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Yiiksek Lisans Tezi

Bugday Cimi (Triticum aestivum L) Ekstraktinin MCF-7 Hiicre Serisinde Apoptotik ve
Antiproliferatif Etkilerinin incelenmesi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dal

OZET

Bu calismada, bugday ¢im ekstresi (BCE) nin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 insan
meme kanser hiicre dizisinde sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirildi. Ekstrenin sitotoksik
etkileri MTT yontemi ile degerlendirildi. Apoptotik aktivitesi Tali yontemi kullanilarak
belirlendi. Apoptotik etkinin detaylanmast amaciyla MCF-7 hiicre hatlarinda P53, Bax, Bcl-2,
Sitokrom-c, Apaf-1 ve Kaspaz-3 gen ekspresyonlar1t RT-PCR ile incelendi.

Hem 24 hem de 48 saat uygulanan BCE’nin konsantrasyona bagli olarak MCF- 7
hiicreleri ilizerinde Onemli sitotoksik aktivite gosterdigi belirlendi. Apoptotik aktivite de,
sitotoksik aktiviteye paralel olarak 24 ve 48nci saatlerde 20k ve 40k dilue BCE
konsantrasyonlarinda onemli artig gosterdi. RT-PCR’da elde edilen sonuglar, BCE’nin
mitokondrial apoptozisi indiikledigini destekler yondedir. BCE ile muamele edilmis MCF-7
hiicrelerindeki en onemli gen ekspresyonu degisiminin 48 saatlik periyot i¢in Apaf-1 ve
Kaspaz-3 gen ifadelerinin artis1 yoniinde iken, 24 saatlik periyot i¢in ise Bcl-2 gen ifadesinin
azalis1 (P<0.05) yoniinde oldugu goézlendi.

Bu sonuglar, BCE nin anti-kanser potansiyelinin apoptoz indiiksiyonu ve antiproliferatif
ozellikleri nedeniyle olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, molekiiler diizeyde ileri ¢aligmalar

BCE’nin meme kanseri tizerindeki kemoterapdtik etkisini detaylandirmak icin gereklidir.
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ABSTRACT

In this study, we investigated cytotoxic and apoptotic effects of different dilutions of
wheatgrass extract (BCE) on MCF-7 cells. Cytotoxic effects of BCE on MCF-7 cells were
determined by MTT assays. Apoptotic activity was measured by Tali assays. In order to detail
the apoptotic effect, P53, Bax, Bcl-2, Apaf-1, Cytochrome-c, Caspase-3 gene expressions of the
MCF-7 cells were examined by RT-PCR.

24 and 48 hour BCE treatment showed statistically significant concentration-dependent
cytotoxic effect on MCF-7 cancer cells. As well as antiproliferative activity, apoptotic activity
of BCE was detected at 20k and 40k diluted concentrations by 24- and 48-hours. RT- PCR
results indicated that BCE-induced apoptosis was via mitochondrial pathway. The most
important BCE-induced gene expression variations in MCF-7 cells were observed for both
Apaf-1 and Caspase-3 genes as an increment for 48-hour period; and for Bcl-2 gene as a
decrement for 24-hour period (P<0.05).

These results suggest that the anti-cancer potential of BCE may be due to its apoptosis
induction and anti-proliferative properties. However, further studies at molecular level are

required to elucidate chemotherapeutic effect of BCE on breast cancer.
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BOLUM 1

GIRIiS

Ulkemizde ve diinyada yiiksek oranlarda goriilmesi ve yasami tehdit etmesi
nedeniyle kanser hastalig1 saglik sorunu olmaktan ¢ikmis hem ekonomik hem de sosyal
acidan toplum sorunu olmustur. Kanserli hastalarda ¢6ziim bulmak bir yana hastaligin
seyrini degistirerek yasam kalitesini arttirmak bile ¢ok 6nemli hale gelmistir. Bu nedenle
farkl tipteki kanserler, farkli yapi, biiylime hiz1 ve yayilma bicimi gdstermelerinden
dolay1 farkli tedavi yontemleri, ilaglar1 ve/veya kombinasyonlar1 kullanilarak tedavi
edilmektedirler.

Meme kanseri 6zellikle metastaz karakteristigi ve yiiksek mortalite orani ile
kadinlarda en 6nemli hastaliklardan biridir. T.C. Saghk Bakanlig: Tiirkiye Halk Sagligi
Kurumu‘nun hazirlamis oldugu istatiksel verilere gore meme kanseri, Tiirkiye’de kanser
tiirleri arasinda goriilme ve kanserden 6liime neden olma siklig1 agisindan kadinlarda ilk
siray1 almaktadir. Son yillarda, bilimsel gelismeler dogrultusunda iizerinde ytizlerce
caligma bulunmasina ragmen, hala tedavi edilmesi zor ve 6liim riski yiiksek olan kanser
gruplar arasindadir. Sanayilesme, hizli niifus artisi, bunun sonucu olusan antropojenik
kirlilik, birim alandan daha fazla tarimsal iiriin alinabilmesi i¢in yogun giibre ve pestisit
kullanimui, iiriinlerin raf siirelerini artirmak i¢in her gegen giin artan miktarda ve {iriine
gore degisen kimyasallar kullanilmasi sebebiyle insanlara ulasan kanserojen
maddelerdeki ve dogal olmayan kimyasal kontaminasyondaki artigin da bir sonuu olarak
diger kanser tiirleri gibi meme kanserinde de dnemli bir artis saptanmistir [1-3]. Kanser
hiicreleri kontrolsiiz proliferatif 6zellikleri ile tanimlanirlar. Tedavi amaglh kullanilan
birgok ilacin toksik yan etkileri ve klinik olarak yetersiz kalmalar1 sebebiyle, kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu ve hayatta kalmasimi inhibe eden yeni anti-kanser

ajanlarin ortaya ¢ikarilmasi nem kazanmaistir.



Saglik arastirmalarinda biiylik 6neme sahip olan kanser hastaliginin daha iyi
taninmasi ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in molekiiler diizeyde incelenmesi
gerekmektedir. Bu nedenle kanser hastaligini tedavi etmek i¢in yapilan bir¢cok molekiiler
caligma, hastalifa hangi yolaklardaki aksakliklarin neden oldugu ve bu aksakliklarin
nasil giderebilecegi konusunda yogunlagsmistir. Multiselliiler organizmalarda, yasamin
devami i¢in yeni birgok hiicre olusurken homeostazi saglamak adina da apoptoz adi
verilen biyokimyasal bir yolakla bir¢ok hiicre programli bir bigimde dldiiriiliir. Apoptoz
viicutta ihtiyag duyulmayan ve anormallesmis hiicrelerden organizmanin kurtulus
yoludur. Apoptoz saglikli dokularda isleyisini devam ettirirken, kanserli hiicre bircok
sebepten dolay1 apoptozun baslamasini saglayan sinyalleri alamaz ve kontrolsiiz ¢ogalir.
Bu nedenle son zamanlarda en ¢ok incelenen yolaklardan biri apoptoz olugumunu
saglayan yolaklardir.

Bugday (Triticum aestivum L.), insan beslenmesinin 6énemli bir bilesenidir. Tam
tahil iirlinlerinin bir¢ok kronik hastaliklara ve kansere karsi koruyucu oldugu ve bunun
yani sira serbest radikal siipiiriicii 6zelliginden dolay1 da antioksidan kapasitesine sahip
oldugu belirlenmistir. Cimlenme esnasinda, bugday filizinde, yeni olusan hiicreleri dig
ortam kaynakli biotik ve abiyotik streslerden korumak amacli ¢ok sayida primer ve
sekonder metabolit ve mineraller sentezlenir [4]. Ayrica artan konsantrasyonlarda
klorofil, flavonoid, bircok vitamin, antioksidan enzimler ve stres siipiiriicii hormonlar
icerir [5]. Bugday ¢iminde dikkat ¢ekici nokta, tedavi goren kanserli hastalara bugday
¢imi kemoterapi ilaglari ile es zamanh verildiginde kemoterapi ile olusan yan etkilerin
azaldiginin gézlenmesidir [6].

Son yillarda yapilan arastirmalar alternatif tip olarak tanimlanan, bitkiler ve dogal
iiriinlerden elde edilen etken maddeler ile tedavi etme tizerinde yogunlagsmigtir. Bilimsel
aragtirmalar meyve ve sebze acisindan zengin bir diyetin uygulanmasi ile diinya ¢apinda
tim kanserlerin %7-31 [7-9] oraninda azalabilecegini gostermistir. Bir¢ok bitkisel
kaynakl1 biyoaktif molekiillerin, oksidatif stresi 6nlemede [10,11], karsinojeneziste rol
alan enzimleri inhibe etmede [12], diyabet, alzheimer, ateroskleroz gibi hastaliklari
onlemede [13,14], kanserli hiicrelerde apoptozu indiikklemede ve proliferasyonu
engellemede [15,16] ve ayrica kullanilan ilaglarin yan etkilerini azaltmada [6] olumlu
etkileri vardir. Yapilan bircok caligmada, elde edilen olumlu veriler alternatif tedavilere

pozitif yaklagimlarin olugsmasini saglamada etkili olmustur.



Meme kanserinin hala toplumsal bir tehdit olusturmasindan, tedavisinde
kullanilan ilaglarin toksik etkilerinin olmasi ve bagisiklik sistemini baskilamasindan,
bunun yani sira bitkisel kaynakli tedavilerin olumlu sonucglar vermesinden dolayi, bu
calismada bugday ¢im ekstresinin (BCE) meme kanseri tizerine direk etkisini bir in vitro
insan meme kanser modeli olan MCF-7 hiicre dizisi lizerinde hem proliferatif ve hem de

apoptotik fonksiyonlarda irdelemeyi amagladik.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin mutasyonlar sonucunda farklilasmasi, kontrolsiiz bir bigimde
biiylimesi ve asir1 yayilmasi ile tanimlanan yasami tehdit eden bir hastaliktir. Saglikli bir
hiicre ne zaman ve nerede bdliinecegini bilme ve bunu programlama yetenegine sahiptir.
Fakat bu yetenekleri sinirhidir ve sonsuz boliinemezler. Sinirli boliinebilme yetenegine
sahip olan saglikli hiicrelerin DNA onarimi, hiicre sinyal iletimi, hiicre dongiisii ve
programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozda gdrev alan genlerde meydana gelen bir
dizi mutasyon sonucu farkli fenotipik 6zellik kazanarak kontrolsiiz boliiniip ¢ogalirlarve
timor adi verilen kitle olusumuna yol acarlar [17]. Bu hiicrelerin en karakteristik
ozellikleri, bagimsiz olarak yasayabilme yetenekleri, kontrolsiiz ¢ogalabilmeleri ve
kan/lenf dolagimi araciligiyla diger saglikli doku/organlara taginip metastaz yaparak da
saglikli dokularin iglevlerini etkisiz hale getirebilmeleridir. Kanserleri tehlikeli kilantiim
bu olaylarin bir araya gelmesidir.

Tiimdrler tek bir kiime halinde durduklar: siirece iyi huylu (benign) timor olarak
adlandirilirlar. Komsu organ/dokulara yayilan hatta lenf ve kan yoluyla tagian, sinirlar
belirsiz timorler kétii huylu (malign) timérlerdir. Kanserli hiicrelerin yapilarinda birgok
degisiklik olusur. Bunun yaninda hiicrede diizenli yapilan goérevlerde de degisimler
goriiliir. Kanserli hiicreler, saglikli normal bir hiicre iken yaptiklar1 gérevleri yapamaz ya
da baz1 yeni gorevler edinirler. Cogalip yayilarak diger organlara taginan bu hiicreler,
fizyolojik dokunma ile ¢ogalma yeteneginin baskilanma mekanizmasini kaybederler,
hiicrelerden gelen sinyallere yanit vermeyip apoptoza da girmezler [18]. Viicutta
mutasyona ugrayan hiicrelerin kontrolsiiz cogalmalar1 tek basina kanserlesmeye yeterli

degildir. Bu c¢ogalmay1 dengeleyen apoptoz yolaginda meydana gelen degisiklikler



kanserlesmede baslica rolii tistlenirler.

Gelisen tiimor olusumlari konumlandiklar1 veya koken aldiklart dokuya gore
smiflandirilirlar. Meme, deri, tirogenital dokular gibi epitel hiicrelerden koken alan tiimor
olusumlar karsinom, kemik, kikirdak ve kas gibi mezoderm hiicrelerden koken alanlar
sarkom, salgt  dokularindan koken alanlar ise adenokarsinom  olarak
isimlendirilmektedirler. Lokosit ve lenfositlerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucunda ise
16semi ve lenfoma olusmaktadir [19].

Her yil yapilan istatistiklerle birlikte yeni 6ngdriimle diinyada yeni tani alan
kanserli hasta sayis1 ve kanserden kaynaklanan oliimler bir dnceki Ongdriimlere gore
artmistir. Globocan 2012 verilerine gore 2012 yilinda diinyada toplam 14,1 milyon yeni
kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon kansere bagli 6liim olmustur. Diinya’da en ¢ok tant
konulan kanserler akciger (%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) iken kanserden
oliimlerin ise en ¢ok akciger (9%19,4), karaciger (%9,1) ve mideden (%38,8) gergeklestigi
belirtilmistir (Sekil 2.1.A, Sekil 1.2.B) [20].

AKciger kanseri
Meme kanseri
Kolorektal kanse:
Prostat Kanseri
Mide kanseri
Karaciger kanseri
Rahim agz1 kanser
Digerleri

Ozafagus kanseri
Pankreas Kanseri

EEEEENREE B

Sekil 2.1. Globocan verilerine gore her iki cinsiyet dahil olmak tizere 2012 yil1 igin A)
diinyadaki en yaygin goriilen kanserler; B) diinyada kanserden en sik 6liim nedenleri.



2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri 6zellikle kadinlarda metastaz karakteristigi ve 6nemli mortalite
orani ile en 6nemli hastaliklardan biridir. Meme kanseri i¢in bir ila¢ ya da kimyasal
onleyici kesfetmek icin giiniimiizde ¢ok yogun ¢alismalar yapilmaktadir. Ancak, biitiin
bu c¢abalara ragmen, hala insanlig1 tehdit eden en Onemli kanser tiiriinden biridir.
Tiirkiye’de Halk Sagligi Kanser Daire Baskanli§inin veri tabanindan yola ¢ikarak yapilan
istatistik analizlerde meme kanserinin kadinlar i¢in 1. sirada bir tehdit unsuru oldugu

belirlenmistir (Sekil 2.2) [21].

AT oo ———————— % RN
Tiroid GGG S5
Kolorektal NN 7.5
Uterus Korpusu 1IN 5.0
Trakea,Brons,Akciger GG 4.8
Mide NN 4.8 W Kadin
Over I 35
Non-Hodgkinlenfoma 1 3,0
Uterus Serviksi 1N 2,7
Beyin, sinirsistemi: W 2.6

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

Sekil 2.2. Tiim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen bazi kanserlerin bu grup
icindeki ylizde dagilimlari.

Diinya Saglik Orgiiti'ne baghh IARC (International Agency for Research on
Cancer; Uluslararasi Kanser Arastirmalar1 Ajansi) kadinlarda goriilen meme kanserindeki
artisa dikkat ¢ekmis ve meme kanser insidans ve dliimlerin bir dnceki tahminlere gore
arttigini belirtmistir. Meme kanserinin kadin kanserleri i¢inde en fazla goriilen ve en fazla
6liime neden olan kanser oldugunu ifade etmistir [22].

Kadinlarda meme dokusu, lobiiller (siitiin salgilandigi siit bezleri), duktuslar (stitii
meme ucuna ulagtiran siit kanallar1), meme dokusunun i¢inde yer almayan ama hemen

altinda kaburgalar1 saran gogiis kaslari, destek dokulari, yumusak yag dokusu, sinirler,



kan ve lenf damarlarindan olusur. Meme dokusu her ne kadar yirmili yaslarda gelisimin
dorugunda olsa da ozellikle gebelik doneminde Gstrojen ve progesteron hormonlarinda

goriilen artiglarla birlikte tam anlamiyla olgunlasir (Sekil 2.3) [23].

. Govde, kaburgalar (thorax)

. Gogiis kaslar1 (pectoralis major + pectoralis minor)
. Siit bezleri (Lobus glandulae mammariae)

. Meme ucu (papilla mammaria)

. Areola

. Siit kanallart (ductus lactiferi)

. Yumasak yag dokusu (corpus adiposum mammae)

O N AN W b~ WD =

. Deri (cutis)

Sekil 2.3. Meme dokusunun sematik goriiniimii.

Meme kanserinin siklikla siit bezlerinde, siit kanallarinda ve lobiillerdeki
hiicrelerde gelistigi belirlenmistir [24], (Sekil 2.4). Meme kanseri siit bezlerinde ve siit
kanallarinda olustugunda yerinde kalip ¢evrede bulunan yag dokularina veya lenf
bezlerine sigramiyorsa meme kanseri evre "0" ya da in situ diye adlandirilir. Siit
kanallarinda olusmus ise duktal karsinoma in situ (DCIS) olarak, siit bezlerinde

olusmussa lobular karsinoma in situ (LCIS) olarak adlandirilmaktadir.
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Sekil 2.4. Kanserli meme dokusu.

Yayilabilme 6zelligi gosteren kanserli hiicrelerin 2 cm’den daha kiiciik tiimdrler
olusturup lenf bezlerine sigramadigt durum evre 1A ve lenf bezlerinde 1-3 adet
micrometastazlar (0,2-2mm genisliginde) goriildiigli evre 1B olarak adlandirilir.
Yayilabilme 6zelligi gosteren kanserli hiicrelerin 2 cm den daha biiytik tiimorler olusturup
lenf bezlerine yayilmasi veya memede tiimdr olmayip sadece lenf bezlerinde olmasi
durumu evre 2 olarak ifade edilir. Yayilabilme 6zelligi gosteren kanserli hiicrelerin 5
cm'den daha biiylik tiimdrler olusturup lenf bezlerine yayilmasi veya memede tiimor
olmayip sadece lenf bezlerinde olmasit durumu evre 3 olarak ifade edilir. Birinci ile
liciincii evreler arasinda tiimériin lokalizasyonu meme ve yakin lenf dokularidir. Ilk {i¢
evrede metastaz goriilmezken tiimoriin boyutu, lenf dokularina sigrayip sicramamasi
gibi kriterlere bakilmaksizin kanserli hiicrenin uzak bdlgelere metastaz yaptigi durum
evre 4 olarak adlandirilir.

Meme kanseri yasa bagli olarak degisiklikler gdstermektedir. Ozellikle otuzlu
yaslardan sonra goriilme oraninin hizla arttig1, menopoza girilmesiyle birlikte degisen
hormon seviyelerinin etkisiyle bu oranin daha hizli bir sekilde artmaya devam ettigi
goriilmiistiir [25]. Ilk dogumun otuzlu yaslardan sonra olmasi, ailede meme kanser vakasi
gorililmesi, oral kontraseptif kullanimi, menopozun ge¢ olmasi, alkol ve sigara tiikketimi,

obezite gibi etmenler risk faktorleri sayilmaktadir.



Ayrica BRCA1 ve BRCA2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar ile meme
kanseri arasinda anlamli bir iligkili bulunmustur. BRCA1 ve BRCA2 genlerinin hiicre
cogalmasi sirasinda gorev alan proteinlerin (6zellikle kontrol mekanizmasindaki tiimor
baskilayic1 proteinler ve DNA hasar ve tamirinde gorev alan proteinler)
transkripsiyonundan sorumlu olduklar: tespit edilmistir [26]. Hormon seviyelerindeki
degisiklikler 6zellikle de dstrojen meme kanseri riskini arttirmaktadir. Kanserli hastalarda
saglikli kisilere gore Ostrojen reseptoriiniin (ER) daha fazla ifade edildigi goriilmiistiir.
ER' niin, hiicre siklusunda G1 fazin1 kisaltarak hiicre ¢cogalmasini arttirdigi bilinmektedir

[27].

2.3. Apoptoz

Canlilarin yasam siiregleri boyunca karsilagtiklar sayisiz kimyasal ve biyolojik
olay vardir. Bu siiregte herhangi bir sebepten dolay1 genetik olarak stabilitesi bozulan
veya istenmeyen bir hiicrede ger¢eklesen programli hiicre 6lim sekline daha dncede
belirtildigi izere apoptoz denir. Apoptoz, hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda
meydana gelir. Komsu hiicrelere zarar vermeden ve iz birakmadan hedef olan hiicre
ortadan kaldirilir. Yunanca “agactan diisen yaprak veya ¢igekten ayrilan petal” anlamina
gelen apoptozis terimi ilk defa 1972 yilinda Kerr ve ark. tarafindan tanimlanmistir.
Apoptoz, DNA hasar1 olugan ve dolayisi ile kanserlesme potansiyeli olan hiicreleri yok
eden viicuttaki tiimor baskilama mekanizmalarindan biridir [28]. Canlilarda her giin
yasamin devamlilifinin saglanmasi ig¢in bir¢ok hiicre Olmektedir. Ancak hiicre
boliinmesiyle hiicre 6limii dengede oldugundan bu durum sorun yaratmamaktadir.
Apoptoziste 6liim sinyallerinin alinmasini takiben sitoplazmanin yogunlugu artar,
niikleus kiiciiliir ve parcalanir, olusan pargalar fagositik hiicreler tarafindan fagosite edilir,
bu nedenle de inflamasyon goriilmez. Programli bir 6liim sekli olmus olmasi onu diger
bir hiicre 6liimii olan nekrozdan ayiran 6nemli bir unsurdur. Apoptozun aksine nekroz
sadece patolojik kosullarda ortaya cikar. Hiicreler su alarak siser, membran biitiinliigii
kaybolur, DNA’da diizensiz parg¢alanmalar goézlenir, hiicre icerigi etraftaki dokulara
dagilir ve bu durum yogun bir inflamasyon ile sonuglanir. Apoptoz, 6liim sinyallerinin
alinmasi ile baglar ve en son olarak fagositoz ile hiicrenin ortadan kaldirilmas: ile
sonuglanir. 11k baslangic sathasi digsal (ekstrinsik) ve i¢sel (intristik) yolak olmak iizere

iki kisimdan olusur [29].
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Sekil 2.5. Apoptoz olayinin digsal (ekstrinsik) ve igsel (intrinsik) yolaklari.

Digsal yolak distan gelen Olim sinyallerinin spesifik ylizey reseptorlerine
baglanmasiyla gergeklesirken i¢sel yolak DNA hasar1 gibi i¢sel bir dizi sinyal tarafindan
gergeklesir. Genel olarak her iki yolak da Kaspaz-3 aktivasyonunda birlesir (Sekil 2.5).
Digsal yolakta 6liim reseptdrleri tiimor nekroz faktér (TNF) reseptor ailesinin bir iiyesi
olup en ¢ok bilinenler Fas, APO-1, CD95 ve TNF reseptorii-1 (TNFR-1), TNF-baglantili
apoptozis indiikleyici ligand reseptor 1 (TRAIL-R1), TNF-baglantili apoptozis
indiikleyici ligand reseptdr 2 (TRAIL-R2) ve 6liim reseptorii 3 (DR3)'diir. Bu reseptorler
hiicre yiizeyine gelen 6liim sinyallerini hiicre i¢ine iletirler. Bu reseptorlere ligantlar
baglandiginda hiicre icinde Oliim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusur. Bu
baglanma ile birlikte pro-kaspaz 8 aktiflesir. Aktif Kaspaz-8, ya direkt Kaspaz-3
aktivasyonunu saglayarak apoptozu saglar ya da Bid genin aktivasyonu ile Sitokrom-
c’nin salinimin1 gerceklestirerek mitokondriyal yolagin aktivasyonuna neden olur (Sekil

2.5).
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I¢sel apoptoz yolaginda en 6nemli organel mitokondridir. "Mitokondriyel yolak"
da denilen igsel yolakta tiimor baskilayici/supresor P53, antiapoptik ve proapoptotik
genleri barindiran Bcl-2 ailesi, Apaf-1, Kaspazlar, Sitokrom-c gibi genlerin apoptozu
olusturma ya da apoptozun engellenmesinde rolleri vardir.

P53 geni tiimor baskilayici bir gendir. 17nci kromozomun kisa koluna lokalizedir
(17p13.1). 10 intronu, 11 ekzonu bulunur. 5 ve 8 nci ekzonlara karsilik gelen proteinler
ile DNA’ya baglanir. Normalde P53 geni Mdm2 (Murine double minute 2) gene bagh
olarak inaktif halde bulunur. DNA hasari ile birlikte Mdm?2 proteini, yapisinda meydana
gelen degisikliklerle birlikte P53 genini baglayamaz hale gelir. Boylece aktif hale gelen
P53 geni P21 geninin ekspresyonunu saglayarak hiicre siklusunu G1 fazinda durdururve
DNA tamiri i¢in hiicreye zaman tanir. Bdylece genomda mutasyon olmasint dnleyerek
genom stabilitesini korur. Tamir edilemeyecek diizeyde olan hasarlarda ise Bax geni basta
olmak iizere bir dizi genin uyarilmasini saglayarak hiicreyi apoptoza yonlendirir (Sekil

2.6).

TN, cus
1. Serbest radikal / Tu_tuklam.a ) N\ Cand
2. Mekanik etki . DNA Tamiri J s

3. v.b.

v

S
/

e
f P21 (sikline bagh
o kinaz inhibitdrii)

DNA HASARI = Tpss ~
J EN
BaxA | APOPTOZ |
Bal2 |

Sekil 2.6. P53 indiiksiyonu.

Meme kanseri gibi bir¢ok tiimorlerde P53 geninin her iki allelinde kayiplar
goriilmiis ya da mutasyona ugradigi tespit edilmistir. Hiicre canliliginin korunmasinda ve
hiicre siklusunun kontroliinde etkili bir gen olan P53 teki herhangi bir mutasyon sonucu
islevselliginde olusabilecek degisiklikler bircok bozukluga neden olup tiimdrlerin
olusumuna katki saglar. Ayrica kanserli hastalarda nokta mutasyonlarinin en ¢ok bu
gende oldugu gozlemlenmistir.

Bcl-2 gen ailesi apoptozu diizenleyen en 6nemli protein grubudur. Anti-apoptotik
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ve pro-apoptotik olan zit etkili iki gruptan olusmaktadir. Anti-apoptotik grup (Bcl-2, Bel-
XL) gibi hiicrenin apoptoza gitmesine engel olurken, pro-apoptotik grup (Bax, Bad, Bid)
gibi hiicre hasar algilayicis1 gibi gérev yaparak apoptozu baslatma etkisine sahiptirler ve
siklikla sitozolde bulunurlar. Hiicrelerin apoptoza duyarlilig1 bu iki zit grubunarasindaki
dengeye baglidir. Bel-2 ailesinin tiim fertleri homolog alanlarin en az birisini igerir. Bu
alanlar BH1, BH2, BH3 ve BH4 alan1 olarak ifade edilir. Anti-apoptotik olan Bcl-2 ve
Bcl-XL ise BH1’den BH4’e kadar 4 homolog alan1 da igerirken pro-apoptotik olan Bax
ve Bid ilk BH4’{in yoklugu ile ay1rt edilir (Sekil 2.7).

Anti-apoptotik

Bel-2 — - = —TM
Bel-XL .. < i —TM
Pro-apoptotik
Bax = = »TM
Bad —
Bud e
N BH1 BH2 mm BH3 N BHA4

Sekil 2.7. Mitokondrial apoptozda gorevli Bel-2 gen ailesi iiyeleri.

Bcl-2 aile iiyelerinin 6nemli bir 6zelligi, bu proteinler arasinda nétralizasyon
yarisina neden olan heterodimerler ve homodimerler olusturma yeteneklerinin olusudur.
Anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler arasindaki heterodimerizasyon, birbirlerinin
biyolojik etkilerini yok ederler. Bcl-2 ailesi apoptozu, mitokondride iyon kanallar
olusturarak ve Sitocrom-c’nin mitokondriyal membrandan gecisini kontrol ederek
gerceklestirdigi diistiniilmektedir [30].

Bcl-2 normalde aktif formda mitokondri membraninin disinda bulunur ve
mitokondriyal membranda porlarin gecirgenligini inhibe ederek Sitokrom-c’nin
mitokondri disia ¢ikisini engeller. Hiicreye 6liim sinyalleri gelmesi tlizerine Bcl-2’nin

translasyonu, tlimor siipresor miRNA’lar (miR-15-a, miR-16-1) tarafindan engellenir ve
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Sitokrom-c’nin mitokondri disina ¢ikisi gergeklesir, hiicre apoptoza gider. Sitoplazmik
bir protein olan Apaf-1 (Apoptik proteaz aktive edici faktor-1)’e Sitokrom-c ve dATP
(deoksiadenozintrifosfat) baglanmasi ile oligomerik apoptozom formunu olusturur. Bu
apoptozomda Prokaspaz-9 proteinine baglanir ve onu parcalayarak aktif formunun
olusmasini saglar. Bcl-XL Sitokrom-c’nin mitokondri disina ¢ikisini engellemesinin
yant sira Apaf-1’1 baglayarak kaspazlarin oncii formlar1 olan Prokaspaz-9’un aktif
Kaspaz-9’a doniismesini onleyerek apoptozu engeller ya da kaspaz akisini direkt aktive
eden sitoplazmadaki Apoptoz Uyarici Faktdr (AIF) gibi apoptogenik faktdrlerin
mitokondriden salinimini engelleyerek etkisini gerceklestirir [31].

Bax (Bcl-2-associated X protein), P53 adli tiimdr baskilayici proteinin kofaktorii
olma islevine sahip 20 kDa molekiil agirliginda ve BH4 alanini icermeyen pro-apoptotik
bir proteindir. Normal kosullarda sitozolde monomerik formda bulunur. DNA hasari ile
aktif olan P53 araciligiyla indiiklenir ve Bcl-2 proteini ile heterodimer formu
olusturarak onu inaktive eder. Bcl-2’nin fonksiyonu engellendiginde mitokondriyal
porlarin acikligi degisir Sitokrom-c nin salinimi gergeklesir, kaspaz serbestlesmesi
uyarilir ve hiicrenin apoptoza gitmesi saglanir [32].

Bid internal ve eksternal yolaklar1 birbirine baglayan proapoptotik proteindir.
Eksternal yolaktan gelen oliim sinyalleriyle aktif hale gelen Kaspaz-8 Bid’ i keser.
Kesilmis Bid fragmenti, Bax ve Bak gibi diger proapoptotik proteinleri uyararak
kaspazlarin ve apoptoz aktivasyonu i¢in gerekli olan mitokondriyal faktdrlerin salinimini
destekler [33]. Kaspazlar sistein proteinazlardir ve aspartik asitten sonraki peptit bagin
kirarlar. Inaktif formda sitoplazmada bulunurlar. Apoptotik yolagin aktivasyonuyla
birlikte inaktif iki prokaspazin hidrolizi ile aktive olur ve kaspaz kaskadini olusturarak
etki gosterirler. Glinlimiize kadar tanimlanmis 14 formu vardir ve hepsi yapilar
bakimindan benzerlik gosterirler. Baslatici kaspazlar (Kaspaz-2, Kaspaz-8, Kaspaz-9,
Kaspaz-10), efektor kaspazlar (Kaspaz-3, Kaspaz-6, Kaspaz-7) ve enflamatuvar
kaspazlar (Kaspaz-1, Kaspaz- 4, Kaspaz-5) diye li¢ kategoride incelenirler [34].
Apoptozom kompleksine Prokaspaz- 9’un yikimi ile olusturulan aktif Kaspaz-9,
apoptozla sonuglanan Kaspaz 3, 6 ve 7 kaskadini harekete gecirir. Aktif Kaspaz-3
hiicrenin membran ve iskelet yapisin1 bozarak ve apoptotik cisimlere parcalanmasini

saglayarak apoptotik hiicre 6liimiinii gerceklestirir.
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2.4. Bugday Cimi

Gilinlimiizde tahillar insan beslenmesinde yogun olarak kullanilmaktadir. Tahillar
icerisinde bugdayin yeri blyiiktiir. Bugday (7riticum aestivum L.) gerek dogrudan,
gerekse islenmis olarak tiiketilen insan besininin en 6nemli bilesenlerinden biridir. Bunun
sebebi bugdayin genis bir adaptasyona sahip olmasi, kolay ekilip iiretilebilmesidir.
Tahilin tarihgesine baktigimizda ¢ok eskilere dayandigimi goriiriiz. Siire¢ bugdayin
ogiitiilmesiyle baglamis, daha yararl gidalar elde etmek i¢in islenmesiyle devam etmis ve
icerdigi etken maddeler nedeniyle saglik sektdriinde de kullanilmasiyla giiniimiize
ulagmustir.

Bugday ¢imeni, Graminae (veya Poaceae) ailesinden olup, 6zellikle gelismekte
olan iilkelerde, insan diyetinin 6nemli bir bilesenidir. Epidemiyolojik ¢aligsmalar tiim
tahil drlinlerinin tiikketimi, kardiyovaskiiler hastalik, diyabet ve kanser gibi kronik
hastaliklara kars1 koruyucu oldugunu gostermistir [35-39]. Cimlenme sirasinda,
ozellikle 6-10 giinliik bugday filizinde, yeni olusan hiicreleri dis ortam kaynakli biotik ve
abiyotik streslerden korumak amagli ¢ok sayida primer ve sekonder metabolit ile
mineraller sentezlenir ve maksimum antioksidan potansiyele ulasir [4]. Bugday ¢imi
biliylime doneminde kalsiyum, iyot, bor, molibden, potasyum, magnezyum, selenyum,
cinko, krom, demir, sodyum gibi mineralleri; A, C, E, folik asit ve B kompleks gibi
vitaminleri; farmakolojik etkilerden sorumlu SOD (siiper oksit dismutaz)'i; arginin,
proteaz, glutamik asit gibi amino asitleri; apigenin, quercetin ve luteolin gibi
bioflavonoidleri; absisik asit, ferulik asit ve vanilic asit gibi flavonoidleri; ve terapotik
acidan etkili oldugu bilinen kolin, leatrile (amigdalin) gibi bilesikleri artan
konsantrasyonlarda ihtiva eder [5].

Bugday ¢im ekstresinin (BCE) anti-kanser [40], anti-iilser [41], antioksidan [4],
anti-artrit [42] ve talasemide major kan yapici [43] aktiviteye sahip oldugu bircok
caligmada gosterilmistir. BCE nin en dikkat ¢ekici 6zelligi karsinojenlerin aktivasyonunu
inhibe ettigi bilinen klorofili yiiksek bir oranda igermesidir [44, 45, 40, 46]. Klorofilin,
insan kaninda oksijeni (O;) tastyan kirmizi kan hiicreleri olan hemoglobinle benzer
atomik yapiya sahip olmasi en 6nemli 6zelliklerinden birisidir. BCE’si yiiksek oranda
icerdigi klorofil, Mg ve Fe sayesinde kana esdeger bulundugu ve hemoglobin eksikligi
s0z konusu olan durumlarda (talasemi ve hemolitik anemi gibi vakalarda ) hemoglobin

yerine kullanilabilirligi tespit edilmistir. Bu 6zelligi ile BCE “’yesil kan’’ olarak ifade
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edilmistir [43, 44, 47].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) canli organizmalarda ¢esitli metabolik siireclerin bir
yan Uriinii olarak tretilir. ROS'nin normal fizyolojik konsantrasyonlar1 genellikle hiicre
faaliyetlerinin diizenlenmesinde rol alirken yiliksek konsantrasyonlari ise molekiiler
diizeyde oksidatif hasara yol acar. ROS'min kanser olusumuna zemin hazirladigi
bilinmektedir. BCE Onemli miktarda fenolik bilesikler igerir [48]. Temel olarak
antioksidan aktiviteden sorumlu olan bu fenolik bilesikler, ¢esitli yollarla ROS'nin
etkisini tersine ¢evirmek ve dolayisi ile kanser oranini azaltmak i¢in giiclii bir etkiye
sahiptir [49].

BCE’nin, ROS'ni hidrojen peroksit ve bir oksijen molekiiliine doniistiirme
potansiyeline sahip olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve sitokrom oksidaz gibi antioksidan
enzimler igerdigi bilinmektedir. Falcioni ve ark. yaptiklari in vitro ¢aligmada bugday
ciminin oksidatif DNA hasarini engelledigini gostermislerdir [50].

Shyam R. ve arkadaslarin 18 - 21 yaslar1 arasindaki 30 kisi lizerinde yaptiklar
randomize ¢aligmada, 30 giin bugday ¢im tozu verilen sahislardan alinan kan 6rneklerinin
plazmalarinda yapilan analiz sonuglari, BCE’nin SOD enzim aktivitesini ve plazma
antioksidan seviyesini arttirdigi, bunun yani sira hiicresel lipit peroksidasyonunun bir
belirteci olan MDA konsantrasyonunu azaltarak lipid peroksidasyonuna kars1 da iyi bir
koruma sagladigin1 ve oksidatif stresi azalttigini gdstermistir [51]. Kronik myeloid
16semi K562 hiicre serisinde BCE uygulamasina alman yanitlarin takip edildigi bir
calismanin sonuglari da hiicre serilerinin antioksidan enzimler olan SOD ve CAT
aktivitelerinde artig oldugunu ve bu artisin kismen oksidatif reaksiyonlar1 engelledigini

gostermisdir [52].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bugday tohumlari

Calismada Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisli tarafindan melezleme yolu ile
gelistirilen ve 2009 yilinda tescil edilen kirmizi renkli Aldane bugday tohumukullanildi.
Tanesi kirmiz1 renkli, sert-yar1 sert yapida olup, oldukga iri ve ovaldir. Bin tane agirlig
42.5 g, hektolitre agirlig1 80.1 kg, protein orant %14.7, gluten %40.4, gluten indeksi
%91.5, tane sertligi 55 ve sedimantasyon 54 ml’dir [53].

3.1.2. Kimyasal malzemeler

Bugday cimlerinin yetistirilmesinde kullanilan Hoagland Soliisyonu kimyasallari
%99.8 saflikta Sigma Aldrich, ABD firmasindan saglandi. Ekstraksiyonda kullanilan
metanol, isopropil alkol, etanol ve ultra saf su tamami ultrapure formulasyonlarinda
Merk, ABD Firmasindan saglandi.

Hiicre kiiltiir malzemeleri DMEM, Ham’s F12, streptomisin, ampisilin, L-
glutamin, tripsin-EDTA (%0.25 trypsin+0.53mM EDTA), 25 ml ve 75 mI’lik flasklar,
96 kuyucuklu test plaklar1t Multicell, Almanya firmasindan saglandi. Tez ¢aligmasinda
kullanilan MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5- diphenyltetrazolium bromide] test
soliisyonu, Annexin V/Propodium iodide iceren Tali Apoptoz Kiti, RNA izolasyon Kkiti,
cDNA sentez kiti, Power Cyber Green Master Miksi ve primerler Life Tecnologies,

ABD firmasindan temin edildi.
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3.2. Metot

3.2.1. Bugday ¢cim ekstraktinin (BCE’nin) hazirlanmasi

Bugday tohumu ¢amasir suyu+su karigiminda 3 dk bekletildi. Ardindan ¢esme
suyu ile yikandiktan sonra en son yikama distile su ile yapildi. Tohumlar Hoagland
sollisyon yontemi ile 9 cm’lik steril petrilerde, 26 °C + 1 ve % 60 ortam neminde, 12:12

aydinlik:karanlik foto periyotta yetistirildi (Sekil 3.1) [54]

Sekil 3.1. Bugday ¢iminin yetistirilmesi.

Bugday c¢imleri 10. giin steril makasla ¢imlere zarar verilmeden kesilerek kiigiik
parcalara boliindii. Kiigiik kiiciik kesilen 0.2010 - 0.2050 gr agirligindaki bugday ¢imleri
ependorf tliplerine konuldu. Ardindan tiiplerin i¢ine 3.2 mm capinda 2’ser adet bilya
konarak -150°C de 15 dk bekletildi. Daha sonra TissueLyser LT (Qiagenfd) ile en yiiksek
hizda 3 dk boyunca bugday ¢imleri parcalanarak toz haline getirildi (Sekil 3.2). Bu islem

iki kez tekrarlandi ve daha sonra kullanilmak tizere — 80 °C muhafaza edildi.
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Sekil 3.2. Bugday ¢imlerinin homojenize edildigi bilyali doku parcalayicisi.

Kanser hiicrelerine yapilacak uygulamada kullanilacak olan bugday ekstreleri
hazirlanirken 0.2 gr tartilmis ve — 80 °C muhafaza edilmis bugday ¢imlerine 1 ml distile
su ilave edilerek Mixing Block’ da (Sekil 3.3) 15 °C de 30 dk boyunca calkalandi.
Ardindan 3000 rpm devirde 15 °C de 60 dk boyunca santrifiij edildi. Uzerindeki ¢im
ekstrakti alinip ilk 6nce 0.45uM ardindan 0.22uM por ¢apindaki filtrelerden gecirilerek

aritildi ve kullanilmak tizere -20 °C muhafaza edildi.
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3.2.2. Hiicre kiiltiirii

MCF-7 meme kanseri hiicre hatlart TUTAGEM’den temin edildi. Hiicre besi
ortami DMEM-+Ham’s F12 besi yerine % 10 sigir fetus serumu ve 10 U/ml
penisilin/streptomisin antibiyotik katkisi ile hazirlandi. Hazirlanan besi ortami 0,22 pM
por c¢apindaki filtrelerden gecirilerek steril hale getirilip, 50 ml’lik falkon tiiplerde

kullanilmak tizere +4°C’de sakland:.

3.2.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

Uremekte olan MCF-7 hiicre pasajlar1 %80 oraninda doygunluga ulastiginda
yeniden pasajlandi. Doygunluga ulasan hiicreleri pasajlamak i¢in oncelikle flasklarin
igerisindeki besiyeri uzaklastirildi. Ardindan hiicreler her 75 cm?’ lik flask igin 5 ml steril
fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi. Akabinde bu PBS pipetle uzaklastirildi ve
hiicrelerin yapistiklar1 alandan kaldirilmasi i¢in 3 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave
edilerek etiivde 10 dk bekletildi. Yiizeye yapisik olan hiicrelerin kaldirilmasinin ardindan
stispansiyon halindeki hiicre+tripsin-EDTA soliisyonu 15 ml hacimli bir tiip igerisine
alinarak 750 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Ardindan hiicrelere zarar vermeden tripsin-
EDTA soliisyonu uzaklastirildi ve besi yeri (75c¢cm’lik flaksa 9 ml) ilave edilerek 3 adet
75 cm®’lik flaska béliinerek pasajlandi. Ardindan hiicreler 37 °C’de %5 CO; ortaminda
inkiibe edildi.

3.2.4. Hiicre sayilarimin hesaplanmasi

1 ml kiiltiir medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak
ependorf tiipe konuldu ve iizerine 90 pl tripan blue boyasi eklenerek karigtirildi. Bu
karisim Neubauer lami {izerine konularak 5 bolmedeki hiicreler sayildi, daha sonrahiicre
sayis1 sulandirma miktari ile garpildi ve ¢ikan sonug sayilan alan (mm?) x 0.1 (mm)
islemi sonucuna boliinerek mm® medyumda ka¢ milyon hiicre oldugu bulundu. Béylece
ekim yapilacak say1 belirlenip hiicrelerin petriye ekimleri yapildi. 100 mm’lik kdltiir
petrisine 5x10° hiicre ve 96 kuyucuklu kiiltiir plagmm her kuyucuguna 1x10* hiicre
transfer edildi. 6 kuyucuklu flasklara 2x10°/kuyucuk hiicre transfer edildi. Hiicreler
normal pasajlama ve stok i¢in 75 cm?’lik flasklarda yetistirildi. RNA izolasyonu ve Tali
testi icin 6 kuyulu flasklarda, MTT testi i¢cin 96 kuyucuklu flasklarda ekim islemleri

yapildi. Hiicrelerin geceboyunca petri kaplarina yapigmalar1 beklendikten sonra gerekli
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ilag ve/veya inhibitor eklenmesi takibinde belirlenen siiregler boyunca hiicreler 37°C*de

% 5 COz igeren etiivde inkiibe edildi.

3.2.5. MTT testi ile hiicre canliliginin belirlenmesi

Canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri
bir tetrazolium tuzu olan san renkli MTT’yi [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide] indirgeyerek formazan kristallerine doniistiiriir. Bu
kristallerin DMSO ile muamele edildiginde olusan mor renkli ¢dzeltinin
spektrofotometrede 492 nm dalga boyunda absorbansinin 6l¢iimii ile ortamdaki canl
hiicre oran1 elde edilir.

MCF-7 meme kanseri hiicreleri 1x10%kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
flaska ekim yapildi ve 24 saat boyunca hiicrelerin yapigsmasi icin inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardan besiyeri bosaltild1 ve hiicre kontrol, 10 kat (10k), 20
kat (20k), 40 kat (40k), 80 kat (80k), 160 kat (160k), 320 kat (320k), 640 kat (640k) ve
1280 kat (1280k) besi ortamu ile diliie edilmis bugday ¢im ekstrakti 200 pl/kuyucuk
olacak sekilde besi yerine katilarak hiicreler inkiibasyona birakildi. 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinin ardindan her kuyucuga 20 pl MTT ayiraci (¢ozelti Smg/ml olacak
sekilde) eklendi ve hiicreler 4 saat boyunca etiivde bekletildi. Ardindan MTT ayiraci
eklenmis besiyeri hiicrelerden ¢ekildi, her kuyucuga 100 ul DMSO eklendi, karanlikta 5
dakika bekletildi (Sekil 3.4) ve Thermo Scientific Multiskan Go (Sekil 3.5)
spektrofotometre okuyucuda, 492nm dalga boyunda absorbans dl¢limii yapilarak canlilik
oranina bakildi. Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre viabilite
egrisi ¢izildi. %50 baskilayic1 konsantrasyon (IC50) degeri GraphPad Prism programi

kullanilarak nonlineer logaritmik egim grafigi ile hesaplandi.
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Sekil 3.4. Farkli dozda BCE ile muamele edilmig MCF-7 hiicrelerine MTT soliisyonu
uygulanmaig plate.

Sekil 3.5. MTT testinde kullanilan mikroplaka okuyucu cihaz.

3.2.6. mRNA izolasyonu

MCF-7 meme kanser hiicreleri 2x10°/kuyucuk olacak sekilde 6’11 flakslara ekim
yapildi ve 24 saat boyunca hiicrelerin yapismasi icin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
hiicreler her kuyucuga sirasiyla kontrol, 20k, 40k sulandirilmis konsantrasyonlarda
olacak sekilde bugday ¢im ektrakti ile muamele edildi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon

siirelerinin ardindan ekstraktli besi yeri uzaklastirildi. islem siras1 asagidaki gibi takip
edildi.
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1. Her kuyucuga hazirlanmis olan LysisBuffer ‘dan (10 ul 2-mercaptoethanol ve 1 ml
LysisBuffer) 1ml katild1 ve 30 dk beklendi.

2. Cozilen hiicreler ependorf tiiplere aktarildi ve iizerine katilan Lysis Buffer miktar1
kadar (1 ml) %70’lik alkol eklenerek hemen vortekslendi.

3. Alinan 700 pl spine column’a aktarildi. 12000xg’de 15 saniye santrifiijlendi. Dibe
¢oken sivi dokiildii. Ustteki filtre, almak istedi§imiz RNA’y1 baglayan kisimdir.
Soliisyonun geri kalani tekrar ayni spinecolumn’a dokiildii ve 12000xg’de 15
saniye santrifiijlendi. Dibe akan s1v1 dokiildi, Ustteki filtrede RNA toplanmis oldu.

4. Filtrede toplanmig RNA, yikama islemine alindi. Bunun i¢in spinecolumn’a 700 pl
Wash Buffer 1 konulup 12000xg’de 15 saniye santrifiijlendi. Dibe akan sivi
dokiildii.

5. Sonra 500 pl Wash Buffer II konulup 12000xg’de 15 saniye santrifiijlendi. Dibe
akan s1v1 dokdildii.

6. Tekrar 500 pl Wash Buffer II konulup 12000xg’de 2 dakika santrifiijlendi. Dibi
dokiildii, kalan1 kurumasi i¢in 12000xg’de 2 dakika santrifiijlendi.

7. Spine column’lar yeni tiiplere yerlestirilip tam ortasina gelecek sekilde iizerlerine 60
ul “RNase-free water” eklendi. Bir dakika bdyle bekledikten sonra 12000xg’de 2
dakika santrifiijlendi. Boylece RNA alttaki toplama tiipine ge¢mis oldu; spine

column atild.

3.2.7. izole edilen RNA’larin kontrolii

Izolasyonu gergeklestirilen RNA’larin kalitesi ve miktarlar1 spektrofotometre
(NanoQ OPTIZEN) (Sekil 3.6) ile ol¢iimler yapilarak sonuglar ng/ul belirlenmistir.
Olgiimleri gergeklestirilen RNA’lar ile ilgili hesaplamalar yapilmistir ve RNA
miktarlar1 400ng/10pl olacak sekilde esitlenmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. 24 ve 48 saat BCE uygulamasi sonucu izole edilen RNA miktarlari.

RNA ng/pl
Ortam 24 saat 48 saat
Kontrol 6rnek no 1 94.0 27.6
Kontrol 6rnek no 2 117.3 35.0
Kontrol 6rnek no 3 523 31.3
20k Diliie 6rnek no 1 83.3 38.0
20k Diliie 6rnek no 2 73.9 50.3
20k Diliie 6rnek no 3 100.7 39.2
40k Diliie 6rnek no 1 115.8 62.3
40k Diliie 6rnek no 2 141.8 70.3
40k Diliie 6rnek no 3 108.6 54.8

Sekil 3.6. RNA miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan nano spektrometre
(NanoQ OPTIZEN).

3.2.8. cDNA (komplementer zincir) sentezlenmesi

Tek zincirli total RNA zincirleri kullanilarak tamamlayici (komplementer)
zincirleri, “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits’’ ile firmanin protokol
basamaklar1 izlenerek sentezlendi ve cDNA yapilarina doniistiiriildii. Bu amagla 6nce Kit
icerigi (Tablo 3.2) ile RNA o6rnekleri dondurucudan (-20 °C) cikarildi. Her bir 10ul

ornek i¢in kit icerigindeki belirtilen hacimlerde strip tiipler igerisine konuldu.
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Tablo 3.2. cDNA kit igerigi (1 6rnek igin).

Kit icerigi Hacim (pl)
10X RT Buffer 2.0
25X dNTP Mix ( 100 mM ) 0.8
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1.0
10X RT Random Primers 2.0
Nuclease-free H,O 4.2

Hazirlanan 6rnekler cDNA reaksiyonu i¢in “’Gradient PCR Applied Biosystems
Veriti 96 Well Thermal Cycler’’ cihazina (Sekil 3.7) konarak, 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de
120 dakika ve 85 °C’de 5dk inkiibe edilerek cDNA’ lar sentezlendi.

Sekil 3.7. Elde edilen RNA’larin cDNA’ lara ¢evrilmesinde kullanilan PCR cihazi.
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3.2.9. Real time PCR (RT-PCR) reaksiyonu

SYBR Green c¢ift zincirli DNA’ ya baglanarak floresan ozellik kazanan bir
boyadir. SYBR Green tekniginde reaksiyonun baslangicinda ortamda SYBR Green,
primerler ve tek zincirli DNA bulundugu icin floresans sinyal yoktur. Primerin
baglanmasi ile amplifikasyon sonucu olusan ¢ift zincirli DNA’ya SYBR Green baglanir
ve az miktarda floresan sinyal aciga ¢ikar. Amplifikasyon oranina bagl olarak ¢ift zincirli
DNA’nin yapisina daha fazla boya katilarak floresans sinyal artar.

Yapilan PCR amplifikasyonu ‘’Power SYBR* Green PCR Master Mix’’ {iretici
firmanin protokol basamaklar1 izlenerek yapildi. Kit icerigi ile cDNA O6rneklerimiz ve
primerler (Tablo 3.4) dondurucudan (-20 °C) ¢ikarildi. Tablo 3.3’de belirtildigi tizere, her
2ul’ lik cDNA 6rnegi icin ve her bir primer i¢in (P53, Bcl-2, Bax, Apaf-1, Sitokrom-c,
Kaspaz-3) ependorf tliplerine 18 oOrneklik olacak sekilde belirtilen dozlarda 6 mix
hazirland1 (her biri tiglii olarak). Ardindan 96 kuyucuklu PCR plate her 2ul’ lik cDNA

ornegi i¢in hazirlanan mix primerlerden belirtilen dozda konuldu.

Tablo 3.3. Power SYBR* Green PCR Master Mix kit icerigi 1 6rnek i¢in.

Kit icerigi Hacim (pl)
SYBER Green 10.0
F primer 0.5
R primer 0.5
Su 7.8

Hazirlanan &rnekler gen ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in ABI 7500 Fast Real
Time PCR cihazi kullanilarak 95°C 10 dakika ve 45 dongii 95°C 3 saniye, 60°C’de 30
saniye ve 72°C 1 saniye olacak sekilde ¢ogaltildi (Sekil 3.8).
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Tablo 3.4. RT-PCR analizi i¢in kullanilan genlerin primer dizileri.

F 5'-CACGAGCGCTGCTCAGATAGC-3’
P53
R | 5~ACAGGCACAAACACGCACAAA-3’
F 5'-ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA -3’
Bcl-2
R | 5~ACAGTTCCACAAAGGCATCC -3’
F 5'-TTCATCCAGGATCGAGCAGA-3’
Bax
R | 5-GCAAAGTAGAAGGCAACG-3’
F 5'-AGTGGCTAGAGTGGTCATTCATTTACA-3'
Sitokrom-c
R | 5-TCATGATCTGAATTCTGGTGTATGAGA-3’
F 5'-GATATGGAATGTCTCAGATGGCC-3'
Apaf-1
R | 5-GGTCTGTGAGGACTCCCCA-3’
F 5'-GGTATTGAGACAGACAGTGG-3'
Kaspaz-3
R | 5- CATGGGATCTGTTTCTTTGC-3'

Sekil 3.8. Gen ekspresyonlarinin belirlenmesinde kullanilan RT-PCR cihazi.
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3.2.10. Tali goriintii tabanh sitometre kullanarak apoptozisin degerlendirilmesi

Tali Apoptoz Kiti bir popiilasyondaki apoptotik hiicrelerin belirlenmesini ve
bunlarin nekrotik ve canli hiicrelerden ayirimlanarak tanimlanmasini saglar. Apoptik
hiicreler yesil Annexin V AlexaFluor 488 ile ve nekrotik hiicreler ise hem kirmizi propidium
iyodiir hem de Annexin V AlexaFluor 488 ile boyanirken, yasayan hiicreler bu boyalarla
reaksiyona girmezler.

MCF-7 meme kanseri hiicreleri 2x10°/kuyucuk olacak sekilde 6> I flasklara
ekim yapild1 ve 24 saat boyunca hiicrelerin yapismasi igin inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 hiicreler her kuyucuga sirasiyla kontrol, 20kat ve 40kat sulandirimig
konsantrasyonlarda olacak sekilde bugday ¢im ekstrakti ile muamele edildi. 24 ve 48
saatlik inkiibasyon siirelerinin ardindan ekstraktli besi yeri uzaklastirildi. islem “Tali
Apoptosis Kit — Annexin V AlexaFlour 488 and Propidium lodide” iireticisi firmanin

kullanim kilavuzunda gosterdigi basamaklar izlenerek yapildi.

1. Ekstrakt uygulanmig MCF-7 hiicreleri tripsin- EDTA ile kaldirildi, 600 rpm’de 2
dk santrifiij edilerek supernatant kismi atildi.

2. Geriye kalan hiicrelere 300 pl i¢cin 300 pul ABB (Annexin Binding Buffer ) eklendi.

3. Her bir 6rnek i¢in 15 ul Annexin V AlexaFlour 488 eklendi ve vortekslendi.

4. Annexin V AlexaFlour 488 karisimli hiicreler karanlikta 20 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi.

5. 750 rpm’de santrifiij edildi. Supernatant kismi atildi. Geriye kalan hiicrelere 100
ul ABB eklendi.

6.  1ul Tali Propidium Iodide eklenip vortekslendi.

7. Oda sicakliginda karanlikta 5 dk inkiibe edildi.

8. Ardindan Tali analiz slaytlarina pipetle boyanmis hiicrelerden 25ul konuldu
Applied Biosystems Tali Image Cytometer cihazi (Sekil 3.9) ile hiicrelerin apoptik

ozellikleri degerlendirildi.
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Sekil 3.9. Tali image sitometre cihazi (Applied Biosystems).

3.2.11. istatistiksel analizler

MTT yontemi ile 8 farkli dozda BCE’nin MCF-7 hiicreler iizerindeki olasi etkisi
ve % canlilik oranlar1 mikroplaka okuyucu ile belirlendi. Student’s t testi kullanarak elde
edilen verilerin analizi JMP istatistik programu ile yapildi ve BCE’nin konsantrasyona ve
zamana bagl olarak hiicre canlilik degerini gdsteren grafikler elde edildi. Istatistiksel
onem p<0.05 olarak kabul edildi.

Tali analizi ile elde edilen sonuglarin istatistiksel analizleri Tukey-HSD testi
kullanarak yapildi ve BCE’ nin konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicre canlilik, 6lii,
apoptotik degerini gosteren grafikler elde edildi. Sonuglar en az 3 paralel ¢alismanin
ortalamasi + standart hata olarak ifade edilmistir ve istatistiksel olarak anlamlilik degeri
p<0.05 olarak belirlendi.

BCE uygulamalarina bagimli gen ifadesi ¢alismalar1 sonucu elde edilen goreli
katli degisim dereceleri Tukey-HSD testi kullanarak kiyaslandi. Sonuglar en az 3 paralel
caligmanin ortalamasi + standart hata olarak ifade edilmistir ve p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli fark olarak degerlendirilmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. MTT Testi ile Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

96’11 kuyucuklu flasklar icerisinde MCF-7 hiicre hatt1 ekildikten sonra 24 saat
beklendi. Ardindan hiicreler seri diliie edilen BCE varliginda 24 veya 48 saat inkiibe
edildi. Bu siirelerin sonunda MTT yontemi ile 8 farkli dozda BCE’nin MCF-7 hiicreleri
iizerindeki olasi etkisi % canlilik oranlar1 seklinde mikroplaka okuyucu aracilifi ile
hesaplandi. Student’s t testi kullanarak elde edilen verilerin analizi JMP istatistik
programui ile yapildi ve BCE’nin konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicre canlilik
degerini gosteren grafikler elde edildi (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Istatistiksel dnem p<0.05
olarak kabul edildi.

24 saat BCE ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinde 1280k diliie ekstre hiicre
canlilik oranini1 %15 azaltirken, 40k diliie ekstre hiicre canlilik oranin1 %66 ve 20k diliie
ekstrenin ise hiicre canlilik oranini1 %75 azalttig1 gozlendi (Tablo 4.1, Sekil 4.1). BCE
konsantrasyonu arttikga MCF-7 hiicre serisinde canlilik oraninin azaldig1 gézlendi.

24 saat sonundaki analiz sonuglart istatistiksel olarak 640k ve Tizeri

konsantrasyonlarda p degerinin 0.05 altinda oldugu goriilerek anlamli ¢ikt1 (Tablo 4.1).
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ABSORBANS

Control 1280k 640k 320k 160k 80k 40k 20k 10k

DILUSYON

Sekil 4.1. 24 saat BCE uygulanmig MCF-7 hiicreleri ile yapilan MTT deneyinde BCE-
diliisyonuna bagli olarak elde edilen absorbans degerleri (*: P<0.001).

Tablo 4.1. 24 saat BCE ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin kontrole gore canlilik
% oranlar1 ve p degerleri.

Diliisyon % Kontrol p degeri
10k 23 <.0001
20k 25 <.0001
40k 34 <.0001
80k 42 <.0001
160k 45 <.0001
320k 56 <.0001
640k 82 0.0362

1280k 85 0.0775
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48 saat BCE ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinde 1280k diliie ekstre hiicre
canlilik oranini %20 azaltirken, 40k diliie ekstre hiicre canlilik oranim1 %65, 20k diliie
ekstrenin ise hiicre canlilik oranint %69 azalttigi gozlendi. (Tablo 4.2, Sekil 4.2).
BCE’nin konsantrasyonu arttikga MCF-7 hiicre serisinde canlilik oraninin azaldigi
gozlendi. 48 saat sonundaki analiz sonuglari istatistiksel olarak 1280k ve iizeri
konsantrasyonlarda p degerinin 0.05 altinda oldugu goriilerek anlamli ¢ikt1 (Tablo 4.2).

Hem 24 hem de 48 saatlik ortamlarda alinan yanitlarin analiz sonuglarina gore
MCF-7 hiicrelerinin canlilik oraninin uygulanan BCE konsantrasyonuna bagli olarak

azaldig1 tespit edildi.
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Sekil 4.2. 48 saat BCE uygulanmig MCF-7 hiicreleri ile yapilan MTT deneyinde BCE-
diliisyonuna bagli olarak elde edilen absorbans degerleri (*: P<0.001).
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Tablo 4.2. 48 saat BCE ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin kontrole gore canlilik
% oranlar1 ve p degerleri.

Diliisyon % Kontrol p degeri
10k 20 <0.0001
20k 31 <0.0001
40k 35 <0.0001
80k 37 <0.0001
160k 40 <0.0001
320k 59 <0.0001
640k 64 <0.0001

1280k 80 <0.0008

MCF-7 meme kanser hiicrelerinin artan diliisyonlardaki BCE uygulamasina 24 ve
48 saat inkiibasyon sonucunda elde edilen verilerden IC50 degerlerinin elde edilmesi igin
GraphPad Prism programi kullanildi. MTT deneylerinden her diliisyon i¢in elde edilen
veriler logaritmik Olgekte degerlendirilerek nonlineer regresyona uyum egrileri elde
edildi ve bu doz-yanit egrilerinden IC50 degerleri programdan alindi. IC50 degerleri 24
saat inkiibasyon i¢in 370k dillisyon ve 48 saat inkiibasyon i¢in 430k diliisyon olarak
belirlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. BCE ile 24 saat (A) ve 48 saat (B) inkiibasyon sonucunda elde edilen
nonlineer regresyon egrileri ve IC50 degerleri.

4.2. Tali Goriintii Tabanh Sitometre Kullanarak Apoptozisin Degerlendirilmesi
Normal canli hiicrelerde, fosfatidilserin (PS) hiicre membraninin sitoplazmik
ylizeyi lizerinde bulunmaktadir. Apoptotik hiicrelerde PS, plazma membraninin i¢
yilizeyinden dis ylizeyine dogru yer degistirmistir. Apoptoz islemi i¢in dis yiizeydeki PS
fagositoz yapan markofajlar i¢in markir gérevi goriir. Tali gorilintli tabanli sitometre PS
icin yiiksek bir afiniteye sahiptir. Annexin V aralarinda yiiksek ¢ekim olan PS’e baglanir
ve apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in kullanilir. Tali Apoptozis Kiti, yesil floresan
anneksin V-AlexaFluor 488 konjugati apoptotik hiicreleri, kirmizi-floresan propidium
iyodiir oli ya da nekrotik hiicreleri belirlemek icin her ikisini de igerir.
Calismalarimizin analizi Tukey-HSD testi kullanarak yapildi. BCE’nin konsantrasyona
ve zamana bagl olarak hiicre canlilik, 6lii ve apoptik degerini gosteren grafikler elde
edildi (Sekil 4.4, Sekil 4.5). Sonuglar en az 3 paralel ¢aligmanin ortalamas1 + standart hata
olarak ifade edilmistir ve istatistiksel olarak anlamlilik degeri p<0.05 olarak belirlendi.
24 saat sonunda kontrol, 40k diliie ve 20k diliie BCE uygulanan MCF-7
hiicrelerinde canli hiicre yiizdesinin sirayla %75, %30 ve %37 oldugu, apoptik hiicre
ylizdesinin sirayla %4, %28 ve %27 oldugu ve 06lii hiicre ylizdesinin sirayla %21, %42 ve
%35 oldugu tespit edildi (Sekil-4.4). 24saat BCE uygulamasi ile in vitro insan meme
kanser modeli olan MCF-7 hiicre dizisinin kiiltiir ortamindaki canli kalan miktarindaki

azalis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05) (Tablo 4.3).

33



48 saat sonunda kontrol, 40k dilie ve 20k dilie BCE uygulanan MCF-7
hiicrelerinde canli hiicre yiizdesinin sirayla %74, %41 ve %45 oldugu, apoptik hiicre
ylizdesinin sirayla %4, %47 ve %29 oldugu ve 6lii hiicre ylizdesinin sirayla %22, %12 ve
%?25 oldugu tespit edildi (Sekil 4.5). 48 saat BCE uygulamas: ile insan meme kanser
modeli olan MCF-7 hiicre dizisinin kiiltiir ortamindaki canli kalan miktarindaki azalis ve
apoptik hiicre popiilasyonundaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05)
(Tablo 4.3).
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Sekil 4.4. 24 saat BCE ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde Tali testleri ile tespit
edilen yasayan, 6lii ve apoptik hiicrelerin dagilimu.
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Sekil 4.5. 48 saat BCE ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde Tali testleri ile tespit
edilen yasayan, 6lii ve apoptik hiicrelerin dagilimu.

Tablo 4.3. 24 ve 48 saat BCE ile muamele edilmis MCF-7 meme kanseri hiicrelerinden
Tali deneylerinde elde edilen apoptotik, 6lii ve yasayan hiicrelerin kontrol karsisinda
istatistiksel degerlendirilmelerinden elde edilen p degerleri.

p degerleri

Yasayan Olii Apoptik

24 saat inkiibasyon

40k 0.0146 0.0557 0.1416

20k 0.0322 0.1998 0.1535

48 saat inkiibasyon

40k 0.0188 0.0284 0.0023

20k 0.0340 0.5734 0.0352

35



4.3. Real Time PCR (RT-PCR) Reaksiyonu

RT-PCR oncesi elde edilen RNA 6rnekleri RT-PCR ¢aligmasinda kullanilmak
izere -80 °C’de muhafaza edildi. Takibinde gen ekspresyonu icin reverse transkriptaz
enzim protokoli ile ¢cDNA’ya doniistiiriildii. PCR c¢alismalarinda her hiicrede ayni
seviyede eksprese olma ozelligine sahip B-aktin geni deneysel standart kontrol olarak
kullanild1. Sonuglar ekspresyon dereceleri dikkate alinarak birlikte degerlendirildi ve
bulunan gen konsantrasyon degerleri kontrol gen konsantrasyonuna oranlayarak, hedef
bolge gen ekspresyon degerleri tespit edildi. Buna ek olarak, BCE uygulamalarina bagl
olarak elde edilen rolatif gen ekspresyon ifadeleri JMP yazilimi kullanarak Tukey-HSD
testi ile kiyaslandi. Sonuglar en az 3 paralel ¢alismanin ortalamasi + standart hata olarak
ifade edilmistir ve p<0.05 istatistiksel olarak anlaml fark olarak degerlendirilmistir.

24 saat BCE ile inkiibe edilen MCF-7 hiicre serilerinde RT-PCR sonucunda
genlerdeki degisimler incelendiginde, 40k ve 20k diliie BCE ile inkiibe edilen hiicrelerde
P53 gen ekspresyonunun sirast ile %56 ve %35 azaldigi (Sekil 4.6.A); Bcl-2 gen
ekspresyonunun sirasi ile %63 ve %70 azaldig1 (Sekil 4.6.B); Bax gen ekspresyonunun
strast ile %70 ve %100 arttig1 (Sekil 4.6.C) ve Kaspaz-3 gen ekspresyonunun sirast ile
%48 ve %43 azaldig1 (Sekil 4.6.F) gozlendi. Apaf-1 gen ekspresyonunun ise 40k
ortamda %30 azalirken 20k ortamda %115 artmistir (Sekil 4.6.E). Tam tersinir olarak
Sitokrom-c gen ekspresyonu ise 40k diliie BCE ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde
%34 artarken 20k diliie BCE ile inkiibe edilen hiicrelerde %49 azalmis (Sekil 4.6.C)
olarak tespit edildi.

24 saat sonundaki RT-PCR analiz sonuglarinda hem P53 ve hem de Bcl-2 geninde
her iki dozda BCE uygulamasi ile (40k diliie ve 20k diliie) kontrole kars1 gézlenen
ekspresyondaki azalmanin p degeri 0.05 altinda oldugu goriilerek istatistiksel anlamli
kabul edildi (Sekil 4.6.B; Tablo 4.5). Bunun yaninda Kaspaz-3 degerlerinde de her iki
diliisyona 24 saatte alinan baskilanmis gen ekspresyonu da istatistiksel olarak énemli idi
(Sekil 4.6.D; Tablo 4.4).

48 saat BCE ile inkiibe edilen MCF-7 hiicre serilerinde RT-PCR sonucunda
genlerdeki degisimler incelendiginde, 40k ve 20k diliie BCE ile inkiibe edilen hiicrelerde
P53 gen ekspresyonunun sirasi ile %100 ve %56 arttig1 (Sekil 4.7.A); Sitokrom-c gen
ekspresyonunun sirast ile %30 ve %269 arttig1 (Sekil 4.7.D); Apaf-1 gen ekspresyonunun

strast ile %112 ve %34 arttig1 (Sekil 4.7.E) ve Kaspaz-3 gen ekspresyonunun sirast ile
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%36 ve %100 arttig1 (Sekil 4.7.F) gozlendi. Bcl-2 ve Bax gen ekspresyonlarmin ise 40k
dilie BCE ile inkiibe edilen hiicrelerde dnemli bir degisimleri goriilmezken 20k diliie
BCE ile inkiibe edilen hiicrelerde Bcl-2 ve Bax gen ekpresyonlarinda sirasi ile %18 ve
%358’lik bir azalma tespit edildi (Sekil 4.7.B ve C);

48 saat sonundaki RT-PCR analiz sonuglarinda Apaf-1 geninde (40k diliie
BCE’nin kontrole karsi) ve Kaspaz-3 geninde (20k dilie BCE’nin kontrole karsi)
gozlenen artigin p degeri 0.05 altinda oldugu goriilerek istatistiksel anlamli ¢iktr. Bunun
yaninda Sitokrom-c gen ifadesinde kayda deger bir artis gozlendi (Sekil 4.7.E, F ve D;
Tablo 4.5).
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Sekil 4.6. 24 saat 40k ve 20k diliie BCE ile inkiibe edilen MCF-7 hiicre serisinde RT-
PCR analizi ile (A) P53, (B) Bcl-2, (C) Bax, (D) Sitokrom-c, (E) Apaf-1 ve (F) Kaspaz-
3 gen ekspresyon diizeyleri.
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Tablo 4.4. RT-PCR analiz sonucu 24 saat BCE uygulanmig MCF-7 hiicre serisinde
eksprese olan gen yiizdeleri, konsantrasyonun kontrole kars1 p degerleri.

Kontrole karsi
Gen BCE
p degeri

40K <0.000
P53

20K <0.000

40K <0.000
Bcl-2

20K <0.000

40K 0.685
Bax

20K 0.439

40K 0.659

Sitokrom-c
20K 0.464
40K 0.918
Apaf-1
20K 0.343
40K 0.017
Kaspaz-3
20K 0.029
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Sekil 4.7. 48 saat 40k ve 20k diliie BCE ile inkiibe edilen MCF-7 hiicre serisinde RT-
PCR analizi ile (A) P53, (B) Bcl-2, (C) Bax, (D) Sitokrom-c, (E) Apaf-1 ve (F) Kaspaz-

3 gen ekspresyon diizeyleri.
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Tablo 4.5. RT-PCR analiz sonucu 48 saat BCE uygulanmig MCF-7 hiicre serisinde
eksprese olan gen yiizdeleri, konsantrasyonun kontrole kars1 p degerleri.

Kontrole karsi
Gen BCE
p degeri

40K 0.069
P53

20K 0.375

40K 0.805
Bcl-2

20K 0.241

40K 0.914
Bax

20K 0.120

40K 0.950

Sitokrom-c
20K 0.082
40K 0.004
Apaf-1
20K 0.281
40K 0.454
Kaspaz-3
20K 0.022
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5. BOLUM

TARTISMA

Diinyada kadinlarda % 23’liik bir oranla diger kanser tiirlerine gore daha fazla
goriilen meme kanseri, % 14 mortalite oran1 ile en énemli hastaliklardan biridir [21].
Kanserin her tiirii olmakla beraber meme kanseri iginde yeni, spesifik, etkin ve yan
tesiri az olan bir ilag ya da kimyasal ajan kesfetmek icin giliniimiizde ¢ok yogun
caligmalar yapilmaktadir. Teshis ve tedavisinde kayda deger gelismeler olmasina
ragmen, mortalite oranlarinin yillar icerisinde artis gostermesi meme kanserinin hala
insanlig1 tehdit eden en 6nemli kanser tiirli oldugu goriilmektedir [55].

Kemoterapide kullanilan bir¢ok ilacin amaci, kontrolsiiz ve hizla ¢ogalan kanserli
hiicreleri 6zellikle ¢ogalmalari sirasinda onlari tahrip edip yok etmektir. Hastalar tizerinde
uygulanan kemoterapik tedavilerde kayda deger olumlu gelismeler olmasina ragmen bazi
durumlarda bu ilaglar saglikli hiicreleri olumsuz etkileyerek ciddi doku tahribatlarina
neden olurlar ve dolayisi ile tedavi siiresince hastada bir¢ok saglikli hayati organ da bu
tedavi metodundan olumsuz etkilenir. Viicut direnci bu yan etkilerin en
onemlilerindendir. Baz1 anti-kanser ilaglar1 immiin sistem {izerinde baskilanmaya neden
olarak viicudu savunmasiz birakirlar. Bu tiir bazi anti-kanser ilaglar vitamin A, E, C,
cinko, katalaz, siliperoksitdismutaz, Sitokrom-c ve glutatyon gibi hiicresel
antioksidanlarin etkisini azaltirlar ve buna bagli olarak reaktif oksijen tiirlerinin
seviyesinde yiikselmelere neden olurlar [56]. Bu sebeple kemoterapi ile tedavi edilen
hastalarin tedavilerinde kullandiklar1 ilaglarla birlikte ROS diizeylerini diisiirecek ve
savunma mekanizmasint giiclendirecek antioksidan maddelerle es zamanli olarak
verilmesi tedavi modalitelerinden biridir. Caligmalar bu tiir kombine uygulamalarin

kanser dncesi lezyonlar1 6nledigi ve yan etkileri en aza indirdigi yondedir [57, 6].
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Ayrica kullanilan ilaglara karst gelisen direng ile tedaviler istenilen etkiyi
gosterememektedir. Kanser tedavilerinde ilag direnci basarty1 etkileyen onemli bir
unsurdur. Uygulanan tedavi ile apoptoza gitmesini istedigimiz kanserli hiicrede ilaca
diren¢ gelismesi durumunda apoptoz olmadigi ve c¢ogalmaya devam ettigi
goriilmektedir [58]. Hiicrelerin kanserlesmesinde apoptoz yolaginda meydana gelen
aksakliklarin 6nemli bir rolii vardir. BCE’nin kanser hiicrelerinde c¢ogalmay1
durdurdugu ve hiicreleri apoptoza gotiirdiigii ile ilgili birgok calisma rapor edilmistir
[52, 6, 59]. Farkli bircok vakada hastalara uygulanan BCE’nin nispeten gilivenli
sitotoksik profil c¢izmesi ve ciddi yan etkileri oldugunu gosteren g¢alismalar rapor
edilmemesi ve bir¢cok hastanin yasam kalitesini arttirmasi ile kanser tedavilerinde
onemli bir rol oynadig1 goriilmiistiir. Bizde yaptigimiz ¢calismada yukarida siraladigimiz
antioksidan, antikanserojen, antitimoral, kombine uygulamalarda kemoterapinin
olusturdugu yan etkileri azaltan ve giivenilir 6zellikleriyle bilinen BCE’nin MCF-7
hiicre serisi tiizerindeki antiproliferatif ve apoptik etkilerini in-vitro kosullarda
incelemeyi hedefledik.

BCE’nin insan meme kanser modeli olan MCF-7 hiicrelerinin in vitro kosullarda
gosterdigi hiicresel proliferasyonu tlizerinde olusturabilecegi muhtemel sitotoksik etkisini
irdelemeyi hedefleyen calismalarimizda MTT testini kullandik. MTT deneyi canl
hiicrenin metabolik aktivitesi temelinde dizayn edilmis kolorimetrik bir deneydir.
Hiicresel NAD(P)H-bagimli oksidorediiktaz enzimlerinin aktivitesi ortamda bulunan
hiicre sayisi ile orantili olup incelenen ortamda metabolik olarak aktif olan canli hiicre
sayisini gosteren belirteclerdendir. Bu enzimler ¢6ziiniir sar1 renkli tetrazolium boya olan
MTT’yi ¢oziinmez mor renkli formazan yapisina indirgerler. Sonugta olusan renkli
ortamlarin 500 veya 600 nm dalga boyutunda spektrofotometre ile yapilan dl¢timleri en
cok kullanilan sitotoksik ve sitostatik fonksiyon dl¢timlerindendir ve hiicre canliliginin
bir belirteci olarak rutin kullanilan testlerdendir. Calismalarimizda metabolik agidan
fonksiyonel hiicre popiilasyonunun uygulanan BCE konsantrasyona bagimli olarak BCE
konsantrasyonu arttik¢a anlamli derecede azaldigimi gordiik. BCE hem 24 saat hem de
48 saatlik uygulamalarinda kanser hiicrelerinin metabolik faaliyetlerini durdurarak bir
in-vitro insan meme kanser modeli olan MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmalar1 tizerinde
baskilayic1 bir fonksiyona sahip oldugunu gosterdi. 24 saatlik uygulamalarda 640k

diliisyonda baglayarak artan konsantrasyonlarin hepsinde MCF-7 hiicrelerinin spontan
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proliferasyonlarinin baskilanmasinda istatistiksel degerde anlam elde edilirken 48
saatlik uygulamalarin hepsinde ayni etkinin izlenmesinde istatistiksel degerde anlam
elde edildi (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Tablo 4.1, Tablo 4.2).

MTT degerlerini zaman-bagimli olarak degerlendirdigimizde ise 24 saat igin
hesaplanan IC50 degerine en yakin olan 320k dilisyonundan baglayarak artan
konsantrasyonlardaki BCE uygulamalarinin sonuglarinda bu tiir modele uygun bir veri
degerlendirilemedi. MCF-7 kanser hiicrelerinden hesaplanan IC50 degerlerinden ¢ok
daha fazla diliie ortamlar olan 1280k ve 640k uygulamalarina almman antiproliferatif
yanitlar her ne kadar bu konsantrasyonlar i¢in yanitlarin zaman-bagimli oldugunu ifade
etse de tiim deger birlikte incelendiginde yanitlarin doz-bagimli modellerle sinirli oldugu
belirlendi (Tablo 4.1, Tablo 4.2).

Sungurluoglu A. ve ark. K562 kronik myeloid 16semi hiicre serilerini BCE’ nin
%10 konsantrasyonundaki sulu ve etanollii ekstresi ile muamele ederek yaptiklari
caligmada hiicre canliligin1 ve apoptik hiicreleri 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda
MTT testi ve ‘‘DNA laddering’’ ile incelemislerdir. Sulu ve etanollii bugday ¢imi ekstresi
ile uygulama goren K562 hiicreleri kendi kontrol degerleri ile karsilastirildiginda tiim
MTT degerlerinin 6nemli dl¢lide farkli oldugunu gézlemislerdir. En fazla antiproliferatif
ve apoptik etkiyi ise 48 saatte bugday ¢iminin sudaki ekstresi ile muamele edilmis hiicre
serilerinde apoptik hiicre sayisinin 4.6 kat artis1 ve hiicre canlilik oraninin %34 azalis1 ile
gozlemislerdir [59]. Hussain A. ve ark. ise MCF-7 hiicreleri tizerinde BCE’nin biiylimeyi
bastirma etkisini MTT testi ile degerlendirmisler, 24 ve 48 saat boyunca degisen cesitli
konsantrasyonlarda BCE ile inkiibe edilen MCF-7 hiicre hattinda hiicre canlilik oraninin
hem doza hem de zamana bagli olarak azaldigin1 goézlemislerdir [6].

Apoptoz sinyali alan hiicre kiigiilerek biiziisiir. Daha sonra hiicre apoptotik
cisimcikler denilen kiiciik parcalara boliiniir. Bu siirecte normal hiicrede sitoplazmik
yiizeyde yer alan PS membranin hiicre dis1 yiizeyinde tespit edilir. Apoptozunekrozisten
ay1ran spesifik 6zelliklerinden biri olan bu membran lipidinin konumu deneysel olarak da
apoptik hiicrelerin  belirlenmesinde kullanilmaktadir [60]. Calismamizda BCE
uygulamasi sonucu insan meme kanser MCF-7 hiicre serisinde gozlenen canli hiicre
oranindaki diislisiin apoptoza bagli olup olmadig1 apoptozun bu spesifik 6zelliklerinden
yararlanarak gelistirilmis olan deneysel Tali goriintii tabanli sitometre kullanilarak

inceledik. PS baglayan yesil floresan anneksin apoptotik hiicreleri, niikleik asit boyasi
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olarak kabul edilen kirmizi-floresan propidium iyodiir ise membran biitlinligii bozulmus
o0li ya da nekrotik hiicreleri belirlemek i¢in kullanildi. Yapilan test sonucunda BCE’ nin
her iki konsantrasyonda da hem 24 hem de 48 saatlik uygulamalarda yasayan hiicre
popiilasyonunda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmalar tespit edildi (Sekil 4.4,
Sekil 4.5 ve Tablo 4.3) ve bu bulgular MTT ile BCE nin her iki inkiibasyon siiresindede
tespit edilen antiproliferatif etkisine ait verilerimizi destekledi.

24 saatlik BCE inkiibasyonunda canli hiicre popiilasyonunda her iki diliisyon ile
istatistiksel bir azalma olurken hem Olii hem de apoptik hiicre popiilasyonlarinda
istatistiksel anlama erismemekle beraber artmis oranlar tespit edildi. Bu da BCE
uygulamasinin sonucunda azalmis olan canli hiicre popiilasyonundaki kaybin hem
apoptik hem de oOlii popiilasyonlar icerisine dagildigini ve dolayist ile BCE nin hem
direkt sitotoksik etkiye hem de apoptik etkiye sahip olabilecegine isaret etti (Sekil 4.4
ve Tablo 4.3). 24 saatlik siirecte tespit edilen apoptik hiicre oranlar1 kontrole gére 40k
diliisyonda 6.46 kat ve 20k diliisyonda 6.31 kat artisla izlendi. Meme kanser MCF-7
hiicrelerinin 48 saat BCE ile inkiibe edilmesi takibinde elde edilen degerlerin
incelenmesi ise her iki diliisyonda artmis olan apoptik hiicre popiilasyonunun énemini
ortaya koydu (p<0.05) (Sekil 4.5 ve Tablo 4.3). BCE, 48 saat sonunda apoptik hiicre
miktarinda kontrole gore 40k diliisyonda 12.53 kat ve 20k diliisyonda 7.73 kat artisa
neden oldu. 24 saatlik ortamlarda istatistiksel olarak anlamli olmasa da, 48 saat
inkiibasyon ile daha da artmis olarak izlenen bu apoptik popiilasyonun zaman-bagimli
olarak kendini belirgin bir sekilde ortaya koymas1t BCE’nin MCF-7 insan meme kanser
hiicreleri ilizerinde apoptozisi indiikleyici fonksiyonel bir ekstrakt olarak
degerlendirilebilecegini vurgulada.

MCF-7 hiicrelerinin kiiltiirde ¢ogalmalarina yonelik boliinme siireleri ortalama 24
saattir [61]. Bizim degerlendirme kosullarimiz hem ortalama tek boliinme siiresi olan akut
donemi (24 saat) hem de takibinde gelisecek ikinci hiicre boliinme periyodunu da
icermektedir (48 saat). Tali sonuglarinin timii goz oniine alinarak degerlendirildiginde,
BCE’nin akut olarak azda olsa MCF-7 hiicreleri iizerinde direk bir sitotoksik etkiye
sahip oldugunu gostermistir. ilk 24 saatlik akut dénemde her iki diliisyonda da
konsantrasyona bagimli olmamakla beraber o6lii hiicre miktarlarinda bir artig
gozlenmistir (40k diliisyonda 2.04 kat, 20k diliisyonda 1.69 kat) (Sekil 4.4).Apoptoz,

hiicre 6liimiine yol acan son derece diizenli spesifik biyokimyasal bir dizi olayin aktif
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olarak baglamasindan ve yayilmasindan dogmaktadir. Bu islem, zarar gdren ya da
islevselligini yitiren hiicreleri elimine etmekle sonuglanir. Apoptozis siirecinin, etki
edilen mekanizmanin uyarilmasindan sonra 12 ila 24 saat arasinda tamamu ile islevle
girdigi tahmin edilmektedir. Ancak hiicre kiiltlirii i¢inde gozle goriliir morfolojik
degisikliklerin 2 saatten daha kisa bir siire¢ igerisinde tespit edilebildigi belirtilmektedir
[62, 63, 64]. Tali deneylerimizde biz de BCE’nin ilk 24 saatte hiicresel apoptozu
uyardigint ve istatistiksel anlamda apoptik degerlere deneysel olarak 48 saat sonra
erisilecegini gozledik.

P53 hiicre dongiisiinii diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. DNA zarar
gordiiglinde DNA tamir proteinlerini harekete gecirir ya da DNA tamir edilemeyecek
kadar zarar gordiiglinde apoptozu baslatir. Yaptigimiz calismada 24 saat inkiibasyon
sonucunda apoptozun baslamasina ragmen P53 ekspresyonunda azalig (40k diliisyonda
%356, 20k dillisyonda %35) tespit ettik. Her ne kadar bu yanit beklenmedik olsa da,
yaptigimiz literatlir incelemesi bu verinin bazi muhtemel nedenlerini ortaya koydu.
Bunlar sirast ile Wnt yolagi, MdmX (Mdm4 olarak da bilinir) yolagi ve esik
mekanizmasidir.

a) Wnt Yolagi: Bir organizmada hem embriyonik hem de ergin donemde
gorev alan c¢esitli sinyal yollar1 vardir. Bu yollardan biri de Wnt sinyal yoludur. Wnt
sinyal yollari, ergin déonemde kendini yenileyen hiicrelerin adezyonunda, hedef hiicre
genlerinin transkripsiyonunun kontrol edilmesinde, embriyonik dénemdeki hiicrelerde
ise hiicre polaritesinin, proliferasyonunun saglanmasinda, farklilagmada ve hiicre
goclinde Onemli Olciide rol oynamaktadir. Wnt ailesi hem otokrin hem de parakrin
karakterde davranma yetenegine sahiptir. Wnt sinyal yolunun ¢esitli kanser tiirleri ve
birgok ciddi hastaliklar ile olan iligkisi literatiirde genis yer bulmaktadir. Wnt7, siral
birgok sinyali etkileyerek hiicre dis1 matrixi yeniden bi¢imlendirir ve tiimdr hiicrelerine
invaziflik ve dolayisi ile metastaz yapabilme 0zelligi kazandiracak uygun bir ortam
hazirlayarak onu agresif hale getirebilir [65]. PC12 sinir hiicreleri kullanarak yapilan bir
in vitro c¢alismada, Wnt7b transkript ve protein seviyelerinin P53 ile dogrudan
diizenlendigini ortaya koymustur. P53 gen ekspresyonundaki susturma, hiicrede Wnt7b
protein diizeylerinin diismesine neden olmustur [66]. Bu siirpriz bulgu verilerimizi daha
anlamli hale getirmistir. Ciinkii MCF- 7 hiicreleri, bir meme kanserli bayan hastanin

metastatik lokalizasyonundan orijine olan epitelyal meme bez adenokarsinomasidir.

46



Protein igerigi agisindan incelendigindeise dogal tipte P53 ekspresyonuna sahipken
onkogenik tipte Wntb ekspresyonuna sahiptir [67]. Ortamlarimizda BCE uygulamasi ile ilk 24
saatte azalan P53 indirek olarak Wntb protein seviyelerinin azalmasina neden olarak hiicresel
proliferasyonun durdurulmasmi saglamis olabilir. in vivo kosullarda bdyle bir yanit meme
kanser hiicrelerin invazifliginin ve metastaz yapma 6zelliginin baskilanmasi ile sonuglanir.

b) MdmX Yolagi: MCF-7 hiicreleri normal P53 ekspresyonuna sahip
olmakla beraber MDM2 (Murine Double Minutes) aile iiyelerinden MdmX’in normal
istli diizeylerde artmis ifadesine sahip bir meme kanser hiicre dizisidir. MDM2 geni
P53'i kontrol altinda tutar ve bu 6zelligi ile P53'iin GI/S gegisinde sikliisii durdurma ve
apoptoz etkisini engeller. MDM2 proteini fonksiyonel olarak sitoplazmada P53 gene
baglanarak aktivitesini bloke eder. Hiicresel stres durumunda MDM2, P53'e baglanma
yerine asetilasyon ve fosforilasyon yoluyla yapisal degisiklige ugrar. Bu yiizden MDM2
proteini P53'li baglayamaz ve serbest kalan P53 transkripsiyonel aktivite gostererek Gl
ve G2 kontrol noktalarinda sikliisii durdurarak tamir i¢in zaman kazandirir ya da apoptoza
neden olur. MCF-7 hiicre hattinda MdmX genin asir1 ifadesi timor olusumuna katkida
bulunabilir. MdmX, Mdm2 gen ailesinin bir iiyesi olarak P53 geni ile kompleks
olusturur ve onu negatif yonde kontrol eder [68]. Tiimor hiicrelerinde asir1 sentezlenen
MdmX geni P53 genin etkinlesmesini baskilar. Hatta P53 gen aktivasyonunu
saglayacak muhtemel ajanin fonksiyonel yetenegini de tehlikeye diisiirebilir. Bu
nedenle, P53 aktivasyonu saglayacak muhtemel tedavi edici ajanin, asirt MdmX
sentezleyen tiimor hiicrelerine karsi etkisi azalir [69]. Bizim ¢alismamizda da 24 saat
inkiibasyon sonucunda P53 gen ekspresyonundaki diisiis MCF-7 hiicrelerinde MdmX
genin normal olmayan asir1 ekspresyonuna bagli olabilir.

c) Esik Mekanizmast: Genel olarak P53 tiimor baskilayicist hiicre
cogalmasini durdurma yani “arrest” ya da apoptoza gonderme hedefinde herhangi bir
hiicresel strese cevap olarak 06zgilin transkripsiyonel yollar1 uyardigi bilinmektedir.
Ancak bu iki farkli hiicresel kaderi tayin eden olaylar arasindaki se¢imin molekiiler
mekanizmasi henliz tam olarak detaylanmis degildir. Proapoptik genler ile
karsilagtirildiginda proarrest genlerinin promotérlerinin P53 gen afinitesi daha yiiksek
olmasindan dolayi, P53 geni secici olarak arrest genlerini aktive ettifi daha Onceki
caligmalarda gosterilmistir. 2013 yilinda Karacikova M. ve ark. hiicrelerde P53
ekspresyon seviyelerine dayali bir apoptik esik degerinin varligini rapor etmislerdir.

Bu esigin altinda P53 ekspresyon seviyelerinin hiicre sikliisiinii durdurmayi
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baslatmak i¢in yeterli fakat apoptozu baglatmaya yeterli olmadigini birgok hiicre hatti ile
gostermislerdir. Ayrica antiapoptik Bcl-2 ailesi protein inhibitorleri ile bu apoptik esigin
azaltilmast hiicreleri P53 kaynakli apoptoza karst daha duyarli hale getirir [70].
Calismalarimizda hiicre siklusu oldugu kadar hedeflenen gen ekspresyonlarina ait
hiicresel protein diizeylerini degerlendiremedik. Calisma boyutlarin1 tabii olarak
ekonomik ag¢idan daha {ist diizeylere ¢ikaracak bu ¢alismalarin sonuglarina da sahip olsa
idik muhtemel olarak bu degisimin kurdugumuz modeldeki nedenine tam
ulagabilecektik. Bununla beraber calismamizda, bu literatiir verileri ile de beklenildigi
iizere 24 saat BCE inkiibasyonu sonucunda gen ekspresyonlarinda goriildiigii gibi
istatistiksel olarak diisikk Bcl-2 gosteren hiicreler, istatistiksel olarak da diisiik P53
ekspresyon seviyesi gosterdiler (Sekil 4.6).

Apoptoz iki yolaktan aktive olabilir ve bu olay pek ¢cok gen tarafindan kontrol
edilir. Bel-2 ailesi genleri apoptozisin igsel yolaginda goérev alirlar. Bel-2 gen ailesinin
iiyelerinden biri olan Bax bir apoptozis regulatdriidiir ve Bcl-2'ye benzeyen protein 4
olarak da bilinir. Bax, Bcl-2 ile heterodimerler olusturur ve apoptik aktivatdr olarak
fonksiyon yapar. 24 saatlik BCE uyguldigimiz ortamlarda apoptik uyarimin bir belirteci
olarak Bax geninde de konsantrasyona bagimli olarak onemli artislar gozledik (40k
dilisyon %70 ve 20k diliisyon %100 ) (Sekil-4.6E). Bcl-2 ve Bax genlerindeki bu
degerler BCE nin apoptozis indiiksiyonunu mitokondriyal yolak ile gerceklestigini ifade
etmektedir. Verilerimizi destekleyerek gen degisimlerini inceleyerek yapilmis baska bir
calismada da BCE uygulanmig MCF-7 hiicrelerinde Bax gen ekspresyonu arttidi
gbzlenmistir [6].

Bcl-2 normalde aktif formda mitokondri membranin disinda bulunur ve
mitokondriyal membranda porlarin gecirgenligini inhibe ederek Sitokrom-c’nin
mitokondri disina ¢ikisin1 engeller. Bax geni ise porlarin gecirgenligini degistirerek
Sitokrom-c’nin sitozole gecisini saglar. Sitokrom-c’nin sitoplazmaya salinimi apoptoz
icin geri doniilmez bir asamadir. Bax/Bcl-2 oranindaki artig ile mitokondriyal yolaga
bagl baslayan apoptozu isaret eden verilerimiz Sitokrom-c’nin artan gen ekspresyon
sonuglar1 (40k diliie 1.30 kat, 20k diliie 3,69 kat ) ile desteklenmistir (Sekil 4.7.D).
Sitoplazmada konsantrasyonu artan Sitokrom-c, Apaf-1’e baglanip apoptozom
kompleksinin olugsmasina olanak saglar. Calismalarimizda da ayni yonde olmak iizere

Apaf-1 gen ifadesi hem 24 saat hem de 48 saat BCE ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde
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artis ile sonuglanmistir (Sekil 4.6.E ve Sekil 4.7.E). Bu bize BCE ile inkiibe edilmis MCF-
7 hiicre hattinda apoptozu baslatarak onlar1 6liim yolunda siirtikledigini gostermektedir.

Calismamizin en degerli boliimii ise Kaspaz-3 gen ekspresyonlarina BCE ile 48
saat inkiibasyon ile aldigimiz sonuglar teskil etmektedir. Deney sonrasi yaptigimiz
literatiir taramast MCF-7 hiicrelerinin kemoterapétik ilaglara rezistans olmasinin
nedeninin tasidig1 farkli Kaspaz-3 izoformundan kaynaklandigini tespit ettik [71]. MCF-
7 ¢ok az diizeyde tam Kaspaz-3 formu olmak {iizere genel olarak kisaltilmis Kaspaz-3
izoformuna sahip bir meme kanser hiicre dizisidir. MCF-7 hiicrelerinde Kaspaz-3'iin yer
alamadig1 apoptoz mekanizmasinda ise sira ile Kaspaz 9, 7 ve 6'nin aktivasyonlari ile
gerceklesmektedir [72]. Dogal tip Kaspaz-3 geni aktarilmast MCF-7 hiicrelerinin
kemoterapotik ila¢ dayanikliligini kirmaktadir. Calismalarimizda ise iki giin BCE ile
inkiibe edilen ortamlarda MCF-7 hiicrelerinin Kaspaz-3 ifadelerinde artislar tespit ettik.
40k BCE diliisyonunda bu artis %36 iken 20k diliisyonda bu artisin miktar1 %100 idi
(p<0.05) (Sekil 4.7). BCE ile artan bu Kaspaz-3 formunun hangisi oldugunu bilmiyoruz.
Fakat BCE eger kisaltilmis olmayan dogal form Kaspaz 3’iin artisin1 saglayacak bir
fonksiyona sahipse, bu BCE extraktinin ve/veya bilesenlerinin kemorezistansin
onlenmesi agisindan dnemli bir ¢alisma hedefi olmasini saglayacaktir.

BCE hem literatiirdeki yeri ve hem de in vitro insan meme kanser modeli olan
MCF-7 hiicre dizisi lizerinde yaptigimiz ¢aligmalarda gosterdigi antiproliferatif ve
apoptotik ozellikleri nedeni ile kendisini meme kanseri tedavisine hedefli olarak hem

daha molekiiler in vitro ve hem de in vivo ¢aligmalara aday olarak sergilemektedir.
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