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OZET

DOKTORA TEZI

MEME KANSERI HUCRELERI UZERINE SARIMSAK (Allium sativum) VE
MANTAR (Laetiporus sulphureus) EKSTRAKTLARININ ETKILERI

Fevziye Emin AKMAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damsman : Prof. Dr. Keriman GUNAYDIN
1. Damisman: Prof. Dr. Engin ULUKAYA

Amag: Laetiporus sulphureus ve Allium sativum'un maserasyon ve soxhlet ekstraksiyonu ile
elde edilen metanol ekstrtalarinin, insan meme kanseri hiicre hatlar tizerindeki sitotoksik ve
apoptotik etkisini arastirmak.

Metod: Sitotoksisite sulforodamin B (SRB) ile analiz edildi. Hiicre 6liim modu floresan
mikroskobu (Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir (PI) boyama), M30 ELISA kiti, akis
sitometrisi (canli, erken/geg apoptotik, 6lii hiicreler ve kaspaz 3/7 aktivitesinin kantitatif analizi)
ve RT-PCR kullanilarak morfolojik, biyokimyasal ve genetik olarak degerlendirildi. RT-PCR
ile analiz edilen genler BCL-2L10, BIK, BAX, BCL-2, FASLG, HRK, TNFRSF10B ve
TNFRSF10A idi.

Bulgular: MCF-7 ve MDA-MB -231 hiicrelerine 48 saat uygulanan LSMM ekstraktinin
(Laetiporus sulphureus, Mugla bdlgesi, maserasyon yontemi) sitotoksik etki gosterdigi
bulunmustur. Erken piknotik nukleuslarin gézlemlenmesi ve Propidium iyodiir (PI) pozitfligi,
M30 artis1 ve proapoptotik geni olan HRK’nin asir1 ekspresyonu, hiicre 6liimiiniin apoptozis
benzeri bir 6lim oldugunu gosterir. Hiicrelere uygulanan 100 pg/mL sarimsak ekstrakti
biiyiimeyi baskilayan herhangi bir etki géstermemistir.

Bu ¢alismada laetirobin ve eburikoik asit bilesiklerinin uygulandigt MCF-7 ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerine, biiylimeyi dnleyici belirgin etkisi olmadig gosterildi
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Ayri olarak kullanimlarina kiyasla daha giiclii bir etki yaratmak amaciyla LSMM ve paklitaksel
kombinasyonunun sitotoksik aktivitesi calisilmistir. Calismalar neticesinde, kombinasyon
muamelesinin artmis bir sitotoksik aktivite ile sonu¢lanmadig1 gosterilmistir.

Sonug¢: Elde edilen sonuglara gore, LSMM ekstraktt MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
cogalmasii inhibe ettigi ve MCF-7 hiicrelerinde apoptozis benzeri 6liim indiikledigi
bulunmustur. Terapdtik amacli kullaniminda bunlar dikkate alinmalidir.

Aralik 2017, .123. sayfa.

Anahtar kelimeler: Allium sativum, Laetiporus sulphurous, meme kanseri hiicreleri.
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SUMMARY

Ph.D. THESIS

THE EFFECTS OF THE EXTRACTS OF GARLIC (Allium
sativum) AND MUSHROOM (Laetiporus sulphureous) ON BREAST
CANCER CELLS

Fevziye Emin AKMAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Keriman GUNAYDIN
Co-Supervisor: Prof. Dr. Engin ULUKAYA

Aim: To investigate the cytotoxic and apoptotic effects of methanol extract obtained by
maceration and soxhlet extraction of Laetiporus sulphureus and Allium sativum on human
breast cancer cell lines.

Methods: Cytotoxicity was analyzed by sulforhodamine B (SRB) assays. The mode of cell
death was evaluated morphologically using the fluorescence microscopy (Hoechst 33342 and
Propidium iodide (PI) staining, flow cytometry (quantitative analysis of live, early/late
apoptotic, dead cells and caspase 3/7 activity), biochemically using M30 ELISA assay and the
RT-PCR.The genes analyzed with RT-PCR were BCL-2L10, BIK, BAX, BCL-2, FASLG,
HRK, TNFRSF10B, and TNFRSF10A.

Results. Laetiporus sulphureus extract from Mugla region (100pug/mL) obtained by maseration
method (LSMM) demonstrated anti-growth effect at 48 h in both human breast cancer cell lines
MCF-7 and MDA-MB-231. The mode of cell death in cancer cells was shown to be apoptosis-
like death cells due to the presence of early pyknotic nuclei, and Pl positivity, increments in
M30 and over expression of proapoptotic genes of HRK. The use of garlic extract of 100pg/mL
was not established anti-growth effect.
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In this study, it was shown that MCF-7 and MDA-MB-231, in which laetirobin and eburicoic
acid were treated, which were not shown prominent growth inhibitory effects on breast cancer
cells.

The cytotoxic activity of the combination of LSMM and paclitaxel has been studied to whether
have a stronger effect compared to their use individually. Studies have shown that combination
therapy does not lead to increase cytotoxic activity.

Conclusion: These results suggest that LSMM inhibits both the proliferation of MCF-7 and
MDA-MB 231 cells and induces apoptosis like death on MCF-7 cells. This should be taken
into account in its use for therapeutic purposes.

December 2017, 123. pages.

Keywords: Allium sativum, Laetiporus sulphurous, breast cancer cells
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1. GIRIS

Kanser degisik organlarda hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasindan olusan klinik goériiniimii,
tedavisi ve yaklasimi birbirinden farkli olan hastaliklar grubudur. Kanserlere bagli 6liimlerde,
akciger kanserinden sonra meme kanseri ikinci sirada yer almaktadir. Bilinmeyen nedenler ile
meme kanseri sikligi tiim diinyada artmistir. Kanserin kontrol altina alinmasi hususunda
onceliklerin belirlenebilmesi i¢in kanser insidansinin ve Oliim sayisinin tahmin edilmesi
gerckmektedir. Tirkiye’nin de 6liim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
kanserin ikinci sirada yer aldigi diislintiliirse bu hastalifin etyolojisinin belirlenmesi,

onceliklerin tespit edilmesi anlaminda biiyiilk 6nem tagimaktadir [1].

Diinya Saglik Orgiitii ve Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansimin (IARC) verilerine gore 2012
de, son bes yilda 32,6 milyon kisiye kanser tanis1t konmustur (15 yas ve iistii). Diinyada en ¢ok
tan1 konulan kanserler akciger (1.8 milyon, yani %13.0), meme (1,7 milyon, % 11.9), ve
kolorektal (1,4 milyon, %9,7) iken kanserden 6liimlerin ise en ¢ok akgiger (6 milyon, %19,4),
karaciger (0.8 milyon, %9,1) ve mideden (0,7 milyon, %8,8) gergeklestigi belirtilmistir.
Globocan 2012 (Uluslararast Kanser Ajansinin online veritabani) tahminlerine gore kiiresel
bliylime ve yaslanma sebebiyle 2025 yilina kadar, yilda 19,3 milyon yeni kanser vakasi

meydana gelecegi diisiiniilmektedir [2].

Tiirkiye’de 2014 yilinda yasa standardize kanser hizi (YSH) erkeklerde yiiz binde 246,8
kadinlarda ise yiiz binde 173,6’dir. Toplamda kanser insidansi ise yiiz binde 210,2°dir.
Tiirkiye’de toplam 163.417 kisiye kanser teshisi yeni konulmustur. Son 5 yil verileri
degerlendirildiginde hem kadinlarda hem de erkeklerde istatistiksel agidan kanser sikliginda
herhangi bir artis ya da azalig gézlenmedigi s6ylenebilir. Tiirkiye kanser insidansi, erkeklerde
diinya insidansinin {izerinde seyrederken kadinlarda bu oran bir miktar daha diisiiktiir. Avrupa
Birligi iilkeleri ve Amerika gibi gelismislik diizeyi yliksek olan tilkelere gore kanser oranindaki
artisn hem kadinlarda hem de erkeklerde daha diisiik oldugu goriilmektedir. Ulkemizde
goriilen ilk bes kanser tiirlinlin diinyadaki ve diger gelismis iilkelerdeki oriintii ile benzerlikler
gosterdigi goriilmektedir. Erkeklerde trakea, brons ve akciger kanseri (52,5/100000 kiside
YSH); kadinlarda ise meme kanseri (43,0/100000 kiside YSH) en sik goriilen kanser tiirleridir
(Sekill.1.ve Sekill.2.) [3].



Trakea,Brong,Akciger .5
Prostat
Kolorektal
Mesane
Mide

m Erkek
Non-Hodgkin lenfoma
Bobrek

Larinks

Tiroid

Beyin, sinir sistemi

T T 1
0.0 20.0 40.0 60.0

Sekil 1.1: Erkeklerde en sik goriilen10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar1 (Tiirkiye Birlesik
Veri Tabani, 2014) (Diinya Standart Niifusu,100.000 kiside) [3].
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Sekil 1.2: Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar (Tiirkiye Birlesik
Veri Tabani, 2014) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 kiside) [3].

2008 sonu itibartyla, Tiirkiye’de kanser insidansi, yliz binde erkeklerde yaklasik 280,
kadinlarda ise yaklasik 172 olarak hesaplanmaktadir. Bu iilkemizde her y1l yeni 170 bin kanser
teshisi konuldugu anlamina gelmektedir. Bu kanserlerin 2/3 i erkek olup, 1/3 i kadinlardan
olugmaktadir. Bu oranlama diinyada da bu sekildedir. Erkek ve kadinlarda goriilen kanser
tirlerinin dagilimi farklilik gostermektedir. Uluslararast Kanser Ajansi (IARC) tarafindan
yayinlanan Globocan 2012 verilere gore erkeklerde ilk {i¢ kanser tiirii, prostat, akciger ve kolon
iken Tiirkiye’de bu siralama akciger, prostat ve kolorektal seklinde olmaktadir. Meme kanseri

iilkemizde ve diinyada kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Kadinlarda ilk {i¢ kanser tiirii



diinyada meme, kolon ve akciger kanseriyken Tiirkiye’de siralama meme, tiroid ve kolorektal
kanseri seklinde olmaktadir ve kanserin insidansi 45 -75 yas arasi artmaktadir (Tablo 1.1 ve
1.2) [3].

Tablo 1.1: Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan 2012 verilerine gore
erkeklerde en sik goriilen bes kanser tiirtiiniin dagilimi [3].

Tiirkiye* Diinya IARC’a iiye 24 AB (28 iilke) ABD

1 Akciger Akciger Prostat Prostat Prostat

2 Prostat Prostat Akciger Akciger Akciger

3 Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal
4 Mesane Mide Mide Mesane Mesane

5 Mide Karaciger Mesane Bobrek Bobrek

*Tirkiye birlesik veri tabani, 2014.

Tablo 1.2: Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan 2012 verilerine gore
kadinlarda en sik goriilen bes kanser tiirtiniin dagilimu [3].

Tiirkiye* Diinya IARC’aiiye 24  AB (28 iilke) ABD

1 Meme Meme Meme Meme Meme

2 Tiroid Kolorektal Kolorektal Kolorektal Akciger

3 Kolorektal Uterus serviksi Akciger Akciger Kolorektal
4 Uterus korpusu Akciger Uterus serviksi Uterus serviksi Tiroid

5 Akciger Uterus korpusu Uterus korpusu  Uterus korpusu Uterus

*Tirkiye birlesik veri tabani, 2014.

Diinyada kanser olan her dért kadindan biri meme kanseridir. Ulkemizde meme kanseri tanisi
alan kadinlarin %45°in 50-69 yas arasinda oldugu, %40°1n ise 25-49 yas araliginda yer aldig1
goriilmektedir. Mevcut verilere gore, dogu bolgelerimizde 20/100.000, bat1 bolgelerimizde ise
40-50/100.000 oraninda bir sikligin oldugu tahmin edilmektedir. Bu siklik farki, bati
Tirkiye’deki yasamin Avrupa’dakine benzerliginden kaynaklanmaktadir. Bu farkliliklarin
genetik kokeninden ziyade ¢evresel faktorlere bagli olduklari sanilmaktadir. Clinkli sikligi
diisiik bir bolgeden siklig1 yiliksek bir bolgeye goc edenlerde (veya tam tersi), go¢ ettikleri
bolgenin kanser oranlarina adaptasyon sagladiklart gozlenmektedir. Bu durumda beslenme
aliskanliklarinin da bir etkisi oldugu diistiniilmektedir. Eger bu tiir kanserde etkili bir koruyucu
tedavi gelistirilebilirse bunun hastalik ve 6lim oranlar1 iizerinde 6nemli etkisi olur. Ancak
meme kanseri hiicreleri kemoterapiye oldukg¢a direnglidir ve ileri evrelerde hastalar igin

ozellikle de hormona bagimsiz vakalarda etkili bir tedavi hala yoktur.



Saglik Bakanliginin verilerine gore Tiirkiye’de meme kanseri insidansinin kadinlar arasinda
%35 oraninda oldugu goriilmektedir. Erkeklerde meme kanseri gelisme riski genellikle
diistiktiir. Amerika’da erkeklerde meme kanseri, vakalarin yaklasik %]1’ini_olusturur. 1975 -
1979 yillarinda, insidans hiz1 yillik, 100.000 kiside 1.0 iken, 2008-2012 déneminde insidansin
%0,8 artt1ig1 ve 100.000 erkekte 1.3’e ulastigini gosterilmistir [4].

Yapilan calismalarda, meme kanserinin onlenmesi i¢in beslenme gibi degistirilebilen risk
faktorlerine yer verilmektedir. Genellikle meyve ve sebze agisindan zengin diyetler, dzellikle
meme kanserinde kanser riskinin azalmas: ile iliskilidir [5]. ilk kez 1981 yilinda ABD’deki

kanserlerin %35’inin beslenmeye bagl faktorlerden kaynaklandigi ortaya koymustur [6].

Iyi beslenme; meme kanseri riskini, insidansini veya niiksetme riskini azaltabilir. Beslenme ile
kanser arasindaki iligkiyi anlamak igin bir¢ok ¢alisma vardir. Dengeli beslenmenin diabet,
obezite, yiiksek tansiyon ve kalp hastaliklar1 gibi kronik hastaliklarin oranlarini azalttigi ve ayni

zamanda kisinin yasam kalitesini arttirdig1 bilinmektedir [7].

Diyetin meme kanseri teshisinde énemli bir rol oynadigi bilinmekte olup bazi ¢alismalara gore
ise bu etken kanser teshisi konulduktan sonra da dnem tasimaktadir. Teshis 6ncesi ve sonrasi
lifli gidalar tiikketen ve teshis sonrasi soya igeren gidalar yiyen meme kanseri hastalarinin 6liim
riskinin daha diisiik olabileceginin alt1 ¢izilmektedir. Hastaligin gelisiminden 6nce, yliksek
miktarda doymus yag iceren besinler ile beslenen kisilerde, meme kanseri teshisinden sonra

o6liim riski artabilir [8].

Dogal {riinler yeni ila¢ ve kimyasallarin kaynagi olmaya devam etmektedir. Meyve ve
sebzelerde bulunan birgok ajan antikanser tedavilerinde kullanilmaktadir, 6zellikle de_Allium
familyas1 ve bu familyadan olan sarimsak. Sarimsagm (Allium sativum) antikanserojenik
etkileri alliin, allisin, S-alil sistein (SAC), diallildisulfid (DADS), dialliltrisulfide (DAT) ve
metilalliltrisulfid gibi organosulfid bilesiklere (OSC) baghdir. Anti-aterosklerortik, kan
lipidlerin ve sekerin modiilasyonunda, antifungal, antimikrobiyal, antitrombotik,
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde bagisiklik sisteminin uyarici gibi diger olumlu etkileri

sayesinde sik sik kullanilmasi ger¢egi vardir [9].

Antioksidan ve terapdtik 6zellikleri oldugu bilinen ve bu nedenle 6nemli besin kaynagi olarak

kullanilan mantarlar diinyada ilgi ¢ekmeye devam etmektedir. Mantarlarda antioksidan



Ozelliklere sahip olan fenolik bilesikler, tokoferoller, askorbik asit ve karotenoidler yer

almaktadir [10].

Kiikiirt mantar1 (Laetiporus sulphureus, Polyporales ailesi) Avrupa ve Kuzey Amerika'da
yetisen bir tiirdiir. Biyolojik aktivite calismalar1 bu mantarin immunomodulasyon ve antitiimor,
hemagliitinasyon, sitotoksik, apoptozis indiikleyici, antimikrobial ve insulinotropik aktiviteye

sahip oldugunu gostermektedir [11].

Bu tez ¢aligmasinda sarimsak (Allium sativum) ve kiikiirt mantarindan (Laetiporus sulphureus)
elde edilen ekstraktlarin insan meme kanseri hiicrelerinin (MCF-7, MDA-MB-231) {izerinde

sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KARSINOGENEZIS

Canliligin siirdiiriilebilmesi i¢in yasam dongiislinli tamamlayan hiicrelerin yerine siirekli yeni
hiicrelerin olugsmasi gerekir. Hiicre 6liimii ve yeni hiicrelerin olusum siire¢leri genler tarafindan
kontrol edilerek dengede tutulur. Hiicrelerin boliiniip ¢cogalmasi da genler tarafindan kontrol
edilir. Baz1 genler hiicrelerin asir1 boliinmesini onler. Normal hiicreler sinirli sayida boliinme
yetenegine sahiptir. Bu hiicreler yasam siirelerinin sonunda ya da hasar gordiiklerinde 6lerek

yerlerini yeni hiicrelere birakmaktadir.

Boliinerek ¢ogalan her bir hiicre biyolojik 6zellikler temelinde gelisir, farklilasir, apoptozis ad1
verilen programlanmis hiicre 6liimii ile islevini sonlandirarak yerini yeni gelisen hiicrelere
birakir ve bu hiicrelerin iiremesi 6nlenir. Boliinme siirecinde mitotik (M) fazini, GO, G1, S ve
G2 fazlarindan olusan interfaz izler. Bolinme sinyali almayan hiicre, hiicre siklusunun aktif
(G1, S, G2, M) fazlarma girmez ve dinlenme faz1 denilen GO fazinda bekler. GO fazi genelde
hiicre siklusu icinde yer almayan, siklusunu tamamlayan ve siklusdan c¢ikan hiicrelerin
bulundugu fazdir. Béliinme uyaris1 alindiktan sonra bu fazdan ¢ikip G1 fazina yani siklusun ilk
fazina girerler. Baz1 hiicreler boliinmeye devam etmeyip G1 fazindan ¢ikarlar ve diferansiye
olmak tizere farkli yone kayar.

Interfaz (G1, S, G2) 16-24 saat siirer ve hiicre dongiisiiniin siiresinden yaklasik %9011 alir.
Mitoz faz1 1-2 saat siirer. G1 fazinda hiicreler biiyiir, RNA ve protein sentezi yapilarak DNA
sentezi (replikasyonu) i¢in 6n hazirlik yapilir. S fazinda DNA replikasyonu olur. G2 fazinda
yine RNA ve protein sentezi gergeklesir ve hiicre biiyiimeye devam eder. Bu fazda hiicre mitoza
hazirlanir. Profaz, metafaz, anafaz ve telofaz mitozu olusturur. Hiicre dongiisiinde, fazlar arasi
gecislerde eger bir faz tamamlanmadan bir sonraki faza gegis yapilirsa genetik materyal tam ve

dogru kopyalanamaz. Bundan 6tiirii hiicrede hasar meydana gelebilir.

G1-S, G2-M ve metafaz-anafaz gecislerinde hiicre siklusunda fazlar arasi kontrol noktalar

vardir. Hiicrenin siklusa devam edip etmeyecegi bu noktalarda karar verilir [12].

Hiicre dongiisiiniin her evresi 6zgiin genlerin kontrolii altindadir. Béliinme, gelisme farklilagma
ve apoptozisi yonlendiren pek ¢ok gen s6z konusudur. Proto-onkogen adi verilen genler daha

cok hiicre boliinmesi, gelisme ve farklilagsmasini yonlendirirken tiimor slipressor gen adi verilen



genler ise apoptozisi regiile eder. Tim bu islevler hiicrede, ilgili genlerin kontrolii altinda
gerceklesir. Herhangi bir gende olusan mutasyon, hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini ve
apoptozisi etkileyerek kontrolsiiz hiicre ¢ogalimina yol acabilecek ve kanser olusumuna zemin

hazirlayacaktir [13].

Viiciitta olusan kanser hiicreleri bagisiklik sistemi tarafindan yabanci hiicre olarak algilanarak
parcalanir. Boylece viiciitta olusan kanser hiicreleri bagisiklik sistemi tarafindan uzaklastirilir.
Mutasyona ugramis hiicrelerin hayatta kalma sansi normal hiicrelere gore daha azdir. Asirt
biiyiimeyi kontrol eden feedback kontrol mekanizmasi, tiimor siipresdr genlerin kontrolii
altinda pek c¢ok mutasyon gecirmis hiicrelerde hala aktif durumdadir. Bu nedenle mutant
hiicrelerin ¢ok kiigiik bir oran1 kanser hiicresine doniisiir. Bagisiklik sisteminin immun yaniti
ile mutant hiicreler, kanser hiicresine doniismeden Once viiciitta parcalanir. Buna “immiin
denetim” denir. Bazen hiicreler, gevresel faktorlerden dolayr ¢ok basamakli bir siireg iginde,
hiicre DNA’sinda ve kromozomlarin fonksiyonel birimleri olan genlerde olusturdugu
degisiklikler neticesinde kontrolsiiz olarak boliinmeye baslarlar. Komsu dokulara (invazyon)
ve/veya uzak organlara yayilirlar (metastaz). Bu anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylime ve

yayilma Ozelligine sahip olmasi ile gelisen hastaliga kanser veya tiimor ad1 verilir [12].

Karsinogenezdeki temel mekanizmalarin 6ziinde, hiicredeki oldiiriicii olmayan genetik
zedelenme bulunur. Bu zedelenme oncelikle hiicre proliferasyonunu indiikleyen genlerde
aktivasyon, hiicre proliferasyonunu baskilayan genlerde inaktivasyon ve hiicrenin programli
oliimiini ilgilendiren genler (apoptoz genleri) ile DNA tamir genlerinde degisiklikler seklinde
olusabilmektedir. Karsinogenez, fenotipik diizeyde oldugu gibi genetik bakimdan da ¢ok
basamakli bir olaydir (Tablol 2.1.) [14].



Tablo 2.1: Karsinogenezde temel mekanizmalar [14].

Karsnagenezdetemel mekanmalr

Protoonkogenlerden Timor basklayic Apoptosis gen Hasarh DNA'nin
onkogen olugumu genlerin kaybi depigidier onanmina engeller

| o

Hicre proliferasyonuny Hicre prolferasyonuny  Programh hicre DNA onanm
ndikdeyen genlerde baskilayan genlerde Olimind fglendiren genlerinde
akevasyon imktivasyon\‘ genlerde degigiiikder defigkdider
\ Ohdiric omayan genetik zedelenme /
KANSER

“Kontrolsiiz ¢ogalma”, kanser hiicrelerin 6nde gelen o6zelliklerinden biri olmakla beraber
apoptozisden kacabilme, hiicre kiiltiirli ortaminda kontakt inhibisyondan kagabilme, cogalmay1
baskilayan sinyallere kars1 duyarsiz kalma, anjiyogenezi uyarabilme, hiicrenin bdliinmesi i¢in
dis sinyallerine ihtiyag gOstermeme ve metastaz yapabilme gibi ozellikleri vardir. Yakin
zamanda “normal” bir hiicrenin kanser hiicresine donlismesini (“onkogenez” ya da
“karsinogenez”) tetikleyen olumsuz faktorleri ortaya ¢ikaran mekanizmalar kismen

anlasilmistir [15].

Timorler iki ¢esit olabilir: benign ve malign. Benign tiimorlerde, timor hiicreleri invazyon
yapmazlar yani yerel dokular istila etmez ve viicudun diger boliimlerine yayilmazlar [16].
Ornegin benign bir akciger tiimoriiyse akcigerde bulunur. Akciger disinda baska bir organa
metastaz yapmaz. Benign tiimorler kapsiil olusturur ve canlinin yasamini fazla tehlikeye atmaz.
Bununla birlikte sinir sistemi, damarlar ve kanallara basing yaparak hastalik belirtileri olusturur.
Bu tiimorler genellikle operasyonla alinir. Ancak iyi huylu bir timdr zamanla malign bir
degisime ugrayabilir (insan kolon adenomlar1 gibi) ya da kendiliginden gerileme gosterebilir.
Malign timorlerde hiicreler, metastaz yapar yani baska dokulara yayilmak igin dolagim
sistemine katilir ve gittigi dokularda kansere sebep olur. Yakin zamanlarda epigenetik

degisikliklerin malign karakter kazanmasinda 6nemli rol oynadiklar1 gorilmistiir [17].



Cok basamakli bir siire¢ olan insan tiimor gelisiminde, kanserin alt1 farkli biyolojik yetenegi

One ¢cikmaktadir:

1. Cogaltici sinyallerin destekleyici olmasi.

2. Biiylime baskilayici sinyallerden bagimsiz olmasi.
3. Proliferasyonda sinir olmamasi.

4. Hiicre 6liimiine direngli olmasi.

5. Anjiogenezi uyarabilir olmasi.

6. Irivazyon ve metastazi uyarabilir olmasi [18].

Baglica kanserojen ajanlar ii¢ ana gruba ayrilir: kimyasal, viral ve fiziksel. Biitiin bu ajanlar
DNA’ da mutasyonlara sebep olur. DNA’ daki degisiklikler hiicrelerin asir1 ¢cogalmasina sebep
olur. Bunlar kanser nedenlerinin arasinda ilk sirada yer almaktadir. Hiicrelerin kanserli hiicreye
dontismesi (neoplastik hiicre) ¢ok adimli bir siirectir. Deneysel karsinogenezide bu siireg,
baslatma (inisiyasyon), terfi etme (promosyon) ve ilerleme (progresyon) olmak flizere ii¢
asamaya boliinmiistiir. Inisiyasyon hizli gergeklesir; kalitsal ve geri doniisiimsiizdiir. Kimyasal,
fiziksel veya biyolojik etkenler, DNA'ya kalic1 hasar (6rn., mutasyon) verir. Bu hiicreler fenotip
olarak, DNA’s1 hasara ugramamis komsu hiicrelerle aymdir. Ugiincii adim olan ilerleme,
transformasyona ugramis hiicrelerin ¢ogalmasidir. Bu siiregte destekleyiciler tarafindan
indiiklenen degisiklikler geri doniisiimliidiir. Baslatma silirecine ugramamis hiicreler
transformasyona ugramaz. Bu asamada hiicrelerin asir1 boliinmesi ek mutasyonlar da igerebilir.

Sonugta bu siiregler neoplazi gelisimine neden olmaktadir (Sekil 2.1.) [19, 20].
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Sekil 2.1: Mutasyona  ugramis tek  bir  hiicreden  gelisen  timor  kitlesi
(https://www.dreamstime.com/stock-illustration-developmental-phases-cancer-cells-growing-
tumor-stages-carcinogenesis-image).

Sirasiyla tlimor olusumunu basamaklara ayiracak olursak: (1) hiicrenin malignlesmesi ve
transformasyonu, (2) cogalmasi (proliferasyon), (3) invazyonu, (4) metastaz olarak

Ozetlenebilir [14].
2.2. KANSERIN MOLEKULER TEMELI

Hiicre proliferasyonu igin gerekli olan sinyal iletim sistemi en basta proto-onkogen, nonproto-
onkogen kaynakli biiyiime faktorlerinden ve daha bir dizi polipeptidden olusur. Bunlardan
baslicalar1 PDGF (trombosit kdkenli biliytime faktorii), EGF (epidermal biiytime faktorii), CSF
(kolonistimulan faktorler), TGFa ve TGFp (transforme edici biiyiime faktorleri alfa ve beta),
IL-2 (interlokin 2), IGF-1 ve 2 dir (insiilin benzeri biiyiime faktorii). Biiyiime faktdrleri tirozin
kinaz aktivitesi gosterir. Proto-onkogen proteini olan hiicre membranin i¢ine veya her iki
tarafina yerlesmis olan spesifik biiyiime faktorii reseptorlerine (GFR) ve bazi hormon
reseptorlerine baglanarak bu reseptorlerin sitoplazmik bolgeleri tizerinde bulunan tirozin kinaz
enzimleri aktif hale getirilir. Boylece ekstraselliiler, sinyal aktiflesen tirozin kinazlarin
sayesinde sitoplazmada ve nukleusta bulunan proteinlere aktarilir. Bu sinyal iletimi kaskadin
son agsamasinda DNA’nin replikasyonunu uyarir ve hiicrelerin boliinlip ¢ogalmasi aktif hale
gelir. Bu sinyal iletimini kontrol eden genlerin birinde meydana gelen asir1 aktivasyon

kontrolsiiz gogalmaya sebep olabilir [12].
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Kanserli dokular kan destegi olmadan en fazla Imm g¢ap olarak biiyiiyebilir. Kapiller
damarlardan ilk dnce difiizyonla beslenen tiimor hiicrelerine, anjiogeneze gerek kalmadan 2-3
mm c¢apina ulasabilir. Boylece artan proliferasyona karsilik hiicre 6limii ¢ogalir. Tiimor
dokusunun biiylimesi i¢in yeni damar olusturma gereksinimi ortaya ¢ikar. Kan desteginin

saglanmasiyla hiicre 6liim hiz1 azalir; timor biiyiir ve metastaz yapabilir [21].

Timoriin ¢ogalmasinda ve metastaz yapmasinda 6nemli rol alan hiicreler, endotel hiicrelerdir.
Yeni kan damarlarinin olusumunda baslica iki faktdr vardir: endotel hiicreler ve anjiogenikler
(VEGF, TGF alfa, IGF 1 ve 2, p 53). Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) anjiogenezi
indiiklerken bu siirecte yer alan diger biiylime faktorlerinin de sentezini ve aktivasyonunu
saglar. Uyarilmis epitelyum hiicrelerinde VEGF’e apoptozisinin baskilandig1 goriilmiistiir [21,
22].

Tiimor dokusu belli bir biiyiikliige eristiginde, bazi kanser hiicreleri bu dokudan ayrilir ve
ilerlemeye (invazyon) baslar. Damara rastlayan hiicre, damarin endotel etrafindaki bazal
membrant eritir ve damarin i¢ine girer. Boylece kan akistyla birlikte viiciitta dolasir. Bu hiicre
damar i¢indeki yolculugunda hedef organlarinin yiizeyine tutunarak, o bolgenin damar duvarini
tekrar eritmeye baslar. Boylece kanser hiicreleri hedef dokuya yerlesir ve ¢ogalmaya devam
eder. Tiim viicudu dolastiklar1 halde damar i¢inde, bazi kanser tiirlerinin hiicreleri genellikle
belli organlara metastaz yapmaktadir. Ornegin; meme kanseri kemige ve akcigere, mide kanseri
daha ¢ok karacigere, kemik tiimorleri akcigere metastaz yapar. Bu “organ segiciligini”
belirleyen baslica faktorler: organin damar yapisi, kanser hiicrelerinin yiizey o6zellikleri ve
organlarin damar duvarindaki hiicrelerin yiizey 6zellikleridir. Primer timdor dokusundan ayrilan
kanser hiicresinin damar i¢ine girerek baska organlara yerlegsmesine metastaz denir. Bulundugu
ekstraselliiler matrikste ilerlemesi i¢in, primer timdrden ayrilan tiimor hiicreleri; lizozomal
enzim, protein kinazlar, matriks metalloproteinazlar (MMP) gibi enzimler salgilayarak ilerler
(invazyon). Damar iginde ilerleyen yaklasik 10.000 tiimér hiicresinden bir tanesinin metastaz

yapabilecegi gosterilmistir [12].
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Hedefe yonelik tedavi, kanserin yillardir siirdiiriilen ¢alismalarinin meyvesi olarak
tanimlanmistir. Kansere karsi etkili tedavilerin gelistirilmesi, kanserin ozelliklerine gore

siiflandirilabilir Sekil 2.2.[18].

Kanserin 10 Temel Ozelligi

g¢ogalma biyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
strdiirilmesi kagma

bagisikhk

sisteminden
kagma

hiicresel
olumsuzligin
etkinlestirilmesi

enerji
metabolizmasini
degistirme

hiicresel
olime
direng

kanserlesmeyi
destekleyen
inflamasyon

genetik
kararsizlik ve
mutasyonlar

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.2: Kanserin on temel 6zelligi [18].
2.3. KANSEROGEN METABOLIZMASI

Gida ve beslenme ile birlikte kanserogenezisin ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesi birgok faktor
tarafindan degistirilir. Besinlerde bulunan selenyum, allil kiikiirt, siilfiiran ve izoflavonoidler,
karsinogenezisi degistiren maddelerdir. Cogu diyet karsinogenler, DNA’ya baglanabilen reaktif
ara maddelerini liretmek icin aktivasyona ihtiya¢ duyar. Karacigerde ve diger organlarda
bulunan Faz I ve Faz II metabolik enzimler bu siirecte yer alir. Bu enzimler aerobik
metabolizma sonucu olusan ksenobiyotiklerin, ilaglarin ve karsinojenlerin  metabolik
detoksifikasyonunu kataliz eder, bu da hiicreleri oksidatif stresten ve reaktif elektrofilik
karsinogenlerden korur. Karsinojenlerin metabolik aktivasyonu genellikle oksidasyon sonucu
Faz | enzimleri olan sitokrom P450 (CYP) ailesi tarafindan suda ¢o6ziiniir molekiillere
dontstiiriilerek gergeklesir. Bu sirada olusan bazi ara maddeler kanserojen olabilir ve DNA'ya

baglanarak DNA adiiktlar: olusturabilirler. Bu adiiktler DNA'nin yapisin1 bozar ve potansiyel
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olarak yanlis translasyona neden olabilir. DNA zincirini bozarak genetik materyalinde
mutasyon veya delesyonlar olusmasina neden olabilir. P450 enzimlerinin yam sira
peroksidazlar (siklooksigenazlar dahil) ve bazi transferazlar (N-asetiltransferaz ve
siilfotransferaz) kanserogenlerin biyolojik aktivasyonunu etkileyebilir. Ikinci grup Faz II
enzimleri karsinojenlerin detoksifikasyon siirecini devam ettirir. Konjugasyon reaksiyonlari
sonucu, bunlarin idrarla veya safra ile atilabilen molekiillere doniigmesini saglar.
Asetiltransferazlar, glutatyon S-transferazlar (GSTs), UDP-glukuroniltransferazlar, NAD(P)H
kinon oksidorediiktaz ve siilfotransferazlar gibi enzimler Faz II enzimlere dahildir. Faz II
enzimlerinin induksiyonu spesifik genlerin promotér bolgesinde bulunan antioksidant yanit
elemanlar1 tarafindan saglanir. Bu enzimlerin her biri, diyet bilesenlerinin potansiyel bir
hedefini temsil eder. Enzim aktivitesi diyet faktdrleri tarafindan modiile edilebilir. Ornegin
turpgil sebzelerinde bulunan tiosianatlarin, Faz II detoksifikasyon enzimlerinin ekspesyonunu
indiikledigi ancak Faz I enzimlerinin ekspresyonunda etkili olmadig1 gosterilmistir. CYP3A4
enzimi, tim farmasotik ajanlarin ¢ogunun metabolizmasma katilir ve 0Ozellikle diyeti
etkilemeye duyarlidir. Ornegin, greyfurt suyu, kirmiz1 sarap, sarimsak ve cesitli ilaglar ile
etkilesimleri bildirilmistir. Faz I ve II enzimlerin aktivitesi yani kanserojen metabolizmasi ve
kanser gelisimi kisiden kisiye degisir. Tek niikleotit polimorfizmlerin (single nucleotide
polymorphism: SNPs) birgok Faz 1 ve Faz II enzimlerinde kanser riskini modiile ettigi
gosterilmistir. GST'ler ¢evresel karsinojenler ve reaktif oksijen tiirlerin metabolizmasinda rol
alir. Bu enzim eksikligini tagiyan insanlarda, kanserojen aktivitesini bertaraf etme kapasitesi
diisiik oldugu icin kanser riski yliksektir. GST'larin ekspresyonu diisiik olan bireylerde
kolorektal kanser riski yliksektir, ancak izotiosiyanitlerden (sebzelerden tiiremis

gliikkozinolatlar) zengin olan bir diyet bu durumu iyilestirebilir.

Epidemiyolojik caligmalar, bu genotiplere sahip bireylerin meme, prostat, karaciger ve kolon
dahil olmak iizere birgok kansere yatkin oldugu fikrini desteklemektedir. Metilentetrahidrofolat
rediiktaz (MTHFR) geninde SNP’lar, MTHFR aktivitesini azaltarak folat metabolizmasini
etkilemekte ve kolorektal kanser riskinde bir azalma ile iliskili oldugu bilinmektedir.
Diyetlerinde kirmizi ve yiiksek 1s1da islenmis et tiikketen ve CYP2E 1 varyant1 tagiyanlarda, rektal
kanser riski daha yiiksektir. Cruciferae ailesinden sebzelerin tiiketilmesi, GSTM1 geni

bulunmayan bireyleri akciger kanserine karsi korur [5].
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2.4. BESLENME VE KANSER

Hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi gen fonksiyonlarinin bozulmasindan (mutasyon) ortaya ¢ikan bir
sonuctur. Bunun nedeni beslenme, yiyeceklerdeki katki maddeleri, radyasyon, hava kirliligi vb.
gibi faktorler olabilir. Hiicrelerin asirt iiremesi kontrol altinda tutulamayinca kanser olugsmaya

baglar.

Besinlerde bulunan mutajenik ya da kanserojenik ajanlar DNA’ya baglanarak nukleik asit
zincirinde hasar olusturur. DNA tamir mekanizmalariyla hasarin diizeltilememesi veya kritik
bir seviyeye ulagsmasi durumunda normal hiicreler kanser hiicresine doniislir. 24 saat i¢inde
DNA onarim mekanizmalar1 ve diger gen koruyucu mekanizmalar, DNA’da olusan hasarlarin
%9011 tamir eder. Insanda bulunan DNA onarim mekanizmas en gelismis mekanizmadir.
Insan hiicrelerinde giinde yaklasik 10. 000 mutasyon meydana gelir. Tamir mekanizmalari
olmasaydi normal hiicreler mutasyonlar sonucu hizla kanser hiicrelerine doniisiirdii. Hiicrelerde
DNA onarim kapasitesi sinirlt oldugundan gen koruyucu mekanizmalar ¢ok énemlidir. Biiyiik

olglide genlerin korunmasi beslenmeyle saglanabilir [23].

Kanser gelisimi veya kanser olusumu, bir dizi hiicre degisikligi gerektirir. Tek bir gen kansere
neden olamaz. Hiicresel siirecleri kontrol eden genlerde, birikmis hatalarin neden oldugu ¢ok
adiml bir siiregtir. Bir genetik mutasyon, tek bir 6zelligin (artmis sagkalim gibi) degismesine
neden olabilirken kanser normal komsu hiicrelere kiyasla biiyiime ve hayatta kalma avantajlari
saglayan birka¢ gen degistirildiginde gelisir. Bir hiicrenin kanseri Onlemesi ve kanserin
onarilmasi i¢in etkili kapasite elde etmesi, ekstraselliiler mikro ¢evreye yani uygun makro ve
mikro besin maddelerinin varligina baglidir. Tiimdrler kanser hiicrelerinin basit bir toplulugu
degildir. Daha ziyade, bunlar stromal hiicreler olarak adlandirilan bir¢ok baska hiicre tipinden
olusan heterojen kanser hiicrelerinin koleksiyonlaridir. Kanser hiicreleri, tiimor i¢indeki stromal
hiicrelerle iletisim kurar. Endotel hiicreler, sinir hiicreleri, fibroblastlar ve infiltre edici
bagisiklik hiicreleri (lenfositler ve makrofajlar) de dahil olmak iizere timoriin mikro gevresi
birgok hiicre tipini igermektedir. Tiim bu hiicre tipleri, malign transformasyonu ve tiimdr
bliylimesini destekleyebilen, konak yanitim1 zayiflatabilen biiylime faktorleri, inflamatuar
mediatdrler ve sitokinler {iiretebilir. Buna ek olarak kanser hiicreleri tarafindan iiretilen

faktorler, timdr stromasinin aktivitesini ve davranisini modiile eder.
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Inisiyasyon, bir hiicrenin veya dokunun bir faktére maruz kalmas1 sonucunda genetik
mutasyona ugramasidir.Bu kalitsal bir mutasyon, ekzojen ya da endojen (oksidatif metabolizma
yoluyla iiretilen) faktor olabilir. Dis oksidatif stresi olmadan da her giin DNA'daki yiizlerce
bolge hasar goriir, ancak normal durumlarda bu hasar tamir edilir veya yok edilir. Kanserojene
maruz kalma, genellikle DNA adiiktlerinin olusmasiyla DNA hasarin1 baslatir. DNA
onarilmadiginda adiiktler, boliinme sirasinda yeni olusan hiicrelere aktarilabilir ve neoplastik
(yeni ve anormal) biliylime potansiyelini sunabilir. Kanserin gelismesi i¢in tek basina
inisiyasyon yeterli degildir. Hiicreler promosyon ve progresyon siireglerinden gegcirilmelidir.
Her giin binlerce diyet bileseni tiiketildigi i¢in diyet ve kanser arasindaki baglantilar1 ¢6zmek
karmagiktir. Atipik diyetle 25.000'den fazla biyoaktif gida bileseni saglanabilir. Normal ve
kanserli hiicreler, biyoaktif gida bilesenlerine verdigi cevaplar; konsantrasyon, zamanlama ve

maruz kalma siiresi agisindan farklilik gosterir [5].

Gelecekte kanser insidansinin artmasi beklenmektedir ve bu zorlukla yiizlesmek icin etkili bir
koruyucu stratejiye ihtiyag duyulmaktadir. Diyet aliskanliklarinin degismesi kanser riskini
azaltmak i¢in potansiyel olarak etkili bir yaklagimdir. Kanser ve bireysel duyarliligin
tahminiyle bagli olan belirli gida veya biyoaktif bilesenin biyolojik etkilerinin
degerlendirilmesi, besini- besin etkilesimleri ve genetigin bir fonksiyonu olarak dngdrmesi,
diyet miidahalelerinin yararlanicilarini degerlendirmek i¢in 6nemli bir unsurdur. Genel olarak,
bireylerin kansere karsi hassasiyetlerini degerlendirmek icin biyolojik belirteglerin kullanimi
kolay erisilebilir ve giivenilir olmalidir. Bununla birlikte, bireylerin biyoaktif gida bilesenlerine
verdikleri tepki, sadece biyoaktif gida bilesenlerinin etkin konsantrasyonuna degil, ayni
zamanda hedef dokulara da baghdir. Bireylerin gida bilesenlerine verdikleri yanit kisiden kisiye

degisir.

Nutrigenomik, bireyde genler ve beslenme arasindaki etkilesimin anlasilmasina ve biyoaktif
gida bilesenlerine verilen cevabin kisinin genlerinden nasil etkilendigine odaklanir. Besinlerin
gen ekspresyonunu etkiledigini, DNA ve protein molekiillerinde degisikliklere neden oldugunu
gostermistir. Nutrigenomik yaklagimlar, besin maddeleriyle gen ekspresyonunun nasil regiile
edildigini ve beslenmenin gen varyasyonlarini ve epigenetik olaylar1 nasil etkiledigini

incelemek igin firsat saglar.
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Genler ve beslenme arasindaki etkilesimde yer alan bilesenleri bulmak, potansiyel olarak
kanser semptomlarinin 6nlenmesinde ve / veya azaltilmasinda 6nemli olan hedef molekiillerin

belirlenmesine yardimci olabilir [24].

2.5. MEME KANSERI

2.5.1. Meme kanserinde risk faktorleri

Meme kanseri ile iliskili birgok risk faktorii tanimlanmistir. Bu risk faktorleri su sekilde

smiflandirilabilir:

1. Etnisite, yas ve irk (demografik faktorler).

2. Reprodiiktif faktorler (ilk canli dogum yasi, menars yasi, menopoz yast).

3. Genetik faktorler (ailede meme kanseri oldugu bilinen veya siiphe edilen gen
mutasyonlar1 p53, BRCA 1/2, PTEN veya diger).

4. Cevre faktorleri (beslenme, sosyo-ekonomik diizey, alkol kullanimi, 30 yasindan 6nce
toraks bolgesine radyoterapi. Ornegin; Hodgkin hastaligi tedavisi, hormon replasman
tedavisi, vb.) [25].

Istanbul'daki Tiirk kadinlar1 arasinda yapilan bir ¢alismada, yas ve indiiklenen diisiiklerin
onemli Olgiide meme kanseri riskinin artmasi ile iligkili oldugu, oral kontraseptif kullanimin

meme kanseri riskinde azalma ile iligkili oldugu goriilmiistiir [26].

2.5.2. Meme kanser genetigi

2.5.2.1. Onkogenler

Hiicrenin biiylimesini ve gelisimini etkileyen genetik degisiklikler sonucu ¢ok adimli bir
stirecin ardindan, meme kanseri ve diger maligniteler ortaya ¢ikabilir. Germ hiicrelerinde
genetik degisiklikler ile meydana gelen maligniteler, kalitsal 6zellik tasir ve daha az bir siklikla

ortaya c¢ikar. Daha sik genetik degisimler kanserli dokudaki kanser hiicrelerinde gozlenir.

Onkogenler, genomdaki kalitsal veya kalitsal olmayan degisikliklerin ve belli hiicresel genler
ile iligkili oldugu bulunmustur. Onkogenler normal isleve sahip proto-onkogen gen grubundan

tiirevlenir. Proto-onkogenler hiicrenin normal biiylimesi ve diferansiye olmasindan sorumlu
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proteinlere ait bilgileri igerir. Bu genlerde mutasyon sonucu olusan hasar, genin tiim iirtinlerinin

yapisinda degisime neden olur, hiicre boliinmesi kontrolsiizlesir ve ortaya malignite ¢ikar.

Tiimor baskilayici genler, kanser olusumunda 6nemli olan ikinci bir gen grubudur. Onkogenler
ve timor baskilayic1 genler kanserogenezde birbiriyle zit etki gostermektedir. Timor
baskilayict genler hiicrelerin bliyiimesinden sorumlu genleri kontrol ederek tiimor olusumunu
engellerken onkogenler malignitelere sebep olur. Tiimor baskilayici genlerde meydana gelen

hasar, hiicrelerde biiyiime kontroliinii bozar ve bu hiicrelerde kanser olusur.

Onkogenlerin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler, kanser olusumuna katilimlarinda Ki
hipotezlerden birini olusturur. Diger hipotez ise onlarin yapisinda olusan degisikliklerdir.
Onkogenler hiicre yiizeyi (biiylime faktorii reseptorleri), hiicre digi (biiylime faktorleri), niikleer

ya da sitoplazmik (sinyal iletici molekiiller) olarak siniflandirilabilir.

Gen delesyonu, nokta mutasyonu, gen amplifikasyonu (gen c¢ogalmasi), insersiyon,
kromozomlarda yeni diizenlemeler gibi degisiklikler onkogenlerde siralanabilir. Sadece bir
bazin degismesiyle (nokta mutasyon) proto-onkogenler onkogene doniisebilir. Olusan
onkogenin iirlinii olan onkoproteinler, somatik hiicrelerde hiicre gelisimini ve bdliinmesini
uyararak kansere neden olur. Proto-onkogenlerin aktivasyonunu etkileyen mekanizmalardan
biri kromozomlarda olusan yapisal mutasyonlardir. Bir kromozomun ayni yerinde
translokasyon veya kirik olugsmasi bir kanser tiirii i¢in spesifiktir. Onkogene ait DNA pargasinin
cok fazla replike olmasi gen amplifikasyonunu ifade eder. Bu durum normal hiicrelerde ¢ok
nadir ya da hi¢ goriinmezken kanser hiicrelerinde sik gerceklesir. Proto- onkogenlede bazi
genlerin fazla amplifikasyonu o gen iriinlerinin de 6rnegin onkopretinler ve m-RNA asir1
ekspresyonuna yol agar. Onkoproteinler anormal islev goriir veya normal islevlerini tamamen
kaybeder. Tiimor gelisiminin ve ilerlemesinin, gen amplifikasyonuyla yakin iligkili oldugu
anlasilmigtir. CerbB-2(Her2-neu) onkogeninin amplifikasyonu meme kanserinde goriilen bir

Ornektir.

Proto-ongonelerin onkogen olarak faaliyet gostermesine sebep olan bir diger mutagenez olay1
insersiyondur. Bazen retroviriislerin kiigiik genom parcalari onkogenlerin sonuna kaynastigi

zaman promotor etki yapar. Bu durum c-myc protoonkogeni igin bildirilmistir [27].
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2.5.2.2. Meme kanserinde etkili olan onkogenler

Biiyiime faktorleri: Endokrin hormonlar, tiimor hiicresinden ve komsu hiicrelerden salgilanan
faktorler, bliylime faktorii olabilir. Tiimor hiicrelerinin hem biiyiime faktdrleri hem de o
faktorlere has reseptorlerinin salgiliyor olmasi, onlarin otokrin biliylimesine ve daha agresif

davranmasina neden olur.

Biiyiime faktorii reseptorleri: Hiicre disi, hiicre i¢i (intrasitoplazmik) ve transmembran
parcadan olusan kendilerine spesifik olan biiylime faktorlerini baglayarak intrasitoplazmik
bolgeleri genelde tirozin kinaz aktivitesiyle disaridan aldiklari sinyali, sinyal iletici molekiiller
aracilifiyla niikleusa iletir. Onkogenik hale gelmis reseptdrlere (mutant reseptdr) biiyiime
faktorii baglanmasina gerek kalmadan siirekli aktivasyon olusturulur ve aralarinda mitojenik

sinyaller kesintisiz iletilir. [14].

EGFR ailesi: Tirozin kinaz aktivitesine sahip membran reseptorleridir (EGFR, HER2, HER3
ve HER4). Bu faktorler transfosforilasyon sonucu bazi etkilesimler ile heterodimerler olusturur
ve farkli proteinlerin aktivasyonunu diizenler. EGF reseptore baglanarak reseptor uyarilir ve
EGF hiicrenin igine alinir. EGFR otofosforilasyonla diger substratlarin fosforilasyonuna yol
acarak nukleusta transkripsiyon faktorlerin aktif duruma gelmesini saglar ve hiicre bdliinmesini
uyarir. Sinyakin membrandan nukleusa dogru iletilmesini ras, ve src gibi proto-onkogenler
saglar. Bir¢ok karsinomda EGFR gen amplifikasyonun kotii prognoz ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Hormona bagimsiz ve bagimli meme kanseri hiicre soylarina bakildiginda
yiiksek EGFR diizeyleri ve ER (6strojen reseptorii) yoklugu gozlenmistir. Meme kanserlerinde
EGFR’nin artmis amplifikasyon bulgularma karsilik herhangi bir mutasyon bildirilmemistir
[27].

HER-2/Neu: CerbB-2 ya da p185 olarak bilinen bu onkogenin protein iiriinii hiicre boliinmesi
ve farklilasmasina katilir. CerbB-2 onkoproteini plazma membraninda bulunan bir membran
reseptOriidiir. Meme kanseri aragtirmalarinda ve tedavisinde en yogun ¢alisilan bir onkogendir.

Timor siddeti ve onkogonenin kopya sayisi arasinda dogru oranti oldugu saptanmustir [27].

Sinyal iletici molekiiller: Biiyiime faktorleri reseptoreler araciligiyla ve kompleks sinyal iletim
mekanizmalartyla proliferasyon sinyalini nukleusa iletir. Onkogen olma 6zelligini tasiyan ve
en sik rastlanan molekiil ras molekiiliidiir. Bu molekiilii inaktif durumda GDP, aktif durumda

GTP baglar. Sinyal nukleusa iletilince defosforile olarak hemen inaktif duruma gecer.
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Malignitelerde mutasyon geg¢irmis ras geni sinirsiz ve tekrarlayan proliferasyon sinyallerine

neden olmaktadir [14].

Niikleer Transkripsiyon Faktorleri — myc ve Ras: Translokasyon ya da amplifikasyon ile
myc geni mutasyona ugrar. myc molekiilii sentezlendikten hemen sonra niikleusa tasinir. max
molekiilii ile tasinma sirasinda ve niikleusta heterodimer olusturur. myc-max heterodimerler
transkripsiyon aktivatoriidiir. Bu nedenle myc-max baglanmasini inhibe eden mutasyonlar
onkogenik aktiviteyi azaltmaktadir. Mad baska bir regiilator proteinidir ve max’a baglanarak
max-mad heterodimerleri olusturan bir diger transkripsiyon baskilayicisidir. Yani
transkripsiyon aktivasyonu sadece c-myc’e bagli degil, ayn1 zamanda max ve mad proteinlerinin
miktarina ve varligina da baglidir. Bir diger 6nemli konu olan myc molekiilii, sadece hiicre
biiyiimesini konrol eden bir molekiille degil, ayn1 zamanda apoptoz ile de iliskilidir. Biiyiime
faktorlerinin ve hormonlarin (yasam sinyallerinin) yetersiz kaldig1 ya da olmadigi durumlarda
myc aktive olur ve hiicreyi apoptoz ile 6liime tetikler. Sadece onkojenik myc ekspresyonu meme
karsinogenezi i¢in yeterli olabilir. Hatta myc’in kemoterapiye direngten veya hormona yanit
vermemesinden sorumlu oldugu ileri siiriilir. Meme kanserindeki en sik rastlanan genetik
degisikliklerden biri c-myc gen amplifikasyonudur. Meme kanserlerinden 1/3’1 bu genetik
degisikligi tagir. C-myc gen amplifikasyonu kolon, meme, akciger kanserinde goriiliir. L- myc

ve N-myc genleri ise kiiciik hiicreli akciger ve noroblastom kanserlerinde amplifiye olur [14].

Ras: Bu genin onkogenik 0Ozellik kazanmasi gen ekspresyonunun artisiyla veya nokta
mutasyonuyla olur. Ras proteinleri, biiylime faktorii reseptorlerinin sitoplazmik kismina yakin
bolgeye yerlesir. Guanozin nukleosidlerinin baglama yetenegi oldugu igin GTP ile aktif hale
gelip diger protein kinazlara sinyal iletimini gergeklestirerek hiicre boliinmesinin

aktiflesmesinde rol alir [27].

Hiicre siklus regiilatorleri: Sikline bagimli kinazlar (CDK), sikline bagimli kinazlar
inhibitorleri (CDKI) ve siklinler hiicre dongiisiinii dogrudan kontrol eden proteinlerdir.
Amplifiye siklinler onkogen gibi davranabilirken, CDKI’de tiimor baskilayici gibi davranma
olasilign yiiksektir. Aktif CDK’lar Rb (retinoblastoma) ve bazi niiklear proteinleri
fosforilleyerek hiicrenin GO fazindan mitoza girmesini saglar. Siklinler CDK’larin iglevlerini
diizenler. Silkin E ve siklin D1 ekspresyonlarindaki asir1 artis hiicre siklusunun kontroliiniin

kalkmasina yol agar. CDK ve siklinlerin regiilasyonundaki miitasyonlar hiicre proliferasyonuna
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sebep olacaktir. Ornegin; invazif meme kanserlerinin ortaya c¢ikmasi, siklin D’in

ekpresyonunda yaklasik %20-30 oraninda artisa sebep olur [27].

Steroid reseptorleri: Progesteron (PR) ve Ostrojen reseptdrleri (ER) gen regiilasyonunda gorev
alan reseptorlerdir. ER ve PR izoformlarinin dimerizasyon cesitliligi, substratin baglanma
ozgiilliigiindeki degisiklige sebep olarak meme kanserinde, hedef genin farkli sekilde
diizenlenmesine neden olabilir. ER veya PR’nin analizi her zaman olmasa da 1yi prognoz olarak
kabul edilir ve antihormonal terapiye cevap verir. Ancak %60°dan fazla olan meme kanserleri
ER pozitif olmasina ragmen bu oranin yaklasik {i¢te biri hormonal tedaviye cevap vermez. ER
ve PR’nin aktivasyonu, hormona bagimli meme kanserlerinde normale gore daha fazladir.
Reseptor kontroliindeki bir proteinin etkisi, reseptérde bir mutasyon veya reseptor
izoformlarmin farkli se¢imi, hormonda bagimsiz olan meme kanserlerine neden olabilir. ER ve
PR tiimor baskilayict gen veya onkogen olarak siniflandirilamaz ancak meme kanserinin
baslangicinda ve ayni zamanda ilerlemesinde araci rol oynadiklarindan kanser genleri gibi

diistintilebilir [27].
2.5.2.3. Tiimoér baskilayici genler

Onkogenler aktive olan proto-onkogenlerdir. Aktif durumda onkogenler, hiicre
proliferasyonunu indiikler. Hiicre proliferasyonunu engelleyen tiimor baskilayici genlerdir.
Aslinda baskilayici genlerin ana fizyolojik rolii tiimor olusumunu engellemek degil, normal

hiicre proliferasyonunu durdurmaktir. [14].

Hiicre yiizey reseptorleri: Biiylimeyi inhibe eden faktorlerin reseptorlert TGF-B oldugu
diistintiliirken hiicrelerarasi iliskiyi belirleyen adezyon molekiilleri ise kadherinler olabilir.
TGF-B’nin reseptorlerine baglanmasi ile siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDKI) uyarilir ve
bliylimeyi engelleyici gen tirlinleri sentezlenir. Bazi kolon ya da pankreatik tiimdrlerinde TGF-
3 normal oldugu halde biiylimenin engellenmedigi anlasilmistir. Bunun nedeni TGF-f3
reseptOrlerinin mutant veya inaktive oldugu gosterilmistir. Kadherinler Epitelyal hiicre
adhezyonunda gorev alir. Bu molekiillerin olmamasi hiicrenin metastazint ve lokal

invazyonunu kolaylastirir.

Sinyal iletimi ile ilgili genler: NF-1 ve APC genleri burada yer alir. Sitoplazmadan nukleusa
gecen APC gen iiriinti, hiicre boliinmesine neden olan S-katenine baglanarak onu pargalar. f -

katenin diizeyinin artmast1 ve hiicrenin prolifere olmasi, APC gen inaktivasyonuna baglhdir. Ras
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proteininin sinyal iletimi, NF-1gen iiriinii olan nérofibromin tarafindan regiile edilir. Normal
proliferasyonda inaktif ras GDP’yi, aktive olunca GTP’yi baglayarak sinyalin nukleusa
iletilmesinde gorev alir ve hemen defosforile olur. Norofibromin, aktif olan ras molekiiliiniin
inaktif hale gegmesinde 6nemli rol oynar. NF-1 tiimor baskilayict gen iiriiniin yoklugunda ras

molekiilii aktif halde kalacak ve anormal proliferasyona yol agacaktir.

Transkripsiyonu ve hiicre siklusunu regiile eden niikleer tiimor baskilayicilar: p53, Rb,
BRCA-1 ve 2, Wilms tiimor baskilayici geni gibi 6nemli timor baskilayict gen tirtinleri niikleer

yerlesimlidir.

Rb geni: Her hiicre tipinde mutlaka eksprese olur. Aktif hali az fosfor tasir. E2F ailesinde olan
transkripsiyon faktorlerini baglar ve mitozu engeller. Siklin ve CDK komplekslerinden fosfor
alarak hiperfosforile olur. Bu durum Rb molekiiliinii inaktife eder ve E2F faktorlerini
baglayamaz. Aciga cikan E2F transkripsiyon faktorleri hiicrenin G1 fazindan S fazina
ge¢mesini saglar. Bir kez S fazma giren hiicre, biiyiime faktorii stimiilasyonu olmasa da
boliinmeye devam eder. M fazinda, Rb molekiiliinden fosfor alinir ve Rb defosforile olarak
aktif az fosforile haline gecer. Somatik Rb mutasyonlari: meme, akciger, kiiciik hiicreli

kanserleri ve mesane kanserleri olarak bildirilmistir.

p53: Tiimor, baskilayict genler arasinda en sik degisiklige ugrayandir. Genetik olarak hasar
gormiis hiicrelerin ¢ogalmasini engellemek bu genin goérevlerinden biridir. Transkripsiyonu
uyaran ya da engelleyen hiicre proliferasyonu ile ilgili pek ¢ok genin promotor bdlgelerine
yerlesir ve onlar1 kontrol eder. Rb geninden farki, her hiicre proliferasyonunda goérev
almamaktir. Sadece acil durumlarda bunlardan UV, mutajenik kimyasallar, radyasyon gibi
faktorler DNA’da hasar olusturur ya da hipokside gorev basina geger. Bu gibi durumlarda p53
proteini hiicre i¢inde birikir ve ilgili hiicreyi siklusunun G1 fazinda durdurur ve DNA hasari
ortadan kalkana kadar etkin kalir. Ayn1 zamanda DNA hasar1 onarilmamis hiicrelerde p53
molekiilii, apoptoz genlerinden bax molekiilinii uyarir ve DNA’s1 onartlmamis hiicreyi
apoptoza tetikler. p53 allellerinden herhangi birinde bir mutasyon olmasi veya kaybolmasi
durumunda, p53 proteini hiicrede birikse de hasarli DNA tasiyan hiicre proliferasyona devam
edecektir. p53 molekiiliiniin inaktivasyonu i¢in mutasyon sart degildir. Ornegin: Adenoviriis
E1B proteini p53 molekiiliine baglanarak onu engeller veya HPV E6 proteini p53 proteininin

molekiiliinii yikarak proliferasyon engelleyici fonksiyonunu ortadan kaldirir.
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BRCAL1 ve BRCA2: Her iki gen iirlinii de niikleusta yer alir. Gorevleri ise transkripsiyonda
regiilator olarak yer almaktir. Rad 51 proteini bu genlerin Uriiniidiir ve ¢ift sarmal DNA’ya
radyasyon sonrasi tamirinin regiilasyonunda goérev alan bir genle iliskili oldugunu
diisiindiirmektedir. BRCA1 gen mutasyonu tastyan kisilerde meme kanserine yakalanma riski
%60 olup; prostat, over ve kolon kanserine yakalanma riskleri de yiiksektir. BRCA2 mutasyonu

tasiyan kisilerde de kansere yakalanma riskleri yiiksektir [14].

2.5.3. Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasi

Meme epitelyal hiicrelerinin gelisim hiyerarsisinde ilk dnce meme kok hiicresinden multipotent
erken progenitorler olusur, onlardan sonra myoepitelyal ve luminal progenitorler gelisir.
Asimetrik bolinmeler sonunda luminal progenitorlerden diferansiye alveolar ve luminal
hiicreler, myoepitelyal progenitorlerden ise diferansiye myoepitalyal hiicreler gelisir. Bu
gelisim hiyerarsisinin herhangi bir asamasinda meydana gelen karsinogenez mekanizmalar,
sonunda farkli tiirlerde kanserlerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Normal kok hiicrelerden
gelisen ve ortaya ¢ikan tiimorler heterojen yapiya sahiptir ve metastatik potansiyelleri daha
yiiksektir. Progenitdrlerin mutasyonundan olusan tiiméorler daha homojen yapidadir ve daha az

metastaz olasiliklar1 vardir.

Gen ekspresyonu calismalariyla belirlenen ve meme kanserinde prognostik onem tasiyan 4
molekiiler alt tipi vardir: luminal A, luminal B, HER-2-pozitif ve iglii negatif (Triple negatif-
TN). Uglii negatifler alt tipi bazal benzeri, klaudin %% ve normal benzeri gibi tiplere ayrilir
(Tablo 2.2.) [28].
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Tablo 2.2: Meme kanserinde molekiiler siniflama 6zellikleri ve goriilme yiizdeleri [28].

Luminal A Luminal B HER-2 Pozitif Bazal Benzeri Klaudin disi Norma!
Benzeri
ER *) *) ¢ ¢ ¢ ¢
velveya Yiiksek ER Orta ER
PR ekspresyonu ekspresyonu
ER-2 ¢ (- /+) HER-2 ) Q] Q] Q]
Ozellik  Diisiik Ki 67 <% Yiiksek Ki 67  HER-2 ve CK5/6(+) EGFR  Klaudin 3,4,7 ve Yag dokusu
14, GATA- > %14 p53 HER-3 (+) p53  (+) p53 E-Cadherin diisiik  belirtegleri,Lip
3,CK8/18 Mut.%40 Mut.%71 Mut.%80, CD44+/CD24- oprotein,Lipaz,
yiiksek,p53 BRCA Mut.sik /diisiik ve Kok Integrin Alfa
Mut.%13 Hiicre benzeri 7,p53 Mut.%
33
Meme
Kanser %30 %20 %15-20 %10-25 %5-7 %7

%

EGFR,epidermal growth factor receptor; ER,estrogen receptor ;HER-2,human epidermal growth factor receptor 2, PR,
progesterone receptor

2.6. APOPTOZIS

2.6.1. Apoptozis ve Tarihgesi

Apoptozis: Genetik olarak kontrol edilen, biyolojik gorevini tamamlamis, organizmanin ihtiyag
duymadigi veya hasarli hiicrelerin kaldirilmasini saglayan programli hiicre oliimidir [29].
Gelismis yiiksek yapili organizmalarda hiicre 6liimii iki cesit olur: nekroz ve apoptozis.
Apoptozis fizyolojik ve patolojik durumlarda ortaya ¢ikar ve hiicreleri tek tek etkiler. Genelde
inflamasyon etkili degildir [30].

Apoptozis kelimesi yunancadan apo (= ayr1) ve ptozis (= diisen) kelimelerinden olugsmustur ve
sonbaharda yaprak dékiimii anlamm tasimaktadir. ilk 1842 yilinda Vogt hiicrelerin normal
gelisimi sirasinda meydana gelen 6liim diye tanimlanmistir. Programlanmis hiicre 6limi
kavram1 da ilk kez 1965 yilinda kullamilmigken apoptozis ilk kez 1972 yilinda Kerr ve
arkadaslar1 tarafindan kullanilmistir. Kerr, normal fizyolojik sekilde o6len hiicrelerin
cekirdeklerinde, yogunlagmis kromatin ve organellerin iyi korundugunu gézlemlemistir. Olay1
biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir. Apoptozis tiimorlerde sik goriilen bir olaydir. Hiicre
kaybini azaltmak ve apoptozise direng gostermek tiimore avantaj saglar. Yeniden yapim ve
yikim (doku homeostazisi), apoptozis/proliferasyon olaylariin dengeli bir sekilde

stirdiiriilmesine baglidir [31].
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Cevreden gelen uyaranlara yanit olarak hiicreler 6nce olusan DNA hasarlarin1 onarmaya c¢aligir
ve onarilamamasi durumunda apoptozis siirecine girer. Boylece hasarli hiicrelerin ¢ogalmasi

engellenerek tiimor olusumu gibi anormal gelisimlerin 6niine gecilir [32].

Okaryotik yapida olan hiicreler dogarlar, belirli bir siire yasadiktan sonra oliirler. Yasam
siireleri hiicre tipine baglidir. Ornegin derinin epidermal hiicreleri 20-25 giin yasadiktan sonra
Oliir. Bagirsak hiicrelerinin 3—5 giinliik bir yasam stireleri vardir. Daha uzun yasayan hiicreler
de vardir: Oregin noronlar veya kalp kasi hiicreleri émiir boyu yasarlar. Yasam siklusunu
tamamlayan hiicreler 6nceden programlanmis bir sekilde dliir. Bu dliimler fizyolojik sartlarda

meydana geldigi i¢in bu 6liim sekli fizyolojik hiicre 6liimii olarak da adlandirilir [33].

Hiicre 6limii tesadiif olarak gergeklesirse bu siire¢ kontrolsiiz hiicre parcalanmasi ve ardindan
inflamatuvar yanitla sonuglanir. Bu sekildeki tesadiifi hiicre 6liimii “nekroz” olarak adlandirilir.
Apoptotik hiicre 6liimii ise nekrozdan farkli bir 6liim modu olup, niikleer kondensasyon ve
niikleer fragmentasyon ile karakterizedir. Bazi hiicrelerde apoptozis siirecinde apoptotik
cisimler de olusur. Apoptozis siirecinde inflamatuvar yanit olusmaz ¢iinkii apoptotik hiicreler
ya da cisimler, makrofajlar ya da dendritik hiicreler gibi fagositik hiicreler tarafindan yok
edilirler [34]. Bu hiicre liimiiniin kontroliindeki anormallikler, kanser, otoimmun hastaliklar

ve dejeneratif hastaliklarin olusumuna neden olur [35].

2.6.2. Apoptozisin Indiiklenmesi

Apoptozisin baglamasi i¢in hiicre i¢i ya da disindan gelen bir uyaran ile ilgili genetik
mekanizmanin aktif olmas1 gerekmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis, sitokinler,
DNA hasar ile aktive olan tiimor baskilayici gen p53, viral/bakteriyel infeksiyonlar, hiicresel
stres ve onkojenler hiicre i¢i uyaranlar arasinda siralanabilir. Hiicre dis1 uyaranlar ise; timor
nekrozis faktor, hiicre 6liim proteinleri, koloni uyaric1 faktorler, insiilin benzeri biiyiime
faktorii, noron biiylime faktorii, interlokinler, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar,
sfingolipidler, viriisler ve gesitli antijenlerdir. Bu faktorlerle birlikte apoptozisi uyaran ya da
diizenleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir. Apoptozis siirecinde diizenleyici faktdr gérevini
alan ve dnemli olan Bcl-2 ailesi iiyeleridir. Bcl-2 proteinleri ikiye ayrilir: anti-apoptotik (Bcl-
2, Bcl-xL, Bcl-w) ve endoplazmik retikulum. Bunlar mitokondri veya ¢ekirdek membranda

bulunur. Diger grup ise pro-apoptotiktir (Bax, Bcl-X, Bad, Bim, Bak, Bid) (Sekil.2.3).
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Sekil 2.3: Bcl — 2 Ailesi (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bcl-2_Family.jpg).

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler kendi aralarinda homo ya da heterodimerler
olustururlar. Hiicrenin akibetini belirleyen bu iiyelerin rolatif oranidir. Pro-apoptotik proteinler
fazla eksprese edildiginde hiicreler apoptozise daha yatkin, anti-apoptotik proteinler daha fazla

eksprese edildiginde hiicreler apoptozise daha direngli olmaktadir.

Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri hiicresel hasar ya da stresin algilayicilar1 olarak genellikle
sitozolde bulunmakta ve hiicresel stres sonucu, anti-apoptotik proteinlerin bulundugu
mitokondri yiizeyine dogru yer degistirmektedirler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler
arasindaki etkilesim, anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin  normal islevlerini bozar ve
mitokondride porlarin olusumuna, sitokrom c ve diger pro-apoptotik molekiillerin zarlar arasi
bolgeden agiga ¢ikmasina neden olabilir. Bu da apoptozom olusumu ve kaspaz kaskadi

aktivasyonuna yol agmaktadir [36].

Kaspazlar hedef proteinleri spesifik aspartat kalintilarindan kiran sistein proteaz ailesidir [37].
Memeli hiicrelerinde 14 adet kaspaz ailesi tantmlanmistir. Bunlar zimojen (inaktif onciil) olarak

bir pro-domain ve proteaz domaini igerirler [38].

Dissal veya igsel uyarict faktorlerle aktif olan kaspazlar mitokondri membraninda hasar
olugmasina neden olurken hiicre iskeletinde ve ¢ekirdekte hasarlar olusur. Bazi kaspazlar (2, 8,
9, 10) baslatici kaspazlar olarak bilinir, bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak
bilinmektedir. Oliim sinyalleri, baslatic1 kaspazlardan efektor kaspazlara iletir ve apoptotik

hiicre morfolojisi meydana gelir [39].
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2.6.3. Apoptozisin Mekanizmalari
Apoptozisin indiiklenmesinde ii¢ sinyal yolak bilinmektedir:

1. Ekstrinsik (digsal) yolak- Hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlere baglanan o6liim

aktivatorleri ile baglatmak.
2. Intrinsik (i¢sel) yolak. -Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis.

3. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis.

2.6.3.1. Ekstrinsik (Digsal) Yolak

Hiicre yiizeyinde bulunan o6liim reseptorlerine baglanan ligandlar ekstrinsik yolagini
aktiflestirir. Apoptotik sinyalin iletimi i¢in 6liim reseptorlerinde gerekli olan 80 aminoasit
uzunlugunda intraseliiler 6lim domaini (Death Domain, DD) bulunur. Fas (CD95/Apo-1),
TRAIL-R1 (DR4), TNFR1 ve TRAIL-R2 (DR5/Killer/TRICK2) en sik c¢alisan oliim
reseptorleridir. Reseptor ligand etkilesiminden sonra adaptor molekiilii olan Fas ile iligkili 61iim
domain proteini (Fas Associated Death Domain, FADD) baglanir. Bu etkilesim kaspaz-8’in
baglanmasina yol agar ve oliim indiikleyici sinyal kompleksini (Death Inducing Signaling
Complex, DISC) olusturur. Bu durum kaspaz-8’in dimerizasyonuna ve aktivasyonuna yol agar.
Kaspaz-8, kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi kirar ve aktiflestirir [40]. Kaspaz-8 ayrica Bid’i de kirabilir.
Kirilmig Bid (tBid) sonrasinda mitokondriye gecer ve kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonuna

neden olacak sitokrom ¢ salinimini uyarir (Sekil 2.4.) [41].

CIID Otiim ligand

Kaspaz 3

Mitokondri

Sekil 2.4: Kaspaz aktivasyon yollar1 (https://www.nature.com/articles/).
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2.6.3.2. Intrinsik Yolak

I¢sel (intrinsik)/mitokondriyal yolak ise; uyarildiginda mitokondriden sitokrom-c salinimina ve
bdylece oliim sinyaline sebep olur. Her iki yolak da diizenleyici ve yapisal molekiilleri kiran ve
bunun sonucunda hiicrenin Oliimiine sebep olan kaspaz denilen proteaz kaskadinin

aktivasyonunu igeren ortak bir yolda birlesir (Sekil 2.5.) [42].

igsel yolak Digsal yolak
Hiicre igi stres 10 Oliim ligandlar:
e o ]
=2 1
5 - T - W
L-';nm* ‘ Prokaspaz-8 [ ] DISC kompleks]
LR Kaspaz-8 \) ] \J ot
/o |
":'“C" '/‘ _l Prokaspaz-3
Apof-1 Kaspaz
@ ‘ * ‘ ' kaskadi - A*’S
9 3
Apoptozom

Sekil 2.5: i¢sel ve dissal yol mekanizmalari kaspaz-bagimli apoptozisin indiiklenmesi [43].

Mitokondriyal yolun kilit olayr mitokondri dis membran permeabilizasyonudur (Mitochondrial
Outer Membrane Permeabilization, MOMP). Permeabilizasyon sonucunda; sitokrom c,
mitokondri tiirevli kaspaz aktivatorii/IAP baglayici protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi,
apoptozis indiikleyici faktor (AIF) ve endoniikleaz D gibi mitokondri membran proteinleri
sitozole saliir. Mitokondri i¢ membran yiizeyinden sitokrom c’nin sitozole salinmasi ile
sitokrom c, sitoplazmik protein olan Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor-1)’e baglanir
ve onu aktive eder. dAATP/ATP’nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom ¢ kompleksi
heptamerik bir yapiya oligomerize olur. Bu yapmin olusmasi, prokaspaz-9’un Apaf-1 ile

etkilesimini miimkiin kilar ve boylece apoptozom kompleksi olusur (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6: Apoptotik uyart sonucu apoptozom sekillenmesi
(http://www3.uah.es/daviddiaz/Apoptosis/caspasas.htm
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Baslatic1 kaspaz olarak bilinen kaspaz-9 apoptozom tarafindan aktiflesir. Aktif duruma gelen
kaspaz-9; kaspaz-3’ii veya diger ilerletici kazpazlar aktiflestirerek kaspaz kaskadini baslatir.
Bir diger durum ise kaspazlardan bagimsiz olan ve apoptozise neden olan mekanizmalarin
oldugudur. Bu mekanizmada mitokondriden salinip apoptoz indiikleyici faktor (AIF) niikleusa
gecer ve niikleazlar aktiflestirerek DNA hasarina yol agar. Kaspazlardan bagimsiz olarak

apoptozise neden olan AlF, granzim B, steroidler, ve endoniikleaz G bulunmaktadir [43].
2.6.3.3. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptozis Olusturulmasi

ER membraninda lokalize olan kaspaz-12 aracili bir yolaktir. Son ¢aligsmalara gore kalpainin
ve Caiyonlarindaki artis prokaspaz-12 aktiflestirir. Aktif olan kaspaz-12 kaspaz-9 ile etkilesir
ve sitozolik kaspaz kaskadin1 aktiflestirir [44].

2.6.4. Apoptozisin Genetik Kontrolii

Hiicrelerin normal biiylimesini ve gelismesini diizenleyen genler protoonkogenlerdir. Mutasyon
geciren protoonkogenler onkogenlere doniisiir. Onkogenler, hiicrelerin asir1 proliferasyonuna
uyarimi gerceklestirir. Timor baskilayici genler hiicrenin asir1 biiylime ve boliinmesini aktive
edici genleri baskilayan ve dengeleyen genlerdir. c-myc, p-53 ve bcl-2 ailesi (bcl-2, bax ve bcl-
X) olarak bilinen genler apoptozisi diizenleyen genlerdir ve kodladiklari proteinler de ayni adi
almaktadir [45].
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p-53 tlimorii, baskilayicl bir gendir. Serbest radikal ve hipoksi olusumu p-53 genini aktiflestirir,
p-53 protein aracili DNA onarimi baslatir. DNA hasari olustugunda, S fazini gegici olarak bloke
eder. DNA tamiri i¢in zaman kazanilir, eger tamir miimkiin degilse hasarlanmis hiicreler

apoptozise yonelir.

C-myc proteini bir transkripsiyon diizenleyici faktoriidiir. Bazi faktorlerin ortamda bulunmasina
bagli olarak hiicrenin proliferasyonuna ve apoptozise ugramasina neden olur. C-myc
protoonkogeni hiicrenin biiyiimesini programlar. Hiicrede c-myc ve uygun biiylime faktorleri
bulunmuyorsa biiylime durur, eger her ikisi de yeterli ise hiicre ¢gogalmast olur ancak c-myc

oldugu halde biiytime faktorleri yoksa apoptozis goriiliir.46].
2.6.4.1. Antiapoptotik Proteinler

Bcl-2 ve Bcl-xl: Mitokondrinin membran gecirgenligini koruyan apoptotik kaskadin
kontroliindeki en 6nemli gruptur. Bunlardan bazilar1 hiicre koruyucu (antiapoptitik) proteini,
digerleri de apoptotik aktivitenin Onciileridir (bax ve bad). Hiicrenin akibeti bu molekiillerin

rolatif oranindan belirlenir.

Giglii bir 6liim inhibitori olan Bcel-2 molekiillerin etki ettikleri lokalizasyon mitokondridir ve
sitokrom-c salimmini engeller. Mitokondri membrani disinda ¢ekirdek membraninda ve
endoplazmik retikulumda bulunur. Bcl-x1 molekiilii mitokondri membranin diginda bulunur.
Bcl-2 ve Bcl-x1 proteinleri, apoptozisi proapoptotik proteinler olan Bax ve Bid molekiillerini

inhibe ederek engeller. Apaf-1 uzerinden Bcl-xI kaspaz aktivasyonunu 6nler [47,48].
2.6.4.2. Proapoptotik Proteinler

Bax, Bad ve Bid: Etkilerini sistein proteazlar olan kaspazlar iizerinde gerceklestirir. Kaspazlar
hiicre 6lim yolunda aktiflenir. Bax, normal saglikli hiicrede sitoplazmada yer alir. Apoptotik
uyar1 sonucu bax mitokondriye dogru yonelir ve Sitokrom-c¢ salinimina neden olur. Bad’in
normal lokalizasyonu mitokondri membraninin dis zaridir ve bcl-xl1 ile baglidir. Apoptozis
uyari sirasinda iki molekiil ayrilir. Bid, bax’1 aktiflemek i¢in mitokondriye dogru yonelir, ayn1

zamanda bcl-2’yi inaktive eder [49,50].
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2.6.5. Apoptozis ve Nekrozis Morfolojisi

Hiicrenin ¢ekirdeginde olusan kondensasyon, niiklear yogunlagsma ve fragmentasyon
apoptozisin Ozelliklerinden biridir. Hiicrenin biiziilmesi ve diger hiicrelerle etkilesimlerinin
kesilmesi apoptozisin bir diger 6zelligidir. Na, K ve Cl iyonlarin1 tagiyan mekanizmalarin
calismamasi hiicrenin toplam hacminin 1/3’{inii kaybetmesine ve hiicre bliziigmesine neden
olur. Apoptotik hiicrenin mikrovilliilar1 kaybolur ve gevre hiicreleriyle baglantisi kesilir [51].
Apoptotik uyari alan hiicrenin membraninda transglutaminaz enzimi aktif olur, membran sekli
bozulur ve bu hiicrede tomurcuklar olusur. Bu asamada floresan boyalar ile DNA boncuk
seklinde gozlemlenir. Apoptoziste endonukleazlar DNA’yi interniikleozomal bdlgelerden 180-
200 bazi ¢ifti blylikligiinde keser [52]. Bu agaroz, jel iizerine merdiven goriintiisii (“ladder
pattern”) olarak yansir [53]. Apoptozis asamasi ilerledikge hiicrenin etrafinda beyaz dairemsi

(halo) seklinde bir sinir belirginlesir. Bu olay 151k mikroskobunda gbzlenebilir.

Saglikli hiicrede yaklasik yedi kirilma onarilirken apoptoziste 300 000 kirilma meydana gelir
ve apoptozis onlar1 onaramaz [54]. Kromatinin yogunlagsmasindan 6nce sitozolik Ca++ artar ve
plazma membranin i¢ yiizeyinde disa dogru fosfatidilserin transloke olur [55]. Hiicre
par¢alanmasiyla nuklear material tasiyan zarla cevrili ‘apoptotik cisimcikler’ olusur ancak
hiicre yasamaya devam eder. Fosfoditilserinin translokasiyonu apoptotik cisimciklerin
fagositozunu uyarir. Hiicre iskeletine gore apoptozis yaklasik 30 — 60 dakikada tamamlanir

[56].

Piknozis, apoptozisin en karakteristik ozelligidir. Hematoksilen ve eozin boyamalarinda
apoptotik hiicreler yuvarlak ya da oval goriinlimdedir, bu boyamalarda koyu eozinofilik
sitoplazma ve yogun mor niikleer kromatin fragmentleri (pargalar1) gozlenir. Hiicrede meydana
gelen degisiklikler elektron mikroskobu ile daha iyi goriintiilenir. Erken evrede, niikleer
materyalin karakteristik olarak niikleer membranin altinda g¢evresel sekilde kiimelendigi
goriintlilenir. Hiicre ¢ekirdeginin pargalanmasi (karyoreksis) siireci ve hiicre parcalarinin
apoptotik cisimler iginde ayrilmasi siireglerini takiben hiicre membraninda “bleb” adi1 verilen

cepcikler olusur.

Apoptotik cisimcikler sitoplazma ve siki paketlenmis organelleri icerirken niikleer fragment
icerebilir ya da icermeyebilir. Apoptotik cisimciklerde organel biitiinliigli korunur. Organeller

saglam bir plazma zar ile cevrilidir. Daha sonra bu cisimcikler makrofajlar, parenkimal
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hiicreler ya da neoplastik hiicreler tarafindan fagosite edilir ve fagolizozomlar ile pargalanir.

Apoptozis siirecinde inflamatuvar reaksiyon ger¢eklesmez. Ciinkii;

e apoptotik hiicreler hiicresel bilesenlerini hiicreler arasi kisma salmaz,
e kendilerini ¢evreleyen hiicreler tarafindan hizlica fagosite edilir,

e yutulan hiicreler de anti-inflamatuvar sitokin tiretmez [57,58].

NEKROZIS ,

=& _ -
% Kromatin ve

Kromatin vigilmas: Od* f@ { ' A —
Organellerin sismesi - - C‘) } NN oy kondensasyonu

@5;\_\\ ) Niikleer fragmentasyon
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5 3 = R ) Bleb olusumu
2=y © (0 &% &
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_ Apoptotik cisimcik
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Sekil 2.7: Apoptozis ve nekrozisin sematik karsilastirilmasi (http://bilimvebilimadami.com/programli-
hucre-olumleri-birbirlerinden-farkli-olabilir).

2.6.6. Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farklar

Yol acan etmenler: Nekrozis icin: Iskemi, hipertermi, hipoksi, siddetli oksidatif sters, litik
viral enfeksiyon; Apoptozis i¢in: Bliylime faktorii eksikligi, hiicre yaglanmasi, HIV, radyasyon,

sitotoksik T lenfositler.
Fiziksel Farkhilhiklar:

1. Apoptoziste tek hiicreyi etkilerken, nekrozis birden fazla grup seklinde hiicreleri etkiler.
2. Fizyolojik olmayan olaylar nekrozu baslatabilir, apoptozise fizyolojik uyaranlar neden

olabilir. Ornegin: hormonal dengenin bozulmasi.
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3. Nekrotik hiicreler cevreye kemotaktik maddeler salgilayarak makrofajlar1 uyarir ve
hiicreler fagosite olur.

4. Apoptotik hiicreler ¢evreye kemotaktik maddeler salgilamaz, yakinlarinda bulunan
epitelyum veya makrofajlar tarafindan fagosite olur.

5. Inflamatuar cevap nekrozda olusurken, apoptozda inflamatuar cevap yoktur. [59,60].
Morfolojik Farkhiliklar

1. Nekrozda zarin biitiinliigii bozulurken apoptoziste zarda tomurcuklanma olusur ancak
biitiinliik bozulmaz.

2. Mitokondri ve sitoplazmada meydana gelen sisme nekrozu baslatir; apoptoziste
sitoplazmada biiziilme ve nukleusta kromatin yogunlagmasi olur.

3. Nekroz sonucu hiicre tamamen parcgalanirken vezikiil formasyonu yoktur, apoptoziste
apoptotik cisimler ve zara bagl vezikuller olusur.

4. Nekroz pasif bir olaydir, yani enerjiye ihtiya¢ duymaz ve +4°C’de bile gerceklesebilir.
Apoptozis, +4° C'de ger¢eklesemez ve enerji gerektiren bir olaydir.

5. Nekroz sirasinda DNA rastgele parcalanir, apoptoziste monooligonukleozomal
parcalama gergeklesir ve agaroz jel elektroforezide apoptozise 6zel “ladder pattern”
gorunur.

6. DNA fragmentasyonu nekrozda postlitik, apoptoziste de prelitiktir.

7. Apoptoziste zar asimetrinin degismesi sonucu, inflamatuar reaksiyona gerek kalmadan
apoptotik hiicre, komsu hiicreler tarafindan fagosite olur. Nekroziste nonspesifik zar

parcalanmasi olur ve orada inflamatuar cevap olusur [61].

2.6.7. Apoptozisin Goriildiigii Olaylar

Apoptozis her tiirlii neoplastik olusumda hem biiylime hem gerileme doneminde goriilebilir
[60]. Hafif siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da apoptozis goriiliir.
Ornek olarak hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma, hafif
hipoksi gosterilebilir [62]. Bu anlamda apoptozis, spesifik bir uyarana maruz kalan hiicrenin bu
uyarima aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir [59]. Apoptozisli hiicreler saglikli doku

icinde dagilmis sekilde bulunur. Apoptozisin goriildiigii baslica olaylar sunlardir:
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Fizyolojik Olaylar:

Metamorfoz ve embriyogenezde.

Hormona bagimli degisiklikler (endometriyum yikimi, laktasyon sonrasi meme
bezlerinin rejenerasyonu, menopozda folikiil atrezisi).

Hiicre boliinmesi siirekli olan hiicre gruplarinda, hiicre sayisin1 dengelemek icin
hiicrelerin azaltilmas1 gerekir (barsak kripta epitelleri).

Immun hiicrelerinde — B ve T hiicrelerinin sitokin azalmasindan sonra; timus gelisimi

sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi [46].

Patolojik Olaylar:

Apoptozisin Inhibisyonu fle fliskili Hastahklar

1
2
3

Kanser: Over kanseri, akciger kanseri, prostat kanseri, hormon bagimli tiimorler.
Viral infeksiyonlar: Poliovirus, Herpes viriis, Adenovirus.

Otoimmun bozukluklar

Apoptozisin Aktivasyonu le Tliskili Hastaliklar

o b~ w0 N

Norodejeneratif hastaliklar: Parkinson hastaligi, Retinitis pigmentoza, Alzheimer
hastaligi, Amyotrofik lateral skleroz, Serebellar dejenerasyon.

AIDS.

Aplastik anemi.

Toksik nedenli olan karaciger hasari.

Iskemik hasarlar: inme, Myokard infarktiisii, Reperfiizyon hasari

2.6.8. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler

2.6.8.1. Morfolojik goriintiileme yontemleri

Isik mikroskobu kullanimu.
Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi.
Elektron mikroskobu.

Faz kontrast mikroskobu.
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2.6.8.2. Immunohistokimyasal yontemler

. Anneksin V Yontemi.
° TUNEL Yontemi.
. M30 Yontemi.

. Kaspaz-3 Yontemi.
2.6.8.3. Biyokimyasal yontemler

o Agaroz Jel Elektroforezi.
o Western Blotting.

o Akim Sitometri.
2.6.8.4. Immunolojik yontemler

o ELISA.

o Flourimetrik Yontem.
2.6.8.5. Molekiiler biyolojik yontemler

o DNA Microarrays.

2.7. KANSER VE DOGAL URUNLER

Hastaliklara kars1 tibbi bitkilerin kullanim1 eski ¢aglardan bugiine siiregelmektedir. Bitkilerin
kullanim 6zellikleri ve yerel adlari ilk caglardan kalan antik Misir papirisleri ve Hitit
yazitlarinda belirtilmistir [63]. Kanserin tek bir nedenden kaynaklanan bir hastalik olmadigi, bu
hastaligin ortaya ¢ikmasinda birgok faktoriin etkili oldugu belirtilmis ve farkli dokularda
gelisebilen bir hastalik grubu oldugu anlagilmistir. Kansere sebep olan nedenleri bulmak, daha

basarili ve Onleyici yontemler ile tedaviler gelistirmek adina arastirmalar devam etmektedir

[64].

Cok yogun ve maliyet gerektiren galismalar sonucu bilim diinyasi, kanser ile ilgili 6nemli
bilgiler edinmistir. Gliniimiizde modern tibbin yanina tamamlayici ve alternatif tip dahil
edilerek kullanilabilir. Bu konuda ¢ok ¢aligmalar yapilmakta ve bilim diinyasina her giin yeni
bilgiler ilave edilmektedir. Ozellikle bitkilerden elde edilen droglarin kansere kars: farkli etki

mekanizmalart oldugu gosterilmektedir.
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Tibbi bitkiler E vitamini, C vitamini ve karotenoidler, yiiksek antioksidant aktivite gosteren
polifenoller, quinonlar, flavonoidler, aminler, alkaloidler gibi serbest radikalleri temizleyen

birgok antioksidantlara sahiptir [65,66].

Bilim insanlarinin, dogal bilesiklerini hastaliklara karsi koruyucu veya tedavi edici olarak
kullanabilecekleri konusunda ilgileri artmistir. Diinya saglik orgiitii (WHO) kayitlarina gore
alternatif tiptan faydalanan insan sayisi diinya niifusunun %70-80 dir. Yaklasik 70. 000 tibbi
bitkinin bu amagla kullamldig1 belirtilmistir [67]. Ilag iiretiminde Diinya Saghk Orgiitii
tarafindan uygun goriilen bitki sayisi 21 000 dir. Modern tibba destek verebilmek amaciyla,
Diinya Saglik Meclisine iiye olan iilkelerde geleneksel tedavi yontemlerinin kullaniminin
yayginlagsmas1 ve belli bir standarda ulastirilmasi i¢in WHO tarafindan “2014-2023 yili
Geleneksel Tip Stratejileri” programi baglatilmistir [68].

Viicutta serbest radikallerin yol actig1 hasarlardan korunmaya yonelik dogal bilesikler bilim
diinyasininin ilgisini ¢ekmekte ve yeni dogal maddelerin kesfedilmesine yonelik ¢alismalar

devam etmektedir [69].

Antioksidant aktiviteye sahip kimyasallar bitkilerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmakta ve
bu bilesiklerin cesitli dejeneratif hastaliklar1 engelledigi goriilmektedir. [70]. Ozellikle
polifenolik fitokimyasallarin (antitimor ve antioksidant) bagisikligi diizenleyici kapasiteye

sahip oldugu belirlenmistir [71, 72].

llaglarla kiyaslandiginda ¢ogu dogal bilesenlerin kanser inhibitdr etkisi dogrudan DNA
hasarina neden olmaz. Benzer sekilde dogal bilesiklerin hayatta kalan hiicrelerde DNA
mutasyonuna neden olma olasiligi daha diigiiktir. Cogu zaman kanser hiicreleri normal
hiicreleri etkilemeksizin {izerinde segici olarak hareket eder. Dogal bilesiklerin kanserle

miicadelede o6zellikleri:

. Bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesi.

. Anjiyogenezin inhibisyonu ile kanser hiicrelerinin yayilmasini veya kanser hiicrelerini
besleyen yeni kan damarlarinin biiyiimesini 6nlemek.

. Kanserin biiyiimesini olumsuz etkileyen bir ortam yaratmak, viicutta yiiksek oksijen
seviyesi, yiiksek metabolizma, yiiksek sicaklik, diistik seker seviyesi ve yiiksek alkali

ortam olusturmak.
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. Detoksifikasyon ve viicutta daha fazla toksik maddelerin birikmesinin 6nlenmesi.
. Tiim hedef, organlar1 6zellikle kanserden etkilenenleri desteklemek.
. Kansere neden olan mutasyon degisikliklerin ortaya c¢ikmasini tetikleyen serbest

radikallerle savasmak [73].

2.8. SARIMSAK (Allium sativum)

2.8.1. Sistematik Siniflandirilmasi

Sarimsak (Allium sativum) sogan tiirlerinin en énemlisidir. 1753 yilinda isvigreli botanikg¢i Carl
Von Linné tarafindan ilk defa bilim diinyasina tanitilmistir [74]. Allium cinsinde olan
sarimsagin, Liliaceae familyasindan oldugu tanimlanmistir [75]. Bu konu ile ilgili son 50 yilda

degisik yaklagimlar ortaya ¢ikmustir.

Once Allium cinsi, Amaryllidaceae familyas: incelenmistir ancak son taksonomi calismalarina
gore bu cinsin Alliaceae familyas1 altinda yer almasi gerektigi disiiniilmistiir. [76]. Bu
simiflamaya gore sarimsak Monocotyledones sinifi, Liliiflorae iist takimi, Asparagales takimi,
Alliaceae familyasi ve Allium cinsine bagl bir tiir olarak belirlenmistir. Niikleer ribozomal

DNA'ya gore yapilan son siniflandirma Tablo 2.3’da gosterilmistir [77].

Tablo 2.3: Niikleer ribozomal DNA'ya dayali sarimsagin siniflandirilmasi

1 Simf Liliopsida

2 Altsinif Liliidae

3 Superorder Lililanae

4 Order Amaryllidales
5 Familya Alliaceae

6 Alt Familya Allioideae

7 Takim Allieae

8 Cins Allium

2.8.2. Taskoprii Sarimsagi

Ulkemizin florasindaki yabani sogan tiirlerinin zenginligi dikkate alindiginda, Anadolu’da
TaskOprii sarimsagi, sarimsagin anavatani kabul edilir. Eski ¢aglardan beri farkli iklim, toprak
ve ¢evre kosullarinda tarimi yapilan sarimsak bitkisinin bugiin ¢ok fazla kiiltiir ¢esidi vardir.

Iste bu kiiltiir ¢esitlerinden birisi de Task&prii Sarimsag1’dir ve Taskdprii Bolgesi igin tescil
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edilmis, yani markalagsmis bir sarimsak ¢esididir. Taskoprii sarimsaginin farki su agilardan 6n

plana ¢ikmaktadir:

o Taskoprii sarimsaginda bulunan ve onun kokusunu veren kiikiirtlii ugucu yaglar ve
tiirevleri (allipropildisiilfit gibi) tilkemizde yetistirilen biitiin diger sarimsaklara oranla
daha fazladir.

o Diger sarimsaklara gore baharat orani, keskin kokusu ve aromasi daha yiiksek oldugu
icin konserve, tursu, baharat sanayi alaninda en ¢ok aranan c¢esittir.

o Vitamin ve mineral maddeler yoniinden besin degeri en zengin gesittir.

o %33-37 oraninda kuru maddeler icerdikleri i¢in fazla agirlik kaybina ugramaz.

o Raf omrii uzundur. Soguk depoya gerek kalmadan normal depoda da 10- 11 ay
muhafaza edilebilir.

o Uretim zamaninda iklim kosullarina toleranshidirlar. Baslarinin kaliteli ve iri olmasi
onlar1 ihracata uygun bir iiriin yapmaktadir.

o Ulkemizde sarimsak cesitlerinin arasinda selenyum elementi bulunan tek cesittir. [74].

2.8.3. Allium sativum ozellikleri

Sarimsak c¢ok eski yillardan beri halk arasinda tedavide kullanilmaktadir. Karakteristik lezzeti,
kokusu ve biyolojik aktivitelerinin  ¢ogu organosiilfiir bilesikleri igerdiginden
kaynaklanmaktadir [78]. Insanlarda yiiksek sarimsak tiiketimi, cesitli kanser tiirlerine karsi
koruyucu bir etki ile iligkilidir. Cesitli epidemiyolojik ¢aligmalarda tlimorlerin 6liim oranindaki
azalma, sarimsak ile iligkili oldugunu gostermektedir. Otsu kiiltiir bir bitki olan sarimsak
(Allium sativum), yaklagik 5.000 yildir Misir, Yunan, Hint ve Cin uygarliklar1 tarafindan
antibakterial, antitrombotik, antimutagenik ve antikanserogenik 6zellikleri nedeni ile pek ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir [79,80]. Ana yurdunun Orta Asya stepleri oldugu

sanilmaktadir. Diinya tlizerinde halen 300—400 ¢esit sarimsagin yetistigi bilinmektedir.

Sarimsakta fruktoz igeren karbonhidratlar (%26-30), bol miktarda su (% 65), kiikiirt bilesikleri
(% 1,1-3,5), lif (% 1,5) protein (% 1,5-2,1) ve arginin gibi serbest amino asitler bulunur. Ayrica
yiiksek oranda kiikiirt, fosfor, ¢inko, potasyum, orta miktarda A ve C vitaminleri, Saponin ile
az miktarda da kalsiyum, sodyum, magnezyum, demir ve B kompleksi vitaminler de bulunur
[81]. Orta miktarda germanyum, selenyum, gibi elementler igermektedir. Organosiilfiir

bilesiklerinin, sarimsagin aktif bilesikleri olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu bilesiklerin
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biyolojik etkilerinde rol alan faktorlerin, allil gruplar1 ve siilfiir atomlarn sayis1 oldugu
diistiniilmektedir [82]. Allium sativum, alliin, alliinaz, allisin, S-alil sistein (SAC), dallildistilfid
(DADS), dialiltristilfid (DATS) ve metilalitrisiilfid gibi 100'den fazla, biyolojik olarak yararli
olan sekonder metabolit icerir [73]. Sarimsakta bulunan kimyasal bilesikler Tablo 2.4’de

gosterilmistir [83].

Tablo 2.4: Sarimsakta bulunan kimyasal bilesikleri (kCal 1,170 — 3,630/kg) [83].

Kimyasal bilesikler Miktar(ppm) Kimyasal bilesikler Miktar(ppm)
1,2-dimercaptosiklopentan 2,4 1zolosin 2,170-5,208
1,2-epitiopropan 0,1-1,66 Losin 3,050-7,392
1,3-ditian 0,08 -3 Lizin 2,730-6,552
1-Heksanol 0,23 Magnezyum 240-1,210
2,5-dimetilt-tetrahidrotiofen 0,6 Manganez 5,4-15,3
2-metil-benzaldehid 0,1 Metil-allil-disulfid 6-104
2-propen-1-ol 0,1-21 Metil-allil-sulfid 0,5-4,6
2-vinil-4H-1,3-ditiin 2-29 Metil-allil-trisulfid 6-279
3,5-dietil-1,2,4 tritiolan 0,15 - 43 Metil-propil-disulfid 0,03-0,66
3- metil-2- siklopenten-1-tion 0,16 —1,6 Niacin 4-17
2-vinil-4H-1,2-ditiin 0,34 - 10,65 Nikel 1,5-1,7
4-metil-5-viniltiazol 0,75 Nikotinik asid 48

Alanin 1,320-3,1168 P-kumarik asid 58

Allicin 1,500-27,800 Fenilalanin 1,830-4,392
Alliin 5,000-10,000 Fosfor 880-5,220
Allil-propil-disulfid 36-216 Potasyum 3,730-13,669
Aluminyum 52 Prolin 1,000-2,400
Anilin 10 Propen 0,01-6
Arginin 6,340-15,216 Propentiol 1-41
Askorbik asid 100-788 Protein 35,000-179,000
ASH 10,000-395,000 Protodegalaktotigonin 10

Aspartik asid 4,890-11,736 Protoerubosid-B 100
Beta-karoten 0,17 Quercetin 200

Biotin 22 Riboflavin 0,5-3

Boron 3-6 S-(2-karboksi-propil)glutation 92,5

Kafeik asid 20 S-allo-merkaptosistein 2

Kalsyum 180-4,947 S-allil-sistein 10
Karbohidrat 274,000-851,000  Sativosid-B-1 30

Krom 2,5-15 Skordin 250

Kobalt 0,5-100 Skordinin-A 39,000
Bakir 4,8-9,7 Skordinin-A-1 67-30,000
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Tablo 2.4 (devam): Sarimsakta bulunan kimyasal bilesikleri (kCal 1,170 — 3,630/kg) [83].

Kimyasal bilesikler Miktar(ppm) Kimyasal bilesikler Miktar(ppm)
Sistin 650-1,560 Skordinin-A-2 250-8,000
Diallil-disulfid 16-613 Skordinin-B 800
Diallil-sulfid 2-99 Skordinin-A-3 333
Diallil-trisulfid 10-1,061 Serin 1,900-4,560
Dimetil - Difuran 5-30 Sodyum 158-559
Dimetil -diulfid 0,6-2,5 Tiamin 2-8

Dimetil -trisulfid 0,8-19 Treonin 1,570-3,768
Yag 2,000-12,000  Kalay 6

Ferulik asid 27 Trans-1-propenil-metil-disulfid 0,9

Lif 7,000-39,000  Trans-ajoene 268
Glutamik asid 8,050-19,320  Triptofan 660-1,584
Glisin 2,000-4,800 Tirozin 810-1,944
Histidin 1,130-2,712 Valin 2,910-6,984
Demir 15-219 Su 585,000-678,000
Izobutil-izotiosianat 0,14-25 Cinko 15,3

Alliumlarda bulunan ana organosiilfiirler ikiye ayrilir: suda ve yagda ¢6ziinen (Tablo 2.5).

Lipofilik organosiilfiirlerin suda ¢oziinenlere gore daha etkili oldugu tespit edilmistir [84].



Tablo 2.5: Sarimsakta bulunan yagda ve suda ¢6ziinen bilesikler [84].

Kimyasal yap1 Bilesik Kisaltma
Yagda ¢oziinen bilesikler
CH, =CH — CH; - S(O)— CH; - CH (NH;) - COOH S - Allilsistein

sulfoksid(Allin)
CH; - CH =CH-S(0)-CH, - CH (NH,) - COOH S — Propenilsistein sulfoksid
CH; — CH; — CH; — §(0) - CH, — CH (NH,) — COOH S — Propilsistein sulfoksid
CH; — §(0)—CH; — CH (NH;) - COOH S — Metilsistein sulfoksid
CH,=CH -CH;-S(0)-S -CH,-CH =CH; Allicin
CH,=CH-CH;-S(O)-CH;-CH=CH-S-S-CH,-CH=CH, Ajoene
CH;—CH,-CH=S0 Propanetial S - oksid
CH;=CH-CH,-S—-CH,-CH=CH; Diallil sulfid DAS
CH;=CH-CH,-S-S-CH,-CH =CH; Diallil disulfid DADS
CH;=CH-CH,-S-S-S-CH;-CH=CH; Diallil trisulfid DATS
CH,=CH -CH,—-S—-CH; Allilmetil sulfid AMS
CH,=CH-CH,-S-S-CH; Allilmetil disulfid AMDS
CH;=CH-CH,-S-S—-S-CH; Allilmetil trisulfid AMTS
CH; —CH; - CH; - S—-CH; -CH; —CH; Dipropil sulfid DPS
CH;-CH;-CH;-S-S-CH,-CH,—-CH3 Dipropil disulfid DPDS
CH; —CH;-CH;-S—-S—-S—-CH,—-CH; —CH; Dipropil trisulfid DPTS
CH;-CH,-CH;-S—-CH; Propilmetil sulfid PMS
CH; -CH,-CH,-S—-S—-CH; Propilmetil disulfid PMDS
CH;-CH,-CH,-S-S-S—-CH; Propilmetil trisulfid PMTS
Suda coziinen bilesikler
CH,=CH - CH,—S— CH, — CH (NH,) - COOH S - Allilsistein SAC
CH,=CH-CH,-S-S-CH,-CH (NH,) - COOH S - Allilmerkaptosistein SAMC
CH,=CH -CH,-SH Allilmerkaptan AM

Diallil siilfid, diallil disiilfid, diallil trisiilfid ve diger allil polisiilfidler dahil olmak iizere allil

stilfid grubunu olusturmaktadir ve sarimsak yaginda toplam miktarlar1 yaklasik %94 oraninda

olan bilesiklerdir [85].

v-glutamyl-S-alk(en)yl-L-sisteinler intakt sarimsakta bulunan primer siilfiir bilesikleridir.

Hidroliz ve oksitlenme reaksiyonlari sonucu S-alkil(en) yl-L-sisteine sulfokside (alliin) dontisiir
(Sekil 2.8) [86].
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Sekil 2.8: Sarimsakta bulunan aliin i¢in 6nerilen biyosentetik yol [86].

Sarimsak kesilir, parcalanir veya ezilirse, sarimsak dislerinin etrafin1 saran zar pargalanir ve

yapisinda bulunan allinaz enzimi aktif hale gelir (Sekil 2.9) [88].
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Allin (Kokusuz)

Allinaz (Kesme veya ezme ile aktive
edilir. Sannmsak kokusunu verir)

Allicin (Sarimsak Kokusu)

7\

Diallil trisiilfit Diallilsiilfitler
Diallil disiilfit Ajoenler
Vinilditinler

Sekil 2.9: Alliin metabolizmasi [88].

Bir amino asit olan alliin, enzimatik olarak siilfiir bilesiklerin dnciisii olan allicine doniistiiriliir.
Siilfiir bilesikler sarimsagin lezzeti, kendine has kokusu ve farmakolojik ozelliklerinden
sorumludur. Allicin oldukga kararsiz bir bilesiktir ve kosullar uygunsa, dialil siilfiir (DAS),
dialil disiilfid (DADS), dialil trisiilfid (DATS), vinil ditin ve ajoeni igeren ¢esitli yagda-¢oziiniir
bilesiklere doniisiir. Ayni1 zamanda, y-glutamil -Salk(en)yl-L-sisteinler, S-allil sisteine (SAC)
and S-allil merkaptosistein (SAMC) igeren, suda ¢Oziiniir organosiilfiir bilesiklerine
doniistiiriilebilir. Suda ¢06ziiniir organosiilfiir bilesikleri kokusuzdur ve yagda c¢oziiniir
organosiilfiir bilesiklerine kiyasla daha az karakteristik bir lezzete sahiptir [87]. Organosulfiir

bilesiklerin transformasyonu Sekil 2.10° da gosterilmistir [88].
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Sekil 2.10: Sarimsakta yaygin olarak incelenen organosiilfiir bilesiklerinin kimyasal yapilari [88].

2.8.4. Sarimsagin Antikanserojen Aktivitesi

Sarimsagin, antikanserojenik, anti-aterosklerotik, kan lipidleri ve seker modiilasyonunda;
antifungal, antimikrobiyal, antitrombotik, kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavi edilmesinde ve
bagisiklik sisteminin uyarilmasinda etkileri bulunmaktadir. Farmakolojik etkileri ve sagliga

tesvik edici faydalar1 Tablo 2.6'da 6zetlenmistir [88].
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Tablo 2.6: Sarimsagin farmakolojik etkileri ve sagliga tesvik edici faydalarinin 6zeti [88].

Etki mekanizmasi Saghga etkisi

Antikarsinojenik/Antimutajenik Hiicre bdlinmesini inhibe etmek, apoptozu
indiiklemek, DNA onariminit arttirmak,
detoksifikasyon enzimlerini uyarmak
Antimikrobiyal (Antifungal, Antibakteriyal, Antiviral) | Antibiyotik

Oksitleyici ajanlarin1 temizlemek, SOD, GPX,
Antioksidant GST, katalaz enzimlerini indiiklemek

Proinflamatuar sitokin salimimi arttirnak, NK

Immiinomodiilatdr hiicrelerini uyarmak

Anti-hipolipidemik Kolesterol ve yag asidi sentez enzimleri inhibe
etmek

Anti-hipokolesterolemik Kolesterol turnoverini arttirmak

NO ve H:S’yi indiikleyen ve vazodilatasyona

Anti-hipertansif neden olan Anjiotenzin II” yi inhibe etmek
Anti-diabetik Insulin sentezini uyarmak

Anti-trombik Tromboz olusumunu azaltmak

Karaciger koruyucusu GST indiiksyonu ile GSH diizeylerini arttirmak

Epidemiyolojik ¢aligmalarda; sarimsak tiiketimiyle kalp, damar ve kanser hastaliklarin
gelisiminde ters bir orant1 oldugu gozlenmistir [89, 90, 91]. Sarimsagin bu hastaliklara kars1
koruyucu mekanizmasi tam olarak heniiz ag¢iklanmamistir. Sarimsak, antioksidant ayni
zamanda oksidant 6zellige sahip ¢ok sayida kimyasal icermektedir. Bu nedenle, sarimsaktan
antioksidant 6zellige sahip toksik ya da okside edici olmayan kimyasallarin izolasyonu ve bu
maddelerin tanimlanmas1 6nem tagimaktadir. Ornegin, gida takviyesi olarak sarimsak yagmin
genis bir doz araligi kullanilmaktadir ve sarimsak yaginin bazi dozlar1 kesinlikle toksiktir.
Dolayisiyla herhangi bir in vivo antioksidant ya da baska etkiyi ortaya koyan bir ¢aligma
yapilmadan Once, sarimsagin kullanilacak biitiin dozlarda giivenli olamayabileceginin goz

Oniine alinmasi gerekmektedir [92].

Bazi1 organosiilfiir bilesikler sitokrom P450 (CYP) aktivitesini inhibe eder. Sarimsakta bulunan
22 organosiilfiir bilesikleri incelenerek CYP2AG6 {izerine etkileri incelenmistir. CYP2A6
nikotin bagilinin, N-nitrozaminleri gibi promutagenlerin aktivasyonunda rolii oldugu
tanimlanmistir. Bu ¢alismaya gore dialkil disulfidin inhibitor etkisi dialkil siilfide gore ¢ok daha
fazladir [93].
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Sarimsakta bulunan ajoene glutatyonun, rediiktaz enziminin substratini inhibe ederek hiicrede
oksidatif stresi arttirdig1 bildirilmistir [94]. Ajoene, 16semi hiicrelerinde peroksit liretimini
arttirarak ve NF-kappaB faktoriinii aktive ederek apoptozise neden olmaktadir. Bu da ajoenenin

antitiimor etkisini kismen agiklamaktadir [95].

Allisin, diallil distilfid ve diallil siilfid gibi etkin kiikiirt bilesikleri, sarimsagin anti-kanser ve
antioksidant 6zellikleriyle yakindan iliskilidir [96]. Diallil disiilfid, gastrik adenokarsinom
hiicre hatlarinda (AGS) canlilig1 azaltir ve doza bagl olarak apoptoza yol agar. [97].

Cilt kanserinde sarimsak organosiilfiirlerin koruyucu rolleriyle ilgili bilgiler gittikce
artmaktadir [98]. Diallil trisiilfidin, hiicre igi reaktif oksijen tiirlerin diizeyini (ROS) ve DNA
hasarmi arttirarak, endoplazmik retikulum stresini ve G2/M fazinda tutuklamayi uyararak,
insan melanoma (A375) ve bazal karsinoma (BHK) hiicrelerinde mitokondri aracili apoptozis
ile kaspaz bagimli ve bagimsiz yollar dahil olmak tizere hiicrelerin biiyiimelerini inhibe ettigi

rapor edilmistir [99].

Sarimsak bilesenleri, kanserojen aktivasyonunun inhibisyonu, detoksifikasyonun arttirilmasi,
ekskresyon ve aktive edilmis kanserojenlerden DNA'min korunmasi gibi muhtemel

antikanserojenik mekanizmalari igerebilir [100].

Sarimsak bilesenlerinin, karsinojenlerin DNA'ya kovalent baglanmasin1 bloke ettigi,
kanserojenlerin; degradasyonunu arttirdigi, apoptozu ve immiin yanitini diizenledigi

gorilmiistir [101].

Ayrica DATS, tiimorlerde mitozu azaltir, histon deasetilaz aktivitesini distriir, H3 ve H4
asetilasyonunu arttirr, hiicre siklusunu inhibe eder ve pro-tiimor belirteclerini (survivin, Bcl-2,

c-Myc, mTOR, EGFR, VEGF) azaltir [102].

Sulu sarimsak ekstraktlarinin, E.coli WP trp- ve E.coli WP2trp-vrA’de 4nitroquinoline-1oxide
(4NQO) ile olusturulan mutagenezisi baskiladigi ancak UV nin bu etkiyi gostermedigi [103],
hidrojen peroksit ve y-radyasyonunun mutagenik etkisini azalttig1 [104] rapor edilmistir. T24
insan mesane kanseri hiicre serisinde sarimsagin etkin bilesenlerinden olan DADS (Diallyl

disulfid)’in apoptozisi arttirdig1 rapor edilmistir [105].
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Giiglii bir mutagen olan Cyclophosphamide (CP)’in mutagenik etkinligine karsi sarimsak
ekstraktinin antimutagenik etkisi, Isvigre albino farelerinin kemik iliginde in vivo kromozomal
hasar testi kullanilarak arastirilmistir. Calismada, farelere agiz yoluyla bes giin boyunca %1,
%2,5 ve %5 oraninda sarimsak ekstrakt1 verilmistir. Daha sonra intraperitoneal olarak 25 mg/kg
dozda CP uygulanmistir. 24 saat ve 48 saat sonra kemik iligi hiicrelerinde kromozomal hasarlar
incelenmistir. Sarimsak ekstrakti uygulanan gruplarda kromozomal hasarlarin, pozitif kontrol
grubuna gore onemli derecede azaldigi, ayrica mitotik indeksin de Onemli derecede artig
gosterdigi ortaya konmustur. Arastiricilar mitotik indeksteki artisa bagli olarak sarimsak

ekstraktlarinin antisitotoksik etkileri oldugunu da 6ne siirmiislerdir [106].

Mevcut calismalarin sonuclarina gore, sarimsagin ekstrakt bilesenleri (tek basina veya
kombinasyon halinde) potansiyel antianjiyogenik ve antimetastatik ajanlar olarak
sunulmaktadir. [88].

2.9. MANTARLAR

Yaklasik 100 bin mantar tiirii vardir. Bunlardan 700 tiir yenilebilir, 50 tiir zehirlidir. Diger 50
tiir de tibbi etkilere sahiptir. Bazilar1 cok hos goriiniimde olsa da neredeyse tiim tibbi mantarlar
sert ve odunsu goriiniimiindedir. Kanser tedavisinde mantar kullanimi1 arastirmalart 1970'lerde
baslamistir. Bugiin, bilim adamlar1 bagisiklik fonksiyonunu ve T hiicrelerinin ¢alismalarini
gelistirdiklerini bildirerek mantarlarin benzersiz sifa 6zelliklerini dogrulamistir [73]. Mantarlar;
en iyi radikal stipiiriicii Ozellikleri tasiyan, biyoaktif maddeleri iceren adaylar olarak
gosterilebilir. Yabani mantarlarin antioksidant ozellikleri kapsamli olarak incelenmis ve
tokoferoller, askorbik asit, karotenoidler ve fenolik bilesikler gibi elde edilen bir¢ok antioksidan

bilesikler tespit edilmistir [107].

Uzun yillar boyunca gesitli mantarlar, geleneksel tip alaninda farkli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir. Bir¢ok yenilebilir mantarin antimikrobiyal, antikanser ve antioksidan 6zelliklere
sahip oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda mantarlardan izole edilen bir¢ok biyoaktif

bilesiklerin cesitli tedavi edici etkilere sahip olduklari rapor edilmistir.

Mantarlar antik ¢aglardan beri insanlar tarafindan tiiketilmektedir. Mantarlarin besleyici ve
tibbi 6zellikleri uzun siiredir bilinmektedir. Nispeten biiyiik miktarda karbonhidrat, lif ve
protein (% 19 -% 35), tiim esansiyal aminoasitler de dahil olmak tizere igerirler ve yag oranlari

dusiiktiir. Mantarlarda bulunan lektinler, arastirma ¢alismalarinin konusunu olusturmustur. Su
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ana kadar pek ¢ok mantar lektini bildirilmistir. Timor hiicrelerine kars1 anti-proliferatif ve
antitimor aktivite, immiinmodiile edici aktivite, HIV-1 reverse transkriptaza karsi inhibe edici
aktivite gibi genis biyolojik aktiviteleri kapsayan ozellikleri nedeniyle son yillarda dikkat
cekmektedir. Lektin aktiviteleri biiyiik oranda hiicre adezyonu, biiyiime ve morfogenezis,
molekiiler tanima ve patogenezis gibi hiicresel fizyolojinin birgok yoniinde ortaya ¢ikan lektin-
karbonhidrat etkilesimlerine baglidir. Lektinler genellikle glikoproteinler, glikolipidler ve

hiicre yiizeylerinde bulunan polisakkaritlerle etkilesir [108].

Mantarlarda bulunan antioksidant bilesikler, sagligin korunmasi ve oksidatif hasarin
azalmasinda katkida bulunabilir. Besin degerleri ve 6nemli 6lglide biyolojik aktiviteye sahip
olan bilesikleri icermeleri, mantarlar1 giiniimiizde ¢ok daha degerli bir besin tiirii haline getirir.
Baz1 calismalar, mantar ekstraktlarinin normal (kanser olmayan) hiicre soylarinin ¢ogalmasini

degil, meme kanseri hiicre soylariin ¢ogalmasini baskiladigini géstermistir.

Yapilan in vitro calismasinda Agaricus bisporus'un sulu ekstrakti kullanilarak aromataz
aktivitesi ve Ostrojen iiretimi baskilandigr goriilmistir. Calisma, hayvan modeli ile
desteklenerek Agaricus bisporus'ta bulunan linoleik asit, linolenik asit ve konjuge linoleik asit
(CLA) gibi doymamis yagl asitlerin aromataz aktivitesini inhibe ettigini gostermistir.
Aromataz, androjenleri Ostrojenlere doniistiiriir ve aromataz ekspesyonu meme tiimorlerinde
ortaya ¢ikar. Beta-glukanlar igeren mantar ekstraktlarinin aromataz aktivitesini inhibe ettigi 6ne

stiriilmiisttir [109].

2.9.1. Kiikiirt mantar (Laetiporus sulphureus)

Uzun bir gegmisi olan Laetiporus sulphureus, bir diger adi ile kiikiirt mantari, Polyporaceae
familyasindan yenilebilen, tadi tavugu andiran bir mantardir. Iki alt tiirii vardir: L. Sulphureus
minatus ve L. sulphureus (NCBI Taxonomy). Pek ¢ok kisinin bu mantara karsi alerjisi

oldugundan, gen¢ mantarlar tercih edilmektedir.

Mantar biiyiik yiginlar halinde yetisir ve kilolarca agirlikta olabilir. Ozellikle okaliptis,
karaaga¢ ve ceviz agaglarinin govdelerinde, 6li agag¢ kiitiikleri iizerinde saprofit yasam
stirebilirler. Sarims1 ve turuncu renginde olan meyve govdeleri ile kolayca ayirt edilebilirler
[110]. Gen¢ mantarlar; nemli, etli, govdesi sar1 ve uglar1 turuncu renkte olurken yasl 6rnekler
daha solgundur. Tiirkiye’de bulundugu yerler: ségiit agaclari tizerinde Konya, Isparta, Mugla

ve Elazig; Eskisehir’de Ulmus sp. iizerinde; Istanbul kestane agaglar1 iizerinde, Bursa ve
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Samsun’da karisik yaprak doken ormanlarda; Giresun’da ladin agac¢larinda, Bursa’da mese
agaclarinda ve Edirne’de Robinia pseudoacacia iizerinde. [111]. Igerdigi lakkaz enzimi sarap
tiretiminde kullanilmaktadir [112]. Bu mantarlar ayrica giberilik asid ve sitokinin kaynagidir
[113].

Kiikiirt mantar1 sterol ve triterpenoik asitleri icerir. Bu mantarda temel sterol ergosterol ve
fungisterol az miktarda bulunmustur. Triterpenoik asitlerin (eburikoik ve sulfurenik) bu
mantara 0zel oldugu tespit edilmistir. Steroidler onemli biyolojik aktiviteye sahiptir.
Antibakteriyel, antiviral, proteaz-inhibitor, antioksidan, anti-inflamatuar ve immunomodulator
Ozelliklerine sahiptir. Arastirmalar, kiikiirt mantarinda bulunan sekonder metabolitlerin;
antitrombin [114], antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin oldugunu ortaya koymustur.
Mantar ekstraktlarindaki toplam fenolik igerigi ve antioksidan aktiviteleri arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur [115]. Mantarda bulunan ekzopolisakkaritler sitotoksik etki
yaratmadan NF-kB yolagin1 bloke ederek, lipopolisakkarid sonucu indiiklenmis NO,

prostaglandin E> ve TNF-a tiretimini inhibe eder [116].

L.sulphureus glukozca zengin ekstarselular polisakkaridlerin, steptozotocin indiikklenmis
diabetik sicanlarda, hipoglikemik etki gosterdikleri saptanmis [117], hiicre proliferasiyonun
artmasina ve sigan insulinoma RINmSF hiicrelerinde insulinotropik 6zelliklere sahip olduklar1
rapor edilmistir. Ekstrartlarin; antitlimor, antiviral, imunomodiilatdr tedavileri gibi gesitli
terapilerde [118] etkileri oldugu bulunmustur. Icerdigi non- karotenoid polieneletiporik asid

bazi sentetik gida boyalarmin yerine kullanilabilir [110] .

Bir grup arastirmaci, kiikiirt mantarinin meyve govdeleriyle ¢alisarak alt1 lanostanoidi izole
etmislerdir: 3-0kso-sulfurenik, sulfurenik asit, asetil eburikoik asit, asetil trametenolik asit, 150-
hydroxytrametenolic asit ve semisentetik bir tiirev olan asetil-3-okso-sulfurenik asit. Daha
sonra bilesiklerin HL-60 hiicrelerinde olas1 apoptotik etkileri arastirilmis ve ICso degerleri 14,
15 ve 12 uM sirasi ile sulfurenic asit, asetil eburikoik asit vel5a-hydroxytrametenolik asit

bulunarak, gii¢lii 61iim ajanlar1 olarak belirlenmistir [119].

Eburikoik asit 1950 yilinda dogal triterpenoid asit olarak tanimlanmustir [ 120]. Steroid ilaglarin
onemli bir ham maddesi olarak bilinmektedir. Poria cocos, Leatiporus sulphureus ve Fomes

pinicola gibi mantar tiirlerinde yaygin olarak bulunmaktadir [121].
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Sekil 2.11: Eburikoik asid

Molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi sonucu eburikoik asid, ROS iiretimin artmasina, ATP
tiikkenmesine, sitozolik kalsiyum iyon konsantrasiyonu ve baglayici immiinoglobulin protein
(BIP) artisina bagli endoplazmik retikulum stresine yol agtigi, dliimle iligkili protein kinazin
(DAPK) downregiile fosforilasyonu ve beclin-1, JNK ve Bcl-2’in upregiile fosforilasyonu ile
Hep 3B hiicrelerinde otofajiyi indiikledigi anlagilmistir [122].

Akasya (Robinia pseudoacacia) iizerinde parazitik olarak biiyliyen Laetiporus sulphureus 'tan
laetirobin metabolitin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmstir. /n- vitro calismalari sonucu
laetirobinin hizlica timor hiicrelerine girdigi, mitozun ge¢ evrelerinde hiicre bdliinmesini
engelledigi ve hiicreyi apoptozise tetikledigi tespit edilmistir. Fare ndroblastom hiicre hatlari
tizerinde yapilan bir On caligmada laetirobin bilesigin sitostatik aktivite gosterdigi

gozlemlenmistir [123].

Buna gore antioksidanca zengin, bagisiklik gili¢lendirici ve antikanserojen maddeleri igeren
diyet takviyeleri ile kanser sikligin1 ve gelismesini azaltmak miimkiindiir. Yogun ¢aligmalar
yapilmasina ragmen heniiz meme kanseri riskini azaltmak igin 6zel bir yaklasim tespit

edilememistir.

Bu calismada sarimsak ve kiikiirt mantarin ekstratlarinin meme kanseri hiicreleri iizerine

etkileri arastirilmasi hedeflenmistir.
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2.10. KEMOTERAPI iLACLARI

2.10.1. Paklitaksel

Pasifik porsuk agaci Taxus brevifolia’nin aga¢ kabugundan elde edilmistir [124]. Kimyasal
yapist sekil 2.12°de gosterilen paklitaksel, tiibiilinleri hedefleyen bir hiicre iskeleti ilacidir.
Paklitaksel uygulanan hiicrelerde mitotik ig ipligi birlesmesinde, kromozom ayrilmasinda ve
hiicre boliinmesinde defektler gerceklesir. Paklitaksel, mikrotiibiil polimerlerini stabilize eder
ve ayrilmalarini onler, boylelikle metafazda ig ipligi yapilanmasi miimkiin olmaz. Bu durumda
mitoz bolinme devam edemez, mitotik kontrol noktalarinin uzun stireli aktivasyonu sonucu ya

apoptozis tetiklenir ya da hiicre boliinmesi gerceklesmeden G-fazina geri doniis gergeklesir

[125].

Paklitaksel’in anahtar onciillerinden biri olan baccatinler ¢esitli Taxus tiirlerinin yapraklarinda
bulunur ve yar1 sentetik doniisiimle Dosetaksel gibi Paklitaksel’in aktif analoglar elde
edilebilir. Paklitaksel; meme, yumurtalik, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri tedavisinde
kullanilirken dosetaksel, primer olarak meme veya kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri

tedavisinde kullanilmaktadir [126].

Sekil 2.12: Paklitakselin kimyasal yapisi
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KIMYASAL MADDELER

* MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2)-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromid), Sigma, Almanya
+ Fetal Sigir Serumu (FBS), PAA, USA

* Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000 u/MI Penisilin, 10 mg/ml Streptomisin),

» Gibco, USA

» Fosfat Tuz Tamponu (PBS), Hyclone, Thermo Scientific, USA

* Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Hyclone, Thermo Scientific, USA
» SDS Molecular Biology Grade, Biochemica Applicham, Almanya

* Ham’s F12, Medium, PAA, USA

* 0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-Edta), Gibco, USA

* Dimetil Siilfoksit (Dmso), Sigma, Almanya

+ Triton X-100, Sigma, Almanya

+ Cell Viability Imaging Kit, Roche, Isvicre

+ Tripan Mavisi (%0,5), Biological Industries, Israil

» Paklitaksel (Taksen), Kogak Farma, Tiirkiye

3.2. SARF MALZEMELER

+ 25cm?ve 75cm?’lik flask, Orange Scientific

* 6 kuyulu plate, Orange Scientific

* 96 kuyulu flat plate, Orange Scientific

* 5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Set inject

* 10pl’lik pipet uclari, Biohit

* 100ul’lik pipet uglari, Expell

* 1000ul’lik pipet uglari, Ayset

» Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Orange Scientific
+ Steril santrifiyj tiipleri (15ml), Orange Scientific

* Steril santrifiyj tiipleri (50ml), Nest

* Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
» Kriyovial, Corning Incorporated Corning
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3.3. CIHAZLAR

» Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya)
+ Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

+ 800 Mikroplate (Floresans Okuyucu)

* CO2inkiibatorii, Sanyo, Japonya

* Mikroplate inkiibator ve ¢alkalayici, Heidolph, Almanya

* Bubharli sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

+ Steril kabin, ESCO, Singapur

* Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
* Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya

» Aspiratdr, Rocker 300, Tayvan

» Kuru hava sterilizatorii, Elektro-mag M 420, Tiirkiye

+ Santrifiij, Rotina 35R, Almanya

e 10ul, 100ul ve 1000pu1’lik pipet seti, Orange Scientific

* 0,5-5ml pipet, Brand

+ 10ml pipet, Eppendorf

* 5-50ul Transferpipet, Thermo Scientific

 Pipet boy, 1SO fill

» 20-200pl Transferpipet, Brand, Almanya

3.4. YONTEM

3.4.1. Allium sativum un Toplanmasi ve Tanimlanmasi

Allium sativum: Kastamonu, Task&prii ilcesinde 2015 yilinda Taskoprii ilce Gida Tarim ve
Hayvancilik Miidiirliigii tarafindan yetistirilen sarimsak kullanildi.

3.4.2. Laetiporus sulphureus’un Toplanmasi ve Tanimlanmasi

Mantar 6rnegi Tiirkiye’nin iki farkli bolgesinden toplanmistir:

Laetiporus sulphureus: Mugla Universitesinden alman kurutulmus mantar drnegi,9 Aralik 2009

Usak, Esme ilgesi, Giillii kasabasi, sogiit agacinin lizerinden toplanmaistir. Herbaryum numarast:

AT-1056.
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Laetiporus sulphureus: Bolu ili, Yeni¢aga ilgesinden 23 Ekim 2014’te s6giit agacinin tizerinden

toplanmustir.

Her iki 6rnegin identifikasyonu Dr. Ilgaz Akata tarafindan yapilmistir (Ankara Universitesi,

Fen Fakiiltesi).

3.4.3. Allium sativum ve Laetiporus sulphureus’un Ekstraksiyon Islemleri

3.4.3.1. Maserasyon ekstarksiyonu

Kurutulmus mantar blendir ile 6giitiildii. Toz haline getirilen mantar 6rneginden 50 gr., kiiciik
parcalara kesilen sarimsaktan 300 gr. tartilarak karanlik bir ortamda, 500 ml metanol’iin
icerisinde, oda 1sisinda bekletildi. Ustte kalan metanol alind1 ve taze metanol ilave edilerek
ornekler bir hafta daha bekletildi. Birlestirilen metanol ekstrakt ¢ozeltileri Whatman No.4 kagit
tizerinden filtre edilerek yogunlastirma islemi evaporatorde (rotary evaporator Biichi R-210)
50°C’deki su banyosunda, vakum altinda yapildi. Céziiciiniin tamamen uzaklastirilmasi igin

ornekler laminer akis altinda birakildi ve geri kalan metanoliin buharlastirilmasina izin verildi.
3.4.3.2. Soxhlet ekstraksiyonu

Kurutulmus mantar blendir ile 6giitiildii ve toz haline getirildi. Ogiitme isleminin amaci
numunenin uygulanacak ¢ozelti icinde maksimum miktarda ¢ézlinmesi ve ¢dzelti ortamina
gececek olan madde miktarinin maksimize edilmesidir. Sarimsak (10 g) ve mantar (10 g)
ekstraksiyonu i¢in, kaynama noktas1 200°C olan 50 ml metanol (Merck Darmstadt, Almanya)
ilave edilerek Soxhlet ekstraktoriinde (Soxhlet SER 148/3), iki saat siire ile eksraksiyon islemi
yapildi. Elde edilen ekstarkt cozeltileri Whatman No.4 kagit {lizerinden filtre edildi.
Yogunlastirma islemi evaporatdrde (rotary evaporator Biichi R-210), 50°C°deki su banyosunda,
vakum altinda yapildi. Coziiciiniin tamamen uzaklastirilmasi igin 6rnekler laminer akis altinda

birakildi ve geri kalan metanoliin buharlagtirilmasina izin verildi.

3.4.4. Allium sativum ve Laetiporus sulphureus’un Ekstraktinin Hazirlanmasi

Allium sativum ve Laetiporus sulphureus’un stok cozeltisi 50 mg/mL konsantrasyonunda
olacak sekilde, DMSO ile ¢6ziilmesi saglandi. Bu ¢ozlinmiis stoktan 20’°ser pl olacak sekilde
alikot yapilarak stok,- 80°C” de saklandi. Calismalar icin gerekli seyreltmeler ise besiyeri ile
yapildi.



54

3.4.5. Kemoterapdétiklerin Hazirlanmasi

Paklitaksel 5 ml RPMI 1640 besiyeri iginde 200 TDC (Test Drug Concentration) dozunda
hazirland, seri diliisyon yapilarak hiicrelere son konsantrasyonlar1 50, 25, 12, 6, 3, 1.5, ve 0.75
TDC olacak sekilde uygulandi. Kemoterapotik ile Laetiporus sulphureus’un Mugla’dan
toplanan mantar 6rneginin ekstarkti ile kombinasyon ¢alismasinda, dozlar su sekilde hazirlandi:
5’er ml besiyeri i¢gine paklitaksel ve mantar ekstresi sirastyla su sekilde hazirlandi: 50 TDC
vel00 pg/ml; 25 TDC ve 50 pg/ml; 12 TDC ve 25 pg/ml; 6 TDC ve 12 pg/ml; 3 TDC ve 6
pg/ml; 1.5 TDC ve 3 pg/ml; 0.75 TDC ve 1.5ug/ml.

3.4.6. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirti, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir. Ticari olarak Amerika
Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan satin alinan MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri
hiicre soylari, kriyovial denen kaplar igerisinde, -80 C° dolaplarda saklandi. Kullanilan hiicre

soylarinin 6zellikleri asagida belirtilen sekildedir:
MCF-7 Hiicre Soyu:

+ Insan meme kanseri hiicre soyu
+ Ostrojen reseptorii (+)

« E-kaderin (+)

» Kaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: (-)

* Daha az oranda yayuilabilir.

MDA-MB-231 Hiicre Soyu:

+ Insan meme kanseri hiicre soyu

+ Ostrojen reseptorii (-)

» Epidermal growth factor (EGF) (+)

» Transforming growth factor alpha (TGF alpha) (+)
+ E-kaderin (-)

» Kaspaz 2: (+), Kaspaz 3: (+)

* Yiiksek oranda yayilabilir.
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3.4.6.1. Hiicre Soylarinin Stoktan Cikartilmasi

Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla kriyovialler, -80 C° den alinarak sicak su banyosunda hizli bir
sekilde ¢ozdiiriildii. Hiicre siispansiyonu; %5 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 Lglutamin
(Gibco) igeren 5 ml RPMI (Roswell ParkMemorial Institute medium) besiyeri igerisine alindi.
Falkon tiip 800rpm’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim aspire edildi ve hiicre
peleti lizerine 1 ml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi. Falkon
tiip iizerine 4 ml besiyeri ilave edildi ve 5 ml’lik hiicre siispansiyonu 25 cm?’lik flasklar

(Thermo Scientific) igerisine alinarak 37 C° ’de, %5 COz2 iceren ortamda inkiibe edildi.
3.4.6.2. Hiicre Soylarinin Pasajlanmast

Deneylerde kullanilan hiicre soylari, flask yiizeyini tamamen kapladiginda (konfluent
olduklarinda) flask icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan arindirilmasi igin
25 cm?’lik flask icerisine 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edildi ve hiicrelerin yiizeylerinin hafifce
yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine
yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0.5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu
kullanildi ve hiicreler 37 C%de, %5 CO2’li ortamda 5 dk. inkiibe edildi. Mikroskopla
bakildiginda flask ylizeyinden ayrildigi kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in en
az iki kati kadar besiyeri ilave edildi. Boylece tripsinin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan sonra
hiicre membranlarina zarar vermeye baslamasi engellenmis oldu. Flask igerisindeki hiicre
siispansiyonu, i¢erisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam hacim tripsinin 10 kat1 olmal1) 15
ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 800 rpm’e 5 dK. santrifiij yapildiktan sonra stipernatant kisim
aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti Iml hiicre besiyerinde ¢6ziindiikten sonra 9 ml besiyeri
ilave edildi. 10 m1’lik hiicre siispansiyonu 75 cm?’lik flasklara alinarak 37 Cde, %5 CO2 igeren
ortamda inkiibasyona birakildi. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar ¢ogalmalari

saglandi.
3.4.6.3. Hiicre Soylarinin Stoklanmasi

Hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda flask igerisindeki besiyeri aspire edilerek
ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile hafifce yikandiktan sonra PBS aspire edilerek
uzaklastirildi ve hiicrelerin flask yilizeyinden kalkmalarini saglamak i¢in %0,05 Tripsin-EDTA
(Gibco) soliisyonu eklendi. Hiicreler 37 C%’de, %5 CO2’li ortamda 5 dk. inkiibasyona birakildi.
Mikroskopla bakildiginda flask ylizeyinden ayrildig: kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe
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edilmesi i¢in en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu,
igerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip (Orange Scientific) igerisine alindi. 800 rpm’de
5 dk. santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve pelet lizerine her bir kriyovial
icin 1.5 ml dondurucu medium (5ml DMSO + 5ml FBS + 40ml DMEM), karanlik ortamda

ilave edildi. Hiicre siispansiyonu kriyovialler igerisine dagitilarak -80 C°’ye kaldirildi.
3.4.6.4. Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre soylar1 i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in %5 Fetal Bovine
Serum (Hyclone USA), %1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10 mg/ml
streptomisin, Gibco), %1 L-glutamin (Gibco) igeren RPMI 1640 (Hyclone USA) soliisyonu
kullanildi.

3.4.6.5. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
siispansiyonundan 20ul 0,5 ml’lik tiipe alind1 ve {izerine esit miktarda %0,5 tripan mavisi
(Biological Industries) konarak iyice karigmasi saglandi. Hematositometre, distile su ile iyice
temizlendi. Bu karigimdan 12ul alinarak thoma lamina koyuldu ve mikroskopta lam iizerinde
bes alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan sayi, sulandirma katsayisi ile carpilarak 1ml

besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.

3.4.7. Morfolojik Degerlendirme

MCF- 7 hiicrelerine 48 saat siireyle sarimsak ve mantar ekstratlar1 uyguland: (100 pg/ml).
Ekstratlarin sitotoksik etkisi morfolojik olarak faz-kontrast mikroskobunda (Olympus CKX41,
Japan) degerlendirildi.

3.4.8. SRB (Sulforhodamine B) Metodu

SRB metodu; hiicre kiiltiiriinde sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan, hiicrelerdeki total
protein Ol¢iimiine dayanan kolorimetrik bir metottur. Bu metot, Amerika’da bu konularda
referans merkez olarak kabul edilen NCI (National Cancer Institute)’iin de ¢alistig1 bir yontem
oldugundan, anti-kanser ila¢ arastirmalarina elverisli bir yontemdir. Ayrica biiyiik 6lgekli ilag
tarama uygulamalari i¢in, ila¢ kaynakli sitotoksisite ve hiicre ¢ogalmasini 6lgmek igin uygun

bir analiz yontemidir. Siilforhodamin B (SRB) protein baglayabilen anyonik bir boyadir.
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Trikloroasetik asit ile sabitlenen pH altinda bazik aminoasitler ile elektrostatik bir kompleks
olusturur ve bu maddede hizla renk degisimi gozlenir. Bu renk degisimi 560 ve 580 nm
absorbanslar da kolayca olgiiliir. Pasajlama isleminden sonra 75 cm?’lik flask icerisinde
konfluent olan hiicreler, hiicre pasaj protokoliindeki gibi tripsin ile kaldirildi. Flask igerisindeki
hiicre siispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam hacim tripsinin 10 kat1
olmali) 15 ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 800 rpm’e 5 dk. santrifiij yapildiktan sonra
stipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre pelleti Iml hiicre besiyerinde ¢oziindiikten
sonra 9ml besiyeri ilave edildi ve bundan 10ml’lik hiicre siispansiyonu elde edildi. Hiicreler,
96 kuyulu plate igerisine son hacim 200 pl medium (1:1 DMEM/ Hams F-12), i¢inde 5000
h/kuyu olacak sekilde ekildi. Kor (Negatif Kontrol) i¢cin kullanilacak kuyulara ise 200 pl
medium (1:1 DMEM/ Hams F-12) eklendi.

Liyofilize edilip saklanan sarimsak ve mantar orneklerinin (Allium sativum, Laetiporus
sulphureus Mugla bolgesinden toplanan ve Laetiporus sulphureus Bolu bogesinden toplanan)
stok cozeltisi 50 mg/ml olacak sekilde DMSO ile c¢oziinerek hazirlandi. SRB testi icin,
orneklerin farkli konsantrasyonlari (0,001-100pg/ml) hiicre besiyerinde hazirlanarak 96 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. MCF -7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 100ul besiyeri
icerisinde 5x10* hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi.

Laetiporus sulphureus’dan izole edilen saf madde Laetirobin, DMSO ile hazirlanan ve derisimi
1.3 mM olan stok ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlart (0,0375-2.6 uM), hiicre besiyerinde

hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi.

Hiicrelerde, 6liimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik, MO) olarak sadece, besiyeri ortami
igerisinde ekilen hiicreler kullanildi. Kor i¢in ayrilan kuyular igerisine ise 200ul besiyeri ilave

edildi. Ardindan hiicreler, 48 saat 37 °C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi.
SRB (Sulforhadamine B) Metodu Igin Kimyasallarm Hazirlanmast:

* %10 (w/v) TCA: 10 gram TCA, 100ml deiyonize su ile 100ml ye tamamland1 ve

* %10 (w/v) Trikloroasetik asit (TCA) elde edilir.

* %1 Aset ik asit ¢cozeltisi: 1ml aseik asit 99ml su ile hazirlanarak %1 lik astetik asit ¢ozeltisi
elde edilir.

* %0,4 w/v SRB: %1’ lik asetik asit i¢inde hazirlandi.
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* 10mM Tris baz: 121 mg tris baz1 ise 100ml deiyonize su ile tamamlanarak, 10mM pH:10.0
tris bazi elde edilir.

48 saatlik uygulama siiresi sonunda hiicresel proteinleri fikse etmek i¢in, her kuyuya 50 ul TCA
(Trikloro asetik asit) eklendi. Hiicresel proteinler +4 °C’ de 1 saat fikse edildi. Fiksasyon siiresi
sonunda plate ters ¢evrilerek TCA dokiildii. TCA’y1 uzaklastirmak i¢in kuyular 5 kez deiyonize
su ile yikandi. Her yikamanin sonunda plate ters ¢evrilerek dokiildii. Yikama sonunda SRB
soliisyonundan her kuyuya 50 ul eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda, karanlikta inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda SRB plateden dékiilerek uzaklastirildi. Baglanmamis boyayi
uzaklastirmak i¢in kuyular 5 kez %1°lik asetik asit ile yikandi. Her yikamanin sonunda plate
ters cevrilerek dokiildii. Yikama sonunda plate, kuyular igerisinde hi¢ damla kalmayacak
sekilde havada kurutulduktan sonra proteinlere baglanan boyanin ¢oziinebilmesi i¢in, 10 mM
tris baz1 (150 ul/kuyu) eklendi. Boya soliisyonunu homojenize hale getirmek i¢in plate, en az
10 dk. 150rpm’de shakerda inkiibe edildi. Optik dansite ELISA okuyucuda 564 nm’de okundu.

% Canlilik hesabai:

Mantar ve sarimsak 6rnekleri uygulanmamis kontrol hiicre canlilig1 %100 olarak kabul edilerek
ilag uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 agagidaki formiil ile hesaplandi. Deney igerisinde her

bir konsantrasyon, birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyuda tekrarland.

% Canlihlk = [100x(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-kor

ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)] olarak hesaplandi.

3.4.9. Floresan Boyama Yéntemi ile Oliim Modunun Belirlenmesi

3.4.9.1. Hoechst 33342, Propidyum Iyodiir (PI) ile Ikili Boyama Yontemi

Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini, dolayisiyla niikleusu
goriiniir hale gelebilmektedir. Hoechst 33342, hiicre membranindan niifuz edebilen dolayisiyla
DNA'ya baglanabilen bir boyadir. Canli ve 6lii (apoptotik/ nekrotik) hiicrelerin ¢ekirdeklerini

boyamak i¢in kullanilmaktadir.

Propidyum iyodiir (PI), sadece hasarli hiicre membranlarindan gegebilen, gec
apoptotik/sekonder nekrotik veya primer nekrotik olan, tiim 6li hiicreleri boyayabilen, floresan
niikleik asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disar1 atilmaktadir. Primer nekrozis

(hiicre hacminin artmas1 fakat fragmente ya da piknotik nukleuslarin gozlenmemesi) toksik
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kosullar (hipoksi, iskemi, hipertermi, vb.) altinda gerceklesen klasik 6liim seklidir. Sekonder

nekrozis ise, piknotik ya da fragmente nukleus ile karakterize olup apoptozisin ge¢ safhasidir.

Hiicre kiiltliri ortaminda apoptozise giden hiicrelerin membranlari intakt (erken apoptozda)
olmasina ragmen daha ileri donemlerde ge¢ apoptoz/sekonder nekrozun gelismesi ile hiicrelerin
membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz asamasina kadar olan siire i¢inde
hiicreler, non-vital boyalar ile (PI) boyanacak olurlarsa apoptozis baslamis olmasina ragmen
membran intakt olmasindan dolay1 bu boyalarla boyanamaz. Yani PI negatif ve Hoechst boyasi
pozitif boyanmaktadir. Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran
biitiinliiklerinin bozulmasi ile non-vital boyalar ile boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla PI pozitif

ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar [127].

Ikili boyama yontemi kullamlarak bilesiklere maruz kalms hiicrelerin 6liim sekilleri, niikleus
morfolojisine bakilarak yapilabilir. Apoptotik hiicrelerde; ¢ekirdegin normal hiicrelere gore
daha kiigiik olma 6zelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde ise ¢ekirdegin normal hiicrelerden
biraz daha biiyiik olmasi ve daha az boya almasi 6zelligi aranmaktadir. Bu amagla, bilesiklerin
hiicre soylar1 lizerindeki etkilerinin morfolojik olarak floresan mikroskopta goriintiilenebilmesi

icin ikili boyama yontemi kullanildi.

Ikili boyama igin, MCF-7 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 2 ml igerisinde
5x10 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyonu takiben
hiicreleri zedelemeden {izerlerinden 1ml besiyeri uzaklastirildi ve LSMM 6rneginden 100
png/ml, 1ml icerisinde olacak sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol kuyularindan 1ml
besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1ml taze besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler 12, 24 ve 48
saat 37°C, %5 CO.’li ortamda inkiibasyona birakildi. 12, 24 ve 48 saat orneklerinin
uygulamasini takiben, hiicrelerin siipernatantlar1 15 ml’lik falkonlara toplandi ve bir kez 1ml
PBS ile yikama yapilip tekrar ayn1 falkonlara konuldu. Hiicreleri toplamak amaciyla kuyulara
200 pl tripsin pipetlendi ve 4 dakika 37°C’de bekletildi. Siire sonunda hiicreler, ilgili falkonlara
topland1 ve bu siispansiyondan, 800 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
supernatant uzaklastirildi ve pelet tizerine, PBS igerisinde konsantrasyonlar1 1pug/ml P1, Img/ml
RNaz, ve 10 pg/ml olan ikili boyama ¢ozeltisinden 100 pl pipetlendi ve karanlikta 20 dakika
37°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda bu stispansiyondan 20 ul temiz bir lam tizerine alind1 ve
lamel ile kapatilarak bilesiklerin hiicrelerde sebep oldugu olim sekli, floresan mikroskop

altinda degerlendirildi.
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3.4.10. M30 Antijen (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) Metodu

Sitokeratinler (CK), kanser tanisinda kullanilan intermediat filament protein ailesine ait
proteinlerdir. Apoptozis esnasinda sitoskeletin onemli bir proteini olan CK 18, sadece apoptotik
hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle kirilarak kirilmig CK18’1
(CK18-Asp396) olusturmaktadir [128]. M30 monoklonal antikor, ozellikle CKI18’in
Asp396°da kirilan fragmanin1 (M30 antijen) tantyarak CK’lerin apoptotik bir belirte¢ olarak
kullanimini saglamaktadir (Sekil 3.1.) [129]. Boylece apoptozise dzgii bir belirte¢ olan kirilmis
CK18, ELISA yontemiyle saptanmaktadir. Bu 6zel CK18’1 tantyan M30 antikoru, hiicrelerin
bulundugu ortamla temas ettirilirse ve eger ortamda apoptotik hiicreler de var ise, apoptozisin

varlig1 gosterilmis olur.

SITOKERATIN-18

Kaspaz-3, -7, -9

'

0 e S < s = R e

39 M30

Sekil 3.1: Sitokeratin 18’in kaspazlar araciliiyla kesimi ve bu bolgenin M30 antikoru ile taninmasinin
sematik gosterimi [130].

ELISA metoduyla M30 antijen fragmentini belirlemek i¢in, MCF-7 hiicreleri sayilarak 96
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 200 ul icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde (3 tekrarli) ekim
yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO’li ortamda inkiibasyonu takiben, hiicreleri zedelemeden
tizerlerinden 100 pl besiyeri uzaklastirildi. Sonrasinda LSMM 6rneginden 100pg/ml, 100 pl
icerisinde olacak sekilde hiicrelerin tizerlerine uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan 100 pl
besiyeri uzaklastirildi ve yerine 100 pl taze besiyeri ilave edildi. [lag uygulamalarini takiben

hiicreler 48 saat 37°C, %5 CO.’li ortamda inkiibasyona birakildi.

48 saatlik inkiibasyon sonunda tiim kuyulara 10 ul %10’luk Triton-X100 ilave edildi. 15 dakika
oda sicakliginda 600 rpm ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi. Tiim kuyulardaki supernatant
toplandi ve 2000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilip M30 Apoptosense ELISA (M30-
Apoptosense ELISA kit, Peviva, Bromma, Sweden) kit icerigine uygun olarak calisildi.
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Supernatantlar, kitin igerisinde yer alan, CK18’1 taniyan fare monoklonal M30 antikoru kaplh
striplere 25 ul pipetlendi. Tiim 6rnekler lizerine 75 pl horseradish peroksidaz konjugati
eklendi.4 saat boyunca 600 rpm c¢alkalayicida oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda &rneklere 250 ul yikama soliisyonu ilave edilerek 5 kez yikama
yapildi ve hemen ardindan 200 ul TMB substrati1 ilave edilerek 20 dakika karanlikta oda
sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 1N H2SO4 igeren 100 ul stop ¢ozeltisi ilave
edildi ve olusan renk siddeti, spektrofotometrik olarak 450nm’de (FLASHScan S12, Jena,
Almanya) okundu.

3.4.11. Akim Sitometri Analizleri- Annexin/Kaspaz 3/7

Akim sitometri ile bir siispansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller lazer 15181 ile
aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegirilir; hiicrelerin 1518 Oniinden gecerken verdikleri
sinyaller toplanarak analiz edilir. Ol¢iim sirasinda hiicreler siv1 icerisinde tek tek askida olmali
ve hiicreleri igeren siispansiyon siirekli bir akisla lazer 1s1n1 i¢inden gegmelidir. Akim sitometri
cihazinda bir saniyede binlerce hiicre, lazer 1s1m ile karsilastiklar1 flow cell adi verilen
boliimden gecer ve hiicreler lazer 15181 ile uyarilir. Her bir hiicre lazer 1s181n1n bir kismini saptirir
ve aynt zamanda lazer 15181 tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji yiiklenmis
olundugundan, floresan 15181 yayarlar. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiiklik,
graniilarite gibi fiziksel ozellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan g¢esitli florokromlar
(floresan 6zellikte boyalar) da olabilir. Hiicreler, yiizeylerindeki veya hiicre igindeki proteinlere
0zglin antikorlarla inkiibe edilerek hiicrelerin antijenlere baglanmalar1 saglanir. Her spesifik
antikor FITC, PE, PerCP, 7-AAD gibi floresan boyalarla isaretlenmistir. Boylece belirli
antijene sahip hiicrelerin laser 1sm1 ile karsilastiginda verdigi floresan sinyalleri
degerlendirilerek o hiicrenin hangi spesifik antijeni tasidigi belirlenebilir [131]. Akim sitometri
ile floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak apoptoziste eksprese oldugu bilinen
herhangi bir ylizey proteini saptanabilmektedir. Kolay uygulanabilir olmasi, uzun zaman
almamas1 ve Kkantitatif sonuglar vermesi agisindan bu yontem, klinikte apoptozisin

saptanmasinda olduke¢a kullanislidir [132].
3.4.11.1. Annexin V ve Dead Cell Boyama

Apoptozis veya programli hiicre Oliimii; hiicre biliylimesi ve proliferasyon yolaklarinin

diizenlenmesinde aktif ve onemlidir. Hiicrelerde apoptoz siirecinde karakteristik fizyolojik
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degisiklikler gézlemlenir. Bu degisimler arasinda, normalde hiicre membraninin i¢ yiiziinde
bulunan ve bir membran fosfolipidi olan fosfatidilserinin, membranin dis yiiziine transloke
olmasi, spesifik hiicresel proteinlerin degredasyonu veya kirilmasi, kromatin kondensasyonu
ve apoptozun ge¢ evresinde membran biitiinliglinde bozulma sayilabilir. Fosfatidilserinin
translokasyonu hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken

donemlerinde meydana gelir (Sekil.3.2).

Saghkl hiicre Apoptotik hiicre Gec apoptotik hiicre
U / ’
(:) my@
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S
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Sekil 3.2: Fosfotidilserinin translokasyonu ve Anneksin V’i baglamasi [133].

Anneksin-V, fosfatidilserin icin yiiksek affinite ile Ca*? baglayici bir proteindir. Apoptotik
hiicre, FITC gibi floresan bir madde ile isaretlenerek goriiniir hale getirilebilir. Fosfatidilserin
molekiillerinin Ca*? iyonu varliginda, Anneksin-V-FITC komplesi ile baglanmasi sonucu

apoptotik hiicre 6liim yiizdesi belirlenmektedir.

Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit oda sicakligina getirildi. MCF-7 hiicreleri sayilarak 6
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 1ml igerisinde 2.5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapild1. 12, 24
ve 48 saat 37°C, %5 CO>’li ortamda inkiibasyonu takiben LSMM &rneginden 100 pg/ml,1ml
icerisinde olacak sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol kuyularina 1ml taze besiyeri
ilave edildi. 12, 24 ve 48 saat 37°C, %5 CO;’li ortamda inkiibasyon sonunda ilag uygulanan
kuyularin siipernatantlari, 15 ml’lik falkonlara toplandi ve negatif kontrol kuyularinin

siipernatant1 uzaklastirildi. Hiicreler tripsin ile kaldirildi ve ilgili falkonlara toplandi. 1000 g 5
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dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve 100 pl %1
FBS iceren besiyeri eklendi, 1.5 ml tiipe 100 pl hiicre siispansiyonu alindi. Bu ependorflara 100
pul Muse™ Annexin V & Dead Cell soliisyonu eklendi. Orta hizda yaklasik 5 saniye vorteks
yapildi. Karanlik ortamda, 20 dk. oda 1sisinda inkiibasyon sonunda Muse™ Cell Analyzer

cihazi ile 6l¢tim yapildi (Sekil.3.3).

Her tiige 100 L

Annexin V B Dead .H!r -‘. T
Cel solisyonu —
. 100 L eldenir 10 dakika oda
eldaei sgiipady Ahibe

Hicreler kidtir kaplanna Girnekder Muse™ Annexin V Je o P e ve 200 et "
el tedavi wygulia, e  EDesd ol wslivyseeyis - - e sl
apoptotun indlidendi sire inkibasyon ign hapriamr, :
boyunca inkubasyona Ornekder en az By BSa, M1 |
urilaler FOS igarecek peldde '
hanrianmabelr ' -
—

Sekil 3.3: Annexin V & Dead Cell Boyama Protokolii [ 134].

3.4.11.2. Kaspaz 3/7 Aktivitesi

Kaspazlar, programli hiicre 6liimii olan apoptosis siirecinde 6nemli bir rol oynayan sistein
proteazlardir [135]. Baz1 kaspazlar oncelikli olarak intraseliiler kaskadin baslamasinda rol
oynarken, efektor kaspaz olarak adlandirilan kaspazlar ise apoptotik siirecin ileri asamalarinda
rol alirlar. Efektor kaspazlar olan kaspaz 3/7 aktivasyonu apoptozun ayirt edici dzelliklerinden
biridir. Bu efektor kaspazlar, kaspaz -3 ve kaspaz -7 gibi yapisal proteinlerin kirtlmasi yoluyla
hcresel yikimda rol oynar (Sekil.3.4) [136].



64

Hicrelere apoptozun indiklendigi

sire boyunca treatment uyqulanir 50 pl hicre solisyonu Uzerine
Muse™ Kaspaz-3/7 caligma 150 pL 7-AAD Muse™ cihazinda
l solisyonundan § pl eklenir solisyonu eklenir dlcm yapilr
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Sekil 3.4: Kaspaz 3/7 Testi Protokolii [134].

7-Aminoaktinomisin D (7-AAD), DNA i¢in giiglii affiniteye sahip floresans ozellikte bir
kimyasal bilesiktir. Intakt hiicre zarindan kolayca gegemez, bu nedenle zar biitiinliigii bozulmus
hiicrelerde ¢ift zincirli DNA'nin GC bakimindan zengin bdlgelerine baglanir [137]. Deneyde
dort hiicre popiilasyonu ayirt edilebilir:

» Non-apoptotik hiicreler: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-)

* Erken apoptotik hiicreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (-)

* Geg apoptotik hiicreler ve 6lii hiicreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+)
* Cok fazla niikleer debris: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+) [134].

Muse™ Kaspaz 3/7 testi icin MCF- 7 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 1ml
icerisinde 2.5x10°hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 12, 24 ve 48 saat 37°C, %5 CO;’li ortamda
inkiibasyonu takiben Laetiporus sulphureus un Mugla 6rneginden 100 pg/ml, 1ml igerisinde
olacak sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol kuyularina 1ml taze besiyeri ilave edildi.
12, 24 ve 48 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyon sonunda dncelikle kitin bilesenlerinin
oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltlir kaplar1 icerisindeki besiyeri aspire
edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyulara 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave
edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan
sonra ylizeye yapisan hiicrelerin yilizeyden tripsin ile ayrilmalari saglandi ve yiizeyden ayrilan
hiicreler; ilgili falkonlara toplandi. 1000 g 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi falkonlarin
slipernatantlar1 uzaklastirildi ve elde pelet sulandirilarak tedavi gruplarini iceren etiketli

ependorflara hiicre siispansiyonundan 50 pl eklendi. Daha sonra kaspaz 3/7 c¢alisma
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soliisyonundan her bir tedavi grubunu igeren ependorflara 5 pl konuldu. Kisa bir pipetaj
isleminin ardindan ependorflar kapaklar1 agik bir seklide 37°C’de, %5 CO2’li ortamda, 30
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda ependorf igerisinde hiicre siispansiyonlarina
150 ul DNA’ya baglanabilen 7-AAD eklenerek kisa bir pipetaj gerceklestirildi. Daha sonra oda
sicakligindan karanlikta Sdk inkiibasyona birakildi. Daha sonra muse cihazindaki kaspaz 3/7

aktivitesi degerlendirildi.

3.4.12. Apoptotik Gen Ekspresyonlarminin incelenmesi

3.4.12.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Uygun in vitro kosullarda, niikleik asitlerin ¢ogaltilmasina dayanan bir yontemdir. Bu yontem

Randall K., Henry A. Erlich ve Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir.

o PZR Uygulama Asamalar1 ve Prensipleri

PZR reaksiyonun asamalari: Denatiirasyon- yiiksek sicaklikta DNA zincirlerinin birbirinden
ayrilmasi; hibridizasyon- sentetik oligonukleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasini;
polimerizasyon - zincirin uzamasini; sikluslarin belirli sayida tekrar edilmesi (Sekil 3.5). PCR
asamalar1 “thermocycler”denilen PCR cihazlariyla yapilmaktadir. Her siklusun isitma ve
sogutma asamalar1 yazilim programlarinin kontroliinde yapilir. “Thermocycler” da +4°C ile

100°C’s1caklikarasinda programlanabilir [138].
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Sekil 3.5: Polimeraz Zincir Reaksiyonu Siklusunun Basamaklar1 [139].



66

. DNA’nin Denatiirasyonu Asamas.

Hidrojen baglarin kopmasiyla DNA zincirlerinin birbirinden ayrilmasi hedeflenir. G+C
nukleotidce zengin olan hedef zincirlere yiiksek sicaklik daha uygundur ve genelde
denatiirasyon 95°C’de, 30 saniye veya 97°C’de 15 saniyede gergeklestirilir. Denatiirasyonda

cok yiiksek sicaklik veya siiresinin uzun olmasi enzim aktivitesini olumsuz etkiler [138].

. Primerlerin Baglanma Asamas1 (Hibridizasyon, Annealing).

DNA’nin spesifik bolgelerine dizayn edilmis ve prime adi1 verilen sentetik oligoniikleotidler
komlementar diziye baglanir. Bu asamada sicaklik 37-65 C’ye iner. Primerlerden birisi,
DNA’nin 5’ ucu, digeri anti paralel olan 3” ucuna, DNA polimerazin ¢alisma yoniine (5’—3")
baglanir. islem 0.5-1 dakika siirmektedir. Primerlerin niikleotid yapisi, uzunlugu ve PCR
sollisyonun konsantrasyonu, primerlerin baglanmasi i¢in gerekli olan sicakligi ve siireyi
belirler. Genellikle sicaklik (primerlerin erime sicakligi) 5°C altinda olmalidir. 55-65°C iyi
sonugclar verir. Optimal sicaklik baz sayilarina gore hesaplanir: G-C arasinda ii¢ hidrojen bagi,
A-T arasinda iki hidrojen bagi; G-C bazlar igin 4°C, A-T bazlar i¢in 2°C’dir. Ornegin; 17
bazdan primer yapisinda, 11 G-C, 6 A-T bulundugu kabul edilirse optimal baglanma sicaklig1
su sekilde hesaplanir [138].

11 x4+4+6x2=56°C

o Primerlerin Uzatilma Asamasi (Polimerizasyon, Extention, Elongation).

Bu asama genelde 72°C’de gergeklestirilir. Primerler baglandiktan sonra onlarin hibritlestigi
tek zincir DNA polimeraz tarafindan sentezlenir. Her bir siklus i¢in 2 dakika yeterlidir.
Amplifiye olacak DNA bdlgesinin uzun olmasi halinde bu siire arttirilabilmektedir. Ortalama
her kb icin bir dakika eklenmesi onerilir. Bu agamada Taq polimeraz 5’—3’ yoniinde c¢aligarak,
primerlerin 3’ uclarindan baglayarak, ortamdaki niikleotidleri baglayarak hedef DNA dizisinin
kopyasii1 olusturur. Ug asama yaklasik 10-15 dakika kadar devam ederek birinci amplifikasyon
asamasindan sonra sicakligin tekrar 95°C’ye yiikseltilmesi ve ayni asamalarin 25-30 kez
tekrarlanmasi ile islem sonlanir. Hedef DNA segmentinin, 2" formiiliine gore yaklasik 33,6

milyon kopyasi olusur [138].
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3.4.12.2. Es Zamanh PZR

Kisa siirede kantitatif sonu¢ verebilen, niikleik asit zincirin amplifiye olmasiyla es zamanl
olarak artis gosteren floresans, sinyalin dl¢iilmesine dayanan bir PZR yontemidir. Cift sarmal
DNA'’ya baglanabilen Syber green 1 miktarindaki artig, yayilan floresans miktarinda da artisa
neden olacaktir. [138, 140].

Hedefe 6zgiil problarin kullanilmasi LightCycler’in diger bir uygulama seklidir. Problardan biri
donor boya- 3° ucundan floresans boyayla isaretlidir, diger alici ise boya -5’ ucundan
isaretlenmistir (acceptor dye). Birbirine 1-5 niikleotid uzaklikta baglanan problarin isaretli
uclar1 yakinlasarak agiga cikan enerji floresan olusturur [141, 142]. Es zamanl PZR’da tiipler
acilmadig1 i¢in kontaminasyon riski diisiiktiir. Ayrica floresan problar kullanilarak hedef

niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir [143].

RealTime ready Human Apoptosis Custom Panel (Roche) ve Light Cycler480 Probes Master
(Roche) kitleri kullanilarak alinan es zamanli PZR sonuglarinin analizleri Light Cycler 480

yazilimi kullanilarak yapildu.

Apoptotik gen ekspresyonlarinin (BCL2L10, BIK, BAX, BCL-2, FASLG, HRK, TNFRSF10B,
TNFRSF10A) incelenmesi i¢in, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu
platelere 2 ml icerisinde 1x106 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5CO2’li
ortamda inkiibasyonu takiben hiicreleri zedelemeden iizerlerinden 1ml besiyeri uzaklagtirildi
ve LSMM o6rneginden 100 pg/ml, 1 ml i¢erisinde olacak sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif
kontrol kuyularindan 1 ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine Iml taze besiyeri ilave edildi.
Ardindan hiicreler, 16 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi.16 saat ilag
uygulamasini takiben, total RNA izolasyonu yapildi.

3.4.12.3. Hiicrelerden Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu High Pure RNA Isolation Kit (Roche) kullanilarak yapildi. Bu asamada
ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, buz lizerinde tutulan 15 ml’lik falkonlara topland1 ve
negatif kontrol kuyularmin siipernatant1 uzaklastirildi. Kuyulara 2 ml soguk PBS ilave edilip
hiicreler scraper (Corning) ile kaldirild1 ve 1lgili falkonlara aktarildi. Siispansiyon +4°C’de, 800
rpm’de, 5 dakika santrifiij (Hettich Zentrifugen, Almanya) edildi. Santrifiij sonras1 falkonlarin

siipernatantlar1 uzaklastirildi ve pelet iizerine 200 pul PBS eklenerek al-ver yapildi. Kitin
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igerisinde yer alan filtre tiipler, koleksiyon tiipler ile birlestirildi, lysis-binding tamponundan
falkonlara 400 ul eklenerek tiim hacim, birlestirilmis tiiplere (iist kisimda yeralan filtre tiip
icerisine) aktarildi ve 8000 g’de 15 saniye santrifiij edildi(Eppendorf AG, Hamburg, Germany).
Santrifiij sonras filtre tiip ile koleksiyon tiipii ayrildi, koleksiyon tiipiindeki siv1 uzaklastirildi
ve filtre tiip ile koleksiyon tiipli tekrar birlestirildi. Ortamdaki total DNA’y1 uzaklastirmak
amaciyla kitin igerisinde yeralan DNaz inkiibasyon tamponundan 100 pl pipetlenerek oda
sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda, DNaz inkiibasyon
tamponunu uzaklastirmak amaciyla yikama islemleri gerceklestirildi. Bu amagla kitin
igcerisinde yeralan 1 numarali yikama soliisyonundan 500 ul eklenerek 8.000g’de 15 saniye
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi filtre tiip ile koleksiyon tiipii ayrildi, koleksiyon tiipiindeki sivi
uzaklastirildi ve filtre tiip ile koleksiyon tiipii tekrar birlestirildi. ikinci bir yikama igin kitin
igerisinde yer alan 2 numarali yikama soliisyonundan 500 pl eklenerek 8.000 g’de 15 saniye
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi filtre tiip ile koleksiyon tiipii ayrildi, koleksiyon tiipiindeki siv1
uzaklastirildi ve filtre tiip ile koleksiyon tiipii tekrar birlestirildi. Son olarak 2 numarali yikama
sollisyonundan 200 pl eklenerek 13000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda,
koleksiyon tiipii uzaklastirildi ve filtre tiipler, steril 1,5ml’lik tiipler ile birlestirilerek filtrede
tutulan total RNA nin tiip icerisinde eldesi i¢in 70 pl elusyon tamponu, filtre tiipe pipetlendi ve
8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiipte bulunan RNA ¢6zeltilerinin

konsantrasyonlar1 6l¢iildii.
3.4.12.4. Izole Edilen RNA’larin Kontrolii

Izolasyonu gergeklestirilen RNA’larin kalitesi ve miktarlari Nanodrop™ (TermoScientific)
cihazi ile olgiildii. RNA oOrneklerinden 2 pl alindi ve suya kars1 kor olan cihaz ile dlglimler

yapildi. RNA miktarlari 50 ng/ul ile 600 ng/ul arasinda bulundu.
3.4.12.5. cDNA Sentezinin Yapilmasi

Elde edilen total RNA ornekleri, Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti (Roche) ile
cDNA'ya ¢evrildi. cDNA Sentez kiti igerigi:

* Reverse Transkriptaz Enzimi
+ Reaksiyon tamponu
* RNaz inhibit6r koruyucusu

* Deoksinukleotit karisimi
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* Rastlantisal hekzamer

DTTSu (PZR derecesi)l pg RNA hacmi ile 2 pl rastlantisal hekzamer, son hacim 11,4 pl olacak
sekilde buz {izerinde ve steril PZR tiipleri i¢erisinde hazirlandi. RNA sekonder yapilarinin
denatiire edilmesi i¢in tiip, 65C®’de 10 dakika sicaklik dongii cihazi ile denatiire edildi. Bir
baska tlip icerisine; 4 ul reaksiyon tamponu, 0,5 pl RNaz inhibitér koruyucusu, 2 pul
deoksinukleotit karigimi, 1pl DTT, 1,1l reverse transkriptaz enzimi (toplam hacim 8,6ul)
pipetlendi ve dikkatlice karisitirildi. Hazirlanan bu karisim, bir dnceki asamada sekonder
yapilar1 denatiire edilen RNA’y1 igeren tiipe aktarilir ve son hacim boylece 20 pl olur.
Reaksiyonun gergeklesmesi igin tiip, 45°C’de, 30 dakika sicaklik dongii cihazinda inkiibe
edildi. Reverse transkriptaz enzimini inaktive etmek igin tiip, 85C®de, 5 dakika sicaklik dongii
cihazinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, reaksiyonu durdurmak i¢in tiipler hizl1 bir sekilde

buz lizerine alind1 ve es zamanli PZR analizi i¢in kullanilmak tizere -20C®’de saklandi.

3.4.12.6. Hiicre Oliimii (Apoptozis, Nekroz, Otofaji) ile Iliskili Genlerin Real Time PCR
ile Ekspresyon Analizleri

Literatiir arastirmalar1 sonucunda apoptozis (FAS, TNFRSF10B), nekrozis (PARP1, RIPK1)
ve otofaji (ATG3, ATGS, BECN) ile iligkili sinyal yolaklarinda etkili olan 6nemli genler
belirlendi. Bu genlerin ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in yukarida agiklandigi gibi
oncelikle tedaviler uygulanan hiicrelerden total RNA’lar elde edildi. Elde edilen RNA’lardan
cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezinin ardindan, tabloda gosterilen genlerin
ekspresyon seviyeleri Real Time PCR kullanilarak arastirildi. Real Time PCR asamasini
gerceklestirebilmek icin Oncelikle her bir gene ait primerler dizayn edildi. Primerlerin dizileri

Tablo 3.1°de verilmektedir.
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Tablo 3.1: Hiicre Oliimii (Apoptozis, Nekroz, Otofaji) ile Iliskili Genlerin Primer Dizileri.

Gen ad1 Forward Reverse
FAS 5" GACCCAGAATACCAAGTGCAG 3° | ° GTTCTGCTGTG?CTTGGACATTGTC
wn
'g TNFRSF10A | 5 ACACCCAGCAAAGTGTGG 3’ 5" CCGACGACGACAAACTTG 3’
=
S 5
o ,
2 | TNFRSF10B | GACTATAGCACTCACTGGAATGACC | ° GTCATCGAAGS,ACTGTCTCAGAG
3
HRK 5" CCTACTGGCCTTGGCTGTG 3’ 5’ TACAAGTTCCGCCTGCCG 3’
PARP1 5" CTCAGGGGAGGGTCTGATGA 3’ 5" CTTTGACACTGTGCTTGCCC 3
2
N
E RIPK1 5" GCACCGCTAAGAAGAATGG 3 | > GCCACACAATCAAGTTGAAGAG 3
=
z
MLKL 5" GCTGAGTGATGTCTGGAAGG 3’ 5" CTTTGGAATCGTCCTCTGGG 3’
S
ATG3 5" GCCGTTAAAGAGATCACACTGG3 | CATAGCCAAACAACCATAATCGTGG
— 3
= 5 GGCTGTGGGATGATACTAATATG
= ATG5 5" CAGCTCTTCCTTGGAACATC 3’ 3
=
S
BECN 5"GAAGACGTGGAAAAGAACCGC 3’ | 5"CAGCCTGAAGTTATTGATTGTGC 3’

Real Time PCR agamasi i¢in yukarida belirtilen genlerin primerleri kullanilarak qPCR Master

Mix hazirlandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: qPCR Master Mix’in Hazirlanis1.

Bilesen 20 pl mix icin | 180 pl mix i¢in (8 gen icin | Final
+1 fazla 6rnek; 9 6rnek) konsantrasyon
gPCR Green-Master
UNG ile 10 pl 90 ul 1x
Primer (Forward) 0,6 ul 5,4 pl 300 nM
Primer (Reverse) 0,6 ul 5,4 ul 300 nM
PCR-Grade Su 7,3 ul 65,7 ul -
Toplam Mix 18,5 ul 166,5 pl -
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Hazirlanan bu Master Mix’den 18,5 ul alinarak PCR platelerinin 6rnek kuyucuklarina dagitildi.
Uzerlerine iligkili cDNA’lardan 1,5 pl pipetlendi. Plate PCR cihazina yerlestirildi. Asagida

verilen program ayarlanarak PCR tamamlandi. Sonuclar 2*CT metodu kullanilarak

degerlendirildi:
1 siklus; 50°C’de 2 dakika
45 siklus; 95°C’de 15 saniye

52°C’de 20 saniye

72°C’de 30 saniye
1 siklus (Melting Curve);  95°C’de 1 dakika

55°C’de 30 saniye

95°C’de 30 saniye
1 siklus (Cooling); 40°C’de 2 dakika

Belirlenen genlerinin ekspresyon seviyeleri Real Time PCR ile belirlendi. Bu genlerin

metabolizmadaki 6zellikleri sunlardir:

FAS: TNF reseptor siiper ailesi liyesi olup TNFSF6/FASLG’1n reseptoriidiir ve apoptozis

sinyalinin hiicre igerisine aktarilmasinda gérev almaktadir.

TNFRSF10A: TNF reseptor siiper ailesi iiyesi olup sitotoksik ligand TNFSF10/TRAIL’ 1n

reseptOriidiir ve apoptozis sinyalinin hiicre igerisine aktarilmasinda gérev almaktadir.

TNFRSF10B: TNF reseptor siiper ailesi tiyesi olup sitotoksik ligand TNFSF10/TRAIL’1n

reseptoriidiir ve apoptozis sinyalinin hiicre icerisine aktarilmasinda gorev almaktadir.

HRK: Apoptozis siirecinde rol alan Bcl-2 v Bcl-X(L) 6liim reseptor proteinleri ile

interaksiyona girerek apoptozisin aktivasyonunda rol alir.

PARP1: En bol bulunan ve en yiiksek miktarlarda eksprese edilen enzimlerden bir tanesidir.

Tek zincir kiriklarini tespit ederek bunlarin tamirinde rol almaktadir. DNA onarim sinyalinin
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baslamasinda merkezi 6neme sahiptir ve aktivitesinde gézlenen yiiksekligin, artmis apoptozisle

iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

RIPK1: Oliim reseptdrlerinin ligasyonu neticesinde inflamatuvar ve hiicre-6liimii sinyallerini

(programli nekroz) ileten bir serin-treonin kinazdir.

MLKL: RIPK3 fosforilasyonu ile aktive olan TNF-indiiklenmis, programlanmis 6liim yolagi

olan nekroptozisde rol almaktadir.

ATGS: Otofaji siirecinde, ubikitinasyon-benzeri sistemlerin bilesenidir. Otofajik hiicre

6limiinde diizenleyici rolii bulunmaktadir.

ATGS: Otofajik hiicre Oliimiinde diizenleyici rolii bulunmaktadir. Otofajik vezikiillerin

olusumunda rol almaktadir.

BECN: Otofajik hiicre Oliimiiniin diizenlenmesinde merkezi Oneme sahiptir [144,
145,146,147].

3.4.14. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS 20.0 bilgisayar paket programi kullanilarak yapildi. Yiizde
canlilik degerleri, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak hesaplandi. 3 tekrarh
yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi. Istatistiksel olarak

anlamli veriler p<0,05 degerine gore belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. SRB (SULFORHADAMINE B) CANLILIK TESTi BULGULARI

Laetiporus sulphureus (kiikiirt mantari) ve Allium sativum (sarimsak) tiirlerinin maserasyon ve
soxhlet yontemleriyle elde edilen ekstraktlari, farkli konsantrasyonlarin (0,001- 100pg/ml) 48
saat siireyle MCF -7 insan meme kanseri hiicrelerine uygulandi. Mantar 6rnekleri iki farkli
bolgeden: Bolu ve Mugla’dan toplanmistir. Mantar ve sarimsak orneklerinin MCF -7 hiicre
soylar1 {lizerine olan etkisi SRB canlilik testiyle belirlendi. Hiicre soylarina 48 saat siire ile
orneklerin uygulamasini takiben elde edilen sonuglar Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterildi. Mantar ve
sartmsak ekstraktlarinin konsantrasyonu arttikca hiicrelerin canlilik yiizdesinde sadece
Mugla’dan toplanan ve maserasyon yontemiyle elde edilen mantar 6rnegiyle (LSMM) anlamli

azalma gozlendi (p<0.001).

MCF-7
Maserasyon ekstraksiyonu
120
@ AL
100 @ LSBM
@8 LSMM

(%) Canhlihk
(2]
o

40
20
0o -
& QQQ\ Sy N NS

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.1: Sarimsak ve mantar ekstraktlarinin MCF- 7 insan meme kanseri hiicreleri lizerine 48 saatlik
sitotoksik etkilerinin SRB canlilik testi ile alinan sonuglari.

*Negatif kontrol (NK) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli farklar gosterir.
* p<0.05; ** p<0.01; ve *** p<0.001.

*AL- Allium sativum (Sarimsak)

*LSBM - L. sulphureus, Bolu’dan toplanan, Maserasyon yontemi

*LSMM — L. sulphureus, Mugla’dan toplanan, Maserasyon yontemi
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MCF 7
Soxhlet ekstraksiyonu
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Sekil 4.2: Sarimsak ve mantar ekstraktlarinin MCF- 7 insan meme kanseri hiicreleri tizerine 48 saatlik
sitotoksik etkilerinin SRB canlilik testi ile alinan sonuglari.

*Negatif kontrol (NK) ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak énemli farklari gosterir.
* p<0.05; ** p<0.01; ve *** p<0.001.

*AL- Allium sativum (Sarimsak)

*LSBS — L. sulphureus, Bolu’dan toplanan, Soxhlet yontemi

*LSMS — L. sulphureus, Mugla’dan toplanan, Soxhlet yontemi

MCF- 7 hiicrelerin 100 pg/ml konsantrasyonunda uygulanan farkli ekstratlarin etkilerinin
sonucu ylizde olarak canlilik degerleri Tablo 4.1’de gosterilmistir. Sitotoksik aktivitesinin
gosterilmesinde onemli olan ICsp (kontrol hiicrelerine kiyasla ekstraktla muamele sonrasi
hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon) degeri LSMM’ nin 100 pg/ml konsantarsyonunda

98,14 pg/ml bulunmustur Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1: MCF -7 hiicre soylarinin 100pg/ml konsantrasyonunda, 48 saatlik uygulama sonrasindaki

Allium Laetiporus Laetiporus Yontem
sativum sulphureus sulphureus
100ug/mL | (Bolu) (Mugla)
100pg/mL 100pg/mL
% Canhhk 60,3 62,6 49,8 Maserasyom
103,88 81,16 83,83 Soxhlet

Tablo 4.2: LSMM uygulanan MCF -7 hiicre soylarinda SRB canlilik testi sonuglarina gore ICso degeri.

Hiicre hatt1

1Cs0 (ng/mL)

MCF -7

98,14

4.1.1. Laetiporus sulphureus ve Allium sativum Tiirlerinin Morfolojik Degerlendirme
Sonuglar

Laetiporus sulphureus ve Allium sativum tiirlerin ekstraktlarinin, 100 pg/ml konsantrasyonunun

MCF-7 hiicre soylar1 iizerine 48 saatlik etkilerinin, faz-kontrast mikroskobik goriintiileri

incelendiginde, LSMM 0Orneginin hiicre canliligini azalttigi ve sitotoksik etki gosterdigi

belirlendi (Sekil 4.3).


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiLwurvxdnLAhWn93IKHbbBCqUQFggdMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FLaetiporus_sulphureus&usg=AFQjCNE7X_lVpzWHAjxnE1bL5PnDfJHm2A&sig2=q_KS21fR2pwuCW3Re1Y3iA&bvm=bv.117604692,d.bGQ
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiLwurvxdnLAhWn93IKHbbBCqUQFggdMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FLaetiporus_sulphureus&usg=AFQjCNE7X_lVpzWHAjxnE1bL5PnDfJHm2A&sig2=q_KS21fR2pwuCW3Re1Y3iA&bvm=bv.117604692,d.bGQ

MCF -7

Maserasyon ekstraksiyonu Soxhlet ekstraksiyonu

Kontrol

Laetiporus sulphureus,

Mugla bolgesi

Laetiporus sulphureus,

Bolu bolgesi

Allium sativum

Sekil 4.3: 100 pg/ml konsantrasyonunda uygulanan farkli ekstratlarinin 48 saat sonra MCF- 7
hiicrelerinin faz — kontrast morfolojik goriintiileri.
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MDA-MB-231 hiicre soylarina uygulanan, 48 saat siire ile mantar ve sarimsak ekstratlarinin
100 pg/ml’lik konsantrasyonunda, MCF -7 hiicre soylarinda bulunan sonuca benzer sonug elde
edildi. Mugla’dan toplanan ve maserasyon yontemiyle elde edilen mantar 6rnegiyle (LSMM),
hiicrelerin canlilik yiizdesinde (49,18) anlamli azalma gozlendi (p<0.01). Orneklerinin

uygulamasini takiben elde edilen sonuclar Sekil 4.4°de gosterilmektedir.

MDA MB 231

MDA MB 231
Maserasyon ekstarksiyonu Soxhlet ekstraksiyonu
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Konsantrasyon (100 pg/mL)

Konsantrasyon (100 pg/mL)

Sekil 4.4: Sarimsak (Allium sativum) ve farkli mantar ekstraktlarinin (Laetiporus sulphureus) MDA
MB- 231 insan meme kanseri hiicreleri iizerine 100 pg/ml konsantrasyonunda, 48 saatlik

sitotoksik etkilerinin, SRB canlilik testi ile alinan sonuglari.

*Negatif kontrol (NK) ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak énemli farklar1 gdsterir.
* p<0.05; ** p<0.01; ve *** p<0.001.

*AL - Allium sativum (Sarimsak)

*LSBM — L. sulphureus, Bolu’dan toplanan, Maserasyon yontemi

*LSMM — L. sulphureus, Mugla’dan toplanan, Maserasyon yontemi

*LSBS — L. sulphureus, Bolu’dan toplanan, Soxhlet yontemi

*LSMS — L. sulphureus, Mugla’dan toplanan, Soxhlet yontemi

Laetiporus sulphureus ‘dan elde edilen Laetirobin bilesigin iki farkli konstantrasyonu (1,3 — 2,6
uM) 48 saat siire ile MCF -7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarina uygulandi. Elde edilen sonuglar
Sekil 4.5°de gosterildi. Bilesigin uygulandigi 2,6 uM konsantrasyonda MDA-MB-231 hiicre

soylarinda 6nemli artiglar bulunamada.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiLwurvxdnLAhWn93IKHbbBCqUQFggdMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FLaetiporus_sulphureus&usg=AFQjCNE7X_lVpzWHAjxnE1bL5PnDfJHm2A&sig2=q_KS21fR2pwuCW3Re1Y3iA&bvm=bv.117604692,d.bGQ
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Sekil 4.5: MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanser hiicreleri iizerine Laetirobinin 48 saatlik
uygulamanin SRB canlilik testi ile alinan sonuglari.

*Negatif kontrol (NK) ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak onemli farklari

gosterir.
* p<0.05; ** p<0.01; ve *** p<0.001

Eburikoik asit bilesigin farkli konsantrasyonlarda (12-100 uM) MCF -7 ve MDA-MB-231
hiicre soylarinin canlilig1 iizerine olan etkisini belirleyebilmek icin SRB canlilik testi yapildi.
Hiicre soylarina 48 saat siire ile eburikoik asid uygulamasini takiben elde edilen sonuclar Sekil

4.6’de gosterildi. Bilesigin uygulandigt 100 uM konsantrasyonda MDA-MB-231 hiicre

soylarinda 6nemli artiglar bulunamada.

MCF -7 MDA MB 231
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Sekil 4.6: MCF-7 ve MDA MB-231 insan meme kanser hiicreleri ilizerine Eburikoik asit 48 saatlik
sitotoksik etkilerinin SRB canlilik testi ile alinan sonuglari:

*Negatif kontrol (NK) ile karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak Onemli farklari

gosterir.
* p<0.05; ** p<0.01; ve *** p<0.001
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4.2. PAKLITAKSEL VE LSMM EKSTRAKTININ KOMBINASYONU

48 saat stire ile kemoterapide kullanilan paklitaksel MCF — 7 hiicrelerine yedi farkli TDC (Test
Drug Concentration) konsantrasyon uygulandi. Mugla bdlgesinden toplanan ve maserasyon
yontemiyle elde edilen Laetiporus sulphureus ekstrakti (LSMM) yedi farkli konsantrasyonda
paklitaksel ile kombine edilerek uygulandi. MCF — 7 hiicre soylarinin canlilig1 iizerine olan

etkisini belirleyebilmek i¢in SRB testi yapildi. Ortaya ¢ikan sonuglar Sekil 4.7°da
gosterilmistir.

MCF-7 Kombinasyon: Paklitaksel (TDC) ve
Paklitaksel LSMM (ng/mL)
120 120
100 100
= 80 z 80
E 60 ;:; 60 -
< <
L 40 - & 40
D)
20 20 -
0 . . : . : : 0 :
08 16 31 63 125 250 50,0 q}@ & o}‘& a),‘& cf\ of\ &
Konsantrasyon (TDC) \?Q o Cx@ x\"ﬁ c"wﬁ o""ﬁ x@“‘?
< Q Q N (o}
Q RS N O Ny < Q
Qi\ég \6 © \'\' '\'% ‘}%&
Konsantrasyon (TDC +pg/mL)

Sekil 4.7: Paklitaksel ve LSMM kombinasyonlar1 ile 48 saat silireyle muamele edilen MCF-7
hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin grafigi.

Paklitaksel’in ICsp degeri SRB testi sonuglarina gore 43,86 olarak bulundu. MCF -7

hiicrelerinde uygulanan kombinasyon muamelesinin sonucunda LSMM ekstraktinin aditif etki
gostermedigi bulunmustur.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiLwurvxdnLAhWn93IKHbbBCqUQFggdMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FLaetiporus_sulphureus&usg=AFQjCNE7X_lVpzWHAjxnE1bL5PnDfJHm2A&sig2=q_KS21fR2pwuCW3Re1Y3iA&bvm=bv.117604692,d.bGQ
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4.3. FLORESAN MiKROSKOBU iLE YAPILAN DEGERLENDIRMELER

4.3.1. Hoechst 33342, Propidyum Iyodiir (PI) ile ikili Boyama Yontemi Bulgular

LSMM 100 pg/ml konsantrasyonunun 12, 24 ve 48 saatte MCF -7 hiicrelerinin nukleus
morfolojisi lizerine olan etkisi boyama yontemi uygulanarak floresan mikroskopta
degerlendirildi. Apoptotik hiicrelerde; nukleusun normal hiicrelere gore daha kiigiik olma
Ozelligi aranirken nekrotik hiicrelerde nukleusun normal hiicrelerden biraz daha biiylik olmasi
ve daha az boya almasi 6zelligi arand1. Hoechst boyasi (mavi), hiicrelerin her tiirlii (canli veya
oli) cekirdeklerini, PI boyama (kirmizi) ge¢ evre apoptozu (ikincil nekroz, 6lii hiicreler)
gosterir. Hoechst 33342 boyasi ile gozlenen niikleer fragmentasyonun varligi ve/veya piknozis,
ayn1 bolgeler i¢in propidyum iyodiir (kirmiz1 floresan) ile boyama pozitif goriildii (PI pozitifligi
hiicrelerin 6liim seklinin ge¢ apoptoz=sekonder nekrozis oldugunu gosterir) (Sekil 4.8).
Niikleer degisiklikler morfolojisi ve erken piknozisle birlikte hiicre membranin biitiinliigliniin
kayb1 (propidyum iyodiir pozitifligi) yani sekonder nekroz, hiicrelerin 6liim nedeninin tipik

apoptozis olmadigini gosterir.
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MCEF - 7
Hoechst 33342 Propidium Iyodiir

Kontrol

12 saat

24 saat

48 saat

Sekil 4.8: MCF- 7 hiicrelerinin 12, 24 ve 48 saatlik 100 pg/ml LSMM ekstarkt1 ile muamele
sonrasindaki floresan mikroskop goriintiileri. Kontrol hiicreleri iist kisimda gosterilmistir.

Beyaz oklar: Hiicre 6liim sekli olarak apoptozisi temsil eden piknotik nukleus ve /veya
kondase kromatin varligini gostermektedir.
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4.4. M30 ANTIJEN (KASPAZLA KIRILMIS SITOKERATIN 18) BULGULARI.

LSMM’nin 100 pg/ml konsantrasyonunun hiicreler iizerinde sitotoksik aktivite gosterdigi
belirlendikten sonra hiicre 6liim modunu, arastirmak amaciyla apoptozise 6zgii bir belirteg olan
kaspazla-kirilmig CK 18 diizeylerine bakildi. M30-Antijen 6l¢iimlerinin degerlendirilmesi igin
standart egri grafigi hazirlandi. MCF 7 hiicre soylar ile yapilan ¢alismanin standart egri grafigi
sekil 4.9°de gosterilmistir. Olgiilen absorbanslar standart egri grafigi yardimiyla belirlenen

formiiller tizerinden degerlendirilerek M30 miktarlar1 U/L cinsinden hesaplandi.

3500 - y = 8323,2x- 255,24
R® = 0,9834

Standart U/L

0 \ g

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Absorbans 450 nm

Sekil 4.9: MCF -7 hiicre soyu ile yapilan ¢aligmanin M30-Antijen standart egri grafigi.

MCEF-7 hiicrelerinde 100 pg/ml LSMM ekstraktinin kontrole gore 12 satlik muameleden sonra
M-30 antijen seviyesinde 3,8 - katlik ve 24 saat ve 2,9 - katlik bir artisa neden oldugu belirlendi
(Sekil 4.10).
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MCF -7

1500+

10004 —|'

500+

M30(U/L)

Konsantrasyon (100 pg/mL)

Sekil 4.10: 100ug/ ml LSMM ekstrakt1 12 ve 24 saatlik uygulamadan sonra MCF-7 hiicrelerinde M30-
Antijen lizerine etkisi.

4.5. ANNEXIN/KASPAZ 3/7 BULGULARI

Canli, erken/gec apoptotik ve 0l hiicrelerin kantitatif analizi i¢in akim sitometre ile Anneksin-
V-FITC Boyama ve Kaspaz 3/7 aktivitesi belirlenerek sitofluorometrik analizi yapildi. Akim
sitometrisi ile hiicre 6liim kinetigi parametrelerinin belirlenmesi icin MCF-7 meme kanseri
hiicreleri 2 x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina ekildikten 24 saat
sonra, LSMM ekstrakt1 uygulandi. Hiicreler 12, 24 ve 48 saat uygulama sonrasinda, Anneksin-

V-FITC boyama (Sekil.4.11.) ve Kaspaz 3/7 aktiviteleri (Sekil.4.12.) belirlendi.

Annexin-V(+) ve kaspaz 3/7 aktivitesinin ylizdeleri ¢ok belirgin degildir. Niikleer degisiklikler
morfolojisi ve erken piknozisle birlikte hiicre membranin biitiinligiiniin kaybi (propidium

tyodiir pozitifligi) yani sekonder nekroz, tipik apoptozis olmadigini géstermektedir.
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Negativ lontrol 12 saat 24 saat 48 saat
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Sekil 4.11: Annexin-V boyanmasinda Akim sitometri analizleri: MCF-7 hiicrelerinel2, 24 ve 48 saat
boyunca 100 ug/ml LSMM ile muamele edilmistir.

Apoptotik hiicrelerde transloke olan fosfatidilserin (Annexin V pozitifligi i¢in) ve 6lii hiicrelerin
eszamanli tespiti (7-AAD boya pozitifligi i¢in), fluorimetric ayrimi ile dort hiicre populasyonu
tespit edilir: apoptotik olmayan canli (sol alt ), apoptotik olmayan 6lii (sol {ist ), erken apoptotik
(sag alt ) ve gec apoptotik (sag iist ).
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Sekil 4.12: Kaspaz -7 aktivitesi i¢in Akim sitometri analizleri: MCF-7 hiicrelerine 12, 24 ve 48 saat
boyunca 100 ug/ml LSMM ile muamele edilmistir.

Apoptotik hiicrelerde pozitif Kaspaz aktivitesi ve 6l hiicrelerin eszamanli tespiti (7-AAD boya
pozitifligi i¢in), fluorimetric ayrimu ile dort hiicre populasyonu tespit edilir: apoptotik olmayan
canli (sol alt), apoptotik olmayan 6lii (sol iist ), erken apoptotik (sag alt ) ve ge¢ apoptotik (sag
iist ).
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4.6. APOPTOTIK GENLERIN EKSPRESYON PROFILLERIi

Gen ekspresyon profillerini belirlemek amaciyla, MCF-7 hiicre soylaria LSMM ekstrakti
(100pg/ml) ile muamele edildi. 24 ve 48 saat sonra baz1 apoptozis (FAS, HRK, TNFRSF10B,
TNFRSF10A), nekrozis (PARPI, RIPKI, MLKL) ve otofaji ( ATG3, ATG5 ve BECN1)
genlerinin  ekspresyonlar1 iizerine olan etkisine bakildi. PCR analizlerinde, gen
ekspresyonlarinda 1,5 ve istii degerler anlamli kabul edilerek yorumlanmustir. Sekil 4.13°te
gosterildigi  lizere, MCF-7 hiicre soylarinda otofaji gen ekspresyon analizleri
degerlendirildiginde, LSMM ekstraktinin 100 pg/ml konsantrasyonda genel olarak belirgin bir
degisiklik gozlenmedi. Buna ragmen ayni konsantrasyonda 24 ve 48 saat sonra RIPK

(nekroptosis) genin ekspresyonunda sirasiyla 1,6 ve 1,8 kat artis goriildii.

4 W24 saat

W48 saat

Kontrole gore kathk artis

Sekil 4.13: MCF-7 hiicre soylarinda, 24 ve 48 saatlik 100 pg/ml LSMM muamelesinin; otofaji,
apoptozis ve nekroptozis ile ilgili genlerin ekspresyonlari {izerine olan etkisinin gosterimi.

Gen ekspresyon analizi sonuglarina gore, hazirlanan kontrollerde katlik artis grafiginde 1,5 ve
tizerindeki degerler anlamli olarak kabul edilen artislara gore ayni dozda 48 saat muameleden
sonra HRK (pro-apoptotik) geninin 2,4 kat arttig1 bulundu. Bu da i¢ yolak yani mitokondri
tizerinden giden bir apoptozisi gostermektedir. TNFRSF10B ve FAS (iki gen de apoptozis
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sinyalinin hiicre igerisine aktarilmasinda gorev almaktadir) gen ekspresyonlarinin azaldigi,

“downregiile” oldugu goriildii. Bu da reseptoriin bagimsiz olabilecegini gosterir.

Erken piknozisle birlikte hiicre membranimin biitinligiiniin kayb1 (propidyum iyodiir
pozitifligi) yani sekonder nekroz, tipik bir apoptozis olmadigini gosterir. Piknozis ve
propidyum iyodiir pozitifliginin ayn1 anda goriilmesi apoptozis benzeri, 6liimii gosterir. Anexin

V-FITC ve kaspaz sonuglarinin énemli degisiklikler gostermemis olmasi buna bagli olabilir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kadinlarda meme kanseri 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Diinya genelinde kadinlarda
en sik rastlanan ve diinyada ikinci sirada yer alan kanser tipidir [148]. Uluslararasi ¢aligmalara
gore, bu kanser riski artmaktadir [149]. Timor biiylimesi ile iliskili faktorler ve kanseri tedavi
etmek i¢in kullanilan konvansiyonel tedaviler siklikla meme kanseri hastalarinda malniitrisyona
neden olmaktadir. Geleneksel tedavilerden kaynaklanan yan etkiler, kalori aliminin ve
besinlerin emiliminin azalmas1 gibi nedenler kanser tedavisini karmasik hale getirebilir ve

kanser hastalarinin yagam kalitesini diisiirebilir [150].

Meme kanseri igin birgok risk faktorii kolayca degistirilemediginden, degisime ugrayan
faktorlere kars1 Onleyici tedbirler alinir. Bunlarin arasinda diyet faktorleri belirtilebilir. Bitki
iriinlerinin sinirh miktarda tiiketilmesi ve asir1 et alinmasi kanser insidansinin yiiksek olmasina
katkida bulunabilir. Beslenme; sagligin korunmasinda ve hastaligi 6nlemede 6nemli bir rol
oynamaktadir. Saglikli bir diyet kronik hastaliklari, 6zellikle meme kanseri gibi ilerleyici
hastalik riskini azaltir [151]. Buna gére, diyet takviyeleriyle 6zellikle de antioksidan, bagisiklik
giiclendiriciler ve antikanser gibi maddelerle, kanser insidansini ve gelisimini azaltmak
miimkiin olabilir [152]. Epidemiyolojik ¢alismalar, meyveler, bitkiler ve baharatlar agisindan

zengin diyetlerin kanser riski disiikligi ile iliskili oldugunu gostermistir [153].

Sarimsak kiiltive edilen en eski bitkiler arasindadir ve Asya, Avrupa ve Orta Dogu'da diyabet
icin kullanilan geleneksel bir diyet takviyesidir. Anti-viral, anti-bakteriyel, anti-fungal,
antioksidan, anti-aterosklerotik ve anti-kanser 6zellikleriyle sarimsak, saglikli bir gida olarak
taninmustir [154]. Sarimsakta bulunan bilesikler, mutajenez inhibisyonu, enzim aktivitelerinin
modiilasyonu, DNA adukt inhibisyonu, apoptotik hiicre 6liimiiniin intrinsik yolagin1 etkiledigi
ve bunlarin tiimiiniin anti kanser aktivitelerine katkida bulunan hiicre dongiisii mekanizmalarin

da iceren ¢oklu yolaklart hedef aldigi goriilmektedir [155].

T1bbi 6zelliklerinden dolay1, mantarlar geleneksel olarak bazi hastaliklarin tedavisinde yiiksek
oranda terapdtik uygulamalar ic¢in kullanilabilir. Mantarlar igerdikleri antioksidanlarla
(polifenoller, vitaminler, doymamis yag asitleri ve sekerler ) dogal biyoaktif bilesenlerin
miikemmel bir kaynagi olarak nutrasotik formiilasyonlarda saglikli igerik olarak faydali olabilir

[156].
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Son yillarda kanser hiicresi olusumuna kars1 koruyuculuk agisindan bazi dogal kaynaklardan
bahsedilmistir. Dolayisiyla ekstrakte edilebilecek dogal terapotik bilesiklerin alternatif kaynagi

olarak sarimsak ve mantar tiirleri, bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmistir.

Bu c¢alismada iki farkli ekstraksyon yontemiyle (maserasyon ve soxhlet) elde edilen
ekstraktlarinin sitotoksik ve apoptotik etkileri, insan meme kanseri hiicre soylarinda (MCF-7
ve MDA-MB-231) arastirilmistir. Calismalar neticesinde, LSMM ekstraktla muamelenin
sitotoksik aktivite ile sonuglandig1 gosterilmistir ve literatiirde bu ekstraktin kullanilmasi ile
iligkili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu agidan bakilacak olursa, bu calisma, s6z konusu
ekstraktin meme kanseri hiicre soylari iizerinde sitotoksik aktiviteye yol actigin1 gdsterecek ilk

calismadir.

Allium sativum L.(AL) ve Laetiporus sulphureus’un (LS) kanser hiicreleri iizerine olasi
etkilerini belirleyebilmek amaciyla ham metanol ekstraktlar1 hazirlanarak MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicreleri iizerine olasi biliylimeyi baskilayici, sitostatik, sitotoksik, apoptotik etkilerini
belirleyebilmek i¢in SRB canlilik testi kullanilmistir. Laetiporus sulphureus ekstrakti,
kemoterapide kullanilan paklitaksel ile kombine edilerek MCF-7 hiicrelerinin yanitinda
degisiklik olup olmadigi incelenmistir. Kiikiirt mantarinda bulunan Laetirobin ve Eburikoik
asid bilesiklerinin, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri iizerine, SRB yontemiyle sitotoksik
etkileri arastirilmistir. SRB canlilik testinin sonuglarina gére, MCF-7 hiicre soylarinda, LSMM
ekstraktinin kontrasyon artisina bagli olarak canlilik yiizdelerinde anlamli azalmalar
bulunmustur (p<0.001). SRB yontemi esas alinarak 48 saatlik uygulama sonucu, 1Cso degeri
MCF-7 hiicre soyu igin 98,14 pg/ml olarak hesaplanmistir. Iki hiicre hattma 100 pg/ml LSMM

ekstrakti uygulandigunda canlilik oranlar sirastyla %49,8 ve %49,18 bulunmustur.

LSMM 'min 100 pg/ml konsantrasyonunun hiicrelerde biiyiimeyi baskilayici etkiye neden

oldugu belirlendi ve ¢aligmalara bu konsantrasyonla devam edildi.

Soxhlet yontemiyle elde edilen biitiin ekstraktlarinin hiicre canlilig1 tizerinde etkili olmadig:
goriildi. LSMM ve LSMS icin hiicre canliligi {izerine bulunan farkli sonuglar, biyoaktif

bilesiklerinin aktivitesini maserasyon yonteminde korundugunu gostermektedir.

Sarimsak ekstrakti uygulandiginda, SRB canlilik testi sonuclarina gore, s6z konusu hiicre
soylarinda konsantrasyon artisina bagli olarak canlilik yiizdesinde anlamli azalmalar

bulunmamistir. Bu dogrultuda kullandigimiz ekstraktin igerdigi biiyiimeyi; baskilayici,
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sitostatik ve apoptotik etkiye sahip olan biyoaktif maddelerin konsantrasyonu muhtemelen

diisiik oldugu i¢in kullanilan kanser hiicrelerinin canlilik oranlarinda azalma goriilmemistir.

Laetirobin ve eburikoik asit, Laetiporus sulphurous’da bulunan biyoaktif bilesiklerdir. Bu
calismada, laetirobin (1.3 ve 2.6 uM) ve eburikoik asid (12 -100 pM) farkli konsantrasyonlarda
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine uygulandi.

Laetiporus sulphureus'un ana biyoaktif bileseni olan eburikoik asidin anti-inflamatuar ve timor
Onleyici etkileri mide tlseri ilizerinde arastirilarak degerlendirilmistir. Eburikoik asidin oral
yoldan verilmesi gastrik mukozay1 lezyonlardan korudugu ve ozellikle H'/K* -ATPaz
aktivitesini azalttig1 bildirilmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari, eburikoik asidin gastrik koruyucu

etkisinin mide asidini inhibe edebilecegini gostermektedir [157].

Hiicresel ¢aligmalarda laetirobinin hizla Neuro-2a tiimor hiicrelerine girdigi, ge¢ mitoz fazinda

hiicre boliinmesini engelledigi ve apoptozu baslattigi gosterilmistir [123].

Bu ¢alismada laetirobin ve eburikoik asit bilesiklerinin uygulandigt MCF-7 ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerine, biiylimeyi Onleyici belirgin etkisi olmadig1 gosterildi. Hiicrelerin

arasindaki genetik ve fenotipik farkliliklar, sonucun olasi sebeplerinden biri olabilir [158].

Bu calismada, yalniz baslarina kullanimlarina kiyasla daha giiclii bir etki yaratmak amaciyla
LSMM ve paklitaksel kombinasyonunun sitotoksik aktivitesi g¢alisilmigtir. Calismalar
neticesinde, kombinasyon muamelesinin artmis bir sitotoksik aktivite ile sonuglanmadigi

gosterilmistir.

Hiicrelerin 6liim modunu belirleyebilmek amaciyla ¢aligmanin bir sonraki adiminda, floresans
boyalar kullanildi. Hoechst 33342 ve propidyum iyodiir kullanilarak ikili boyama yapild1 ve
floresans mikroskopla goriintiilendi. Hiicre morfolojisini goriintiileyebilmek i¢in faz/kontrast
mikroskobuyla hiicrelerin fotograflar1 ¢ekildi. PI sadece hasarli hiicre membranindan, hiicre
i¢cine girebilen bir boya oldugu i¢in tiim 6l hiicreleri boyamaktadir. Hoechst 33342 ise canli
ve Oli tiim hiicrelerin dsDNA’sma baglanarak niikleus morfolojisini incelemeye olanak
saglamaktadir. Bununla birlikte faz/kontrast mikroskobu goriintiilerinde kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda apoptotik hiicre morfolojisinin daha kiicliik ve biiziilmiis; nekrotik hiicre

morfolojisinin de daha biiyiik ve sismis olarak gézlemlenmesi gerekmektedir.
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MCEF-7 hiicre soyunda da 12, 24 ve 48 saatlik uygulama i¢in 100 pg/ml LSMM kullanildi. Buna
gore, 48 saatlik 100 ug/ml LSMM uygulama sonucunda faz/kontrast mikroskobu goriintiilerine
gore morfolojik olarak kiigiilme gozlendi. Uygulama sonucu elde edilen ikili boyama
goriintiilerine gore her iic zaman aralifinda da erken piknozisle birlikte hiicre membranin
biitiinliigliniin kayb1 (propidyum iyodiir pozitifligi) yani ge¢ apoptoz/sekonder nekrozis, tipik

apoptozis olmadigini gosterir.

Piknozis ve propidyum iyodiir pozitifligi ayni anda goriilmesi, apoptozis benzeri Sliim
oldugunu diistindlirmektedir. Calismanin bir sonraki kisminda, hiicrelerin 6liim modunu
belirlemek amaciyla apoptozis belirteci olan kaspaz ile kirilmis sitokeratin 18 (M30-Antijen)
diizeylerine bakilmigtir. LSMM’nin 100 pg/ml uygulama sonrasi, 12 ve 24 saatlik hiicrelerin
kaspaz ile kirilmis sitokeratin 18 diizeylerinde kontrole gore herhangi bir artisa neden olmadigi
gbzlendi. M30 seviyelerinin 6nemli oranda degismemesinin altinda farkli sebepler olabilir.
Bunlardan biri hiicrelerde CK18 eksikligi, digeri ise CK18’in fragmantsyona ugramamig
olmasidir. MCF-7 hiicrelerine uygulanan liken tiirlerinden olan Hypogymnia physodes’in
metanol ekstrakti ile CK18 yiiksek seviyeleri sergilendigi gosterilmistir [158]. Bu sonug,
apoptotik siirecinde CK18'in pargalanmamasini ifade etmektedir. Diger yandan, bunun sebebi
LSMM ile birlikte MCF-7 hiicre hattindaki apoptotik programin farkli zamanlamasinin yani
sira, ekstraktin farkli mekanizmalar1 tetiklemesi veya apoptozun farkli yolaktan ilerlemesi
distintilmektedir [159]. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda LSMM ile yapilmis olan M30

caligmasi1 bulunmamaktadir.

Bu ¢alisma, erken piknozis ile PI pozitifligini ayni anda gozlemlemek, ortaya g¢ikan hiicre
Oliimiiniin eksik apoptozis veya apoptoz benzeri hiicre 6liimii olarak tanimlandigin1 gosterdi.
Cok sayida degisik hiicre 6limii son zamanlarda ortaya ¢ikmuistir [160]. Bununla birlikte,
literatiirde bu ¢alismanin sonuglart ile karsilastirma icin kullanilabilecek herhangi bir veri

bulunmamaktadir.

Hiicrelerin apoptoza ugramis olup olmadigimni incelemek i¢cin MCF-7 hiicrelerine uygulanan
LSMM ekstraktin etkileri flow sitometri analizi ile anneksin V-baglanmasi1 ve kaspaz 3/7

aktivitesi incelenmistir.

Sekil 4.12.A ve 4.12.B' de gosterildigi gibi, farkli zaman siirelerinde (12, 24 ve 48 saat)
uygulanan 100 pg/ml LSMM ekstraktinin, negatif kontrol ile karsilastirildiginda, MCF-7
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hiicrelerinin erken apoptotik popiilasyonunda bir artisa neden olmadigi bulundu. Ay sekilde
ge¢ apoptotik popiilasyon seviyelerinin de 100 ug/ml LSMM ekstraktinin uygulama sonrasinda
belirgin bir sekilde degismedigi tespit edildi. Mevcut ¢alismanin sonuglari, erken piknotik
nukleuslarin  varligt ve LSMM (100 pg/ml) ekstraktinin apoptotik hiicre 6liimiini
indiikleyebilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, Annexin V-baglanmasi ve kaspaz 3/7
aktivasyonunun gézlemlenmemesi, hiicre 6liimiiniin tipik apoptotik hiicre 6liimii olmadigini

isaret etmektedir.

Apoptozisi indiikleyen bilesiklerin, bu siliregte hangi mekanizmalar1 etkinlestirdiklerinin
bilinmesi, elde edilen bilgilerin klinige aktarilmasi/uyarlanmasi acisindan olduk¢a dnemlidir
[161]. Bu diisiinceden yola ¢ikilarak MCF-7 hiicre soylarna uygulanan LSMM ekstraktin
apoptozu indiikledigi diisiincesini desteklemek icin hiicrelerin gen ekspresyon profilleri es
zamanli PCR yontemiyle incelenmistir. Gen ekspresyon analizi sonuglarinda, hazirlanan

kontrole gore 1,5 katlik artislar ve tizerindeki degerler anlamli olarak kabul edilmektedir [162].

MCEF-7 hiicrelere 24 ve 48 saatlik siireligine 100 pg/ml LSMM ekstrakti uygulandi. Buna gore,
24 saatlik uygulama sonrasinda, apoptotik geni olan TNFRSF10A (TNFRSF10A, TNF ailesine
ait onemli bir TRAIL reseptoriidiir ve 6liim reseptorii olarak antikanser ilaglar tarafindan
indiiklenen apoptosise katkida bulunur [163] ve sonugta RIPK’nin (RIPK1, TNF kaynakli
sinyal komplekslerinin temel bilesenidir; bu sinyal bilesenler apoptozise, nekroptozise ve NFxB
ve MAP kinaz aktivasyonuna aracilik ederler [164]) gen ekspresyonlar1 diizeyinde 1,6 kat artisa
neden oldugu bulunmustur. Bu durumda, TNFRSF10 A genindeki artis TNF reseptorlerinin
sentezinde bir artis meydana getirir. Bu nedenle de MCF-7 hiicre soyunun digsal apoptotik

yolak {izerinden 6liime gittigi soylenebilir.[165].

48 saatlik tedavi sonrasinda ise BECNI(otofagik gen), RIPK1 ve HRK (apoptotik gen)
diizeylerinde artis goriilmektedir. Ozellikle HRK genin 2,4 kat artti§1 sonucu bulunmustur. 24
ve 48 saatlik uygulamadan sonra RIPK1 geninin ekspresiyon seviyesindeki artis, hiicrenin

apoptoz yolagindan ilerledigini diistindiirmektedir.

TNF reseptorii tizerinden RIP1 poliubikitinlenerek NF-kB'nin diizenleyici alt-birimi olan
NEMO'ya baglanir ve NF-kB aktivasyonunu hizlandirarak hayatta kalmay1 dnleyici genlerin
uyarilmasina yol acar. Hiicrenin sagkalimi bu yolagin bir sonucudur. Poliubikitinlenmis RIP1,

sitoplazmaya da gd¢ edebilir. Burada RIP1ve RIP3 pro-nekrotik bir kompleks olusturarak,
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nekroptozu indiikleyebilirler. Kaspaz-8'in etkinlestirildigi kosullarda, RIP1 ve RIP3, Kaspaz-8

tarafindan pargalanir. Pro-nekrotik kompleks susturulur ve hiicre apoptozise tesvik edilir [165,

166].

Otofaji hiicresel sartlara bagli olarak bazen yasam bazen de 6lim yolagi olarak gorev
yapabilmektedir [167,168]. MCF-7 hiicrelerinde ekspresyon artisi goriilen bir otofajik gen olan
BECNI, vezikiil trafigini kontrol eden PI3K (fosfotidilinositol-3-kinaz) kompleksin bir bileseni
olan Beklinl proteininin sentezinden sorumludur. Bu durumda 48 saatte goriillen BECN1
artiginin yagsam yolagi olabilecegi ancak uygulama saati uzatildiginda hiicrenin toksisiteyle basa

cikamay1p otofaji yolagindan da gittigi distinilmistiir [169].

HRK geni kendisiyle ayni ismi tasiyan HRK proteini kodlamaktadir. Bu protein, hiicre
membranin sitoplazmaya bakan kisminda lokalize olur ve anti apoptotik Bcl-2, BcIXL gibi
proteinlere baglanarak bunlari inhibe eder. Boylece apoptozu indiiklemis olur [170,171]. Bu
acidan bakildiginda MCF-7 hiicreleri i¢in, hiicre membranindaki 6liim reseptorleri yoluyla
baslayan apoptotik sinyaller, pro-kaspaz-8’in aktiflesmesinden sonra mitokondriyal/igsel

apoptotik sinyalizasyon yolagi iizerinden ilerledigi diisiiniilmektedir.

TNFRSF10B ve FAS (iki gen de apoptozis sinyalinin hiicre igerisine aktarilmasinda gorev
almaktadir) gen ekspresyonlarinin azaldigi goriildii. 10q24 ve 8p22 kromozomlarinda bulunan
FAS ve TNFRSF10B genlerinde olusabilecek nokta mutasyonlar sonucu, meme kanseri
hiicrelerinde apoptozun baskilandigi gosterilmistir [172]. TNFRSF10B ve FAS gen ekspersyon

seviyelerinin azalmasi mutasyona bagli olablilir.

Erken piknozis ile birlikte hiicre membranin biitiinliigliniin kayb1 (propidyum iyodiir pozitifligi)
yani sekonder nekroz, tipik apoptozis olmadigini gosterir. Piknozis ve propidyum iyodiir
pozitifliginin ayn1 anda goriilmesi apoptozis benzeri 6limii gosterir. Anexin V-FITC ve

kaspaz3/7 sonuclarinda 6nemli degisiklikler gériilmemis olmasi1 buna bagli olabilir.

Yapilan literatiir taramalarinda, LSMM ekstrakti ile yapilan ¢aligmalarda apoptotik, otofajik ve
nekrotik etkilerin gen diizeyinde incelenmedigi goriilmiistiir. Calisma bu yoniiyle literatiire
katki saglamaktadir. /n vitro calismasinda, Laetiporus sulphureus'dan maserasyon yontemiyle
elde edilen metanol ekstraktinin, (LSMM) MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre
soylarinda sitotoksik (sitostatik, biiyiimeyi baskilayici) etkileri belirlenerek bu konuda ¢ok az

olan literatiir bilgisine katkida bulunulmustur. Bu c¢alismanin sonuglarindan yola ¢ikilarak
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kullanilan LSMM ekstraktinin kanser tedavisindeki biiylimeyi baskilayici etkisinin bir sonraki
inceleme basamaginin, etken metabolitlerin izolasyonu ve bu metabolitlerin etki ettigi

mekanizma ve hiicre 6liim yolaklarinin arastirilmasi oldugu sonucuna varilmistir.
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