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OZET
Yiksek Lisans Tezi

MEME KANSERI (MCF-7) HUCRE HATTINDA
ARBUTININ ETKILERI

Ayse Nur SARIOVA
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitsu
Kimya Anabilim Dali
Damsman: Dog. Dr. Omer HAZMAN

Kanser tedavisinde cerrahi yaklasim, radyoterapi ve kemoterapi yillardan beri
kullanilmaktadir. Mevcut tedavi yontemlerinin yan etkileri ve hastalarin yasam tarzina
olumsuz etkileri nedeniyle konunun paydaslarini ve bilim insanlarini daha dogal ve yan
etkisi az olabilecek alternatif yontemler arastirmaya yonlendirmistir. Bu baglamda
bircok kanser tiriine degisik bitki ekstraklarmin veya dogal bilesenlerinin etkileri
arastirtlmaktadir. Sunulan bu tez ¢alismasinda MCF-7 adenokarsinom hicre hattinda
arbutinin inflamasyon ve oksidatif stres aracili apoptoza (programli hiicre 6limu) etkisi
belirlenmeye ¢alisilmigtir. Ayrica arbutinin MCF-7 hicrelerinde 6strojen reseptorlerine,

proliferasyona ve endoplazmik retikulum stresine etkileri de aragtirilmustir.

Sunulan calismada bir antioksidan olarak a ve B-arbutinin insan meme adenokarsinomu
(MCF-7) hucre hattinda sitotoksisite diizeyleri MTT (3-(4,5-dimetil-tiyazolil)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid testi) ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuclar i1siginda
B-arbutinin MCF-7 hucreleri icin daha sitotoksik etkili olabilecegi belirlenmistir. Bu
nedenle arastirmalara B-arbutinle devam edilmistir. Bu amagla MCF-7 hicrelerinde
arbutinin oksidatif strese, inflamasyona, apoptoza, proliferasyona ve endoplazmik
retikulum stresine etkisini belirleyebilmek amaciyla 4 farkli deneysel grup (1. Grup:
kontrol grubu, 2. Grup:LDo dozu B-arbutin uygulanan grup; 3. Grup LDio B-arbutin
dozu uygulanan grup, 4. Grup: LDso dozundan daha ylksek dozda B-arbutin uygulanan

grup) olusturulmustur.



Deney gruplarindan elde edilen hiicre lizatlarinda total antioksidan statii (TAS), total
oksidan statu (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI), timor nekrozis faktor alfa (TNF) a,
interferon gama (IFN) vy, interloykin 1 beta (IL-1P) seviyeleri analiz edilmistir. Deney
gruplarindan izole edilen total RNA’lar kullanilarak sentezlenen cDNA’lar araciligi ile
MCF-7 hiicrelerinde B-arbutinin Caspase 3 analizi ile apoptoza, Bcl-2 analizi ile
proliferasyona ve GRP78 analizi ile endoplazmik retikulum stresine etkileri
belirlenmistir. Yapilan immunohistokimyasal c¢aligmalarla ise arbutinin MCF-7

hlcrelerinde dstrojen reseptorlerine ve p53 duizeylerine etkileri tespit edilmistir.

Analizler sonunda MCF-7 hicrelerine uygulanan pB-arbutinin dozlarinin deney
gruplarinda  oksidatif stres ve endoplazmik retikulum stresini etkilemedigi
belirlenmistir. Bununla birlikte LDso dozunda p-arbutin uygulanan hicrelerde
proinflamatuvar stokin diizeyleri araciligiyla inflamasyonun uyarildigi belirlenmistir.
MCF-7 hicrelerinde p-arbutinin LD1p ve LDsp dozlarinda genotoksisiteyi artirdigi
goriilmistiir. Yapilan molekuler ve immunohistokimyasal analizler sonucunda LDsg
dozunda pB-arbutin genomun gardiyani olarak nitelendirilen p53 ve Caspase 3
seviyelerini uyararak, MCF-7 hicrelerinde apoptozu artirdigi goriilmdistiir. Ayrica
MCF-7 hcrelerine uygulanan tim dozlarda B-arbutinin 6strojen reseptorlerini

baskiladig1 belirlenmistir.

MCF-7 hcrelerinde arbutinin LDsg dozunda genotoksik ve inflamatuvar etkileriyle
uyarilan p53 araciligiyla apoptotik Caspase 3’iin aktivasyonunu artirdigr ve ayni
zamanda ER’lerinin aktivitesini azalttigi disiiniiliirse, B-arbutinin bu etkilerini nasil
olusturdugunun arastirilmas1 tedavide yeni bir bakis acis1 gelistirilmesine katki
saglayabilir. Ama bunun i¢in B-arbutinin, ER sinyal yolu ve DNA ile etkilesimlerini de

ele alan daha ileri caligmalara ihtiyag vardir.

2019, xii + 87 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE EFFECTS OF ARBUTINE IN THE (MCF-7) CELL LINE OF
BREAST CANCER

Ayse Nur SARIOVA
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry
Supervisor: Dog. Dr. Omer HAZMAN

Surgical approach, radiotherapy and chemotherapy have been used in cancer treatment
for many years.Adverse effects of current treatment methods and patients' lifestyle
adversely affect. Therefore, the stakeholders and scientists of the subject have turned to
research alternative methods that may be more natural and have less side effects. In this
context, the effects of different plant extracts or natural components are investigated in
many types of cancer.In this study, the effect of arbutin on inflammation and oxidative
stress mediated apoptosis (programmed cell death) in MCF-7 adenocarcinoma cell line
was investigated.The effects of arbutin on estrogen receptors, proliferation and

endoplasmic reticulum stress in MCF-7 cells were also investigated.

In the present study, cytotoxicity levels of o and pB-arbutin in human breast
adenocarcinoma (MCF-7) cell line were analyzed by MTT (3- (4,5-dimethyl-thiazolyl) -
2,5-diphenyltetrazolium bromide test).It was determined that f-arbutin may be more
cytotoxic for MCF-7 cells. For this reason, studies were continued with B-arbutin.In
order to determine the effect of arbutin on oxidative stress, inflammation, apoptosis,
proliferation and endoplasmic reticulum stress in MCF-7 cells, 4 different experimental
groups were formed. Groups are as follows: Group 1: control group, Group 2: LDo dose
of B-arbutin applied group; Group 3: LD1o dose of B-arbutin treated group, Group 4: :
LDso dose of B-arbutin applied group.



Total antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS), oxidative stress index (OSI),
tumor necrosis factor alpha (TNF) o, interferon gamma (IFN) vy, Interleukin 1 beta (IL-
1B) in cell lysates obtained from experimental groups levels were analyzed.The effects
of B-arbutin on apoptosis by Caspase 3 analysis, proliferation by Bcl-2 analysis and
endoplasmic reticulum stress by GRP78 analysis in MCF-7 cells were determined by
using cDNAs synthesized using total RNAs isolated from experimental groups. In
immunohistochemical studies, the effects of arbutin on estrogen receptors and p53

levels in MCF-7 cells were determined.

At the end of the analyzes, it was determined that B-arbutin doses applied to MCF-7
cells did not affect oxidative stress and endoplasmic reticulum stress in experimental
groups. However, inflammation was induced by increasing proinflammatory stokin
levels in cells treated with LDso of B-arbutin. In MCF-7 cells, B-arbutin increased
genotoxicity in LDio and LDsgp doses. As a result of molecular and
immunohistochemical analyzes, LDso dose of B-arbutin stimulated p53 and caspase 3
levels and increased apoptosis in MCF-7 cells. In addition, B-arbutin suppressed

estrogen receptors at all doses administered to MCF-7 cells.

It can be thought that LDso dose of beta arbutin in MCF-7 cells increases the activation
of apoptotic caspase 3 and decreases the activity of ERs via p53 induced by genotoxic
and inflammatory effects. Investigation of how these effects of B-arbutin can contribute
to the development of a new perspective in treatment. However, further studies are
needed to address the interaction of -arbutin with the ER signaling pathway and DNA.

2019, xii + 87 pages
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1. GIRIS

Kanser diinyada ve iilkemizde insanlar fiziksel, psikolojik, ekonomik ve sosyal yonden
etkileyen hastaliklarin basinda gelmektedir. Tedavi i¢in pek ¢ok yontem bulunmakla
birlikte; genelde cerrahi yaklasim, radyoterapi ve kemoterapi en ¢ok tercih edilen
yontemler arasindadir. Bu tedavi yontemlerinden 6zellikle kemoterapi ve radyoterapinin
yan etkileri hasta yasamini ¢ok etkilemektedir. Bu durum, bilim insanlarini yan etkisi
daha az olabilecek dogal alternatif yontemler arastirmaya yonlendirmistir. Bu baglamda
bitkilerin ve bitkilerden elde edilen antikanser etkili olabilecek bilesenlerin etkileri
hiicre ici ve hiicre dis1 deney modelleriyle denenmeye baslanmstir. Tiirkiye Istatistik
Kurumunun yapmis oldugu calismalarda Tirkiye’deki 5 oliimden 1’inin kanserden
oldugu gozlenilmistir. TUrkiye’de 2014 yilinda gergeklesen 375 bin 291 dliimden %20,7
sinin kanserden oldugu tespit edilmistir. Bu oran ile kanser, toplam 6limlerin %40,4
tinlin olusturan dolasim sistemleri hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Avrupa Birliginin verilerinden olan 2011 yili raporlar incelendiginde Avrupa daki her

dort 6liimden birinin kanserden kaynaklandig1 goriilmektedir (Int.Kyn.2).

Turkiye’de ve diinyada kanser hastaliginin bu kadar ¢cok gorilmesi ve 6lim nedenleri
arasinda en tist seviyede yer almasi nedeni ile kanser hastaligi artik bir saglik sorunu
olmasmin 6tesinde ekonomik ve sosyal agidan bir toplum sorunu haline gelmistir. Bu
baglamda bitkilerin ve bitkilerden elde edilen antikanser etkili olabilecek bilesenlerin
etkileri oncelikle in vivo ve in vitro deney modelleri ile laboratuvarlarda, tedaviye etkisi
oldugu gozlenenler ise kliniklerde gonilliiler {izerinde denenmeye baslamistir. Bu
kapsamda armut, dut agaci gibi bitkilerin olgun yapraklarinin kurutulmasi sonucu elde
edilen eksraktlarin temel bilesenlerinden biri olan arbutinin; cilt kanseri Gzerine etkili

olabilecegi bir¢ok ¢alisma ile gosterilmistir (Deisinger et al. 1996).

Sunulan tez ¢alismasinda oncelikle MCF-7 hiicrelerinde o ve B arbutinin sitotoksisitesi
analiz edilmistir. Bu analizler sonucunda belirlenen dozlar kullanilarak arbutinin MCF-
7 meme kanseri hicrelerinde oksidatif strese, apoptoza, proliferasyona, endoplazmik
retikulum stresine, 6strojen reseptorlerine ve inflamasyona etkisi belirlenmeye
calistlmistir. Elde edilen sonuglarin arbutinin klinik amagli kullanim adina mevcut

bilgilere katki saglanabilecegi diisiintilmiistiir.



Sunulan tezde oncelikle kanser ve meme kanseri hakkinda temel ve teorik bilgilere
deginilmistir. Sonrasinda ise “MCF-7 hiicrelerinde arbutinin inflamasyon ve oksidatif
stres Uzerine etkileri” olan proje ismini de karsilayacak sekilde, literatiirde arbutinin
antikanserojen etkilerini arastirmaya yonelik yapilan son ¢alismalarin sonuglart
derlenerek sunulmaya calisilmistir. Literatiir bilgiler sunulduktan sonra calismada
kullanilan meteryaller ve analizlerde kullanilan metotlar verilmistir. Laboratuvar
analizlerinden elde edilen ham verilerin istatistik programlari ile analiziyle elde edilen
bulgulara sunulan tez metninde yer verilmistir. TUm sonuclar, tartisma ve sonuglar ana
baslig1 altinda sunulmus olup, elde edilen veriler ile literatiir 6zeti kisminda da sunulan

bilgiler iligkilendirilerek ¢aligmanin 6zgiinliigii ifade edilmeye ¢aligilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

Asirlar boyunca kanser insan ve hayvanlarda sik goriilen hastaliklar arasinda yer
almistir. Kanser hakkinda bilinen en eski kayitlar M.O 3000 yilina kadar uzanmaktadir.
Kanser kelimesi Latince yenge¢ anlamina gelen “canker” veya “carcinos”
kelimelerinden tiiremistir. Tiimdr terimi ilk defa M.O 3.yiizyilda tiimériin etrafindaki
sismis damarlar1 bir yengecin bacaklarmma benzettigi icin Hipokrat tarafindan
kullanilmis, Yunan doktor Galen ise sisme anlamina gelen “oncos” terimini kullanmistir
(Baykara 2016). Gegmisten giiniimiize elde edilen bilgiler genel olarak toparlandiginda
kanser, bir organizmadaki hiicrelerin gesitli etkiler (kanserojenik etkiler) sonucunda
degisime (mutasyona) ugrayarak Ozelliklerini kaybetmesi ile kontrolsiiz bir sekilde ve
oranda cogalarak, once bulunduklari dokunun sonrasinda ise tiim viicudun islevini

olumsuz etkilemeye baslayan bir hastalik olarak tanimlanabilir.

Kanser diinyada mortalitesi siirekli artan toplumsal sorunlardan biridir. Her y1l diinya da
8 milyondan fazla insana kanser tanis1 konmaktadir. Yapilan ¢alismalar kanserden
saglikli diyet ve dogru yasam tarzi ile korunulabilecegini gostermektedir (Anand et al.
2008 and Jemal et al. 2010). Bununla beraber saglikli yasam tarzini benimsemis kisiler

de bile kanser vakalar1 goriilebilmektedir.

Kansere yakalandiktan sonra ozellikle erken donemde taninin konmasi tedavide basari
sansii artirmaktadir. Kanser tedavisinde cerrahi yaklasim, radyoterapi ve kemoterapi
yillardan beri kullanilmaktadir. Mevcut tedavi yontemlerinin yan etkileri ve hastalarin
yasam tarzina olumsuz etkileri nedeniyle konunun paydaslarini ve bilim insanlarini
daha dogal ve yan etkisi az olabilecek alternatif yontemler aragtirmaya yonlendirmistir.
Bu baglamda bitkilerin ve bitkilerden elde edilen antikanser etkili olabilecek
bilesenlerin etkileri oncelikle in vivo ve in vitro deney modelleri ile laboratuvarlarda,
tedaviye etkisi oldugu gozlenenler ise kliniklerde goniilliiller iizerinde denenmeye
baslanmistir. Yapilan arastirmalar antioksidan ozellikleri ile 6ne ¢ikan bir¢cok dogal
aktif maddenin diisiik dozlarda organizmada koruyucu rol oynarken, yiiksek dozlarda

kanser hiicreleri tizerinde 6ldiiriicii rol tislenebilecegini gostermektedir.



2.1 Kanser Gelisimi

Guniimiizde kanser hiicreleri iki temel kalitsal 6zellik ile tanimlanir. Bunlar; kanser
hiicrelerinin hiicre boéliinmesindeki normal sinirlamalar1 agarak ¢ogalmasi ve normalde
diger hiicrelere ayrilmis alanlara yayilarak yerlesmeleridir. Hiicrelerin ¢ogalmasi
denetim altinda degilse, bir timdr ya da neoplazmaya yani asir1 biiyliyen anormal
hiicreler kitlesinin (neoplastik hiicreler) olusumuna neden olur. Neoplastik hiicreler tek
bir kitle i¢inde kiime halinde durduklari siirece bu tiimdr iyi huylu olarak isimlendirilir.
Bu durumda kitle, cerrahi yolla ¢ikartilarak tam tedavi saglanabilir. Ancak bir timdr
kot huylu ise, yani hiicreleri etrafindaki dokuyu istila yetenegi kazanmissa kanser

olarak kabul edilir (Alberts et al. 2008).

Kanser gelisimi baslangicindan itibaren dort uzun zamanli faz ile ele alinabilir (Adam et
al. 2013). Kanser gelisimi ile iliskili olarak s6z konusu gelisim fazlar1 asagida maddeler

halinde sunulmustur.

e Induksiyon fazi; 30 y1l veya daha uzun siirelidir. Radyasyon ve toksinler gibi kanser
yapict etkenlere maruziyet sonucu kanser gelisiminin basladigi fazdir. Insan
kanserinin yaklagik 3/4 {iniin ¢evresel etkenler nedeniyle olustugu ifade edilmektedir
(Adam et al. 2013).

e Insiite faz1; Bu fazda kanser gercekten vardir. Ancak, baslangi¢ alaninda bdlgesel
olarak kalir ve diger dokulara yayilmaz.

e Invazyon fazi; Bu fazda, kanser hiicreleri cogalir ve yiizey alandan derin dokulara
ilerler. Boylece damarlara ve lenfotik kanallara metastaz yapar.

e Disseminasyon fazi; doku igine tamamen girmis olan kanser hiicreleri, viicutta

cesitli doku ve organlarina yayilir.

Baslangi¢ fazlar1 olan induksiyon ve insiite fazlar1 sonunda kanser gelisimi organizmada
tamamlanmis olsa bile ¢ogunlukla hissedilir belirtiler ortaya ¢ikmaz. Hastaligin bu
doneminde olan hastalar, ¢ogunlukla diizenli tarama testlerini yaptirtyorlarsa veya bagka
bir hastalik nedeni ile analizler yapilirken hastaliklarin1 6grenebilmektedirler. Bu
nedenle belirli yastan sonra, 6zellikle toplumda sik goriilen kanser tiirleri ile ilgili

taramalarin yapilmast hem toplum sagligi hem de birey saglig1 agisindan ¢ok 6nemlidir.



Ciinkii kanser gelisimi tanisinin indiiksiyon fazinda konmasi, erken tani olarak
tanimlanmakta ve hastaligin tedavisi kolaylikla yapilabilmektedir. Insiite fazda kanser
gelisimini tamamlasa da, diger dokulara yayilmadigi (metastaz yapmadigi) i¢in tedavisi
daha kolaydir. Fakat gelisimi agisindan ii¢lincii ve dordiincii faz olan invasyon ve

disseminasyon fazlarina gegen kanser hastaliginin tedavisi ¢ok daha zor olmaktadir.

2.2 Diinyada ve Tiirkiye’de Kanser Hastaliklarinin Dagilimi

Tim diinyada oldugu gibi lilkemizde de her gegen giin goriilen kanser vakalarinin sayisi
ve oraninda artis goriilmektedir. Cizelge 2.1 incelendiginde iilkemizde erkeklerde
goriilen kanser vakalarmin diinya ortalamasinin iizerinde oldugu, kadinlarda ise
ortalamanin altinda kaldig1 goriilebilir. Tablo incelendiginde ABD ve Avrupa Birligi
(AB) gibi gelismis tiilkelerde goriilen kanser vaka sayisinin Tiirkiye’ye gore daha
yiiksek oldugu anlasilmaktadir (Int. Kyn. 2). Tirkiye ile Avrupa Birligi verileri
kiyaslanirken yas kriterleri goz Oniinde bulundurulacak olursa AB’deki 65 yas alti
olimlerin % 38’inin, 65 yas ve lstli 6limlerin ise % 25’inin kanserden kaynaklandig:

goriilmiistiir. Tiirkiye’ de ise bu oran % 28 olarak belirtilmistir (Int. Kyn.1).

Cizelge 2.1 Tiirkiye’deki ve diinyadaki kadinlarda ve erkeklerde yasa gore (100.000 kiside)
kanser dagihmi (Int.Kyn.2). JARC (Amerika Birligi Ulkeleri), AB (Avrupa
Birligi), ABD (Amerika Birlesik Devletleri)

ERKEK KADIN
DUNYA 204,9 165,2
IARC’a ya iiye 24 iilke 235,4 192,1
AB (28 ulke) 311,3 2414
ABD 347,0 2974
TURKIYE 220,3 156,8

Klinik verilerin kullanilmas: ile olusturulan istatistiki bilgiler, lilkemizde goriilen ilk bes kanser
tiirliyle diinyadaki ve diger gelismis iilkelerdeki kanser tiirlerinin birbiri ile benzedigini ifade
etmektedir. Bu baglamda erkeklerde trakea, brons ve akciger kanseri, kadinlar da ise meme

kanseri en sik goriilen kanser tiirleri olarak 6ne ¢ikmaktadir (Int Kyn.2).



2.3 Kanser Turleri

Kanser viicudumuzda goriildiigli doku ve organa gore farkli isimler alabilir. Hatta ayn1
organda bulunan farkli dokularda bile farkli 6zellikte kanser gelisimi goriilebilir. Bu
baglamda yiize yakin kanser tiirii oldugu bilinmektedir. 2013 verilerine gore iilkemizde
erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanser tiirii en fazla goriilme sikligina gore coktan aza
dogru; solunum yolu ile ilgili kanserleri (trake, brons ve akciger kanserleri), prostat,

kolorektal, mesane ve mide kanserleri seklinde siralanabilir (Sekil 2.1).

Trakea,Brong,Akciger 59.3
Prostat
Kolorektal
Mesane
Mide
Bobrek M Erkek
Larinks

Non-Hodgkin lenfoma

Pankreas

Beyin, sinir sistemi

0.0 20.0 40.0 60.0

Sekil 2.1 Tiirkiye’de 2013 yil1 itibari ile erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri (int. Kyn. 2).

Bayanlarda ise en sik goriilen kanser tiirii olarak ylksek bir oranla meme kanseri 6ne
cikmakta (Sekil 2.2); sonrasinda ise tiroid, kolokteral, solunum yolu ile ilgili kanserler

ve uterus korpusu kanseri gelmektedir (Int. Kyn.2).
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Sekil 2.2 Tiirkiye’de 2013 yil1 itibari ile kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri (Int. Kyn.2).

Bu tezde MCF-7 hiicre hattinda yapilacak olan arastirmalarla ele alinmasi diisiiniilen
meme kanserinin tedavisi ve Onleyici yontemlerin gelistirilmesinde biiyiik ilerleme
kaydedilmistir. Patogenez ve tiimor ilaglarina direngli mekanizmalar, meme kanseri kok
hiicreleri kesfedilerek ortaya cikarilmakta ve meme kanseri ile ilgili bir¢ok gen
bulunmaktadir. Gunimiizde insanlar meme kanserinin tedavisinde daha fazla ilag
secenegine sahipler. Biyolojik Onleme son zamanlarda hastalarin yasam Kkalitesini
iyilestirmek igin gelistirilmistir (Sheng-Yi et al. 2017). Bu kapsamda meme kanseri ile
iligkili olabilecek risk faktorlerine gore kisiler bilinglendirilmekte, risk altinda oldugu

belirlenen bireyler ise takibe alinabilmektedir.

2.4 Meme Kanseri Gelisimini Etkileyen Faktorler

Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanan kanser tiirii olup, kansere bagl olarak 6liim
siralamasinda ikinci sirayr almaktadir. Hastaligin temel sebebinin biyolojik
mekanizmalardan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Bu kapsamda meme kanserinin
olusmasinda etkili olabilecek risk faktorleri temel olarak i¢ ve dis risk faktorleri olarak

smiflandirilabilir (Libson and Lippman 2014).



e i¢ faktor olarak; ilk adet (menstrilasyon) yasi, ilk hamilelik yasi, hamilelik sayis1,
meme kanserli birinci derece akraba sayis1 (genetik faktorler), menopoz yasi, biyopsiler

ve atipik duktal hiperplazi (meme siit kanallar1) gosterip gostermedigi iken;

e Dis faktor olarak; boy, kilo, alkol, gesitli hastaliklarin tedavisinde hormonal tedavilerin

kullanimi, kanserojen 6zellikli kimyasallara maruziyet gibi faktorler gosterilebilir.

Meme kanserinde risk faktorlerini azaltmak, meme kanserini 6nlemek ve tedavi igin ug¢
temel strateji izlenebilir (Sekil 2.3). Bunlar belirli yastan sonra yapilacak mamografi
gibi tarama testleri, hastalik olustuktan sonra ¢ogunlukla ER* meme kanserli hastalar
icin kullanilan kemodnleyici tedavi protokolleri ve biyolojik olarak meme kanserini
onlemeye yonelik tedavi protokolleri olarak siralanabilir. Bir kadinin yasi, aile 6ykiisii,
ik ve iireme faktorleri meme kanseri riskini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan
parametreler olmasina ragmen, meme kanseri risk oranini tam olarak degerlendirmek
icin net bir strateji gelistirilememistir. Gelisen teknoloji ile birlikte sekanslama
teknolojisindeki gelismelerle bireysel genom sekanslama, meme kanseri riskini
degerlendirmek i¢in gii¢lii bir yontem olabilir (Sheng-Yi et al. 2017). Latin Amerika’da
meme kanseri konusundaki risk faktorleri ile ilgili yapilan ¢alismalar (27 adet galisma)
incelendiginde, hastaligin en erken teshisinin bilingli kadinlarin kendi kendilerine
uyguladiklart meme muayenesi ile yapilabildigini gostermektedir. Bu veriler meme
kanserinde teshis icin toplumun konu ile ilgili olarak bilgilendirilmesinin ne kadar
onemli olduguna isaret etmektedir. Ayrica gelir ve egitim diizeyi gibi sosyo-ekonomik
faktorlerin de meme kanseri riski tizerinde etkili degiskenler oldugu ifade edilmektedir

(Ferreira et al. 2017).
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Sekil 2.3 Meme kanserinde risk faktorleri ve tedavileri amaciyla kullanilan yontemler (Sheng-
Yi 2017).

Bu bilgiler 1s1ginda meme kanserinde risk faktorlerini azaltmak igin; bireylerin
hareketsiz yasam tarzi yerine glinliik fiziksel aktivitelerin yer aldigi bir yasam tarzina
gecmelerinin yararlt olacagi sdylenebilir. Ayrica saglikli beslenmeye dikkat edilmesi,
alkol aliminin azaltilmasi, baz1 hastaliklarda mecbur kalinmadik¢a hormonal tedavilere

bagvurulmamasinin meme kanseri riskini azaltilabilecegi ifade edilebilir.

2.4.1 Meme Kanseri, Ostrojen ve Ostrojen Reseptorleri Arasindaki iliski

Metabolizmanin kontrolii, integrasyonu ve koordinasyonundan endokrin sistem
sorumludur. Hormonlar, endokrin sistemde dokular arasi haberlesmeyi saglayan
kimyasal molekiillerdir. Bu baglamda 6strojen hormonlari hem kadinlarda hem de
erkeklerde salgilanan cinsiyet hormonlar1 olup, bayanlarda erkeklere oranla daha

yuksek miktarlarda sentezlenmektedir.

Ostrojen hormonlar erkeklerde; Gstradiol olarak erkek cinsel fonksiyonunda kritik bir
rol oynamaktadir. Testosteronu Ostrojene doniistiiren enzim, aromatazin yani sira

Ostrojen reseptorleri, beyin, penis ve testis gibi cinsel islev i¢in 6nemli organlarda bol



miktarda bulunur. Beyinde, cinsel uyarilma ile ilgili alanlarda Ostradiol sentezi
artar. Ayrica peniste, corpus cavernosum boyunca norovaskiiler demetler gevresinde

yiiksek konsantrasyonda dstrojen reseptorleri yer almaktadir (Schulster et al. 2016).

Cesitli dokularda sentez edilebilen ve disilik 6zelliklerin gelismesinde etkin rol alan
Ostrojenler ve progesteronun bayanlardaki en ©nemli sentez yerleri overler ve
plasentadir (Onat et al. 2006). Normal meme dokusu disi seksiiel hormonlara bagimli
oldugundan, meme dokusundan kéken alan timérlerin bu hormonlardan etkilenmeleri
dogaldir. Fakat burada hormonlar direkt olarak degil, indirekt olarak polipeptid buylime
faktorlerinin (IGF, EGF, aTGF) olusumu tizerinden etkilidirler. Bu nedenle de, meme
kanserlerinin tedavisinde 6strojenlerin antidstrojenizasyonu biiyiik 6nem tagimaktadir
(Kalaycioglu 2013).

Dogal olarak olusan &strojenler {i¢ tiptir. Bunlar (Sekil 2.4); 6strojenik aktiviteli dstron
(E1), 17B-6stradiol (E2) ve ostriol (Es3) isimli {i¢ bilesik overlerden ve idrardan izole
edilmistir. Seksiiel olgunluga erigsmis bir kadinin kaninda en fazla over kaynakli 1783-
ostrodiol (E2) bulunmaktadir. Postmenopozal donemde ise kanda bulunan temel
oOstrojen, ostrondur. Genel ostrojenler steroid hormon ailesi icinde yer alan 6zel
reseptorlerine baglanarak etkilerini gostermektedir. Hormon reseptér kompleksi
olusturduktan sonra DNA yapisindaki hormon yanit elementine baglanmakta ve ilgili
genlerde transkripsiyon asamasi kontrol edilerek hormonal etkiyi ortaya ¢ikarmaktadir

(Onat et al. 2006).
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Sekil 2.4 Ostrojenlerin yapisi
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Bayanlarda yasam boyunca yumurtalik hormonlarina (8strojen gibi) maruz kalma meme
kanserinin gelismesinde etkilidir. Ostrojen hormonlari igerisinde eriskin bayanlarda
Ostrojenik etkileri en fazla 6ne ¢ikan hormon 17p-0strodiol (E2) oldugu igin,
hastaliklarla iligkili arastirmalarda ve tedavi gelistirme programlarinda Gstrojen
denildiginde genellikle 17p-0strodiol (E2) akla gelmektedir. Bu nedenle tezin bundan
sonraki kisminda da Ostrojen ile iliskili bilgiler sunulurken temelde 17B-6strodiol (E-2)

hormonuna ait bilgiler sunulmustur.

Organizmada Ostrojen ve progesteron diizeylerinin gerekenden yiiksek olmasi;
genotoksisite olusturmalarinin yaninda, hiicre ¢ogalmasini da arttirarak meme kanserine
neden olur. Bununla birlikte erken ve ge¢ menapozun yani sira yiiksek seviyede endojen
ostrojen seviyeleri de meme kanseri riskini artirabilir. Ostrojen reseptorii pozitif
(ER")/progesteron reseptoril pozitif (PRY) tiimorleri olan kadinlar, hormonal tedaviye
daha duyarlidir ve Gstrojen reseptorii negatif (ER”)/progesteron reseptorii negatif (PR")

tanis1 olanlardan daha iyi prognoza sahiptir (Setiawan et al. 2009).

Isve¢’te yapilan bir ¢alismada, menopoz sonrasi hormon tedavisinin yani sira iireme,
antropometrik (insan viicudunun boyutlar1) ve diger ¢esitli meme kanseri risk faktorleri
olan kadinlara menopozal hormon tedavisi yapilmis ve reseptor durumuna gére meme
kanseri riski arasindaki iliski postmenopozal déneme gore agiklanmaya c¢alisilmistir.
Calisma menopoz sonrasi postmenopozal kadinlarda, 1993-1995 yillar1 arasinda meme
kanseri tanis1 konan, 50 ile 74 yaslar1 arasindaki 3.065 kisi arasinda yapilmistir. Bu
hastalarda 332 ER~ ve PR" , 286 ER*ve PR, 71ER "ve PR ", 1,165 ER"vePR *,
bilinmeyen reseptor durumu olan 789 tiimor tespit edilmistir. Ik dogumu 20 ile 24
yaslar1 arasinda yapan kadinlarla, 30’lu yaslarda dogum yapan kadinlar
karsilastirildiginda, ER*ve PR* olan timédrlerin yiiksek risk altinda oldugu
belirtilmektedir. Yetiskinlik doneminde 30 kg’dan fazla kilo alan kadinlarda bu risk
oranmnin 3 Kkat arttigi gorilmiistir. Fakat ER™ ve PR 6zelliginde olan tumorlerde
herhangi bir risk artist gézlenmemistir. Hormon tedavisi yapilmayan kadinlar ile
menopozal 6strojen ve progestin tedavisini en az 5 yil boyunca kullanan kadinlar da ise
ER *ve PR * timorlerinde artis oldugu goriilmistiir. Sonug olarak, meme kanseri risk

faktorlerinin ¢cogunun, tumorin icerdigi reseptorle iliskili olabilecegi belirtilmektedir.
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Bununla birlikte, ilk dogumda yas, menopoz sonrasi obezite ve Gstrojen-progestin gibi
menopozal hormon tedavisi kullanimi, reseptor pozitif meme kanseri igin reseptor
negatif meme kanserinden daha guclu risk faktéri oldugu ifade edilmektedir
(Rosenberg et al. 2006). Meme kanserinin yas ile birlikte artmasina ragmen,
menopozdan sonra artis hizinin yavasladigi goriilmiistiir. Ciinkii menapozla beraber
Ostrojen seviyelerinin azalmasi sonucu ER reaktivasyonuna cevap olarak gelisen
transkripsiyonel, buyume, apoptoz ve molekiler degisiklikler meme kanserin riskini
azaltmaktadir (Hosford et al. 2019).

2.4.2 Meme Kanseri, Yasam Tarzi ve Obezite

Yasam tarzi tiim hastaliklarda oldugu gibi meme kanseri i¢in de en 6nemli risk
faktorleri arasindadir. Meme kanseri agisinda dis veya ¢evresel faktorler olarak ifade
edebilecegimiz stresli yasam, diizensiz beslenme, kotii aliskanliklarin (alkol, sigara gibi)
organizmada olusturdugu zararlar ve fiziksel inaktivite gibi faktorler hem meme

kanserinin hem de diger hastaliklarin olusmasina zemin hazirlayabilmektedir.

Meme, uterus korpusu ve over gibi kadin kanserlerinde yasam tarzi ile iligkili olarak en
onemli risk faktorlerinden birisi de obezitedir. Obezitenin etkili oldugu kanserler daha
cok kadinlar1 etkilemektedir. Bu nedenle obezite ile iliskili kanserlerin Oriintiisi
incelendiginde kadinlarda hizin erkeklere gore yiiksek olmasi beklenen bir durumdur

(Int. Kyn. 2).

Obezite, aslinda yalnizca kanser baslangici degil, ayni zamanda ilerlemesini
destekleyebilecek metabolik kusurlarla da iligkilidir. Yag kiitle deposu olarak diisiiniilen
adipoz doku aymi zamanda yaygin endokrin organ olarak tanminmaktadir. Adipoz
dokunun insan fizyolojisinin glikoz ve lipit metabolizmasini dengeleyen, insiilin
duyarliligini artiric1, bagisiklik sistemini diizenleyici ve antiapoptotik etkiler ortaya

koyan birgok islevi olabilecegi gosterilmistir (Tumminia et al. 2019).

Adipoz dokunun endokrin kanserler UGzerindeki antineoplastik etkilerini iki ana

mekanizma ile gdsterebilecegi belirtilmektedir. ilk olarak, reseptdr aracili yolaklar etkisi
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ile dogrudan kanser hiicrelerini uyararak tiimor dokusunun proliferasyonuna neden
olabilir. Ikinci olarak ise; insiilin duyarliligini, inflamasyonunu ve tiimor anjiyogenezini
modiile ederek dolayli yoldan kanser biyolojisini etkileyebilecegi gosterilmistir. Adipoz
dokunun meme kanseri blytmesi zerindeki etkisinin ERa ekspresyonu ile ilgili olarak
farkli olabilecegi de One siirlilmiistiir. Calismalarin ¢ogu ERa negatif meme kanseri
hiicrelerinde adipoz dokunun proliferatif ve proapoptotik bir etkiye sahip oldugunu

gostermektedir (Tumminia et al. 2019).

Bat1 diinyasi1 bulagici hastaliklarla miicade ederken, bu hastaliklara ¢6ziim yolu bulmus
fakat gecen siire iginde obezite, hiperglisemi ve hiperlipidemi hizinin énemli 6l¢iide
arttig1 gorliilmistiir. Obezite; zamanla viicuda alinan enerji ithtiyacinin zamanla daha da
artmasi ile ortaya c¢ikan asir1 yag birikimi olarak tanimlanabilir. Obeziteyle beraber
meme adipoz dokusunda spesifik metabolik degisiklikler, pro-timorijenik mikroortamin
olusturulmasi yoluyla meme kanserinin ilerlemesi ile iliskilendirilmektedir (Strober et

al. 2019).

Obezite ve metabolik sendrom; diizensiz adipokin (yag dokudan salinan stokin ve
kemokinler) metabolizmasinin  olugsmasina neden olabilmektedir.  Adipokin
metabolizmasinda olusan bu diizensizliklerin bir meme kanseri tiirii olan TNBC (ii¢li
negatif meme kanseri) olusumunda da onemli risk faktorii oldugu ifade edilmektedir.
Ayrica TNF-a, MCP-1 ve Fibroblast Buyiime Faktoru (FGF)-21 gibi bazi adipokinlerin,
meme kanserinin ilerlemesinde dogrudan rol oynayabilecegi belirtilmektedir (Strober et

al. 2019).

Yapilan c¢aligmalar asir1 kilo ve sismanligin, menopoz sonrast meme kanseri riskini
artirabilecegini gostermektedir. Obez kadinlarda menopoz sonrasi meme kanseri
riskinin artmasinin, obeziteyle iliskili olarak Ostrojen iiretiminin yiiksek olmasi ve
Ostrojene endojen olarak maruz kalimmasi ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir.
Bununla birlikte, baz1 ¢aligmalar premenopozal (menapoz oncesi donem) yaslarda asirt
kilolu veya obez olan kadinlarin normal viicut agirligina sahip kadinlara kiyasla daha az
meme kanseri riskine sahip olabilecegini gostermistir. Bu ters iligki i¢in potansiyel bir

biyolojik mekanizma olarak premenopozal kadinlar arasinda asir1 kilo ve sismanligin
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anoviilasyon ve diisiik dolasimdaki Ostrojen seviyeleri ile iligkili oldugu belirlenmistir

(Odutola et al. 2019).

2.4.3 Meme Kanserinde Yas Faktorii ve Menopoza Girme Yasinin Etkisi

Kadinlarda yasam; c¢ocukluk, ergenlik, cinsel olgunluk, menopoz ve yaslilik olmak
lizere bes donemden olusur. Bu donemlerden her biri kendine 6zgii fiziksel, psikolojik
ve hormonal farkliliklar gosterir. Her donemin kendine gore 6zellikleri olmasina karsin,
ergenlik ve menopoz donemleri kadin yasamindaki etkileri ile en 6énemli donemlerdir.
Diinya Saghk Orgiiti'niin (DSO) tanimma gére menopoz; ovaryum aktivitesinin
yitirilmesi sonucunda menstriiasyonun kalic1 olarak sonlanmasidir. Diinyada ortalama
menopoz yasi 51 iken, bu oran 45-55 arasinda degismektedir. Gelismekte olan iilkelerde
menopoz yast gelismis tilkelere gore daha erkendir. Gelismis iilkelerde 49.3 ile 51.4
araligin da iken, gelismekte olan iilkelerde 43,5 ile 49.4 arasindadir. Ornegin, Urdiin’de
50-51, Tiirkiye’de 47 ve Misir’da 48’dir. Menopoz donemine giris zamaninin erken
veya ge¢ olusunda bazi faktorler etkili olmaktadir. Calisan kadinlar ve sigara igcen
kadinlar menopoza erken girerken, seksiiel yasantisi1 devam eden, ¢ok dogum yapmuis,
bekar veya bosanmis kadinlarda menopoz daha gec goriilmektedir. Yas, aile geliri,
egitim diizeyi, ¢cocuk sayisi, saglik durumu, menopozal donem siddeti gibi durumlar ile
menopozal semptomlar1 arasinda bir iligki bulunmaktadir. Menopoza girilen déonemde,
0strojen hormonunun azalmasina bagl olarak kadinlarda hormonal, fiziksel ve duygusal
degisimler meydana gelmektedir (Ozcan and Oskay 2013). Bununla birlikte bayanlarda
cesitli cevresel faktorlerin etkisiyle menopoza olmasit gerekenden erken veya gec
girilmesi endojen strojen seviyelerini etkileyecegi i¢cin meme kanseri riskini artirabilir

(Setiawan et al. 2009).

2.44 Meme Kanseri Riskinin Azaltan Bir Faktor Olarak Dogum Yapma ve

Emzirme
Bir kadimin emzirme Oykiisii var ise meme kanseri oranlarin da azaldigi goriilmiistiir.

Hamilelik ve emzirme doneminde sekstel hormonlarin sentez ve salinnmindaki

degisikliklerin meme kanseri agisindan koruyucu etkili olabilecegi ifade edilmektedir
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(Shah et al. 2014). Nitekim 30 farkli iilkede 50302 meme kanserli, 96973 saglikli
kadinla yapilan bir arastirmada; kadinlarda yapilan her bir dogumun %7, dogum sonrasi
annelerin ¢ocuklarini emzirdigi her bir yil %4,3 meme kanseri riskinin azaldigi

belirlenmistir (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 2002).

Emzirme ile iliskili olarak kadinlarda kanser riskini etkileyen faktorler anne siitiiniin
igerigi ile de iliskilidir. Yapilan ¢alismalar anne siitiinde bulunan o-laktoalbimin,
antiinflamatuvar stokinler (IL-10 ve IL-12 gibi), immunoglobulinler ve transforming
growth faktor (TGF-B) gibi biiyiime faktorlerinin bebek gelisimini desteklerken, bu
bilesiklerin {iiretimi sirasinda annenin metabolizmasin1 olumlu yonde etkiledigi ve
boylelikle meme kanserine karsi koruyucu etkiler gosterebilecegi ifade edilmektedir

(Botelho et al. 2013).

2.4.5 Meme Kanserinde Aile Oykiisii ve Genetik Olarak Meme Kanseri

Bir ailenin fertlerinde meme kanserinin ge¢miste goriilmiis olmasi, hastaligin genetik
olarak olusmasina zemin hazirlayan olasi mutasyonlarin bir sonraki nesile aktarilmig
olabilecegini akla getirmektedir. Literatiirde yapilan ¢alismalar (Loman 2003, Rawal et
al. 2006 and Joyce et al. 2015). Degerlendirildiginde meme kanseri aile dykiisii olan
bireyler a¢isindan, Ozellikle de birinci derece akrabaliklar meme kanseri agisindan

onemli bir risk faktorii olarak degerlendirilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada meme kanseri teshisi konan 8868 hastanin 31235 birinci derece
akrabasi belirlenmis, belirlenen bu akrabalar arasindaki meme kanseri, yumurtalik ve
diger kanserler icin var olabilecek riskler, bireyler 50 yasina gelmeden once tahmin
edilmistir. Elde edilen sonuclar genel olarak; 674 meme kanseri vakasiin %39'u ve
143 yumurtalik kanseri vakasinin %43'Q bir aile iiyesinde erken baslangigli meme
kanseri teshisi ile iliskilendirilmistir. 50 yasin altindaki akrabalar arasinda, oranlar
sirasiyla %56 ve %58 iken 50 yas ve lstli akrabalar arasinda yaklasik %30 ve %10
oldugu gortlmiistiir (Rawal et al. 2006). Baska bir ¢alismada ise 40 ile 50 yaslar
arasindaki meme kanseri olan kadinlar incelenmistir. Bu siiregte 334 hasta teshis

edilmis olup, teshis edilen meme kanseri hastasi kadinlarin %22’sinde ailede meme
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kanseri Oykust oldugu belirtilmistir. Ayrica %1,8’inde meme kanseri genetigi

dogrulanmis ve yatkinlik oldugu belirtilmistir (Joyce et al. 2015).

Meme kanseri i¢in genetik faktorler nemli risk faktorleri arasinda gosterilmektedir. Bu
nedenle ozellikle yakin akrabasinda meme kanseri hikayesi olan bireylerin genetik
riskini azaltmak adina meme kanseri riskini olusturabilecek genlerle ilgili bir tarama
testi yaptirabilir. Boylelikle genetik olarak bir risk varsa belirlenebilir. Clnki meme
kanseri a¢isindan bir onkogen olarak kabul edilen BRCAL/2 genine bagli olarak gelisen
meme kanseri vakalarmmin yarisinin aile Oykiisiine bagli olarak agiklanabilecegi
belirtildigi (Rawal et al. 2006) disiniiliirse, risk altinda olan bireylerin genetik

taramalardan saglayabilecegi yararlar anlasilabilir.

Meme kanseri ile ilgili olarak bir¢ok gen tanimlanmistir. Hem onkogenlerin hem de
anti-onkogenlerin mutasyonlari ve anormal amplifikasyonlari, tiimoriin baslatilmasi ve
ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir. En sik rastlanan kalitsal meme kanseri genleri;
BRCAL (Breast Cancer Susceptibilityl), BRCA2 (Breast Cancer Susceptibility2) ve
HER2 (insan epidermal biiyiime faktor reseptorii 2) ve EGFR (Epidermal Biyiime
Faktori Reseptor)) genleridir. BRCA1 ve BRCA2 genleri, DNA’da iplikgik
kopmasinin onariminda gorevli genler iken, HER2 genin kodlar1t HER2 proteini, tirozin
kinaz ailesinin bir epidermal blyiume faktori reseptoridir ve kanser kok hiicre sayisini
arttirdigi  gorilmiistir, EGFR (Epidermal Biiyume Faktorii Reseptorl) geni ile
kodlanan; EGFR proteini, tirozin kinaz ailesinin bir hiicre yuzeyi glikoproteinidir ve
EGF, TGF-0, amphiregulin, betacellulin ve benzerlerine baglanarak aktive ettigi
gozlenmistir (Sheng-Yi et al. 2017). S6z konusu bu genlerin risk altinda olan bireylerde

analizi, biyoonleyici 6nlem olarak degerlendirilebilir.

2.5 Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Meme kanserinin siniflandirilmasi, timoér morfolojisi, derecesi dikkate alinarak ve
tiimoriin Ostrojen reseptorlerini bulundurmasina bagh olarak siniflandirabilmektedir. Bu

baglamda meme kanseri genel olarak ER-pozitif (ER™) ve ER-negatif (ER") olmak lizere
2 grupta (Sekil 2.5) smiflandirilmaktadir (Li et al. 2017). Bununla birlikte meme

16



kanserinin gelismesinde rol oynayan hiicrelerin sahip olduklar1 diger reseptor
(progesteron reseptori veya HER2;human epidermal reseptdr-2), gen ekspresyon profili
veya molekiil tiirlerine gore farkli siniflandirmalar (luminalA, luminalB, basal-like,Her2

pozitif gibi) da yapilabilmektedir (Wesolowski and Ramaswamy 2011)

MEME KANSERI
ER Pozitif Meme Kanseri ER Negatif Meme Kanseri
Arastirmalarda MDA-MB-231
Kullamlan Hiicre Hatlar MDA-MB-468
MCF-7 ve T47D Hiicre SKBR3
Hailan AMDA-MB-453

Sekil 2.5 Meme Kanserinin Siiflandirilmasi

Meme kanseri ile ilgili caligmalarda kullanilan bir ¢ok hiicre hatti1 vardir ve bunlarin
ozellikleri birbirinden farkli farklidir (Sekil 2.5). Ornegin; MCF-7 ve T47D hiicre
hatlar1 ER* hiicre hatlar1 iken, MDA-MB-231, MDA-MB-453, MDA-MB-468 ve
SKBR3 hiicre hatlar1 ER" hiicre hatlaridir (Li et al. 2017).
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2.6 Meme Kanseri ve Oksidatif Stres

Oksidatif stresin; kanser, diyabet gibi metabolik hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve yaslanma da dahil olmak iizere pek cok kronik hastalifin olusmasinda etkili
olabilecegi bilinmektedir. Metabolizmanin devamlilig1 acisindan oksidan molekiiller ile
antioksidan molekiiller arasinda bir denge olmasi gerekir. Bu denge oksidan
molekiillerin artmasi veya antioksidan molekiil seviye veya aktivitelerinin azalmasi
seklinde oksidanlar lehine bozulduginda olusan durum, oksidatif stres olarak

tanimlanabilir.

Bir organizmada reaktif tdrlerin seviyesi yiksekse ve antioksidan savunma
mekanizmalar1 bunlarin detoksifikasyonunda yetersiz kalirsa, antioksidanlarca etkisiz
hale getirilememis reaktif molekiiller, lipidlere, proteinlere veya dogrudan DNA’ya etki
ederek hasar olusturabilir. Oksidatif stres aracili olusan DNA hasar1 karsinogenezin

baslama sebeplerinden biri olarak gosterilebilmektedir (Lee et al. 2017) .

DNA mutasyonu karsinojenezde kritik bir adimdir ve ¢esitli timorlerde yiiksek
seviyelerde oksidatif DNA lezyonlarinin (8-OH-G) hasara yol agtigi belirtilmistir.
Oksidatif DNA hasarmin karsinojenez siirecine katkisi ne kadar oldugu heniiz net
olmadigi, ancak DNA hasarmnim biiyiik dl¢lide baslangi¢ siireci ile baglantili oldugu
belirtilmektedir. Boylece DNA hasari, mutasyonlar ve gen modifikasyonlarinin

karsinojenez siirecinde kilit rol oynadig goriilmiistiir (Valko et al. 2006).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tirlerinin (RNS)
tiretilmesinde ve oksidanlarin uzaklastirilmasinda bir dengesizlik olarak da
tanimlanmaktadir. Bu dengesizlik meydana geldiginde, biyomolekiiller ROS ve RNS
tarafindan zarar goriir ve normal hiicre metabolizmasi bozulur. Bu durum hiicre i¢i ve
hiicre dis1 ortam kosullarinda degisikliklere neden olur. ROS, mutasyonlar, delesyonlar,
gen amplifikasyonu ve yeniden diizenlemeler gibi DNA’da, malign doniisiimlere,
kanser baslangicina ve ilerlemesine yol agabilen lezyonlara neden olabilir (Rodrigues et

al. 2014).
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Genel olarak reaktif azot turleri ile birlikte reaktif oksijen tirleri olarak bilinen
oksijensiz radikallerin, hem zararli hem de faydal1 tiirler oldugu bilinmektedir. ROS'un
iki yonll karakterine gore hucreler icindeki ROS'un, onkojenik fenotipini indikleyen
ve koruyan hiicre ici ikincil haberciler olarak hareket ettigini, ayrica hiicresel
yaslanmay1 ve apoptozisi indiikleyebilecegi belirtilmistir. Oksidatif stres normal
hiicrelere kiyasla ¢esitli kanser hiicrelerinde mevcut bulunan hiicresel bir redoks
dengesizligini indiikler. Bu redoks dengesizliginin onkojenik stimiilasyonla iliskili

olabilecegini belirtilmektedir (Valko et al. 2006).

Kanser ve oksidatif stres arasindaki iligki yillardan beri birgok aragtirmacinin ilgi
odagindadir. Bu arastirmalarin birisinde, metabolizmanin devamlilig1 ac¢isinda dnemli
olan redoks sistemlerinde gorev alabilen antioksidan, oksidan veya diger
biyomolekiiller ile iliskili proteinleri kodlayan genlerdeki yaygin varyantlar ile meme
kanseri gelisimine yatkinlik arasindaki iligski degerlendirilmistir. Calismada oksidatif
stresin dengelenmesinde rol alan 27 gende mevcut olan 76 tek baz polimorfizmi analiz
edilmistir. Sonuglar; oksidan/antioksidan sistemle ilgili genlerdeki farkli genotiplerin,
meme kanserine duyarlilign etkileyebilecegini gdstermektedir. Meme kanserine
yatkinliklariyla iligkili olabilecek; OGG1 (8-oksoguanin DNA Glikosilazi), GPX6
(Glutatyonperoksidaz-6), SOD3 (Superoksitdismutaz-3), TXN (Tioredoksin) ve XDH
(Ksantin  dehidrojenaz) genlerinde  polimorfizim  olabilecegi  bulunmustur.
Polimorfizmlerde oksidatif strese bagh islevselligin bircok durumda oldugu
goriilmiistiir (Rodrigues et al. 2014). Bu bilgiler 1s18inda oksidan/antioksidan sistemle
iligkili genlerin polimorfizimleri ve mutasyonlariin oksidatif stresi uyarmanin yani

sira kanser gelisimine de neden olabilecegi beklenmesi gereken bir durumdur.

Oksidatif stresin belirli bir karsinojenez asamasindaki etkisi, dogrudan radikallerin
tipi, reaktivitesi ve konsantrasyonu ile ilgilidir. Oksidatif stresin zararli etkisi, hem
antioksidan enzimlerin hem de enzimatik olmayan antioksidanlarin etkisiyle
Onlenebilecegi ifade edilmektedir. Mn-SOD, anti-timor aktivitesine sahip en etkili
antioksidan enzimlerden biri olarak kabul edilmistir. Deneysel c¢alismalar, normal
seviyelerdeki Mn-SOD diizeylerinin hiicre biiyiimesini baskilarken anormal derecede

yiuksek Mn-SOD seviyelerinin kanser hiicrelerinin istilact potansiyelini arttirdigini
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gostermistir. Dolayisiyla, oksidatif strese bagli kanseri onlemek i¢in, endojen ve
eksojen oksidatif stres kaynaklarmma maruz kalmanin en aza indirilmesi gerektigini

belirtmektedir (Valko et al. 2006).

Reaktif oksijen tirleri, meme kanserinin baslamasi veya ilerlemesine yol acan
Ostrojenik ve genotoksik etkilerde rol oynar. ROS'un neden oldugu hasarin biiyiikligi,
iiretilen ROS miktar1 ile viicudun bu oksidatif hasar1 6nlemek i¢in savunma kapasitesi
arasindaki dengeye bagli olarak degistigi belirtilmistir. Elde edilen bulgular, meme
kanserli hastalarda redoks homeostazinda bir dengesizlik oldugunu gdstermistir. Meme
kanseri olan hastalarin oksidan belirteclerinde bir artis, antioksidan belirteclerinde ise
bir azalma gorilerek, oksidatif stres seviyelerinin genelde yiikseldigi belirtilmektedir

(Sateesh et al. 2019).

Hiicrelerde metabolizmanin siirdiiriilmesi sirasinda birgok serbest radikalin olusmasi
olagan bir olaydir. Ama biyomolekiiller ve hiicresel yapilar i¢in toksik olan bu ara
tiriinler hizli bir sekilde antioksidan sistem tarafindan etkisiz hale getirilir. Bu sistemin
bir parcasi olarak enzimatik antioksidanlardan biri olan siiperoksit dismutaz, giiclii bir
serbest radikal olan siperoksit radikalini, dismutasyon reaksiyonu ile daha az toksik
H20. molekiiliine doniistiirtir (Sekil 2.6). Sonrasinda olusan H20 ise yine enzimatik
antioksidanlardan bir digeri katalaz (CAT) yardimi ile su ve oksijene doniistiiriilerek
detoksifiye edilmis olur. H2O2’nin 6zellikle diisiik konsantrasyonlar da detoksifiye

edilmesinde rol alan enzimlerden birisi de glutatyon peroksidandir.
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Sekil 2.6 Enzimatik antioksidanlar ve etki mekanizmalari

Meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 hiicre hattinda, SOD enziminin tiirlerinden biri
olan Mn-SOD’un diger hiicrelere oranla daha diisiik seviyelerde oldugu belirtilmektedir.
Bu nedenle MCF-7 hiicrelerinde hidrojen peroksit konsantrasyonunun diisiik kaldigi
belirlenmistir. Bagka bir ifade ile MCF-7 hicrelerinde, hicreler icin toksik olan
stperoksit radikali yeterli miktarda detoksifiye edilememektedir. Bu nedenle stiperoksit
radikali duzeylerinin MCF-7 meme kanseri hicrelerinde yiksek seyretmesinin, meme
kanserinin ilerlemesine katki saglayabilecegi ifade edilmektedir (Isnaini et al. 2018).
MCF-7 hicrelerinin ER* meme kanseri tiirii oldugu diistiniiliirse, siiperoksit radikalinin
detoksifikasyonunda etkili olabilecek antioksidanlar tedavi agisindan yararli olabilir.
Sunulan tez ¢alismasinda meme kanseri hiicrelerinde arbutinin etkileri belirlenmeye
calisilirken, metodoloji kisminda da sunuldugu iizere, farkli dozlarda arbutinin MCF-7
hiicrelerinde hem oksidatif stres diizeyleri hem de DNA hasarina etkileri belirlenmeye

caligilmistir.
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2.7 Meme Kanseri ve Inflamasyon

Inflamasyon, organizmada cesitli etkilerle (enfeksiyon, hastalik, toksik ¢evresel
faktorler gibi) olusabilecek doku hasarmi simirlamak ve onarim mekanizmalarini
uyarmak i¢in hizli bir savunma mekanizmasi olarak hizmet eden giiclii bir yanittir
(Bower 2012). Viicudumuzdaki immun hiicrelerin bir savunma mekanizmasi olarak
gorev yapan inflamatuvar yanit, akut donemde organizmanin korunmasi agisindan ¢ok
onemlidir. Fakat inflamatuvar yanitin olugsmasindaki mekanizmalarin bozulmasiyla
veya baska nedenlerle gelisen kronik inflamasyon ve kronik inflamasyonla baglantili
hastaliklarin (mikrobialenfeksiyonlar, otoimmun hastaliklar vb.), kanser vakalarinin
yaklasik %25’nin olugmasinda rol oynadigi ifade edilmektedir (Murata 2018 and
Barabutis et al. 2018).

Hiicrede goriilen herhangi bir stres etkisiyle uyarilarak ¢ekirdege translokalize olan NF-
kB (Nikleer faktor koppa B) gibi niikleer faktorler DNA’ya baglanarak bazi
inflamatuvar genlerin uyarilmasima neden olabilir. Bu genlerden biri olan Caspase-1’in
uyarilmast ile TNF-a gibi proinflmatuvar stokinlerin iiretilmesi ve salinimi artabilir.
Boylelikle hiicre icinde artan akut inflamasyon apoptotik kaskatlari aktive edebilir
(Hazman et al. 2018). Bununla beraber ¢zelllikle NF-kB’nin oksidatif stres veya baska
nedenlerle uyarilmasi sonucu salinimi artan proinflamatuvar stokinlerin etkisinin kronik
hale gelmesi durumunda p53°ii baskilayarak kanser olusumuna veya ilerlemesine katki

yapabilecegi ifade edilmektedir (Lowe et al. 2014).

Kanser hiicrelerinin gereksinimleri normal hiicrelerden farklidir. Bu nedenle kanser
hlcrelerinde metabolizma kanser hiicrelerinin gereksinimlerine gore yeniden dizenlenir
(Deregulation). Ornegin kanser hiicrelerinin hizli iireme ve proliferasyon yetenekleri,
farkli dokulara uyum saglamaya yonelik gosterdikleri metabolik faaliyetler ve buna
benzer timor hicrelerine 6zgi metabolik faaliyetler, kanser hiicresinin ilave besin
ihtiyacina ve enerji harcamasina sebep olur. Bunun sonucunda metabolizmada fazla
miktarda laktat, nitrik oksit (NO), ROS, arasidonik asit metabolitleri (Prostaglandinler)
gibi maddelerin olusumu artar (Neagu et al. 2019). Ayrica kanser hiicrelerinin

proliferatif 6zelliklerinin gelismesi sonucu, dokunun ihtiyaci olan oksijen miktarlarinin
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azalmasiyla kanserli dokuda glikoliz uyarilir. Bu metabolik degisiklikler kanser
hicrelerinde inflamasyonun artmasina katki saglar (Palucka and Coussens 2016,
Andrejeva and Rathmell 2017).

Organizmada inflamasyonun olugmasinda gorev alan metabolit gruplarindan birisi de
proinflamatuvar  stokinlerdir. ~ Sitokinler, enfeksiyonlarda, hematopoezde ve
homeostazide 6nemli rolleri olan biyomolekullerdir. Stokinler doku yenilenmesini,
hlcresel proliferasyonu ve buyimeyi kontrol ederek, enfeksiy6z hastaliklara ve hatta
kansere karsi organizmay1 koruyan biyomolekullerdir. Adiposit veya immun hiicreler
basta olmak {lizere farkli birgok dokuda iiretilerek salinimlari yapilabilmektedir
(Fasoulakis et al. 2018). Sunulan bu g¢alismada MCF-7 hicrelerinde arbutinin
inflamasyona etkisini belirleyebilmek adina proinflamatuvar stokinlerden bazilar1 TNF

a, IFN y ve IL1 B analiz edilmistir.

2.8 Meme Kanseri ve Endoplazmik Retikulum Sentezi

ER (endoplazmik retikulumun), protein sentezi icin kalite kontrol merkezi olarak
tanimlanabilmektedir. Protein molekiillerinin farkli gérevleri yerine getirebilmesi i¢in
fonksiyonel aktivite kazanmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle proteinlerin, gorevlerine
yonelik tanimlanan {i¢ boyutlu yapilara katlanmasi gerekir. Ancak hicresel ortamda
yeni sentezlenen proteinler, potansiyel olarak toksik tiirler olusturan anormal katlanma
ve toplanma riski tasiyabilmektedir. Bu tehlikelerden kacinmak amaciyla hiicreler,
agregasyonu Onlemek ve etkin katlanmay1 tesvik etmek icin ustaca mekanizmalar
kullanan karmagik bir molekiiler saperon agina yatirim yaparlar. Huicre igerisinde birgok
onemli gorevi bulunan endoplazmik retikulumun en ©6nemli go6revi protein
katlanmasinin saglanmasidir. Diger gorevleri ise protein katlanmasinin dogru olup
olmadigi, yanlis katlanma oldu ise diizeltilmesi, eger diizeltilemezse yanlis katlanan
proteinlerin yikima gonderilmesi endoplazmik retikulumun goérevleridir (Dlzgun et al.
2012 ve Tatar and Tatar 2019).

Endoplazmik retikulumunda protein katlanmasinin ger¢eklesmesini saglayan proteinler

bulunmaktadir. Bu proteinler glukoz diizenleyici protein 78 (GRP78), glukoz

23



diizenleyici protein 94 (GRP94), lektin benzeri proteinler ve foldazlar seklinde
siralanabilir. Endoplazmik retikulumun fonksiyon kapasitesini asan fizyolojik veya
patolojik durumlarda liimende katlanmamis ya da yanlis katlanmis protein birikimi
meydana geldigi ve bu durum endoplazmik retikulum stresi olarak isimlendirildigi
belirtilmistir. Endoplazmik retikulum stresi hiicre igerisinde olustuktan sonra hiicrenin
hayati fonksiyonlarin1 devam ettirebilmek ic¢in katlanmamis protein cevab1 (UPR) adi
verilen sinyal yolaklar1 devreye girmektedir. Bu yolaklar (Sekil 2.7)’da goriildiigii izere
protein endoplazmik retikulum kinaz (PERK), aktive edici transkripsiyon faktori-
6(ATF6), inozitol gerektiren kinaz 1 (IRE1) yolaklar1 UPR sinyal yolaklarimin
basglicalaridir (Diizgiin et al. 2012).

Katlanmams proteinker GRP7E
——
Endaoplammdk 1'—!
retiknlnm
TUPR Altivazysem -
- PERK ; HREL
B
l 1 ATFE
\ D o
Gaolzi

s1prE2Pp

Alztabolirma wve

Proteinlerin vikima

Apoptosis

Sekil 2.7 Endoplazmik Retikulum Stresi ile Apoptozis arasindaki iliski
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Okaryotik hiicreler, hiicre dis1 ortamdaki degisikliklerin neden oldugu cesitli stres
tirlerine yanit vermektedir. Endoplazmik retikulumda yanlis katlanmis proteinlerin
birikmesi gibi hiicre ici faktorlerin de strese neden olabilecegi ve iyilesme siirecine
dahil olan saperonlarin ve proteinlerin ekspresyonunu indiikleyen katlanmis UPR
cevabini aktive edebilecegi sOylenmistir. Stres asir1 veya siirekli ise ve endoplazmik
retikulum fonksiyonu geri alinamiyorsa, UPR’nin apoptozu uyarabilecegi
belirtilmektedir. Endoplazmik retikulumun stresinin ayni zamanda uyarlanabilir bir
isleve sahip kendi kendini pargalayici bir siire¢ olan otofaji icin giiclii bir tetikleyici
oldugu goriilmistiir. Bu nedenle, endoplazmik retikulum stresi ve otofajinin (hiicrenin
kendi lizozomu tarafindan sindirilmesi) kesisimi arastirilmis ve potansiyel terapdtik

etkileri vurgulanmistir (Lee et al. 2015).
UPR’nin, katlanmig veya yanlis katlanmis proteinlerin endoplazmik retikulumun
membrant arasindaki boslukta birikmesiyle aktive edilen bir stres tepkisi oldugu ve

kontrolsuz aktivasyonu, metabolik, norodejeneratif ve enflamatuar hastaliklar dahil

olmak iizere, bir ¢ok hastalikla iligkili (Sekil 2.8) olabilecegi belirlenmistir (Sisinni et

al. 2019).

Immum bozukluklar;

Viral ve Bakteriyal "
Enfeksivon, Vitlligo,
Tip 1 divabet

S

Sekil 2.8 Endoplazmik retikulum stresinin aracilik ettigi hastaliklar
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Kanser hiicrelerinde UPR'min kronik aktivasyonu, yaygin bir tiimor ilerleme
mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Yapilan bir ¢calismada endoplazmik retikulum
stresi ile apoptozis arasindaki iliski iizerinde durulmus ve insan meme kanserinde
otofaji (hiicrenin kendi kendini yemesi) ve UPR'nin aktivasyonu ile antikanser ilaclara
direng arasindaki etkilesimin ag¢iklanmasi  amag¢lanmigtir. UPR'nin  anormal
aktivasyonunun yani sira UPR bilesenlerinin yukari regiilasyonunun meme kanseri
ilerlemesinde ve kanser hiicrelerinde apoptoz ve ila¢ tedavisine diren¢ gostermesiyle
ilgili bilgiler one siirtilmiistiir. Otofaji ve UPR'nin insan malignitelerinde yeni molekiiler
hedefler saglayabilecegi hipotezi tartistlmistir. GRP78  protein  seviyesinin
kemoterapotiklere karsi gelisen direngte onemli etkileri oldugu ve GRP78’in asiri
ekspresyonu olan meme tiimorlerinde doksorubisin direncini gelistirdigi belirtilmistir
(Sisinni et al. 2019).

2.9 Meme Kanseri, Apoptoz ve Proliferasyon

Apoptozis biyolojik gorevlerini tamamlamis yapisal elemanlar1 ya da DNA’s1 hasar
gormiis hiicrelerin, iligkili oldugu doku ve hiicrelere zarar vermeyecek bir bigimde
ortadan kaldirilmasini saglayan, genlerle kontrol altinda tutulan ve gergeklesmesi i¢in
enerjiye ihtiya¢ duyan programli hiicre 6liimii olarak tanimlanabilir. Apoptozis, kendi
icerisinde bir denge halindedir. Artmasi durumunda nodrodejeneratif hastaliklara,
azalmas1 durumunda ise kanser ve fazla otoreaktif hiicrelerin ortadan kaldirilamamasi
sonucu otoimmun hastaliklara yol acabilecegi belirtilmistir. Apoptozis emri alan bir
hiicrede kromatin yogunlagmasi goriilecegi ve hiicrenin boyutlarinin kii¢iilmeye
baslayacag1 sonrasinda ise apoptotik cisimciklere ayrilacagi belirtilmistir. Bu apoptotik
cisimcikler yiizeylerinde yeni reseptorlerle birlikte yakindaki fagositik sistem
hiicrelerini ¢agirarak fagotositoz ile uzaklastirilir. Apoptozisin inhibisyonu veya
aktivasyonunun tedavi i¢in, gen {iriinlerinin ise tani i¢in potansiyel hedefler oldugu

belirlenmistir (Dingel and Kul 2016).
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2.10 Arbutin

Gegmisten giiniimiize kanser tedavisinde geleneksel ve yenilik¢i temellere dayanan
bircok tedavi segenegi kullanilmaktadir. Bunlar arasinda ilk akla gelenler arasinda
cerrahi yaklasim, radyoterapi, kemoterapi ve immunoterapi gibi yontemler sayilabilir.
Fakat s6z konusu tedavi yontemlerinin yan etkilerinin agir olusu tedavinin basar1 sansini
azaltabilmektedir. Bu durum bilim insanlarmi kanser tedavisinde etkili olabilecek daha
dogal ve yan etkisi az olabilecek alternatif yontemler arastirmaya yonlendirmistir. Bu
baglamda bitkilerin ve bitkilerden elde edilen antikanser etkili olabilecek bilesenlerin
etkileri 6ncelikle in vivo ve in vitro deney modelleri ile laboratuarlarda, tedaviye etkisi

oldugu gozlenenler ise kliniklerde goniilliiler lizerinde denenmeye baslanmistir.

Yapilan arastirmalar ay1 tiziimil, kis stimbiilli, armut ve dut agacit gibi bitkilerin olgun
yapraklarindan elde edilebilecegi belirlenen arbutinin glinlimiizde 100'den fazla farkl
bitki tiirtinden izole edilebildigini gostermektedir (Deisinger et al. 1996; Xu et al.
2015). Bitkilerden izole edilen arbutin izoformu B-arbutindir (Sekil 2.9). B-arbutin
eldesinde kullanilan ¢ogu bitki tiirii yapraklarmin elde edilen arbutin ylzdesi oldukca
diistiktiir. Geleneksel olarak idrar yolu bozukluklarinin tedavisinde siklikla kullanilan
ay1 Uiziimi (Bearberry; Arctostaphyllos uva ursi) bitkisinin arbutin yiizdesinin, bitkinin
toplanma zamani ve yetistirilme kosullarina baglh bir sekilde degismekle birlikte
yaklasik olarak % 17 oldugu ifade edilmektedir (Couteau and Coiffard, 2016). Bununla
beraber arbutin igerigi cok daha yiiksek olan bitkilerin varlig: da bilinmektedir. Ornegin
Giiney Afrika’da bulunan kiigiik bir ¢ali tiirii olan Myrothamnus flabellifolia (dirilis
bitkisi) turinin yapraklarindan kuru agirh@inin %27’sine kadar arbutinin izole
edilebildigi belirtilmektedir (Suau et al. 1991).
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a-arbutin B-arbutin

Sekil 2.9 a-arbutin, B-arbutinin kimyasal yapilar1

Arbutinin kozmetikte kullaniminin yayginlasmasi sonucunda artan arzi, bitkilerden
izole edilen p-arbutinin karsilayamamast ve muhtemelen sektdriin daha wucuz
hammaddeye ulasmak istemesi gibi nedenlerle farkli arbutin tiirleri sentetik olarak
tretilmeye baslanmistir. Bu tiirlerin basinda a-arbutin  (4-hydroxyphenyl a-d-
glucopyranoside) gelmektedir (Sekil 2.9). B-arbutinin bir izomeri olan a-arbutin (Sekil
2.9) mikrobiyal enzimler veya bazi  mikroorganizmalar  kullanilarak
sentezlenebilmektedir (Zhu et al. 2018). Arbutinin kimyasal olarak sentezlenmesinin
baz1 dezavantajlar1 (Reaksiyon kosullarimin zor olmasi, iiretimde kullanilan
molekiillerin olusturulan reaksiyonlarda se¢iciliginin diisiik olmas1 gibi) olmas1 nedeni
(Seo et al. 2012) ile daha kolay olan enzimatik sentez yollari iizerinde daha ¢ok

arastirma yapilmaktadir (Sekil 2.10).
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Cyclodextrin glycosyltransferase

a-Amylase
EC24.1.19
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bl — N\

Sucrose phosphorlase f \ Sucrose isomerase

(EC24.1.7) (EC 5.4.99.11)
Donor: sucrose Dextransucrase Amylosucrase Donor: sucrose
(EC24.1.5) (EC 2.4.1.4)
Donor: sucrose Donor: sucrose

Sekil 2.10 a-arbutinin hidrokinon ve mikrobiyal enzimler yardimiyla biyolojik olarak
sentezinde kullanilan yontemler (Zhu et al. 2018).

Enzimatik sentezin temel mekanizmasinda, substrat olarak hidrokinon, glukoz donorii
olarak ise slikroz, maltoz, maltodekstrin ve maltopentoz gibi karbonhidratlar
kullanilmaktadir. Enzim kataliziyle gergeklesen transglukozilasyonda, glukozun
anomerik karbon atomuna o formunda hidrokinon O-glukozidik bagla kovalent olarak
baglanmaktadir (Zhu et al. 2018). Enzimatik transglukozilasyonla a-arbutin
sentezlenmesinde bugiine kadar 7 farkli enzimin kullanilabilecegi belirlenmistir. Bunlar;
stikroz fosforilaz (Kiato and Sekine, 1994), a-amilaz (Nishimura et al. 1994), a-
glukozidaz (Kurosu et al. 2002), dekstransiikraz (Seo et al. 2009), sukroz izomeraz
(Zhou et al. 2011), siklodekstrin glukoziltransferaz (Mathew and Adlercreutz, 2013) ve

amilosukraz (Yu et al. 2018) enzimleri olarak siralanabilir.

Ayrica arbutinin indirgenmesi (hidrokinona bagli yan zincirdeki glukoz halkasinda
bulunan hidroksitlerin yapidan ¢ikarilmasi) ile elde edilen deoksiarbutin (4-[(tetrahydro-
2H-pyran-2-yl) oxy] phenol) de sentetik olarak (Uretilerek kozmetik Grlnlerin

bilesiminde kullanilmaya baslamistir (Miao et al. 2016).

Melasma (choasma) adi verilen ciltte ve Ozellikle yiizde olusan lekeler bireyleri

psikolojik ve fizyolojik olarak etkileyebilen 6nemli cilt hastaliklarindan birisidir.
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Olusan bu cilt lekelenmeleri genellikle kahverengi tonlarinda olugmaktadir. Bunun en
onemli nedenleri arasinda diizensiz bir sekilde giines 1smnlarina maruz kalma
gosterilmektedir. Melasma 06zellikle bayanlarda menstrual siklustan kaynaklanan
hormon duzensizliklerinden etkilenebilmektedir. Bu nedenle de bayanlarda erkeklere

gore daha yogun goriilmektedir (Miao et al. 2016).

Melasma, hiperpigmantasyon ve 6zellikle yiizde olusan ¢illerin tedavisinde yarim asira
yakin bir siire hidrokinonlar kullanilmistir. Son yillarda kanserojen bir madde olan
benzenin bir tirevi olan hidrokinonun o6zellikle de kozmetik iiriinlerde kullanimi
yasaklandi (Nordlund et al. 2006). Bunun en 6nemli sebepleri arasinda kliniklerde,
deney hayvanlar1 ve hiicre kiiltliri modellerinde yapilan bilimsel c¢aligmalarla
hidrokinonlarin  organizmada oksidatif stres, DNA hasar1 gibi olusumlari
uyarabileceginin gosterilmis olmasidir (Westerhof and Kooyers 2005; Horita et al.
2005;  Levitt, 2007; Jurica et al. 2017). Hidrokinonun metabolizma agisindan
sakincalart oldugu Ogrenilince, benzer etkileri olabilecek daha giivenilir Grlnlerin
kullanim1 yayginlagsmaya basladi. Bu baglamda dogal olarak elde edilen p-arbutinin ve
sentetik arbutin tiirleriyle yapilan calismalar, arbutin tiirlerinin hidrokinona gore
sitotoksisitesinin daha az oldugunu, bu nedenle daha giivenilir bir cilt beyazlatma ajani
olarak kabul edilebilecegini gostermektedir (Boissy et al. 2005; Hu et al. 2009; Miao et
al. 2016).

Gegmisten glinlimiize cilt beyazlatma ajan1 olarak kullanilan hidrokinonlar ve
giiniimiizde onun yerini alan arbutin tirevleri aslinda birer trozinaz inhibitori
metabolitlerdir (Garcia-Jimenez et al. 2017). Trozinaz (EC 1.14.18.1) insan vicudunda
temel pigment maddeleri olan melaninlerin sentezlenmesinde gorevli, bakir igerikli bir
enzimdir. Farkli tiirdeki renklerin olusumunda gorev alan pigment molekiilleri olan
melaninlerin  olusumundaki dengenin bozulmasi, insanlarda hiperpigmentasyon
hastaliklarina neden olabilirken, meyve, sebze, mantar gibi besinlerin ise dogal
renklerini kaybederek, kalite ve organoleptik Ozelliklerinin (renk, tat, his vb gibi

duyussal 6zellikler) azalmasina sebep olabilmektedir (Ortiz-Ruiz et al. 2015).
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Arbutinin fenolik bir bilesik olmasi, ayn1 zamanda antioksidan ozelliklerinin de
olusmasinda onemli rol oynamaktadir. Reaktif oksijen tirleri arasinda en yiiksek
reaktiviteye sahip olan hidroksil radikali, melanogenez sirasinda gergeklesen L -tirozin-
tirozinaz reaksiyonu yoluyla iiretilebilmektedir. Boylece melanogenez sirasinda cildin
oksidatif strese maruz kalabilecegi ifade edilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, arbutinin,
tirozinaz reaksiyonu yoluyla hidroksil radikal olusumunu baskilaylp baskilamadigi
arastirtlmistir. Elde edilen sonuclar, arbutinin radikal supuruci etkisiyle, kozmetikte cilt
beyazlatma ajani islevine ek olarak, ciltte melanogez sirasinda olusan hidroksil
radikaline bagl artis gosteren oksidatif stresi azaltabilecegi gostermektedir (Mika et al.
2014).

Son yillarda arbutin tirlerinin farkli hastalik modelleri iizerindeki etkileri de
arastirilmaya baslanmistir. Ama bunun ic¢in calismalarin Oncelikle hiicre kiiltiirii
ortaminda veya deney hayvanlari ile yapilacak modellemelerle yapilmasi sonrasinda ise
kliniklerde faz calismalarinin yapilmasi gerekmektedir. Boylelikle mevcut arbutin
tirlerinin ve ilerde sentezlenebilme olasiligi olan farkli arbutin tiirlerinin olasi
yararlari/yan etkileri belirlenebilir. Bu kapsamda yapilan c¢alismalarda arbutinin farkl
kanser turlerindeki etkileri de arastirilmaya baglanmistir. Bu baglamada yapilan
caligmalar melonogenezin inhibisyonunu saglayan arbutinin, ayni zamanda antikanser
etkili olabilecegini de gostermektedir. Bu ¢alismalardan birinde arbutin ve asetilenmis
tirevinin, mitokondriyal apoptotik yoldaki modili araciligi ile B16 melanom
hlcrelerinde, tirozinaz aktivitesini etkileyerek melanogenezini inhibe edebilecegi ve
indiiklenen apoptozu belirgin bir sekilde diisiirerek antikanserojenik etki gosterebilecegi
belirtilmistir (Jiang et al. 2017). Arbutinin A549 (Peng et al. 2013), MCF-7 (Berdowska
et al. 2013) gibi adenokarsinom hiicre hatlarinda da sitotoksik etkileri gosterilmistir. Bu
nedenle arbutinin baska kanser tiirlerinde de tedavi edici etkileri olabilecegi

diistiniilmektedir.

Sunulan bu tez c¢alismasinda MCF-7 adenokarsinom hiicre hattinda arbutinin
antikanserojenik etkilerinin varlig1 teyit edildikten sonra, s6z konusu etkilerin hangi
mekanizmlar araciligi ile ortaya ¢ikmis olabilecegi belirlenmeye calisilmistir. Bu

amacla MCF-7 hiicrelerinde B-arbutinin sitotoksisiteye, genotoksisiteye, endoplazmik
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retikulum stresine, 0strojen reseptorlerine, oksidatif strese, apoptoza, inflamasyona ve

proliferasyona etkileri belirlenmeye c¢alisilmistir.

Bu baglamada sunulan ¢alismada MCF-7 hiicrelerine B-arbutinin etkileri belirlenmeye

calisilirken, yapilan uygulamalar ve analizler 6zetlenecek olursa;

e Arbutin izoformlarinin (a-arbutin ve B-arbutin), MCF-7 hiicreleri canliligina etkisini
belirleyebilmek i¢cin MTT viabilite testleri ve sonrasinda lethal dozlarin
belirlenmesi,

e Elde edilen lethal dozlarin kullanilmasiyla olusturulan deney gruplarinda p-arbutinin
genotoksisite duzeylerinin comet ve mikrontkleus testleri ile analizi,

e TRAIL ve Fas ligantlar1 olarak gorev yapabilen ve boylelikle apoptozu uyararak
kanser hicrelerinde proliferasyonu durdurarak boylelikle aktif maddelerin
antikanserojen etkilerinin olugmasinda araci olabilen akut inflamasyonun
gelismesinde gorev alabilen bazi inflamatuar stokinlerin (TNF-a, IL-1B ve IFN-y)
seviyelerinin analizi,

e MCF-7 hucrelerinde stokinlerle beraber sinerjik etki gostermesi muhtemel olan
oksidatif strese arbutinin etkileri incelenirken TAS(total antioksidan seviyeleri),
TOS(total oksidan seviyeleri), OSl(oksidatif stres indeksi) seviyelerinin hicre
lizatlarinda analiz edilmesi,

e Arbutinin, MCF-7 hiicrelerinde apoptoza etkilerinin belirlenmesi amaciyla
molekiler dizeyde Caspase 3 mRNA ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi,
immunohistokimyasal olarak ise p53 diizeylerinin analizi,

e Arbutinin, MCF-7 hicrelerinde proliferasyona etkilerinin belirlenmesi amaciyla
molekdler diizeyde Bcl-2 diizeylerinin analizi,

e Arbutinin, MCF-7 hicrelerinde endoplazmik retikulum stresine etkilerinin
belirlenmesi amaciyla molekiiler diizeyde GRP78 diizeylerinin analizi,

e Arbutinin, MCF-7 hicrelerinde ER sinyal yoluna olan muhtemel etkilerinin
belirlenebilmesi amaciyla immunohistokimyasal olarak ERa reseptorlerini nasil

etkiledigi belirlenmeye ¢alisilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Cahismada Kullanilacak Hiicre Hatti ve Kiiltiir Ortam

Sunulan ¢aligmada arbutinin meme kanserinde olasi etkileri analiz edilirken, gogiis
adenokarsinomu hiicre hatt1 olarak kullanilan MCF- 7 hiicreleri tercih edilmistir.
Calismada kullanilan hiicreler Anadolu Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Bo6liimii, Molekiiler Biyoloji Laboratuvar stoklarindan tedarik
edilmistir. Proje kapsaminda hiicrelerle yapilan tim ¢alismalarda sterilizasyona 6zen
gosterilmistir. Calisma esnasinda kullanilan hcrelerin herhangi bir strese maruz
kalmamalar1 amaciyla, hiicrelerle temas edecek her tiirlii ¢oziicii/¢ozeltinin 37°C’ de
olmasina, santrifiij islemlerinin ise diisiik hizda (800 rpm) 5 dakika siireyle yapilmasina

0zen gosterilmistir.

Hiicrelerin ¢ogaltilmast i¢in kullanilacak olan komplete medium (besiyeri) 0,22 pm
gbzenekli pes membran filtreler (WVR) kullanilarak hazirlandi. Filtreye konacak
komplete medium bilesenleri steril ortamda konuldu. Medium hazirlanirken 1 litre
hacim esas alinarak filtreye oncelikle %10 (v/v) oraninda 1s1 ile inaktif edilmis fetal
buzag serumu (FBS; Fetal bovine serum veya fetal calf serum), %1 (v/v) oraninda
penisilin streptomisin, %1 (v/v) oraninda (1 mM) sodyum piruvat eklendi ve igeriginde
glutamin olan yuksek glukoz konsantrasyonuna sahip DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium, Sigma) ile hacim 1 litreye tamamlandi. Boylelikle complete
mediumdaki DMEM oran1 %88 oldu (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan besiyerinin (medium) bilesenleri

Bilesen Oran (%) Hacim (mL)
DMEM (glutaminli) 88 880
FBS 10 100
Penisilin Streptomisin 1 10
Sodyum Piruvat 1 10
Toplam 100 1000
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Bu tabloda (Cizelge 3.1) belirtilen complete mediumu elde etmek igin hazirlanan
karisim bir vakum pompasi araciligr ile filtreden (WVR, 0,22um’lik pess membran
filtre) gecirildi. Filtratin toplandig1 medium sisesi filtreden ayrilarak kapagi kapatildi.
Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi, yikanmasi, pasajlanmasi ve iiretilmesi amaciyla kullanilacak
medium, steril 50 mL’lik falkonlara konularak, kullanim siiresine kadar +4°C’ ye
kaldirildi. Bu sekilde 50°lik falkonlarda kullanima hazir edilen mediumlar, hiicre ekimi
yapilacagi veya manipUlasyonlarda kullanilacaklar1 zaman, 6nceden ¢ikarilarak 37°C’

deki su banyosunda 20-30 dakika 1sitilmastr.

3.2 Hucrelerin Cozdurulmesi ve Ekilmesi

MCF-7 hiicreleri siv1 azotta kriyotipler iginde labarotuvara getirilmistir. Donmus halde
kryotiip i¢cinde bulunan hiicreler oncelikle sivi azottan -18°C ye alinmustir. 10 dakika
beklendikten sonra 37°C’ deki sicak su banyosunda 1-2 dk sire ile inkiibe edilerek
¢oziilmeye birakilmistir. Bu arada 15 mL’lik bir falkona SmL medium konulmustur. Su
banyosunda tamami ¢oziilmek iizere olan kriyotupteki hicreler hazirlanan (igine
medium konan) falkona alinmistir. Sonrasinda kibarca pipetaj yapilarak hemen santifiij
edilmigtir. Santifiirlij sonunda falkon tabaninda biriken hiicrelere temas edilmeden
medium pipetle gekildi. Hiicre peleti Gizerine tekrar 2 mL medium eklenerek ve nazikge

pipetaj yapilarak ikinci kez yikama islemi yapilmistir.

Santrifijden sonra hiicrelerin iizerinde kalan medium tekrar g¢ekildi. Anlatildigr iizere
¢ozdiiriilerek 2 yikamada igeriginde bulunan DMSO (dimetil siilfoksit)’dan arindirilan
MCF-7 hicreleri flaska ekilmek izere son kez 1 mL medium icinde ¢oézuldi. Hucreler
dondurulup ¢oziildiigiinde strese girerler. Hiicrelerin stresten daha kolay ¢ikarak tekrar
kisa siirede boliinme yetenegine kavusabilmesi i¢in hiicrelerin besiyerinin temel protein
unsuru olan FBS orani %15-20 oraninda olmalidir. Oysa standart olarak kullanilan
mediumun FBS orani %10°dur. Bu nedenle mevcut olan mediumdan belirli bir hacimde
alinarak, tizerine enjektor filtresinden gegirilerek steril hale getirilen FBS eklenerek,
medium igindeki FBS oraninin %20 olmas1 saglanir. Ik ekim igin hazirlanan ve %20
FBS iceren 37°C’ deki complete medium 25 mL’lik flaska 5 mL hacminde eklenir. Bu
sekilde ekim icin hazir hale getirilen flaska, ekim i¢in ¢ozdiiriilerek DMSO’dan
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arindirilarak hazirlanan MCF-7 hiicreleri yavasca eklenir. Ekimi yapilacak hiicre sayisi-
500-600 binden az ise hiicreler eklendikten sonra, hiicreler fazla ayri diigmesin diye
flask fazla sallanmaz. Cunki hicrelerin birbirine yakin olmasi adherent hiicre
kiiltiirtinde 6zellikle hiicre sayisinin az oldugu durumlarda, hiicre boliinmesini pozitif
yonde etkiler. Hiicre sayisinin ¢ok olmast durumunda (6zellikle de 1-2 milyondan fazla)
ekim yapilan 25 mL’lik flask ekim sonrasi kibarca sallanarak hiicrelerin flask icine
homojen dagilmasi saglanabilir. Bu islem hiicrelerin daha kisa siirede konfulent
olmasima katki1 saglar. Bununla birlikte ¢ozdiiriilerek ekilmesi diisliniilen hiicre sayisi
cok ise ilk pasaj 75’lik flask da yapilabilir. 25 mL’lik flask ekimi yapilan hiicreler
tremesi icin 37° C ve % 5 CO; igeren inkiibatore kaldirilmistir. Giinliik olarak takibi
yapilan hiicrelerin besiyerleri, hiicreler %80-90 konfulent oluncaya kadar 2 giinde bir
degistirilmistir. 25 mL’lik flask istenen oranda konfulent olunca 75 mL’lik flaska

pasajlanmistir.

3.3 Hiicrelerin Cogaltilmasi (Pasajlanmasi)

Hiicrelerin iiredigi bir flasktan, bagka bir flaska hiicrelere zarar vermeden transfer
edilmesine pasajlama denir. Pasajlama isleminde flask tabanina yapisik halde
(konfulent) bulunan hicrelere 6nce tripsinizasyon, sonrasinda ise detripsinizasyon
(tripsinden arindirma) islemi uygulanmistir. Boylelikle tekrar bir falkonun dibinde elde

edilerek ¢ozulen hiicreler 75°lik flaska ekilmistir.

3.4 Hiicrelerin Sayilmasi

Analizlerde kullanilmak amaciyla wellplate veya flasklara hiicre ekilirken, her bir flaska
veya wellplate ayni/yakin sayida hiicre ekilmesi esastir. Bu nedenle sunulan ¢alismada
LD dozlar1 belirlenirken wellplate hiicreler ekilmeden 6nce mL’de ne kadar hiicre
oldugu belirlenmis, yani hiicreler sayilmistir. Bu amacla tripan blue hiicre sayim

yontemi kullanilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Hiicre sayiminda kullanilan hiicre sayim lami (Neubauer counting chamber) ve

hiicre sayim1 yapilan hiicreler

Tripan blue sadece canli hiicrelerin boyanmasini ve 1sik altinda parlak goriinmesini
saglayan bir boyadir. Bu nedenle sayim yapilacak lama uygulanan ve tripan mavisi ile
boyanmig canli hiicreler mikroskop altinda parlak goriiliirken, 6l hiicreler mavi/mat
goriiliir. Sayim laminda her biri 16 kareden olusan 4 sayim bolgesindeki (Sekil 3.1)

hiicreler sayilarak ortalamalar alinir.

Sonrasinda asagida ifade edilen formiil kullanilarak medium-hicre slispansiyonun
mililitresindeki hiicre sayis1 hesaplanir. Sayimin giivenilirligi agisindan diliisyon miktari
onemlidir. Genellikle ortalama hiicre sayisinin 50-150 arasinda olmasi hiicre
stispansiyonunun ideal diliisyona tabi tutuldugunun bir gostergesidir. Eger ortalama
hiicre sayist ¢ok yiiksek c¢ikarsa tripan mavisi — hiicre karigimindaki hiicre hacmi
azaltilarak, tripan mavisi hacmi artirilarak daha diliie hiicre siispansiyonu elde ederek
sayim tekrarlanir. Bu durumda diliisyon oranida artacaktir. Hiicre sayisinin ¢ok yogun
oldugu durumlarda 20 pL hiicre siispansiyonu, 80 pL tripan mavisi (diliisyon orani 5)
alinarak sayim yapilabilir. mL’ deki hiicre sayisini belirlemek amaciyla agagida sunulan

forml kullanmlmaktadir.

mL’ deki canl1 hiicre sayis1 = (Ortalama Hiicre Sayis1) x (10%) x (Diliisyon Faktorii)
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Sunulan c¢alismalarda hiicrelerin sayimi su sekilde yapildi. Flask tabanindan
tripsinizasyon ile kaldirilip, detripsinizasyon ile tripsinden arindirilan hiicreler, hiicre
yogunluguna gore 2-6 mL araliginda istenen hacimde ¢oziiliir. Sunulan calismada ise
ortalama bir deger olarak hiicreler 4 mL mediumda ¢6ziildii. Hiicre siispansiyonundan
50 pL alinarak, 50 pL tripan blue ile (diliisyon orami 2) karigtirildi. Hiicrelerin
sayiminda kullanilacak lam ve lamel (Neubauer counting chamber) hazirlandi.
Hazirlanan tripan blue-hiicre siispansiyonu karisimindan pipetaj yapilarak, 10 pL
alinarak neubauer lamina uygun sekilde konuldu. Sayim bolgelerinde sayilan hiicrelerin
ortalamalar1 alinarak hiicre slispansiyonunun mL’sinde kag¢ adet hiicre oldugu formiil
yardimi ile bulundu. Sonrasinda uygulamalarda kullanilacak hiicre sayisina gore hiicre
slispansiyonundan ka¢ mL alinmasi gerektigi hesaplanarak, hiicrelerle yapilacak

manipulasyonlara gecildi.
3.5 MTT Hiicre Viabilite Olgim Testi

Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
enzimatik testlerden biri olan MTT yontemi ile belirlendi. Bu yontem, MTT boyasinin
tetrazolium halkasin1 parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemde, MTT
canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal suksinat
dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢6ziinmeyen formazana
indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
gorulmektedir. Bu da hicre canliiginin bir belirteci olarak kabul edilir ve
spektrofotometrik olarak belirlenen deger, yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilir

(Koyuncuoglu et al. 2013).

Sunulan ¢alismada arbutinin MCF-7 hiicre canliligina etkisi su sekilde belirlendi. 2x 104
hiicre/mL de olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan, 100ul 96 kuyulu hiicre

kaltury tabakalarinin her kuyucuguna aktarilarak ve ayni zamanda hicrelere 0,25; 0,5;

1; 2; 4; 8; 16 mM konsantrasyonlarinda arbutin eklenerek 370C’ de inkiibe edilmistir. 24
saat inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 20 ul MTT boyas1 (5 mg/ml) ilave

edilerek, hcreler 37°C’ de 2-4 saat daha inkiibe edilmistir. Bu slre sonunda
hiicrelerden MTT boyas1 uzaklastirilarak ve her bir kuyucuga 200 ul DMSO eklenerek
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10 dakika inkiibe edilmistir. Renk degisimi, ELISA plaka okuyucusunda 540 nm dalga
boyunda belirlendi. Arbutin ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilig1 %2100 olarak
kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edilmistir (Ersin et al.
2016 ; Ulash et al. 2013). MTT uygulamalar1 sonucunda kontrol grubuna gore hiicre
canliligint %50 oraninda azaltan arbutin dozu LDso dozu olarak kabul edilmistir.
Biyokimyasal ve molekuler analizler igin gerekli numunelerin temini igin arbutin dozu
olarak LDo ile birlikte LDio ve LDsg dozlari kullanilmistir. MTT uygulamalar
sonucunda lethal dozlar belirlendikten sonra deney gruplari olusturulmustur. Calismada

olusturulan gruplar ve ilgili gruplara yapilan uygulamalar Cizelge 3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.2 Calismalarda Olusturulan Deney Gruplari ve Yapilan Uygulamalar

Gruplar” Hucrelere Yapilan Uygulamalar

Grup1: B-arbutini ¢ozmek amaciyla kullanila ¢oziict

Kontrol grubu (medium) ayni konsantrasyon ve hacimde
uygulanmustir.

Grup2: MTT testleri ile belirlenen LDo dozu olan B-

Diisiik doz (LDo dozunda) B-arbutin arbutin 0,15 mM konsantrasyonunda hucrelere

uygulanan tedavi grubu uygulanmstir.

Grup 3: MTT analizleri ile belirlenen ve MCF-7 hicre

Orta doz (LDi dozunda) B-arbutin viabilitesini kontrol grubuna gore %50 oraninda

uygulamasi yapilan grup diistiren doz (2,3 mM) hiicrelere uygulanmustir.

Grup 4: MTT testleri ile belirlenen LDsy dozu olan B-

Yilksek Doz (LDsy dozunda) B-arbutin arbutin 69,6 mM konsantrasyonunda hticrelere

uygulanan tedavi grubu uygulanmstir.

“: Her bir grup 5 adet flaska ekilen hiicrelerden olusturulmustur. Biyokimyasal ve immunohistokimyasal
analizler icin gerekli hiicreler 75 cm?’lik flasklarda, molekuler analizler igin gerekli hiicreler ise 25 cm?lik
flasklarda ¢ogaltilmistir.

MCF-7 hicrelerinde arbutinin oksidatif strese, apoptozise, endoplazmik retukulum
stresine ve inflamasyona etkilerinin belirleyebilmek amaciyla olusturulan deney
modelinde, hiicrelerden olusturulan 4 deney grubuna 0Ongorulen maniptlasyonlar
yapilmistir. Her bir grupta ise en az 5 tekrar yapilarak laboratuar analizlerinde

kullanilan numuneler (hiicre lizatlarinin) hazirlanmistir. Ayrica hiicrelerin tretilmesi ve
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ongoriilen deneysel model ile ilgili uygulamalarin yapilmasi i¢in gerekli malzemeler ve

analizler ile ilgili bilgilere bu boliimde ayrintili bir sekilde yer verilmistir.

3.6 Biyokimyasal Analizlerde Kullamlacak Hiicre Lizatlarimin Hazirlanmasi ve

Yapilan Biyokimyasal Analizler

Inkiibasyonlar sonrasi hiicreleri yapismis oldugu flask zemininden kaldirmak igin
flasklara tripsin (1ml %0.25) eklenerek ¢ok kisa siire sonra hafif vurma hareketleri ile
hiicreler serbest birakildi. Siispansiyonlar pipet araciligi ile toplanarak kapakli tiipler
icerisinde 25°C, 800 rpm devirde 5 dakika siireyle santrifij edilerek pelet elde edildi.
Hiicre peleti PBS ile yikandiktan sonra (tekrar santrifiiij) {izerine hiicre lizis tamponu
konmustur. Lizis tamponu su sekilde hazirlandi1.200 mL PBS tamponu (ph 7,4) icerisine
%1 triton-X-100(v/v), son hacim 500 mL’ye gore hesaplanan %8 oraninda(40ml)
proteaz inhibitor kokteyli(Roche) eklendi.Enson lizis tamponunun hacmi PBS tamponu
ile 500 mL’ye tamamlandi. lyice calkalanarak homojen bir karisim olusmasi saglandi.
Bu sekilde hazirlanan lizis tamponu deney gruplarindaki her bir flasktan elde edilen
hlcre peletinin Gzerine 500 mL hacminde eklendi, pipetaj yapildi. Sonrasinda 20 saniye
sonikasyona(Binder) tabi tutuldu.40 saniye beklendi. Sonikasyon islemi bu sekide 10

tur tekrarlandi.Sonikasyon igslemi soguk zincirde gergeklestirildi.

Sonikasyon sonucunda hiicre/organel i¢i sivilarin lizis tamponuna geg¢mesi
saglandi.Tiim uygulamalara ragmen lizis tamponunda ¢oziinmeyen proteinler 8500
rpm’da, 4 °C’de 10 dakika siire ile santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.Bu sekilde elde edilen
slipernatatntlar hiicre lizat1 olarak biyokimyasal analizlerde kullanildi. Analizlerde lizis
tamponu kullanildi. Oksidatif stres parametreleri olan TAS, TOS analizleri ticari Kitler
(Rell Assay) kullanilarak spektrofotometrik olarak yapildi.Proinflamatuvar sitokin
dizeyleri ise human spesifik ELISA Kkitleri (Sun Red) kullanilarak, mikroplate
okuyucuda(Biotek ELx800) 540 nm’de belirlendi.Elde edilen sonuglar herbir
numunenin kendi total protein dizeylerine bolinerek ham veriler elde edildi.
Supernatanlarin icerdigi protein diizeyleri standart olarak sigir serum albumini
kullanarak Bradford metodu ile yapilmistir (Bradford 1976). Biyokimyasal analizlerden

elde edilen ham veriler total protein diizeylerine boliinerek sonuglar elde edilmistir.
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3.7 Genotoksisite Diizeylerinin Belirlenmesi Icin Yapilan Analizler

MCF-7 hiicrelerinde B-arbutinin genotoksisite (zerine etkilerini belirleyebilmek
amaciyla komet yontemi ve mikroniikleus yontemi kullanildi. Ultraviyole 1sinlar,
radyasyon, reaktif oksijen ve reaktif azot tirleri gibi bircok cevresel faktorlerin
olusturdugu kotii etmenler hiicrelerde bulunan DNA’nin zarar gormesine sebep olur.
Ozellikle yaslanma, nérodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklarla
oksidatif DNA hasar1 iliskilendirilmistir. Oksidatif DNA hasari, sigaranin,
kanserojenlerin, besinlerle alinan antioksidanlarin veya UV isinlarinin insan sagligina
etkisinin izlenmesinde 6nemli bir kriter olarak gosterilir. Oksidatif DNA hasarinin
olglilmesi i¢in ¢esitli yontemler onerilmis olsada comet testi spesifik olarak biitin DNA

hasarlarini 6lgmek i¢in kullanilir (Gyori et al. 2014).

Komet testi tek hucreli jel elektroforezi (SCGE) olarak da bilinmektedir. Agaroz jel
icine gOmiilmiis hiicrelerin parcalanmasindan sonra elektroforez islemi ile
yiirlitiilmesine dayanir. Elektroforez islemi aninda hasar gérmemis DNA’lar olduklar
yerde kalirken, kiriklar ilerler. Kirilmig DNA pargalar1 kuyruklu yildiz seklinde bir yap1
olusturarak anoda dogru uzanir. Daha sonra bu kuyruklu yildiz seklindeki DNA, DNA
baglayic1 bir boya (0rnegin etidyum bromiir) kullanilarak goriiniir hale gelitirilir.
DNA’da olusmus hasarin derecelerini degerlendirmek i¢in kuyruklu yildizin sekli,
boyutu ve i¢indeki DNA miktar1 dlgiiliir. Komet testi analiz protokolii ¢esitleri DNA
capraz baglar, tek iplik kiriklar1 ve ¢ift iplik kiriklarinin olgiilmesidir. (Sekil 3.2)” de

DNA hasar dereceleri gosterilmistir.

Sekil 3.2 DNA hasar dereceleri (Yilmaz 2014).
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Hasar derecesi sinif(0) olan DNA’nin sadece kafa kism1 bulunur. Hasar derecesi sinif(1)
olan DNA’nin kafa kismu ile birlikte kuyruk kismi az belirmis sekilde goriiliir. Hasar
derecesi smif(2) olan DNA’da ise kafa kism1 kadar kuyruk uzunlugu da gortlmektedir.
Smif(3) derecesine sahip olan hasarli DNA ise kafa kismi oldukga kii¢iilmiis, kuyruk

kism1 olduk¢a uzun goriiliir.

Hasar tespiti i¢in kullanilan bir diger yontem ise mikroniikleus analiz testidir. Fiziksel
ve kimyasal ajanlarin hiicrelerde olusturdugu genotoksik etkinin belirlenmesinde
mikroniikleus testi kulanilir. Mikron(kleus testi, mitoz boliinme ile olusan hticre tipleri
Uzerinde in vitro ve in vivo olarak uygulanabilmekte ve kromozom anormallikleri
testine gore daha kolay ve hizli sonu¢ vermektedir. Kiltirde bir kez bolinmesini
tamamlamig biniikleat hiicrelerde mikroniikleus frekansini saptayan ve sitokalasin-B ile
sitokinezin bloklanmasina dayanan metodun gelismesi ile mikroniikleus testinin
giivenilirligi ve gecerliligi artmistir. Ayrica in vitro g¢alismalarda niikleer boliinme
indeksi, in vivo ¢alismalarda ise polikromatik eritrositler ile normokromatik eritrositler
arasindaki oran kullanilarak sitotoksisitenin tahmini de mikronlkleus testi ile
saglanmaktadir. Kimyasal ve fiziksel faktorlerin potansiyel riskleri ve olumsuz
etkilerini degerlendiren genotoksisite c¢aligmalar1 gunden gine daha c¢ok ©nem
kazanmaktadir. Yapilan bu ¢alismada MCF-7 hicrelerinde komet ve mikronukleus

analizleri asagida izlenen basamaklar ile ger¢eklestirilmistir

3.7.1 Komet Analizinin Yapilmasi

Komet analizinin yapilabilmesi icin Oncelikle gerkli ¢ozeltiler hazirlandi. Bu amacla
hazirlanan lizis ¢ozeltisi (Cizelge 3.3), elektroforez ¢ozeltisi (Cizelge 3.4), notralizasyon
cozeltisi (Cizelge 3.5) hazirlamak igin kullanilan yontemler ¢izelgelerde sunulmustur.
Sonrasinda ise hazirlanan c¢ozeltilerin - kullanilmasiyla komet analizinin nasil

gerceklestirildigi aciklanmaya caligilmistir.
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Cizelge 3.3 Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar:
NaCl 29,49
EDTA 7,44 g
Trisma baz 0,24 g
Triton X-100 2mL
DMSO 20 mL

Hazirlanan kimyasallar dH2O ile 200 ml’ye tamamlanarak pH 10 olacak sekilde ayarlandi.

Cizelge 3.4 Elektroforez ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar:
NaOH 69
EDTA 0,189

Hazirlanan kimyasallar dH>O ile 500 ml’ye tamamlanarak pH>13 olacak sekilde ayarlandi.

Cizelge 3.5 Nétralizasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar:

Trisma baz 14,55¢

Hazirlanan kimyasal dH»O ile 300 ml’ye tamamlanarak pH 7,5 olacak sekilde ayarlandi.

Oncelikle % 1 NMA (Normal kaynama noktali agaroz) hazirlanmas igin 0,03 g NMA 3
ml PBS ile bek alevinde prepara edilerek hazirlandi. % 0,8 LMA (Diisiik kaynama

noktali agaroz) hazirlanmasi i¢in 0,016 g LMA 2 ml PBS ile bek alevinde prepara

edilerek hazirlandi. Stok etidyum bromiir hazirlanmasi i¢in 5 mg etidyum bromiir 25 ml

dH>0’da ¢ozdiiriildii. Calismada 10 kat diliie edilerek kullanildi.

e Uygulanan konsantrasyonlardaki hicreler flask yiizeyinden alinarak 800 rpm’de 5

dk santriftj edildi.

e Siipernatant uzaklastirilarak hiicreler PBS ile stispanse edildi.

e Hiicre siispansiyonundan 40 pl alinarak ependorf igerisinde 100 pul LMA ile

karistirildi.
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e Ependorf icindeki hucre-LMA karisimmin hepsi alinarak bir giin Onceden
hazirlanmis NMA’l1 lamlara prepara edildi.

e Preparatlar donmalari i¢in buz kasetlerinin iizerine yerlestirildi.

e Donan preparatlar {izerindeki lameller yavasca alinarak 60 dk lizis islemine tabi
tutuldu.

e Lizis isleminden sonra 20 dk alisma 20 dk yiirlitme olmak iizere 25 V 300 mA’de
elektroforez islemine tabi tutuldu.

e Elektoroforezden alinan preparatlar ndtralizasyon tamponuyla yikanda.

¢ Yikama igleminin ardindan her bir preparat 70 pl etidyum bromiir ile boyanarak
lamelle kapatildi.

e Elde edilen preparatlardan her bir preparat icin floresans mikroskopta 100 hiicre

olacak sekilde sayimlar yapildi.

3.7.2 Mikroniikleus Analizinin Yapilmasi

Bu yontemde kullanilan KCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi (Cizelge 3.6)’da sunulmustur.
Sonrasinda ise analizlerde kullanilan fiksatiflerin, giemsa boyasinin hazirlanmasina

deginilmistir. Son olarak ise mikroniikleus analiz protokolii verilmistir.

Cizelge 3.6 KCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar:
KCI 0,4 gr
Distile su 100mL

KCl ile dH20 vortekslenerek homojenize edilir.

Fiksatiflerin Hazirlanisi:

Once fix2 daha sonra fix1 hazirlamir. Calismaya baslamadan 2 saat once fiksatifler
hazirlanmalidir. Fix2 icin; 40mL Glasiyal Asetik Asit + 200mL metanol (Son hacim:
240mL), fix1 icin; 50mL Fix2 + 50mL %0.9 NaCl (Son hacim: 100mL) kullanild:.

%75’lik Giemsa boyasi icin;

5mL Fix1 +5mL Fix2 + 5ml Giemsa karistirilir. Son hacim dH20 ile 100mL’ye
tamamlandi. (ph:6,8) Hazirlanan karisim filtre kagidindan gegirildi.
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Mikronukleus analiz protokolu;

Sale igerisine nitrozasit veya distile su eklendi.

Omek sayist kadar lam numaralandirilarak sale icerisine dizildi. Calisma
baslamadan 30 dk 6nce (+4 °C) buzdolabinda bekletildi.

Ependorf icerisindeki numunelerin tGzerine ImL KCI eklendi, homojenize edildi ve
5dk beklendi.

KCI eklenen drnekler santrifiije 5dk tabi tutuldu (1500rpm).

Siipernatant atild1, pellet tizerine fix1 eklendi ve 5dk yine santrifiij edildi (1500rpm).
Stipernatant atildi, pellet tlizerine fix2 eklendi ve tekrar 5dk santrifiij edildi
(1500rpm).

Son santrifiij sonrasi siipernatant yine atildi, pellet kismi salelerdeki lamlara yayildi.

Bir giin sonra lamdaki kuruyan Ornekler sale igerisinde giemsa boyasina 15 dk

maruz birakilarak boyanmasi saglandu.

3.8 Molekuler Analizler

3.8.1 RNA izolasyonu

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile yapilacak

olan gen ekspresyonu analizlerinde kullanilacak olan total RNA, hazir ticari kit (Gen

Matrix) kullanilarak pankreas ve karaciger dokularindan 10 mg alinarak izole edilmistir.

RNA izolasyonu sirasinda kullanilan butin malzemeler RNAase free bir ortam

olusturabilmek adina uygun ¢ozeltilerle (RNase Away) dnceden temizlenerek hazir hale

getirilmistir. Elde edilen RNA’larin miktar1 nanodropta optic dansitelerinden hareketle

(OD260/260) belirlenmistir. OD2go280 orani 1.7-2,1 arasinda olan RNA’lar ¢alismada

kullanildi. (White and Kaestner, 2009). RNA izolasyonu isleminin tiim asamalar1 buz

tizerinde gergeklestirildi.
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3.8.2 Komplementari DNA (cDNA) Sentezi ve RT-PCR Analizleri

PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak iizere her bir 6rnege ait total RNA’dan
0,1-5 pg almarak oOnce reverz transkriptaz (RT) ile komplementari DNA (cDNA)
sentezi yapildi. Bunun igin ticari cDNA sentez kiti kullanildi (Therma). Elde edilen her
bir numuneye ait cDNA’dan 1,5 ul kullanilarak {izerine Sybr Green PCR Master Mix
(12,5 ul) ve primer ¢ifti (oligoniikleotid) protokollere uygun miktarlarda eklenmistir.
Primerler her bir transkripsiyon analizi i¢in spesifik olup, literatiirdeki ¢alismalar (Ersin
et al. 2016 and Ulash et al. 2013) kullanilarak belirlendi. (Cizelge 3.7)” de sunulan
primerler her bir RT-PCR reaksiyonunda 100 ng diizeyinde kullanildi.

Cizelge 3.7 Oligonukleotid primer dizileri ve RT-PCR programlari

Gen Primer Dizisi RT-PCR Dongl
Protokolleri Sayisi
B-Aktin F-5CACCCCAGCCATGTACGTTGC 93°-15s/61°-30 s/ 35
R-5CCGGAGTCCATCACGATGCCA 68°-1 dk
Caspase 3 F-5'GGAAGCGAATCAATGGACTCTGGA 94°-1 dk / 59°-1 dk / 35
R-5CCTGAGGTTTGCTGCATCGAC 72°-1 dk
Bcl-2 F-5GACGGGCTACGAGTGGGATGC 94°-1 dk / 58°-1 dk / 35
R-5'GGAGGAGAAGATGCCCGGTGC 72°-1 dk
GRP-78 F-5’GCCTGTATTTCTAGACCTGCC 95°-30s/58°-30 s/ 35
R-5TTCATCTTGCCAGCCAGTTG 72°-45's

Denatlrasyon, primer yapismasi ve zincir uzatma olmak lizere {i¢ basamaktan olusan
amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi
(Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi
degisimleri 224! metodu ile hesapland: (Pfaffl 2001) ve mRNA ekspresyon diizeyi
misli olarak azalma ya da artig seklinde belirlendi. Hesaplamalar REST 2009 yazilimi

kullanilarak yapildu.
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Endojen kontrol olarak beta aktin geni kullanildi ve her bir 6rnege ait beta aktin gen
diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon)
uygulandi. MCF-7 hucrelerinde arbutinin antikanserojen etkileri analiz edilirken,
kontrol ve tedavi gruplarindan izole edilen total RNA ve sonrasinda sentezlenen
cDNA’lar kullanilarak Bcl-2, GRP-78 ve Caspase 3 mRNA ekspresyon diizeyleri RT-

PCR cihazinda analiz edilmistir.

3.9 immunohistokimyasal Analizler

Immunohistokimya uygulamas: yapilacak hiicreler, her grupta en az 3 flask olacak
sekilde ¢ogaltildi. Flasklardaki hiicrelerin ¢ogalma orani yeterli (%60-70 konfulent)
oldugunda her bir gruba (Cizelge 3.2)’de Ongorilen uygulamalar yapildi. 24 saatlik
inkibasyon sonunda hicreler tripsinle kaldirildi. Mediumla 2 kez yikanarak
detripsinizasyona tabi tutuldu. Son yikamadan sonra 15 mL’lik falkonlarin dibinde
kalan ve immunohistokimyasal analizlerde kullanilacak hucreleri sabitlemek igin, her
bir falkona %8’lik 1mL notral paraformaldehit solisyonu eklendi. Hucrelere hafif
pipetaj uygulandi. Sonrasinda olusan hiicre slispansiyonuna ImL PBS (pH:7,4) tamponu
eklendi. Tekrar Kkibarca pipetaj edildi. Hicreler bdoylelikle %4’luk nétral
paraformaldehit icerisinde sabitlenmis oldu. Sabitlenen hicreler 24 saat inkiibasyondan

sonra immunohistokimya analizlerinde kullanildi.

%4’luk tamponlu nétral paraformaldehit solisyonunda 24 saat sureyle tespit edilen
hlcreler, inkiibasyon sonunda 3 kez distile su ile yikand1 ve sitoblok uygulamasi ile
pellet yapilarak rutin doku takibi yapildi. Hiicreler parafinde bloklandi ve mikrotom
kullanilarak 4 pm kalinhiginda kesitler alindi. Adhesivli lamlara alinan Ornekler
immunohistokimyasal teknik ile boyandi. Bu amagla orneklerin {izerine tavsan Anti
Ostrojen alfa reseptorii (1/50 sulandirma, Santa Cruz, SC-543), tavsan anti-caspase 3
(1/200 sulandirma, Abcam, ab13847) ve Mouse p53 (1/25 sulandirma, DAKO, M7001)
antikorlar1 damlatildi. Sekonder olarak bitonize Anti tavsan antikoru (IgG BA1000,
Vector Laboratories Inc., CA, USA) ile diger bitonize Anti tavsan antikoru (IgG
BA2000, Vector Laboratories Inc., CA, USA) uyguland1 ve 30 dakika inkiibe edildi.

Yikama isleminden sonra peroksidaz enzimi konjuge edilmis strepteavidin ile muamele
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edildi (Standard Vectastain Elite ABC Kit, PK-6100, Vector Laboratories Inc, CA,
USA). 30 dakika inklbe edildi. PBS ile yikandi. Peroksidaz substrati 3-amino-9-
etilkarbazol (AEC) uygulanarak reaksiyon renklendirildi. Zemin igin Gill’s (III)
hematoksileni kullanilip akéz yapistirici ile lamlar kapatildi. Tiim o6rnekler 1s1k
mikroskobunda incelendi ve Zeiss Imager A2-Axiocam HRc gorlntlileme sistemi ve
ZEN2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) yazilimi kullanilarak analiz edildi.

3.10 istatistiki Analizler

Elde edilen veriler ortalama =+ standart hata (SH) seklinde tanimlandi, verilerin
degerlendirilmesinde SPSS 18 paket program kullanilmistir. Verilerin 6ncelikle normal
dagilimli olup olmadigi test edilmistir. Normal dagilim gosteren verilere parametrik
testlerden tek yonll varyans analizi (ANOVA), post hoc test olarak ise Duncan testi
uygulanmistir. Normal dagilim goéstermeyen analiz sonuglarina ise non-parametrik
testlerden Kruskal-Wallis testi uygulanarak istatistiki bir fark olup olmadig: belirlendi.
Aralarinda istatistiki fark oldugu belirlenen parametrelerde, hangi gruplarin kontrol

grubundan istatistiki farklilik gosterdigi ise Mann-Whitney U testi ile belirlendi.

Sunulan ¢ahismada MCF-7 hucreleri ile yapilan uygulamalar ve analizler

Ozetlenecek olursa;

e Arbutinin, MCF-7 hiicreleri canliligina etkisini belirleyebilmek igin MTT viabilite
testi,

e Arbutinin, MCF-7 hiicrelerindeki lethal dozlari belirlendikten ve deney gruplar
belirlendikten sonra genotoksisite analizleri,

e TRAIL ve Fas ligantlar1 olarak gorev yapabilen ve boylelikle apoptozu uyararak
kanser hicrelerinde proliferasyonu durdurarak boylelikle aktif maddelerin
antikansorojen etkilerinin olugsmasina aracilik edebilen bazi inflamatuar stokinlerin
(TNF-a, IL-1B ve IFN-y) seviyeleri,

e MCF-7 hucrelerinde stokinlerle beraber sinerjik etki gostermesi muhtemel olan
oksidatif strese arbutinin etkileri incelemek amaciyla hiicre lizatlarindan; TAS,

TOS, OSI seviyelerti,
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e Arbutinin, MCF-7 hucrelerinde apoptoza etkilerinin belirlenmesi amaciyla
molekdler diuzeyde Bcl-2, GRP78 ve Caspase 3 mRNA ekspresyon seviyeleri ile
immunohistokimyasal olarakta p53 duizeyleri,

e Arbutinin MCF-7 hiicrelerinde ER’lerine etkisini belirleyebilmek icin ER™ hiicre
sayilar1 belirlendi.
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4. BULGULAR

Sunulan calismada yapilan laboratuvar analizleri 4 asamada gerceklestirilmistir. ilk
asamada a-arbutin ve B-arbutinin MCF-7 hicrelerinde sitotoksik dozlar1 belirlenmis ve
daha sitotoksik olan B-arbutinin kullanilmasia karar verilmistir. Ikinci asamada deney
gruplar1 planlanarak iiretim yapilmistir. Hiicreler her grupta en az 5 flask (n=5) olacak
sekilde iretilmistir. Calismanin metaryal-metot kisminda ifade edilen manipilasyonlar
hlcrelere uygulandiktan sonra hiicrelerden laboratuvar analizlerinde kullanilacak olan
numuneler (hiicre lizatlar1) elde edilmistir. Ugiincii asamada ise elde MCF-7 hiicre
hattinda B-arbutinin etkilerini belirlemeye yonelik analizler elde edilen hicre
lizatlarinda gergeklestirilmistir. Laboratuvar analizlerinde elde edilen bulgular sirasi ile
bu boliimde paylasilmistir. Ayrica hiicrelerden elde edilen lizatlarda inflamatuvar stokin
(TNF-a, IL-1B ve IFNy) seviyeleri ve apoptotik siirecte hiicrelerin durumlarini
belirlemeye imkan verecek olan Bcl-2, GRP-78 ve Caspase 3 genlerinin mRNA
ekspresyon dizeyleri RT-PCR cihazi yardimiyla belirlenmistir. Ayrica MCF-7
hicrelerinde  6strojen  reseptorlerine  ve  apoptotik  p53  genine  etkisi
immunohistokimyasal yontemle analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar kaydedilmis ve

istatistiksel analiz ile degerlendirilmistir.

4.1 MCF-7 Hiicrelerinde Arbutinin Sitotoksisite Diizeyleri ve Lethal Dozlari

Arbutinin MCF-7 hiicrelerinde MTT analizi araciligi ile sitotoksisitesi belirlenirken iki
farkl1 izomeri (a-arbutin ve B-arbutin) kullanilmistir. Yapilan analizlerde ozellikle
diisiik dozlarda (ImM, 2mM ve 10mM) B-arbutinin a-arbutine gére daha sitotoksik
etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1). Daha yiiksek dozlarda (25mM, 50mM, 100mM

ve 200mM) ise a-arbutinin sitotoksisitesini yiiksek oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.1 MCF-7 hiicrelerinde a-arbutin ve B-arbutinin sitotoksisitesi

MTT analizlerinden elde edilen bulgulardan yola ¢ikilarak, kontrol grubundaki
hiicrelerin canlilik oranlar1 %100 kabul edildigi bir durumda, farkli dozlarda arbutin
uygulanan hiicrelerin verileri kontrol grubu verileri ile kiyaslanarak elde edilen her bir
doza karsilik % hiicre canlilik oranlart (Sekil 4.1)’de sunulmustur. Bu veriler
kullanilarak MCF-7 hiicrelerinde hem a-arbutin hem de P-arbutinin lethal dozlar

hesaplanmistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1 a-arbutinin MCF-7 hiicrelerindeki Lethal Dozlari

o . ..
MCF-7 Hiicrelerine Uygulanan a- 95% Confidence Limits

arbutine Lethal Doz (LD) (MM)
Konsantrasyonlari

(mM) Lower Upper
LDo 0,001 0,000 0,011
LDs 0,037 0,003 0,152
LD1o 0,215 0,036 0,621
LDss 0,703 0,179 1,627
LDso 106,290 61,375 235,875
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Cizelge 4.2 B-arbutinin MCF-7 hiicrelerindeki Lethal Dozlar1

95% Confidence Limits

MCF-7 Hucrelerine Uygulanan (mM)
a-arbutine Lethal Doz (LD)
Konsantrasyonlari

(mM) Lower Upper
LDo 0,145 0,046 0,330
LDs 0,885 0,402 1,573
LD1o 2,322 1,264 3,649
LDss 4,450 2,717 6,494
LDso 69,637 51,890 98,701

a ve B-arbutine ait hesaplanan lethal dozlar kiyaslandiginda, B-arbutinin LD’ daha
disik oldugu goriilmektedir. Bunun anlami MCF-7 hiicrelerinde ayni orandaki
sitotoksisiteyi B-arbutinin daha diisiik dozlarla saglayabildigidir. Yani B-arbutinin
sitotoksisitesi o-arbutine gore daha yiiksektir. Bu nedenle sunulan c¢aligmanin kalan
kisminda B-arbutin kullanilmistir. LDo, LD1o Ve LDsp dozlarinda B-arbutin uygulanan
MCF-7 hiicrelerinin ve kontrol grubu hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi olusan

mikroskop gortintiileri Resim 4.1’de sunulmustur.

Resim 4.1 Deney gruplarina ait hiicrelerin mikroskop goriintiileri
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LDso dozu hiicrelerin en az yarisinin 6lmesine sebep olan dozdur. Baska bir ifade ile
antikanserojenik dozdur. LDo dozu olarak bilinen doz, alfa ve beta arbutinin 24 saat
inkiibasyon sonunda MCF-7 hiicrelerinde herhangi bir 61im veya proliferasyona neden
olmayan dozudur. Bu doz kanser hicrelerin de herhangi bir proliferasyona neden
olmadigr i¢in, diger hiicrelerin kanser nedeniyle organizmada olugsmus olan oksidatif
stres, inflamasyon vb. durumlart diizeltmek amaciyla antioksidan olarak
kullanilabilecek dozudur. Ciinkii daha diisik dozlar MCF-7 hcrelerinin remesine

pozitif katki saglamaktadir.

4.2 MCF-7 Hiicrelerinde B-Arbutinin Genotoksisiteye Etkisi

Veriler incelendiginde kontrol grubunda 6lgiilen hasar degeri (10,33+1,87) ile LDso
diizeyinde Olgiilen hasar degerleri (15,84+1,63) incelendiginde gruplar arasinda
istatistiki diizeyde farklilik goriilmektedir. Doz artirildiginda hiicreye verine hasar
miktarmin arttigi goriilmiistiir Kontrol grubu ile LDo ayn1 harfleri (a ve b) tasidigi i¢in

gruplar arasinda fark olmadigi gériilmiistiir.

Cizelge 4.3 B-arbutinin MCF-7 hiicrelerinde DNA hasari ve Mikroniikleus olusumuna etkisi

Groups Comet Scores Micro Nikleus Testi
(Arbitrary Unit) Frekanslari (%)

Grup 1 10,33+1,872 0,0400+0,0089 2

Kontrol grubu

Grup 2 12,00+2,092 0,0467+0,00822

LDo dozunda B-arbutin

uygulanan grup

Grup 3 19,67+3,01° 0,0733+0,0082°
LDy  dozunda  [B-arbutin

uygulanan grup

Grup 4 15,84+1,63° 0,0900+0,0063 ¢
LDsy  dozunda  B-arbutin

uygulanan grup

P 0,000 0,000

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n=5), (p <0,05).
ab.e; Ayny siitunda farkl iislii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir.
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4.3 p-arbutinin MCF-7 Hucrelerinde Oksidatif Strese Etkisi

Sunulan ¢alismada MCF-7 hiicrelerinde B-arbutinin 3 dozu kullanilarak (LDo, LD1o Ve
LDso dozlar1) hem antikanser etkilerini hangi yollar aracilig1 ile gostermis olabilecegi
belirlenmeye calisilmig, hem de diisiik doz arbutin uygulamalarinda arbutinin olasi
koruyucu etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. S6z konusu koruyucu etkilerin
belirlenebilmesi amaciyla B-arbutinin MCF-7 hicrelerinde hem oksidatif strese hem de
inflamasyona etkileri incelenmistir. MCF-7 hiicrelerine B-arbutin uygulandiginda deney
gruplarinda oksidatif stres diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla hiicre lizatlarinda

TAS, TOS ve OSI diizeyleri analiz edilmistir.

Elde edilen verilere gore kontrol grubu TAS seviyeleri 0,66 mmol torolox equiv/g-
protein olarak belirlenmistir. Deney gruplarma LDo dozunda (0,145 mM) ve LDio
dozunda (2,3 mM) B-arbutin uygulandiginda TAS seviyelerinde bir degisiklik
olmadigi, fakat LDsp dozunda (69,6 mM) f-arbutin uygulandiginda ise TAS
seviyelerinin yaklasik iki kat arttig1 goriildii. Bu ylikselisin diger gruplara gore istatistiki
diizeyde onemli bir fark olusturdugu belirlendi (Cizelge 4.4 TAS, TOS ve OSI
seviyeleri).

Cizelge 4.4 TAS, TOS ve OSI seviyeleri

Deney Gruplari TAS TOS oSl
(mmolTrolox (umol H20,- (Arbitrary Umt)
Equiv./g-protein) Equiv./g-
protein)

Grup 1; Kontrol grubu 0,66 £ 0,06 2 16,32 +2,48% 2490,3 + 328,1
Grup 2; LDy dozunda B-arbutin 0,67 £0,09° 13,85+1,28% 21434 +212,1
uygulanan grup
Grup 3; LDio dozunda B- 0,64 £0,03° 1499+ 1542 2390,1 + 344,9
arbutin uygulana grup
Grup 4; LDsp dozunda B- 1,52 +0,29° 30,24 £ 6,78 ° 2072,1+294,3
arbutin uygulanan grup
P 0,003 0,023 0,728

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n=5)
ab - Aymi siitunda farkli {islii ifadeleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak onemlidir
(p <0,05).
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Deney gruplarina ait TOS diizeyleri incelendiginde de gruplar arasinda TAS seviyeleri
ile benzer sekilde bir farklilik olustugu goriildii. Yani kontrol grubu, LDo grubu ve LD1o
grubu TOS diizeyleri arasinda istatistiki bir fark gézlenmez iken, LDso dozunda arbutin
uygulanan grupta TOS seviyelerinin yaklasik iki kat artis gosterek diger gruplardan
istatistiki diizeyde farklilik gosterdigi belirlendi. OSI diizeyleri incelendiginde ise
gruplar arasinda herhangi bir farklilik olusmadigi goriildii. LDso grubu TAS ve TOS
seviyelerinin istatistiki olarak diger gruplardan farkli bulunmus olmasina ragmen OSI
diizeyleri arasinda herhangi bir farkin olmamasinin nedeni, MCF-7 hiicrelerine LDso
dozunda B-arbutin uygulandiginda hem TAS seviyelerinin hem de TOS seviyelerinin
birbirine yakin oranlarda artis gostermesine baglanabilir. Kisacas1 bu veriler MCF-7
hiicrelerine uygulanan [-arbutin dozlarmmin oksidatif stresi etkilemedigini ifade

etmektedir.

4.4 p-arbutinin MCF-7 Hiicrelerinde Inflamasyona Etkisi

B-arbutinin MCF-7 hiicrelerinde inflamasyona etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla
proinflamatuvar stokinlerden bazilarinin (TNF-o, IL-1B ve IFN-y) seviyeleri hiicre
lizatlarinda belirlenmeye ¢alisildi. Yapilan analizlerde MCF-7 hiicre lizatlarinda stokin

seviyelerinin ¢ok diisiik konsantarasyonlarda oldugu goriildii.

Bununla birlikte MCF-7 hucrelerine LDsp dozunda B-arbutin uygulandiginda analizi
gergeklestirilen {i¢ stokin tliriiniinde hiicre lizatlarindaki diizeylerinin 6nemli derecede
artigr (Cizelge 4.5)’ den anlasilmaktadir. Bu nedenle LDsp dozundaki B-arbutin
sitotoksisitesinin proinflamatuvar stokin diizeylerinin artmasiyla birebir iligkili
olabilecegi soylenebilir. Fakat LDo ve LDio B-arbutin uygulanan htcrelerdeki stokin
diizeylerindeki degisim ile kontrol grubu verileri arasinda istatistiki diizeyde herhangi
bir fark gézlenmemistir. Yani LDg ve LD1o dozlarindaki B-arbutinin inflamasyona etkisi

olmadig1 sdylenebilir.
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Cizelge 4.5 Proinflamatuvar stokin (TNFa, IL-1B ve IFN-y) diizeyleri

Deney Gruplar TNF-a IL-1p IFN-y
(ng/g-protein) (pg/mg-protein) (ng/g-protein)

Grup 1; Kontrol grubu 42,86 +4,80° 80,36 + 8,842 24,48 + 2,082

Grup 2; LDo dozunda B- 52,18 £6,65° 89,39 + 9,49 30,15 + 5,552

arbutin uygulanan grup

Grup 3; LDio dozunda f- 46,77 £7,517 86,08 £ 9,84¢ 24,21 + 2,00

arbutin uygulanan grup

Grup 4; LDso dozunda B- 139,53 + 41,42° 228,20 + 37,92° 75,40 + 19,27°
arbutin uygulanan grup

P 0,013 0,000 0,005

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n=5)
ab . Aym siitunda farkli @islii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir
(p <0,05).

4.5 B-Arbutinin MCF-7 Hucrelerinde Apoptoza, Proliferasyona ve Endoplazmik
Retikulm Stresine Etkileri

Bir maddenin kanser hiicrelerinde tedavi edici olabilmesi icin, baska bir ifade ile
antikanserojen olabilmesi i¢in, kanser hiicrelerinde programli hiicre oliimii olan
apoptozisi uyarabiliyor nitelikte olmas1 gerekir. Ayrica antikanserojen etkili maddelerin
kanser hiicrelerinde proliferasyonu (hiicre yenilenmesi ve ¢ogalmasi) da baskilamasi
beklenir. Sunulan caligmada [-arbutinin MCF-7 hicrelerindeki apoptoza etkisini
belirlemek amaciyla Caspase 3 geninin, proliferasyona etkisini belirlemek amaciyla
Bcl-2 geninin mRNA ekspresyon duzeyleri analiz edilmistir. Ayrica bir endoplazmik

retikulum stresi parametresi olan GRP78 mRNA diizeyleri de analiz edilmistir.

45.1 LDo dozunda B-Arbutinin MCF-7 hicrelerinde Apoptoz, Proliferasyon ve
Endoplazmik Retiklum Stresine EtKisi

B-arbutinin MCF 7 hiicrelerinde apoptoz ve proliferasyona etkilerini belirleyebilmek
i¢cin, deney gruplarindan elde edilen veriler, kontrol grubu ile ayr1 ayr1 kiyaslanmustir.
Baoylelikle beta arbutinin MCF-7 hcrelerinde tedavi edici olabilecek LDo dozunun
etkisi (Sekil 4.2), hafif toksik kabul edilebilecek LD1o dozunun etkisi ve antikanserojen
etkili doz olarak kabul edebilecegimiz LDsp dozunun etkilerinin belirlenmesi

amaclanmustir.
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Sekil 4.2 LD, dozunda B-arbutinin MCF-7 hicrelerinde apoptoz, proliferasyon ve endoplazmik
retikulum stresine etkisi (* isaretini tagiyan parametre istatiksel olarak p<0,05

diizeyinde kontrol grubuna gore farklidir).

Bu baglamda LDg dozu uygulanan grubun verileri kontrol grubu ile kiyaslandiginda
Caspase 3 mMRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiki duzeyde fark
olusturacak sekilde (p=0,040) baskilandig1 belirlendi (Sekil 4.2). Bununla birlikte
proliferatif bir gen olan Bcl-2 ve Endoplazmik retikulum stresi parametresi olan GRP78
genlerinin mMRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol verileri ile herhangi bir istatistiki
fark olusturmadigi (p degerleri Bcl-2 icin 0,765 ve GRP78 icin 0,65) goruldi. Bu
veriler LDo dozunda beta arbutinin kanser hiicrelerinde herhangi bir proliferasyona
neden olmadan antioksidan etkilerini gosterebilecegini ifade etmektedir. Beta arbutinin
diisiik dozlarda MCF-7 hucrelerinde Caspase 3’ii baskilamasi nedeni ile apoptozisi
baskiladig1 soylenebilir. Bu kanserle miicadele adina istenen bir durum degildir. Bu
nedenle gogilis kanserli kisilerin arbutin igerikli {irtinleri tiiketirken bilingli olmalar

gerekebilir.
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4.5.2 LDi1o dozunda B-Arbutinin MCF-7 Hucrelerinde Apoptoz, Proliferasyon ve
Endoplazmik Retikulum Stresine EtkKisi

B-arbutin LD1o dozunda MCF-7 hiicrlerine uygulandiginda 24 saat sonunda caspase 3
mRNA ekspresyon diizeylerini uyardigi goriildii (p=0,002). Sitotoksisite analizleri ile
belirlenen LD1o dozunun, hiicreleri kontrol grubuna gore %10 oraninda 6ldiirecek etkide
bir doz oldugu disiniiliirse sonuglarin birbiriyle uyum gosterdigi ifade edilebilir.
Analizi gergeklestirilen diger genler incelendiginde ise LD1o grubu Bcl-2 ve GRP78
mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore bir farklilik gostermedigi (Bcl2

icin p degeri 0,056, GRP78 i¢inse 0,052) belirlendi (Sekil 4.3).

E:xpression Ratio
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Sekil 4.3 LD1o dozunda B-arbutinin MCF-7 hiicrelerinde apoptoz, proliferasyon ve
endoplazmik retikulum stresine etkisi (* isaretini tagiyan parametre istatiksel olarak

p<0,05 diizeyinde kontrol grubuna gore farklidir).
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4.5.3 LDso dozunda p-Arbutinin MCF-7 hicrelerinde Apoptoz, Proliferasyon ve
Endoplazmik Retikulum Stresine EtkKisi

Yapilan sitotoksisite analizlerine gore 24 saatlik inkiibasyon sonucunda MCF-7
hicrelerinin  yarisinin  6lmesine neden olan LDsg dozu uygulandiginda MCF-7
hiicrelerinde apoptozun uyarildigi goriildii. Nitekim LDso dozu uygulanan grupta
apoptozis sinyal yolunun son Uyesi olan Caspase 3 mRNA ekspresyon diizeylerinin
kontrol grubuna gore istatistiki fark olusturacak diizeyde (p=0,004) uyarildig: belirlendi
(Sekil 4.4). Bununla birlikte uygulanan B-arbutin dozunun analizi gerceklestirilen diger
genlerin (Bcl-2 ve GRP78) mRNA ekspresyon dizeylerini istatistiki dizeyde
etkilemedigi belirlendi.
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Sekil 4.4 LDso dozunda B-arbutinin MCF-7 huicrelerinde apoptoz, proliferasyon ve
endoplazmik retikulum stresine etkisi ( * isaretini tagiyan parametre istatiksel olarak

p<0,05 duizeyinde kontrol grubuna gore farklidir).
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4.6 MCF-7 Hiicrelerinde p-Arbutinin Ostrojen Reseptérlerine ve p53 Seviyelerine
Etkisi

Sunulan calismanin literatiir 6zeti kisminda da deginildigi lizere meme kanserinde
Ostrojen hormonunun etkiledigi reseptorlerin varligt ve miktari, hastaligin tedavisi
acisindan onemlidir. ER Bcl-2 geni araciligr ile kanser hiicrelerinde proliferasyonu
uyarirken, p53 genini ise baskilayarak apoptozis mekanizmasini sekteye ugratmaktadir.
Bu durum ise hastaligin daha da ilerlemesine neden olabilmektedir. Bu nedenle f-
arbutinin meme kanseri hucrelerinde etkileri belirlenirken, metaryal-metot kisminda da
deginildigi gibi immiinohistokimyasal yontemle ER* ve p53* hiicre sayis1 belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar (Cizelge 4.6)’ da sunulmustur.

Cizelge 4.6 MCF-7 Hucrelerinde B-Arbutinin p53 ve ER’lerine Etkisi

Deney Gruplari p53* Hiicre Sayisi ER" Hiicre Sayisi
Grup 1; Kontrol 3,52 +1,40° 62,20 + 10,932
Grup 2; LD0 dozu B-arbutin 4,66 + 1,402 18,26 + 6,35°
grubu
Grup 3; LD, dozu B-arbutin 4,40 £ 1,222 32,90 £ 7,31°
grubu
Grup 4; LD, dozu B-arbutin 7,18 +1,55P 41,23 + 6,109
grubu
P 0,000 0,000

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir (n=5)

ab.c.d: Ayny siitunda farkl iislii ifadeleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir
(p < 0,05). Her bir 6rnekten dort farkli en bilyiik biiylitme alani (400x) fotograflanarak p53*/ER™ hiicre
sayisi belirlendi.

Veriler incelendiginde kontrol grubu ile LD  ve LD,  dozunda B-arbutin uygulan

gruplar arasinda p53 pozitif hiicre sayisi agisindan herhangi bir istatistiki fark

olusmadig1 gorilmektedir. Fakat LD.  dozunda fB-arbutin uygulandiginda p53 pozitif

hiicre sayisinin arttig1 belirlenmistir. Bu bulgular B-arbutinin genomun gardiyani olarak

nitelendirilen p53 dizeylerini MCF-7 hiicrelerinde artirdigini gostermektedir.
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Deney gruplarina ait ER* hiicre sayilari degerlendirildiginde tiim gruplar arasinda
istatistiki farkliliklarin olustugu dikkati ¢ekmektedir. Kontrol grubunda ER* hiicre
sayisinin en yiiksek oldugu goriilmektedir. Hiicrelere B-arbutin uygulanarak 24 saat
inkiibe edildiginde kullanilan tim dozlarda ER" hiicre sayisinin azaldigi goriilmektedir.

Bu distisiin en fazla LD dozunda, en az ise LD, dozunda olustugu anlasilmistir. Bu

veriler B-arbutinin strojen reseptér olusumunu baskilayarak meme kanserinde faydali
olabilecegini akla getirmektedir. Cizelge 4.6’da degerleri sunulan, ER* ve p53* hiicre

sayilarinin  belirlendigi lamlardan aliman mikroskopi goriintiileri (Sekil 4.5)’te

sunulmustur.
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Sekil 4.5 Immunohistokimyasal degerlendirmede kullanilan hiicrelerin mikroskop gortntiileri

(Her bir deney grubunun degerlendirilmesinde kullanilan lamlardan sadece bir tanesinin mikroskop
goriintiisine  tabloda yer verilmistir. Oklar (= ) ER® hcrelerini ve p53* hcrelerini
gostermektedir)
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5. TARTISMA ve SONUC

Arbutin, biberiye, armut, ay1 tiziimii gibi bitki tiirlerinin yapraklarinda bulunan bioaktif
maddelerden birisidir. Arbutin igerigi yiiksek olan bitkilerden birisi olan ay1 {iziimiiniin
(Bearberry; Arctostaphyllos uva ursi) geleneksel olarak idrar yollar1 hastaliklarinda
kullaniminin oldugu bilinmektedir (Couteau and Coiffard 2016). Bunun yaninda
yapilan bilimsel arastirmalar arbutinin cilt kanseri, bobrek tasi tedavileri, insanlarin
cildinde goriilen ¢il, ben ve lekelerin giderilmesinde cilt beyazlatma ajan1 olarak yararh

olabilecegini gostermektedir (Olumide et al. 2008, Cheng et al. 2007).

Melasma, hiperpigmantasyon ve ¢zellikle yiizde olusan gillerin tedavisinde yarim asira
yakin bir siire hidrokinonlar kullanilmistir. Son yillarda kanserojen bir madde olan
benzenin bir turevi olan hidrokinonun oOzellikle de kozmetik iriinlerde kullanimi
yasaklanmistir (Nordlund et al. 2006). Bunun en 6nemli sebepleri arasinda kliniklerde,
deney hayvanlar1 ve hiicre kiiltliri modellerinde yapilan bilimsel c¢alismalarla
hidrokinonlarin  organizmada oksidatif stres, DNA hasar1 gibi olusumlari
uyarabileceginin gosterilmis olmasidir (Westerhof et al. 2005, Horita et al. 2005, Levitt
2007 and Jurica et al. 2017). Hidrokinonun metabolizma agisindan sakincalart oldugu
ogrenilince, benzer etkileri olabilecek daha giivenilir tirlinlerin kullanim1 yayginlasmaya
baglamistir. Bu baglamda dogal olarak elde edilebilen B-arbutinin ve sentetik arbutin
tiirleriyle yapilan ¢alismalar, arbutin tiirlerinin hidrokinona gore sitotoksisitesinin daha
az oldugunu, bu nedenle daha giivenilir bir cilt beyazlatma ajani1 olarak kabul

edilebilecegini gostermektedir (Boissy et al. 2005, Hu et al. 2009, Miao et al. 2016).

Son yillarda arbutin tiirlerinin farkli hastalik modelleri tizerindeki etkileri de
arastirtlmaya baslanmistir. Mesela arbutinin kanser, 6zellikle de cilt kanserinin tedavisi
acisindan da yararli olabilecegi ifade edilmektedir (Cheng et al. 2007). Buna benzer
caligmalar sonucunda arbutinin cilt beyazlatmaya ve cilt kanserine yonelik kullaniminin
yant sira alternatif kullanim alanlar1 da belirlenebilir. Ama bunun igin ¢aligmalarin
oncelikle hiicre kiltiirii ortaminda veya deney hayvanlar ile olusturulacak
modellemelerle yapilmasi, sonrasinda ise kliniklerde faz c¢alismalarmin yapilmasi

gerekmektedir. Boylelikle mevcut arbutin tiirlerinin ve ileride sentezlenebilme olasiligi
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olan farkli arbutin tiirlerinin olas1 yararlari/yan etkileri belirlenebilir. Bu kapsamda
sunulan ¢alismada Oncelikli olarak arbutin izoformlarmin MCEF-7 hicrelerindeki
sitotoksisite diizeyleri belirlenmistir. Sonrasinda ise sitotoksisitesi daha yiiksek oldugu
belirlenen arbutin izoformu olan B-arbutinin MCF-7 hicrelerinde antikanserojen

(apoptotik), antioksidatif, antiinflamatuvar gibi olasi etkileri arastirilmaya calisilmistir.

Arbutin ve farkli hiicre hatlar1 ile yapilan calismalarda ¢ogunlukla arbutinin diisiik
dozlar1 kullanilmistir. Diisiik dozlarda arbutinin herhangi bir sitotoksisitesi olmadan
antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri olabilecegi belirtilmektedir (Lee and Kim 2012,
Omori et al. 2015). Ornegin Makrofaj/osteoklast énciilii bir fare hiicre hatt: olan RAW
hiicreleri ile yapilan calismalarda arbutinin (hangi izoformu oldugu belirtilmemis)
herhangi bir stotoksisitesinin olmadigi belirtilmektedir. En yiksek 200 pM
konsantrasyon da olmak tiizere bes farkli arbutin dozu kullanilan ¢alismada, arbutinin
kemik hiicrelerinin Onciilii olan osteoklastlarin farklilasmasin1 baskiladigi ifade
edilmektedir. Ayrica arbutinin RAW hiicrelerinde siiperoksit iiretimini uygulanan doza

bagli bir sekilde azalttigi rapor edilmektedir (Omori et al. 2015).

Bagka bir hiicre hatt1 (fare BV2 mikroglial hiicreleri) ile yapilan ¢alismada ise arbutinin
sitotoksisiteye, oksidatif strese ve inflamasyona etkileri incelenmistir. Ilgili calismada
BV2 mikroglial hicrelerine arbutinin 50-100-250-500 ve 1000 uM dozlar1 uygulandigi
ve herhangi bir sitotoksisite olusturmadigi belirtilmektedir. Ayni ¢alismada
lipopolisakkarit (LPS)’lerle toksisite olusturulan BV2 mikroglial hiicrelerinde, LPS
uygulamasi sonucu seviyelerinde artis goriilen nitrit, iNOS gibi oksidan parametre
diizeylerinin 100 ve 500 uM dozlarinda arbutin uygulamasi sonrasinda disiis gosterdigi
belirtilmektedir (Lee and Kim 2012). Insan bébrek hiicreleri (HK-2 hiicre hatt1) ile
yapilan bir caligmada da diisiik dozlardaki (10, 30 ve 50 uM) arbutinin MTT ile
sitotoksisitesi belirlenmistir. HK-2 hiicrelerinde arbutinin herhangi bir sitotoksisitesinin
olmadigi belirlenmistir (Lv et al. 2019). Baska bir ¢alismada ise hidrojen peroksitle
oksidatif hasar olusturulan retinal ganglion hiicrelerinde (RGC) 25, 50, 100 ve 200 uM
konsantrasyonlarindaki arbutinin hiicre canliligina etkisi arastirilmistir. MTT ile yapilan
analizlerde diistik dozlarin sitotoksik olmadigi buna karsin 200 uM dozunun sitotoksik

etkili oldugu ifade edilmektedir (Zhao et al. 2019). Literatlirden elde edilen bu bilgiler
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arbutinin ¢ogu hiicre hatt1 i¢in diisiikk dozlardan ziyade yiiksek dozlarda sitotoksik etkili

olabilecegini gostermektedir.

Sunulan tez calismasinda meme kanseri c¢alismalarinda en sik kullanilan hiicre
hatlarindan olan MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmistir. MCF-7 hiicre hatti dstrojen ve
progesteron reseptorleri acgisindan triple pozitif, luminal like adenokarsinoma hiicre
hattidir (Calaf et al. 2018). Cogu hiicre hattinda oldugu gibi MCF-7 hiicre hattinda da
arbutin diisiik dozlarda sitotoksik etkili degildir (Berdowska et al. 2013). Bu nedenle
sunulan calismada arbutinin mM diizeylerindeki yiiksek dozlart kullanilarak
antikanserojenik etkileri arastirilmaya g¢aligilmistir. Clinkii MCF-7 ve arbutinle yapilan
calismalarda arbutinin MCF-7 hicrelerinde sitotoksisitelerinin ylksek dozlarda
gozlendigi belirtilmektedir. Literatirde doxorubisin gibi kemotarpik ilaglarin aktif
maddesi olan adriamycine diren¢li MCF-7 hiicre hatti (MCF-7/Adr) ile wild-type yani
p53 geninde herhangi bir mutasyon olmayan MCF-7 hiicre hatti (MCF-7/wt) Uzerinde
arbutinin  sitotoksisitesi denenmistir. Elde edilen bulgular arbutinin MCF-7/Adr
hicrelerinde LDso konsantrasyonunun 5,85 mM, MCF-7/wt hicrelerinde ise 1000
mM’dan daha yiiksek olabilecegini gostermektedir (Berdowska et al. 2013). Literaturde
ifade edilen bu veriler arbutinin yuksek dozlarda MCF-7 hicrelerinde sitotoksik etkili
olabilecegini ifade etmektedir. Nitekim sunulan ¢alismada da arbutinin yiiksek dozlarda

sitotoksik etkili, baska bir ifade ile antikanserojen etkileri olabilecegi belirlenmistir.

Yapilan sitotoksisite analizlerinde; p-arbutinin o-arbutine gore antikanserojenik
etkisinin daha gii¢lii oldugu belirlenmistir. Cilinkii arbutinin MCF-7 hcrelerindeki
antikanserojen etkili dozu olarak LDso dozlari kabul edilirse, MCF-7 hicrelerinin
yarisint 6ldiirmek igin gerekli olan B-arbutin dozunun (69,6 mM) a-arbutin (106,3 mM)
dozuna oranla daha az oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1; Cizelge 4.2). Baska bir ifade
ile B-arbutin daha diisiik dozlar1 ile MCF-7 hiicrelerinin yarisini 0ldlrebilmektedir. Bu
nedenle [-arbutinin sitotoksisitesi a-arbutine gore daha yiiksek bulunmustur. Bu
bulgular MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 i¢in dogal olarak bitkilerden elde edilen f-
arbutinin sentetik olarak tretilen a-arbutine gore antikanserojenik etkilerinin daha gucli
oldugunu gostermektedir. Literatlirde p-arbutin ve a-arbutinin antikanserojen etkilerini
karsilastiran herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Bununla birlikte arbutinin daha

cok kozmetikte, 6zellikle de cilt lekelerine karsi kullanilmasi nedeni ile bu alanda -
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arbutin  ve a-arbutinin pigment olusumuna etkisi (antitrozinaz etkisi) siklikla
karsilagtirilmaktadir (Couteau and Coiffard 2016, Garcia-Jimenez et al. 2017). Bu

karsilastirmalarda a-arbutinin B-arbutine oranla daha etkili olabildigi ifade edilmektedir.

Calismada B-arbutinin LDsg dozu disinda kullanilan diger dozu ise LDo dozu olarak
bilinen ve beta arbutinin 24 saat inkibasyon sonunda MCF-7 hiicrelerinde herhangi bir
6lum veya proliferasyona neden olmayan dozudur. Bu doz kanser hiicrelerinde herhangi
bir proliferasyona neden olmadigi i¢in, diger hiicrelerin kanser nedeniyle organizmada
olusmus olan oksidatif stres, inflamasyon vb. durumlarini diizeltmek amaciyla
antioksidan olarak kullanilabilecek dozudur. Cinkii daha diisiik dozlar MCF-7
hiicrelerinin {iremesine pozitif katki saglamaktadir. Sunulan c¢alismada LDo dozu
uygulanan hiicrelerde Caspase 3’tin ve ER-a’nin baskilandigi belirlenmistir. Bununla
birlikte LDo dozunun oksidatif stres, inflamasyon, proliferasyon ve endoplazmik

retikulum stresi iizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 gorilmiistir.

Meme kanserini olusturan tiimorler heterojen bir dagilim gostermekte olup, her bir
tirdn ozellikleri de birbirinden farkli olabilmektedir. Meme kanseri tedavisi de var olan
tiimoriin 6zelligine gore sekillenmektedir. Ornegin ER-pozitif ve progesteron pozitif
Ozellikte olan meme kanserleri hormon tedavisine %50-70 olumlu cevap verebilirken,
sadece ER™ veya progesteron pozitif hiicrelere sahip olan meme kanseri %33 oraninda,
ER" ve progestreron negatif hlicrelere sahip meme kanserli hastalar ise %10’dan daha az
oranda hormon tedavisine cevap vermektedir (Pinder and Buzdar 2008). Bu nedenle
meme kanserinde tedavi belirlenmeden 6nce var olan meme kanserinin tiiriiniin dogru

bir sekilde belirlenmesi gerekir.

Organizmada normal meme gelisiminde ¢esitli sinyal yollar1 gérev alir. Bunlar arasinda
en temel olarak Ostrojen reseptorii sinyal yolu, HER2 sinyal yolu ve Wnt/B-katenin yolu
sayilabilir (Feng et al. 2018). Sunulan ¢alismada kullanilan MCF-7 hiicre hatt1 bir ER”
meme kanseri hiicre hatti olmasi nedeni ile kanser ilerlemesi ve tedavisi agisindan
Ostrojen reseptorii sinyal yolu one ¢ikmaktadir. Bu nedenle meme kanserinde Gstrojen
ve 0strojen aracili sinyal yolunun agiklamasi ve elde edilen sonuglarla iligkisi bundan

sonraki kisimda genis olarak sunulmustur.
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Ostrojen (Ez; 6stradiol), meme dokusunda hiicre boliiklerinin (gland) ve boliimlerinin
gelisiminde rol oynayan bir hormondur. Bagka bir ifade ile dstrojen hormonu meme
dokusunda hiicrelerin boliinerek ¢ogalmasini yani proliferasyonu uyarir (Carroll 2016).
Ostrojen hormonu hiicrelerdeki etkilerini reseptdrleri ile etkileserek aktive ederler.
Ostrojen reseptorleri (ER; Estrogen receptor) hiicre membranlarinda G proteinleri ile
eslenik olarak bulunabildigi gibi, hiicre iginde niikleer reseptor olarak da bulunabilir
(Sekil 4.6).

A B
Growth
Ca” factor
E2 PLC 1 E2
? o
o GPER1 or metabotropic AC
receptor & l
%, "\
Intracellular signalling
/' = cascades including
PKA, PKC, B-RAF, ERK,
Src, IP3K, AKT
- LT ]
mERa or mERS ERa or ERp

homodimer

transcription

o~

transcription
SSCRDE OO
| S——————— )

CRE

° ‘ ? transcription
| S—

ERE

heterodimer

”&QM\

| S———
ERE
e
L] : :
+ transcription
| —
ERE

Sekil 4.6 Ostrojenin (E,) etki mekanizmalar1, A) Ostrojen etkilerinin hizl1 olusmasi igin
kullamilan sinyal yolu, B) Ostrojen etkilerinin olugmasinda kullanilan klasik yol

(Bean et al. 2014).

Membranda bulunan ER sinyal yolu oOstrojenin hizli bir sekilde etkilerinin
gosterilmesinde gorev alir. Cogunlukla sinir sistemi hiicrelerinde isleyen bu sinyal yolu,
ilerleyen basamaklarda niikleer olarak etki eden sinyal yolu ile de etkilesebilir.
Ostrojene ait hiicre igi reseptdr olarak, baska bir ifade ile dstrojenin niikleer faktorii
olarak ER-a ve ER-B olmak tiizere 2 adet niikleer Ostrojen reseptorii oldugu
belirlenmistir. Niikleer reseptorler araciligi ile dstrojen hormonu meme dokusunda gen
transkripsiyonu uyararak, meme hiicrelerinin proliferasyonunu saglar (Bean et al.
2014). Nitekim hormon bagimli meme kanseri hiicre hatlar1 (T47, ZR75-1, MCF-7) ile
yapilan caligmalarda, Ostrojenin, ER sinyal yolu araciligi ile meme kanseri hiicre

hatlarinda proliferatif genler olan Bcl-2 ve Bcl-xL seviyelerini uyararak antiapoptotik
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rol oynadigi ifade edilmektedir (Gompel et al. 2000). Sunulan ¢aligmada ise B-arbutinin
uygulanan tim dozlarda antiapoptotik bir faktor olan Bcl-2’yi etkilemedigi
(uyarmadi/baskilamadigi) belirlendi (Sekil 4.2; Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). MCF-7
hlcrelerinde arbutinin Bcl-2 seviyelerini etkilememesi, en azindan kanser hiicrelerinde
proliferatif/antiapoptotik etkili olmadigin1 gostermesi agisindan Onemlidir. Cilinki
kanser hiicrelerinde apoptozun baskilanmasi, kanserin daha hizli ilerlemesine sebep
olmaktadir. Bu nedenle meme kanseri olan hastalarda ER etkisiyle olusan gen

transkripsiyonu kontrol altinda tutulmalidir.

Meme kanserinin olugmasinda, ER aracili hiicre boliinmesinin gesitli dis etmenlerin
etkisiyle kontrolsiiz bir sekle ¢evrilmesinin de etkili oldugu ifade edilmektedir. Boyle
gelisen meme kanserine ER" meme kanseri adi verilmekte ve tedavileri ER aktiviteleri
bloke edilerek yapilmaktadir (Carroll 2016). ER" meme kanseri olan hastalarda ER’nin
DNA’da ilgili genlerin transkripsiyonunu uyarmasi birgok kofaktor, ER ile iliskili
protein ve transkripsiyon faktorii araciligi ile gerceklesir. ER sinyal yolunun ¢aligmasina
aracilik eden bu faktorlerden birinin inhibisyonu da ER baglantili sinyal yolunu
bozabilir (Carol 2016). Bu kapsamda ER sinyal yolunu bozabilen veya ER aktivitesini
bloke edebilen biyoaktif maddeler ER* meme kanseri olan hastalar ig¢in umut 15181
olabilir. Arbutinin veya arbutin gibi biyoaktif maddelerin ER’lerine etkisinin
belirlendigi birincil ¢alismalarin yapilmasi énemlidir. Sunulan ¢alisma da bu baglamda
planlanarak arbutinin ER’lerine (ER-a) etkisi immunohistokimyasal analizler yardimi
ile belirlenmeye c¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar LDo dozunda B-arbutinin (kontrol
grubuna gore) yuksek oranda ER-a diizeylerini baskiladigini gostermektedir. MCF-7
hiicrelerine uygulanan arbutin dozu arttik¢a, ER-o diizeylerindeki baskilanmanin azalsa
da devam ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.6; Sekil 4.5). Bu veriler B-arbutinin bloke
ederek veya bagka bir yolla dstrojen reseptorlerinin inaktivasyonunda rol alabilecegini
gostermektedir. Ostrojen reseptorlerinin inaktivasyonunu saglayan biyoaktif maddelerin
ER™ meme kanserinde ilag olarak kullamildigi disiiniiliirse, sunulan ¢alisma ile elde
edilen primer sonuglar tedaviye katki sunabilecek protokoller gelistirilmesi adina yararli

olabilir.
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ER™ meme kanseri hastalarinin tedavilerinde ER’lerini bloke etmek amaciyla genel
olarak olarak 2 grup ila¢ kullanilmaktadir. Bunlar selektif dstrojen reseptdr mediatorleri
(SERMSs) ve aromataz inhibitorleri (Als) olan ilaglardir (Fisher et al. 2005, Carroll
2016). Tamoksifen gibi ER mediatorleri ER’de ligant baglama bélgelerine strojeni
taklit ederek baglanir. Fakat ER aracili gen transkripsiyonunun diizenlenmesini baskilar
(Shiau et al. 1998). Boylelikle varsa dolasimdaki Ostrojenin reseptdriine baglanarak
etkilerinin olugsmasini engellemis olur. Bu baglamda tamoksifen gibi ER mediatorii olan

ilaglar (SERMs) Ostrojen antagonisti ilaglar olarak da tanimlanabilir.

Meme kanserinde ER’nin bloke edilmesinde kullanilan en Onemli aromataz
inhibitorlerinden biri fulvestrant adi verilen bir aktif maddedir. Bu aktif madde
tamoksifenden farkli olarak ER’ne baglandiktan sonra reseptdr proteininin degrede
olarak aktivasyonunu kaybetmesini saglar (Carroll 2016). Boylelikle meme kanserini
uyaran bir ligant olarak gorev yapan Ostrojenin baglanabilecegi reseptdr sayisi
azalinca/tiikenince hastalik tedavi edilmis olur. Bununla beraber ER™ meme kanserli
hastalarda ER yolunu bloke eden ilaglara karsi zamanla direng¢ gelisebilir. Yapilan
caligmalar hastalarin yaklagik 1/3’linde direng gelisebilecegini gostermektedir
(EBCTCG 2005). Bu nedenle mevcut tedavi yontemleri ile kombine bir sekilde veya tek
basina kullanilabilecek yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesi veya etkili olabilecek

yeni aktif maddelerin belirlenmesi énem arz etmektedir.

ER™ meme kanseri 6zelligi tasiyan hiicre hatti sayisi ¢ok azdir. Sunulan c¢alismada
kullanilan hiicre hatt1 olan MCF-7, ER* meme kanseri ile ilgili in-vitro arastirmalar en
sik kullanilan hiicre hattidir. ER sinyal yolu yiizlerce proteinin genomda binlerce bolge
ile etkilesmesi sonucu, bir¢ok genin ve kodlanmamis RNA’larin aktivitelerinin
diizenlendigi bir agdir (Carroll 2016). Bu sinyal yolunu var olan tedavilerle kombine bir
sekilde veya tek basina etkileyerek ER* meme kanserini tedavi etmek icin, arbutin gibi
ER’lerini etkileyen aktif maddeler yeni tedavi protokollerinin olusturulmasina katki

saglayabilir.

Literatiirde arbutinin Ostrojen benzeri etkiler gosterebilecegi ile iliskili ¢aligmalar

oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismalardan biri olan Chinese Yam (Dioscorea opposite

67



Thunb.) bitkisinden izole edilen arbutinin dstrojen reseptor-f’yi ve dstrojenin membran
reseptorli olarak gorev yapan bir G proteini olan GRP30’u uyararak ostrojenik etkiler
gosterebilecegi ifade edilmektedir (Zeng et al. 2018). Fakat arbutinin ER sinyal yolunun
Uclincus olan ostrojen reseptor-a’y1 nasil etkiledigi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
literatiirde rastlanilamamistir. Bu baglamda sunulan tez c¢aligmasinda MCF-7
hlcrelerinde arbutinin ER-a’ya etkisi immunohistokimyasal olarak analiz edilmistir.
Elde edilen sonuglar incelendiginde MCF-7 hicrelerinde arbutinin ER-o’y1 uygulandigi

tiim dozlarda baskiladig1 belirlenmistir.

Tez galismasinda kullanilan MCF-7 hiicre hatt1 bir ER" meme kanseri hiicre hatt1 olmasi
nedeni ile Ostrojen reseptorii sinyal yolunun bir aktif madde tarafindan nasil etkilendigi
kanser ilerlemesi ve tedavisi acisindan Onem arz etmektedir. Ciinkii ER’leri meme
dokusunda bulunan hiicrelerde proliferasyonu uyararak apoptozu baskilamaktadir
(Carroll 2016 and Bean et al. 2014). Bu agidan degerlendirildiginde meme kanserinde
ER’lerinin baskilanmasinin proliferasyonu baskilayarak veya apoptozu uyararak
antikanserojen etkili olabilecegi bilinmektedir. Zaten mevcut tedavi yontemlerinin bir
kismi da ER’lerinin etkilerinin baskilanmasi esasina dayanmaktadir. Bu agidan
degerlendirildiginde B-arbutinin MCF-7 hicrelerinde ER-o’y1 baskiliyor olmasi meme
kanserinde antikanserojenik etkileri olabilecegini akla getirmektedir. Nitekim elde
edilen bulgular yiiksek dozda (LDso dozunda) arbutinin etkin bir sekilde antikanserojen
etkili olabilecegini bize gostermektedir (Sekil 4.1). Ciinkii sunulan caligmada [3-
arbutinin  MCF-7 hcrelerine LDso dozunda uygulandiginda Caspase 3 ve p53

diizeylerini artirarak apoptozu uyarabilecegini gostermektedir.

Yiiksek dozlardaki B-arbutinin MCF-7 hicrelerinde apoptozu hangi mekanizmalarla
uyardiginin belirlenebilmesi i¢in deney gruplarinda apoptozla birlikte; inflamasyon,
oksidatif stres, endoplazmik retikulum stresi ve genotoksisite diizeyleri de analiz
edilmistir. Elde edilen bulgular 1s18inda 6zellikle LDso dozunda MCF-7 hcrelerine
uygulanan B-arbutinin hangi mekanizmalar aracilig1 ile antikanserojenik etki gostermis
olabilecegi (Sekil 4.7) Ozetlenmeye c¢alisilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
apoptozun uyarilmasinda oksidatif stres ve endoplazmik retikulum stresinin rol

oynamadigi sdylenebilir. Clnki yapilan analizlerde B-arbutinin MCF-7 hiicrelerinde
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oksidatif stres ve endoplazmik retikulum stresini etkilemedigi anlagilmistir (Cizelge 4.3;
Cizelge 4.4).

MCF-7 Hiicrelerine
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Sekil 4.7 LDso dozunda MCF-7 hiicrelerine uygulanan B-arbutinin antikanserojenik etkilerinin

olusmasina aracilik eden mekanizmalar.

Laboratuvar ¢alismalar1 sonucu elde edilen biitlin sonuglar bir araya getirildiginde LDso
dozunda MCF-7 hiicrelerine uygulanan B-arbutinin inflamasyonu ve genotoksisiteyi
artirarak p53 ve Caspase 3 aracilifn ile apoptozu uyarmis olabilecegi sonucuna
ulagilmistir (Sekil 4.7). Bununla birlikte bir maddenin hiicre veya organizma Uzerinde
genotoksik etkiler (DNA hasar1 ve mikroniikleus olusumu) olusturmasinda en temel
yollardan birisi, o maddenin oksidatif stres araciligi ile genotoksik etkilerini agiga
cikarmasidir. Fakat sunulan ¢alismada LDsp dozunda MCF-7 hiicrelerine uygulanan -

arbutinin oksidatif stres olusturmadan DNA hasar1 ve mikroniikleus olusumunda artigsa
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neden oldugu anlagilmistir. Bu sonug B-arbutinin genotoksisiteyi direkt DNA sarmalini
etkileyerek meydana getiriyor olabilecegini akla getirmektedir. Bunun anlagilabilmesi
igin B-arbutinin DNA sarmali {izerindeki olasi etkilesimleri ile ilgili ileri ¢alismalara

ihtiyag vardir.

Kliniklerde, deney hayvanlar1 ve hiicre kiiltiiri modellerinde yapilan bilimsel
caligmalarla hidrokinonlarin organizmada oksidatif stres, DNA hasar1 gibi olusumlari
uyarabilecegi gosterilmistir (Westerhof et al. 2005, Horita ve et al. 2005, Levitt 2007,
Jurica et al. 2017). Arbutinin de bir hidrokinon tiirevi bilesik oldugu disiiniiliirse,
sunulan bu ¢aligmada da gosterildigi tizere 6zellikle yiiksek dozlarda genotoksik etkileri
olabilecegi olasidir. Hiicrelere LDg dozunda B-arbutin uygulandiginda hem DNA hasar1
(comet skorlar1) hem de mikroniikleus olusumuna istatistiki diizeyde herhangi bir etkisi
olmadig: belirlendi. Bununla beraber LDi1o ve LDso dozlarinda uygulanan (-arbutinin
genotoksik etkili olabilecegi belirlendi. Literatiirde de yapilan c¢alismalar hidrokinon
gibi arbutinin de genotoksik etkiler gdsterebilecegine isaret etmektedir. Ornegin deney
hayvanlariyla yapilan bir ¢aligmada 200 mg/kg dozunda hidrokinon ve arbutinin diisiik
derecede de olsa genotoksisite olusturabilecegi belirlenmistir. Yine ayni c¢aligmada
ratlarin beyaz kan hiicre sayilarmi hidrokinonun artirirken arbutinin azalttigi rapor

edilmektedir (Jurica et al. 2018).

Genotoksisiteyle beraber B-arbutinin MCF-7 hicrelerinde apoptozu uyarmasinda rol
oynayan diger mekanizmanin proinflamatuvar mekanizma oldugu belirlenmistir.
Inflamasyon; ¢esitli stres kosullarina karsi organizmayi koruyabilmek i¢in immun
sistem tarafindan meydana getirilen bir savunma mekanizmasi veya bir immun yanit
olarak tanmimlanabilir. Bu yanit ¢ok farkli sinyal yollarmi aktive edebilir. Bazen
organizmay1 koruyacak sinyal yollar1 aktive olurken, bazen de kanser gelisimini
tetikleyecek sinyal yollar1 aktive olabilir. Hangi sinyal yolunun aktive olacagi
inflamasyonun akut veya kronik olmasi ile iligkilidir (Sheikholeslami et al. 2017).
Organizma agisindan koruyucu bir cevap olarak gelisen inflamasyon akut olanidir. Akut
inflamasyonda immun sistem uyarilarak, immun hiicrelerin sitotoksik aktiviteleri
sayesinde zararli bakteri, virlis veya kanser hiicreleri gibi organizma agisindan

olagan/normal olmayan hiicrelerle miicadele eder (Disis 2010).
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Inflamasyonun olusmasinda rol alan énemli metabolik yollardan biri, proinflamatuvar
metabolik yol olarak bilinen NFkB sinyal yoludur. NFkB sinyal yolu i¢sel veya digsal
proinflamatuvar sinyallerden etkilenerek inflamasyonun olugsmasina aracilik edebilir.
Fakat igsel veya digsal etkilere karsi hiicre veya organizmanin olusturdugu inflamatuvar
yanita ragmen ¢esitli etkilerle NFkB sinyal yolunun uyarilmasi devam ederse akut
inflamasyon, kronik hale gelmeye baglar. Kronik inflmasyonda NFkB sinyal yolunun
asirt uyarilmasi antiapoptotik genlerin aktive olmasina neden olabilir. Bu gibi
durumlarda apoptoz baskilanir. Gérevini yapamayan hiicreler apoptozla parcalanip yok
edilemedigi icin, boliinmeye, ¢ogalmaya devam ederek kanserin baslamasina neden

olabilmektedir (Hoesel and Schmid 2013, Sheikholeslami et al. 2017).

Kanserin gelistigi doku ve hiicrelerde yani tiimdr mikro ortaminda immun hiicreleri ve
immun hdcrelerine ait inflamatuvar mediatorlerin (stokinler ve kemokinler gibi) etkileri,
kanserojen veya antikanserojen etkiler olusmasina sebep olabilir. Hangi etkinin 6ne
cikacagi ¢ogunlukla olusan inflamasyonun tiiriiyle iliskilidir (Sheikholeslami et al.
2017). Kanser hiicreleri agisindan 4 tiir inflamasyondan s6z edilebilir. Bunlar; akut
inflamasyon, kanser gelisiminde rol oynayan kronik inflamasyon, kanser gelistikten
sonra tiimdriin neden oldugu inflamasyon ve son olarak da hastaligin tedavisi amaciyla
uygulanan tedavilerin meydana getirmis olabilecegi inflamasyon seklinde siralanabilir.
Bu inflamasyon tirlerinden biri olan akut inflamasyonda immun hicreler kendilerini ve
organizmay1 korumak adina kanser hiicrelerini otofajiye (kendi kendini yok etme) veya
apoptoza surtkleyebilir. Ornegin MCF-7 hicreleri ile LPS kullanilarak toksikasyon
modeli olusturulan in vitro bir calismada, TNF-a seviyelerinin yiikselisiyle olusan akut
inflamasyonun bax/bcl-2 oranini artirarak proliferasyonu durdurdugu, apoptozu ise
uyardig1 ifade edilmektedir (Li et al. 2019). Arbutin gibi bir antioksidan olan
timokinonun MCF-7 hiicrelerindeki antikanserojen etkinliginin arastirildigr  bir
calismada, timokinonun antikanserojenik etkilerini 6strojen ve interferon sinyal yollari
araciligr ile gosterebilecegi belirtilmektedir (Motaghed et al. 2014). Baska bir
calismada ise TNF-a ve IFN-y’nin MCF-7 hticrelerinde hiicre biyumesini inhibe ederek

apoptoza neden oldugu belirtilmektedir (Wahyu et al. 2016).
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Sunulan ¢aligmada da 6zellikle yiiksek dozda (LDsp dozunda) B-arbutin uygulandiginda
proinflamatuvar stokin (TNF-a, IL-1p ve IFN-y) diizeylerinin 6énemli bir sekilde artarak
olusan akut inflamatuvar yanitin apoptozun sekillenmesinde (Sekil 4.7) rol oynadigi
sOylenebilir. MCF-7 hcrelerinde arbutinin apoptoza etkileri ve iligkili olabilecek
mekanizmalarla ilgili herhangi bir literatiire rastlanilamamistir. Bu acidan
degerlendirildiginde elde edilen sonuglar yeni arastirmalara 11k tutacagi sdylenebilir.
Bununla beraber farkli hiicre hatlarinda arbutinin apoptoza etkilerine iliskin bazi
bulgular mevcuttur. Bu bulgular1 ortaya koyan calismalarin birisinde insan bdbrek
hicrelerinde (HK-2 hiicre hatt1) yiiksek glukozun neden oldugu apoptoza diisiik
dozlardaki (10, 30 ve 50 uM) arbutinin etkileri aragtirilmistir. Sonuglar ylksek
glukozun apoptozu uyardigt HK-2 hicrelerinde arbutinin; p53 ve Caspase 3’i
baskilayarak ve Bcl-2’yi ise uyararak antiapoptotik etkili olabilecegini gdstermektedir
(Lv et al. 2019). Baska bir ¢alismada ise hidrojen peroksitle oksidatif hasar olusturulan
retinal ganglion hiicrelerinde (RGC) arbutinin apoptoza etkileri arastirilmistir. Elde
edilen bulgular diisiik dozlardaki (100 pM) arbutin uygulamalarinin p53 ve caspase 3
aracilig1 ile apoptozu baskilayarak, hiicre canliligini artirdigini géstermektedir (Zhao et
al. 2019). Bu ¢alismalar diisiik dozlarda arbutinin farkli hiicre hatlarinda apoptozu

baskilayarak, hiicreyi koruyucu rol oynayabilecegini gostermektedir.

Arbutin gibi bircok antioksidan diisiik dozlarda organizma ve hiicreler igin koruyucu rol
uslenirken yiiksek dozlarda apoptozu uyararak, proliferasyonu baskilayarak sitotoksik
etkili olabilmektedir. Diisiik dozlarda koruyucu yiliksek dozlarda ise sitotoksik etkili
olan bu tur biyoaktif maddeler kanser hiicrelerinde antikanserojen etkileri nedeniyle
uzunca yillardir arastirma konusu olmustur. Ornegin MCF-7 hicrelerinde bir
antioksidan olan quercetinin  6zellikle yiksek dozlarda hicre viabilitesi ve
proliferasyonunu azaltabilecegi gosterilmistir (Schroder et al. 2019). Quercetinin MCF-
7 hiicrelerinde bax’1 uyararak, Bcl-2’yi ise baskilayarak Caspase kaskadini aktive
ederek, caspase 3 araciligi ile apoptoza neden olabilecegi belirtilmektedir (Khorsandi et
al. 2017). Benzer sekilde baska bir antioksidan curcuminin de MCF-7 hicrelerinde
Caspase 3 ve NFkB ekspresyon diizeylerini artirarak apoptozu uyardigi (Calaf et al.
2018), bu etkileri nedeni ile meme kanseri hicrelerinde antikanserojenik etkiler

gosterdigi belirtilmektedir.
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Sunulan bu c¢alismada da diisik dozlarinda MCF-7 hcrelerinde sitotoksik etkileri
olmadig1 (Berdowska et al. 2013) daha oOnce belirlenmis olan arbutinin, yiiksek
dozlarda antikanserojenik etkileri olabilecegi bulundu. Bu antikanserojenik etkinligin
olusmasina B-arbutinin olusturdugu genotoksisite ve inflamasyon araciligi ile aktive
edilen p53 ve Caspase 3’iin apoptozu uyarmasinin ve ayni zamanda B-arbutinin ER-a’y1

baskilamasinin aracilik ettigi belirlenmis oldu.

Sunulan ¢alismadan elde edilen sonuclar kisaca 6zetlenecek olursa;

® Yiksek dozda (LDse, dozunda) arbutinin etkin bir sekilde antikanserojen etkili
olabilecegini goriilmiistiir. Antikanserojen etkinlikte B-arbutinin o-arbutine gore

daha iyi oldugu belirlenmistir.

® | D5y dozunda arbutinin antikanserojen etkisinin olugmasinda oksidatif stres ve

endoplazmik stresi ile ilgili mekanizmalarin etkili olamadigi belirlenmistir.

® Buna karsin LDs, dozunda B-arbutinin antikanserojen etkilerinin olusmasinda p53

ve Caspase 3 aracili apoptozun etkili oldugu saptanmistir.

® Ayrica soz konusu apoptozun uyarilmasinda, MCF-7 hiicrelerinde LDs, dozunda f-
arbutinin inflamasyonu ve genotoksisiteyi artirmasi araciligi ile aktive olan

mekanizmalarin rol alabilecegi belirlenmistir.

® [(-arbutinin diisik dozlarda (LDo dozunda) MCF-7 hicrelerinde Caspase 3’i
baskilamas1 nedeni ile apoptozisi baskiladigi sOylenebilir. Bu kanserle miicadele
adina istenen bir durum degildir. Ciinkii apoptozis baskilanirsa kanser hiicreleri ¢ok
daha hizli tireyebilir. Bu nedenle meme kanserli kisilerin arbutin igerikli trtinleri
tiikketirken bilingli olmalar1 gerekmektedir. Ama bu konuda net konusabilmek i¢in
calismalarin hem fakli hiicre modellerinde hem de deney hayvan modellerinde

tekrarlanmasi gerekmektedir.

e MCF-7 hicrelerinde B-arbutinin LDso dozunda genotoksik ve inflamatuvar
etkileriyle uyarilan p53 araciligiyla apoptotik caspas 3’iin aktivasyonunu artirdig ve
ayni zamanda ER’lerinin aktivitesini azalttig1 distiniiliirse , B-arbutinin bu etkilerini

nasil olusturdugunun arastirilmasi tedavide yeni bir bakis acist gelistirilmesine katk1
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saglayabilir. Ama bunun i¢in B-arbutinin, ER sinyal yolu ve DNA ile etkilesimlerini

de ele alan daha ileri ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

Hem meme kanseri tedavisinde hem de diger kanser tiirlerinin tedavisinde yan etkileri
nedeniyle toksik olmayan, c¢ok hedefli ve ilag direnci olusturmayan yeni tedavi
protokollerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamda toksik etkileri kisitli olan dogal
aktif maddeler iyi bir alternatif olmaya devam etmektedir. Nitekim bu alanda yapilan
caligmalar dogal aktif maddelerin kanser tedavisinde yeni ¢oziimlerin gelistirilmesine
imkan saglayabilecegine isaret etmektedir. Bu baglamda sunulan calismayla meme
kanserli hastalarda B-arbutinin olasi yararli/zarali etkileri belirlenmeye g¢aligilmistir.
Arbutinin kozmetik Uriin olarak krem ve sabunlarda, cilt beyazlatma ajani olarak ise
kliniklerde kullanildig1 diisiiniiliirse, kanser hastasi olan bireylerdeki olas1 yararlarinin
veya zararlarinin belirlenmesi énemlidir. Bu agidan bakildiginda sunulan ¢alisma ile
ozellikle B-arbutinin meme kanserine olas1 fayda/zararlart in-vitro bir modelleme ile
belirlenmeye calisilmistir. Elde edilen bulgularin hem klinisyenlere hem de literatiire

katki yapacagi diistiniilmektedir.
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