma hem de endometrioid karsinoma da goriiliir. EC’lerin

%30’unda ARID1A mutasyonu, %12’sinde PPP2R1A mutasyonu vardir [3,16].

EC’lerin %38-50’sinde somatik mutasyonlar beta-katenin 1 (CTNNBI)
geninin 3. ekzonunda meydana gelir ve vakalarin %80’ninden fazlasinda niiklear
beta-katenin proteini tespit edilmistir. PTEN geninin 3. ve 8. ekzonlar1 arasinda

olusan mutasyonlarin goriilme siklig1 ise %20°dir [3].

PIK3CA mutasyonlar1 da EC’de goriilen bir mutasyon tipidir, ancak CCC’de

gorildiiginden daha az rastlanir [17].

EC vakalarinin yaklasik %10’u yanlis eslesme tamir proteinlerinin (MLSI1,
MSH2, MSH6 ve PMS2) ekspresyonunun kaybu ile iliskilidir [3].



EC olusumunda rol oynayan bu mutasyon ve degisimler Tablo 2.3’te

belirtilmektedir.

Tablo 2.3: Endometrioid karsinom molekiiler 6zellikleri [3]

PTEN, CTNNBI1, ARIDIA, PPP2R1A mutasyonlari
MSTI*

*Mikrosatellit instabilite (MSI) / yanlis eslesme tamir proteini ekpresyonu kaybi

2.1.2. Yumurtahk Kanserini Arastirmak Icin Kullandigimiz Model

Hiicre Hatlar

Calismamizda insan yumurtalik kanserinin farkli alt tiplerini modelleyen ve
farkli ozelliklere sahip iki hiicre hatt1 kullanildi. Tip 1’e dahil olan ileri derecede
serdz karsinoma (HGSC)’y1 modelleyen OVCAR-3 ve tip 2 sinifindan endometrioid
adenokarsinomayr modelleyen MDAH-2774 hiicre hatlariin o6zellikleri asagida

detayl1 olarak agiklanmustir.

2.1.2.1. OVCAR-3 insan Yumurtalik Kanseri Hiicre Hatti

OVCAR-3 hiicre hatt; 60 yasinda, Kafkasya kokenli, ilerlemis yumurtalik
adenokarsinomlu hastanin asit sivisindan elde edilmistir. Epitelyal morfolojide olan
hiicreler hem atimik farede tiimér hem de agarozda klonlar olusturabilmektedirler.
Kiiltiire edilen hiicreler kendilerine 6zgii steroid hormon reseptorleri olan sitoplazmik
androjen, Ostrojen [18] ve progesteron [19] baglama makromolekiilleri icermektedir.

[18].

Anoploid bir disiden elde edilen hiicre hatti, homojen boyanma bdlgesi ve
double-minute kromozomu igeren anormal bir karyotipe sahiptir [18]. Karyotip
analizinde kromozom sayilarmin triploidiye yakin degerlerde oldugu gozlenmistir.
Hiicrelerde N11, N13, N14, N15, N16, N17 ve N22 kromozomlar1 genellikle
bulunmamaktadir. Bu kayip kromozomlarin ¢ogu sitogenetik analizlerde marker

olarak kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak marker olarak bilinmeyen kromozomlarin
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bliyiilk ¢ogunlugunda yapisal anormallikler goriilmiistir. Karyotip analizleri
sonucunda hiicreler arasinda kromozom sayist ve yapilarinin degiskenlik gosterdigi

bulunmustur [20].

Dizi analizleri sonucu OVCAR-3 hiicre hattinda p53 geninin mutant (248,
Arg — GlIn) oldugu belirlenmistir. 743. niikleotidte Guanin’in Adenin’e degisimi
nokta mutasyonu, 248. kodonda arjinin yerine glutamin aminoasidinin gelmesine

sebep olmustur [13].

2.1.2.2. MDAH-2774 insan Yumurtahk Kanseri Hiicre Hatt1

Insan yumurtalik kanseri hiicre hati MDAH-2774; Kafkasya kokenli,
endometrioid yumurtalik adenokarsinomlu hastadan elde edilmigtir. Timoriin
derecesi ve evresi ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. Bu hiicre hattinin biiylime
karakteristikleri ~ ve  tiimorijenik  potansiyeli, = endometrioid  yumurtalik

adenokarsinomunun klinik 6zellikleri ile paralellik gostermektedir [21].

MDAH-2774 hiicre hattinda yliksek derecede Wnt sinyal iletisi diizensizligi
oldugu gosterilmistir. Mutasyon analizlerinde Axis inhibitér 1 (AXIN1) geninde
missense mutasyon sonucu sekans degisimi oldugu ve PI3K/Akt sinyal ileti
yolaginda bulunan K-ras geninin mutasyona ugradigi tespit edilmistir. Bunlarin yan

sira hiicre hattinin mutant p53 genine sahip oldugu belirtilmistir [21].

2.1.3. Yumurtahk Kanserinde Tedavi Yaklasimlari

Yeni teshis edilmis yumurtalik kanserinde sitorediiktif cerrahinin ardindan
uygulanan yardimci tedavi alti seanslik karboplatin ve paklitaksel kemoterapidir.
Karboplatin DNA’ya kovalent baglanarak zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar
meydana getiren alkilleyici bir ajandir. Paklitaksel mikrotiibiillere nonkovalent
olarak baglanir ve mitotik 1§ olusumunu engelleyerek onlarin stabilitesini artirir. Her

iki ajan da apoptozisi indiikler [11].

Antikanser ajanlarin karboplatin, paklitaksel ve cisplatin ile kombine

edilmesi, yumurtalik kanserindeki klasik tedavi yaklasimlarini daha etkin hale getirir.
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2.2. Apoptozis

Apoptozis ¢ok hiicreli organizmalarda yaygin olarak goriilen programli,
morfolojik bir hiicre 6liimii tipidir. Organizma homeostazinin saglanmasinda ve doku
gelisiminde temel bir dneme sahiptir. Embriyogenez, normal yetiskin doku gelisimi
ve organ atrofisi gibi farkli durumlarda apoptozis goriiliir. Ayrica immiin yanit,
enflamasyon ve genotoksik yaralanma sonrasi bu hiicrelerin ortadan kaldirilmasi gibi
patofizyolojik siireglerin diizenlenmesi ve devam etmesi i¢in son derece onemlidir

[22,23].

Apoptozis sirasinda hiicrede birtakim metabolik ve fizyolojik olaylar
gerceklesir. Apoptosiz uyarisi alan hiicrenin niikleus, sitoplazma ve hiicre yiizeyinde
degisiklikler meydana gelir. Hiicre komsu hiicrelerle baglantisint  kopararak
uzaklasir, su kaybederek biizlisiir ve kalsiyum iyonlarini girisiyle hiicre yogunlugu
artar. Kromatin yogunlasir, piknotik bir goriitii olusur ve DNA niikleozomlarindan
kesilir. Hiicre zarindaki fosfotidil serin zarin i¢ yiizeyinden dis yiizeyine transloke
olur ve hiicre yiizeyi bleblenmeye baslar. Bu sirada ¢ekirdek pargalanir. Hiicre
tomurcuk seklinde zarla sarili apoptotik cisimciklere ayrilir. Bu apoptotik cisimcikler
komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apoptoziste enflamasyon

goriilmez [22,23].

Apoptozis instrinsik (mitokondriyal) yol ve ektrinsik (dis) yol olmak iizere

iki sekilde gerceklesir.

Hiicre icinde olusturulan sinyallerle uyarilan instrinsik yolda proapoptotik
Bid tarafindan antiapoptotik Bcl-2 inaktive edilir, Bax ve Bak aktiflesir. Bu sekilde
mitokondriyon membraninda por olusumu indiiklenerek porlardan sitokrom-c, Smac,
Endo-G, Ca™ ve AIF (apoptoz indiikleyici faktor) salinir. AIF ¢ekirdegi parcalarken
Endo-G DNA’y1 parcalar. Sitokrom-c, Apaf-1 ve ATP apoptozom kompleksini
olusturur. Apoptozom baslatic1 kaspazlardan kaspaz-9’u aktive eder. Kaspaz-9 da

efektor kaspazlardan kaspaz-3’ii aktiflestirir ve hiicre 6liime gider [23].

Ekstrinsik (disg) yolda hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorlerine (FAS, TNFR,
TRAILR) 6liim sinyalleri olan ligandlar1 (FasL, TNF-alfa, TRAIL) baglanir. Bu
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baglanmadan sonra reseptdr adaptor molekiiller ve prokaspazlarla birlikte DISC
(Death Inducing Signalling Complex) yapisini olusturur. Baglatici kaspazlardan
prokaspaz-8 aktive olur ve efektor kaspazlardan kaspaz-3 ‘i aktive eder. DNA

fragmentasyonun gerceklesmesi ile hiicre 6liime gider [23].

Apoptozis karsinogeneze karsi dogal bir hiicresel savunma mekanizmasidir.
Ancak malign neoplasmlarda apoptozis diizenleyici yolaklar cogunlukla devre disi

kalmustir [22].

2.3. Hiicre Ici Sinyal Ileti Yolaklar

Hiicrelerde sinyal iletimi parakrin, endokrin, otokrin ve sinaptik yollarla
olabilir. Sinyal iletiminde rol alan molekiiller proteinler, peptidler, steroidler, gazlar,

ATP gibi biyomolekiiller ve aminoasit tlirevleridir.

Hiicrelerde sinyal iletimi mekanizmasi genel olarak su sekilde isler: Molekiil
formundaki sinyal, reseptoriine baglanarak aktivasyonu baslatir. Reseptore baglanan
molekiile ligand denir. Bu ligandlar peptit, hormon, ila¢ ya da toksin olabilir. Daha
sonra bir dizi sinyal tasiyisi yoluyla sinyal ¢ekirdege iletilir ve hiicresel yanit olusur.
Hiicre ¢cogalmasi, farklilagsmasi, hareketi, metabolizmasi ve davranisi gibi hayati

olaylarin diizenlenmesi bu hiicresel yanitlarla olur [24].

Sinyal iletiminde meydana gelen degisimler hiicrenin ¢ogalma ve yasama
ozelliklerinin konroliinii engellediginden tiimor gelisimi ile invazyon/metastaz

stirecinde rol oynar [25].

2.3.1. PI3K/AKkt Sinyal ileti Yolag

Fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyal ileti yolagi hiicre yasaminin
anahtar bir bilesenidir. Yumurtalik karsinomunda hiicre hareketi ve adezyonu ile
iliskilidir ve c¢esitli kanser hiicrelerinin metastatik/invaziv fenotiplerine katkida
bulunur. Ayni zamanda hiicre biiyiimesi ve farklilasmasina katildig1 da bildirilmistir.
PI3K yolaginin dogrudan ya da dolayli deregiilasyonu hiicre dongiisiiniin anormal

ilerlemesine ve normal hiicrelerin tiimor hiicrelerine doniisiimiine neden olur. Birgok
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kanserde hiperaktivasyonu ve kanser gelisimindeki c¢ok yonlii rolii nedeniyle

PI3K/Akt yolaginin inhibisyonu kanser i¢in bir tedavi yolu olarak arastirilmistir [2].

PI3K, fosfoinositid lipidlerinin inositol halkasinin 3' hidroksil grubunu
fosforilleyen bir fosfolipid kinazdir. Bir katalitik alt iinite (p110) ve bir diizenleyici
alt linite (p85)'den olugmustur. PI3K; p85 alt iinitesi ile etkilesen ve p110 katalitik alt
tinitesini aktive eden cesitli reseptor tirozin kinaz (RTK)'lar aracilifiyla biliylime
faktorlerine yanit olarak aktive olur. Aktive olmus PI3K, membran lipidi olan
fosfotidilinositol 4,5-bifosfat (PIP2)'yi fosforilleyerek fosfotidilinositol 3,4,5-trifosfat
(PIP3)'e doniismesini saglar. PIP3, ileriki aktivasyon ve downstream sinyal iletimi
icin PI3K'min sitozolik efektorlerini plazma membranina toplar. Bu siire¢ tiimor
baskilayici fosfataz ve tensin homolog olan PTEN tarafindan diizenlenir. PTEN,
PIP;'ii defosforile ederek PIP>'ye doniismesini saglar ve PI3K sinyal iletisini etkili bir

sekilde durdurur [26].

PI3K yolagimin temel downstream efektorlerinden biri protein kinaz B (PKB)
olarak da bilinen potent bir onkogenik serin/treonin kinaz olan Akt'dir. Akt ailesi 3
tiyeden olusur (Aktl, Akt2 ve Akt3). Bu liyeler yiiksek sekans homolojisi ve benzer
domain yapilarina sahiptir. Bu benzerlikler Akt kinaz aktivitesi i¢cin Onemli bir
merkez katalitik domain olan ve protein-protein etkilesimi i¢in gerekli olan N-

terminal plekstrin homoloji (PH) domaini ve C-terminal diizenleyici domaindir [26].

Aktive olmus Akt; hiicre canliligi, ¢ogalma ve apoptozisi igeren birkag
onemli molekiiler yolagin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar. Akt, proapoptotik
Bcl-2 ailesi iiyesi olan BAD'm &6nleyici bolgesi Ser'*'y1 fosforilleyerek Bel-XL ile
baglanmasini azaltir. Boylece mitokondriyal 6liim proteinlerinin salinimini inhibe

eder. Akt ayn1 zamanda Ser'*®’

y1 fosforilleyerek kaspaz-9 aktivitesini inhibe eder.
Yine Akt, Thr** ve Ser*¥iin fosforilasyonu ile forkhead transkripsiyon faktdr 1

(FOXO-1)’1 fosforile eder ve inhibisyonuna neden olur [26].

PI3K/Akt yolaginda sinyal iletimi mekanizmasi Sekil 2.1°de gosterilmistir
[25].
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Sekil 2.1. PI3K/Akt yolaginda sinyal iletimi

2.3.1.1. Yumurtahk Kanserinde PI3K/Akt Sinyal ileti Yolag

Yumurtalik kanserinde PI3K/Akt/mTOR aktivitesi ¢ogunlukla artmistir. Bu
durum yumurtalik kanserinin daha agresif olmasina neden olur ve diger organlara
yayilmasini kolaylastirir. PI3K sinyal iletimindeki anormallikler hem tip 1 hem de tip
2 yumurtalik kanserlerinde tespit edilmistir. Artmisg PI3K aktivitesine sahip hiicreler
mutasyonlu PTEN’e ve yliksek derecede Akt ve PDKI1 aktivitesine sahiptir, bu da
protein kinaz C (PKC), ribozomal S6 kinaz, serum/glukokortikoidle diizenlenen
kinaz (SGK), rodopsin (Rho) kinaz ve p21 proteiniyle aktive olan kinaz (PAK1)’in
dahil oldugu birka¢ protein serin/treonin kinazin sirayla aktivasyonuna yol agar, ki

bu proteinler artmis invazyon ve metastaz ile iliskilendirilmektedir [27].

2.3.2. ERK 1/2 Sinyal ileti Yolag

ERK hiicre biiylimesi ve farklilasmasinin diizenlenmesinde en ¢ok ¢alisilan

MAPK kaskadidir. ERK 1 ve 2 bu kaskadin temel bilesenleridir. ERK sinyal
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kaskadi; G-protein bagli reseptorler (GPCR), reseptdr tirozin kinazlar (RTK),
integrinler, ve iyon kanallarini iceren ¢esitli reseptorler tarafindan aktive edilir.
Sinyalin baglatilmas1 genellikle RTK’larin epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi
biiyiime faktorleri tarafindan aktivasyonuyla gerceklesir [28]. Ornegin EGF,
reseptoriine baglandiginda tirozin rezidiieleri {izerindeki otofosforilasyona yol agar
ve membranla iligkili Ras’1 etkinlestirecek olan Grb-2-Sos kompleksini ¢agirir. Daha
sonra Ras/Raf-Mek 1/2-ERK 1/2 aktive olur. ERK 1 ve 2 direk olarak niikleusa
gecebilir ve DNA sentezini ve hiicrelerin boliinme ve gelismesine yol acan c-fos, c-

myc gibi birka¢ erken genin ifade edilmesini uyarir [29].

ERK 1/2 yolaginda sinyal iletimi mekanizmas1 Sekil 2.2°de gosterilmistir

[25].
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Sekil 2.2. ERK 1/2 yolaginda sinyal iletimi

Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK) sinyal yolagi kanser gelisimi i¢in ¢ok dnemlidir
ve pek ¢ok kanser tipinde stirekli aktive durumdadir [29].

MAPK yolag1 ya Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog (KRAS)

veya v-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog-B1 (BRAF) mutasyonunun
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bir sonucu olarak kalici bir sinyal aktivitesine ya da hiicre replikasyonunun
indiiklenmesine katilma yolu ile onkojenik bir potansiyele sahiptir. KRAS veya
BRAF gibi upstream faktorlerin aktivasyonu ya da asir1 ekpresyonu, ERK nin siirekli
aktivasyonuna sebep olabilir ve bu da downstream protein kinazlar1 veya

transkripsiyon faktorlerini aktive ederek tiimor gelisimini artirabilir [12].

2.3.2.1. Yumurtalik Kanserinde ERK 1/2 Sinyal ileti Yolag

Tip 1 yumurtalik karsinomlarindan 6zellikle diigiik dereceli ser6z, miisindz ve
endometrioid karsinomlarda KRAS ve BRAF mutasyonlarinin hastaliga 6zgii oldugu

gosterilmistir [12].

2.4. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Hiicre canliliginin belirlenmesinde deoksiriboniikleik asit sentez hizinin
Olciilmesine dayali yontemler, metabolik aktivitenin Olgiimiine dayali testler,
proliferasyon isaretleyicilerinin (marker) Ol¢limiine dayali testler ve hiicrelerdeki

ATP miktariin 6l¢iimiine dayali yontemler kullanilir [30].

XTT testi metabolik aktivitenin dl¢limiine dayali olarak ¢alisan bir yontemdir.
2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (XTT) suda c¢oziinen bir
tetrazolyum tuzudur. Bu tuz canli hiicre mitokondrilerindeki dehidrojenaz enzimi ile
pargalandiginda c¢oziilebilir formazana doniigiir ve turuncu renk meydana gelir.
Olusan turuncu rengin yogunlugu ile metabolik olarak aktif hiicrelerin sayis1 dogru
orantilidir. Renk degisimi absorbans olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre
ile dl¢tliir [30,31].

Hiicre canliligmin belirlenmesinde kullanilan bir diger yontem ise tripan
mavisi ile boyamadir. Canli hiicrelerde membran biitiinliigii oldugundan negatif
yiiklii olan tripan boyas1 hiicre igine giremez. Olii hiicreler ise bu boyay hiicre igine

aldiklarindan mavi renkte goriiniirler [31].
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2.5. Hydroxytyrosol [4-(2-Hidroksietil)-1,2-benzenediol]

Hydroxytyrosol zeytin meyvesinde, yaginda ve yapraklarinda bulunan
oleuropein’in hidrolizi ile agi8a ¢ikan fenolik bir fitokimyasal molekiildiir (Sekil
2.3). Ayni zamanda norotransmitter bir madde olan dopamin’in metaboliti oldugu

bilinmektedir [32].

Hydroxytyrosol ilk defa 1950 yilinda Stoll ve arkadaslar1 tarafindan
ekinakosid (Echinacea angustifolia kokii ekstraktindan elde edilen ve
Staphylococcus aureus’a karsi antibiyotik aktivite gosteren fenolik bir glikozid)
bileseni olarak tanimlanmistir. 1966 yilinda ise Panizzi ve arkadaglar1 ilk defa

zeytinden izole ettikleri oleuropein’nin kimyasal yapisini ortaya koymuslardir [32].

Hydroxytyrosol’iin dogal olusumunun diginda ¢esitli yollarla sentetik olarak

tiretimi de vardir [32].

Cesitli kanser hiicre hatlariyla yapilmis in vitro ¢aligmalar ve hayvanlar
tizerinde yapilmis in vivo denemelerle antikanser, antioksidan, antiinflamatuar
etkileri ve osteoporoz semptomlarinin engellenmesinde rolii oldugu ortaya
konulmustur. Hydroxytyrosol’lin ilaglara kars1 dnleyici, hiicreye 6zgii sitotoksik ve
apoptotik oOzellikleri ile antikanser etkili oldugu hem in vitro hem in vivo bir¢ok
calisma ile kanitlanmistir [33]. Antitlimoral olarak anjiyogenezin dnlenmesinde de

rolii oldugu belirtilmistir [34].

Oleuropein’den  Hydroxytyrosol olusumu mekanizmas: Sekil 2.3’te

gosterilmigtir [35].

Akdeniz beslenmesinin temel bilesenlerinden biri olan zeytinyaginin tibbi
yararlar1 oldugu antik caglardan beri bilinmektedir. Ozellikle son 10 yildir bu
konudaki arasgtirmalar popiilerlik kazanmistir.  Epidemiyolojik  c¢aligmalar
zeytinyagimin hem kardiyovaskiiler hastaliklar hem de kanser iizerindeki olumlu

etkilerini isaret etmektedir.
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Sekil 2.3. Oleuropein’den hydroxytyrosol olusumu mekanizmasi (35).

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan kurulan ve yaklasik 30 yil siiren ‘Seven
Countries Study’ (Yedi Ulke Calismasi) isimli arastirmada 7 farkl iilkeden 40-59 yas
aras1 13.000 kisinin beslenme aliskanliklar1 incelenmistir. Bu calisma Akdeniz
tilkelerinde yasayan insanlarda kanser ve koroner kalp hastaliklarina bagli 6lim

oranlarinin diger iilkelere gére daha diisiik oldugunu ortaya koymustur [36].

Tahminler Bati iilkelerindeki geleneksel Akdeniz beslenmesinin kolorektal
kanserlerin olusumunda %25, meme kanserinde %15, prostat, pankreas ve
endometrial kanserlerin olusumunda %10 oraninda azalmaya yol acabilecegini

gostermektedir [36].

Giliniimilizde zeytinyaginin faydalar icerigindeki minér fenolik bilesen olan

Hydroxytyrosol’e atfedilmektedir.

Her 100 gr zeytinde yaklagik 2 gr hydroxytyrosol bulunmaktadir. Zeytinyag,
ozellikle de ekstra islenmemis zeytinyagi diger bitkisel yaglarla kiyaslandiginda
oldukca pahalidir [36]. Bu da cesitli sirketleri Hydroxytyrosol’iin sentetik olarak

liretimine itmistir.
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2.5.1. Kimyasal Yapisi

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi’nin (IUPAC) isimlendirme
sistemine gore formiilii 4-(2-Hidroksietil)-1,2-benzenediol olan Hydroxytyrosol’iin

molekiiler formiili CgH10O3 tiir [37].

Hydroxytyrosol, polar karaktere sahip olmasinin yan sira amfipatik davranis
gosteren fenolik bir bilesiktir (Sekil 2.4) [35]. HT nin kimyasal yapis1 Sekil 2.4’te

gosterilmigtir.

OH
OH

CH,-CH,-CH
Hydroxytyrosel

Sekil 2.4. Hydroxytyrosol’iin kimyasal yapisi (35).

2.5.2. Etki Mekanizmalari

Literatiirde Hydroxytyrosol’iin antikanser, antioksidan, antiinflamatuar
etkileri ve osteoporoz semptomlarinin engellenmesinde rolii olduguna dair ¢esitli in
vitro ve in vivo ¢aligmalar bulunmaktadir [38].

2.5.2.1. Antikanser Aktivite

Hydroxytyrosol’iin hiicreye 0zgii sitotoksik ve apoptotik Ozellikleri ile

antikanser etkili oldugu, ayrica antitlimoral olarak anjiyogenezin Onlenmesinde de

rolii oldugu ¢esitli in vitro ve in vivo ¢caligsmalarda belirtilmistir [38].

18



2.5.2.1.1. Anti-proliferatif ve Pro-apoptotik Etkileri ile Hiicre Dongiisiine
Etkisi

2006 yilinda Guichard ve arkadaslar1 insan kolon karsinomu hiicre hatt1 HT-
29 ile yaptiklar1 ¢alismada HT’nin, mitokondrial anti-apoptotik Bcl-2 proteininin
ekspresyonunun azalmasina, pro-apoptotik Bad, Bak ve Bax ekspresyonlarinin
artmasina yol agarak apoptozisi tesvik ettigini gostermislerdir. Bu apoptotik olaylarin
gerceklesmesi kaspaz kaskadinin aktivasyonunu indiikleyerek hiicreyi apoptotik
olime gotiirmektedir. Ayni ¢alismada yine HT-29 hiicrelerinde HT nin apoptozisle
iliskili ¢esitli yolaklarda anahtar rol oynayan serin/treonin protein fosfatazi (PP2A)
aktive ederek ve endoplazmik retikulum stresi yanitim1 tesvik ederek apoptozise

neden oldugu gosterilmistir [5].

Caco-2 insan kolon adenokarsinoma hiicrelerinde Hydroxytyrosol’iin p38 ve
CREB (cyclic adenosine mono phosphate response element binding protein)
aktivitesini inhibe ederek COX-2 (siklooksijenaz-2) ekspresyonunun azalmasina yol
actig1 ve boylece hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurarak ¢ogalmay1 inhibe ettigi
gosterilmigtir. Kolorektal kanser hiicrelerinde COX-2 overekspresedir. Bu
overekspresyonun hiicre canliligini, biiylimesini, gocilinii, invazyonunu ve
anjiyogenezi tesvik etmesi ile kolorektal neoplazi arasinda gii¢lii bir iliski vardir

[39].

Siklin bagimli kinazlarin (CDK) kendilerine 6zgii siklinlerinin baglanmasi ile
aktive veya inaktive olmalar1 hiicre dongiisiinii diizenleyen temel mekanizmalardan
biridir. Hiicre ¢ogalmasinin tesvik edilmesinde rol oynadigi bilinen MAPK sinyal
ileti yolagindaki ERK (extracellular signal-regulated kinase) aktivasyonu, siklin D1
ekspresyonu ic¢in gereklidir. Kolorektal kanserlerden elde edilen hiicre hatlarinda
temelde ERK 1/2'nin aktive oldugu kanitlanmistir. Corona ve arkadaslarinin 2009
yilinda yaptiklar1 bir calismada Caco-2 hiicre hattinda hydroxytyrsol’iin ERK 1/2
aktivasyonunu giiclii bir sekilde inhibe ettigi ve buna paralel olarak siklin D1

seviyesinde belirgin bir azalma oldugu gosterilmistir [7].

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin anahtar bileseni olan CDK’lar, inhibitorleri

(CDKi) ile inaktive edilir. CDKi’ler; p21WAFVCiPl - po7Kipl = (57Kip2 - 11 SUNKIE),
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pl6MNKA) - 51 QUNKAC) ye p19UNKADY qyy  p ] WAFLCiPL ye p27KiPL - §iklin D/CDKG6
kompleksine baglanarak pRb (retinoblastoma protein) fosforilasyonunu inhibe etme
yetenegine sahiptir. pRb fosforilasyonu transkripsiyon faktorii olan E2F’nin
salinimin1 indiikler. E2F, DNA sentezinde ve hiicre dongiisiiniin G1/S faz1 gegisinde
rol alan genlerin ekspresyonlarini diizenler. Hydroxytyrosol’iin insan promiyelositik
l6semi  hiicrelerinde (HL60) apoptozisi indiikledigi, ancak lenfosit ve
polimorfoniikleer hiicreler dahil olmak iizere primer hiicrelerde boyle bir etki
yaratmadigl gosterilmistir. Aym1 ¢alismada HT’nin hiicrelerde siklin D3, siklin
bagimli kinaz 1A (p21WVAFVCiPly ve siklin bagimli kinaz 1B (p27%iP') ekspresyonlarini
artirarak siklin bagimli kinaz 6 (CDKG6) seviyesinin diismesine neden oldugu bdylece
GO0/G1 fazinda hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurdugu gosterilmistir. Aym
calismada HT’nin S fazindaki HL60 hiicrelerinde apoptozisi tesvik ettigi
belirtilmistir [6].

Han ve arkadaslarinin insan meme kanseri hiicreleri (MCF-7) ile yaptiklari
calismada HT’nin, hiicre dongiislinii G1°’den S faza gecis sirasinda durdurdugu,
bdylece hiicre ¢cogalmasini inhibe ettigi ve apoptozisi indiikledigi rapor edilmistir [8].
Ayni hiicre hatt1 ile yapilan baska bir calismada HT’ce zengin zeytin yapragi
Oziitliniin kanser hiicrelerinde peptidyl-prolyl cis-trans izomeraz Pinl ekpresyonunu
baskilayarak G1 fazinin anahtar proteini olan siklin D1 seviyesinde azalmaya yol

actig1 boylece hiicre dongiisiinli durdurdugu belirtilmistir [40].

Insan kolorektal kanseri hiicreleri (SW620) ile yapilan bir ¢alismada HT nin
FAS (fatty acid synthase) ekspresyonunu baskilayarak proliferasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir. FAS, yag asitlerinin biyosentezinde anahtar rol oynayan anabolik bir
enzimdir. Kolon kanseri dahil olmak {izere yaygin kanser tiirlerinde yiiksek
seviyelerde FAS ekspresyonu goriiliir. Kolon karsinomunun biliylimesi ve

patogenezinde FAS ekspresyonu énemli rol oynar [9].
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

Arastirmada kullanilan insan yumurtalik kanseri hiicre hatlar1t MDAH-2774
ve OVCAR-3 Celal Bayar Universitesi DEFAM Laboratuari’nda énceden stoklanan
mevcut hiicre hatlarindan temin edildi. Hiicreler deney 6ncesinde -80°C’de muhafaza
edildi; deney islemleri sirasinda ise 37°C sicaklikta, %5 CO> ve nem igeren
inkiibatorlere alindi ve hiicre Kkiiltiir islemleri ultraviyole laminar hava akimh

kabinlerde steril ortamda gerceklestirildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Hatlarinin Cogaltilmasi ve Devamlihigi

Ultraviyole laminar hava akimli kabinlerde steril ortamda gergeklestirilen

hiicre kiiltiirii islemlerinin basamaklar1 asagida belirtilmektedir.

* - 80°C’de dondurucuda muhafaza edilen MDAH-2774 ve OVCAR-3

hiicreleri 37°C sicaklikta su banyosunda ¢oziildii.

* Coziilen hiicreler %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu, 10.000
unite/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin eklenen RPMI-1640 besiyeri igerisinde
homojenize edilerek 75cm?’lik filtreli hiicre kiiltiir flasklarmna aktarildi. Flasklar
37°C sicaklikta, %5 CO2 ve nem igeren inkiibatorlere alinarak hiicrelerin ¢gogalmasi

icin gerekli kosullar saglandi.
* Cogaltilan hiicreler canlilik, cogalma ve enfeksiyon acisindan inverted

mikroskopta her giin kontrol edildi. Hiicre yogunlugunun %80 nin iizerine ulastig

belirlendiginde pasajlanarak ¢ogaltildi.

21



3.2.2. Tripan Mavisi Yontemi ile Hiicrelerin Sayimi

Canli hiicrelerin sayiminda en ¢ok tercih edilen yontemlerden biri tripan
mavisi ile boyamadir. Bu boya negatif yiikliidiir. Canli olan hiicrenin hiicre
membrani zarar gébrmemis ise hiicrelerin i¢ine boya girmez. Canli olmayan hiicreler
ise boyay1 absorbe eder. Yani canli hiicreler boyanmazken, canli olmayan hiicreler

boyanarak mikroskop altinda mavi renkli goriintir.

Hiicre sayimi1 iglemleri;

* MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicrelerini iceren flasklardaki besiyerleri
dokldii.

* Hiicrelerin flask zemininden ayirilmasini saglamak icin lizerlerine 4 ml
Tripsin EDTA eklenerek yaklasik 10 dakika 37°C inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin

flask zemininden ayrilip ayrilmadigi inverted mikroskop ile kontrol edildi.

* Hiicreler flask zemininden kalkinca 1:1 oraninda besiyeri ile noétralize

edilip, 15 mI’lik steril santrifiyj tiiplerine alindi.

* 1000 rpm’de 10 dakikia santrifiij edildikten sonra {ist fazda biriken

stipernatantlar1 atildi.

* Dibe ¢oken hiicre pelleti 10 ml RPMI-1640 besiyeri iginde tekrar

homojenize edildi.

* Canlt hiicre ve 6len hiicre ayrimini yapabilmek i¢in, homojenize edilen

hiicre slispansiyonu ve tripan mavisi 1:1 oraninda karistirildi.

* Bu karisim hiicre sayim cihazinin (Invitrogen / Countess, ABD) lamina

aktarild1 ve mililitredeki canli hiicre sayisi (hiicre sayisi/ml) belirlendi.
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3.2.3. Hydroxytyrosol’iin Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Hydroxytyrosol toz halinde Panreac Applichem, Almanya’dan temin edildi.
Cozmek icin 25 mg Hydroxytyrosol’den alindi ve 1 ml DMSO (dimetilsiilfoksit)
icinde eritilerek 0.16 M’lik stok soliisyonu elde edildi. Hazirlanan stok soliisyon 50
ul’lik miktarlara pay edilerek +4°C’de saklandi. Her deney adimi i¢in bu 50 pl’lik
stoklar kullanildi.

3.2.4. Hiicre Canhihginin Belirlenmesi

Hydroxytyrosol’iin yumurtalik kanseri hiicre kiiltiirlerindeki (MDAH-2774 ve
OVCAR-3) sitotoksik etkisini aragtirmak i¢cin XTT testi (Roche, Almanya) ve tripan

mavisiyle boyama yontemi kullanildi.

3.2.4.1. XTT Yontemi

Her iki hiicre hattinda Hydroxytyrosol’iin biitiin dozlar1 i¢in deneyler 4 kez
tekrar edildi ve her deneyde bir doz i¢in 3’er kuyucuk kullanildi.

Bu iglem i¢in;

* MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicreleri her bir kuyucukta 100 ul RPMI-1640

besiyeri soliisyonii igerisinde 10*hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekildi.
* Her iki hiicre hattt Hydroxytyrosol’iin 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400
uM’lik konsantrasyonlar1 ile 24, 48, 72 ve 96 saat muamele edildi ve her saat

diliminde her doz i¢in 3’er kuyucuk kullanildi.

* Her zaman dilimindeki sitotoksik etkiyi belirlemek icin XTT soliisyonu

uygulandi.

* XTT soliisyonu, sodyum 3’-[1-(fenil-aminokarbonil)-3,4-tetrazolyum]-bis

(4-methoksi-6-nitro) benzen siilfonik asit hidrat ile N-metil dibenzopirazin metil
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silfat’in (isaretleme ajani/aktivasyon ajani) 50:1 oraninda karigtirllmast ile

hazirlandi.

* Daha once 96 kuyucuklu plakaya ekilen ve Hydroxytyrosol’lin artan
konsantrasyonlar1 ile muamele edilen hiicrelerin bulundugu her bir kuyucugun

tizerine 100 pl XTT soliisyonu eklenerek toplam hacim 200 pl’ye tamamlandi.

* Bu islemden sonra hiicre kiiltiir plakalar1 37°C’de ve %5 CO: igeren

inkiibatorde 4 saat bekletildi.

* Inkiibasyondan sonra her kuyucugun absorbans degeri mikro plaka
okuyucuda (Tecan Reader, Beckman Coulter, ABD), 450-690 nm referans dalga
boyu araliginda ol¢iildii.

* Sitotoksisite yiizdeleri, absorbans degerleri kullanilarak;
% Sitotoksisite = 1 — [(ilagh Kuyucuklarm Absorbans Ortalamasi / Pozitif

Kontrol Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamasi) x 100] formdilii ile hesaplandi.

* Elde edilen veriler CalcuSyn 2.0 (Biosoft, Ingiltere) programma aktarildi.
Hydroxytyrosol’iin doz etki tablosu ve egrisi ¢izilerek hiicrelerin %50’sini (ICso) ve

%75’1ni (IC75) oldiiren konsantrasyonlar1 belirlendi.

3.2.4.2. Tripan Mavisi ile Boyama Yontemi

Her iki hiicre hattinda Hydroxytyrosol’lin biitiin dozlar1 i¢in deneyler iki kez
tekrar edildi ve her deneyde bir doz i¢in 3’er kuyucuk kullanildi. Tripan mavisi

yontemiyle hiicre canliliginin dl¢iilmesinde asagidaki islem basamaklari uygulandi:

* MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicrelerini igeren flasklardaki besiyerleri
dokiildii.

* Hiicrelerin flask zemininden ayirilmasimi saglamak i¢in iizerlerine 4 ml
Tripsin EDTA eklenerek yaklasik 10 dakika 37°C inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin

flask zemininden ayrilip ayrilmadig1 inverted mikroskop ile kontrol edildi.
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* Hiicreler flask zemininden kalkinca 1:1 oraninda besiyeri ile noétralize

edilip, 15 ml’lik steril santrifiij tliplerine alindu.

* 1000 rpm’de 10 dakikia santrifiij edildikten sonra iist fazda biriken

siipernatantlari atildi.

* Dibe c¢oken hiicre pelleti 10 ml RPMI-1640 besiyeri iginde tekrar

homojenize edildi.

* MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicreleri her bir kuyucukta 500 pl RPMI-1640
besiyeri soliisyonii igerisinde 50.000 hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu plakalara
ekildi.

* Her iki hiicre hattt Hydroxytyrosol’iin 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400
uM’lik konsantrasyonlari ile 24, 48, 72 ve 96 saat muamele edildi.

* 24, 48, 72 ve 96. saatlerin sonunda kuyucuklardaki besiyeri cekildi ve
tizerlerine 300 pM Tripsin EDTA eklenerek yaklagsik 10 dakika inkiibatorde
bekletildi.

* Hiicreler flask zemininden ayrilinca 1:1 oraninda besiyeri ile notralize

edildi ve 2 mI’lik mikro santrifijj tliplerine alindu.

* Santrifiij islemi sonunda tiiplerdeki siipernatantlar atilarak dipte kalan hiicre

pelleti 2 ml besiyeri icerisinde homojenize edildi.

* Olusan hiicre siispansiyonundan 50 puM alinarak 50 uM tripan mavisi ile

1:1 oraninda karistirildi.

* Bu karisim otomatik hiicre sayim cihazinin (Invitrogen / Countess, ABD)

lamina aktarildi ve mililitredeki canli hiicre sayis1 (hiicre sayisi/ml) belirlendi.

* Otomatik sayim cihazi ile paralel olarak Thoma lamu ile 151k mikroskobunda

hiicre sayimi1 yapildi.
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* Mililitredeki canli hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in tim sayimlarin

ortalamalar1 hesaplandi.

* Hydroxytyrosol eklenen kuyucuklardaki canli hiicre sayisinin ortalamasi,
HT eklenmeyen kontrol kuyucuklarindaki canli hiicre sayisinin ortalamasina

oranlandi ve bu oran 100 ile ¢arpilarak yiizde (%) hiicre canlilig1 belirlendi.

* Yiizde sitotoksisite degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

% sitotoksisite = 100 — [ (ilag uygulanmis kuyucuklardaki canli hiicre
sayisinin ortalamasi / pozitif kontrol (ila¢ uygulanmayan) kuyucuklardaki canli hiicre

sayisinin ortalamasi) x 100]

3.2.5. DNA Fragmentasyon Testi (Cell Death Detection ELISA) ile

Apoptozisin Belirlenmesi

MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicre hatlarinda Hydroxytyrosol’in artan
konsantrasyonlarinin (50-400 puM) apoptotik etkisinin belirlenmesi icin DNA
fragmentasyon testi (Cell Death Detection ELISA Plus Kit) kullanildi. Her iki hiicre
hattinda Hydroxytyrosol’lin biitiin dozlar1 i¢in deneyler 2 kez tekrar edildi.

* MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicreleri her bir kuyucukta 100 ul RPMI-1640

besiyeri soliisyonii igerisinde 10* hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekildi.

* Hydroxytyrosol’lin artan konsantrasyonlariyla (50-400 pM) 96 kuyucuklu
plakalara ekilen MDAH-2774 hiicreleri 72 saat, OVCAR-3 hiicreleri 96 saat

muamele edildi.

* Hydroxytyrosol ile muamele edilen ve etken madde eklenmeyen hiicrelere
test kitinde bulunan lizis soliisyonu uygulanarak oda sicakliginda 30 dakika

bekletildi.

* 30 dakika sonunda meydana gelen hiicre lizatlari, kitte bulunan streptavidin

kapli mikro plakalara aktarildi.
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* Test protokoliinde bulunan bilgilere gore uygulanacak kuyucuk sayisina
gore Anti-histon biotin ve Anti-DNA-Peroksidaz antikorlarin1 igeren reaktif

hazirlandi.

* Mikro plakadaki her bir kuyucuga bu reaktiften 80 pl eklenerek oda
sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi.

* Inkiibasyon sirasinda olusan reaksiyon su sekildedir:

> Anti-histon antikoru niikleozom yapisinda bulunan histonlara

tutunur, olusan bu immunokompleks de streptavidin kapli plakalara tutunur.

> Diger antikor Anti-DNA-Peroksidaz ise niikleozomlar arasindaki

DNA’lara baglanir.

* Inkiibasyon sonunda baglanmayan bilesenler yikama basamaklariyla

uzaklagtirildu.

* Immunokomplekslere tutunmus olan peroksidaz, ABTS (2,2’-azino-bis-[3
etilbenzthiazolin-6-siilfonik asit]) substrati ile 405 nm ve 490 nm referans dalga
boyunda mikro plaka okuyucuda (Tecan Reader, Beckman Coulter, ABD) 6l¢iilerek

niikleozom miktarlarinin kantitatif tayini yapildi.

* Elde edilen absorbans degerlerine gore apoptozis miktarindaki artis
belirlendi. Bu artis mikro plakalardaki hiicre lizatlarinda meydana gelen histon ve

niikleozom miktarindaki artis ile dogru orantiliyda.

* Her bir deneme i¢in apoptotik hiicre %’si hesaplanirken pozitif kontrol
olarak belirlenen %100 apoptotik hiicrelerin absorbans degeri baz alindi. %’lik hiicre
sayist ile ilgili veri apoptotik agidan yorumlanirken HT ilave edilmemis hiicre

yiizdesi referans alinarak degerlendirildi.
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3.2.6. Apoptozis Antikor Array Yontemi

Hydroxytyrosol’iin yumurtalik kanseri hiicre kiiltiirleri iizerindeki apoptotik
etkisini hangi olast molekiiller lizerinden gergeklestirdigini belirlemek amaciyla
apoptozis antikor array [Human Apoptosis Antibody Array (R&D Systems,
Ingiltere)] yontemi kullamldi. Her iki hiicre hattinda Hydroxytyrosol’iin biitiin
dozlar1 i¢in deney 1 kez yapildi. Kitte bulunan apoptotik proteinler Tablo 3.1°de

verilmektedir.
* Hydroxytyrosol’iin ICsp dozlartyla 72 saat muamele edilen MDAH-2774
hiicreleri ve 96 saat muamele edilen OVCAR-3 hiicrelerinden lizatlar1 elde

edebilmek i¢in kitte bulunan lizis soliisyonu kullanildi.

* Kontrol ve her bir sitokine spesifik olan antikorlar kitte bulunan nitroseliiloz

membranlarda (array) ikiser spot seklinde tutunmus halde bulunmaktadir.
* Ik 6nce bu membranlar blok soliisyonuyla bloke edildi. Daha sonra her
hiicre hatt1 icin HT eklenmemis ve HT ile muamele edilmis Ornekler ayri ayri

membranlara eklendi ve +4°C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakildi.

* Her array 3 defa 10’ar dakika yikama soliisyonuyla yikanarak baglanmayan

proteinler uzaklastirildi.

* Array’ler biotinlenmis antikor kokteyli ve streptavidin-HRP ile inkiibe
edildi.

* Daha once yapilan yikama basamaklari tekrarlandi.

* Son olarak array’ler plastik levhaya aktarildi ve {izerlerine kemiltiminesant

bilesenleri igeren reaktif karisimi (Chemi Reagent Mix) eklendi.

*Array’ler gorlintiileme sistemine (Kodak® Gel Logic 1500) alinarak

membranlardaki her bir spota baglanan protein miktarina gore olusan sinyaller
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olciildii. Olgiilen verilerin sayisal analizi Koadarray 2.6 (ingiltere) programi

kullanilarak yapildi.

* Artan veya azalan protein miktarlari belirlenirken alt limit olarak 1.2 kat baz

alindi.

Tablo 3.1. Apoptozis antikor array kitinin i¢cerdigi apoptotik proteinler

Pro-apoptotik Anti-apoptotik

Bad Bcl-2

Bax Bcl-x

Pro-kaspaz-3 Clusterin

Aktif kaspaz-3 HIF-1 alpha

Katalaz clAP-1

Claspin cIAP-2
HTRA2/Omi HO-1/HMOX1/HSP32
TRAIL R1/DR4 HO-2/HMOX2
TRAIL R2/DR5 HSP27

Sitokrom-c HSP60
SMAC/Diablo HSP70
Fas/TNFRSF6/CD95 PON2

TNF RI/TNFRSF1A p21/CIP1/CDKNI1A
FADD Survivin

p27/Kipl Livin

Fosfo-p53 (S15) XIAP

Fosfo-p53 (S46)

Fosfo-p53 (S392)

Fosfo-Rad17 (S635)
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3.2.7. Hydroxytyrosol’iin Sitotoksik Etkilerinin PI3K/Akt ve ERK 1/2
Sinyal Yolaklari ile Baglantihi Olup Olmadiginin Test Edilmesi

Bir antikanser ajanin sitotoksik etkili oldugu belirlendikten sonra, hangi
sinyal yolagi lizerinden bu etkisini gosterdigini belirleyebilmek i¢in, arastirilan sinyal
yolagimmin spesifik inhibitorleri kullanilarak sinyal yolaginin susturulmasiyla
sitotoksik etkinin ortadan kalkmasi ya da azalmas1 gozlenirse o yolak {izerinden etkili

oldugu soylenebilir.

3.2.7.1. PI3K/Akt Sinyal Yolag icin Yontem

Hydroxytyrosol’iin PI3K/Akt sinyal yolag iizerinden sitotoksik etkisinin var
olup olmadigini belirlemek i¢in, MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicre hatlar1 yolagin
spesifik inhibitorii L'Y294002 hidroklorid’in 50 ve 100 uM’lik dozlar ile arastirildi.
LY294002 hidroklorid’in 50 ve 100 pM olarak belirlenen dozlar1 Zhang ve
arkadaslarinin ¢alismasi referans alinarak belirlendi [41]. Her iki hiicre hattinda

Hydroxytyrosol’lin biitiin dozlar1 i¢in deneyler 2 kez tekrar edildi.

Inkiibasyon siiresi olarak MDAH-2774 icin 72 saat ve OVCAR-3 i¢in 96 saat
hiicre hatlar1 ile ¢alisildi. HT’nin MDAH 2774 icin ICso degeri olan 102.3 uM,
OVCAR-3 i¢in 51.5 uM’lik dozlar1 kullanildi. Her iki hiicre hatt1 i¢in asagidaki

islemler uygulandi.

1. MDAH-2774 tek basina 102.3 uM HT ile, OVCAR-3 ise tek basina 51.5
uM HT ile kiiltiire edildi.

2. Hydroxytyrosol ile muamele edilmemis, sadece yolaga iliskin spesifik
inhibitorii LY294002 hidroklorid’in 50 ve 100 pM’lik dozlari ile hiicre hatlar
kiiltiire edildi.

3. MDAH-2774 i¢in 102.3 uM HT ile 50 uM LY294002 hidroklorid’in

kombinasyonu, OVCAR-3 i¢in ise 51.5 uM HT ile 50 uM LY294002 hidroklorid’in

kombinasyonu uygulandi.
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4. MDAH-2774 igin 102.3 puM HT ile 100 uM LY?294002 hidroklorid’in
kombinasyonu, OVCAR-3 icin ise 51.5 puM HT ile 100 pM LY294002

hidroklorid’in kombinasyonu uygulandi.

5. Yukaridaki her bir islem basamagi XTT yontemi ile test edildi.

3.2.7.2. ERK 1/2 Sinyal Yolagi icin Yontem

Hydroxytyrosol’iin ERK 1/2 sinyal yolag: iizerinden sitotoksik etkisinin var
olup olmadigini belirlemek i¢in, MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicre hatlar1 yolagin
spesifik inhibitori FR180204’tin 50 ve 100 pM’lik dozlar1 ile arastirild.
FR180204’iin 50 ve 100 uM olarak belirlenen dozlar1 Dirican ve arkadaslarinin
caligmasi referans alinarak belirlendi [42]. Her iki hiicre hattinda Hydroxytyrosol’iin

biitiin dozlar1 i¢in deneyler 2 kez tekrar edildi.

Inkiibasyon siiresi olarak MDAH-2774 icin 72 saat ve OVCAR-3 i¢in 96 saat
hiicre hatlar1 ile g¢alisildi. HT’nin MDAH 2774 igin ICso degeri olan 102.3 uM,
OVCAR-3 i¢in 51.5 uM’lik dozlar1 kullanildi. Her iki hiicre hatti i¢in asagidaki

islemler uygulandi.

1. MDAH-2774 tek basina 102.3 uM HT ile, OVCAR-3 ise tek basina 51.5
uM HT ile kiiltiire edildi.

2. Hydroxytyrosol ile muamele edilmemis, sadece yolaga iliskin spesifik

inhibitorii FR180204’iin 50 ve 100 uM’lik dozlart ile hiicre hatlar kiiltiire edildi.

3. MDAH-2774 i¢in 102.3 uM HT ile 50 uM FR180204’iin kombinasyonu,
OVCAR-3 iginise 51.5 uM HT ile 50 uM FR180204’{in kombinasyonu uygulandi.

4. MDAH-2774 i¢in 102.3 uM HT ile 100 uM FR180204’iin kombinasyonu,
OVCAR-3 i¢inise 51.5 uM HT ile 100 uM FR180204’iin kombinasyonu uygulandi.

5. Yukaridaki her bir islem basamagi XTT yontemi ile test edildi.
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3.2.8. istatistiksel Analiz

Hydroxytyrosol’uin 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 uM
konsantrasyonlarinin her biri XTT ve ELISA uygulamalar igin iiger kuyucukta test
edildi ve her bir konsantrasyon denemesi li¢ kez tekrarlandi. Her bir konsantrasyon
icin Uger kuyucuktaki mikroplaka okuyucudan elde edilen absorbans/floresans
degerlerinin  ortalamasi alimdi ve =+ SD degerleri hesaplandi. Artan
konsantrasyonlarin her birine ait hesaplanan degerler pozitif kontrol degerleriyle
karsilastirilarak, sitotoksik ve apoptotik etki yiizdesi agisindan anlamli bir farkliligin
olup olmadig1 tek yonlii ANOVA ve ardindan Dunnett’s t-test kullanilarak ortaya
konuldu. Elde edilen degerler Graphpad Prism 5.0 istatistik yazilimina aktarilarak
Hydroxytyrosol’lin artan konsantrasyonlarina ait doz ve zamana bagli cevap egrileri

ve grafikleri ¢izildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Hydroxytyrosol’iin OVCAR-3 ve MDAH-2774 Hiicre Hatlarinda
Hiicre Canliig Uzerindeki Etkileri ile Tlgili Bulgular

Hydroxytyrosol’iin insan yumurtalik kanseri hiicre kiiltiirlerinde (MDAH-
2774 ve OVCAR-3) hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri hem artan doza (50, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400 uM) hem de zamana (24., 48., 72. ve 96. saat) bagl olarak
incelendi ve bulgular Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterildi.

HT’nin her iki hiicre kiiltiirinde doz ve zamana bagli hiicre canlilig
tizerindeki etkileri, XTT testi sonuglarina gore 6len hiicre yilizdesi ve tripan mavisi
boyama yontemi sonucglarina gore canli hiicre ylizdesi bulgular1t MDAH-2774 i¢in
Tablo 4.1°de, OVCAR-3 i¢in Tablo 4.2°de belirtilmektedir. Her iki hiicre hatt1 igin

XTT testinten elde edilen veriler tripan mavisi boyama yontemi ile uyumludur.

Tablo 4.1. MDAH-2774 (72. saat) hiicre kiiltiiriinde XTT testi sitotoksisite ve tripan
mavisi hiicre canlilig1 bulgulari

MDAH-2774 (72. saat)

XTT Testi Sitotoksisite Tripan Mavisi Hiicre
HT Dozlar1 (nM) (%) Canhili (%)

50 0 99.1
100 70.5 27.8
150 66.5 31.2
200 63 36.5
250 60.5 38.9
300 55.5 43.8
350 55 45

400 52 45.7

MDAH-2774 hiicrelerinin HT ile 50-400 uM konsantrasyonlarda, 24 ve 48
saat muamelesi sonucunda anlamli bir sitotoksik etki saptanmazken (p>0.05), 72.

saatte 100 uM ve lizerindeki konsantrasyonlarda anlamli sitotoksik etki saptandi

(p<0.05). HT’nin 72. saatte 100 pM konsantrasyonda %70.5 sitotoksik etki (p<0.05)
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gosterdigi tespit edildi. 100 pM’dan yiiksek dozlarda ise sitotoksisitenin azaldigi
goriildii. Hydroxytyrosol’iin 200, 300 ve 400 uM konsantrasyonlardaki sitotoksik
etki degerleri sirasiyla %63, %55.5 ve %52 olarak belirlendi. 96.saatte ise hem
kontrol hem de HT’nin artan dozlar ilave edilmis hiicre hatlarinda hiicre canliligi
cok diisiik seviyede bulundu. Bu verilere gore Hydroxytyrosol’iin MDAH-2774
insan yumurtalik kanseri hiicre kiiltiirlerinde 72. saatteki HT nin artan dozlarinin
sonuglarma gore CalcuSyn programinda hesaplanan ICso degeri 102,3 uM olarak

belirlendi ve Sekil 4.1A’da gosterildi.

Tablo 4.2. OVCAR-3 (96. saat) hiicre kiiltiirlinde XTT testi sitotoksisite ve tripan
mavisi hiicre canlilig1 bulgulari

OVCAR-3 (96. saat)

XTT Testi Sitotoksisite Tripan Mavisi Hiicre

HT Dozlar1 (unM) (%) Canlilig1 (%)
50 38 57.6
100 73 25.1
150 70.5 25.1
200 71 25.8
250 70.5 25.2
300 69 24.8
350 71 23.9
400 70.5 23.9

Tripan mavisi ile boyama yontemi sonuglarinda XTT testi sonuglarina paralel
olarak MDAH-2774 hiicre kiiltiirlerinde 24. ve 48. saatlerde hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmazken (p>0.05), 72. saatte 100 uM ve
tizerindeki konsantrasyonlarda hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma
(p<0.05) belirlendi ve bulgular sekil 4.1B’de gosterildi. MDAH-2774 hiicre
kiltlirlerinde 72. saatte hiicre sayisinda 100 pM’da % 69, 200 uM’da % 60, 300
uM’da %51.5, 400 uM’da % 49.2 azalma tespit edildi. 96. saatte ise hiicre

canlilifinda doza bagli anlamli bir azalma goriilmedi (p>0.05).

OVCAR-3 hiicrelerinde ise Hydroxytyrosol 24, 48 ve 72. saatlerde sitotoksik
etki gostermezken (p>0.05), 96. saatte 50 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarda
anlamli sitotoksik etki goriildii (p<0.05). Hydroxytyrosol’iin 96. saatte 50 puM
konsantrasyondaki sitotoksisite degeri %36 iken, 100, 200 ve 400 uM
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konsantrasyonlardaki sitotoksik etki sirastyla %72, %68.5 ve %66.5 olarak
hesaplandi. Bu verilere gére OVCAR-3 yumurtalik kanseri hiicre kiiltiirlerinde
HT’nin artan dozlarda uygulanmasinin sonuglarma gore CalcuSyn programinda
hesaplanan 96. saatteki ICso degeri 51,5 uM olarak belirlendi ve Sekil 4.2A’da

gosterildi.

OVCAR-3 hiicre kiiltiirlerinde tripan mavisi ile boyama yontemi sonuglarinda
XTT testi sonucglarina paralel olarak 24., 48. ve 72. saatlerde hiicre sayisinda anlamli
azalma saptanmazken (p>0.05), 96. saatte 50 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarda
hiicre sayisinda anlamli azalma belirlendi ve bulgular sekil 4.2B’de gosterildi
(p<0.05). OVCAR-3 hiicre kiiltiirlerinde 96. saatte hiicre sayisinda 50 uM’da % 41,
100 uM’da % 75, 200 uM’da %71.1, 400 pM’da % 67.3 azalma tespit edildi.

MDAH-2774 MDAH-2774
1001 - 245 200000+ - 24s
= 48s m-48's
80 @ -+ 72s
2 AR —— ., ;é: 150000 - 9
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] S 100000+
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0- ot
S S S eSS &@\ S S PSS
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Hydroxytyrosol (uM) A
Hydroxytyrosol (uM)
A) XTT Testi B) Tripan mavisi boyama

Sekil 4.1: MDAH-2774 hiicre kiiltiirlerinde Hydroxytyrosol’iin farkli dozlarinin 24.,
48.,72. ve 96. saatlerdeki hiicre canlilig1 tizerine etkileri A) XTT sonuglart B) Tripan

mavisi ile boyama sonuglari
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Sekil 4.2: OVCAR-3 hiicre kiiltiirlerinde Hydroxytyrosol’iin farkli dozlarinin 24.,
48.,72. ve 96. saatlerdeki hiicre canlilig iizerine etkileri A) XTT sonuglar1 B) Tripan

mavisi ile boyama sonuglari

llag eklenmeyen ve 100 puM Hydroxytyrosol eklenen MDAH-2774
hiicrelerinin 72. saat (Sekil 4.3), OVCAR-3 hiicrelerinin 96. saat (Sekil 4.4) sonunda

faz kontrast mikroskobundaki goriintiileri gosterilmistir. Canli hiicreler seffaf ve

parlak, olii hiicreler ise biiziislik ve koyu renkli gériinmektedir.

Olii hiicre  Canli hiicre

X h

A) Pozitif kontrol (ilagsiz) B) 100 uM Hydroxytyrosol

Sekil 4.3. MDAH-2774 hiicrelerinin ilagsiz (A) ve 100 uM Hydroxytyrosol ile

muamele edilen (B) 72. saat 20X mikroskop goriintiileri
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Canli hiicre Olii hiicre

A) Pozitif kontrol (ilagsiz) B) 100 uM Hydroxytyrosol
Sekil 4.4. OVCAR-3 hiicrelerinin ilagsiz (A) ve 100 uM Hydroxytyrosol ile
muamele edilen (B) 96. saat 40X mikroskop goriintiileri

4.1.2. DNA Fragmentasyon Testi Bulgular:

Hydroxytyrosol’iin MDAH-2774 hiicre kiiltiirlerinde 72. saatteki apoptotik
etkisi en yliksek 100 uM konsantrasyonda goriiliirken, 150 pM’da azaldigi, 200 uM
ve lzerindeki konsantrasyonlarda ise apoptozisin goriilmedigi tespit edildi (Sekil

4.5A).

Hydroxytyrosol’tin OVCAR-3 hiicre kiiltlirlerinde 96. saatte en yliksek
apoptotik etkisi 100 uM konsantrasyonda goriiliirken, apoptozisin 100 pM’dan 300
uM’a kadar azalarak devam ettigi, 350 ve 400 uM konsantrasyonlarda ise apoptotik
etkinin olmadig1 bulundu (Sekil 4.5B).

4.1.3. Apoptozis Antikor Array Bulgulan
Protein antikor array yontemiyle Olgiilen ve istatistiksel olarak anlaml

degisim gosteren apoptotik proteinlerin miktarlarindaki degisim Tablo 4.3 ve 4.4°de

verilmektedir.
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Sekil 4.5. Hydroxytyrosol’tin MDAH-2774 hiicre kiiltiirlerinde 72. saatteki (A),
OVCAR-3 hiicre kiiltiirlerinde 96. saatteki (B) apoptotik etki yilizdeleri

MDAH-2774 hiicre hattinda 72 saat HT’tin ICso = 102.3uM dozu ile
inkiibasyondan sonraki protein antikor array sonuglari Tablo 4.1°de verilmektedir.
Pro-apoptotik molekiillerden Bad, Bax, aktif kaspaz-3 ve Htra2/Omi proteinlerinde
sirastyla 2.0, 1.4, 1.2 ve 4.2 kat artis ve 0liim reseptorleri olan TRAIL R1/DR4,
TRAIL R2/DRS ve FAS/TNFRSF6’da sirasiyla 2.1, 1.7 ve 1.6 kat artis bulunmustur
ve bu artislar istatistiki olarak anlamlidir (p<0.05). Aym hiicre hattinda apoptozis
inhibitor proteinleri (AIP) ailesinden Survivin’de 1.6 kat azalma tespit edildi ve bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu veriler Tablo 4.3.’de

gosterilmistir.

OVCAR-3 hiicre hattinda 96 saat HT’in ICso = 51.5uM dozu ile
inkiibasyondan sonraki protein antikor array sonuglari Tablo 4.2°de verilmektedir.
Anti-apoptotik molekiillerden Bcl-2 ve Pro-kaspaz-3’te sirasiyla 3.1 ve 8.2 kat azalis
ve AIP ailesinden CIAP-1, CIAP-2, XIAP, Livin ve Survivin’de sirastyla 6.5, 6.0,
3.2, 2.2 ve 2.7 kat azalis belirlendi ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Pro-apoptotik olan sitokrom-c’de ise 1.2 kat artis tespit edildi
ve bu artig istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.05). Bu veriler Tablo 4.4.’de

gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Hydroxytyrosol ile muamele edilen MDAH-2774 hiicre kiiltiirlerinde

istatistiksel olarak anlamli degisim gdsteren apoptotik proteinler ve degisim oranlart.

Proteinin apoptoza

etkisi Proteinin Ad1 Degisim Oram
Bad +2.0
Bax +1.4
Pro-apoptotik Aktif Kaspaz-3 +12
Htra2/Omi +4.2
TRAIL R1/DR4 +2.1
Oliim reseptorleri TRAIL R2/DR5 +1.7
FAS/TNFRSF6 + 1.6
Apoptozis inhibitor Survivin 16

proteinleri

Tablo 4.4. Hydroxytyrosol ile muamele edilen OVCAR-3 hiicre kiiltiirlerinde

istatistiksel olarak anlamli degisim gosteren proteinler ve degisim oranlari.

Proteinin apoptoza

etkisi Proteinin Ad1 Degisim Oram
Bcl-2 -3.1
Anti-apoptotik
Pro-kaspaz-3 -8.2
CIAP-1 -6.5
CIAP-2 -6.0
Apopt021s: 1nh1'b1tor XIAP 39
proteinleri
Livin -2.2
Survivin -2.7
Pro-apoptotik Sitokrom-c +1.2

39



4.1.4. Hydroxytyrosol’iin Sitotoksik Etkilerinin PI3K/Akt ve ERK 1/2
Sinyal Yolaklari ile Baglantih Olup Olmadigina iliskin Bulgular

4.1.4.1. PI3K/AKkt Sinyal Yolag ile ilgili Bulgular

Hydroxytyrosol’iin 102.3 uM konsantrasyonu ile 72 saat inkiibe edilmis
MDAH-2774 hiicre hattindaki (Sekil 4.6A) ve 51.5 uM konsantrasyonu ile 96 saat
inkiibe edilmis OVCAR-3 hiicre hattindaki (Sekil 4.6B) PI3K/Akt yolagi inhibitorii
LY?294002 hidroklorid ile ilgili bulgular Sekil 4.6° da gosterildi.

MDAH-2774 hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 degerleri 72 saat sonunda XTT
testi sonuglarma gore; 102.3 uM HT’de % 37, 50 pM LY294002 hidroklorid’te %
14, 100 uM LY294002 hidroklorid’te % 12, 102.3 uM HT ile 50 uM LY294002
hidroklorid kombinasyonunda % 26, 102.3 uM HT ile 100 uM LY294002
hidroklorid kombinasyonunda % 24 olarak bulundu.

OVCAR-3 hiicre hatlarinda hiicre canlilifi degerleri 96 saat sonunda XTT
testi sonuglarina gore; 51.5 uM HT’de % 65, 50 uM LY 294002 hidroklorid’te % 44,
100 uM LY294002 hidroklorid’te % 35, 51.5 uM HT ile 50 pM LY294002
hidroklorid kombinasyonunda % 57, 51.5 uM HT ile 100 uM LY294002 hidroklorid

kombinasyonunda % 56 olarak bulundu.

MDAH-2774 - 72 saat OVCAR-3 - 96 saat
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Sekil 4.6. MDAH-2774 (72. saat) ve OVCAR-3 (96. saat) hiicre hatlarinda
Hydroxytyrosol ve PI3K/Akt yolag: inhibitdrii LY294002 ile ilgili bulgular
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Her iki hiicre hatt1 icin HT’nin sitotoksik etkisinin PI3K/Akt yolag: ile
baglantili olmadig: ile ilgili deneylerden elde edilen bulgular istatistiksel olarak

analiz edildiginde aralarindaki fark anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

4.1.4.2. ERK 1/2 Sinyal Yolag ile Tlgili Bulgular

Hydroxytyrosol’iin 102.3 uM konsantrasyonu ile 72 saat inkiibe edilmis
MDAH-2774 hiicre hattindaki (Sekil 4.7A) ve 51.5 uM konsantrasyonu ile 96 saat
inkiibe edilmis OVCAR-3 hiicre hattindaki (Sekil 4.7B) ERK 1/2 yolag: inhibitorii
FR180204 ile ilgili bulgular Sekil 4.7’ da gosterildi.

MDAH-2774 hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 degerleri 72 saat sonunda XTT
testi sonuglarma gore; 102.3 uM HT’de % 35, 50 uM FR180204°te % 27, 100 uM
FR180204°te % 20, 102.3 uM HT ile 50 uM FR180204 kombinasyonunda % 39,
102.3 uM HT ile 100 uM FR180204 kombinasyonunda % 55 olarak bulundu.

OVCAR-3 hiicre hatlarinda hiicre canlilifi degerleri 96 saat sonunda XTT
testi sonuglarina gore; 51.5 uM HT’de % 63, 50 uM FR180204’te % 59, 100 uM
FR180204’te % 55, 51.5 uM HT ile 50 uM FR180204 kombinasyonunda % 67, 51.5
uM HT ile 100 uM FR180204 kombinasyonunda % 72 olarak bulundu.

MDAH-2774 - 72 saat OVCAR-3 - 96 saat
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Sekil 4.7. MDAH-2774 (72. saat) ve OVCAR-3 (96. saat) hiicre hatlarinda
Hydroxytyrosol ve ERK 1/2 yolag: inhibitorii FR180204 ile ilgili bulgular
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Her iki hiicre hatt1 icin HT’ nin sitotoksik etkisinin ERK 1/2 yolag: ile
baglantili olup olmadigi ile ilgili deneylerden elde edilen bulgular istatistiksel olarak

analiz edildiginde aralarindaki fark anlamli bulunmustur (*p<0.05).
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4.2. Tartisma

Zeytin meyvesinde, yaginda ve yapraklarinda bulunan, oleuropein’nin
hidrolizi ile ag¢iga cikan fenolik bir bilesik olan Hydroxytyrosol; antioksidan,
antiinflamatuar, antiproliferatif ve proapoptotik etkileri ile dikkat c¢eken, kanser
tedavisine yonelik potansiyel bir molekiildiir [33]. Hydroxytyrosol’iin meme, kolon,
kolorektal, melanom, prostat ve insan promiyelositik l6semi hiicre hatlarinda
sitotoksik, apoptotik etkisi ve bu etkilerinin ¢esitli sinyal ileti yolaklar1 ile iliskili
oldugu gosterilmistir [5-10].

Yaptigimiz literatlir arastirmasinda Hydroxytyrosol’iin yumurtalik kanseri
tiplerinin herhangi birinde antikanser etkilerinin olup olmadigina yonelik bir
calismaya rastlanmamustir. Ik defa bu tez ¢alismasinda insan yumurtalik kanseri
tiplerinden ileri derecede ser6z karsinoma (HGSC) alt sinifin1t modelleyen OVCAR-3
ve endometrioid karsinoma (EC) alt smifini modelleyen MDAH-2774 hiicre
hatlarinda Hydroxytyrosol’iin sitotoksik, apoptotik etkileri ile sitotoksik etkisinin
PI3K/Akt ve ERK 1/2 yolaklar1 tizerinden olup olmadig1 arastirilmistir.

Yumurtalik kanseri erken donemde herhangi bir belirti gdstermemesi ve bu
yizden ge¢ tam1 konulabilmesi nedeniyle tiim jinekolojik kanserler arasinda en
Olimciil olamidir [26]. Diinyada kansere bagli oliimler arasinda 4. sirada yer
almaktadir [2]. Geleneksel tedavi siirecinde ilk basamak olan sitorediiktif cerrahi
ardindan platin bilesikleri ve taksan ile kombine edilmis kemoterapi bes yil hayatta
kalim saglasa da hastaligin tiim asamalar i¢in toplamda % 40’tan daha az bir tedavi
oranina sahiptir [11]. Kanser hiicrelerinin tedavide kullanilan kemoterapotik ajanlara

direng gelistirmesi basarili tedavinin 6niindeki en biiyiik engeldir.

Yaptigimiz ¢alismada HT nin MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicre hatlarinda
hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla kullandigimiz XTT testi
metabolik aktivitenin Ol¢limiine dayali olarak ¢alisan [30,31] bir yontemdir. Bu
nedenle sitotoksik etkiyi dogrulamak i¢in canli hiicrelerde membran biitiinliigiiniin
tespitine dayali tripan mavisi ile boyama yontemi [31] kullanilmis ve bulgular
birbirleriyle uyumlu bulunmustur (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). Sitotoksisite 6l¢iimii i¢in

farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden en ¢ok tercih edilenlerden biri
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olan MTT testinde islem basamaklar1t XTT testine gére daha uzundur. MTT de MTT
kesim Triinleri suda ¢oziinmez, tetrazolyumun ¢oziilmesi i¢in DMSO uygulamasi
gerekir. XTT de ise kesim {irlinleri suda ¢oziinebilir [30]. Bu nedenle ek ¢ozme

basamagina ihtiya¢ yoktur. Calismada XTT testi bu nedenle tercih edilmistir.

Hydroxytyrosol’iin diger kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik ve apoptotik
etkinliginin arastirildig1 ¢alismalarda dozun uM diizeyde oldugu belirlenmistir [5-
10]. Calismamizda HT’nin 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 pM dozlarda
MDAH-2774 hiicre hattinda 24. ve 48. saatlerde sitotoksik etki gostermedigi, 72.
saatte sitotoksik etkisi oldugu bulunmustur. Bu hiicre hatt1 i¢in 96. saatte yapilan
deneylerde HT nin tiim dozlar1 i¢in sabit bir sitotoksisite yilizdesi (% 78) elde
edilmistir (Sekil 4.1). Bunun sebebi besiyerinin 96. saate kadar yetmemis olabilecegi
ihtimaline dayandirilmaktadir. OVCAR-3 hiicre hattinda ise 24., 48. ve 72. saatlerde
anlamli sitotoksik etkinin olmadigi, 96. saatte anlamli etkisi oldugu bulunmustur. Her
iki hiicre hatt1 i¢in Hydroxytyrosol’lin artan doza degil zamana bagl sitotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir. Notarnicola ve arkadaslar1 insan kolon kanseri hiicre hatti
SW620°de Hydroxytyrosol’iin 10-100 uM araligindaki konsantrasyonlarda 24. saatte
anti-proliferatif etki gostermedigini, fakat 72. saatte anti-proliferatif etkili oldugunu
gostermislerdir. Yine ayni ¢aligmada HT-29 hiicrelerinde Hydroxytyrosol’iin 24.
saatte anti-proliferatif etkisi olmadigi, fakat 72. saatte 100 uM konsantrasyonda anti-

proliferatif etki gosterdigi bildirilmistir [9].

50-400 pM doz araliginda ICso degerleri HT nin en belirgin sitotoksik
etkisinin gorildiigi MDAH-2774 i¢in 72. saatte 102,3 uM, OVCAR-3 i¢in 96. saatte
51,5 uM olarak hesaplanmustir. ki hiicre hattinda anlamli sitotoksik etkinin farkli
saatlerde goriilmesinin, OVCAR-3’iin MDAH-2774’e gore daha direngli ve agresif
yumurtalik  kanseri  hiicre hatti olmasindan  kaynaklaniyor olabilecegi

diistiniilmektedir.

Fabiani ve arkadaslarinin yaptigi RPMI besiyerinin kullanildigr farkli kanser
hiicre hatlarinda HT nin anti-proliferatif etkisi arastirilmistir. Meme, prostat ve kolon
kanser tiplerinin her biri i¢in iki ayr1 hiicre hatlar1 kullanilmis ve farkli ICso degerleri
bulunmustur. Farkli kanser hiicre hatlarmin kiiltiir ortaminda biriken H20>’yi

uzaklastirma yeteneklerinin farkli olmasi, hiicrelerin HT nin anti-proliferatif etkisine
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duyarliligimmi etkilemektedir [43]. Caligmamizda iki farkli yumurtalik kanseri hiicre
hatt1 kullanilmigtir. HT nin doz ve zamana bagli uygulamalarinda ICso degerlerindeki
farkliligin besiyeri ortamindaki H>O»’yi uzaklastirma kapasitelerine bagli olabilecegi

distiniilmektedir.

Corona ve arkadaglarinin yaptigi calismada insan kolon kanseri hiicre hatti
Caco-2’de sulforhodamin B (SRB) yontemi kullanilarak Hydroxytyrosol’iin 5, 50,
100, 130 ve 162.5 uM konsantrasyonlarda 24., 48., 72. ve 96. saatlerde anlamli
sitotoksisite gosterdigi rapor edilmistir [7]. Guichard ve arkadaslarinin ¢alismasinda
farkli bir kolon kanseri hiicre hattt HT-29’da HT nin 24. saatteki ICso degeri flow
sitometri Olglimlerine gore yaklastk 200 puM olarak bulunmus ve 400 puM
konsantrasyonda hiicre dongiisiinii S ve G2/M fazlarinda durdurdugu gosterilmistir
[5]. Insan promiyelositik 18semi hiicreleri HL60 ile yapilan bir calismada
Hydroxytyrosol’iin 25. saatte 100 uM konsantrasyonda hiicre dongiistinii durdurdugu
3H-timidin inkorporasyon testi ile tespit edilmistir [6]. Calismamizda, HT nin XTT
testi sonuglarina gore ICso degerleri MDAH-2774 igin 72. saatte 102,3 uM, OVCAR-
3 i¢in 96. saatte 51,5 uM olarak hesaplanmistir. Aragtirilan molekiil ile inkiibasyon
stiresi agisindan ICso degerlerindeki farkliliklarin ¢alisilan model hiicre hatlarindaki
cesitlilik ve sitotoksisite 6l¢iimii i¢in tercih edilen yontemlerden kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinda HT’nin MDAH-2774 hiicre kiiltiirlerinde 72. saatte 100
uM’da en yiiksek sitotoksisite, bunun iistiindeki dozlarda sitotoksisitede azalma
oldugu bulunmustur. OVCAR-3 hiicre kiiltiirlerinde ise 96. saatte 100 uM’da en
yiiksek sitotoksisite, bu dozun {stiindeki HT konsantrasyonlarinda sitotoksisite
degerlerinde degisme olmadig: belirlendi. Corona ve arkadaslari kolon kanseri Caco-
2 hiicre hattinda HT nin 5, 50, 100, 130, 162,5 uM konsantrasyonlar1 ile 24, 48, 72
ve 96 saat inkiibasyonlar1 sonucunda hiicre ¢ogalmasi inhibisyonunda doza ve
zamana bagl artis oldugunu goéstermislerdir. Ancak HT nin intestinal metaboliti olan
homovanilil alkol (HVA)’iin 5, 50, 100, 150, 200 uM konsantrasyonlarinin 48 ve 72.
saatlerde ¢cogalmay1 baskilama etkisinin 50 uM’a kadar arttigini, 100 ve 150 uM’da
azalarak devam ettigini gostermislerdir [7]. Bizim calismamizdaki MDAH-2774

hiicre kiiltiirlerinde 72. saatte 100 pM’m iizerindeki dozlarda sitotoksisitedeki
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azalma, HT nin belirli bir doz ve zamanin iizerinde pargalaniyor olabilecegini

distindiirmektedir.

Bizim calismamizda, Hydroxytyrosol’iin MDAH-2774 hiicre kiiltiirlerinde
72. saatteki apoptotik etkisi en yiiksek 100 uM konsantrasyonda goriiliirken, 150
uM’da azaldigi, 200 pM ve iizerindeki konsantrasyonlarda ise apoptozisin
gorilmedigi tespit edildi. MDAH-2774 i¢in elde ettigimiz bu sonug, Notarnicola ve
arkadaslarinin insan kolon kanseri hiicre hatlarindan HT-29°da 72. saatte 100 uM
dozda, SW620 hiicre hattinda 72. saatte 10 uM’dan baslayan HT
konsantrasyonlarinin pro-apoptotik etki gosterdigi belirtilen calisma [9] ile
karsilastirildiginda doz degil ama zaman agisindan uyumlu bulunmustur. insan kolon
kanseri (HT-29) hiicrelerinde 200 pM konsantrasyonda 24. saatte [5], insan
promiyelositik 16semi hiicrelerinde yine 100 uM konsantrasyonda 25. saatte [6] ve
insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7’de 50 uM konsantrasyonda 12 saat sonunda
[8] HT nin apoptozisi indiikledigi gosterilmistir. Bu sonuclarla ¢alismamizdan elde
ettigimiz apoptotik etki ile ilgili verilerdeki zaman ve konsantrasyon farkliliklari

degisik kanser hiicre kiiltiir hatlariyla ¢alisilmis olmasindan kaynaklantyor olabilir.

Calismamizda HT nin OVCAR-3 hiicre kiiltiirlerinde ise 96. saatte en yiiksek
apoptotik etkisi 100 uM konsantrasyonda goriiliirken, 100 pM’dan sonra artan
dozlarda apoptotik etkinin giderek azaldigi bulunmustur. XTT testinden elde edilen
50 uM HT dozunda % 38’lik, 100 uM HT konsantrasyonunda % 73’liik sitotoksisite
degerleriyle apoptozdaki swrasiyla % 39 ve % 61’lik yilizdeler bu
konsantrasyonlardaki hiicre 6liimiiniin apoptozisle olabilecegini diisiindiirmektedir.
Insan promiyelositik 16semi hiicre hatti HL-60 ile HT uygulamasindal0 ve 25
uM’lik  konsantrasyonlarda apoptotik etki gorilmezken, 50 ve 100 pM
konsantrasyonlarda 24 saat inkiibasyonu sonucunda anlamli apoptotik etki
goriiliirken, 250 uM’da apoptoz yiizdesinde azalma oldugu belirtilmistir. Fabiani ve
arkadaglarinin yaptiklari bu c¢alismada 250 pM konsantrasyonda diger o6lim
mekanizmalarindan olan nekrozun etkisiyle hiicre Oliimiiniin gercgeklestigi
belirtilmektedir [44]. Bizim c¢alismamizda 100 pM’dan sonraki artan dozlarda
apoptozisteki azalma diger Olim mekanizmalarinin etkisiyle hiicre oliimiiniin

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Della Ragione ve arkadaslarinin ¢alismasinda 100 uM HT’nin 24 saat i¢inde
promiyelositik 16semi hiicrelerinin (HL-60) %65’inden fazlasinda apoptozisi
indiikledigi gosterilmistir. HT aracili apoptozisin kaspaz 8 aktivasyonu oncesinde
mitokondriden erken sitokrom-c salinimi yoluyla gergeklestigini belirtmislerdir [45].
Caligmamizda apoptozis antikor array yonteminde HT nin ICso degeri olan 51.5 uM
ile 96 saat muamelesi sonunda OVCAR-3 hiicre hattinda sitokrom-c miktarinda 1.2
kat artis bulunmustur. HT sitokrom-c salininmini indiikleyerek apoptozise yol agiyor

olabilir.

Yine HL-60 hiicre hatt1 ile yapilan bir baska ¢aligmada HT nin apoptotik
etkisini, hiicre dongiisiinii ve apoptozisi diizenleyen onemli proteinlerden CDK6
ekspresyonunu ve CDK inhibitorlerinden p21WVAF/CiPl ye p27KiPl>in ekspresyonlarii
azaltarak gosterdigini bulmuslardir [6]. OVCAR-3 hiicre hattindan elde ettigimiz
apoptozis antikor array sonucuna gore p27XP! seviyesinde azalma bulduk. HT,

p27XP! ekspresyonunu azaltarak apoptotik etkisini gdsteriyor olabilir.

Calismamizda Hydroxytyrosol’iin MIDAH-2774 hiicre kiiltiirlerinde pro-
apoptotik molekiillerden Bad, Bax, aktif kaspaz-3 ve Htra2/Omi proteinleri ile yine
pro-apoptototik Oliim reseptorleri olan TRAIL R1/DR4, TRAIL R2/DRS ve
FAS/TNFRSF6 molekiillerinin seviyesinde artisa, apoptozis inhibitdr proteinleri

(AIP) ailesinden Survivin’in miktarinda ise azalmaya sebep oldugu gosterilmistir.

MDAH-2774 hiicre hattindan elde ettigimiz Bad, Bax, aktif kaspaz-3 protein
seviyesindeki artig, insan kolon kanseri HT-29 hiicre hattinda HT nin pro-apoptotik
proteinlerden Bad, Bak ve Bax’in ekspresyonlarmin artisi [5] ve insan melanoma
hiicrelerinde (M14) HT’nin 600-800 uM’m iizerindeki dozlarda kaspaz-3

aktivitesinin artis1 [46] sonuglart ile uyumludur.

Calismamizda Hydroxytyrosol’iin  OVCAR-3 hiicre Kkiiltlirlerinde anti-
apoptotik molekiillerden Bcl-2 ve Pro-kaspaz-3 ile AIP ailesinden CIAP-1, CIAP-2,
XIAP, Livin ve Survivin’in miktarlarinda azalmaya, pro-apoptotik olan sitokrom-c
miktarinda ise artisga sebep oldugu tespit edilmistir. Bcl-2’nin ekspresyonunun
azalmasi tizerinden HT nin etkisini gosterdiginin bulunmasi insan kolon kanseri HT-

29 [5] ve insan kolanjiyokarsinoma hiicre hatlar1 (TFK-1 ve KMCB) ile safra kesesi
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kanseri hiicre hattindan (GBC-SD) [10] elde edilen Bcl-2 ekpresyon diizeyindeki
azalma bulgusunu desteklemektedir. HT, apoptotik etkisini pro-apoptotik
proteinlerin seviyesini artirmanin yani sira anti-apoptotik Bcl-2 seviyesini diistirerek

gosteriyor olabilir.

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda PI3K sinyal iletimindeki anormallikler
hem tip 1 hem de tip 2 yumurtalik kanserlerinde tespit edilmistir [27].
Hydroxytyrosol’iin sitotoksik ve apoptotik etkisini ERK 1/2 sinyal yolag1 {izerinden
gosteriyor olabilecegine iliskin farkli kanser hiicre hatlariyla yapilmis calismalar
bulunmaktadir [5,7,10]. Calismamizda bu nedenlerle tip 1 ve tip 2 yumurtalik
kanserini modelleyen sirastyla OVCAR-3 ve MDAH-2774 hiicre hatlarinda HT nin
sitotoksik etkisinin PI3K/Akt ve ERK 1/2 yolaklarindan iizerinden olup olmadigi
arastirilmistir. Farkli iki yumurtalik kanseri hiicre hattinda sitotoksisite testlerinden
elde ettigimiz ICso degerleri dikkate alinarak, yolaklarin spesifik inhibitorleri ile ilgili

deneyler 50 ve 100 uM’lik dozlarda ¢alisilmistir.

PI3K/Akt yolagmin spesifik inhibitorii olan LY294002 hidroklorid ajanla
birlikte kullanildiginda, eger yolak {izerinden etki s6z konusuysa, HT nin tek basina
uygulandigindaki sitotoksik etkisine gore azalma olmast beklenir. Ancak
calismamizda HT ve inhibitoriin 50 ve 100 uM’lik dozlarinin her birinin tek basina
ve kombine edilerek uygulandiginda aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 bulunmustur. Bu durumda, MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicre hatlarinda
HT nin sitotoksik etkisini PI3K/Akt yolag1 lizerinden gostermedigi sdylenebilir.

Guichard ve arkadaslar1 insan kolon karsinoma hiicre hattt HT-29°da HT nin
ERK 1/2’nin fosforilasyon durumunu degistirerek aktivitesini modiile ettigini
bildirmiglerdir [5]. Corona ve arkadaglarinin c¢alismasinda insan kolon
adenokarsinoma hiicre hattinda (Caco-2) HT’nin (5-162.5 puM) anti-proliferatif
etkisini ERK 1/2’nin fosforilasyonunu inhibe ederek ve bdylece siklin DI
ekspresyonunda azalmaya sebep olarak gosterdigi belirtilmistir [7]. Bir baska
calismada insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7"de HT nin estradiol (E2) bagimh
ERK 1/2 aktivasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir [47]. Kolanjiyokarsinoma hiicre
hatlar1 KMBC ve TFK-1 ile safra kesesi kanseri hiicre hattt GBC-SD ile yapilan bir
calismada ise 75 ve 150 uM HT’nin ERK 1/2 fosforilasyonunu inhibe ettigi

48



gosterilmistir [10]. Calismamizda MDAH-2774 ve OVCAR-3 yumurtalik kanseri
hiicre hatlarinda ERK 1/2 yolagimin spesifik inhibitérii ve HT kombinasyonu
uygulandiginda, HT nin tek basina olan sitotoksik etkisine gore istatistiksel olarak
anlamli azalma oldugu belirlenmistir. Bu durum ajanin sitotoksik etkisini bu yolak
tizerinden gosteriyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu yolakta rol alan hangi
protein {izerinden etkisinin oldugunu ortaya koyacak molekiiler biyolojik ¢aligmalara

ihtiyag vardir.
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5. SONUC VE ONERILER

Hydroxytyrosol’iin sitotoksik, apoptotik etkileri ve sitotoksik etkisinin hiicre
sinyal yolaklarindan PI3K/Akt ve ERK 1/2 iizerinden olup olmadigi MDAH-2774 ve
OVCAR-3 yumurtalik kanser hiicre hatlarinda ilk kez bu c¢alismayla aragtirilmistir.

Calismadan elde edilen sonuglara gére HT nin;

1- MDAH-2774 yumurtalik kanser hiicre hatlarinda 24 ve 48. saatlerde sitotoksik
etki gostermedigi, 72. saatte 100 pM ve lizerindeki konsantrasyonlarda anlamli

sitotoksik etki gdsterdigi (IC50=102.3 uM),

2- OVCAR-3 yumurtalik kanser hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72. saatler sitotoksik etki
gostermedigi, 96. saatte 50 uM ve lizerindeki konsantrasyonlarda anlamli sitotoksik

etki gosterdigi (ICs50=51.5 uM),

3- Sitotoksik etkisinin MDAH-2774 hiicre hattinda 100 uM’dan yiiksek dozlarda
azalarak devam ettigi, OVCAR-3 hiicre hattinda ise 100 pM’dan yiiksek dozlarda
sabit oldugu,

4- Apoptotik etkisinin MDAH-2774 hiicre hattinda 72. saatte en yiikksek 100 uM
konsantrasyonda oldugu, 150 upM’da azaldigi, 200 uM ve {zerindeki

konsantrasyonlarda ise apoptozisin goriilmedigi,

5- Apoptotik etkisinin, OVCAR-3 hiicre hattinda 96. saatte 100 uM konsantrasyonda

goriiliirken, 100 pM’1n lizerindeki konsantrasyonlarda etkinin azaldigi,

6- MDAH-2774 hiicre kiiltiirlerinde pro-apoptotik molekiillerden Bad, Bax, aktif
kaspaz-3, Htra2/Omi ve SMAC/DIABLO proteinleri ile yine pro-apoptototik 6liim
reseptorleri olan TRAIL R1/DR4, TRAIL R2/DR5 ve FAS/TNFRSF6 molekiillerinin
seviyesinde artisa, apoptozis inhibitér proteinleri (AIP) ailesinden Survivin’in

miktarinda azalmaya sebep oldugu,
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7- OVCAR-3 hiicre kiiltiirlerinde anti-apoptotik molekiillerden Bcl-2 ve Pro-kaspaz-
3 ile AIP ailesinden CIAP-1, CIAP-2, XIAP, Livin ve Survivin’in miktarlarinda

azalmaya, pro-apoptotik olan sitokrom-c miktarinda ise artigsa sebep oldugu,

8- MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicre kiiltiirleri {izerinde hiicre canlilig1 bakimindan
PI3K/Akt sinyal ileti yolag lizerinde etkisinin olmadigi,

9- MDAH-2774 ve OVCAR-3 hiicre Kkiiltiirleri iizerinde hiicre canliliginin

azalmasinda ERK 1/2 sinyal yolag: iizerinden etkisinin olabilecegi bulunmustur.

10- Arastirmamizda Hydroxytyrosol’iin sitotoksik etkisini ERK 1/2 sinyal yolagi
lizerinden gostermis olabilecegine iliskin veriler elde ettik. Ancak ERK 1/2 sinyal
yolagindaki hangi molekiil lizerinden etkisini gosterdigine yonelik daha ileri

caligsmalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

11- Arastirmamizdan elde ettigimiz veriler Hydroxytyrosol’iin antikanser etkisini
hangi sinyal yolagi iizerinden gosterdigini agiklayabilecek daha ileri molekiiler

biyolojik calismalara kaynak olusturabilir.
12- Bu ¢aligma yumurtalik kanseri ile iligkili olarak Hydroxytyrosol’iin etkisine

yonelik yapilmais ilk in vitro ¢calismadir. Konuya iliskin yapilacak in vivo ¢aligsmalara

thtiyag vardir.
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