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OZET

Meme kanseri kadinlarda en ¢ok gorulen kanser olmakla birlikte
birgok Ulkede kanserden olumlerin baslica nedenidir. Bu nedenle erken
tani ve etkin tedavisi gok dnemli hale gelmigtir.

Epidemiyolojik ¢alismalar ve hayvan deneyleri bazi besinsel
bilesiklerin ¢esitli kanserlerin insidans hizlarinda rol oynadigini ortaya
cikarmigtir. Zeytin yapragi ekstresinin ve fenolik bilesenlerinden biri olan
oleuropeinin anti-kanser etkisi bircok calismada gosterilmigtir. Mevcut
literatirlerde zeytin yapragdi ekstresinin diger ilaglarla kombinasyon
calismasina rastlanmamistir.

Bu ¢alismada MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hicre
soylarinda, zeytin yapragi ekstresini tedavide kullanilan ajanlarin degisik
dozlari ile kombine ederek, duguk tedavi dozlarinin etkinliginin arttirihp
arttinlamadigr  arastinldi. Bdylece meme kanserinde yeni tedavi
yaklagimlarinin arastirimasi planlandi. Bu nedenle meme kanseri
tedavisinde kullanilan epirubisin, doksorubisin ve dosetaksol ilaglari
secildi. Zeytin yapradi ekstresi hem tek basina hem de bu ilaglarla
kombine edilerek kullanildi.

Calismamizda zeytin yapradi ekstresinin, MDA-MB-231 hicre
soyunda ilaglarin sitotoksik etkilerini arttirdidi saptandi. MCF-7 hicre
soyunda ise, MDA-MB-231 hucrelerindeki etkinin tersine, epirubisin ve
doksorubisin ile kombinasyonlarinda bu ilaglarin sitotoksik etkisini azalttigi
bulundu. Western blotting ile bakilan kirilmig PARP proteininin MCF-7
hicre soyunda dosetaksol ve epirubisinin tek basina ve zeytin yapragi
ekstresi ile kombinasyonlarinda kirildigi dolayisiyla 6limin apoptozisten
kaynaklandigi, MDA-MB-231 hiicre soyunda ise PARP kirilmasi olmadigi
bulundu. RT-PCR ile gen ekspresyon dizeylerine bakildiginda MDA-MB-
231 hucrelerinde zeytin yapragi ekstresi apoptozis ile iligkili genlerde
artisa neden oldu. MCF-7 hicrelerinde epirubisin ile artan apoptozis ile



iligkili genlerin, epirubisin ile zeytin yapragi ekstresinin kombine edilmesi
halinde azaldigi goruldi. Bu azalma zeytin yapragi ekstresinin MCF-7
hlcrelerinde sitotoksisiteyi azaltici etkisi ile uyumlu bulunmustur.

Sonug¢ olarak bu bulgulara dayanarak, zeytin yaprag: ekstresinin
anti-kanser ilaglarla kombine edildiginde hucrenin fenotipine bagli olarak

ilaglarin etkisini degistirebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Zeytin yapragi ekstresi, meme kanseri, apoptozis



SUMMARY

Investigation of Olive Leaf Extract in Combination with Anti-cancer
Drugs in MDA-MB-231 and MCF-7 Human Breast Cancer Cell Lines

Breast cancer is the most common cancer in women and the
primary reason of deaths from cancer in most countries. Therefore, early
diagnosis and effective therapy has become very important.

Epidemiologic studies and animal experiments have shown that
some nutritional compounds play a role in incidence rates of various
cancers. The anti-cancer effect of olive leaf extract and oleuropein, one of
the phenolic compounds in the extract, were demonstrated in many
studies. There were no combination studies of olive leaf extract with other
drugs in current literature.

In this study, olive leaf extract is used in combination with different
doses of agents that are currently used in the treatment of breast cancer
in MCF-7 and MDA-MB-231 human breast cancer cell lines and it is
investigated whether their combination increases the effectiveness of low
treatment doses. Thus, investigation of new approaches in breast cancer
treatment is planned. For this reason, the drugs that are used in breast
cancer therapy, epirubicin, doxorubicin and docetaxel, are chosen.

In our study, it was found that olive leaf extract increases the
cytotoxic effect of the drugs in MDA-MB-231 cell line. In contrast, it was
found that combinations with epirubicin and doxorubicin decreases the
cytotoxic effect on MCF-7 cell line. Detection of PARP cleavage by
western blotting in MCF-7 cell line treated with epirubicin and docetaxel
alone and their combination with olive leaf extract shows that these cells
undergo apoptosis while PARP cleavage was not detected in MDA-MB-
231 cell line. Olive leaf extract caused an increase in expression levels of
apoptosis related genes in MDA-MB-231 cell line by using RT-PCR. In

iv



MCEF-7 cell line, it was found that the expression levels of apoptosis
related genes increase in epirubicin treatment and decrease in epirubicin
and olive leaf extract combination treatment. This decrease was in
accordance with the cytotoxicity reducing effect of olive leaf extract in
MCEF-7 cell line.

As a result, it was concluded that when used in combination with
anti-cancer agents, olive leaf extract can change the effectiveness of

these drugs depending on cell phenotype.

Keywords: Olive leaf extract, breast cancer, apoptosis



GiRiS

Meme Kanseri

Meme kanseri dunyada yillik 1 milyon yeni tani ve yaklasik 373.000
olum vakasiyla kadinlarda en onemli kanser nedenleri arasindadir (1).
Kadinlarda yasam boyu gelisme riski 1/12 ile 1/20 arasinda degismektedir
(2). Amerika’da 2010 yilinda kadinlarda 207.090 yeni invaziv meme kanseri
olgusu, erkeklerde de yaklasik 1.970 yeni olgu olugsmasi beklenmektedir. Deri
kanserleri haric, meme kanseri kadinlarda en sik tani konulan kanserdir ve
kanser nedenli dlumlerde meme kanseri (% 15) akcigerden (% 26) sonra 2.
sirada yer almaktadir (3). Meme kanserinden 6lum oranlari 1990’dan beri
azalma gostermektedir ve bu oran 50 yasindan geng kadinlarda yilda %3.3,
50 yas ve ustinde %2 azalma olarak gorulmektedir. Bu azalma erken tani ve
tedavinin gelismesine baglanmaktadir (3).

Tarkiye’de 2005 yili kanser verilerine géore meme kanseri 4. sirada
yer alirken kadinlarda 1. sirada gelmektedir ve insidansi 35-47/100.000’dir
(4). Meme kanseri insidansi ve o6lum hizi genellikle yasla birlikte artis
gOstermektedir. 2004-2008 yillar1 arasinda yeni vakalarin % 95’i, meme
kanseri 6lumlerinin % 97’si 40 yas ve Ustu kadinlarda gérulmustur (5).

Erken tanidaki gelismelere ve meme kanseri biyolojisinin molekuler
temelinin anlagilmis olmasina ragmen erken evre meme kanserli olgularin

%30’unda rekulrrens gorulmektedir (6).

Meme Kanserinde Etyoloji

A. Endokrin Etkenler

a) Ureme ile ilgili Etkenler

Reproduktif faktorler ilk primer meme kanseri icin risk faktorleri olarak
belirlenmistir (7). Geg¢ yasta menars, erken menapoz, geng yasta gebelik ve

gebelik sayisinin artisi, emzirme suresinin uzamasi azalmis meme kanseri



riski ile baglantili bulunmustur (8). Reproduktif faktorler ve kontralateral
memede kanser riski agisindan BRCA-1 (Breast Cancer-1) ve BRCA-2
(Breast Cancer-2) mutasyonu olanlar ve olmayanlar arasinda anlamli fark
saptanmamistir (9). Erken menstruasyon yasi, meme dokusunun dstrojene
maruz kalma suresini uzatir. Bu nedenden dolayr erken menarsin meme
kanseri riskini arttirdigina inanilmaktadir (10). Menstruasyon yasi ile ilk
dogum yapma yasI arasindaki strenin uzunlugu meme kanseri riski ile dogru
orantili bulunmustur. Uzun siren laktasyonlarin ovulatuvar donem sayisini
azaltarak koruyucu etki yaptigi varsayilmaktadir (11,12). Dogurmamis ya da
evlenmemis kadinlarda meme kanseri gorulme olasiligi daha fazladir (13,14).
ilk dogumunu 35 yasindan sonra yapmis olmak ve ge¢ menapoz da meme
kanseri gorulme olasihgini arttirmaktadir (13,14).

27.397 invaziv meme kanserli kadinda yapilan genis bir prospektif
calismada, reproduktif faktorler ile farkli histolojik tipte meme kanserlerinin
iliskisi bildirilmistir. Menars yasi ve ilk dogum yasinin 6zellikle lobuler meme
kanseri ile iligskisi oldugu gdsterilmistir. Artan parite duktal, lobuler, tibuler ve
Ozellikle musinoz tipler igin dusuk risk olusturmakla birlikte meduller kanserde
artisa sebep oldugu goérulmektedir.

Reproduktif faktorlerin hangi mekanizmayla meme kanseri gelisimine
etkili oldugu tam anlasilamamakla birlikte gebelik ve laktasyon sirasindaki
hormonal degisikliklerin koruyucu etkisine inanilmaktadir (15). Hormon
replasman tedavisi duktalden daha cok lobuler ve tubuler kanserde risk
artisina sebep olmaktadir (16). Lobller meme dokusunun hormonlara duktal
dokudan daha duyarli oldugu séylenmektedir (17).

b) Hormonal Etkenler

Oral kontraseptif (OKS) kullanim slresi ile meme kanseri riski
arasinda anlamli bir iligki saptanmamigstir (18). Fakat yapilan ¢alismalarda 45
yas alti kadinlarda uzun sireli OKS kullaniminin meme kanseri riskinde
anlamli bir artisa neden oldugu gdsterilmistir (19).

c) Genetik Etkenler

Meme kanserinin buyuk c¢ogunlugu sporadik vakalar olmasina

ragmen yaklasik %5-10 oraninda kalitsal nedenli ailesel meme kanserleri



ortaya c¢ikmaktadir (20). Meme kanseri olan anne, kiz ve kiz kardesler
arasinda meme kanseri gorulme olasiligi normal populasyondan iki kat
fazladir. Meme kanseri aile hikayesi olanlarda meme kanseri ortaya g¢ikma
yasi daha erken ve bilateral olma egdilimindedir (13,21). Son yillarda ailevi
meme kanseri ile ilgili oldugu disundlen bazi genler izole edilmigtir (22,23).
Bu genlerden birisi olan BRCA-1, 17g21’e yerlesiktir. Mutasyon sonucu ailevi
meme ve over kanserinde rol oynadigi saptanmistir. BRCA-2 geni kromozom
13q12’ye vyerlesik olup hastaligin erken ortaya cikmasinda ve bilateral
olmasinda 6nemlidir. Bu genlerdeki germ hicre soyu mutasyonlarini i¢geren
kadinlarin yagsamlarinin bir doneminde meme kanseri geligtirme riski %50-80
arasinda degismektedir (20). Meme kanseri olusan bir kadinda yasami
boyunca ikinci meme kanseri olusma riski % 25-30‘dur. Meme koruyucu
cerrahi sonrasi kalan meme dokusu risk altindadir. Fakat bu risk, karsi
memede olusma riski kadar ve her yil % 0.5-1'dir (24).

B. Diyet

Genel egilim yagdan zengin beslenmenin meme kanseri riskini
arttirdigi  yonindedir (25). Birgok hayvan modellerinde gosterildigi gibi
diyetteki hayvansal yaglarin % 10’dan fazla olmasi meme kanseri riskini
arttirmakta, buna karsin diyetteki yagin % 5’in altinda olmasi 6zellikle yag
icermeyen diyetle beslenme, timdérin blylimesini dahi inhibe edebilmektedir
(13,26). Liften zengin gidalarin barsaktan 0Ostrojen absorbsiyonunu
engelleyerek meme kanserini dnleyebilecegi dusunulmektedir (27). Alkol
kullanan kadinlarda da meme kanseri daha fazla gorilmektedir (13). Meme
kanserinde diyetin etkisi cocuk ya da adélesanlarda erken yasta olusur. ileri
yaslardaki diyet degisikliginin riskin azalmasina katkisi gosterilememistir (28).

C. Sosyoekonomik Durum

Sosyoekonomik durumun meme kanseri insidansi, mortalitesi ve
survisiyle iliskili oldugu gosterilmistir. Sosyoekonomik durumu disik olan
kadinlarda meme kanseri mortalitesinin daha yuksek oldugu gorulmustur
(29).



D. Radyasyon

Meme kanserinde en iyi saptanan etyolojik ajan radyasyona maruz

kalinmasidir (28).

Meme Kanserinde Risk Faktorleri

A- Yuksek risk faktorleri ( 3 kat ya da daha fazla risk artigina yol

acarlar)

a.
b.

Cinsiyet: Kadin olmak

Yas: Risk yasla birlikte artmaktadir. Olgularin ¢ogu 40 yas Ustlinde
gorulmektedir. Ancak, kiz kardesi veya annesinde genc¢ yasta kanser
saptanmigsa, bu kigide daha erken yasta meme kanseri olugabilmektedir
(5,30).

. Meme kanseri i¢in genetik mutasyon olmasi (BRCA-1 ve/veya BRCA-

2) (5).

. Ailede meme kanseri oykiisi olmasi: Meme kanseri insidansi 6zellikle

anne, kiz kardes ve kiz evlatlarda, yine teyze, kuzen, anneannede de
artmis olarak goérulir. Menopoz 6ncesi, bilateral ya da unilateral meme
kanseri gelisen kadinlarin annelerinde, kiz gocuklarinda, kardeslerinde risk

daha yuksektir.

. Daha 6énce bir memede kanser 6ykiisii olmasi: Ozellikle menopoz

oncesi meydana gelenler 6nemlidir. Daha 6nce meme kanseri gegiren ve
tedavi alan kadinlarin, diger memelerinde kanser gelisme olasiliginin
meme kanseri teshisi konulmamis olanlara gére 3-4 kat daha fazla oldugu
ifade edilmektedir (31).

Atipi ile birlikte hiperplazi: Benign meme hastalarinin birgok formu
meme kanseri icin predispozan faktor degildir. Bu durum, &zellikle
fibrokistik hastalik icin gecerlidir. Atipik hiperplazili memenin proliferatif
hastaligi olanlarda risk 5 kat daha fazladir. Atipinin olusturdugu risk,

ailesinde meme kanser 0ykUsu olanlarda 11 kat daha yuksektir (28).

. Yiiksek meme dokusu yogunlugu (32).



h. Parite: Nulliparlar ya da ilk dogumunu 30 yasindan sonra yapanlarda, ilk
gebeligi 18 yasindan dnce olanlara gore risk 3-4 kez daha fazladir.
i. Lobuler karsinoma insitu: invaziv kanser igin %30 oraninda risk tasir.
J. Erkeklerde risk faktorleri: Klinefelter sendromu, jinekomasti ve ailede
erkek meme kanseri dykusunun olmasi seklinde sayilabilir (28).

B. Orta derecede risk faktorleri (1.2 -1.5 kez fazla)
a. Menstriasyon dykusu (erken menars < 12 yas, ge¢ menopoz > 55 yas)
b. Uzun sureli OKS kullanimi ve hormon replasman tedavisi (HRT)

Menapozdaki hormon tedavisinin riski tedavinin sdresi, secilen ilaglar
ve hastanin 6zelliklerine bagli olarak degismektedir. Ostrojenin tek basina ve
arahkli  kullaniminin riski arttirmadigi  gorulmastir. Uzun sudreli 6strojen
kullanimi (5 yildan fazla) riski artirmakta ve kombine &strojen-progestin
kullanimi, tek basina 6strojenden daha fazla risk artisi yapmaktadir (33).
c. Over, uterus ya da kolon kanser dykusu
d. Diabetes mellitus
e. Alkol alimi
f. Obezite (postmenopozal)

C- Riski azaltan faktorler

. Asya Irki
. Erken menopoz
. 50 yasindan 6nce bilateral ooforektomi (34,35)
. Emzirme (36,37)
. 20 yas oncesi gebelik (38)

-~ 0O o O T O

14 yas sonrasi menarj (7)
. Artan parite (7,38)
. Fiziksel aktivite (39,40)

1. Selektif 6strojen reseptdr modulatori kullanimi (41)

0o «Q

D-Risk faktorii olmayanlar
a. Benign meme lezyonlari (42)
b. Diyet (kahve, cay, diger kafeinli icecekler, diyetsel fitodstrojenler, meyve

ve sebzelerin tutarh bir etkisi saptanmamistir) (43-46)



c. llaglar (antibiyotikler, aspirin ve nonsteroid antiinflamatuarlarin tutarli bir
etkisi saptanmamistir) (47-50)

d. Dusukler (51)

e. Sigara (52)

Meme Kanseri Siniflandiriimasi

Meme kanseri ¢ok fazla morfolojik 6zellikler sergileyebilen heterojen
bir hastaliktir. Duktal karsinoma ve lobuler karsinoma meme kanserlerinin
cok biylk bélimini olusturmakla birlikte, Dinya Saghk Orglti (WHO)
Meme Tumorleri Histopatolojik Siniflamasi’nin son versiyonunda yirminin
Uzerinde meme karsinomu histopatolojik tipi tanimlanmaktadir. Meme kanseri
siniflamasi, meme kanserini tubuler, muasinéz, meduller ve lobuler
karsinomlar gibi pek c¢ok o6zel tumoér tipine ve 6Ozel olmayan duktal
karsinomlara ayirmaktadir (53).

Kanser hucreleri, c¢evresindeki bazal hucreleri astiginda invaziv,
asmadiginda in situ olarak isimlendirilirler. invaziv duktal karsinom en fazla
goérilen meme kanseri tipi olup tim meme kanseri vakalarinin yaklasik
%75’ini olusturdug@u bildirilmistir (54).

Meme Kanserinin Evrelemesi

Meme kanserli hastalar, hekime basvurduklarinda hastaliklarinin
yaylhmi  bakimindan farkhliklar — goésterirler. Sagkalim suresi, tani
konuldugunda hastaligin yayginhigi (evre) ile iligkilidir. Evre sadece sagkalim
suresini belirlemek icin degil, hastaya uygulanacak tedavi protokolinun
belirlenmesi icin de ¢ok énemlidir. TNM (timdr-nod-metastaz) parametreleri
sagkalim suresini 6nceden tespit etmede en gucli prognostik faktorlerdir.
Glinimiizde hemen her yerde UICC (Union international Contre Cancere) ve
American Joint Commitee On Cancer’in (AJCC) bicimlendirdigi “tumor-node-
metastasis (TNM) staging” sistemi kullaniimaktadir (55,56). AJCC periyodik



olarak evreleme standartlarini gunceller. 2010 yilinda da, meme kanseri

evrelemesine yeni dizenlemeler getirilmistir (57).

Meme Kanserinde Prognostik Faktorler

Prognostik faktor terimi, kanserde tani aninda var olan, tedavi
yapilmadigi durumda hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalimla iligkili her
turli 6lcimu ifade etmekte ve bir tumorun dogal seyrini 6nceden belirlemek
icin kullanilabilmektedir. Meme kanserinde bu amagcla kullanilan standart
prognostik faktorler aksiller lenf nodu tutulumu ve sayisi, histolojik alt tip,
tumor bayuklagua, ndkleer ve histolojik derece, ER (6strojen reseptor) ve PR
(progesteron reseptdr) durumunu icermektedir. Yas, menapoz durumu, irk,
onkogenler, tumoér supresor genler, buyume faktorleri gibi isaretleyiciler
muhtemel diger prognostik faktorlerdir.

Uzerinde daha cok calisilmasina ve yenilerinin bulunmasina acik olan
prognostik faktorler asagida gosterildigi gibi gesitli alt gruplarda siniflanmistir
(58-60).
1-Fiziksel etkenler: Yas, irk, kilo
2-Klinik etkenler: Tumoér boyutu, deriye, kasa invazyon, cevre dokuya
fiksasyon, aksiller lenf nodu tutulumu
3-Patolojik ozellikler:

a- Tumor boyutu ve bayume sekli
b- TGmorin yerlesimi

c- Histolojik tar

d- Tumorian derecesi

e- Aksiller lenf nodu tutulumu

f- Damar invazyonu

g- Yaygin intraduktal komponent
h- Cerrahi sinirlar

i- Deri tutulumu

j- Aksiller lenf nodu degisiklikleri

k- Elastozis



|- Lenfosit infiltrasyonu
m- TUmor nekrozu

Lenf nodlarinin durumu, timaor ¢api, histolojik tip ve histolojik derece
meme karsinomu igin bilinen en énemli prognostik parametrelerdir (61).
-Lenf nodu metastazi: En 6nemli prognostik parametredir. Aksiller lenf
nodlari negatif hastalarda 10 yillik yasam %75 iken, nod-pozitif hastalarda bu
oran %25-30’a dusmektedir. Metastatik lenf nodlarinin seviyesi, sayisi ve
blayuklugu, perinodal yag dokusuna invazyon durumu da prognoz agisindan
onemlidir.
-Tumor boyutu: Uzak metastazi olmayan ve nod negatif hastalarda en guglu
prognoz belirleyicisi tumor buyuklugudur (62,63). Tumdr boyutu arttikga
aksiller lenf nodu metastazi artmakta ve sagkalim orani digmektedir.
-Tumorun histolojik tipi: Tubdler karsinom, invaziv kribriform karsinom,
sekretuar karsinom ve invaziv lobuler karsinomun tubulolobuler varyantinin
prognozu iyidir. Buna karsin metaplastik karsinom, invaziv lobuler
karsinomun pleomorfik ve solid tiplerinin, invaziv mikropapiller karsinomun ve
inflamatuar karsinomun prognozu koétudur. Medduller karsinomun prognozu
tartismali olmakla birlikte, invaziv duktal karsinoma gore daha iyi prognoz
gOsterdigi birgok arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir.
-Histolojik derecelendirme: GuUnimuizde morfolojik tipine bakilmaksizin
invaziv karsinomlarin timudnutn derecelendirilmesi 6nerilmektedir ve en c¢ok
kullanilan derecelendirme sistemi modifiye Bloom-Richardson sistemidir. Bu
derecelendirme  sisteminde timor  hucrelerinin @ nukleer  6zellikleri,
olusturduklari tubulus yapilarinin orani ve mitoz sayisi ayri ayri skorlanarak
elde edilen toplam skora goére derece belirlenmektedir.
-Lenfovaskiiler invazyon: Tumor cevresindeki lenfatik ve kan damarlarinin
[imeninde timdr hcrelerinin goértlmesi durumunda lenf nodu metastazi
olasili§i yuksektir. Lenf nodu metastazi gorilmese de lenfovaskiler invazyon
varligi kotu prognostik parametredir.
4-Evre

5-Kemik iligi metastazlari



6-Biyolojik belirleyiciler (Proliferasyon belirleyicileri, DNA igerigi, Litik
enzimler, Steroid hormon reseptorleri, Tumoér baskilayici genler ve
onkogenler)

-Ostrojen ve progesteron reseptorleri: Meme kanserlerinin licte birinde
Ostrojen ve progesteron reseptorleri kaybolmustur. Bu tumorler icin kotu
prognozu gdstermektedir (64). lyi diferansiye timdrlerde reseptdr seviyesi
daha yuksek duzeydedir ve ER (+) tumorlerin prognozu daha iyidir (65). ER
(+) ve PR (+) tumoérlerde yasam suresi daha uzundur (66).

-Bcl-2: Artmis Bcl-2 ekspresyonu varliginda ER (+) tumorlerde verilen
tamoksifene direng gelisir. Bcl-2 tamoksifen direnci igin bir belirte¢ olarak
kullanilabilir (67).

-p53: Hucre siklusunu suprese eden gendir. Meme karsinomlarinin
%50’sinde mutant p53 gen ekspresyonu vardir. YUksek histolojik derece ve
klinik agresiflik ile birliktedir. Nod (-) hastalarda kullanilan bir prognostik
belirtectir (13).

7-HER-2/neu: Epidermal growth faktor reseptdor ailesinden  bir
protoonkogendir. Meme karsinomlarinin %10-30’'unda FISH “fluorescent in
situ hybridization” ile saptanan HER-2/neu gen amplifikasyonu ve
immunhistokimyasal yontemle saptanan protein asiri ekspresyonu vardir.
HER-2/neu asiri ekspresyonu kot prognostik parametredir ve genellikle
histolojik derecesi yuksek, lenf nodu metastazi olan ve hormon reseptorleri

negatif timodrlerde goérilmektedir (68).

Meme Kanseri Tumor Belirtegleri

Meme kanserinde en ¢ok kullanilan timor belirtegleri: CA 15-3, MCA,
CEA, TPA, TPS ve Cyfra 21.1’dir (69-71).

Serumda CA 15-3, CEA, CA549, MCA, CA 27.29 testlerinden ikisine
ilaveten, dokuda Ostrojen, progesteron reseptorleri ile onkogen c-erbB-2,
serumda c-erbB-2 ektodomen dlgimleri teshisi ve yasam suresini % 90’lara
cikartabilmektedir. Hatta timorin ¢evreye ya da lenf dugumlerine yayilimi
yok ise % 100’ lere ¢ikabilir (72)



1) Karbonhidrat Antijen 15-3 (CA 15-3)

Meme dokusunun epitel hicreleri tarafindan uretilen yiksek molekul
agirlikh glikoprotein yapisinda bir antijendir. Gunimizde meme kanserinin
yayginligini saptamada kullaniimaktadir. Organa veya tumore 6zgun degildir.
Duyarlihgr % 77°dir. Diger tumor belirtecleriyle birlikte kullanildiginda
duyarhihgr % 12-25 oraninda artmaktadir (73). Tedaviye cevabi izlemede de
sadece CA15-3 kullanimi 6nerilmemekle beraber, yuksek CA15-3 seviyesinin
tedavinin yetersizliginin gostergesi oldugu kabul edilmektedir (72).

2) MCA “Miucin-like Carsinoma Associated Antijen”

MCA bir serum glikoproteinidir. Normal dokuda MCA duzeyleri ¢ok
diguk olmasina karsin tumor sitozolunde yuksektir (74). Horgan ve ark. in
(75) calismasinda, benign meme hastaligi olan hastalarda, MCA seviyesinde
yukselme olmadigi gosterilmistir. Ayni calismada meme kanserli hastalar
arasinda evre lll ve evre IV olan hastalarda anlamli bir artis saptanmistir
(75).

3) Karsino Embriyonik Antijen (CEA)

Glikoprotein yapisinda onkofetal timor belirtecidir. Yetigkin insanlarin
serumunda ylksek diuzeyde olmasi malignite bulgusudur. Primer olarak
kolorektal kanserlerde kullanilir. Ayrica meme, akciger, pankreas, mide,
serviks, mesane, bobrek, tiroid, karaciger ve over kanserlerinde de
yukselmektedir. Erken evre meme kanserinde duyarliligi duguk olmasina
ragmen metastatik meme kanserlerinde % 40-50 olguda yuUkseldigi
gOsterilmistir (76).

4) Doku Polipeptid Antijen (TPA)

Sitokeratin 8, 18, 19 iceren sitokeratin kompleksidir. Tumor
hlcrelerinin membraninda ve epitel hicrelerinde bulunan doku polipeptid
antijenidir  (77). Serum duzeyindeki dusuklik, hucrelerdeki artmis
proliferasyonu gosterir. YUksek sitozolik TPA dizeyleri meme kanserinde iyi

prognozu gosterir (78).
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5) Epidermal Buyume Faktori Reseptori (EGFR)

6000 kDA agirhginda bir peptidtir. Birgok ¢alisma EGFR’nin meme
kanserinde prognostik ve prediktif degeri oldugunu ortaya koymustur (79).

6) Katepsin D

52 kDA agirliginda, asidik lizozomal bir proteaz olan
fosfoglikoproteindir. Katepsin D geni meme kanserli hastalarda asir
ekspresyon gosterir (80).

7) c-erb B-2 (HER-2)

185 kDa agirliginda transmembran proteindir. Meme kanserli
hastanin Herseptin ile tedavisinin yapilip yapilamayacagini belirlemede,
Herseptin  tedavisinin izlenmesinde, tumorgenezin erken donemini
belirlemede kullanilabilir (81).

8) p53

p53, tumor baskilayici genlerdendir. Asiri ekspresyonu meme
kanserinde kot prognozun gostergesidir. p53 proteini, transkripsiyon faktori
olarak DNA'nin 6zgul bdlgesine baglanarak, diger genleri dizenler. Gen
hicreyi DNA hasarina karsi korur ve hasar olustugu zaman hicre
¢ogalmasini G1/S sinirinda durdurarak, DNA onarimini baslatir. Onarimin
basari ile tamamlanamadigi durumlarda ise apoptotik hicre olumundn
gerceklesmesini saglar. Mutant p53 proteini meme, hemotopoetik sistem,
bas-boyun, endometrium, akciger, kolon kanserlerinde belirlenmigtir (82).

9) CA 27.29

Breast carcinoma associated antijen, cancer antijen 27.29 isimleri ile
de bilinir. Meme kanseri nukslerini belilemede kullanilir. 11 veya Ill evre
meme kanserli olgularda niksU belirlemek igin yararli olan CA 27.29, tarama
ve rutin izlemede énerilmemektedir (72).

10) Karbonhidrat Antijen 549 (CA 549)

Normal meme ve epitelyal dokularda bulunabilen bir glikoproteindir.
Meme, akciger, prostat, kolon kanseri olan hastalarin serum duzeylerinde
artis gorulmustur. Tedavi izlemi ve progresyon izlemi i¢in kullaniimaktadir

(82). Metastazi olan meme kanserli hastalarin izlenmesinde kullanilir.
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Sensitivite ve spesifite dusukligu nedeni ile tarama ve teshiste kullaniimaz
(72).

Apoptozis

Apoptozis fonksiyonlarini kaybetmis, fazla dretilmis, yaslanmisg,
dizensiz gelismis veya DNA’sinda hasar olan hucrelerin, guvenli bir sekilde
yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hucre
olumudur. Apoptozis ayni zamanda programlanmis hucre 6luma, fizyolojik
hidcre 6lumua, hacre intihari demektir. Hicre dogar belli bir stre yasar ve
sonra 6lur. Buradaki 6lum mekanizmasi apoptozistir (83).

Kaynaklarda, “Apoptozis” terimi ilk defa Kerr, Wyllie ve Currie
adindaki patologlar tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli dokularda ki
hicre azalmalarindan sorumlu, 6zguin bir hicre olim gsekli olarak
tanimlanmistir (84). 1983 yilinda Duke ve ark. tarafindan endonukleazlarin
yol actigi DNA kiriklarinin jel elektroforezinde gosterilmesi ile apoptotik hticre
olumunan ilk biyokimyasal kanitina ulasilmistir (84). Bu tarihten sonra
apoptozis ile ilgili galigsmalar hiz kazanmistir.

» Apoptozis, nekrozdan farkli olarak, fizyolojik sartlar altinda da
olusabilen ve genelde doku homeostazisini saglayan htcre 6lum seklidir (83).

» Apoptozis, embriyolojik gelisim ve eriskin dokunun gelisiminin
surdurtlmesinde, anahtar roll oynar (85). Hlcrenin yasam ¢emberi boyunca
yapim (mitozis) - yikim (apoptozis) arasinda kontroll bir denge vardir.

* Bu dengenin, apoptozisin lehine veya aleyhine bozulmasi, birgok
onemli hastaligin patogenezinde rol oynar. Ornegin, baz viral
enfeksiyonlarda apoptozis baskilanir ve kanser gelisimine yol acar. Oto-
reaktif lenfositlerin ortamdan uzaklastirilamamasi veya ge¢ uzaklastiriimalari
sonucu, otoimmin hastaliklar olusur (85).

* Barsak epitel hucrelerinin devamli yenilenmesi, menstruasyon
esnasinda uterusun i¢ duvarindaki hucrelerin oldurtlerek uzaklastiriimasi,

deri keratinositlerinin derinin en Ust katmanindaki stratum korneum’u
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olusturmasi, timusta, etkisiz T lenfositlerinin ve kiginin kendi dokularina zarar
verecek olanlarinin éldurulmesi apoptozise ornektir.

* Apoptozis, organizmada hasar gérmus veya organizma igin tehlikeli
olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Ornegin viriisle enfekte
hlcreler bu yolla ortadan kaldirilir.

* Hasarli DNA da apoptozis yolu ile ortadan kaldirilir (85). Hicrenin
DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden
olabilecekleri icin bu hasarl hucrelerin apoptozis yolu ile éldurilmesi buyuk
onem tasimaktadir (85,86).

» Apoptozis, doku gelisimi esnasinda istenmeyen hucrelerin yok
edilmesinde de rol alir. Ornegin bécek ve amfibilerin metamorfozu esnasinda
larva dokusunun yok edilmesine neden olur. Diger bir 6rnek de memelilerde
sinir sisteminin gelisimi esnasindaki programlanmis hicre o6lumuaduar. Fazla
sayida dUretilen néronlarin %50’den fazlasi programlanmig hicre olumu
yoluyla ortadan kaldirilir. Ayrica akut hidcre hasari durumunda da apoptozis
rol almaktadir (85).

Apoptozis hizinin bozuldugu diger bir deyigle yavagladigi veya arttigi
hallerde cesitli hastaliklar ortaya ¢ikar. Viral bir enfeksiyon sirasinda, normal
sartlarda virusler enfekte ettikleri hiicrede, kendi proteinlerini sentezletirler ve
hlcrenin kendisi igin gerekli proteinlerin yapimini da durdururlar. Bu yuzden
virisle enfekte olmus hicrede apoptozis induklenir ve hiicre 6lir. Boylece
virls kendisini de yok etmis olur. Fakat bazi virusler ornegin Ebstein-Barr
virist (EBV) veya insan papilloma virisu (HPV), enfekte ettikleri hiicrenin
apoptozise gitmesini baskilayan yollar gelistirmislerdir. Ornegin EBV,
apoptozis sinyalini kontrol eden duzenleyicilerden biri olan bcl-2’ye benzer
molekuller Ureterek ve ayrica enfekte ettigi hicrenin kendi bcl-2 Gretimini
indukleyen molekiller Ureterek apoptozisi durdurmaktadir (87). HPV’de,
guclU bir apoptozis indukleyicisi olan p53’U etkisizlestirmektedir. Virtslerin bu
etkileri sonucunda, bazi hematolojik kanserlerin gelisimine neden olduklari
dusundlmektedir (86). Alzheimer, Parkinson, Hutchinson, Amyotrofik lateral

skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklarda, AIDS ve otoimmiin hastaliklarda
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nedeni henuz bilinmeyen bir sekilde apoptozisin rol aldigi duasunulmektedir
(87).

Malign hastaliklar, klasik olarak kontrolsiz asiri  hucre
proliferasyonunun oldugu hastaliklar olarak bilinir. Oysa asir1 proliferasyonun
yaninda azalmis apoptotik hicre 6lum hizinin da malignite gelisimine katkida
bulundugu goralmastur. Zamani geldiginde normal olarak apoptozise
gidemeyen, beklenenden daha uzun sure yasayan hicreler, genomlarinda
biriktirdikleri mutasyonlarin etkisi ile malign hicrelere donusme potansiyel

tasirlar.

Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Asamalari

1. Apoptozisin baglatiimasi

2. Sitokrom c’nin saliverilmesi

3. Hucre igi proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu

4. Hicrede cgesitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi
5. Fagositoz

1. Apoptozisin Baslatiimasi (Sinyal Uretici Yollar)

Hulcrenin apoptozise gidebilmesi ic¢in ilk &nce, ilgili genetik
mekanizmay1 harekete gecirecek bir sinyalle karsilasmasi gerekir. Bu sinyal
hlcre icinden veya digindan gelebilir (88).

1.1. Hucre Digsindan Kaynaklanan Sinyaller

1.1.A. Cevresel Yasam Sinyallerinin ve Bliyume Faktorlerinin
Yetersizligi: Hucreler ¢cevre hicrelerden ve ekstrasellller matriksten gelen
yasam sinyallerine, buylme faktoérlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu sinyaller dizenli
bir sekilde ve yeterli miktarda olmazsa hicreler apoptozise giderler (87).

1.1.B. Oliim Reseptoérlerinin Aktivasyonu (Reseptér-Ligand
Etkilesmesi): Bazi sitokinler hicre membraninda bulunan reseptorlere
baglanarak 6lim programini harekete geciren sinyaller Uretebilirler (87).
Apoptoziste rol alan membran reseptorleri icinde en énemli grup “TUmor
Nekrozis Faktor Reseptor” (TNFR) ailesidir. TNFR icinde apoptozis olusturan

reseptorlerden en Onemlileri Fas ve TNFR1dir. Bu reseptorler
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uyarildiklarinda, hicrenin sitoplazmasinda bulunan pargalari, “adaptor
proteinlere” bagdlanirlar. Adaptor proteinlerin 6lum effektor pargalari vardir.
Bunlar da apoptozis icin baslatici olan kaspazlara (6rn: prokaspaz-8)
baglanirlar (89).

1.1.B.a. Fas-Fas Ligand Aracili Apoptozis:

T LENFOSIT

53

aptor
protein

e
. e

iicreyi OLL

Sekil-1: Fas-fas ligand aracili apoptozis (90)

Bu tip apoptozis hicre ylzey reseptoru Fas araciligi ile olusur. Fas
ligandin Fas reseptorine baglanmasi ile Fas reseptorinin hicre iginde
bulunan parcgasi, Fas, FADD’la “Fas adapter protein with a death domain”
birleserek 6lim baslatan sinyal kompleksini olusturur. Bu da prokaspaz-8’in

aktiflesmesini saglar (91).
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1.1.B.b. “Tumor Necrosis Factor” (TNF) Aracili Apoptozis:

TNE reseptor - TNF
‘ I reseptor

protein

Sekil-2: Tumdr Nekrozis Faktor (TNF) aracili apoptozis (90)

Bir sitokin olan TNF’nin, TNF reseptorleri ile birlesmesi (6rn: TNFR1)
sonucunda reseptorin hicre icinde bulunan pargasi, TRADD’la birleserek
“TNFR adapter protein with a death domain” etki gdsterir. Adaptér protein

daha sonra prokaspaz-8'i aktiflestirerek apoptozise neden olur (88).
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1.1.B.c. Sitotoksik T Lenfosit Aracili Apoptozis :

Sitotoksik T
- ch I Geag
GranzimB o a” o' °>,

Sekil-3: Sitotoksik T lenfosit aracili apoptozis (90)

Sitotoksik T lenfositler (STL) infekte olmus olan konakgi hicrelerin
yuzeyinde bulunan yabanci antijenleri tanirlar. STL’lerin ana goérevi malign
ve/veya virls ile infekte olmus olan hucrelerin dldurGimesidir (88,92).
Yabanci antijenleri tanidiklarinda ylzeylerinde Fas ligand olusur. Hedef
hlcrelerin Fas reseptorlerine tutunurlar. STL’ler sitoplazmalarinda granzim B
(serin proteaz) ve perforin adi verilen ve apoptozis olusmasini saglayan
proteinler iceren sitoplazmik grantllere sahiptirler (92). Perforin,
transmembran por olusturucu bir proteindir. STL’ler hedef hicrelerin
membranlarinda perforin ile porlar olusturarak, sitoplazmalarina granzim B

salgilarlar. Granzim B hedef hlicrelere girerek kaspazlari aktive eder (87).



1.1.B.d. Hiicrelerin maruz kaldigi dis etkenler: Hipoksi, radyasyon,
antikanser ilaglar, 1si, gamma ve ultraviyole isinlar gibi etkenler apoptozise
neden olabilirler. Bu etkenler DNA hasari olusturarak apoptozis meydana
getirirler (87).

1.2. Hiicre iginden Kaynaklanan Sinyaller:

DNA hasari, hicre i¢i pH'da disme, metabolik ve/veya hicre siklus
bozukluklari, hiicre ici Ca* seviyesinde artis, hiicreyi apoptozise gétiiren
merkezi hucre 6lum sinyallerini baglatabilmektedir (93).

2. Sitokrom c’nin Saliverilmesi

Sitokrom ¢ mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport
zincirinin bir proteinidir. Son yillarda anlagilan énemiyle apoptozis surecinde
merkezi bir konuma oturmustur. Sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hicrede geri donusumsiz bir
doneme girildigine isaret eder. Sitokrom c sitoplazmik bir protein olan Apaf-
1’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom
adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif
kaspaz-9 haline dontismesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektér kaspazlardan
prokaspaz-3’'U aktive eder. Aktif kaspaz-3 etkisiyle dolayl olarak apoptozisin
karakteristik  bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonu ve
oligontkleozomal DNA fragmantasyonu olusur (94).

3. Hiicre igi Proteazlarin Aktivasyonu

ic ve dis sinyallerle hiicre icindeki bir grup proteaz aktive olur. Bu
proteazlara kaspaz adi verilmektedir. Olim reseptérleri adaptor proteinlerle,

i¢ sinyaller ise mitokondriyle baslatici kaspazlari aktive ederler (88).
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Hiicre Icinden

Oliim sinyali

Baslatici l Mitokondriden
kaspazlar sitokrom C salinimi

Sitokrom C-Apaf1

-l

Sonlandirici

Sekil-4: i¢ sinyallerle olusan apoptozis (90)

Sinyaller dis mitokondri zarinda gegirgenlik artisina neden olurlar.
Mitokondri dig zarinin gegcirgenligini bcl-2 gibi bazi proteinler ayarlamaktadir.
Bcl-2 proteini antiapoptotikdir. Mitokondri dis membranina ve apoptozis
proteaz aktive edici faktér 1 (Apaf 1)e tutunmustur. Hlcrenin iginden
kaynaklanan apoptotik sinyaller Apaf 1’'in mitokondriden ayrilmasina neden
olur. Bu ayriima dis mitokondri zarinin gegirgenligini artirir. Gegirgenligin
artmasi, mitokondrinin iki zar1 arasinda bulunan sitokrom c’nin sitozole
cikmasina neden olur. Sitokrom c sitoplazmada Apaf 1, kaspaz-9 ve ATP ile
birlesir. Olusan yapiya apoptozom denir (Sekil 4) Apoptozom sonlandirici
kaspaz olan kaspaz-3’ u aktive ederek apoptozise neden olur (93).

Hucrede i¢ veya dis nedenlerle DNA hasari olugstugunda aktive olan
bazi genler, hiicrenin apoptozisine neden olabilir. Bu genlerden en énemlisi
p53 genidir. insan timarlerinin %50’den fazlasinda mutasyona ugradigi tespit
edilen p53 geninin, kanser olusumunu onlemede kritik rol oynadigi kabul
edilmektedir (88,95).
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Normalde inaktif durumda bulunan p53 geni, DNA hasari
olustugunda aktifleserek p21 genini harekete gegirir. p21 geni hucrenin, ge¢
G1 fazinda kalarak, S fazina geg¢mesini engeller. Boylece hucre siklusu
durdurularak olusmug olan, DNA’siI hasarli hucrenin ¢ogalmasi engellenir.
p53 geni, DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu saglar. Bu
proteinler DNA hasarini tamir edebilirse, hicre siklusundaki blok kalkar.
Hucre hasarinin tamiri basarili olmazsa p53 geni, bax proteinini (bcl-2 grubu
proteinlerden, proapoptotik) aktive ederek mitokondri araciligi ile hicrenin
apoptozise giderek Olmesini saglar. Boylece DNA hasarli hlcre ortadan
kaldinimig olur (88, 95).

4. Hucrede Olusan Biyokimyasal ve Morfolojik Degisiklikler

4.1. Biyokimyasal Degisiklikler

Sonlandirici kaspazlar aktive olduktan sonra sitoplazmada ve
cekirdek icinde hedef proteinleri yikarlar.
1-DNA kiriklarinin olugmasi
2-Hucre iskeletinin yikilmasi
3-Hucre membran degisiklikleri

4.2. Morfolojik Degisiklikler

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlarda meydana
gelmektedir. Apoptozis morfolojik olarak kendine &6zgu bir yapi igerir.
Apoptoziste hucre kucgulur, hudcrenin  kromatini nukleus membraninin
cevresinde toplanir (kromatin agregasyonu) ve yogunlasir (kromatin
kondensasyonu) (85,87,96). Apoptotik hlicre membrani intaktir ve Uzerinde
kiguk cepcikler olusur. Apoptotik hiicre kiguk cisimciklere (apoptotic bodies)
parcalanir. Apoptotik cisimcikler, membran ile kaplidir, degisen miktarlarda
nikleus veya diger hucre igi yapilar icerirler (85). Apoptotik hlicre veya
cisimcikler komsu hucreler veya makrofajlar tarafindan fagosite
edildiklerinden enflamasyon olusmaz (87,96). Apoptozisin en 6zgin yoénu,
hicre DNA’sinin niukleozomlar arasi bélgelerden yaklasik 180-200 baz cifti
veya bunun katlari boyutunda DNA parcgalari olusturacak sekilde

parcalanmasidir. Apoptotik hicrede gorilen dnemli degisikliklerden biri de;
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normalde plazma membraninin i¢ yuzinde bulunan fosfotidilserinin erken
evrede membranin dig yuzune dogru yer degistirmesidir “phosphatidylserine
translocation”. Bu degisim, apoptotik hucrelerin komsu hicreler ve
makrofajlar tarafindan taninmasini saglar (96).

5. Fagositoz

Apoptotik cisimler ¢evredeki parankim hacreleri ve fagositler

tarafindan fagosite edilerek dokudan temizlenirler (87).

Apoptozis ile iliskili Genler

Bcl-2

Bcl-2 aile proteinleri, programlanmis hicre o6lumu/apoptozisi
dizenler. Genis bir protein ailesidir ve tim bireyleri dort BH domaininden en
az bir tanesini icerir (Bcl-2 homolojisi). Bcl-2, Bcl-xI ve Mcll gibi Uyeler anti-
apoptotiktir. Bcl-2 proteinlerinin pro-apoptotik gruplari, yapisal 0Ozellikleri
acisindan, yalnizca BH3 domaini igeren proteinler (Bid, Noxa, Puma ve Bad)
ve multidomain proteinler (Bax ve Bak) olmak Uzere alt gruplara ayrilabilir.

Bu gen, apoptotik 6lumi engelleyen bir mitokondriyal membran
proteini kodlar ve apoptozisi baskilar. Hucre o6luminu, mitokondriyal
membran permeabilitesini kontrol ederek duzenler. Kaspaz aktivitesini, ya
mitokondriden sitokrom c salinimini engelleyerek ya da Apaf-1'i baglayarak
inhibe eder (67).

Bcl2L10

Bu gen tarafindan kodlanan protein Bcl-2 protein ailesine aittir. Bcl-2
aile Uyeleri, hetero- veya homodimerler olustururlar ve c¢esitli hicresel
aktivitelerde yer alan anti veya pro-apoptotik duzenleyiciler olarak goérev
yaparlar. Protein BH4, BH1 ve BH2 domainlerini icerir. Bu protein, Bcl2,
Bcl2L1/Bcl-X(L), ve Bax gibi diger Bcl-2 protein aile Uyeleri ile etkilesebilir. Bu
genin asiri ekpresyonunun, apoptozisi baskiladigi gosterilmistir. Hulcre

yasamini indUkler. Bax tarafindan indtklenen apoptozisi baskilar (67).
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Bik

Bu gen tarafindan kodlanan proteinin, programlanmig hicre dlumuna
induklemek icin Bcl-2 gibi hucresel proteinlerle etkilestigi bilinmektedir.
Aktivitesi, yasam proteinleri varliginda baskilanmis durumdadir ve bu
proteinin anti-apoptotik proteinlerin hedefi oldugu dusunulmektedir. Diger
olum tesvik edici proteinler olan Bax ve Bak ile BH3 domaini paylasirlar.
Apoptozisi tegvik eder. Bu islevi de Bcl-X(L), BHRF1, Bcl-2’ye baglanarak
yapar (67).

Bax

Bu gen tarafindan kodlanan protein Bcl-2 protein ailesine aittir. Bcl-2
aile Uyeleri, hetero veya homodimerler olustururlar ve gesitli hicresel
aktivitelerde yer alan anti veya pro-apoptotik duzenleyiciler olarak goérev
yaparlar. Bu protein, Bcl-2 ile bir heterodimer olusturur ve apoptotik aktivator
olarak iglev gorur. Proteinin, mitokondri membrani Gzerinde yer alan anyon
kanallar ile etkilesip, membran potansiyelinde degisiklik yaratarak sitokrom c
salinimina (sonrasi Kaspaz-3 aktivasyonu) sebep olur. Bu genin
ekspresyonu, bir tUmdr supresor olan p53 ile duzenlenir ve p53 araciligiyla
gerceklesen apoptoziste proteinin yer aldigi gdsterilmistir. Apoptozis
indlikleyicisidir (67).

Hrk

Apoptozisi, 6lum baskilayici proteinler olan Bcl-2 and Bcl-X(L) ile
etkileserek dizenler. Hrk proteini 8 amino asit disinda (Bik proteininde yer
alan BH3 domaini) diger Bcl-2 aile Gyeleri ile 6nemli bir homoloji gdstermez.
Hrk; Bcl-2 ve Bcl-XL (Bax, Bak ya da Bcl-XS gibi 6lum tesvik edici diger Bcl-
2-iligkili proteinler ile degil) ile BH3 domaini vasitasiyla etkilesir. Hrk, hlcre ici
organellerin membranlarina lokalize olur. Apoptozisi aktive eder ve segici
olarak yasam proteinleri olan Bcl-2 and Bcl-X(L) ile etkilesir (67).

TNFRS10A ve TNFRS10B

Bu genler tarafindan kodlanan proteinler, TNF-reseptor ailesi
Uyelerindendir. Bu reseptorler, TNFSF10/TRAIL (tumor necrosis factor-
related apoptosis inducing ligand) ile aktive edilirler ve bu sekilde hicre 6lum

sinyalini aktararak apoptozisi indiiklerier (67).
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FasLG
Bu gen tarafindan kodlanan protein, Fas reseptoruanun ligandidir. Her
ikisi de transmembran proteinleridir. Fas’in ligandi ile etkilesimi, hicrelerde

apoptozisin indiiklenmesine yol agar (67).

Meme Kanseri Tedavisi

Cerrahi

Meme kanserinin erken evrelerde kuratif tedavisi cerrahi
rezeksiyondur. En sik kullanilan yontem modifiye radikal mastektomidir. Son
yillarda meme koruyucu cerrahi gittikge 6nem kazanmaktadir. Yasam sureleri
bakimindan mastektomi ile meme koruyucu cerrahi ve radyoterapi uygulanan
erken evre meme karsinomlu olgular arasinda anlamli bir fark yoktur (97,98).
Metastatik evrede ise yaklasim palyatiftir. Uzak organ metastazi yapmis
meme kanserinde, bugln uygulanan tedavi yaklasimlari ile kir elde etme
sansi yoktur. Meme kanserinin soliter organ metastazlarinda secilmis olgular
icin ilk tedavi yaklasimi gunumuzde metastazektomi yonunde gittikge artan
taraftar kazanmaktadir (99).

Radyoterapi

Meme kanserinde radyoterapi lokal kontrolu artirmaktadir. Hem
meme koruyucu hem de lokal ileri tumorlere multidisipliner yaklasimda
onemli bir disiplini olusturmaktadir (99). Mastektomili hastalarda
kemoterapinin  tamamlanmasini  takiben  radyoterapi  uygulanmasi
onerilmektedir. Lokal nuks oraninin bu yaklagimla olumsuz etki
olusturmayacag! bildiriimektedir (100,101).

Hormonal Tedavi

Hormonal reseptor pozitifligi saptanan hastalarda %60-70 cevap elde
edilebilen tedavi ydntemidir. Adjuvan, neoadjuvan ve palyatif tedavide
kullaniimaktadir. Tamoksifen (TAM), Luteinizan hormon salgilatici hormon
(LHRH) analoglari, aromataz inhibitorleri (Al) en sik kullanilan ajanlardir. Dért
calismanin  metaanalizinde, premenapozal hastalarda TAM+LHRH

analoglarinin kombine kullaniminin tek bagina TAM kullanimina goére tim
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parametrelerde avantaj sagladigi Dbildirilmigtir  (102). Postmenapozal
kadinlarda Al kullanimi, premenapozal hastalarda ise tamoksifen ve
gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) analoglari kullanimi endokrin yanitl
hastalarda gunumuizde Onerilen tedavi yaklasimlaridir. Premenapozal
kadinlarda GnRH analoglariyla Al kombinasyonlari devam eden galismalarda
halen arastiriimaktadir.

Kemoterapi

Meme kanserinde farkli evrelerde farkli amaglar icin kullaniimaktadir.
Adjuvan olarak kullanildiginda sagkalimi anlamli olarak artirdidi bulunmustur.
NUks riskini %25, olum riskini %15 azalttigi bildiriimektedir (103). Meme
kanseri, antrasiklinler, taksanlar, antimetabolitler ve alkilleyici ajanlar gibi
cesitli kemoterapotiklere cevap verirler (104). En etkili kemoterapi rejimi
antrasiklinleri iceren rejimdir ve etkisi kemoterapi sonrasi tamoksifen
verildiginde artar (105). Tek basina kullanilan sitotoksik ajanlarin ¢ogu ile
vakalarin % 20-35’inde kismi yanit (nadiren tam) alinir. Remisyon siklikla 4-6
ay surer. En etkili tekli ajanlar doksorubisin ve taksanlardir. Dosetaksol
(taksotere) meme kanserinin tedavisinde oldukga dnemli sitotoksik ajandir
(106). Dosetaksol Ozellikle karaciger metastazi olan hastalarda etkilidir.
Coklu kemoterapi tekli kemoterapiden Ustindur (107). CMF (Siklofosfamid-
metotreksat-5-Florourasil) protokoll 6zellikle klasik versiyonu baslangic
tedauvisi icgin, prednizon ile birlestirildiginde iyi bir secimdir. Bu tedavi ile bir yil
veya daha uzun bir sireyle % 60 civarinda yanit beklenebilir. Doksorubisinin,
CA (siklofosfamid-Doksorubisin) ve FAC (5-Florourasil-Doksorubisin-
Siklofosfamid) kombinasyonlari da etkilidir. CMF (Siklofosfamid-Metotreksat-
5-florourasil) veya CA (siklofosfamid-Doksorubisin) basarisiz olunca ardisik
tek ajanlar kullanilir. Son evre hastalarda paklitaksel, dosetaksol, 5-
florourasil, metotreksat, vinorelbin, mitomisin C ve prednizon kullanilan
ajanlardir. Randomize calismalar degerlendirildiginde, kemoterapinin
kombinasyon olarak kullanimi tek ajan olarak kullanimina gore daha iyi bir
cevap elde edilmesi, daha uzun bir hastaliksiz sagkalim ve orta dizeyde bir
genel sagkalim avantaji sagladigi bildirilmistir (108). Ancak kombinasyon
rejimleri daha toksiktir (109).
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Meme Kanseri Tedavisinde Klinikte Kullanilip, Tezde Sitotoksisite

Deneylerinde de Kullanilan ilaglar

Epirubisin: Kemoterapide kullanilan antrasiklin temelli bir ilagtir.
Epirubisinin etki mekanizmasi, DNA’ya baglanabilmesinden
kaynaklanmaktadir (110). Huicre kalturd calismalari, epirubisinin suratle
hldcreye gectigini, nukleusta lokalize olarak DNA, RNA sentezini ve mitozu
inhibe ettigini gostermistir. Ayni zamanda topoizomeraz Il enzimini inhibe
ederek hidcre Olumine de neden olmaktadir (111). Epirubisin hucre
membranlarina ve plazma proteinlerine baglanabilir ve sitotoksik etki
gOsterebilir. Bununla birlikte serbest radikallerin tUretimine neden olarak DNA
ve hlcre hasarlarina neden olabilmektedir (112). Baglica meme kanseri
olmak Uzere farkll kanser tiplerinde kemoterapi rejiminde kullaniimaktadir
(113).

Doksorubisin: intravenéz yolla verildikten sonra viicutta yaygin
olarak dagilir. Doksorubisinin doz sinirlayici yan etkisi kemik iligi
supresyonudur. Yan etkileri total alopesi, bulanti, kusma, stomatittir.
Doksorubisinin dikkat edilmesi gereken en 6nemli toksisitesi doza bagimli
olarak gorulen kardiyotoksisitedir.

Antrasiklinler direkt olarak hicre membranlarinin yapisini bozarak,
DNA yapisina girerek, DNA Topoizomeraz II'yi inhibe ederek ve serbest
oksijen radikallerinin olusumuna neden olarak sitotoksik etki gdstermektedir
(114,115).

Dosetaksol: Mikrotubuller depolimerizasyon inhibitéradir (116,117).
Mitoz zehiri olarak bilinirler. Siklusun M dénemine 6zgu ilaglardir. B tlbdulin
proteinine baglanirlar ve tubdlin proteininin polimerizasyonunu stimule
ederler. Bdylece mikrotibdl olusumunu arttirirlar ve fonksiyonel olmayan
mikrotibdl sentezi olusur (118). Yan etkileri paklitaksele benzer

myelostpresyon ve ciddi sivi retansiyonuna neden olur (116,28).
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Zeytin Yapragi Ekstrakti

Epidemiyolojik c¢alismalar ve hayvan deneyleri, bazi besinsel
bilesiklerin ¢esitli kanserlerin insidans hizlarinda rol oynadigini ortaya
cikarmistir. Bilinen tim insan kanserlerinin Ugte biri besinlerin 6zel bilesikleri
ile ilgili olabilir (119,120). Bunun igin pek c¢ok arastirma grubu kanser
surecleri Uzerinde besinsel bilesenlerin etkilerini arastirmaktadirlar ve
besinsel yadlarin kolon, meme ve prostat kanser riskini artirdigini
belirtmektedirler (121). Ayrica, kardiyovaskuler hastaliklar ve kolon ve meme
gibi kanserlerin insidansi Akdeniz Bolgesi'nde Avrupa’ya gore daha dusuk
tespit edilmistir (122).

Zeytin agaci yapraginin sagliga yararlari bilinmekle beraber cesitli
yerlerde ilag olarak kullaniimistir. Dogal zeytin yapragi ve zeytin yapragi 6zu,
anti-aging, immun sistem gugclendirici ve antibiyotik olarak pazarlanmaktadir
(123).

Zeytin yapragi onemli olgide fenolik bilesik icerir. Baslica fenolik
bilesikler; sekoiridoidler, flavonoidler, fenolik asitler ve lignanlardir.
Oleuropein (OL) sekoiridoid grubunda yer alan énemli bir fenolik bilesiktir
(124). OL ve metaboliti hidroksitirizol (HT) in vivo ve in vitro antioksidan
aktiviteye sahiptir ve zeytinyaginin aci ve keskin tadini verir (125). Zeytin
agaci meyvesinin blyume fazinda net agirhgin yaklasik %14’GUne kadar
ulasir, (126) sonra miktari giderek azalir. Zeytinyaginin fenolik bilesiklerinin
antioksidan aktivitesi ve Ozellikle OL ve yan UrinU HT bircok deneysel
modelde c¢alisiimistir. OL ve HT’Un antioksidan aktivitesi hlicresel modeller
ve hayvanlar Uzerinde de gosterilmigtir (127,128). Zeytin yapradi vicudu
serbest radikallerin etkisinden korur. Son c¢alismalarda zeytin yapragi
antioksidanlarinin karaciger, prostat, meme gibi kanserlerin tedavisinde etkili
oldugu gosterilmistir (129,130). Son epidemiyolojik calismalarda fenolik
bilesiklerden  zengin  zeytinyaginin  azalmig  kardiyovaskuler  risk,

norodejeneratif hastalik ve kanser ile korele oldugu gosterilmistir (130-135).
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Sekil-5: Oleuropein’in molekul yapisi

Tezde kullanilan ve etil alkol ile distilasyon yontemi ile elde edilen
zeytin yapragi ekstraktinda (ZYE) % 20 oraninda oleuropein bulunmaktadir
(Kale Naturel Bitkisel Uriin Gida Kozmetik ve Tarim Uriinleri Dis Ticaret ve
Sanayi Limited Sirketi- Balikesir).

OL ve iki ana metabolitinin (hidroksitirizol ve elenolik asit)
toksisitesini degerlendirmek igin gesitli ¢calismalar yapilmis ve gesitli hayvan
tirlerinde toksik olmadigi bulunmustur (136-138). OL’in akut toksisite
calismalarinda farelerde 1000 mg/kg’a kadar lethal ya da yan etki
g6zlenmemistir (136).

Sizma zeytinyaginin 6ne surllen anti-timor ozellikleri, hem oleik
asidin yuksek igeriginden hem de minor antioksidan bilesenlerinden
(hidroksitirizol, oleuropein, kafeik asit vb.) dolayi oksidatif DNA hasarindan
koruyucu etkisiyle iligkilidir (139,140)

Besinsel yag alimi nedeniyle membranin fizikokimyasal 6zelliklerinin
degisimi membran lipidlerince Uretilen biyoaktif molekullerin kompozisyonunu
etkileyebilir. Besinsel lipidler ayrica Ras proteinlerinin aktivasyonunu da
etkileyebilir (119,120) Bu proteinler blyuime, farklilasma ve apoptozisi
kapsayan hucre fonksiyonlarinin kritik dutzenleyicileridir. Yiksek oranda
sizma zeytinyadi diyeti ile meme kanseri Uzerinde yapiimis bir deneysel
calisma ile Ras aktivasyonu ayarlanmasinda ve GTP baglanmis (aktif) Ras
seviyesinde azalma gorulmustur. Bu sekilde zeytinyagi tabanli beslenmenin
kanser uUzerindeki degigstirici etkisinin Ras aktivasyonu ve Ras-bagimli

sinyaller tarafindan degistirilerek uygulanabilecegi 6ne suriimustar.
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Meme kanseriyle yapilan deneysel bir calismada yuksek zeytinyagi
diyetinin ErbB ailesinin gen ekspresyonunu dedgistirici etkisi oldugu
bulunmustur (121). Ayrica yuksek zeytinyagi karsinogenez Uzerine koruyucu
etkisiyle birlikte, karsinogenez oranini azaltmaya da yardimci olur. Yag
asitlerinin birkag nukleer proteini direkt ya da indirekt olarak regule ettigi de
bildirilmistir. Ayrica tumor baskilayici genlerin fonksiyonu da yag asitleri
tarafindan regule edilir. Dahasi, besinsel lipidlerin baskilayici genler olan
BRCA-1 ve BRCA-2'nin ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir (122).
Besinsel yagd asitleri hucre-hicre adezyon molekullerinin (E-kaderin)
ekspresyonundaki degisiklikleri indUkler. Farkli kanser hlcre soylarinda
(akciger, meme, kolon, melanoma, karaciger vb.) y-linolenik asit, E-kaderin
upregulasyonu ile iligkilidir. E-kaderin ekspresyonunun yuksek seviyeleri y-
linolenik asitin antikanser Ozellikleri ile uyumlu olarak in vitro invazyon
azalmasi ve agregasyon artisi ile iligkilidir (141). Kolon adenokarsinoma
hicrelerinde yapilan bir ¢galigmada polifenollerin COX-2 inhibisyonu yaparak
hicre proliferasyonunu inhibe ettigi goralmastur (142).

Bizim bu c¢alismadaki amacimiz ZYE’nin tek basina ve anti-kanser
ilaclarla kombinasyonunun meme kanseri hucreleri Uzerindeki sitotoksik

etkisini arastirmakti.
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GEREG VE YONTEM

Hiicre Kultiiri

Hucre kaltird, hdcrelerin kontrolll  sartlar altinda  yetistiriimesi
surecidir. Ticari olarak Amerika Hucre Kultur Koleksiyonunda satilan fakat
bizim Prof. Dr. Ayhan Bilirden (istanbul) edindigimiz MDA-MB-231 ve MCF-7
insan meme kanseri hucre soylari sicak su banyosunda hizli bir sekilde
¢ozuldu. Kriyovialin igindeki htcre sispansiyonu 5 ml besiyeri igceren 15 ml’lik
steril polipropilen konik dipli tupe yavasca aktarildi. Tup 800 rpm’'de 5 dk
santrifij (Hettich Rotina 35R, Almanya ) edildikten sonra ust sivi kismi atildi.
Hucre pelleti 1 ml hlcre besiyeri igerisinde iyice karistirilarak stspansiyon
haline getirildikten sonra Uzerlerine 4 ml besiyeri eklendi. 5 ml’lik hucre
sispansiyonlari 25 cm?lik kiiltir kabina (25 cm?, Tissue culture flasks, TTP,
isvigre) aktarildi. 37 °C’de, %5 CO'li etiivde (Sanyo, Japonya) inkiibasyona
birakildi. Ertesi gun hlcre besiyeri ortami yenilenerek hicrelerin buytumeleri
saglandi. Kultir kabi her giin mikroskop (inverted microscope, CKX41,
Olympus, Almanya) altinda kontrol edildi ve hicrelerin blydk oranda
konfluent olduklarinda tripsinizasyon islemi ile daha biyik hacimli 75 cm?
kiiltiir kaplarina (75 cm?, Tissue culture flasks, TTP, isvigre) aktarildi. Bu
sekilde hucrelerin istenilen saylya ulasincaya kadar g¢ogalmalari saglandi.
Hucre kaltart buydtme ve pasaj iglemlerinin tumu laminar akim kabinlerinde
(Esco Airstream Class Il Biological Safety Cabinet, Singapur) gergeklestirildi.

Kullanilan Hiicre Soylan

1. MDA-MB-231 Hiicre Soyu
e insan epitelyal meme adenokarsinomu hiicre soyu
e Ostrojen reseptort (-)

e Epidermal growth factor (EGF) (+)

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

e Kaspaz 2: (+), Kaspaz 3: (+)
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e Plevral efizyondan elde edilmistir.
e Yuksek oranda invazif

2. MCF-7 Hucre Soyu
« Insan epitelyal meme adenokarsinomu hiicre soyu
o Ostrojen reseptori (+)
e Kaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: (-)
e Plevral eflzyondan elde edilmigtir.
e Daha az oranda invazif

Kullanilan Besiyerleri, Sivilar ve Hiicrelerin Uretilmesi

MDA-MB-231 ve MCF-7 hucre soyu icin RPMI 1640 besiyeri (PAA,
Avusturya) kullanildi. igerisine % 5 Fétal sigir serumu (PAA, Avusturya) ve %
1 Penisilin-Streptomisin (Biochrom AG, Berlin) ilave edildi.

Hucre kudltur kaplarina ekilen hucreler besiyeri icerisinde % 5’lik
CO_'li inkuibatorde 37°C’de kultire edildi.

ilaglarin hazirlanmasi

Epirubisin (Farmorubicin®, Carlo Erba, italya), doksorubisin (Doxo
Teva®, Pharmachemie B. V, Hollanda) ve dosetaksol (Taxotere® flakon,
Sanofi-Aventis Farma, Tirkiye) antikanser ilaglari Uludag Universitesi Tip
Fakiltesi Kemoterapi ilac Hazirlama Unitesi’nden temin edildi. Her bir ilag,
dnceden tanimlanan Test ilag Konsantrasyonu (TiK) olarak belirlenen alti
farkli  konsantrasyonda hazirlandi. TIK, farmakokinetik ve  klinik
degerlendirme bilgileri ile belirlenmistir (143). Yaklasik plazma ilag
konsantrasyonu olarak % 100 TiK tanimlanmistir (144). Béylece % 100 TiK
degeri (ug/ml) ilacin plazma pik dozuna karsilik gelmistir.

Hucre kultrd deneylerinde ilag konsantrasyonlari: % 200, % 100, %
50, % 25, % 12.5 ve % 6.25 TIK dozlarinda kullanildi. Epirubisin % 100 TiK
degeri 0.5 pug/ml, doksorubisin % 100 TiK degeri 0.5 ug/ml, dosetaksol % 100
TiK 11.3 pg/ml olarak belirlendi.

Uygulanan ilag Gruplari
1. Kontrol Grubu (ilagsiz grup)
2. Sadece ZYE iceren grup

3. Sadece anti-kanser ilag iceren grup
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-Epirubisin

-Doksorubisin

-Dosetaksol

4. Antikanser ilag + ZYE grubu
-Epirubisin + ZYE
-Doksorubisin + ZYE
-Dosetaksol + ZYE

Zeytin yapragi ekstraktinin toksik dozunun belirlenmesi:

Kale Naturel Bitkisel Uriin Gida Kozmetik ve Tarim Urlnleri Dis
Ticaret ve Sanayi Limited Sirketi’nden (Balikesir) temin edilen ZYE uygulama
konsantrasyonlari daha once yayinlanmis veriler (145) ve zaman-doz yanit
deneyleri 1s1ginda belirlendi. Besiyeri i¢inde hazirlanan stok ekstraktlar filtre
(0.2 ym Orange Scientific, Belgika) edilerek steril hale getirildi. Belirlenen

dozlarda MTT ve ATP metodu ile sitotoksisite ¢alisildi.

Metiltiazoltetrazolium (MTT) metodu

MTT metodu, hucrelerdeki dehidrogenaz aktivitesini odlgen
kolorimetrik bir yontemdir. Total dehidrogenaz aktivitesi ile hicre sayisi
arasinda dogru iliski oldugu ilk kez Mossmann ve ark. tarafindan gdsterilmis
(146) ve gunimize kadar hem proliferasyon hem de sitotoksisite
deneylerinde yaygin olarak kullaniimistir.

Farkh sayilarda (0-50.000 hicre/kuyucuk) MDA-MB-231 hicrelerinin
72 saat sonra MTT testiyle verdigi absorbanslar olguldiu. Boylece total
dehidrojenaz aktivitesiyle hucre sayisi arasinda dogrusal iliski oldugu
belirlendi (Sekil-6). Alinan sonuglara gore uygun sayida hticreler sitotoksisite

testlerinde kullanildi.
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Hiicre Sayisi - Absorbans Grafigi
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Sekil-6: MTT metodu ile MDA-MB-231 hucrelerinin 570 nm’de verdikleri
absorbans degerleri.

Hucrelerde ilag uygulamalarindan sonra olabilecek canlilik oranlarini
degerlendirebilmek amaciyla pozitif (maksimum canlilik) ve negatif (minimum

canlilik) kontrol hucreleri kullanildi. (Sekil-7 ve 9)
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Sekil-7: MTT testi uygulamasindan dnce MCF-7 hucrelerinin faz kontrast
mikroskobik gorindmu. MO grubu (maksimum yasam, pozitif yasam kontrold,
llag uygulanmamis kontrol hiicre grubu).

Sekil-8: MCF-7 hicrelerinin MTT testi uygulamasindan sonra olugan
formazon kristallerinin faz kontrast mikroskobik goérinimd. MO grubu

(maksimum yagam, pozitif yagam kontrol, ila¢ uygulanmamis kontrol hiicre
grubu).
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Sekil-9: MDA-MB-231 hucrelerinin total hicre oldurtctd ajan (sodyum azid)
sonrasi MTT testi uygulamasindan 6nce faz kontrast mikroskobik gérinumu.
MI grubu (minimum yasam, negatif kontrol).

Sekil-10: MDA-MB-231 hucrelerinin total hiicre dlduricu ajan (sodyum azid)
sonrasi MTT testi uygulamasindan sonra olugan formazon kristallerinin faz
kontrast mikroskobik gérinuma. MI grubu (minimum yagsam, negatif kontrol).

Bu ydntemde c¢esitli dozlarda kemoterapdtikler ve ZYE 100 pl
icerisinde olacak sekilde 96 kuyucuklu diz hicre kultir kaplarina ( Tissue
Culture Testplates, 96 wells, Orange Scientific, Belgika) uygulandi. MDA-MB-
231 ve MCF-7 hdcreleri sayillarak 5.000 hicre/kuyucuk olacak sekilde
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ilaglarin Uzerine ekildi. 72 saat 37°C, % 5 CO.li ortamda inkUbasyona
birakildi.

72. saatlik inkiibasyonun sonunda tium kuyucuklara MTT sollsyonu
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, M5655, Sigma, ABD), PBS ( Sigma,
Almanya) (fosfatli tuzlu tampon) icerisinde (5 mg/ml, pH:7.2) 20 pl olacak
sekilde ilave edilerek karanlikta 37°C, % 5 CO,’li etivde 4 saat inkube edildi.

inkiibasyonun sonunda MO’da (ila¢ uygulanmamis kontrol hiicre
grubu, maksimum yasam) cok fazla sayida, MlI'da (minimum yasam) ise
birka¢ tane olmak Uzere koyu mavi renkli formazon bilesikleri (Sekil-8 ve 10)
meydana geldi. Olusan formazon bilesiklerini ¢ozinUr hale getirebilmek igin
batin kuyucuklarin Gzerine Sodyum Dodecyl Sulfat (SDS) (Applichem,
Almanya) solisyonundan (0.01 N HCI'lG, % 10’luk SDS tamponu distile su
icinde) 100 pl olacak sekilde eklendi. 18 saat, 37°C, % 5 CO;'li etivde inkube
edildi.

Olusturduklari renk siddeti spektrofotometre (FLASHScan S12
Analytik Jena AG, Almanya) ile 570 nm dalga boyunda olguldu.

Ayni sayida ekilmis ve hig ilag uygulanmamis kontrol hicrelerindeki
(MO) renk siddeti ile tedavi uygulanmis hicrelerdeki renk siddeti oranlanarak
tedaviye maruz birakilmig hucrelerdeki yasam (canhilik) orani (ylzdesi)
hesaplandi.

% Canlilik hesabi:

Yasayan hucreler koyu mavi formazon kristalleri olustururlar, buna
karsilik olen hucrelerde bu kristaller gozlenmez. Tedavi edilen hucrelerin
canhliiklari (Ormek C) ilag almamis kontrol hicreleri referans alinarak
hesaplandi ve bu deger % 100 canliik (Maksimum canlilik, MakC) olarak
belirlendi. 1 mM Hidrojen peroksit (H.O,) uygulanan huicreler, minimum
canlilik seviyesinin (Minimum canliik, MinC) hesaplanmasinda referans
olarak alindi. Tum bu degerler ile asagidaki formdl kullanilarak hlcrelerde
tedavi sUresi sonunda olusan % canllik oranlari hesaplandi.

Canlilik (%) = [100 x (OrnekC - MinC)/(MakC - MinC)].
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ATP Canlilik Testi

ATP testi hucre igerisindeki intraselliler ATP igeriginin olgllmesi
esasina dayanan yuksek duyarlihga sahip bir yontemdir. Metodun prensibi
canl hucrelerdeki ATP’nin lusiferrin ile reaksiyonunu takiben ortaya c¢ikan
luminesan Isimanin 6lcimine dayanmaktadir. Olusan ATP miktari canli

hicre sayisi ile direk orantihidir (143).

Lusiferaz

ATP + Lusiferin + O, —»— —> —»> — AMP + 2Pi + CO; + Foton (RLU)

96 kuyucuklu hicre kultir kaplarina kemoterapdtikler ve ZYE
konulduktan sonra hucreler 5.000 hicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. 72
saatlik inkibasyonu takiben ATP olgumu ATP kiti (Sigma, FLASCH,
Almanya) ile gergeklestirildi. Bunun i¢in dnce 150 ul besiyeri alinip atildi
ardindan Ureticinin Onerileri dogrultusunda tUmor hdcrelerinin igerigindeki
ATP’nin ortaya cikarilmasi i¢in kuyucuk basina 50 ul olacak sekilde kit
icerisinde bulunan tumoér hlcre ekstraksiyon ayiraci ilave edildi. Oda
sicakhginda 20 dakika inkibasyonu takiben 50’ser ul alinip luminometrik
Olcim icin uygun olan beyaz renkli plaklara (Microfluor 2 white, flat bottom 96
well microtiter plates, Thermolab Systems, ingiltere) aktarildi. Uzerlerine 50
Ml luciferin-luciferaz karisimi eklendikten  hemen  sonra  olusan
kemiluminesans reaksiyonu &lgme zamani 1 saniye olacak sekilde
ayarlanmis bulunan luminometre (FLX800 Mikroplak luminesans ve floresans
okuyucu; BioTek, ABD) ile dlguldl. Rolatif 1sik Gnitesi (RLU) olarak elde
edilen lUminesans degerler, 6zel bir yazihm programi yardimiyla (DCS
Innovative Diagnostik Systeme, Hamburg, Germany) timor hicrelerinin %

buyume inhibisyonlari sekline donusturuldu.
M30 Antijen Metodu
Apoptozis esnasinda hicre iskeletinin énemli bir proteini olan

sitokeratin 18 (CK18) sadece apoptotik hlicrelerde aktiflesen bir enzim grubu
olan kaspazlarin etkisiyle kirlarak kirilmis CK18'i (CK18-Asp396)
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olusturmaktadir (147). M30 monoklonal antikor, 6zellikle CK18'in Asp396'da
kirllan fragmanini (M30 antijen) taniyarak CK’lerin apoptotik bir belirteg
olarak kullanimini saglamaktadir (Sekil-11) (148). BOylece apoptozise 6zgu
bir belirteg olan kirilmig CK18 ELISA yontemiyle saptanmaktadir. Bu 6zel
CK18'i taniyan M30 antikoru hucrelerin bulundugu ortamla temas ettirilirse ve
eger ortamda apoptotik hiucreler de varsa, apoptozisin varligi gosterilmis olur.

Apoptozise giden hicrelerde ortaya c¢lkan kaspazla kirnlmig

sitokeratin 18’in (M30 Antijen), ELISA yontemiyle saptanmasi igin 96
kuyucuklu hucre kualtur kaplarina kemoterapdtikler ve ZYE tedavileri
uygulandiktan sonra hucreler 5.000 hicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. 72
saat 37°C, % 5 COy'li ortamda inkuibasyona birakildi

» Tedaviden 72 saat sonra tum kuyucuklara Triton X 100 (%10 distile suda)
(Sigma-Aldrich, ABD) 10 ul ilave edildi.

» 10 dakika oda sicakliginda 600 rpom’de ¢alkalayicida (Heidolph Titramax
1000, Heidolph Instrumensts GmbH & Co.KG, Almanya) inklibasyona
birakildi.

» Kuyucuklarin igerigi ependorflara toplandi.

» 2000 rpm’de 30 sn santrifuj (Minispin plus, Eppendorf, Almanya) edilip M30
Apoptosense ELISA (PEVIVA, isveg) kit prospektiisiine uygun olarak
calisildi.

» Stpernatanlar kitin icinden ¢ikan striplere 25 ul pipetlendi.

» Uzerlerine 75 pl “Horseradish peroxidase” (HRP) konjugat eklendi.

» 4 saat 600 rpm’de oda sicakliginda inklibe edildi.

» 250 ul yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

» 200 ul TMB substrati ilave edildi. 20 dakika karanlikta oda sicakliginda
bekletildi.

» Reaksiyonu durdurmak igin 1N H,SO, iceren 100 pul stop ¢ozeltisi ilave
edildi

» Olusan renk siddeti spektrofotometrik olarak 450 nm’de (FLASHScan S12,
Analytik Jena AG, Almanya) okundu.

» Hesaplama standart egri grafigi kullanilarak yapildi.

e Absorbanslar Gniteye ¢evrilerek (U/L) M30 antijen degerleri belirlendi.
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Sekil-11: Sitokeratin 18’in kaspazlar ile kirlmasi ve M30 antikorunun bu
bdlgeleri tanimasi.

Western Blotting

MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hlcre soylari yeterli
miktarda Uretildikten sonra ilag uygulamasi icin 75 cm?lik flasklara ekim
yapilir. Hucreler %70-80 doluluk oranina ulastiklarinda 1. flask kontrol, 2.
flask ZYE (50 ug/ml), 3. flask epirubisin % 25 TiK, 4. flask epirubisin + ZYE
(% 25 TiK+ 50 ug/ml), 5. flask dosetaksel % 25 TiK, 6. flask dosetaksol +
ZYE (% 25 TiK+ 50 ug/ml) olmak Uzere ilag uygulanir. 37°C de % 5 CO;li
ortamda 30 saatlik inklibasyon slresinin sonunda hticreler lize edilir.

Hucre lizisi:

-Flasklar etivden ¢ikarildiktan sonra flasklardaki mediumlar 50 ml’lik falkona
toplanir.

-Falkonlar laminer akim kabininde buz Ustinde bekletilir.

-Flasklara 10 ml soguk PBS eklenir.

-“Scraper” ile hiucreler kaldirilir, falkona aktarilir.

-5 dakika +4°C’de 1000 g santrifiij yapilir.

-Supernatantlar atildiktan sonra falkonlara 0.5 ml lizis sollisyonu eklenir.
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Lizis solusyonu hazirlanmasi: 3ml lizis buffer (RIPA lysis buffer, sc-24948
(Santa Cruz, ABD)) i¢in 30 yl PMSF (200 mM), 30 pl sodyum ortovanadat
(100 mM), 45 ul proteaz inhibitor kokteyl eklenir. Sollisyon karanlikta
hazirlanir ve eklenir.

-Falkonlar karanlikta 30 dakika bekletilir ve 10 dakikada bir karistirilir.

-Sure bitiminde 1.5 ml’lik ependorflara solusyonlar aktarilir.

-10 dakika 10000 g de +4 °C’de santrifiij yapilir.

-Slipernatantlar tiiplere aktarilir ve -20°C’de saklanir.

Protein miktari tayini:

-QuantiPro™ BCA Assay kit kullanilir.

-1 mg/ml BSA (bovine serum albimin, Amresco, ABD) solusyonu hazirlanir.

-Standart egri grafigi hazirlamak igin 96 kuyucuklu plate’e 100 yl BSA
solusyonu konularak distile su ile seri dilisyon yapilir.

-Hazirlanan érneklerden 10 pl alip Gzerine 90 pl distile su koyulur.

-Kor igin 100 pl distile su koyulur.

-Uzerlerine 200 pl calisma soliisyonu eklenir.

Calisma solusyonu hazirlanmasi: 25 birim “QuantiPro™” tamponu, 25 birim
“Quantipro BCA”, 1 birim “copper(ll) sulfate solution” karistirilir.

-20 dakika 37°C’de inkiibe edilir.

-Luminometrede 570 nm’de Olgim yapillir.

-Sonuglara gore standart egri grafigi cizilir ve orneklerin protein miktari
belirlenir.

Elektroforez:

-YUkleme icin orneklerden 30 ug protein olacak sekilde hazirlanir.

-Her bir érnek icin hacimce % 65 drnekten, %25 NUPAGE LDS sample buffer
(4x), % 10 NuPAGE reducing agent (10x) karigtirilir.

-NuPAGE Novex Bis-Tris hazir mini jel elektroforez tankina yerlestirilerek
Uzerine yaklasik yarim litre NUPAGE MES running buffer ve 500 ul NuPAGE
antioxidant eklenir.

-Proteinler 7 dakika 95 °C’de denatiire edilir.

-Ornekler ve marker (Amersham High Range Rainbow marker, ABD) jele

yuklenir.
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-45 dk 150 V elektroforez yapilir.

Membrana transfer:

-Invitrogen iBlot™ Dry Blotting System kullanilir. Cihazla birlikte iBlot™ Gel
Transfer Stacks, Regular (Nitrocellulose) kiti kullanilir.

-(20 Volt) 8 dakika boyunca transfer gergeklestirilir.

-Burada, alltan Uste dogru sandvig seklinde bilesenler Ust Uste getirilir.
-Sirasiyla (alttan Uste): bakir anot, nitroseliloz membran, jel, filtre kagdidi
(ultrasaf su ile 1slatilir), bakir katot, stinger bulunur.

-Transferin ardindan membranin sol Ust kosesi kesilerek isaretlenir.

-Gece boyunca soguk odada TBS-T icinde bekletilir.

TBS-T hazirlanmasi: %0.05 (v/v) Tween 20 TBS (tris HCI 24.23 gr, NaCl
80.06 gr 800 ml ultrasaf su ile tamamlanir. Saf HClI ile pH’1 7.6 olduktan sonra
Tween 20’den 5 ml eklenir ve ultrasaf su ile 1 litreye tamamlanir.

Deteksiyon:

-Invitrojen, Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection System
(WB7106) kiti (rabbit) kullanilir. Bloklama, yikama, ikinci antikor ve substrat
cozeltileri kitten kullanilir.

-2 defa 5 dk 50 ml distile su ile 6n yikama yapilir.

-30 dk 10 ml bloklama sollsyonda inkiibasyona birakilir.

-2 defa 5 dk 50 ml distile su ile yikama yapilir.

-1 saat 10 ml primer antikor (PARP-Cell Signalling) ile inkiibasyona birakilir.
-4 defa 5’er dk 20 ml yikama solUsyonu ile yikama yapilir.

-30 dk 10 ml ikinci antikor ile inkiibasyona birakilir.

-4 defa 5’er dk 20 ml yikama solldsyonu ile yikama yapilir.

-3 defa 2 dk 20-50 ml distile su ile yikama yapilir.

-Membranin suyu emdirildikten sonra Uzerine 2.5 ml substrat soltsyonu
dokulur ve karanlikta 5 dk bekletilir.

-Gorluntileme cihazinda (Fusion FX-7) deteksiyon yapllir.

-Islemden sonra membran +4 °C’de TBS-T icinde saklanabilir.

-Kaspaz-3 (Cell signalling) icin yapilacak deteksiyon igin 6nce stripping
yapilir.

Stripping: TBS-T dékulur Gzerine 15 ml PIERCE stripping buffer eklenir.
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-Aluminyum folyoyla kapatilarak 15 dk inkibasyona birakilir.
-3 defa 10 dk calkalayicida TBS-T ile yikama yapilir.
-Deteksiyon islemi kaspaz-3 igin tekrarlanir.
-Tekrar B-aktin igin stripping yapilir.
-30 dk %5 BSA (Amresco, ABD) (TBS-T iginde hazirlanir)
-Yikama yapllir.
- Yikama: 3 defa, 2 dakika TBS-T ile elde calkalama
10 dakika c¢alkalayici Uzerinde TBS-T ile yikama
3 defa, 2 dakika TBS-T ile elde galkalama
10 dakika calkalayici Gzerinde TBS-T ile yikama
3 defa, 2 dakika TBS-T ile elde galkalama
-Primer antikor TBS-T iginde hazirlanan %5 BSA iginde 1:200 dilisyonda
hazirlanir. (Santa Cruz B-aktin (Mouse))
-Yikama yapllir.
-ikinci antikorda (Amershan RPN-2108 kitinden 1:5000 diliisyonda hazirlanir)
1 saat inklbasyona birakilir.
-Yikama yapllir.
-“Amersham RPN-2108 ECL Western Blotting Analysis System” kitinden
deteksiyon solisyonu 1 ve 2’den 3’er ml karistirilir ve membran Uzerinde 5
dk karanlikta bekletilir.

-Goruntlleme cihazinda deteksiyon yapllir.

RT-PCR

High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Almanya) Kullanilarak
Hiicre Kiiltiirii Orneklerinden Total RNA izolasyonu:
1. 6 kuyucuklu platelere her kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde 1 ml hiicre
suspansiyonu ekilir.
2. Hucrelerin Uzerine 1 ml icinde uygulanacak olan ilaglar eklenir. (ZYE 50
ug/ml, epirubisin % 25 TiK, epirubisin % 25 TiK+ ZYE 50 pg/ml)
3. 14 saatlik tedavi suresi sonunda, kontrol supernatantlar aspire edilir.

Tedavi suUpernatantlari etiketli tlplere (buz igerisinde tutulan 15 mL’lik
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tupler) aktarilir. Aktarim sonrasi tum kuyular 1mL PBS igerisinde “scraper”
ile kazinir ve taplere toplanir. Kuyular 1 mL PBS ile tekrar yikanir ve tekrar
falkonlara toplanir.

TUm bu asamalar buz Gzerinde gergeklestirilir.

4. Hucreler 4°C’de 800 rpm 4 dk santrifiij edilir.

5. Santrifijden c¢ikan tuplerin suUpernatantlari uzaklastirildi. Pellet 200 uL
PBS ile suspansiyon haline getirilir.

6. 400 uL Lysis/Binding Buffer eklenir ve karigtirilir.

7. Ornegi High Pure Filtre TUplne aktarmak igin:

e Bir adet filtre tlp, “collection” tipune yerlestirilir

e TUm 6rnek (maksimum 700 L) filtre tipe pipetlenir.

8. Filtre tup 8000 g’de 15 saniye santriflj edilir.

9. Santriflj sonrasi filtre tlp “collection” tlipten ayrilir, sivi uzaklastiriir ve
tekrar filtre tlp ile “collection” tup bir araya getirilir.

10. Her o6rnek igin; 90 yL DNaz inkubasyon tamponu steril eppendorf

tipune pipetlenir ve 10 yL DNaz | eklenir, karistirilir ve hazirlanan bu karisim

(100 uL soliisyon) filtre tlipe pipetlenir. +15 - +25°C’de 15 dk. inklbe edilir.

11.  Filtre tipe 500 pL yikama tamponu | eklenir ve 8000 g’de 15 saniye

santrifdj edilir. “Collection” tiplnde kalan sivi uzaklastirilir ve tekrar filtre tlp,

“collection” tipune yerlestirilir.

12.  Filtre tipe 500 pL yikama tamponu Il eklenir ve 8000 g'de 15 saniye

santrifdj edilir. “Collection” tiplnde kalan sivi uzaklastirilir ve tekrar filtre tip,

“collection” tipune yerlestirilir.

13.  Filtre tipe 200 pL yikama tamponu Il eklenir ve ylkama tamponu

uzaklastirmak icin maksimum hizda (yaklasik olarak 13.000 g) 2 dk. santrif(j

edilir.

14. “Collection” tlip wuzaklastirihr ve filtre tip, 1,5 mL temiz bir

mikrosantriflj ttpane yerlestirilir.

15. RNA eldesiigin:

e Filtre tipe 50 pL Elisyon tamponu eklenir.

e Tup 8000 g’'de 2 dk. santriflj edilir.
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» Mikrosantrifij tup RNA icermektedir. Ya direkt olarak RT-PCR’da
kullanilir ya da sonraki analizler igin -80 °C’de saklanir.
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Almanya)
Kullanilarak RNA’dan cDNA Sentezi
1) Kullanimdan o6nce tum solusyonlarin ¢ozulmesi beklenir ve kisa bir
santrifdj yapilir. Tum proseddr boyunca solUsyonlar buz Gzerinde
tutulmalidir.
2) Steril DNAase RNAse free, PCR tupleri buz Gzerine konulur ve Template-

Primer karigsimi (1. karisim) tip igerisinde hazirlanir.

Tablo-1: Template-primer karisim hazirlanmasi

Template-Primer Karigim (1 reaksiyon igin)

igerik Hacim Final Konsantrasyonu

Total RNA degisken 5 ug alinmal (1pg = 1ug)

Random Heksamer | 2 uL 60 uM

Primer

Su, PCR saflikta degisken Total hacmi 11.4 pL olacak sekilde
degisir

Total hacim: 11.4 uL

3) 65 °C'de 10 dk. programli PCR’a konulur (RNA'da olusabilecek loplar
acilarak lineer halde getirilir). Program bitimine 1-2 sn kala tipler alinir ve
buz UGzerine konarak hizla sogutulur.

4) PCR 1. Programi ¢alisirken 2. karisim hazirlanir.

Tablo-2: 2. karisim hazirlanmasi

2. karisim (RT karisim) Hacim Final Konsantrasyonu
Transkriptor High Fidelity Reverse Transkriptaz

Reaksiyon Tamponu, 5x konsantrasyon 4ulL 1x

Protektor RNaz inhibitorii, 40 U/uL 0.5 uL 20 U

Deoksinlikleotid karigim, her biri icin 10 mM 2uL Her biri icin 1 mM
DTT 1ulL 5mM

Transkriptor High Fidelity Reverse Transkriptaz 1.1uL 10U

Total Hacim: 8.6 uL

5) Hazirlanan bu karisim, PCR’dan c¢ikan 1. karisim olan tdplerin Gzerine

eklenir, pipetaj yapilarak buz tstline alinir.
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6) Hazirlanan tupler ikinci asama igin PCR’a konulur. (cDNA 2. Program)
(29°C’de 10 dk, 48 °C’de 60 dk ve denatirasyon igin 85 °C’de 5 dk.)
7) Program bittikten sonra cDNA PCR’dan alinarak +4 °C’de bekletilebilir.
RealTime Ready Human Apoptosis Panel 96 (RT-PCR
Protokoli):
1) RT-PCR karigim hazirlanir

Tablo-3: RT-PCR karisim hazirlanmasi

icerik Hacim Final Konsantrasyonu
Su, PCR-saflikta 480pL (528pL) -

LightCycler 480 Probe Master, 2x | 960uL (1.056uL) 1x

konsantrasyon

Total hacim: 1.440uL (1.584uL)

Bu karigim vorteks olmadan, pipetle karigtirihr. 15 pyL bu karigimdan
96 kuyucuklu plate’in H12 kuyucuguna konulur. Uzerine 5 pL RNA
(untranscribed RNA) konulur (Transkripsiyon kontrolu igin, negatif kontrol).
2) Toplam 60 uL cDNA elde edilir.
463 uL su + 1056 uyL Prob Master + 60 uL cDNA karistirilir ve her kuyucuga
(H12 hari¢) 20 pL konulur. Uzeri buharlasmamasi icin kapatilir ve kisa bir

spin yapildiktan sonra RT-PCR’a konulur.

Istatistiksel Analiz

Calismanin analizleri SPSS 16.0 paket programinda yapildi. Surekili
degiskenler ortalama ve standart sapma ile verildi. Yuzde canlilik degerlerinin
ilag ve doz gruplarina goére karsilastirmalari One Way Anova ve ilag-doz
etkilesiminin  énemliligi eslestiriimis t testi kullanilarak yapildi. Coklu
karsilastirma testi olarak LSD testi kullanildi. Calismada p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

1. Zeytin Yaprag: Ekstresinin MTT Metodu ile interferansinin

Degerlendirilmesi

interferans Grafigi-MTT Metodu

0,4
0,35

=
w

0,25

=
3]

0,15

Absorbans (570 nm)
o
=

0,05

0 3,9 7,8 15,6 31.25 625 125 250 500 1000
ZYE Dozu {ug/ml)

Sekil-12: Hucresiz ortamda zeytin yapragi ekstresinin 0-1000 ug/ml dozlar
arasindaki MTT metoduyla saptanan absorbans degerleri

Sitotoksisite deneylerine baglamadan énce hucresiz ortamda ZYE’nin
0-1000 upg/ml dozlarinda MTT metodu ile interferans gosterip gostermedigini
saptamak icin deney yapildi. CUnkd interferans yalanci pozitif (yalanci
canlilik) sonuglarin alinmasina neden olmaktadir. interferans saptanmadigi

icin sitotoksisite deneylerine MTT metodu ile devam edildi.
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2. Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi (MTT Metodu)

MDA-MB-231
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Sekil-13: MDA-MB-231 ve MCF-7 hicre soylarinda ZYE'nin 72 saatlik
uygulama sonrasi 3.12-400 ug/ml dozlari arasindaki MTT metoduyla

saptanan doz-% canlilik egrisi

MTT metodunda ZYE’nin hilcresiz ortamda interferans gostermedigi
halde htcreli ortamda yuksek dozlarinin mikroskobik gdruntilerinde 6lim
g6zlenmesine ragmen % canliliklari olmasi gerekenden ylksek tespit
edilmistir. Bu nedenle ylksek dozlarda olasi bir interferans riskine karsi
sitotoksisite deneylerine ATP metoduyla devam edilmistir.
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3. ATP ve MTT Metodlarinin Karsilastiriimasi

MDA-MB-231
120
100
x 80
;e v
WATP

20

3,12 6,25 12,5 25 50 100 200 400
ZYE dozu (ug/ml)

Sekil-14: ZYE’nin 72 saatlik uygulama sonrasi MDA-MB-231 hicre
soyundaki sitotoksisitesinin MTT ve ATP metodlari ile kargilastiriimasi
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Sekil-15: ZYE'nin 72 saatlik uygulama sonrasi MCF-7 hicre soyundaki
sitotoksisitesinin MTT ve ATP metodlari ile karsilastiriimasi

ZYE'nin 72 saatlik uygulama sonrasi MDA-MB-231 ve MCF-7 hicre
soylarindaki sitotoksisitesinin MTT ve ATP metodlari ile karsilastirilmistir.
ZYE’nin 200 ve 400 pg/ml dozlarinda MTT metodunda canlilik saptanirken

ATP metodunda oOlum oldugu goérulmektedir. ATP metodu sonuglari

mikroskop goruntulerini desteklediginden MTT metoduna gére daha guvenilir
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bulunmustur. Fakat 100 pg/ml'nin altindaki dozlarda iki yontem acgisindan
fark olmadigr gorulmektedir.

4. Sitotoksisitenin Degerlendiriimesi (ATP metodu)
4.1. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Soyunda

4.1.1. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin Zeytin
Yapragi Ekstresine Verdigi Yanit
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Sekil-16: MDA-MB-231 insan meme kanseri hlcrelerinde 72 saatlik ZYE
uygulamasi sonrasi ATP metoduna goére doz-% canlilik egrisi.

MDA-MB-231 insan meme  kanseri hicrelerine,  cesitli
konsantrasyonlarda ZYE (0-400 ug/ml) tek basina uygulandi. Uygulanan
tedaviden 72 saat sonra % canliik ATP metodu ile degerlendirildi. 1Cso
(Hucre buylimesinin % 50’sini inhibe eden konsantrasyon) belirlendi. 25-400
Mg/ml dozlarinda kontrole gére anlamli inhibisyonlar gézlendi (p<0.05).

Calismanin bundan sonraki deneylerinde yaklasik ICso dozu olan 50
Mg/ml ZYE, meme kanseri tedavisinde kullanilan epirubisin, doksorubisin ve
dosetaksol ile kombine edilerek kullanildi. Bodylece ZYE ile ilag
kombinasyonlarinin etkisi ¢caligildi.
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4.1.2. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin Epirubisin
ve Zeytin Yapragi Ekstresine Verdikleri Yanit

MDA-MB-231

100
90
80
70
60
50
40
30
20 +
10 -

% Canhhk

M Epirubisin

M Epirubisin+ZYE

e 6,25 12,5 25 50 100 200
% TiK

Sekil-17: MDA-MB-231 insan meme kanser hicrelerinde 72 saatlik epirubisin
ve epirubisin +ZYE uygulamasi sonrasi ATP metoduna gore doz-% canlilik
egrisi. Test llag Konsantrasyon (TIK) degerleri (epirubisin): % 200 TIK: 1
Mg/mL, % 100 TIK: 0,5 pg/mL, % 50 TIK: 0,25 pg/mL, % 25 TIK: 0,12 pg/mL,
% 12.5 TIK: 0,06 pg/mL, % 6.25 TIK: 0.031 pg/mL, ZYE: 50 pg/mL.
*: p<0.05

MDA-MB-231 insan meme kanseri hicrelerine cesiti % TIK
dozlarinda, epirubisin (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TiK) tek
basina ve ZYE (50 pg/ml) ile kombinasyonlari uygulandi. Uygulanan
tedaviden 72 saat sonra % canlihik MTT metodu ile dederlendirildi.

Epirubisin tek basina uygulanmasi ile epirubisin + ZYE
kombinasyonlari karsilastirildiinda (Sekil-17) aralarindaki farklihk tim
dozlarda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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4.1.3. MDA-MB-231 Iinsan Meme Kanseri Hiicrelerinin
Doksorubisin ve Zeytin Yapragi Ekstresine Verdikleri Yanit
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Sekil-18: MDA-MB-231 insan meme kanser hucrelerinde 72 saatlik
doksorubisin ve doksorubisin +ZYE uygulamasi sonrasi ATP metoduna gore
doz-% canlilik egrisi. Test llag Konsantrasyon (TiK) degerleri (doksorubisin):
% 200 TiK: 1 pg/mL, % 100 TiK: 0.5 pg/mL, % 50 TIK: 0.25 ug/mL, % 25
TiK: 0.12 pg/mL, % 12.5 TiK: 0.06 pg/mL, % 6.25 TiK: 0.031 ug/mL, ZYE: 50
Mg/mL

MDA-MB-231 insan meme kanseri hicrelerine cesiti % TIK
dozlarinda, doksorubisin (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TiK)
tek basina ve ZYE (50 ug/ml) ile kombinasyonlari uygulandi. Uygulanan
tedaviden 72 saat sonra % canlihik MTT metodu ile dederlendirildi.

Doksorubisin tek basina uygulanmasi ile doksorubisin + ZYE
kombinasyonlari karsilastirildiginda sitotoksik etkiyi bir miktar arttirmis
olmasina ragmen aralarindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05).
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4.1.4. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin Dosetaksol
ve Zeytin Yapragi Ekstresine Verdikleri Yanit
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Sekil-19: MDA-MB-231 insan meme kanser hucrelerinde 72 saatlik
dosetaksol ve dosetaksol +ZYE uygulamasi sonrasi ATP metoduna gore
doz-% canlilik egrisi. Test ilag Konsantrasyon (TiK) degerleri (dosetaksol): %
200 TiK: 22.6 pg/mL, % 100 TIK: 11.3 pg/mL, % 50 TiK: 5.65 ug/mL, % 25

TiK: 2.8 pg/mL, % 12.5 TiK: 1.4 pg/mL, % 6.25 TiK: 0.7 pg/mL, ZYE: 50
Mg/mL *: p<0.05

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine c¢esiti % TIK
dozlarinda, dosetaksol (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TiK) tek
basina ve ZYE (50 pg/ml) ile kombinasyonlari uygulandi. Uygulanan
tedaviden 72 saat sonra % canlihik MTT metodu ile dederlendirildi.

Dosetaksol tek basina uygulanmasi ile dosetaksol + ZYE
kombinasyonlari karsilastirildiginda % 200 TiK dozu hari¢ aralarindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05 ). % 200 TiK dozunda
farklihk bulunmamasi her iki durumda da maksimum hicre o6limi

gerceklesmis olmasina baglandi.
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4.2. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Soyunda

4.2.1. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin Zeytin Yaprag
Ekstresine Verdigi Yanit

MCEF-7
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Sekil-20: MCF-7 insan meme kanseri hicrelerinde 72 saatlik ZYE
uygulamasi sonrasi ATP metoduna gére doz-% canlilik egrisi.

MCF-7 insan meme kanseri hlcrelerine, c¢esitli konsantrasyonlarda
ZYE (0-400 pg/ml) tek basina uygulandi. Uygulanan tedaviden 72 saat sonra
% canlihk ATP metodu ile degerlendirildi. 1Cso (HUcre buyuimesinin % 50’sini
inhibe eden konsantrasyon) belirlendi. 12.5-400 upg/ml dozlarinda kontrole
g6re anlamli inhibisyonlar saptandi (p<0.05).

Calismanin bundan sonraki deneylerinde yaklasik ICso dozu olan 50

Mg/ml ZYE, meme kanseri tedavisinde kullanilan epirubisin, doksorubisin ve
dosetaksol ile kombine edilerek kullanildi.
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4.2.2. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin Epirubisin ve

Zeytin Yapragi Ekstresine Verdikleri Yanit
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Sekil-21: MCF-7 insan meme kanseri hicrelerinde 72 saatlik epirubisin ve
epirubisin +ZYE uygulamasi sonrasi ATP metoduna gdre doz-% canlilik
egrisi. Test ilag Konsantrasyon (TiK) degerleri (epirubisin): % 200 TiK: 1
ug/mL, % 100 TiK: 0.5 pg/mL, % 50 TiK: 0.25 pg/mL, % 25 TiK: 0.12 pg/mL,
% 12.5 TiK: 0.06 pg/mL, % 6.25 TiK: 0.031 pg/mL, ZYE: 50 pg/mL,

*: p<0.05

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine cesitli % TIiK dozlarinda,
epirubisin (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TiK) tek basina ve
ZYE (50 pg/ml) ile kombinasyonlari uygulandi. Uygulanan tedaviden 72 saat
sonra % canlilik MTT metodu ile degerlendirildi.

Epirubisin tek basina uygulanmasi ile epirubisin + ZYE
kombinasyonlari karsilastirildiginda % 6.25 - % 12.5 TIiK dozlarinin
aralarindaki farkhlik istatistiksel olarak anlamli bulunmakla beraber (p<0.05)
epirubisin + ZYE kombinasyonunun % canliligi MDA-MB-231’dekinin tam
tersine arttirdig1 géraldu. Diger dozlarda her iki durumda da zaten maksimum

olum gercgeklestiginden aralarinda fark gézlenmemistir.
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4.2.3. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin Doksorubisin ve

Zeytin Yapragi Ekstresine Verdikleri Yanit
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Sekil-22: MCF-7 insan meme kanser hucrelerinde 72 saatlik doksorubisin ve
doksorubisin + ZYE uygulamas! sonrasi ATP metoduna gore doz-% canlilik
egrisi. Test llag Konsantrasyon (TIK) degerleri (doksorubisin): % 200 TIK: 1
Mg/mL, % 100 TIK: 0.5 pg/mL, % 50 TIK: 0.25 pg/mL, % 25 TIK: 0.12 pg/mL,
% 12.5 TIK: 0.06 pg/mL, % 6.25 TIK: 0.031 pg/mL, ZYE: 50 pg/mL, *: p<0.05

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine cesitli % TIiK dozlarinda,
doksorubisin (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TiK) tek basina ve
ZYE (50 pg/ml) ile kombinasyonlari uygulandi. Uygulanan tedaviden 72 saat
sonra % canlilik MTT metodu ile degerlendirildi.

Doksorubisin tek basina uygulanmasi ile doksorubisin + ZYE
kombinasyonlari karsilastirildiginda % 6.25 - % 12.5 - % 25 TIiK dozlarinda
doksorubisin + ZYE kombinasyonunun % canlligi epirubisinde oldugu gibi

arttirdidi gérulda (p<0.05).
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4.2.4. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicrelerinin Dosetaksol ve
Zeytin Yapragi Ekstresine Verdikleri Yanit
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Sekil-23: MCF-7 insan meme kanser hucrelerinde 72 saatlik dosetaksol ve
dosetaksol + ZYE uygulamasi sonrasi ATP metoduna gére doz-% canlilik
egrisi. Test llag Konsantrasyon (TIK) degerleri (dosetaksol): % 200 TiK: 22.6
ug/mL, % 100 TiK: 11.3 pug/mL, % 50 TiK: 5.6 pug/mL, % 25 TiK: 2.8 yg/mL,
% 12.5 TIK: 1.4 pg/mL, % 6.25 TiK: 0.7 yg/mL, ZYE: 50 ug/mL

MCF-7 insan meme kanseri hicrelerine cesitli % TIiK dozlarinda,
dosetaksol (% 200, % 100, % 50, % 25, % 12.5, % 6.25 TiK) tek basina ve
ZYE (50 pg/ml) ile kombinasyonlari uygulandi. Uygulanan tedaviden 72 saat
sonra % canlilik MTT metodu ile degerlendirildi.

Dosetaksol tek basina uygulanmasi ile dosetaksol + ZYE
kombinasyonlari karsilastirildiginda aralarindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0.05). Bunun nedeni uygulanan tim dozlarda ve
gruplarda zaten maksimum hucre olumunun gergeklesmis olmasidir.

Buraya kadar, sonug olarak ilaglarin ZYE ile kombinasyonunun MDA-
MB-231 hucrelerinde 6lim oranini daha da arttirir iken MCF-7 hucrelerinde

tam tersine 6lumden koruyucu etki gosterdigi bulundu.
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5.M30 Antijen Metoduyla Apoptotik Etkinin Degerlendirilmesi
5.1.MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Soyunda
Epirubisin, Doksorubisin, Dosetaksol, ve Zeytin Yaprag: Ekstresi

Uygulamasi
MDA-MB-231
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Sekil-24: MDA-MB-231 insan meme kanseri hucrelerinde 72 saatlik
epirubisin, doksorubisin dosetaksol, ve ZYE uygulamasi sonrasi kaspazla
kirllmis sitokeratin 18 (M30 Antijen) dlizeyleri. MO: yasam igin pozitif kontrol,
ZYE: Zeytin yapragi ekstresi 50 pg/ml, Epi % 200 TiK: Epirubisin % 200 TiK:
1 ug/mL, Dokso % 200 TiK: Doksorubisin % 200 TiK: 1 pug/mL, Dose % 200
TiK: Dosetaksol % 200 TiK: 22.6 pg/mL

Sekil-24’te goruldigu gibi kullanilan higbir dozda veya ilagta MO
(kontrol) grubuna gére anlamli M30 artisi izienmedi. Oysa, bu dozlarda hticre
olumu mikroskobik degerlendirmede net olarak goérulmekteydi. Bu bulgu,

olumun apoptozis ile degil nekrozis ile gergeklestigini disundirmektedir.
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5.2. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Soyunda Epirubisin,

Doksorubisin, Dosetaksol ve Zeytin Yapragi Ekstresi Uygulamasi
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Sekil-25: MCF-7 insan meme kanseri hlcrelerinde 72 saatlik epirubisin,
doksorubisin, dosetaksol ve zeytin yapragi ekstresi uygulamasi sonrasi
kaspazla kirilmis sitokeratin 18 (M30 Antijen) duzeyleri. MO: Maksimum
yasam, ZYE: Zeytin yapragi ekstresi 50 ug/ml, Epi % 100 TiK: Epirubisin %
100 TiK: 1 pg/mL, Dokso % 100 TiK: Doksorubisin % 100 TiK: 1 pg/mL,
Dose % 100 TiK: Dosetaksol % 100 TiK: 22.6 yg/mL

% 100 TIK dosetaksol (%337.8) ve % 100 TiK dosetaksol +ZYE
kombinasyonunda (%265) M30 antijen artigi tespit edilmigtir.
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6. Western Blotting Sonuglari

Prokaspaz-3
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Sekil-26: 30 saatlik ila¢g uygulamasi sonrasi western blot yontemiyle PARP,
kaspaz-3 ve B-aktin tayini. 1 — Kontrol, 2 — ZYE (50 ug/ml), 3 — Epirubisin %
25 TiK, 4 — Epirubisin + ZYE (% 25 TiK+ 50 ug/ml), 5 — Dosetaksel % 25 TiK,
6 — Dosetaksol + ZYE (% 25 TiK+ 50 ug/ml), PARP — 116 kDa, kirilmis
PARP — 89 kDa, Prokaspaz-3 — 35 kDa

Hucre oOlumlerinin apoptozis ile olup olmadiginin kontroli western
blot ile PARP kirllmasi metoduyla caligildi. Buna gore, MDA-MB-231 ve
MCF-7 insan meme kanseri hucre soylarinda 30 saatlik ilag uygulamasi
sonrasi Western blot yéntemiyle PARP kirilmasi degerlendirildi. MDA-MB-
231 hucrelerinde kontrol, epirubisin, ZYE ve epirubisin + ZYE gruplarinda
PARP kirilmasi izlenmemistir. Bu da MDA-MB-231 hucrelerinin apoptozis ile
O0lmedigini gostermektedir. MCF-7 hiicrelerinde kontrolde ve ZYE uygulamasi
sonrasinda PARP kirilmasi gézlenmezken, epirubisin ve dosetaksolin hem
tek baslarina hem de ZYE ile kombinasyonlarinda PARP Kkirilmasi
g6zlenmistir. Bu da MCF-7'de hicre oélumlerinin apoptozis ile gerceklestigini

gOstermektedir.
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7.Real Time PCR Sonuglari
7.1. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Soyunda
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Sekil-27: MDA-MB-231 hucre soyunda 14 saatlik ilag uygulamasi sonrasi
RT-PCR sonuglari
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Gen ekspresyonlarinda 3 kattan fazla artiglar, anlamli artis olarak
kabul edilmigtir. ZYE ile anlamli artiglar sirasi ile HRK (proapoptotik), FASLG
(proapoptotik), BIK (proapoptotik) ve BCL2L10 (antiapoptotik) gen
ekspresyonlarinda gorulmugstur. Epirubisin ile ZYE kombinasyonunda bu

artiglarin geriledigi saptanmistir (Sekil-27).
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7.2. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Soyunda
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Sekil-28: MCF-7 hlcre soyunda 14 saatlik ilag uygulamasi sonrasi RT-PCR
sonuglari

Epirubisin ile anlamh artiglar sirasi ile FASLG (proapoptotik),
BCL2L10 (antiapoptotik), HRK (proapoptotik) ve BAX (proapoptotik) gen
ekspresyonlarinda goérulmustir. Epirubisin ile ZYE kombinasyonunda gen
ekspresyonlarinda anlamli artislar saptanmamistir. Ustelik epirubisinin tek
basina FASLG'da yarattigi asiri artisin, kombinasyon halinde dramatik
azaldigi gértulmektedir. Bu azalma ZYE’nin MCF-7 hicrelerinde sitotoksisiteyi

azaltici etkisi (Sekil-21 ve 22) ile uyumlu bulunmustur.
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TARTISMA ve SONUG

Akdeniz diyeti sebze, meyve ve balik agisindan zengin, saglikli bir
diyet modeli olarak bildirilmistir. Bu diyette agirlikli olarak zeytinyagi tiketimi
doymus yag asitlerinden fakir, tekli doymamis yag asitlerinden zengin bir
icerik sunar.(149,150) Biyoaktif fitokimyasallardan zengin igerigiyle yuksek
koruyucu potansiyel gosterir ve epidemiyolojik c¢alismalar kardiyovaskuler
hastaliklar ve kansere kargi koruyucu etkisi olduguna dair kanitlar
sunmaktadir.(151,152) Epidemiyolojik c¢alismalar Akdeniz diyeti tuketen
kisilerde bazi kanser tiplerinin 6zellikle meme, deri ve kolon kanserinin diger
populasyonlardan daha diguk insidansi oldugunu gostermektedir (153).
Zeytin yapragi ekstrelerinin antikanser, antioksidatif, antiinflamatuar ve
antimikrobiyal aktiviteleri oldugu c¢esitli ¢calismalarda gosterilmistir (154-157).
Polifenollerin 6zellikle oleuropeinin dogal kaynagi olan zeytin yapragi
ekstreleri saglik icin potansiyel faydali kabul edilmektedir. Ayrica zeytin
yapragi ve sizma zeytinyagindan gelen fenolik karisimin ana bileseni olarak
kullanilan OL’in bazi meme kanseri hucre hatlarina (MCF-7, SKBR3) karsi
antiproliferatif etkileri gosterilmistir (135,145,158,169). Antioksidan olarak
polifenoller, hucreleri oksidatif hasara karsi korur ve son derece efkili
kemopreventif ajanlar gibi hareket ederler (160-162). OL zeytindeki en fazla
fenolik bilesik olarak kanser hulcresinin  blyumesini, motilitesini ve
invazivligini inhibe eder (129). OL direkt antitimor etkiler yapar ve kanser
gelisiminin gesitli asamalarinda etkili yeni bir sinif anti-kanser bilesik olarak
dusundlmektedir (129). Fenollerin farkh hicre igi etkilesimlerle tumor
hlcrelerinde apoptozis indiksiyonu ve proliferasyon inhibisyonu yaparak
kanser hicresi gelisimini yavaslatmasi mimkandur (162).

Bizim galismamizda MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri
hiucre soylari kullanilarak ZYE ve meme kanseri kemoterapisinde kullanilan
epirubisin, doksorubisin ve dosetaksol ile kombinasyonlarinin sitotoksik
etkileri degerlendirildi. Yaptigimiz literatlr taramasinda ZYE’nin kemoterapi

ilaglari ile kombinasyon ¢aligmasina rastlamadik.
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Jaouad ve ark.’nin (163) yaptiklari bir calismada HL60 (Insan
promiyelositik 16semi hucreleri) hucrelerine 72 saat sureyle ZYE, OL ve
luteolin ile tedavi uygulanmig ve trifan mavisi canlilik testi ile konsantrasyon
bagimli olarak tumor hucre canlhiliginin azaldigi gosterilmistir. Bu galismada
OL ICsp dozu 170 uyM bulunmustur. DNA fragmantasyon deneyi ile hucre
olum tipine baktiklarinda OL (40-640 pM) ile tipik bir DNA fragmantasyonu
g6zlenmemistir. Hucreler DNA degradasyonu olmadan da apoptotik uyari
sonucu oOlebilirler. Akridin orange ve etidyum bromid boyamasinda her ¢
kimyasalin da apoptozis yoluyla etki ettikleri gdsterilmistir.

Stefania ve ark.’nin (164) T-47D ve MCF-7 insan meme kanseri
hlcre soylarinda OL ve asetillenmis turevleri ile yaptiklari bir calismada T-
47D hucrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasi trifan mavisi canlilik testi ile doz
bagimli (1-100 yM) hicre proliferasyonunun inhibisyonu goézlenmistir. MCF-7
hicrelerinde OL etkisi gorilmezken sadece asetillenmis tlrevlerinin
inhibisyon etkisi gdzlenmistir. Bu ¢alismada OL’in asetillenmis tlrevlerinin
serbest haline gbére, meme kanseri hucre proliferasyonu inhibisyonu ve
antioksidan olarak daha guglu etki gosterdikleri saptanmistir. Akim sitometri
ile yapilan hicre siklusu analizlerinde T-47D hucrelerinde OL ve asetillenmis
tirevlerinin Go/G; fazinda minimal blok yaptiklari, MCF-7 hucrelerinde ise
sadece 2 asetillenmis tlrevinin G,/M fazinda blok yaptiklari gosterilmistir (72
saat 100 uM).

SW-620 insan kolon adenokarsinoma hlcre soyunda MTT
metoduyla 10 uM dozdan itibaren OL'in 72 saatlik tedavisinde antiproliferatif
etkisi bulunmustur (165). HT-29 hicre dizisinde ise 72 saatlik OL tedavisi
sonrasi antiproliferatif etki saptanmamistir. Bu farklihgr SW-620 hcrelerinin
K-ras mutasyonu olmasina (166) boylece apoptozis indiksiyonuna hassas
olmasina baglamiglardir (165).

Zouhaier ve ark’'nin (167) MCF-7 insan meme kanseri hiicre soyunda
yaptiklari bir galismada ZYE’nin hucreleri doz bagimli bir sekilde inhibe ettigi
nétral kirmizi birikim testi ve MTT metoduyla gosterilmistir. ZYE'nin insan
meme adenokarsinoma hicrelerini G1 fazinda durdurdugu hicre siklusu
analizi ile saptanmistir (48 saat 2000-2400-2800 pg/ml). ‘Western blotting’
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analizlerinde 2200 pg/ml ZYE'nin 48 saat sonrasinda siklin D1
ekspresyonunda azalmaya neden oldugu bulunmustur. Bu azalmis
ekspresyon (peptidil-prolil izomeraz) Pin1’in azalmasinin sonucu oldugunu
belirtmiglerdir. Pin1’in siklin D1 ekspresyonunu transkripsiyon faktor c-jun
araciligiyla kontrol ettigi ve c-jun ekspresyonunun ZYE tedavisi sonrasi arttigi
gOsterilmistir.

Calismamizda ZYE’nin MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri
hicre soylarinda ATP metoduyla doz bagimli olarak timor hicre canlihgini
azaltigini  tespit ettik. MDA-MB-231 hicre soyunda epirubisin  ve
dosetaksolin tek baslarina kullanimi ile ZYE ile kombinasyonlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkhlik bulundu (p<0.05). Bu durum kemoterapaotik
ilaclarin istenmeyen yan etkilerinden korunmada 6nemli olabilir. Clinku dusuk
dozlarin ZYE ile kombinasyonunun etkili sitotoksik yanitlara neden oldugu
gorildi. Ozellikle MDA-MB-231 hiicre soyunun invaziv karakterli oldugu géz
onlne alindiginda bu énem daha da artmaktadir. Fakat MDA-MB-231’deki
etkiye zit olarak MCF-7 hicrelerinde ZYE ile kombinasyon tedavisinin tGmaor
hicre canlih@ini arttirdigini  tespit ettik. ZYE’'nin, MCF-7 hicrelerinde
epirubisin ile kombine edildiginde epirubisinin etkinligini azalttigi goéruldu.
ZYE’nin bu etkisi gen ekspresyonu calismasinda da dogrulanmigtir. Nitekim
epirubisin ile 100 kat artan FasLG ekspresyonu (apoptozis artisi), ZYE ile
kombine edilmesi halinde dramatik azalmistir.

ZYE'nin her iki hicre soyunda sitotoksik etki gostermesine ragmen
yaptigimiz M30 antijen deneyinde apoptozis belirteci olan M30 duzeylerini
arttirmadigi gozlenmistir. Bu sonuglar da sitotoksik etkinin apoptozisten degil
nekrozisten kaynaklandigini dustndirmektedir. Nitekim Western blot
analizlerinde ne MCF-7 ne de MDA-MB-231 hicrelerinde diger bir apoptozis
belirteci olan kirilmis PARP gozlenmedi. Béylece ZYE’nin tek basina etkisinin
nekrozis ile gerceklesmekte oldugunu dugsunmekteyiz. MDA-MB-231
hicrelerinde epirubisin ve dosetaksolin tek baslarina ve ZYE ile
kombinasyonlarinda kirilmis PARP gézlendi. Bu bulgu epirubisin ve
dosetaksolln apoptozis ile 6lime yol actigini gostermektedir. Ayrica her iki

hicre soyunda da prokaspaz-3 tespit edilmesine ragmen diger bir apoptozis
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belirteci olan aktif kaspaz-3’e rastlanmadi. MCF-7 hucrelerinde normalde
kaspaz-3 eksikligi oldugu bilinmektedir (168). Bununla birlikte birgok
arastirmada da MCF-7 hucrelerinde kaspaz-3 varligi gosterilmigtir (169-177).
O ylzden bu bulgu MCF-7 igin surpriz olmamistir. Fakat MDA-MB-231’de
bulunmamis olmasi 6limlerin nekrotik karakterde oldugunu goéstermektedir.
Nitekim MDA-MB-231'de PARP kirilmasi da go6zlenmemistir. Tium bu
sonuglar g6z onune alindiginda ZYE'nin hucreleri MDA-MB-231'de
apoptozisle oldirmedigini gostermektedir. Muhtemelen o6lum nekrozis ile
gergceklesmektedir. RT-PCR sonuglarina bakildiginda MDA-MB-231
hlcrelerinde 14 saatlik ilag uygulamasi sonrasi ZYE ile antiapoptotik olan
BCL2L10, proapoptotik olan BIK, FASLG ve HRK genlerinde artis oldugu
saptandi. Fakat bu artig miktarlari muhtemelen apoptozis igin yeterli olmadi.
Yani biyolojik bir anlamhlik ifade etmemektedir. MCF-7 hulcrelerinde de
apoptozis ile uyumlu bir gen ekspresyon artisina rastlanmadi. Gen
dizeyindeki bu bulgular da ayrica MCF-7 hicrelerinde ZYE’nin neden oldugu
O6lum modunun apoptozis ile gergeklesmedigini dogrulamaktadir. Epirubisin
ile anlamli artiglar sirasi ile FASLG (proapoptotik), BCL2L10 (antiapoptotik),
HRK (proapoptotik) ve BAX (proapoptotik) gen ekspresyonlarinda
gorulmustar. Epirubisin ile ZYE kombinasyonunda gen ekspresyonlarinda
artis saptanmamistir. Bu da ZYE’'nin MCF-7 hlcrelerinde epirubisinin etkisini
bozdugunu gostermektedir.

Zeytinyagi polifenollerinin dstrojen ve antagonisti tamoksifen gibi
hidroksil grubu olan aromatik halkasi mevcuttur. Bu ozellik potansiyel olarak
g6zlenen antidstrojenik etkiden sorumlu olabilir (178). HT ve OL’nin 10-75
UM dozlarinda kullaniminda [*H]timidin baglanma testi ile dstrojenin
indukledigi proliferasyonun doz bagdimli inhibisyonu saptanmistir. Ayni
zamanda OL’nin 6strojenin indukledigi ERK1/2 aktivasyonunu bloke ettigi de
gOsterilmistir (159). Bu bulgular bizim ¢calismamizda MCF-7 hicrelerinde
OL’in epirubisinin sitotoksik etkisini neden bozdugunu da aciklayabilir. Clnku
proliferasyonu azalmig hicrelerin 6lumu de zorlasir. Bilindigi gibi anti-kanser

ilaclar proliferasyonu hizli hiicrelerde etkindirler.
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MCF-7, SKBR3 ve JIMT-1 meme kanseri hucre dizilerinde ZYE'nin
10-1000 pg/ml dozlar arasinda yapilan bir ¢alismada 72 saat sonrasinda
MTT metoduyla doz bagimli inhibisyon gorulmustur (179).

Akoz zeytin yapragr kurutulmus ekstrakti “AOLE” (209, 178, 66
pug/mL) ve metanol zeytin yapragi ekstrakti “MOLE”"nin (174, 510, 175 pg/mL)
MCF-7, T-24 (insan uriner mesane karsinomu) ve BBCE (insan endotelyal
hdcreleri) hicrelerinde proliferasyon inhibisyonu yaptigi saptanmigtir (158).

MCF-7 hucrelerinde 48 saat % 0.1 ZYE tedavisi sonrasi kanser
hlcresi proliferasyonunun kontrol hicrelerine goére % 60 inhibe oldugu
gosterilmigtir. OL ve HT ile zaman ve konsantrasyon badimli olarak hucre
inhibisyonu gozlenmigtir. MCF-7 hucrelerinde 3, 6 ve 12 saatlik 200 pg/mL
OL ya da 50 ug/mL HT tedavisi sonrasi multikaspaz deneyi yapiimistir. Her
iki ajanin da kontrol hacreleri ile karsilastirildiginda kaspaz aktivasyonunu
zaman bagimli olarak indukledigi saptanmistir. MCF-7 hacrelerinin OL ve HT
ile tedavisi sonrasi apoptotik hiicre 6lumua htcre siklusunun G1 fazinda bloke
edilmesiyle saptanmistir. MCF-7 hucreleri 100 ug/mL OL ve 25 pg/mL HT ile
tedavi edilmis. 24 saat sonrasinda OL’de % 41.1, HT'de % 45.7 G1 fazinda
hicre siklusu arresti bulunmustur (145). Bu bulgular bizim bulgulara terstir.
Muhtemelen ekstrakt hazirlama ydntemindeki farkliliklar bu duruma neden
olabilir.

OL normal insan deri fibroblastlari (NL-Fib) ve tim&r htcrelerinde
(LN-18, zayif diferansiye glioblastoma; TF-la, eritrolosemi; 786-O, renal
hlcreli adenokarsinoma; T-47D, meme infiltratif duktal karsinoma-plevral
eflizyon; RPMI-7951, deri malign melanoma lenf nodu metastazi; ve LoVo,
kolorektal adenokarsinoma-supraklavikular bélge metastazi) % 0.005—-0.025
dozlarinda 5 gunlik tedavi sonrasi CellTiter MTS hcre proliferasyon kiti ile
hicre proliferasyonlarina bakildiginda doz bagimli inhibisyon gdézlenmistir.
Hucre migrasyon deneyi ile % 0.01 OL ile hicre motilitesinin inhibe oldugu
g6sterilmistir (129). Kendiliginden yumusak doku sarkomu gelisen Isvigre
albino farelerinde yapilan bir deneyde % 1 oleuropein igeren igme suyu
verildiginde tumorde gerileme gorulmustur. OL hucre buyumesini, motilitesini

ve invazivligini inhibe eder. Aktin hucre iskeletinin bozulmasiyla baglantili
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olarak hucre yuvarlanmasini indukledigi gosterilmigtir (180). OL'in 2 saat
icinde canli hucrelerin aktin iskeletini bozdugu gosterilmistir.

Rida ve ark.’nin (181) Jurkat I6semik hlcre soyunda yaptiklari bir
calismada Bcl-2, Bax ve p53 proteinlerine Western blot ile baktiklarinda ZYE
ile bu proteinlerin ekspresyonlarinda degisiklik olmadigr goéralmastir. ZYE'nin
antiproliferatif etkisini farkli bir apoptotik yolak UGzerinden gergeklestirdigi
dusundlmektedir (181). Ya da 6lum modu apoptozis degdil nekrozis olabilir.

B16 fare melanoma hicre soyunda 1.25 mg/ml ZYE uygulamasi
sonrasi yapillan RT-PCR analizlerinde kaspaz-3, 8 ve 9un gen
ekspresyonlarinda azalma, immunoblot analizinde ise Bcl-2 ve Bcl-XL'de
artma, Bcl-XL antagonisti olan p53 ve Bim'de azalma saptamislardir. ZYE
uygulanan hdcrelerde aktif kaspaz-3 ekspresyonunun azalmasinin Bim ve
p53’Un Bcl-2'yi bloke etmesindeki yetersizlik ile iligkili olabilecegi
dusunulmustur (182).

OL kanser ilerlemesinin birgcok adimini hedef alan yeni bir sinif anti-
kanser ilag olarak dnerilmektedir. Antioksidan olarak onkogeneze neden olan
genetik hasardan hicreleri korur. Anti-anjiogenik olarak timaor progresyonunu
Onler. Son olarak kanser hlcrelerini inhibe ederek timor gerilemesini saglar.
TUm bu 6zelliklerin tek bir molekuldeki essiz kombinasyonu, OL aktif kanser
ilaglari ile birlikte diyet bileseni olarak insan c¢aligmalarinda kullaniimaya
deger gézukmektedir (129).

Sonug olarak in vitro sonuglarin Gmit verici sitotoksik etkiyi telkin
etmesi nedeni ile OL’in anti-kanser ajanlarla kombine edilmesi ile ilgili olarak
hayvan caligsmalarinin yapilmasinin faydali olabilecedi dusinulmustir. Daha
onemli olarak, fenotipik farklihga bagli olarak OL’in anti-kanser ilaglarin

etkisini bozabilecegi ya da artirabilecegi dusunulmustar.
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EGF
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KISALTMALAR

: Aromataz inhibitorleri

: American Joint Commitee On Cancer
:Apoptozis proteaz aktive edici faktor 1
: Breast Cancer Resistance Protein 1
: Breast Cancer Resistance Protein 2

Siklofosfamid-Doksorubisin

: Karbonhidrat Antigen 15-3

: Karbonhidrat Antijen 549

: Cancer antijen 27.29

: Karsino Embriyonik Antigen

. Sitokeratin 18

. Siklofosfamid-metotreksat-5-Florourasil

: Ebstein-Barr virisu
: Epidermal growth factor

: Epidermal Blylime Faktor Reseptor
: Ostrojen reseptor

: 5-Florourasil-Doksorubisin-Siklofosfamid

: Fas adapter protein with a death domain
: 5-Florousali-Epirubisin-Siklofosfamid

: Gonadotropin salgilatici hormon

: insan papilloma viriisi

: Hormon replasman tedavisi

- Hidroksitirosol

: Lateinizan hormon salgilatici hormon

: MUcin-like Carsinoma Associated Antigen
: Minimum yasam

- ilag uygulanmamis kontrol hiicreleri

. Metiltiazoltetrazolium

: Oral Kontraseptif

: Oleuropein

: Progesteron reseptor

. Rolatif 1sik Unitesi

: Es zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu

: Sitotoksik T lenfositler

: Sodyum Dodecyl Sulfat

: Tamoksifen

: Transforming growth factor alpha

- Test ila¢ Konsantrasyon

: Tumor Nekrozis Faktor Reseptor

: TUmor-nod-metastaz

: Doku Polipeptid Antigen

: TNFR adapter protein with a death domain
: Union international Contre Cancere

: Diinya Saglik Org(iti

:Zeytin yapragi ekstresi
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TESEKKUR

Uzmanlk egitimim suresince her zaman bilgilerini bizimle paylagan,
egitimim ve tezimin hazirlanmasindaki katkilarindan dolay! degerli hocam ve
uzmanhk tezi danigmanim Prof. Dr. Engin ULUKAYA'ya, bilgi ve
deneyimlerini esirgemeyen ve bizi her konuda destekleyen degerli hocam
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Esma GUR’e sikranlarimi
ve saygilarimi sunarim. Bizler icin zamanlarini ve emeklerini harcayan
kUrsumuzun tim 6gretim Uyelerine tesekkurlerimi sunarim.

Beraber gorev yaptigim, dostlugunu ve destegini esirgemeyen Yrd.
Dog. Dr. Arzu YILMAZTEPE ORAL’a, ayni zamanda dostluklarini paylastigim
sevqili is arkadaslarima tesekklir ederim. Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
personeline yardimlari ve destekleri igin tesekkur ederim.

Tez calismalarim esnasindaki yardimlari igin Biyokimya Kanser
Arastirma Laboratuvari’nda galisan tium arkadaslarima tesekkur ederim.

Her zaman sevgi ve destegi ile yanimda olan yasam kaynagim

degerli esim, annem, babam ve Ezgi’'me tesekklr eder sevgilerimi sunarim.
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1982 vyilinda Bursa’da dogdum. Ilkégrenimimi Emek Ilkdgretim
Okulu’'nda, lise 6grenimimi Bursa Celebi Mehmet Lisesi’nde tamamladim.
2000 yilinda Uludag Universitesi Tip Fakdltesi’'ni kazandim. 2006 yilinda
mezun olduktan sonra 2007 yilinda Uludag Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal’'nda arastirma gorevilisi olarak ¢alismaya bagladim.

Halen ayni bolimde goérevime devam etmekteyim.
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