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Danismanim Dr.Ogr.Uyesi Senay VURAL KORKUT sorumlulugunda tarafimca
hazirlanan Cin Hamster Overi Hiicre Hattinda Doksorubisin ile birlikte
Epigallokatesin gallat, Rosmarinik Asit Uygulanmasiyla Rapamisin Memeli Hedefi
Protein Diizeylerinin Arastirilmasi baghkli c¢alismada veri toplama ve veri
kullaniminda gerekli yasal izinleri aldigimi, diger kaynaklardan aldigim bilgileri ana
metin ve referanslarda eksiksiz gosterdigimi, arastirma verilerine ve sonuglarina
iliskin carpitma ve/veya sahtecilik yapmadigimi, calismam siiresince bilimsel
arastirma ve etik ilkelerine uygun davrandigimi beyan ederim. Beyanimin aksinin

ispat1 halinde her tiirlii yasal sonucu kabul ederim.
Sinem HELVACIOGLU
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TESEKKUR

Bu tez calismasinda giiniimiizde kanser hastalar: tarafindan kullanilan bir ila¢ olan
Doksorubisin’in sitotoksisitesi ve Rapamisin memeli hedefi protein diizeyi
arastirtlirken iki bitkisel fenolik birlesik olan Rosmarinik asit ve Epigallokatesin

gallat’in bu parametreler lizerindeki etkileri incelenmek istenmistir.

Bu calismanin gerceklestirilmesinde, bilgi ve yardimlarini benimle paylasan, her
sorun yasadigimda yanina ¢cekinmeden gidebildigim, giiler yiiziinli ve samimiyetini
benden esirgemeyen ve olumlu bakis acisiyla beni daha ¢ok ¢calismaya yonlendiren
saygideger danisman hocam; Dr. Ogr. Uyesi Senay VURAL KORKUTa, ¢calismam
boyunca bir an olsun yardimlarini esirgemeyen Do¢. Dr. Muhammed
HAMITOGLUna, calismalarima yardim eden, sorunlarima ¢6ziim bulmaya calisan
sevgili Dog. Dr. Aylin Yaba UCAR’a ve her zaman bana destek olan bu hayattaki en
biiylik sansim olan aileme, sorunlarimi sikilmadan dinleyen arkadasim Selin
AKYUZ’e ve yasadigim tiim zorluklar1 benimle gogiislemeye ant i¢mis, beni her

zaman yiireklendiren, sevgi dolu ARAS AKYUZ’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Sinem HELVACIOGLU
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OZET

Cin Hamster Overi Hiicre Hattinda Doksorubisin ile
Birlikte Epigallokatesin Gallat, Rosmarinik Asit
Uygulanmasiyla Rapamisin Memeli Hedefi Protein

Diizeylerinin Arastirilmasi

Sinem HELVACIOGLU

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimi
Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Dr.0gr.Uyesi Senay VURAL KORKUT

Doksorubisin en yaygin kullanilan kemoterapotik ajanlardan biridir. Sitotoksik
ozelliginden dolay1 kanser hiicrelerinde etkilidir. Fakat sadece kanser hiicrelerini
etkilemeyip normal saglikli hiicreler iizerinde de istenmeyen etkilere sahiptir.
Rosmarinik asit, fenolik bir bilesiktir. Kaffeik asit ve 3,4-dihidroksifennillaktik
asidin esteridir. Rosmarinik asit, antioksidan ve antienflamatuar etkilere sahiptir.
Rosmarinik asit tek basina veya diger antioksidanlarla, esansiyel yag asidi
takviyeleri ve diger bitki tlirevi tiriinlerle birlikte kullanilmaktadir. Bir baska fenolik
bilesik olan epigallokatesin gallat, cay yapraklarinda en bol bulunan katesin ve gii¢lii
antioksidandir. Epigallokatesin gallat bircok diyet takviyesinde kullanilir. Hem
Epigallokatesin gallat hem de Rosmarinik asit fenolik bilesikler olsalar da, farkl
kimyasal siniflara aittirler. Epigallokatesin gallat, gallik asit ile esterlestirilmis
flavan-3-ol yapisinda olan tanindir. Rosmarinik asit bir fenolik asittir. Rapamisin
memeli hedefi, bliyiime faktorleri, besin mevcudiyeti ve immiin-diizenleyici
sinyaller gibi cesitli cevresel faktorlere cevaben hiicresel biiyiime ve proliferasyonu

indukleyip, degistirir.

Bu calismanin amaci, Oncelikle Cin Hamsteri Yumurtalik hiicre hattinda

Doksorubisin’in, Epigallokatesin gallat'in ve Rosmarinik asit’in sitotoksisitesini

Xiii



hiicre canlilig1 icin etkin olarak kullanilan WST-1 testiyle degerlendirmek ve daha
sonra Western blotlama yontemiyle Rapamisin memeli hedefi protein diizeylerinin
arastirilmasidir. 24 saat, 48 saat ve 72 saat siire ile inkiibe edilen CHO hiicrelerinde
Rosmarinik asit, Epigallokatesin gallat ve Doksorubisin i¢in IC50 degerleri
hesaplandi. Epigallokatesin'in IC50 degerleri 24 saat i¢in 299.512 pM, 48 saat i¢in
276.694 uM ve 72 saat icin 267,511 uM olarak bulunmustur. Rosmarinik asit
0.0625-1 mM konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72 saat boyunca hiicrelere
uygulanmistir. Rosmarinik asit, uygulanan yiiksek dozlara ragmen hiicre
canliiginda azalmaya neden olmamistir. Bu yiizden IC50 hesaplanamamistir.
Doksorubisin’in IC50 degeri 24 saat i¢cin 696.817 nM, 48 saat i¢cin 467 nM ve 72 saat
maruz birakilinca 131.008 nM olarak bulunmustur.Doksorubisin’in neden oldugu
sitotoksisiteye karsi Rosmarinik asit'in koruyucu etkisinin daha fazla oldugu
bulunmustur. Bu sonuglara gore secilen dozlar ile Western blot yapildiginda
Doksorubisin uygulanan grupta 250 nM’dan 2000 nM doza kadar Rapamisin memeli
hedefi protein seviyesi azalmistir. Rosmarinik asit ve Epigallokatesin gallat
uygulanan gruplarda da protein seviyesi kontrol grubuna kiyasla azalma
gostermistir.  Bu azalmanin nedeninin oksidatif strese baglh oldugu

disiintilmektedir.

Mekanizmanin tam olarak aydinlatilmasi i¢in farkli yontemlerle in vitro ve in vivo

calismalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, Rosmarinik asit, Epigallokatesin gallat, western

blot, sitotoksisite

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Investigation of Rapamicine Mammalian Target Protein
Levels in the Chinese Hamster Ovary Cell Line with
Application of Epigallocatechin Gallat, Rosmarinic Acid
and Doxorubicin

Sinem HELVACIOGLU

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT

Doxorubicin is commonly used chemotherapeutic agents. It is effective in cancer
cells due to its cytotoxic properties. However, it not only affects cancer cells but also
has undesirable effects on normal healthy cells. Rosmarinic acid is a member of
many Lamiaceae families including caffeic acid ester and Rosmarinus officinalis.
Rosmarinic acid has antioxidant and anti-inflammatory effects. Rosmarinic acid can
be used alone or in combination with other antioxidants and other plant-derived
products. Epigallocatechin gallate, another phenolic compound, is the most
abundant catechin and strong antioxidant in tea leaves. Epigallocatechin gallate is
used in many dietary supplements. Although both Epigallocatechin gallate and
Rosmarinic acid are phenolic compounds, they belong to different chemical classes.
Epigallocatechin gallate is a tannin of flavan-3-ol esterified with gallic acid.
Rosmarinic acid is a phenolic acid. Rapamycin mammalian target induces and alters
cellular growth and proliferation in response to a variety of environmental factors

such as, growth factors, nutrient availability, and immunoregulatory signals.

The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity of Doxorubicin,
Epigallocatechin gallate and Rosmarinic acid in the Chinese Hamster Ovary cell line

with the WST-1 assay, which is effectively used for cell viability, and the second aim

XV



is to investigate the mammalian target protein levels by Western blotting. IC50
values for Rosmarinic acid, Epigallocatechin gallate and Doxorubicin were
calculated in CHO cells incubated for 24 hours, 48 hours and 72 hours. IC50 values
of epigallocatechin were 299.512 uM for 24 hours, 276.694 uM for 48 hours and
267,511 uM for 72 hours. Rosmarinic acid was applied to the cells at concentrations
of 0.0625-1 mM for 24, 48 and 72 hours. Rosmarinic acid did not cause a decrease
in cell viability despite high doses. Therefore, IC50 could not be calculated. The IC50
value of Doxorubicin was found to be 696.817 nM for 24 hours, 467 nM for 48 hours
and 131.008 nM when exposed to 72 hours. It has been found that Rosmarinic acid
has a higher protective effect against cytotoxicity caused by Doxorubicin. According
to these results, Western blot was performed with selected doses, Rapamycin
mammalian target protein level decreased from 250 nM to 2000 nM doses in
Doxorubicin treated group. In the groups treated with Rosmarinic acid and
Epigallocatechin gallate, the protein level decreased compared to the control group.

This reduction is thought to be due to oxidative stress.

In vitro and in vivo studies with different methods should be performed to fully

clarify the mechanism.

Keywords: Doxorubicin, Rosmarinic acid, Epigallocatechin gallate, western blot,

cytotoxicity

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Rosmarinik asit, ilk kez biberiye (Rosmarinus officinalis) bitikisinden izole
edilmistir. Lamiaceae familyasinin ¢esitli bitkilerinde dogal olarak olusan fenolik
bilesiktir. Bu familya da yer alan adacay1 (Salvia officinalis) ve Ispanyol adacay:
(Salvia lavandulifolia), feslegen (Ocimum tenuiflorum), kekik (Origanum vulgare),
mercankdsk (Origanum majorana) ve limon otu (Melissa officinalis) bitkilerinde de
bulunmaktadir. Rosmarinik asit (RA); antioksidan, antienflamatuar ve
antimikrobiyal aktivitelere sahiptir. Yapilan arastirmalar, RA’'nin antioksidan
aktivitesinin, E vitaminden daha gii¢li oldugunu gostermistir. RA, serbest
radikallerin neden oldugu hiicre hasarini 6nlemeye yardimc olarak kanser ve
ateroskleroz riskini azaltmaktadir. RA, anti-enflamatuar 6zelliklere sahiptir [1,2].
Calismada yer alan diger bitkisel bilesik Epigallokatesin gallat, yesil ve siyah cay
(Camellia sinensis) gibi bircok bitkide bulunan bir fenolik antioksidandir. Hiicresel
oksidasyonu inhibe eder ve hiicrelere serbest radikallerin zarar vermesini onler.
Potansiyel bir kanser kemopreventif madde olarak incelenmektedir. Ayni zamanda
epigallokatesin-3-gallat olarak da bilinen epigallokatesin gallat (EGCG),
epigallokatesin ve gallik asidin esteridir ve bir katesin tiirtidiir. Giiclii antioksidan,
antienflamatuar ve antikarsinojenik 6zelliklere sahiptir. Yesil cayda yogun olmakla
birlikte siyah cayda da bulunmaktadir. Kizilcik, cilek, bégirtlen ve elma gibi
meyvelerde ayrica ceviz, findik ve antep fistig1 gibi kuruyemislerde de

bulunmaktadir [3].

Doksorubisin (DOKS), antrasiklin sinifinda yer alan genis spektrumlu bir
kemoterapoétik ajandir. Giinlimiizde yaygin olarak kullanilir. Cocuk ve yetiskin
hastalarda birinci basamak tedavide tercih edilir. Meme, mide, prostat, tiroid, testis,
serviks, over, yumusak doku ve kemik sarkomlar1 gibi c¢esitli kanser tiirlerinde
kullanilmaktadir . DOKS’a bagli yan etkiler genellikle normal hiicrelere karsi
gosterdigi sitotoksik etkiden kaynaklanmaktadir. Sadece kanser hiicrelerine karsi

selektif olmadigindan saglikli hiicreler iizerinde de hasar olusturmaktadir. Bu



ylizden, tedavi sirasinda veya sonrasinda, birincil tiimorlerden farkl olarak ikincil
kott huylu timorlerde tedaviye bagli olarak gelisebilmektedir [4]. Bu da tedavide
olusabilecek o©onemli bir sorunu olusturmaktadir. DOKS’un ikincil timor
olusturmasinda genotoksik etki gostermesi ana etkendir bu etkiyi de trettigi
serbest radikallerin hiicreye zarar vermesiyle meydana getirdigi kabul
edilmektedir. Bitkisel kimyasallar, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif
hasara kars1 korumada, epigenetik degisikliklerde, DNA tamir genlerini ve hiicre
siklusunu kontrol eden genlerin modiilasyonunda, apoptozun uyarilmasinda, ,
tliimor hicresinin invazyonunda ve anjiyojenezin engellenmesinde 6nemli rol
oynamaktadirlar. Antioksidan kapasitesi olan dogal bilesiklerin, DOKS'un terapotik
etkisini azaltmadan, toksik etkilerinin 6nlenmesinde veya azaltilmasinda iimit
verdigi gosterilmistir [5]. Yapilan bu ¢alismada 6ncelikle RA, EGCG ve DOKS'un tek
basina ve kombinasyonlarinin 24,48,72 saat siireyle sitotoksisiteleri arastirilmistir.
Bu maddeler icin daha 6nce yapilan arastirmalar degerlendirildiginde, maksimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (IC50) farkh hiicre hatlarinda, farkli zamanlarda

uygulanmis ve yer alan ¢alismalar asagida verilmistir.

Bir calismada, RA'nin glioblastoma hiicreleri tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu
(24 saat inkiibasyondan sonra IC50 degeri 290.5 pM ve 48 saat sonra IC50 171.3
uM) olarak verilmistir. 80-130 pM konsantrasyonundaki RA, hiicre
proliferasyonunu baskiladig1 ve antioksidan etkiye sahip oldugunu ancak 200 uM ve
daha yiiksek RA konsantrasyonlarinin pro-oksidant etkiye sahip oldugu ve nekroz
yoluyla hiicre 6liimiinii baslattig1 bildirilmistir [6]. Bir diger ¢calismada RA bilesigi,
P. vulgaris L. ve Prunella grandiflora L. tiirlerinden etanol ekstraktlarindan
saflastirilarak elde edilmistir. Prunella L.’ den saflastirillan RA’'nin farkli kanser
hiicreleri tizerinde WST-1 yontemiyle sitotoksisite calismalar1 yapilmistir. Buna
gore prostat (PC-3), pankreas (PANC-1), meme (MDA-MB 436) ve kolon (HT-29)
kanser hiicre hatlar ile GBM (T98G) hiicre hatlar1 ve lenf dokularinda 10-60 ng
arasinda 24 ve 48 saat stireleri ile sitotoksik doz belirleme calismalar1 yapilmistir.
48 saat inkiibasyon stiresinden sonra PC3 hiicre hatt1 icin 50 ng ve diger kullanilan
hiicre hatlarinda 60 ng RA uygulamasinin antiproliferatif etki gosterdigi bildirilmis
ve saglikh hiicre hatlarinda RA'nin sitotoksik etkisi gozlenmemistir [7]. Benzer bir
calismada dort farkli insan kanser hiicre hattinda in vitro olarak RA'nin

sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Insan serviks adenokarsinomu HeLa hiicreleri,
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insan melanomu FemX hiicreleri, insan kronik miyeloid 16semi K562 hiicreleri ve
insan yumurtalik SKOV3 hiicreleri kullanilmistir. IC50 (pg/ml) degerleri HeLa
hiicreleri i¢in 41.29+1.28, FemX hiicre hatt1 icin 53.24+3.24, K562 hiicrelerinde
29.51+0.72 ve SKOV3 hiicre hattinda da 59.24+1.06 olarak bulunmustur [8].
Tiirkiye’de yapilan arastirmada tg¢ farkli bodlgeden Rosmarinus officinalis
toplanmistir. Yapraklarindan hem metanolik hem de stiperkritik CO2 ekstraksiyonu
ile alt1 farkli ekstrakt ayrica aktif bilesik olan karnosik asit ve RA ¢esitli insan kanser
hiicre hatlarina uygulanmistir. Ekstraktlar ve aktif bilesik RA, NCI-H82 (insan, kiiglik
hiicreli akciger karsinomu), DU-145 (insan, prostat karsinomu), Hep- 3B (insan,
siyah, karaciger karsinomu, hepatoselliiler), K-562 (insan kronik miyeloid 16semi),
MCF-7 (insan meme adenokarsinomu), PC-3 (insan prostat adenokarsinomu) ve
MDA-MB-231 (insan, meme adenokarsinomu) MTT deneyi ile sitotoksisite deneyi
yapilmistir. Hiicre 6liimi agisindan sitotoksik etkiler PC-3,DU-145, Hep-3B,MCF-7,
K-562 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 6,25 ila 100 pg/ml araliginda degisen
dozlarda 48 saat siire uygulanmistir. RA, 50 ug/ml konsantrasyonunda % 98 ile 205
arasinda degisen degerlerde hiicre canlilif1 gostermis neredeyse hic¢ inhibitor etki
gostermemistir. RA, K-562 hiicrelerinde en yiiksek etkiye sahip olarak goriilmusttir.
En yiiksek konsantrasyon olan 139uM (50 pug /ml)’de %205 hiicre canlilig
sergilemistir. Diger test edilen hemen hemen tiim hiicre hatlarinda sitotoksik
aktivite yerine proliferatif etki gostermistir [9]. Benzer sekilde RA'nin, insan l6semi
hiicrelerinde hiicre canlihig1 {izerinde c¢cok az etki gosterdigini de baska

arastirmacilar tarafindan bildirilmistir [10].

RA’nin sitotoksisitesi 0-400 uM doz araliginda 24 saat maruziyet ile saglikl hiicre
hatt1 Cin hamster overi hiicreleri (CHO) ve tiimor hiicre hatlarinda, Insan meme
kanseri hiicreleri (BT-474) ve HeLa kullanilarak nétral kirmizi alim yontemi ile
belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, RA'nin CHO hiicre hattinda, 6nemli
sitotoksik etkileri oldugu goriilmiistiir. Ancak HeLa ve BT-474 kanser hiicrelerinde,
bu bilesigin farkli 6zellik gostererek bu hiicrelerde sitotoksik olmadiklari
gorilmiistiir. RA i¢cin CHO hiicresinde IC50 degeri 150uM olarak, HeLa ve BT-474

hiicre hatlarinda IC50 degeri bulunamamistir [11].

EGCG’nin sitotoksitesini degerlendirmek icin literatiirde yer alan g¢alismalardan

birinde kullanilan hiicre hatlar, ilk olarak ¢ay alimina maruz kalan insan agiz



boslugu dokular1 oldugu dustiniilerek bu dokular1 olusturan hiicreler kullanilmistir.
Bunun i¢in, dil karsinomu hiicresi CAL27, damak karsinomu hiticresi HSC-2, S-G dis
eti epitel hiicresi, HSG1, tiikirik bezi karsinom hiicresi, HGF-1 normal jinjival
fibroblasti, GN56, normal jinjival fibroblasti olmak tizere 6 farkli hiicre hatti
kullanilmistir. 72 saat EGCG (0-300 uM konsantrasyon) maruziyetinden sonra LC50
degerleri bulunmustur. CAL27’de 45+0.8 uM, HSC-2’de 78+5.6 uM, S-G i¢cin 80+4.9
uM, HSG1 icin 109+5.7 uM, HGF-1'de 246+17.9 uM ve GN56i¢in 171+£15.6 uM olarak
bulunmustur. 24 saat maruziyette CAL27 0.18+0.02 mM, HSG1

0.42+0.03 mM, GN56 0.44+0.05 mM olmak tizere LC50 bulunmustur
[12]. Bagka bir ¢alismada, insan kolorektal karsinoma (HT-29) hiicreleri, EGCG'nin
anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkilerini incelemek i¢cin EGCG uygulanmistir. 36
saatlik maruziyetten sonra EGCG'nin LC50 konsantrasyonu 100 pM olarak
bulunmustur [13]. EGCG'nin HCT116 kolorektal ve HepG2 hepatoseliiler karsinoma
hiicrelerinin biiyiimesini 6nleme kabiliyeti MTT deneyi ile degerlendirilmistir. MTT
deneyinde, EGCG'nin HCT116 hiicre hattinda LC50 degeri 24 saat sonra 71.3, 72
saatlik maruziyetten sonra LC50 degeri 46.7 uM olarak bulunmustur. HepG2
hiicresinde IC50 degeri 24 saat sonra 196.4, 72 saatlik maruziyetten sonra IC50
degeri 141.6 uM olarak bulunmustur [14]. EGCG tarafindan konsantrasyona bagh
bilyiime inhibisyonu MTT analizi ile degerlendirilmistir. insan kolon
adenokarsinomu (HT-29) ve insan meme adenokarsinomu (MCF-7) hiicre hatlari
kullanilmistir. 48 saat maruziyetten sonra LC50 degerleri, MCF-7 hiicreleri igin 11.2
+ 1.4 puM, HT-29 hiicreleri i¢in 136.3 + 2.1 pM bulunmustur. MTT sonuclari,
EGCG'nin, MC-7 hiicrelerinde HT-29 hiicrelerine kiyasla anlamli derecede daha
yliksek sitotoksisiteye neden oldugunu gostermistir [15]. EGCG, saglikli CHO hiicre
hattina 24 saat stireyle 1mM EGCG uygulandiginda hiicre canlilig1 %42, 0.5mM EGCG
uygulandiginda hiicre canlilig1 %72 olarak bulunmustur [16].

DOKS sitotoksik etkisi olan bir antikanser ilactir. Bu ylizden yapilan ¢alismalar
kanser hiicre hatlarn iizerinde gergeklestirilmistir. MCF-7 hiicre hattinda
gerceklestirilen bir c¢alismada DOKS'un sitotoksik etkisinin saptanmasi
amag¢lanmigstir. 72 saat uygulanan dozlar arasinda 1.84uM dozunda hiicre canliligi
%50’nin altina dusmustir [17]. Diger bir c¢alismada DOKS’un sitotoksisitesi

pankreas kanser hiicrelerinde 48, 72, 96, ve 120 saat maruz birakilarak



arastirllmistir. IC50 degeri sirasiyla 2.2, 0.4, 0.28, and 0.22uM olarak bulunmustur.
Hiicreler DOKS ile inkiibasyon siiresi arttikca hiicrelerde olusan hasar artmistir
[18]. DOKS’a duyarli insan promyelotic HL60 ve HL60 / MX2 hiicrelerinde yapildu.
Topoizomeraz II aktivitesi hiicrelerde degistirilmistir. HL60 ve dayanikli HL60 /
MX2 hiicrelerinde MTT testi ile 72 saat DOKS uygulandiktan sonra IC50 degerleri
hesaplanmistir. HL60 hiicre hattinda IC50 degeri 9.4nM, HL60 / MX2 hiicrelerinde
1823nM olarak bulunmustur [19].

Kanserde 6nemli oldugu saptanan sinyal iletim yollar1 arasinda PI3K/AKT kinaz
(Fosfatidilinositol 3-kinaz/Akt) yolu, protein kinaz C ailesi (PKC) ve mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK) ailesi sinyalizasyon zincirleri yer almaktadir. PI3K/AKT
sinyal yolagi insan kanser tirlerinin gelisiminde aktive olmaktadir. PI3K yolag: bir
cok biiyiime faktori ile tetiklenmektedir ozellikle epidermal biliylime faktori
bunlardan birini olusturmaktadir. Ayrica, ¢ok sayida o6nemli sinyal yolag:
bilesenlerinin aktif hale gelmesini saglamaktadir. Bu bilesenlerden Rapamisin
protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR), PI3K ile iliskili protein kinaz ailesine
ait bir serin/treonin kinazdir. mTOR hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve
metabolizmasi olmak tizere bir dizi hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde ve
homeostazin saglanmasinda rolii oldukga biiytiktiir. PI3K/AKT/mTOR yolagi, hiicre
canliligl ve tiimor hiicrelerinde proliferasyonun desteklenmesinde 6énemli bir rol
oynar ve yliksek PI3K seviyesi, kanser agisindan belirleyicidir. mTOR proteininin
mTORC1 ve mTORC2 olmak iizere iki tipi vardir. Bunlardan mTORC1, hiicre
biiyiimesinde PI3K/AKT sinyalleri veya diger yolaklardan gelen sinyaller ile aktive
edilebilen o6nemli bir yolaktir. PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi hiicre
transformasyonunda, DNA tamirinde, apoptozun oOnlenmesinde, hiicre
proliferasyonunda ve ¢oklu ila¢ direncinde yer alan proteinlerin ekspresyonunu

arttirmaktadir.

Molekiiler mekanizmalarda roli olmasi nedeniyle sadece kanser gelisimiyle degil
ayni zamanda tedavisinde de 6nemli bir rol oynamaktadir. EGCG'nin bir¢ok kanser
hiicre hatt1 lizerinde ila¢ direncini azalttig1 ve mTOR ve PI3K’y1 inhibe edici 6zellige
sahip oldugu gosterilmistir [20]. Yapilan bir arastirmada, EGCG'nin, hem PI3K hem
de mTOR yolaginin inhibitori oldugunu bildirilmistir [21]. EGCG'nin kolon kanseri

hiicrelerinde antineoplastik etki gosterdigi ve bu etkinin, mTOR ve Akt'nin



baskilanmasina paralel olarak AMPK'nin aktivasyonuna baglh oldugu bildirilmistir.
AMPK araciligiyla gerceklesen mTOR inhibisyonu EGCG’'nin antikanser aktivitesinde
onemli rol oynadigl sonucuna varilmistir [22]. Insan kolorektal hiicre hattinda
yapilan arastirmada, RA, MAPK/ERK yolagiyla apoptozu indiikledigi ve hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [23]. MAPK/ERK yolag1 dolayl olarak
mTOR'u etkilemektedir. Biberiye ekstresinde gerceklestirilen arastirmada,
ekstrenin akciger kanseri hiicrelerinde Akt/mTOR seviyelerini 6nemli o6l¢iide
azaltarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu arttirarak akciger

kanserinde belirgin antitiimor 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir [24].

Yapilan bir arastirmada, HepG2 karaciger kanser hiicre hattinda PI3K/Akt
sinyalinin DOKS tarafindan aktivasyonunun ve bunun EGCG tarafindan inhibe

edildigi gosterilmistir [25].

1.2 Tezin Amaci

Bu ¢alismanin amaci, Rosmarinik asit ve Epigallokatesin gallat isimli iki fenolik
etken maddenin antitiim6r antibiyotikler icinde en 6nemli antineoplastik ila¢ olan
Doksorubisin’in istenmeyen yan etkilerine karsi koruyucu etkilerini Cin hamster
overi hiicre hattinda arastirmaktir. Bir diger amag ise uygulanan bu maddelerin tek
basina ve kombinasyonlarinin hiicre proliferasyonuna olan etkisini hiicre hatti

lizerinde rapamisin memeli hedefi proteini lizerinden gostermektir.

1.3 Hipotez

Doksorubisin kanserli hiicrelerle birlikte normal hiicrelere de sitotoksik 6zelligi
nedeniyle zarar verebilmektedir. Olusturdugu serbest radikalllerle oksidatif strese
neden olarak saglikli hiicrelerin 6ltimiine yol acar. Oksidatif stres olusumunu
onleyebilen veya geciktirebilen antioksidan o6zelliklere sahip bitkisel kaynakli
fenolik yapidaki birlesikler olan Rosmarinik asit ve Epigallokatesin gallat'in
Doksorubisin’in  olusturdugu sitotoksisiteye karst  koruyucu etkilerini
degerlendirmek bu ¢alismay1 olusturan hipotezlerden biridir. Ayrica, Doksorubisin
normal hiicrelerde olusturdugu genotoksisiteyle birlikte ikincil koéti huylu

timorlere neden olabilmektedir. Timoér olusumuyla birlikte hiicrelerde
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proliferasyon artmakta ve kontrolsiiz ¢ogalma gerceklesmektedir. Bu durum iki ucu
keskin bigak gibidir. Bir yandan olusan oksidatif stres ile hiicre 61iimi gerceklestigi
icin mTOR seviyesinin azalmasinin beklenmesi diger yandan ikincil timorlerin
olusumuna bagh olarak hiicre proliferasyonundaki artis ile mTOR seviyesinin
artmasinin beklenilmesi iki farkli durumu teskil etmektedir. Literatiirde yer alan
calismalar degerlendirildigi zaman Doksorubisin’in saglikli hiicreler lizerinde ve
bitkisel etken maddelerle birlikte uygulandiginda mTOR seviyesi iizerinde
gerceklesebilecek degisikliklerle ilgili veri bulunmamaktadir. Hiicre ¢ogalmasi ve
biiyiimesinde etkili olan yolakta yer alan mTOR seviyesinin degismesi
beklenilmektedir ve bu 6nemli proteine western blotlama yontemi ile seviyesinde
meydana gelen degismelerin analiz edilmesi ¢alismay1 olusturan hipotezin bir diger

urtnadir.



2

KANSER

Cancer (kanser) terimi, tibbin babasi olarak bilinen Yunan fizik¢i Hippocrates (MO
460-370) tarafindan olusturulmustur. Hipokrat, kendi eski pratigi ve gozlemiyle
birlikte eski Misir'in tibbi fikirlerini miras alarak kanser bilgisine onciiliik etmistir.
Kanseri 6zel bir hastalik kategorisi olarak tanimlamis ve kanserin infiltrasyon
kapasitesine sahip kan damarlar1 agisindan zengin oldugunu ifade etmistir [26].
Glinlimiizde kanser, ailesel (genetik), cevresel faktorler, beslenme sekli ve kisisel
aliskanliklar gibi etkenler altinda hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boélinmesi ve
cogalmasiyla olusan kompleks bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Cevresel
faktorler ve kalitsal etkenler kanser gelisimi ile iliskilidir. 100’den fazla kanser
tiriiniin insan viicudunu etkiledigi bilinmektedir [27]. Diinya Saghk Orgiitii
(WHO)'nun yayinladigr raporda kiiresel kanser yiikiiniin artmaya devam ettigi
bilgisi yer almaktadir. 2000 yilinda, 5,3 milyon erkek ve 4,7 milyon kadinda koti
huylu timor gelistigini ve 6,2 milyon kisinin hastaliktan hayatini kaybettigini
belirtmistir. Oniimiizdeki 20 yilda yeni vakalarin sayisinin % 50 artis gosterecegini
ve 2020 yilina kadar yeni hastalarin sayisinin 15 milyona ulagsmasi beklenmektedir

[28].

Tlrkiyede ki son verilen resmi rakamlar degerlendirildiginde yilda 163.500
civarinda yeni kanser vakasi teshis edilmektedir. Ulkemizde bir giin icinde yaklasik

olarak 450 kisinin kanser teshisi aldig1 bu rapor ile ortaya koyulmustur [29].
2.1 Kanserde Tedavi

Kanser artik diinya i¢in 6nemli bir saglik problemi olup sistemik tedaviyle tiimor
biiylimesinin kontrolii, timor kii¢iilmesi, lokal ve sistemik semptom kontrolii
saglanmaktadir. Kanserde siklikla kullanilan tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi
ve kemoterapidir. Biyolojik tedavi yontemleri, hormon tedavileri ve hedefe yonelik
tedaviler daha az siklikla kullanilmaktadir. Kemoterapinin amaci kanser hiicrelerini
kemoterapotik ajanlar kullanarak oldirmektir. Bu tedavide sitotoksik

antineoplastik ajanlar kullanilir.



ilk uygulanan tedavi birinci basamak tedavi olarak adlandirilir. Cerrahi girisim
oncesinde timorin boyutunu kiiciltmek tlzere uygulanan tedavi neoadjuvan

tedavi, birinci basamak tedavinin arkasindan verilen tedavi adjuvan tedavi olarak

bilinir [30].

Kemoterapide farkl tedavi segenekleri vardir. Asagida kemoterapi uygulamalari

esnasinda verilen ilaglar yer almaktadir.
e Alkilleyici Ajanlar
e Kortikosteroidler
e Anti-Metabolitler
e Anti-timor Antibiyotikler
e Mitotik inhibitorler
e Topoizomeraz Inhibitérler
e Interferon
e Radyoaktif izotoplar

e Hormon ve Hormon Antagonistleri

2.1.1 Anti-tiimor Antibiyotikler

Glinimuzde en etkili antikanser ilaglar arasinda olup ¢ok sayida kanser tiiriiniin
tedavisinde kullanilmaktadirlar. Cesitli bakteri tiirlerinden izole edilen diger
antibiyotikler ile birlikte, mikroorganizma kokenli kemoterapoétik ajanlar olarak
antikanser ilaglarin kategorizasyonunda sitotoksik antibiyotikler kategorisinde
bulunmaktadir. Tedavide kullanilan antrasiklin ilaglar; Doksorubisin, Daunorubisin,
Epirubisin, [darubisin ve Mitoksantron yer almaktadir. Antrasiklinler, kirmizi
aromatik poliketidlerdir ve aglikondaki yapisal farkliliklar yaninda farkh seker
rezidiilerinden dolayi cesitli sekillerde bulunmaktadirlar [31].

Antrasiklinlerin cesitli mekanizmalar1 vardir. DNA interkalasyonu, reaktif serbest

radikallerin olusmasi ve topoizomeraz inhibisyonu bu mekanizmalari icermektedir.

Antrasiklinlerin temel yapisi, bir glikosidik baglantiyla bir seker kismina baglanmis

bir antrakinon omurgasina sahip olan bir tetrasiklik molekildiir. Bir hiicre



tarafindan alindiginda, dort halka yapis1i DNA baz ¢iftleri arasinda birlesirken, seker
kismi DNA'nin kii¢iik (mindr) oyuk icine oturmakta ve bitisik baz ciftleri ile
etkilesime girmektedir. Antrasiklinler hiicreler tarafindan kolayca alinir ve
cekirdege yerlesir. Antrasiklinlerin kromofor kismi, bir araya getirme islevine

sahiptir ve DNA'nin bitisik bazlar1 arasina girerek eklenir [32].

2.1.2 Doksorubisin

Toprak bazli mikroorganizmalardan antikanser bilesiklerin aranmasi 1950'lerde
baslamistir. Parlak kirmizi bir pigment {lireten yeni bir Streptomyces peucetius susu
izole edilmis ve fare tiimorlerine karsi aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
bakteriden yeni bir antibiyotik tretilmistir. Yeni bilesik, daunorubisin olarak
adlandirilmis ve akut 16semi ile lenfoma tedavisinde basariyla kullanilmistir [33],
[34]. Doksorubisin (DOKS), 1967 yilinda (Farmitalia Arastirma Laboratuvarlari)
italya’da Streptomyces peucetius tiiriinden elde edilen mutant bir sustan izole
edilmistir. Streptomyces peucetius var. caesius, S. peucetius'tan elde edilmistir,
mutajenik islemle, vejetatif ve hava miselinin rengine ve antibiyotik liretme
kabiliyetine bagh olarak ana kiltiirden farkhdir. S. peucetius var. caesius, hem
calkalama siselerinde hem de karistirilmis fermentoérlerde glikoz, bira mayasi ve
inorganik tuzlar iceren bir ortam tlizerinde batik ve havalandirilmis kiiltiirde DOKS
biriktirilir. Uriiniin izolasyonu solvent ekstraksiyonu, tamponlu seliiloz
kolonlarinda  kromatografi ve hidroklorir olarak kristallestirme ile
gerceklestirilmistir [34]. Doksorubisin’in piyasadaki ismi adriyamisindir ve rengi
kirmizi oldugundan dolay1 kullanan hastalar tarafindan kirmizi seytan olarak da
bilinmektedir. DOKS'un kimyasal yapisi ac¢idan, eter oksijeni ile baglanan bir
tetrasiklin kismi ve amino-seker kismindan olusur. Amino-seker daunozamine bagh
tetrasiklik kinoid aglikon adriyamisin (14-hidroksidanomisin) icerir. Siibstitiie
kisimlar1 ve kinon-hidrokinon sistemi, sert bir DOKS yapisini belirlemektedir.
Amino-seker grubunun amino grubu, DOKS'un suya afinite acisindan farkh
olabilecek cesitli maddelerle baglanma imkani sunan en reaktif DOKS grubudur. Bu
ozelligi sayesinde, DOKS'un hiicre yapilarinda birikiminde degisiklikler
olabilmektedir [35].

DOKS yapisinda bir tetrasiklin halkasi ve daunozamin sekeri icerir. DOKS,

antrasiklin antibiyotikleri antikanser ila¢ grubunda bulunur.
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OH

NH,

Sekil 2.1 Doksorubisin‘in molekiiler yapisi [36]

Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan, “(7S, 9S) -7-
[(2R, 4S, 5S5,6S)-4-amino-5-hidroksi-6-metil- loksan-2-il] oksi6,9,11-trihidroksi-9-
(2-hidroksiasetil)-4-metoksi8,10-dihidro-7H-tetrasen-5,12-dion"”seklinde
adlandirilmaktadir. Doksorubisin’in kimyasal formiilii C27H29NO11 ‘dir. Yiizlerce
analog arasinda, sadece birkaci rutin klinik kullanima ulagmistir. Bunlarin arasinda
en iyi bilinen ve en yaygin kullanilan Doksorubisindir. Ana metabolik 6zellikleri, bir
keton grubunun bir hidroksil grubuna indirgenmesidir; bu ana bilesenden genellikle
daha az aktif bir -ol tiirevi verir. Karacigerde metabolize edilir. DOKS’'un ana
metaboliti, belli bir antitimoér aktivitesine sahip olan aldo-keto rediiktazlar
tarafindan iretilen 13-OH-doksorubisinoldiir. DOKS hizli bir dagilim asamasi ve
yavas bir eliminasyon asamasi ile karakterize edilir. DOKS yar1 6mrii 12-18 saattir
ve bu stire icerisinde dagilir. DOKS’un plazma proteinine baglanmasi yaklasik olarak
% 75'tir. Bununla birlikte, kan-beyin bariyerini gecemez. DOKS’'un plazma iginde art
arda yar1 6mru yaklasik 5 dakika, 1 saat ve 30 saattir. Toplam plazma klerensi
yaklasik 30 1 / sa / m?'dir ve sabit durumda toplam dagilim hacmi yaklasik 151 /
kg'dir [37].

2.2 Doksorubisin ile Tedavi

DOKS en yaygin kullanilan kemoterapoétik ajanlardan biridir. Cocuk ve eriskin
hastalarda birinci basamak tedavide tercih edilmektedir. DOKS, gastrointestinal

sistem tarafindan emilmez. ila¢ dokular1 asir1 derecede tahris ettiginden, intravenoz
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yoldan verilmektedir. Suda ¢oziiniir, metanolde az ¢oziintir, pratikte kloroform, eter

ve diger organik ¢oziiclilerde ¢6ziinmez.

Ayrica, transtiiretral rezeksiyon (6nleyici tedavi) sonrasinda gerekse terapotik
amaglar icin intravesikal yoldan verildiginde yiizeysel mesane tiimorlerinde de

endikedir [38]. Asagida yer alan kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir.
e Akut Lenfoblastik Losemiler
e Akut Miyeloblastik Losemi
e Endometriyum Kanseri
e Yumusak Doku Sarkomlari
e Urotelyal Karsinom
e Bronkojenik Karsinom
e Mide Karsinomu
e Kaposi Sarkomu
e Hodgkin Lenfoma
e Hodgkin-dis1 Lenfoma
e Metastatik Meme Kanseri
e  Multipl Miyelom
e Mikozis Fungoides
e Noroblastoma
e Metastatik Over Kanseri
e  Overi Kanseri
e Kemik Sarkomu
e Sezary Sendromu
e  Yumusak Doku Sarkomu
e Tiroid Karsinomu

e Waldenstrom Makroglobulinemisi
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e Wilms Timori

e Uterus Sarkomlari

2.3 Doksorubisin Etki Mekanizmasi

DOKS'un etki mekanizmasi karmasik ve tamamen anlasiilmamis olmakla beraber
interkalasyon yoluyla DNA ile etkilestigi ve DNA sentezini engelledigi
distinilmektedir [39]. DOKS, diizlemsel kromofor kism1 kovalent olmayan sekilde
DNA'da yer alan iki baz cifti arasina girerek interkale olur. DNA baz ciftlerinin
arasina yerlestigi ve baz ciftlerine paralel olarak baglandig: interkalasyon olarak
adlandirilan bir mekanizma ile DNA'ya (Kbapp 2.2~10-6M; niikleotid basina
baglanma alanlar1 n = 0.28) yiiksek verim ile kendiliginden baglanir [40]. Ilagla
tedaviyi izleyen siiregte interkalasyon ile DNA replikasyonu ve RNA
transkripsiyonunu inhibe eder. DOKS, DNA'da proteinle iliskili tek iplik veya cift
iplik kirillmalarina neden olabilir. Bu kirilmalarla baglantili proteinin daha sonra
topoizomeraz Il ve enzimin kendisi tarafindan katalize edilecek hasar oldugu
gosterilmistir [41]. Topoizomeraz II, DNA'ya interkalasyon yapan antikanser ilag
aileleri icin ortak bir hedeftir. Topoizomeraz II adenozin trifosfatina (ATP)’ye
bagimhi olarak calisir. Temel biyolojik islevi, siipersarmal DNA'nin her iki
iplik¢iginin acilmasi1 ve replikasyon c¢atalinin olusmasidir. Bu yiizden DNA
replikasyonunda 6nemli bir islevi vardir. Kromozomal replikasyonu takiben
birbirine kitlenen ve karigan DNA molekiillerinin ayrilmasini saglarlar. Okaryotik ve
prokaryotik hiicrelerin DNA replikasyonu i¢in gereklidir. Tip I topoizomeraz, DNA
¢ift sarmalinin bir sarmalini keser, gevseme meydana gelir ve daha sonra kesilmis
sarmal yeniden baglanir. Bir sarmalin kesilmesi, molekiiliin kesimin bir tarafindaki
parc¢asinin kesilmemis sarmalin etrafinda donmesine izin verir, boylece stresi
helikste fazla veya az biikiilmeye gerek olmadan stresi azaltir. Bu tiir bir stres, DNA
sarmalinin "siiper sarmal” oldugu veya daha yiliksek sarmal derecelerinde agildigi
zaman ortaya ¢ikar. Tip I topoizomerazlar hidroliz icin ATP gerektirmez. Tip II
topoizomeraz DNA'nin iki zincirini de kirarak baglanti sayisini1 degistirerek DNA’ya
iki stiper halkasal donts ilave ederler. Tip II topoizomeraz enzimi 170 kD
homodimer yapidadir, her iki DNA zincirine baglanir ve agilan ipligin 5 'fosforil ucu

ve proteinin her bir alt biriminin bir tirozin kismi (b6liinme kompleksi olarak
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bilinir) ile gecici bir kovalent bag olusturarak her birini acar, boylece baska bir DNA
molekiiliniin ge¢mesine izin verir. Sitotoksik ve Kklinik olarak ilgili
konsantrasyonlarda doksorubisin, boliinme kompleksini stabilize eder.
Transkripsiyon sirasinda DNA'nin heliks yapisinin  agilmasini  saglayan
Topoizomeraz II enziminin ilerleyisi engellenir. DOKS, DNA ikilesmesi sirasinda
topoizomerazin DNA'y1 kesmesinin ardindan meydana gelen topoizomeraz-DNA
kompleksini stabilize ederek DNA ikili sarmalinin tekrar birlesmesini engeller ve
boylece DNA ikili sarmalinin birlesmesini durdurur. Daha yliksek
konsantrasyonlarda doksorubisin topoizomeraz II aktivitesini inhibe eder, ancak
ilac DNA'dan ¢iktiktan sonra, topoizomeraz II'nin inhibisyonu tersine cevrilir.
Hiicreler bolinmeye basladiginda topoizomeraz II seviyeleri genom boyunca hizla
artar ve timor hiicrelerinin degismis regiilasyonu, topoizomeraz Il zehirlerinin
tiimér seciciligi icin bir gerekge saglar. Ug faktor bu enzimi inhibe eder; yiiksek tuz
konsantrasyonu, diisiik sicaklik ve yiiksek ila¢ konsantrasyonlari. Tim bu
faktorlerin DOKS’un sitotoksisitesini diizenledigi bilinmektedir [42]. Topoizomeraz
[ ve Il ile etkilesen ilaclar, kanser tedavisinde kullanilirlar ve gelecekte kullanilmasi
icin umit vericidir. Fakat, bu ajanlarin kendileri de hiicrelerde genotoksik etki
gostererek mutasyonlara ve kansere yol acabilmektedirler [43]. DOKS, ayrica
polimeraz enziminin aktivitesini inhibe edebilir, gen ekspresyonunun
diizenlenmesini etkileyebilir ve DNA'ya serbest radikal hasar1 verebilir. DOKS,
kendiliginden genis bir tiimor yelpazesine karsi bir antitlimor etkisine sahiptir.
DOKS hiicre dongiisiine spesifik bir ila¢ degildir. DOKS'un molekiiler yapisina bagh
olarak antikanser mekanizmasi ise kinon yapisi ile iligkilidir. Kinon-hidroksikinon

fonksiyonel grubunun siklik oksidasyon-rediiksiyonu ile gerceklesir.

Antrasiklinlerin kinon kismi, sitokrom P450 rediiktaz, NADH dehidrojenaz ve
ksantin oksidaz gibi oksidorediiktif enzimlerin varliginda asir1 reaktif oksijen tiirleri
(ROS) rettikleri redoks reaksiyonlarina girebilirler. Kinonun yari-kinona
doniistiiriilmesi sirasinda serbest radikaller olusur. Serbest radikaller aktif olarak
oksijen ile tepkimeye girerek stiperoksitleri, hidroksil radikalleri ve peroksitlerin
uretirler.Ek olarak, hiicresel demir mevcudiyeti redoks reaksiyonlarini katalize eder
ve ayrica ROS olusturur. Detoksifiye edilemeyen asir1 ROS, oksidatif stres, DNA
hasari ve lipit peroksidasyonuyla sonuglanir ve bdylece apoptozu tetikler [44]. +2

degerli katyonlarin selasyonu ile oksijen radikalleri ve siiperoksit olusumuna neden
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olurlar. DOKS diger bir etki mekanizmasi ise hiicre membranina baglanarak,
membran fonksiyonunu buna bagh olarak fosfatidilinositol aktivasyonuna kenetli
iyon transport mekanizmasini bozmasidir [45]. Bu etki mekanizmalari oksidatif

strese ve DNA hasarina yol agarak ilacin toksisitesine neden olurlar.

2.4 Doksorubisin Direng¢ Gelisimi

ilag direnci, hastaliklarin tedavilere toleransh hale gelmesiyle sonuglanan bir
olgudur. Kanserler, uygulanan geleneksel tedavilere karsi direng gelistirebilme
kabiliyetine sahiptirler. Baslangicta bircok kanser tiirii kemoterapiye duyarh
olsalar da, zamanla bir takim mekanizmalar yoluyla diren¢ gelistirebilirler.
Kanserde ilaca karsi gelisen cesitli diren¢ mekanizmalar1 6ne strilmistir. DOKS
gibi kemoterapotik ajanlara karsi kanser hiicrelerinde gelisen direng
mekanizmalar; P-glikoprotein (P-gp) ya da coklu ila¢ direnci (MDR-1) . Coklu ilag
direnci ile iligkili protein ailesi (MRP), meme kanseri diren¢ proteini, (BCRP) ve
akciger diren¢ proteini (LRP) gibi ila¢g tasima proteinlerinin aracilik ettigi
mekanizmalar bulunmaktadir [46,47]. Bir diger diren¢ mekanizmas1 ise timor
hiicrelerinde radyasyon ve sitotoksik etkenler tarafindan indiiklenen apoptoza
direngle ilgilidir. Apoptozisi indiikleyen kemoterapotik etkinin inhibisyonu,
sitostatik ilaglarin hedef enzimlerinde mutasyonlar, p53 gen mutasyonu direng
mekanizmalarinda yer almaktadir. P-gp, 170 kDa’luk transmembran proteindir.

Yedinci kromozom tlizerinde bulunan, MDR-1 geni tarafindan kodlanmaktadir.

P-gp, ATP bagimli olarak ¢alisir ve hiicre icine alinan ilacin disar1 pompalanmasina
neden olarak, hiicre iginde ila¢ miktarin1 azalttiglr saptanmistir. P-gp artisi ile
hidrofobik olan DOKS gibi bircok antikanser ilaca karsi diren¢ gelisebilmektedir.
insanda, P-gp bir¢ok dokuda bulunmaktadir. Bir¢ok tiimér hiicresi P-gp tasimakla
birlikte, sonraki calismalarda direncin gelismesinde yalnizca P-gpnin sorumlu
olmadigy, coklu ila¢ direncine sebep olan ve tasinmada gorevli ATP bagiml tasiyici

protein olan (ABC proteinleri) ilgisi oldugu gosterilmistir [48].

ABC tasiyici ailesi yaklasik olarak 49 gen tarafindan kodlanir. Sekans benzerliklerine
gore ABCA, ABCB , ABCC, ABCD, ABCE, ABCF, ABCG olarak yedi tane alt gruba
ayrimistir [49,50]. Bu gruplar igerisinde 14 iiyenin ila¢ tasinmasinda gorevlidir.

ABC tasiyicl proteinleri, hiicre membraninda yerlesiktir ve ATP varliginda ¢alisan
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birincil aktif tasiyicilar olup cesitli endojen bilesiklerin ve ksenobiyotiklerin
membranlardan tasinmasim saglarlar. ABC tasiyicilar, hem normal dokularda
hemde bir¢ok kanserli dokuda ekspre olmaktadir. Bu proteinler, antikanser ilaglarin
kanser hiicrelerinden disariya c¢ikmalarini, ilacin kanserli dokuda birikmesini
onlemekte ve uygulanan tedavide basarisizlig1 yol agmaktadir. ABC tasiyicilary, ilag
farmakokinetigini farkli asamalarda etkilemektedir. Coklu ila¢ direnci olarak
tanimlanan bu durumun olusmasi nedeniyle antikanser ilaglar timor hiicrelerinin
icinde birikememekte ve ilaglarin hedeflenen yerde konsantrasyonu istenilen

seviyede olmadig icin diisiik aktivite gostermektedirler.

MRP-1, tasiyic1 ABC ailesinin ABCC alt ailesinin bir tiyesidir. Bu protein, 190 kDa
biiyiikliiglinde ve 16. kromozom tarafindan kodlanmaktadir. MRP-1‘in asiri
ekspresyonu sonucu DOKS’a karsi belirgin diren¢ olusmaktadir [51]. MRP‘ler genel
olarak anyonik 6zellikteki organik ilaglar1 tasimaktadir. BCRP’de MRP ve P-gp’de
oldugu ATP bagimli tasiyici protein ailesindendir, BCRP'nin asir1 ekspresyonu hiicre
ici ila¢ miktarini azaltir ve bu da dolayli da olsa ilag direncine neden olur. Antikanser

ilaclara karsi gelisen diren¢ mekanizmalar: sunlardir:

e  Coklu ilag Direnci

e Ilacin Hiicre I¢cine Aliminin Azalmasi

e Ilacin Etkin Metabolitine Biyotransformasyonunun Azalmasi
e DNA Hasarinin Onariminin Hizlanmasi

e Epitelyal-Mezenkimal Gecis ve Metastaz

e Hedef Enzimin Sentezinin Artmasi

e Hiicrenin Apoptoza Egiliminin Azalmasi

e Kanserli Hiicrede Glutatyon veya Glutatyon-S-Transferaz Enziminin Artmasi
e Epigenetik Mekanizmalar

e Kanser Hucresi Heterojenitesi

DOKS’a kars1 gelisen direng ilacin kullanimini sinirlayan bir diger problemdir.
Direnc gelisimi multifaktoriyeldir. Bu mekanizmalardan biri ilacin hiicre disina atan

efluks pompalarinin aktivitesinin artmasi ve ilacin akiimiilasyonunun azalmasidir.
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Bu mekanizma, ATP baglayic1 kaset (ABC) B1 [¢oklu ilag¢ direnci proteini (MDR) 1, P
glikoprotein (Pgp)] ve ABCC1 [(MRP) -1] ve diger tasiyicilar (ABCC2, ABCC3, ABCG2
, ve RalA-baglayic1 protein 1) ile iligkilidir. DOKS direncindeki en yaygin
degisikliklerden biri, efluksta yer alan proteinlerin genlerinin ekspresyonunun
artmasidir. Bu artis, hiicre ici ila¢ diizeyinin azalmasi1 ve olusan direnci

aciklamaktadir [52].

Bir ilacin etkinligi, molekiiler hedef ve bu hedefin ekspresyonunu etkileyen

mutasyon ve modifikasyonlardan etkilenir.

Kanserde, bu tip degisiklikler sonucunda ilag direnci gelisir. DOKS’un molekiiler
hedefi olan topoizomeraz Il enziminin aktivite degisiklikleri, ilaci etkisiz birakacak
kadar hiicre icinde azalmasi ya da topoizomeraz Il genindeki mutasyonlar ile

duyarsiz hale gelmesiyle direng gelismesidir [53].

Faz Il metabolizmasinda yer alan bir enzim olan Glutatyon-S-Transferaz (GST)
glutatyonun ilaglara konjiigasyonunu katalize ederek daha fazla suda ¢oziintir hale
getirir ve boylece hiicreden atilmalarini kolaylastirir. GST hiicre proliferasyonunda,
sinyal iletiminde, hiicre farklilasmasinda ve hiicre 6limiinde 6nemli bir role sahip
oldugu gosterilmistir. GST ve izoenzimlerinin 6zellikle GSTP1-1'in kanser
hiicrelerinde fazla miktarda bulundugu yapilan ¢alismalarda saptanmistir. GSTP1'in

ekspresyonu ile doksorubisin direnci ile korelasyon gosterir [54].

MRPs ve GSTs arasinda sinerjizma vardir. Ekspresyonlarindaki paralel artis ile
timor hiicrelerinde Doksorubisin’e karsi direng gelistigi bildirilmistir [55]. DNA
tamir genleri, BRCA1 ve BRCA2Z, meme kanseri teshisinde yer alan duyarl bir
markordir. Bu genler, DNA hasarina neden olan kemoterapilere verilen yanitin
belirtecidir [56]. Baz1 ¢alismalar BRCA1 ekspresyonunun azalmasiyla DOKS’un

direncinin arttigin1 gostermislerdir [57].

2.5 Doksorubisin Toksisitesi

DOKS, antitiimor etkinligi olan antibiyotikler icinde en 6nemli antineoplastik ilagtir.
Ancak etki mekanizmast ayni zamanda DOKS'un toksisite olusturan
mekanizmasidir. Antrasiklin ilaglarinin ana yan etkileri ¢ok yonli sitotoksik
etkilerdir ve Kkardiyotoksisite en belirgin olanidir. 1970'lerde faz II ve III

calismalarinda DOKS iizerine yapilan erken klinik degerlendirmeler, akut kusma,
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bulanti, gastrointestinal problemler, kellik ve nérolojik sistemdeki rahatsizliklarin
(genellikle halisinasyonlar ve sersemlik) ortak yan etkileri oldugunu géstermistir
[58]. DOKS, spesifik olarak tiimore yonelik degildir ve viicuttaki diger bir¢ok hiicre

tipinin biliyiimesini etkileyebilir.

Bu, bagisiklik sisteminin ¢okmesine neden olur ve bagisiklik hiicrelerinin sayisi
azaldikga, hasta mikrobiyal enfeksiyonlara karsi daha duyarl hale gelir, yorgunluk
ve iyilesme siliresi uzar. Bu etkilerin ciddiyeti ve bunlarin ortaya c¢ikmasi,
doksorubisin dozuna ve hastanin kemik iliginin yenilenme kapasitesine baghdir.
Doksorubisinin siirekli olarak kiiciik bir damar icine uygulanmasiyla, fleboskleroz
(damar duvarlarinin kalinlasmasi) gibi problemler ortaya cikabilir ve yerel
dokularda veya organlarda ekstravazasyonlar meydana gelirse, nekroz olusabilir.
Ekstravazasyonun diger yan etkileri arasinda seliilit, tromboflebit ve agrili
doygunluk (dokunun patolojik sertlesmesi) sonucu eklem hareket sinirlamasi

gorilebilinir [59].
DOKS kullanimu ile gelisebilecek yan etkiler sunlardir:
e Kardiyomiyopati ve Aritmi
e Ikincil Maligniteler
e Ekstravazasyon ve Doku Nekrozu
e Siddetli Miyelosupresyon
e Tiumor Lizis Sendromu
¢ Radyasyon Hassasiyeti
e Deri ve tirnak hiperpigmentasyonu
e  Asir1 duyarlilik - Anafilaksi
e Gastrointestinal Sorunlar
e Norolojik - Periferik Duyusal ve Motor Noropati
e Vaskiiler - Fleboskleroz, Flebit / Tromboflebit, Tromboembolizm

e Okitler - Konjonktivit, Keratit, Lakrimasyon
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2.5.1 Kalp Toksisitesi

DOKS kaynakli toksisitenin en biiyiik riski kardiyotoksisitedir ve bunun ic¢in gesitli
mekanizmalar mevcuttur. Bu nedenle, doksorubisin uygulamasi dozla sinirh
olmaldir. Hastalar akut ile kronik arasinda degisen kosullar ile farkhi sekilde
etkilenir. DOKS, kalpteki kardiyomiyositlerin yapisal degisikliklerinden ve onlari
biiylitmekten sorumludur. Bundan sorumlu genler, beyin natriiiretik peptidi ve
atriyal natritiretik peptididir . Yiiksek oranda ifade edildiginde, bu iki gen kardiyak
hipertrofiye neden olmaktan sorumludur. Kardiyotoksisitenin ortaya ¢ikmasinin
alternatif bir yolu, doksorubisinin kalp kas1 i¢cindeki mitokondri tizerindeki etkisidir.
Mitokondriyal protein ekspresyonu seviyesini degistirerek, doksorubisin ve NADH
dehidrojenazin redoks cevrimini arttirir. DOKS varliginda, ROS seviyesi artar,

mitokondriden serbest birakilan sitokrom c ile apoptozu aktive eder.

DOKS baglh kardiyotoksisitenin patojenezinde; antioksidan enzimlerde azalmanin,
serbest radikal olusumunun ve lipid peroksidasyonunda artmanin rol
oynayabilecegini desteklemektedir [4]. Omiir boyu viicutta DOKS birikimi 500
mg/m?'ye yaklasirsa, kardiyomiyopati riski siklikla artmakta ve hastalarin

%?20'sinde konjestif kalp yetmezligi ile sonu¢glanmaktadir [60].

2.5.2 Beyin Toksisitesi

DOKS aracili beyin toksisitesini arastirirken, beyine neden olan toksisitenin dolayh
oldugunu not etmek 6nemlidir, ¢linkii doksorubisin kan-beyin bariyerini gecemez.
Doksorubisin, beyindeki mikrogliyal hiicrelerin enflamatuar sitokinler liretmesini
tetikleyerek TNF-a iiretimini uyarir. TNF-a, asir1 tiretildiginde, endiiktif nitrik oksit
sentaz ifadesini aktive ederek reaktif azot tiirlerinin( RNS) seviyelerinin
ylikselmesine neden olur. RNS seviyeleri siirekli arttik¢a, proteinler nitrasyona
maruz kalir, protein nitrasyona maruz kaldiktan sonra, ROS olusumunu uyarir,
mitokondri gecirgenligi degisir. Mitokondri porlarindan sitokromu c salinimi olur,
hiicre 6liimu apoptoz yoluyla gerceklesir. Nihayetinde bu eylemler, beynin bilissel

bozulmaya ugrayan cesitli alanlarindan sorumludur [61].
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2.5.3 Karaciger Toksisitesi

DOKS kaynakli hiicre olimi ve doku hasari icin baska bir yaygin bolge
karacigerdedir ve hastalarin % 40" karaciger hasari gecirerek tedavi gormektedir.
Metabolizma ve detoksifikasyon aktivitesiyle bilinen karaciger, yiiksek
konsantrasyonlarda doksorubisin metabolize ederek, ¢ok sayida ROS iiretir. Sonug
olarak ROS, DNA hasari, lipid peroksidasyonu iiretimi, E vitamini seviyelerini
distirmek, diisiik glutatyon (GSH) seviyesini diisiirmek ve oksidatif islemlerin
dengelenmesine neden olmak lizere asir1 miktarda hasara neden olur. Doksorubisin
aracili toksisitenin neden oldugu son ana eylem, hem ADP hem de ATP'nin yani sira
hepatositlerde patolojik kosullara neden olan AMP'nin inorganik fosfat

seviyelerinin diisiiriilmesinden sorumlu olmasidir [62].

2.5.4 Bobrek Toksisitesi

DOKS kaynakli nefropati, ilacin mitokondrinin normal isleyisine miidahale ettigi ve
mitokondrinin I ve IV komplekslerinin aktivitesini azalttig1 zaman meydana gelir.
Bu, trigliserit, siiperoksit ve sitrat sentaz seviyelerinin yiikselmesine neden olurken,
E vitamini ve antioksidan bilesiklerin seviyelerini azaltirken lipit peroksidasyonu
meydana gelmektedir. Nefron yapisi degisikligi, yerel gecitlerden sizan proteinlere

maruz kaldiginda ve bobrek dokusuyla temas ettigi zaman degisir.

Bobreklerin glomerulini etkileyen hastaligin, hipertansiyona, steroidlere ve
proteintiriye diren¢ gosterdigi ve sonunda bobrek yetmezligine yol actigi

bilinmektedir [63].
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3

ROSMARINIK ASIT

Rosmarinik asit (RA), cesitli bitkilerde bulunan kimyasal bir bilesiktir. RA ilk olarak
1958'de Rosmarinus officinalis'den iki Italyan bilim insani Scarpati ve Oriente
tarafindan izole edilmis ve saflastirilmistir; daha sonra izole ettikleri bitkiye gore
adlandirmislardir [64]. Kafeik asit ve 3,4 dihidrofenillaktik asidin esteri olan RA,
Lamiaceae familyasinin tiirlerinde yaygin olarak bulunan dogal olarak olusan bir
fenilpropanoittir. Lamiaceae familyasinin Nepetoideae alt familyasinda da bulunur
[65]. TUPAC tarafindan (2R) -3- (3,4-dihidroksifenil) -2 - [(E) -3- (3,4-
dihidroksifenil) prop-2-enoil] oksipropanoik asit olarak isimlendirilmistir ve

C18H160s molekiiler formiiliine sahiptir.

OH

HO
OH

Sekil 3.1 Rosmarinik asit'in kimyasal yapisi [66]

RA, gastrointestinal sistemden ve deriden iyi emilir. Tiiketilen RA, sistemik olarak
metabolize olmamis durumda olabilecegi gibi ayrica m-kumarik asit, m-
fenilhidroksipropiyonik asit, stilfatlanmis kafeik, kumarik ve ferulik asit formlar
gibi cesitli metabolitler olarak da bulunur [67]. Bu metabolitler, alimdan sonra insan
kaninda / idrarinda bulunur [68]. RA, perilla (Perilla frutescens L.), biberiye
(Rosmarinus officinalis L.), adagay: (Salvia officinalis L.), feslegen (Ocimum basilicum
L.) ve nane (Mentha arvense L.) yaygin olarak kullanilan mutfak bitkilerinde bulunan

polifenolik maddelerden biridir. Polifenoller, karsinojenezi, tiimér hiicresi
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cogalmasini, apoptozu, metastazi ve inflamasyonu etkiledigi bilinen bir grup

kimyasaldir.

RA, eczacilik endistrisi, gida ve kozmetik endiistrisi i¢in ilgin¢g bir etken madde
haline getiren bir dizi biyolojik aktiviteye sahiptir. RA, antioksidan, anti-inflamatuar,
antimutajenik, antianjiyojenik, anti-apoptotik, antifibrotik, kemoprotektif,
noroprotektif, atopik dermatitin azaltilmasi, keratinositlerin fotoproteksiyonu ve
Alzheimer hastaliginin 6nlenmesi gibi bir dizi biyolojik aktiviteye sahiptir [69].
Sinirll sayida ¢alismada RA'nin DOKS’'un neden oldugu DNA hasarini 6nleme
yetenegini arastirilmistir. RA'nin V79 hiicrelerinde DOKS tarafindan tetiklenen
kromozom kiriklarina ve DNA hasarini azalttigin1 géstermistir. Ayni arastirma
grubu, RA'nin, fare mikrontikleus analizinde DOX tarafindan indiiklenen kromozom
hasarin1 azaltmada da etkili oldugunu ortaya koymustur. RA'nin antigenotoksik
mekanizmalar1 tam olarak anlasilmamasina ragmen, RA'nin antioksidan aktivitesi
DNA hasarinin azalmasina katkida bulunabilir [64]. RA ile yapilan anti-karsinojenik
calismalara ve gosterdigi etkilere bakildiginda RA'nin bodbreklerde sisplatin
kaynakli oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozu iyilestirdigi gosterilmistir [67].
Ayrica, RA'nin, stres genlerinin ekspresyonunu degistirerek ve hiicre i¢i antioksidan
kabiliyetini artirdigr bulunmustur [71]. RA, 1,2-dimetilhidrazin (DMH) kaynakl
sican kolon karsinojenitesine karsi kemopreventif potansiyel géstermistir ve kolon
kanserine karsi muhtemel kemopreventif bir ajandir [72]. Kronik RA tiiketimi,
kolorektal karsinojenez modeli olusturulmus Apc (Min) faresinin plazma ve
bagirsak kanalindaki adenom gelisimini 6l¢iilebilir sekilde yavaslatmistir [73]. RA,
DMBA (7,12-dimetilbenz (a) antrasen) kaynakli olusan cilt kanserine kars1 giiclii
antikanser, anti-lipid peroksidatif ve apoptotik etkilere sahip olarak bulunmustur
[74]. RA ile yapilan calismalarda deneylerde yer alan tim hiicre hatlarinda
sitotoksik aktivite yerine proliferatif etki gostermistir [75]. Saglikli hiicrelerde
rosmarinik asit fraksiyonlarinin sitotoksik etkisini analiz etmek icin insan periferal
kan lenfositleri kullanilmistir. Rosmarinik asitin sitotoksik etkisi gozlenmemistir

[76].

Sinirli sayida ¢alisma RA'nin kemoterapotik ajanlarin neden oldugu DNA hasarini

Onleme yetenegini arastirmistir.
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Furtado ve dig. (2009) RA'nin V79 hiicrelerinde DOKS tarafindan tetiklenen
kromozom kirilmasini ve DNA hasarini azalttigini gostermistir. Ayni arastirma
grubu, RA'nin, fare mikroniikleus analizinde DOKS tarafindan indiiklenen
kromozom hasarini azaltmada da etkili oldugunu gostermistir [77]. RA'nin
antigenotoksik mekanizmalar1 tam olarak anlasilmamasina ragmen, RA'nin
antioksidan aktivitesi DNA hasarinin azalmasinda katkida bulundugu

distinilmistir [65].
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4

EPIGALLOKATESIN GALLAT

Epigallokatesin gallat (EGCG), ayni zamanda epigallokatesin-3-gallat olarak da
bilinen epigallokatesin ve gallik asidin esteridir ve bir katesin tirudur. [(2R, 3R) -
5,7-dihidroksi-2-  (3,4,5-trihidroksifenil) -3,4-dihidro-2H-kromen-3-il]  3,4,5-
trihidroksibenzoat (IUPAC) olarak isimlendirilir ve C22H18011 molekiiler formiiliine
sahiptir.

OH
OH

H O O o
: OH

OH OH

OH
OH
Sekil 4.1 Epigallokatesin gallatin kimyasal yapisi [78]
Caydaki en bol katesin olan EGCG, insan saghgini ve hastaligini etkileme potansiyeli
nedeniyle temel arastirma altindaki bir polifenoldur. EGCG bir¢ok diyet
takviyesinde kullanilir. Cayda en yiiksek miktarda bulunan polifenol
grubu;katesinler ve theaflavinlerdir. Katesinler igerisinde ise epigallokatesin gallat
(EGCQ), epikatesin (EC), epikatesin gallat (ECG) ve epigallokatesin (EGC) en 6nemli
cay katesinleri olarak degerlendirilmektedir. Katesinler ayrica, polifenoller olarak
bilinen daha genis bir bitki bilesigi grubuna dahil edilir. EGCG ve diger ilgili
katesinler, serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasara karsi koruma
saglayabilecek giliclii antioksidanlar olarak islev goriir. Ek olarak, EGCG gibi
katesinlerin iltihaplanmay1 azaltabilecegini ve kalp hastaligi, diyabet ve bazi
kanserler dahil olmak tizere bazi kronik rahatsizliklar1 6nledigi yapilan cesitli

calismalarda gosterilmistir [79].
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EGCG en ¢ok yesil cayda bulunur, ancak diger ¢ay, meyve ve bazi kabuklu yemislerde

daha az miktarda olmak tizere bulunmaktadir.

Epigallokatesin gallat ve epikatesin gallat formlar1 siyah cayda bulunan toplam

katesin miktarinin %Z27’sini olusturmaktadir [80, 81].

Kurutulmus yesil ¢cay yapraklarinda en fazla (100 g basina 7380 mg), beyaz cayda
(100 g basina 4245 mg) ve daha az miktarda siyah ¢ayda (100 g basina 936 mg)
bulunmustur. Eser miktarda elma kabugu, erik, sogan, findik, ceviz ve keciboynuzu
tozunda bulunmustur (100 g'da 109 mg'da). Cayin icinde bulunan katesinlerin
antioksidan kapasitesinin vitaminlere gore daha yiiksek oldugu saptanmistir.
Siralama bu sekilde bulunmustur, epigallokatesin gallat> epikatesin gallat>
gallokatesin> epikatesin> epigallokatesin olarak verilmistir [82]. EGCG, E
vitamininden 25 kat, C vitamininden ise 100 kat fazla antioksidan aktiviteye
sahiptir. Katesinlerin biyoyararlanimi sinirhidir ¢iinkii absorpsiyonlar1 dustiktiir ve
eliminasyonlar1 fazladir. Katesinler icinde yarilanma 6mri en fazla olan katesin,
EGCG (173 dk)’dir [83]. Agizdan alindiginda, EGCG zayif emilime sahiptir. Giinliik
alimda 8-16 fincan yesil cayin esdegeri olan EGCG mide bulantisi veya mide yanmasi
gibi olumsuz etkilere sahiptir. Tiiketimden sonra, EGCG kan seviyesi 1,7 saat i¢cinde
en yliksek seviyeye ulasir. Absorbe edilmis EGCG’'nin plazma yar1 6mri yaklasik 5

saattir, fakat degismemis EGCG'nin ¢ogu 0 ila 8 saat arasinda idrarla atilir [84].

EGCG; kanser ile baglantili genlerin ekspresyonuyla iligkili enzimlerin, telomerazi ve
DNA metiltransferazi baskilar. Yapilan deney hayvani ¢alismalarinda ve in vitro
calismalarda EGCG’nin antimutajenik, antiproliferatif, pro-apoptotik ve anti-
anjiyojenik etkileri oldugu goriilmistir [85]. Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI),
EGCG’nin kanserin olusumunu 6nleyen bir madde oldugunu belirtmislerdir [86].
EGCG, insan prostat kanseri [87], insan epidermoid karsinoma [88], meme
karsinoma MCF-7 [89], ve pankreas kanser hiicre hatlarinda [90] apoptoz aktivitesi
artmistir. EGCG'nin antioksidan 6zelliginin, yapisinda yer alan aromatik halkalara
ve hidroksil gruplarina bagh olabilecegi belirtilmistir. Bu kimyasal yapisina bagh

olarak serbest radikalleri yakaladig1 ve notr hale getirdigi 6ne siirtilmistiir.

EGCG oksidatif strese karsi koruma saglarken, apoptik yolaklar1 da etkiledigi
gosterilmistir [91]. EGCG kanserli hiicrelerde apoptoz indiiksiyonu ve hiicre

replikasyonunun inhibisyonunu gerceklestirerek tlimoriin gelisimini ve biiyiimesini
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engelledigi gozlemlenmistir. Buna karsin, saglikl hiicrelere etki etmemekte veya
etkisi az olmaktadir [92]. EGCG'nin insan viicudu tuzerindeki molekiiler
mekanizmalarina bakildigi zaman disik EGCG konsantrasyonlarinin normal
fizyoloji ve patofizyolojide kardiyovaskiiler ve metabolik fonksiyonlar tizerinde
yararli etkileri oldugu gibi hiicre i¢i sinyallesme, niikleer ve mitokondriyal
fonksiyonlar ve lizozomal otofajiyi iceren hiicresel olaylar1 da dogrudan veya dolayl
olarak uyarir. Buna karsilik, yiiksek EGCG konsantrasyonu, hiicresel biitiinliige zarar
veren ve niikleer ve mitokondriyal fonksiyonu ve lizozomal otofajiyi bozan ciddi
strese neden olabilir [93]. EGCG'nin DOKS kaynakli gelisen oksidatif strese,
kardiyotoksisiteye ve enflamasyona karsi koruyucu etkisi in vivo deneylerle
gosterilmistir [94]. Sadece DOKS ile gelisen istenmeyen etkilere degil ayni zamanda
yapilan bir c¢alismada heksavalent kromiyum [Cr (VI)] isimli reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) ve hiicre 6liimiine yol acan ¢esitli DNA lezyonlarinin olusmasina
neden olan bir insan kanserojenidir. EGCG, insan normal brons epitel BEAS-2B
hiicrelerini Cr (VI) kaynakli oksidatif stres ve hiicre 6liimiinden doza bagl bir

sekilde korudugunu gosterilmistir [95].
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5

SITOTOKSISITE ve SITOTOKSISITE BELIRLEME
YONTEMLERI

Sitotoksisite, molekiiler dizeyde gerceklesen mekanizmalar sonucunda cesitli
makromolekiillerin sentezlenmesinin engellenmesi ve buna bagh olarak hiicrenin
yapisinda, fonksiyonlarinda ve isleyisinde belirgin hasarlar meydana gelmesi olarak
tanimlanir [96]. Sitotoksik maddeler, hiicreyi 61diiren ya da fonksiyonunu degistirip
durduran maddelerdir. Hiicre hatlar tizerinde kimyasal maddelere bagli 6nemli
fonksiyon ve yapi degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla deneysel
calismalar yapilir [97]. Bu nedenle hiicre popilasyonlarinda hiicre canlihigi ve
proliferasyonlarini ¢alisabilmek igin bazi metodlar gelistirilmistir. Sitotoksisite
testlerinde hiicre hatlar1 kullanilarak olas1 reaksiyonlar in vitro olarak
degerlendirilmektedir. Bir kimyasalin olasi toksisitesiyle ilgili 6n bilgi edinilir ve bu
veriler 1s18inda istenen klinik arastirmalar ve in vivo deneyler planlanip

yapilabilmektedir. Sitotoksisiteyi belirleme yontemleri asagida yer almaktadir;
e Metabolik Aktivitenin Ol¢iilmesine Dayali Yontemler

e Membran Gegirgenliginin Ol¢iilmesine Dayal1 Yontemler

e Morfolojik Degisikligin Mikroskopik Olarak G6zlemlenmesi

e Alamar Mavisi Yontemi

e Siilforodamin B (SRB) Yontemi

e Laktat Dehidrojenaz (LDH) Yontemi

5.1 Metabolik Aktivitenin Ol¢iilmesine Dayali Yontemler

Sitotoksik yanit1 6l¢cmek amaciyla in vitro testlerde hiicrelerin enzimatik aktiviteleri
Olculir. Enzimatik aktiviteyi 6lgen testler kolorimetrik metodlar yardimiyla, 2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenil)- 5-(2,4-distilfofenil)-2H-tetrazolyum (WST), 3-(4,5-
dimetiltiyazol- 2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT),
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3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-2H-
tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksianilid (XTT), gibi tetrazolyum tuzlar kullanilarak hiicrelerin o6zellikli

boyanmasi esasina dayali 6l¢iim yaparlar.

Tetrazolyum tuzlar1 elektron alarak indirgenme reaksiyonu gerceklestirirler ve
formazan denilen yapiya doniisiirler. Formazan yapisinin olusmasiyla beraber renk
degisikligi gerceklesir. Tuzun igerisinde yer alan tetrazolyum halkasi sadece aktif
mitokondri tarafindan kirilabilir. Kisacasi, renk reaksiyonunu ancak canl
hiicrelerde meydana gelirler [98]. Olii hiicreler ise aktif bir mitokondriye sahip
omadigindan tetrazolyum bilesiklerini kiramaz yani indirgeme yeteneklerini
kaybetmislerdir bu yiizden bir renk degisimi meydana gelmez. Renk degisimiyle
beraber canhligin in vitro olarak belirlenmesi tetrazolyum tuzlarin1 biyolojik
arastirmalarda 6nemli bir yere koymustur [99]. Oncelikle kolorimetrik MTT metodu
gelistikten sonra, WST-1, WST-8, XTT, MTS gibi farkh 6zelliklere sahip tuzlar ile
yapilan metotlar eklenmistir [100,101].

Tetrazolyum bilesikleri, ikiye ayrilirlar hiicre icine girebilme ve hiicre kiltiri
ortaminda ¢6ziinme 6zelliklerine gore [102]. Bu bilesikler ile yapilan hiicre canliligi
testleri, ii¢c basamakta gerceklesmektedir. Ilk basamakta hiicreler belirli zaman
arastirilan kimyasal ile muamele edilirler. Ikinci basamakta uygulanan madde hiicre
ortamindan uzaklastirilip tetrazolyum tuzu hiicre ortamina eklenir ve inkiibatore
konularak 1-4 saat boyunca inkiibe edilir. Bu sirada, canli hiicreler tetrazolyum
bilesiklerini indirgeyip formazana dontstiiriirek renk degisimini gergeklestirirler.
En son adimda ise gerceklesen renk degisimi spektrofotometrik olarak odlciilerek

canli/6l1i hiicre sayis1 hesaplanarak, belirlenir [103].

5.1.1 3-(4,5-dimetiltiyazol- 2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT)
Canlhilik Testi

MTT metoduyla hiicre hatlarinda canh veya 6li hiicrelerin orani kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak belirlenebilmektedir. MTT, pozitif yiike sahip bir
bilesiktir, 6karyot hiicrelerin membranini kolay sekilde gecerek hiicre icerisinde

indirgenebilir.
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Yasayan hiicrelerde mitokondride bulunan siiksinat dehidrojenaz enziminin
aktivitesi gozlenirken, olen hiicrelerde gozlenmemektedir. Total dehidrojenaz
aktivitesi ile canli hiicre sayisi arasinda dogru iliski oldugu gosterilmistir [104].
Hiicre ortamina eklenen maddeler eger hiicrelerin 6liimiine sebep oluyorsa ayni
zamanda bu hiicrelerde enzim aktivitesinin azaldig1 veya yok oldugu arastirmalarda
gosterilmistir. Bunun igin, hiicreler bu enzimlerin degisime ugrattigns MTT
maddesine maruz birakilmaktadir. Canli hiicrelerde mitokondride bulunan stiksinat
dehidrojenaz enzimiyle MTT boyasinin tetrazolium halkas1 ag¢ilmakta, bunun
sonucunda a¢ik sar1 renkli MTT boyasi koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine
donliismektedir. Ardindan bu kristaller ¢oziilerek olusturduklari renk siddeti

spektrofotometre ile 6l¢iilmektedir [102].

5.1.2 (4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolyo]-1,3-benzen
disulfonat) (WST-1) Canlilik Testi

Sitotoksik etki ve metabolik aktivitenin belirlenmesi icin kullanilan diger bir yontem
ise  WST-1 testidir. WST-1 testide radyoaktif olmayan, kolorimetrik ve
spektrofotometrik bir yontemdir. WST-1 negatif yiiklidir ve hiicre membranini
gecemezler. Bu ylzden tetrazolyumun formazan tiriiniine rediiksiyonuna yardimci
olmak icin elektronlar: sitoplazma ya da plazma membranina transfer edebilen
fenazin metil siilfat ya da fenazin etil siilfat gibi bir orta seviye elekron aliciyla
birlikte kullanilirlar. Elektron alici olarak kullanilan molekiil, hiicre igerisine girerek
sitoplazmadan ya da plazma membranindan elektron alir ve hiicre kiiltiirii ortamina
geri dénerek tetrazolyum bilesigini indirger. Indirgenme sonucu olusan formazan
suda ve hiicre ortaminda ¢oziinebilir niteliktedir. Tetrazolyum bilesikleri canh
hiicreler tarafindan direk hiicre kultiir medyumunda c¢o6ziinebilen formazan
trinleri olusturmak icin indirgenebilirler. Bu gelismis tetrazolyum bilesikleri test
prosediiriindeki bir basamagi formazan ¢okeltilerinin ¢6zlinmesi icin test ortamina
ikinci bir reaktif (alkol veya dimetil siilfoksit) eklenmesi gerekmediginden, bu
protokol giintimiizde daha ¢ok tercih edilmektedir [104]. WST-1 aktif enzimler
tarafindan formazan tuzuna déntismektedir. Canli hiicrelerde aktivitesi yiiksek olan
mitokondriyal dehidrojenaz enzimi ile suda ¢6ziiniir renkli formazan bilesigini
olusmaktadir. Aktif metabolik aktiviteye sahip olan hiicre miktariyla formazanla

boyanan hiicre sayisinda dogru iliski vardir. Canli hiicreler tarafindan metabolik
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aktivite sonrasinda olusan formazan boya, spektrofotometreyle hiicrelerin

absorbans degeri ol¢iilmektedir [106].

5.2 Membran Geg¢irgenliginin Ol¢iilmesine Dayal1 Yontemler

Hiicre zarini gecirgenligi, hiicre zarini kolayca gecen boya sayesinde kolay, ucuz ve
basit bir yolla belirlenebilmektedir. Metodun prensiplerden biri canliligini
kaybolmaya baslayan hiicrelerde, hiicre zar1 gecirgenligi artar. Boyanin hiicre zarini
gecip gecememesine bagli olarak canli ve 6lu hiicreler belirlenmektedir. Bu metotda
kullanilan iki cesit boya vardir bunlardan biri vital boya digeri ise vital olmayan non-
vital boyalardir. Nétral kirmizisi vital bir boyadir, canli hiicreye aktif transportla

tasinir ve lizozomlarda birikir. Tripan mavisi ise non-vital boyadir.

Hiicrenin canliligi sona erdiginde hiicrevigine girmektedir [107]. Negatif ytiklii olan
tripan mavisi canli hiicrelerin membranindan gecemez. Canli hiicrelerde boya hiicre
icine giremez. Sadece, 6lii hiicreler boyayr absorbe eder ve mikroskop ile
bakildiginda mavi renk goriiniirler. Tripan mavisi boyasiyla arastirma yaparken

boyanin uygulanma stiresi 6nemlidir.

Belirli siireden daha uzun siire maruz kalirsa canli hiicreler de 6lii hiicreler gibi mavi

renge boyanmaktadir. Bu ylizden dikkat edilmelidir [108].

5.3 Morfolojik Degisikligin Mikroskopik Olarak Gézlemlenmesi

Mikroskopik gozlem ile hiicredeki morfolojik degisikliklerin saptanmasi ile
gerceklestirilir. Bir maddenin sitotoksisitesi, madde hiicrelere uygulanmadan 6nce
ve sonrasinda hiicre sayis1 veya biliylimesiyle Olgtliir. Hiicreler hiicre kiiltir
kaplarinda kiiltiire edilir. Eger uygulanan madde toksik degilse hiicreler biiylimeye
devam ederler. Materyal sitotoksik ise hiicreler biiyiimeyi durdurur ve sitopatik
ozellikler gosterir veya hiicre sekli degisir. Hiicre yogunlugu kalitatif, semi kalitatif

ve kantitatif olarak belirlenebilir.

5.4 Alamar Mavisi Yontemi

Son zamanlarda alamar mavisi yontemi, oksidasyon-rediiksiyon indikatori
kullanilarak hiicre proliferasyonunu 6l¢gmek icin kullanilir. Aktif bileseni olan
resazurin hiicre zarindan gegebilir ve zararli degildir. Floresan aktivitesi olmayan,
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resazurinin rengi mavi olan bir bilegiktir. Hlicre i¢cinde indirgenerek siddetli kirmizi
floresan renk veren resofurine doniisiir. Resofurin’in floresan 6zelligi bulundugu
icin duyarlihig1 ytiksektir. Alamar mavisi yontemi diger bir sitotoksisite testi olan

MTT testine gore daha hassas ve performansi daha yiiksektir [109,110].

5.5 Siilforodamin B (SRB) Yontemi

SRB yontemi bir diger sitotoksisite yontemidir, bu yontemle hiicre cogalmasi
degerlendirilir. SRB bir kemosensitivite testidir. SRB, bazik amino asitlere baglanan
aminoksanten yapisinda floresan bir boyadir. SRB kirmizi renklidir ve suda

cozunurligu yuksektir. Yontemin esasi, mitokondriyal fonksiyona bagiml degildir.

Temelinde boya miktar1 ile total protein miktar1 arasinda korelasyon

bulunmaktadir. Hiicre sayisiyla ilgili bilgi veren kolorimetrik bir metotdur [111].

5.6 Laktat Dehidrojenaz (LDH) Yontemi

Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilan diger bir yontem ise 6lii veya
hasar gormiis hiicrelerden salinan sitoplazmik enzim aktivitesinin 0Ol¢iilmesine
dayanmaktadir. LDH, hicrelerin sitoplazmalarinda bulunan bir enzimdir.

Hasarli/6l1u hiicrelerden salinan LDH aktivitesi belirlenir [112,113].

Hiicreler, toksik etkilere maruz kaldiginda hiicrenin plazma membrani hasar gortir
ve LDH hiicre kiiltiiriine kolaylikla gecebilmektedir. Bu sayede, LDH enzim aktivitesi
Olctlerek hiicrenin ne kadar hasar gordiigi kolorimetrik olarak degerlendirilir.

[113].

Her hiicre tipinin kendine 6zgiin LDH miktar1 bulunmaktadir ve hiicrenin pasaj
sayis1 ve hiicrenin yasi LDH miktarini etkileyebilmektedir. Spektrofotometrede 450

nm dalga boyunda 6l¢tim yapilir ve LDH aktivitesi belirlenir.
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6

mTOR ve SINYAL YOLAGI

mTOR (Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi) 289 kDa agirliginda
evrimsel olarak korunmus bir serin-treonin kinazdir. Rapamisin antifungal bir
antibiyotiktir. Bu antibiyotikle yapilan ¢alismalar hem mTOR proteininin hem de
icinde bulundugu yolagin kesfedilmesine yardimci olmustur [113]. Cogalma,
yasama, diferansiyasyon ve motilite gibi hiicre biliylimesi ve metabolizmasinda
onemli role sahiptir [94]. mTOR farkli proteinlere baglanarak, mTORC1 (mTOR
kompleks 1) ve mTORC2 (mTOR kompleks 2) olmak tizere 2 kompleks
olusturmaktadir. mTORC1 alt yolaginda bulunan 6karyotik baslatma faktori 4E
(elF4E)-baglanma proteini 1 (4E-BP1) ve p70 ribozomal S6 Kinaz 1 (S6K1)'i
fosforlayarak protein sentezini aktive etmektedir [113]. Cizelge 6’"da mTORC1 ve

mTORC2'nin 6zellikleri verilmistir.

Tablo 6.1 mTORC1 ve mTORC2 komplekslerinin 6zellikleri [115]

mTORC1 mTORC2
Bilesenler Raptor Rictor
mTOR Protor-1
mLST8 mTOR
mLST8
mSINI
Bilinen substratlar 4E-BP1 Akt
S6K1 PKC-a
PRAS40
Biyolojik stire¢ Cas bagimh translasyon Bliyiime faktori
Ribozom biyogenez sinyalizasyonu
Otofaji Sitoskeleton
Hipoksikadaptasyon organizasyonu

32




Buiyliime Faktorleri

Buyiime Faktorleri

PTEN fonksiyon kaybi1 S5,
PI3K onkojenik m(
fonksiyon kazanimi

Protein sentezi, ribozom biogenez, Hicre déngisu

hiicre canlihgi, proliferasyon, progresyonu ve aktin
anjiyojenez, invasyon, migrasyon ve yeniden modellenmesi
metastaz

Sekil 6.1 Aktive olmus PI3K/Akt/mTOR yolag ve etkileri [116]

6.1 Sinyal yolag

mTORC1 sinyali, biiylime faktorleri, besin mevcudiyeti ve immiin-diizenleyici
sinyaller gibi cesitli cevresel faktorlere cevaben hiicresel biiytime ve proliferasyonu
indiikler. Biiylime faktorleri, sitokinler ve diger kostimulator sinyaller PI3K'{in ve
takibinde Akt aktivasyonunu saglarlar. Akt, mTORC1 baskilayic1 faktér Tuberoz
Skleroz Kompleks’i inhibe eder [117]. Akt ayrica, mTORC1’de inhibitér rol oynayan
PRAS40’1 fosforile ederek, bu proteinin kompleksten ayrilmasini saglar. TSC
inaktivasyonu sayesinde GTP-bagli Rheb proteini mTORC1 ile interaksiyona girer;
bu sayede mTORC1, p70-S6 kinaz (S6K) ve okaryotik baslatic1 faktor 4E baglayici
protein (4E-BP)'nin fosforilasyonuna neden olarak hiicre biliylime ve
proliferasyonunu saglayan protein translasyonunun indiiklenmesini saglar.
mTORC2 de hiicre sag kalimi ve hiicre iskeleti organizasyonunda gorev almaktadir
[118]. Kanserde 6nemli oldugu saptanan sinyal iletim yollar1 arasinda PI3K/AKT
kinaz yolu, PKC ve MAPK ailesi sinyalizasyon zincirlerinde yer almaktadir.
PI3K/AKT sinyal yolagi kanserin olusmasinda rol alan 6nemli yolaklardan biridir ve

bu yolak ¢esitli insan kanser tiirlerinde kontrolsiiz olarak aktive olmaktadir.

PI3K yolag1 epidermal biliyiime faktorii gibi pek c¢ok biliyiime faktorleri ile

tetiklenmekte ve ¢ok sayida 6nemli sinyal yolag1 bilesenlerinin aktif hale gelmesini
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saglamaktadir. Bu bilesenlerden mTOR, PI3K ile iliskili protein kinaz ailesinden
serin/treonin kinazdir. PI3K/AKT/mTOR yolagi, hiicre canlilign ve timor
hiicrelerinde proliferasyonun desteklenmesinde 6nemli bir rol oynar. Normal
hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilebilmesi icin  gerekli

olan basglica sinyal yolaklarindan biridir ve yiiksek PI3K seviyesi,
kanser agisindan belirleyicidir. Kanser =~ genom ¢alismalar1 insan

kanserlerinde en fazla degisime ugrayan yolak olarak
belirlenmistir. mTOR proteininin mTORC1 ve mTORC2 olmak iizere iki tipi vardir.
Bunlardan mTORC1, hiicre biliyimesinde PI3K/AKT sinyalleri veya diger
yolaklardan gelen sinyaller ile aktive edilebilen 6nemli bir yolaktir. Sekil 6.1'de

gosterilmistir.

:r%‘:;g::f: 3: Canlilik/apoptozun Protein sentezi ve
proliferasyonu azalmasi hiicre biiyiimesi

Y\

Sekil 6.2 mTOR Aktivasyon yolaklari ve cevaplari [116]

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi; hiicre proliferasyonu, hiicre transformasyonu,
apoptozun 6nlenmesi, DNA tamiri, MDR1 gibi proteinlerin ekspresyonunu arttirip
degistirdigi i¢in ayrica ila¢ direncine neden olan molekiiler mekanizmalarda rolii

olmasi sebebiyle kanser gelisiminde ve tedavisinde 6nemli bir rolii vardir.

Bu yolagin ¢cogunlukla kanserde isleyisi bozulur ve bu sebeple de mTOR 6nemli bir
antitiimor hedef haline gelmistir. mTOR proteininin aktiflestirici mutasyon ya da
amplifikasyonlari tespit edilen kanser tiirleri; pankreas, over, meme, idrar yolu, list

34



solunum yollari, yemek borusu, cilt, akciger, kolorektal, renal ve endometriyaldir.
Antikanser ajanlar olarak mTOR inhibitérleri, in vitro ve in vivo olarak kanser

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmektedirler.

Bu nedenle mTOR inhibitorleri bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilmasi
hastalar i¢in umut vadetmektedir [119]. Hiicre 6liimiine yol agan sinyal kaskadi
yolunun bazi noktalarinda apoptoz indiiksiyonuna diren¢ gésterme 6zelligine veya
edinilmis bir kabiliyete sahip olan kanser hiicreleri, genellikle kemoterapiye veya
radyoterapiye direncli olma egilimindedir. mTOR, PI3K sinyal iletiminin
aktivasyonunda etkili temel bir kinazdir. mTOR proteini sitoplazmada bulunan
mTOR kompleks mTORC1 ve mTORC2 bilesenlerinden olusur. mTOR inhibitorleri
sadece mTORC1'e ozgidiirler, mTORC2’yi de etkilememektedir. mTOR, iliskili
protein komplekslerine bagl olarak iki farkli fonksiyon gostermektedir. Buna 6érnek
olarak mTORC1, mTOR’un iligkili diizenleyici proteinlerinden ve diger cesitli
proteinlerden olusmaktadir [120]. mTORC1, mRNA translasyonunda protein
sentezini diizenleyen mekanizmalar1 kontrol ederek hiicresel bliylimeyi yonetir ve
ribozomal proteinler ile birlikte G1'in S-fazi1 hiicre donglstine doniisini ve
anjiyojenezi diizenler. PI3K/AKT yolaginin yukar akis olan kismi1 olan mTORC1,
hormonlar, biliyiime faktorleri, hipoksi ve hiicre i¢i enerji diizeyleri gibi farkl
sinyaller tarafindan diizenlenmektedir. Ayrica hipoksi durumlarinda tiimoriin
biiylimesini saglayan anjiyojenez yolaklarinda yer alan hipoksi ile indiiklenmis
faktorlerin, mRNA translasyonuna da yardimci olur. mTOR kinaz aktivitesinin
substratlarindan biri 4EBP-1'dir ve mRNA translasyonunu baslatma faktori 4E
(elF4E) aktivitesini diizenler. 4EBP-1 proteini pasif hiicrelerde elF4E aktivitesini
baskilar béylece mRNA translasyonun baslamasini engeller [121,122]. Apoptotik
hiicre 6liimiintin dizenlenmesinde de mTOR etkilidir. mTOR aktivasyonu hiicre
Olimiini diizenleyen p53, B-hiicreli lenfoma 2 (BCL2), BCL2-antagonisti, p21, p27

ve c-myc gibi molekiilleri inhibe eder.

Calismalarda mTOR'un tiimoér hiicre motilitesinde, anjiyojenezinde ve kanser
metastazlarinin regiilasyonunda 6énemli rol oynadigini gosterilmistir. Hiicre yasam
yolaklarindan biri olan (PI3K)/AKT/mTOR yolagi son zamanlarda tiimér olusumu
sirasinda degisen ana sinyal yolaklar arastirilirken, AKT kinazin proliferasyon,

apoptoz, farklilasma ve hiicresel metabolizma gibi pek cok hiicresel islemde énemli
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bir dizenleyicisi oldugu ortaya ¢ikmistir [122]. Bu sinyal yolaginin c¢esitli kanser
tirlerinde bozulmasinin sik¢a gézlenmesi AKT/mTOR yolaginin tiimor gelisminde
onemli bir rolii oldugunu géstermektedir. Akt proteininin aktiflestirici mutasyon ya
da amplifikasyonlar: tespit edilen kanser tiirleri; bobrek, over, akciger, cilt, tiroid,

idrar yolu, menenjiyal, meme ve endometriyaldir.
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7

WESTERN BLOT

Western blotlama (WB) teknigi, santral dogma goriisiine gore; DNA dan proteine
dogru gerceklesen genetik bilgi akisinin sonlandig proteinlerin tespit edilmesine
dayanan bir tekniktir.-Western Blot islemini ilk tanimlayan 1979 yilinda H. T.
Towbin, ve 1981 yilinda W. N. Burnettedir. Western blot (bazen protein immiinoblot
olarak adlandirilir), bir doku homojenat veya ekstrakt ornegindeki spesifik
proteinleri tespit etmek icin molekiler biyoloji, immiinojenetik ve diger molekiiler
biyoloji disiplinlerinde yaygin olarak kullanilan bir analitik tekniktir. Western blot
kullanarak arastirmacilar, hiicrelerden ekstrakte edilen karmasik bir protein
karisimindan  spesifik proteinleri belirleyebilirler. Ug¢ teknik kullanilir:
biiytikliiklerine gore proteinleri ayirma, kati bir destege aktarma ve hedef proteini
goriintiilemek icin uygun bir birincil ve ikincil antikor kullanarak isaretleme.
Kisacasi, elektroforez islemi yardimiyla jelde hareket ettirilen proteinlerin
membrana lizerine ge¢isi ve membrana transfer olmus proteinlerin immunolojik
metotlarla goriintiilenmesi temeline dayanmaktadir [123]. Bu yontem membran
lizerinde bulunan az miktardaki proteinleri (1-5 ng) seviyesine kadar saptamaya
elverislidir. Arastirilan bir proteinin 6rnekte olup, olmadigi ve bulunuyorsa goreceli
(var1 kantitatif) olarak farkli gruplar arasindaki miktar1 hesaplanabilir. Western
blotlama ile hedef proteinin belirlenmesinde ilk islem homojenizasyondur. Bu
asamada, hiicrelerin zar yapilar1 parcalanir ve elde edilen karisim homojenattir.
Blotlama isleminden 6nce arastirilan 6rnekteki proteinler elektriksel ortamda jel
lizerinde hareket ettirilmektedir. Proteinlerin ayristirilmasi igin elektroforez
kullanilmaktadir. Proteinler molekiil agirliklarina gére art1 kutba gé¢ etmektedir ve
jel lizerinde bant seklinde yogunluk olusturmaktadir. Western blotlama teknigi
elektroforez islemini takiben bes adimda gergeklestirilir. ilk olarak proteinlerin
membrana aktarimi (blotlama), ikinci olarak protein baglanmamis yerlerin ilgisiz
proteinlerle kapatilmasi yani bloklama islemi ardindan birincil antikor

uygulanmasinda protein kendine 6zgii antikorla muamele edilir [124].

37



Primer antikor se¢imi taninacak antijene baghdir, sonrasinda ikincil antikor
uygulanir ve sekonder antikor primer antikorun gelistirildigi canliya bagl olarak
secilir, primer antikor hangi canliya ait ise sekonder antikorda ayni canliya ait
olmalidir ve son olarak goriintiillemede antijen-antikor baglantisinin gercgeklestigi

bolgelerde, antikordaki 6zel isaret araciligiyla belirlenir [124].
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3

MATERYAL ve METOT

8.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Doksorubisin hidroklorir

Epigallokatesin gallat

Rosmarinik asit

Dulbecco’s Phosphate Buffered

Saline (dPBS)

Ham’s F12 Hiicre medyumu

Tripsin-Edta (1:250)

Fotal sigir serum (FBS)

Antibiyotik

(Penisilin/Streptomisin)

WST-1

LDS (lityum dodesil siilfat)

sample buffer 4X

NuPage MES SDS Running Buffer

(20X)

NuPage Reducing Agent (10x)

Nitroseliiloz transfer membran

RIPA Lysis Buffer System
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Sigma

Sigma

Sigma

Gibco

Pan Biotech

Gibco

Gibco

Gibco

Roche

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

advansta

Santa-cruz



PiercE ECL Western Blotting Thermo Scientific

Substrate

NuPAGE Novex Protein Gels Invitrogen

Blotto, non-fat dry milk Santa cruz

Glisin Fluka

Metanol Sigma

Tris baz Sigma

Sodyum Kkloriir Sigma

TWEEN® 20 Sigma

mTOR (7C10) Rabbit mAb Cell signaling technology

Anti-rabbit  IgG,  HRP-linked Cell signaling technology
Antibody

B-Actin (13E5) Rabbit mAb Cell signaling technology
Etil Alkol Umaylab

Dimetil Stilfoksit (DMSO) Sigma

Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher

10-250 kDa
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8.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Laminar kabin

Inkiibator

Otoklav

Buzdolabi

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)
Inkiibatér (37 °C % 5 CO2'li)
Faz-kontrast invert mikroskop
Sogutmali santrifiij

Otomatik pipetor

Pipet 10-100 pl

Pipet 20-200 pl

Pipet 100-1000 pl

Pipet 1-10 pl

Vorteks

Analitik Terazi

Ayarlanabilir 8 kanalli pipet
Mikroplakali spektrofotometre
Elektroforez Dilizenegi

Gug kaynagi

Esco

Binder

Systec

Arcelik

Siemens

New Brunswick

Benchmark

Zeiss

Sigma

Hirschmannlaborgerate

Transferpette Otomatik Pipet

Eppendorf Otomatik Pipet

Eppendorf Otomatik Pipet

Echo pipette Otomatik Pipet

Heidolph Reax Top

Ohaus Explorer 214C

Capp

Thermo LabSystems

Molgen

Molgen



ChemiDoc BioRad

8.3 Kullanilan Sarf Malzemeler

pH metre

Falkon tiip (50 ml)

Hiicre kiiltiir kabi (25 cm?; 75 cm?)
Kriyo vial (1,5 ml)

Mikroplaka (96 kuyulu)

Pipet ucu (100-1000 pl)

Pipet ucu (10-100 pl)

Falkon tiip (15 ml)

Steril enjektor ucu filtre (0,22 pm)

Otoklavlanabilir schott sise (250 ml;
500ml; 11)

Otoklav Band1

Nitril eldiven

Mikrotiipler i¢cin uygun portiip
Falkon tiipler icin uygun portiip
Enjektor (2 ml)

Blotlama kagidi

Neubauer-improved Lami
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Oakton

Capp

Corning flask

Isolab

SPL Life science

Mettler Toledo

Capp

Capp

Tpp

Isolab

Isolab

Hos-Pet

I[solab

Isolab

Set inject

Thermo

Isolab



9

YONTEM

9.1 Hucre Hatt1

Cin hamsteri (Cricetulus griseus) ovaryumunun saglikli epitel hiicre hattidir. Cin
hamsteri yumurtalik (CHO) hiicreleri, genellikle biyolojik ve tibbi arastirmalarda ve
ticari olarak terapotik proteinlerin iiretiminde kullanilir. Ozellikle rekombinant
proteinleri eksprese etmek icin genetik, toksisite taramasi, beslenme ve gen
ekspresyonu c¢alismalarinda genis kullanim alani bulmuslardir. CHO hiicreleri,
rekombinant protein terapdtiklerinin endiistriyel tiretimi i¢in en yaygin kullanilan
memeli konakg¢ilaridir. 1948'de Cin hamster1 ilk olarak Amerika Birlesik
Devletleri'nde arastirma laboratuvarlarinda kullanilmistir. 1957'de, Theodore T.
Puck, Dr. George Yerganian'in Boston Kanser Arastirma Vakfi'ndaki
laboratuvarindan disi Cin hamster1 almis ve orijinal Cin hamster overi (CHO) hiicre
hattin1 tiretmek i¢in kullanmistir. O zamandan beri, CHO hiicreleri, slispansiyon
kultiri ve ytliksek protein tretimindeki hizli biiytimeleri nedeniyle tercih edilen bir

hiicre hatt1 olmustur [125].

9.1.2 Hiicre Kiltiirii

Cin hamster overi hiicre kiiltiirii (5.pasaj) Tarim Bakanligi Sap Enstitlisiinden
(Ankara) temin edildi. Bu hiicreler hazir Ham’s F12 Kkiiltiir hiicresi medyumu (Pan
Biotech, P04-14500) icerisinde, %5 CO2ve 37°C sicakliktaki inkiibatérde, 25 cm?’lik
flasklar icerisinde steril sartlarda inkiibe edildi. Bu sekilde hiicrelerin ¢ogalmalari

saglandi.

Her 500 ml medium igerisine ;

Ham’s F12 Besi Yeri 500 ml
FBS 50 ml
Penisilin- streptomisin 5 ml
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Fetal bovine serum (Gibco) ticari olarak satin alindi. Biyolojik giivenlik kabininde 50

ml’lik steril falkon tiiplere béltinerek kullanilincaya kadar -20°C’de saklandu.

Penisilin (10000 U/ ml) - streptomisin (10 mg/ ml) soliisyonu (Gibco) ticari olarak
satin alind1. Biyolojik giivenlik kabininde 15ml’lik streril falkon tiiplere béliinerek

kullanilincaya kadar 20°C’de sakland.

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (dPBS) Tamponu: Ticari olarak alindi ve
biyolojik glivenlik kabininde 50 mlI'lik falkonlara béliidii. Oda sicakliginda saklandi.
Hiicre kiltiirii ¢calismalarinin her basamag steril kabinde gerceklestirildi. Kabin
kullanmadan 6nce ve sonra UV 1sinina 30 dk. maruz birakildi ve kabinin i¢i ve
kabinin icine alinan her malzeme %?70’lik etil alkol ile steril edildi. Boylece, hiicrede

olusabilecek kontaminasyon riski dnlendi.

9.1.3 Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hiicrelerin c¢ogaltilmas1 islemi asagida yer alan basamaklar1 takip ederek

yapilmistir.

1.-80°C’de, dondurma ¢ozeltisi (%10 DMSO ve hiicre medyumu) icerisinde saklanan
CHO hiicreleri, arastirmadan inkiibatorde oda sicakligina gelinceye kadar bekletildi.
Hiicre kiiltiirii calismalarinda yapilan her islem kontaminasyonu 6nlemek icin steril
sartlarda giivenlik kabininde gerceklestirildi. Calismada kullanilan tiim egyalar

%70’lik alkol ¢ozeltisi ile temizlendi.

2. Inkiibatérde 37°C’ye getirilen hiicre medyumu ile vial icinde bulunan hiicreler
steril 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi, pipet yardimiyla besiyeri ile iyice homojenize

edildikten sonra 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

3. Santrifiijjden sonra st berrak kisim (siipernatant) atildi. Daha sonra, hiicre
pelletine 1 ml besiyeri eklendi, yavasca pipetleme yapilarak hiicreler slispande
edildi.

4. Hicreler 1 ml hiicre ortaminda iginde iyice ¢ozuldiikten sonra tizerlerine 4 ml
besiyeri eklenir. 5 ml'lik hiicre siispansiyonu 25 cm?’lik flasklara ekildi. 75 cm?’lik
flask kullanildiginda ise 15 ml besiyeri icerisinde 37°C’de %5 CO2’li inkiibatérde

inkiibasyona birakildilar.
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9.1.4 Hiicre Kiiltiiriiniin Pasajlanmasi

Hiicre kiultlir flasklarinin tliim yilizeyini tamamen kaplamis halde bulunan
yogunlasmis hiicreler icin konfluent ifadesi kullanilir. Hiicreler konfluent duruma

geldiginde pasajlanmalidir.

1. Pasajlama igin flask inkiibatérden alindi, laminar kabinde flask igerisindeki

medyum uzaklastirildi.

2.Tripsin konulmadan 6nce hiicre medyumunun uzaklastirilmasi i¢in flask yiizeyi
PBS ile yikanmistir. Boylece, tripsin aktivitesini azaltacak serum protein

kalintilarindan uzaklastirilmistir.

3. Flaska yapisan hiicrelerin flask ylizeyinden kaldirilmasi i¢in 25 cm? flask i¢in 1 ml

tripsin 75 cm?’lik flask i¢in 2 ml tripsin kullanildi.
4. Tripsin iceren flask 37°C’de %5 CO?'li inkiibatorde 5-10 dk. bekletildi.

5. Tripsin aktivasyonunu durdurmak amaciyla 25 cm? flaska 3 ml serumlu besiyeri,
75 cm?lik flaska 5 ml serumlu besiyeri eklendi, pipetleme yapild1 ve hiicreler 15

ml’lik falkon tiipe aktarildi.Hiicreler neubauer lami yardimiyla sayildu.

6. Neubauer Laminda bulunan 4 kare icerisinde yer alan hiicreler sayildi ortalamasi
ardindan 1 ml’ deki hiicre sayisi bulundu . Hiicre sayisi, toplam hacim (tripsin+hiicre

medyumu) ile carpilir daha sonra 104 ile ¢arpilarak hesaplanmistir.

7. Falkon santrifiije konulup 1000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Stipernatant kismi
atild1 ve hiicre pelleti 1 ml besiyeri ile slispanse edildi. Hiicrelerin 1 ml’deki sayisi
g6z ontline alinarak yaklasik 5x10> hiicre/ml olacak sekilde igerisinde 5 ml besiyeri
bulunan 25 cm? flasklara ekildi. 75 cm? flasklar i¢in 106 hiicre/ml olacak sekilde

icerisinde 15 ml besiyeri bulunacak sekilde ekim yapildi.

8. Yeni pasajlanan hiicrelerin pasaj numarasi bir deger artacak sekilde %90 bagil
nem, 37°C’'de %5 CO?'li inkiibatorde inkiibe edildiler. Hiicre hattinin devamliliginin

saglanmasi icin pasajlama islemi haftada 3 kez yapildi.

9.1.5 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre kiiltiirtinde meydana gelebilecek kontaminasyon gibi risklere kars hiicreler

belli araliklar ile dondurularak saklandilar.
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1. Hiicrelerin pasajlanmasi islemi sirasinda tripsin kullanilarak hiicreler
kaldirilmistir. Daha sonra konulan tripsin miktarinin 3 kat1 kadar hiicre medyumu
kullanilmistir sonra toplam hacmi 4 ml olan hiicre vasati, falkon tiip (15 ml) icine
konulmustur ve 1000 rpm (dakikadaki donme sayisi)’de, 5 dk. santrifiij edilmistir.

Hiicre sayisi invert mikroskopta neubauer lami yardimiyla sayilmistir.

2.Siipernatan uzaklastirildiktan sonra tiip igerisine DMSO igeren hiicre medyumu

eklenerek hiicre peleti pipetleme yapilarak karistiriimistur.

3.Yaklasik 10¢ hiicre/ml olacak sekilde hazirlanan hiicre stoklar1 soguga dayanikl

kriyo viallere aktarilmistir, sirasiyla -20°C’de 30 dk., -80°C’de saklanmistir.

Hucre Dondurma Besi Yeri
%10 DMSO

%90 FBS iceren besi yeri

9.2 Numunelerin hazirlamasi

Doksorubisin hidrokloriir : 1 mg doksorubisin hidrokloriir 1.7 ml PBS ( 1X) icerinde
cozuldi. 1 mM konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlandi. 100 pul olacak sekilde steril

eppendorf tiiplere dagitildi. Aliminyum folyo ile kapatilarak -20°C’de saklandu.

Rosmarinik asit: 0.00216 g Rosmarinik asit 3 ml Ham’s F12 besiyeri icerinde
cozildii. Boylece 2 mM’'lik RA ¢ozeltisi elde edildi. Deney gilinii taze olarak

hazirlanip, seyreltilerek kullanildi.

Epigallokatesin gallat: 0.000550 g Epigallokatesin gallat 3 ml Ham'’s F12 besiyeri
icerinde ¢oziildii. Boylece 400 uM’lik EGCG ¢ozeltisi elde edildi. Deney giinii taze

olarak hazirlanip, seyreltilerek kullanildu.

9.3 WST-1 Testi

Bu testte WST-1 (Roche Cell Proliferation Reagent) kullanildi.

Testin yapilist:

46



96 kuyucuklu plaklara her kuyucuga toplam hacmi 100 pl olacak sekilde 5x103
hiicre, siispansiyon halde ekilmistir. Hiicre ekiminin ardindan 96 kuyucuklu plaka
37° C'de, % 5 CO2 orani bulunan inkiibatorde 24 saat inkiibe edildikten sonra farkl
konsantrasyonlarda RA, DOKS ve EGCG veya kombinasyonlar: eklenmistir. Her bir
grup icin 3 kuyucuk kullanilmistir. 24, 48 ve 72 saat sonunda her kuyucuga WST-1
(10 pl) soliisyonu eklenmistir ve 37°C’de %5 CO;’li inkiibatérde 60 dk bekletilmistir.
Kor kontrol amaciyla kuyucuga 100 pL besiyeri ve 10 ul WST-1 eklendi.1 saatin
sonunda mikroplaka 150 rpm’de 1 dk. orbital calkalayicida ¢alkalandiktan sonra
mikroplaka okuyuculu spektrofotometre yardimiyla 450 nm’de absorbans
Olciilmistir. Elde edilen optik densitometre degerlerinin, kontrol grubu optik
densitometre degerlerine gore hiicre canliligl (%) olarak ifade edilmis ve her grubun
kendi kontrol grubunun hiicre canliik oranlarinin %100 oldugu varsayilarak
hesaplamalar yapilmistir. Bir mikroplakadaki tekrarlar icin absorbans degerlerinin
ortalamasi alinarak ve kontrol ile 6rnek absorbanslarindan kér absorbansi
cikarilarak duzeltilmis absorbans degerleri elde edilerek hesaplama yapildi.
Calismada sitotoksik etki potansiyelleri IC50 tizerinden degerlendirilmistir. Hiicre
canliligi-konsantrasyon ol¢ii egrisinin elde edilmesinin ardindan IC50 degeri egri

lizerinden hesaplanmistir.
Metabolik aktivitenin belirlenmesinde asagidaki formiilasyon uygulanmistir.
% Metabolik aktivite (Hiicre canlilig1) :

(Uygulama yapilan grubun absorbans degeri/Kontrol grubunun absorbans

degeri)*100

Mosmann (1983) deney materyali uygulandiktan sonraki hiicre canliligl oranina

gore sitotoksik etkiyi asagidaki skala ile derecelendirmistir [95].
%90 ve tizeri hiicre canlilig1 - sitotoksik degil

%60-90 hiicre canlilig1 = hafif derecede sitotoksik

%30-59 arasi hiicre canlilig1 = orta derecede sitotoksik

%30 ve alt1 hiicre canliligi=> siddetli derecede sitotoksik
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9.4 Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Protein elde etmek i¢in hiicre lizisi gergeklestirilmistir. Adherent hiicrelerden

protein elde etme islemi asagidaki gibidir.

1.6 kuyucuklu hiicre plakasina soguk PBS eklenerek ve hafif¢ce sallanarak hticreler

yikandi daha sonra PBS atild1.

2.Her kuyucuga 300 pl tripsin eklendi ve 5 dk. 37°C’'de %5 CO2’li inkiibatore
koyuldu.

3.Hiucreler kaldirildiktan sonra soguk 1 ml hiicre medyumu eklendi.
4.15 ml’lik falkonlara hiicre siispansiyonu aktarildi.

5.1500 rpm'de 4°C'de 5 dakika santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra

slipernatant atilmistir.

6.Deney gruplarindan izole edilen hiicreler1l.5 ml’ lik mikrofiij tiiplerine kondu.
Soguk 300 ul RIPA(Radioimmunoprecipitation assay buffer) liziz buffer, 10 ul PMSF,

15 ul Proteaz inhibitor kokteyli ve 10 pl sodyum ortovanadat eklenir.

7.Homojenizasyon islemi i¢in insiilin ignesi kullanilmistir. Bu islem buz icinde

yapilmistir. 3 dk. igne ile homojenize edilmistir.

8.Homojenizasyon isleminden sonra hiicrelerin proteinli kismini1 ayristirmak

amaciyla santrifiij yapilir. 14000 rpm’de, 4°C derecede, 7 dakika santrifiij edilir.

9.Slipernatan kisim deneyde kullanilmak tizere mikropipet yardimiyla 0.5'ml lik
mikrofiij tliplerine esit miktarda koyularak, -80 °C’ de kullanincaya kadar

saklanmistir.

10.0rneklerden 1ul alinarak Gen5 programi ile spektrofotometrik analiz yapilarak
protein 6lciimi yapildi. Tiim gruplarda yaklasik olarak 1.5 mg/ml protein miktari
olcildu.

9.5 Western Blot Analizi

1x TBST (11)

Trizma-Base 6.055¢g
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NaClI 8.766 g
Distile su 800 ml

pH; 7.4’e ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi. Hazirlanan TBS
1x oldugu icin Tween 20’de 1000’e 1 oraninda koyuldu. 1000 ml TBS i¢in 1 ml

Tween 20 konuldu.

Blotlama tamponu (11)

Trizma- Base 3g
Glisin 143 ¢g
Metanol 200 ml
Distile su 800 ml

Trizma-Base ve glisin 700 ml distile su icerisinde ¢6zdiruldi. pH 7.8-8 arasinda
olmalidir. Ayrica bir pH ayarlamasi yapilmaz. Uzerine 200 ml metanol eklenir
toplam hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanir. 4°C derecede

kullanincaya kadar sogutuldu.

Ticari olarak satin alinan NuPage MES SDS Running Buffer (20X)

20 kat dilue edildi.
Distile su 950 ml
Running Buffer 50 1

1. Deney gruplarindan izole edilen protein 6rneklerinden 13 pl alinarak yiikleme
tamponu (5 pl LDS ve 2 pl rediikleme ajani) ile karistirildi. 10 dk. 70 °C’de inkiibe
edildi.

2.Elektroforez sistemi kuruldu. Ticari olarak alinan jel distile su ile yikandi ve alt

kisminda bulunan bant kismi ¢ikartilarak tankin icine yerlestirildi.

3.Yiiriitme tankinin icine 1xruning buffer eklendi. Jelin tarak kismi c¢ikartildi ve

kuyucuklar running buffer ile yikandi.
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4.Yikama isleminden sonra ilk kuyucuk bos birakildiktan sonra 2. kuyucuga
prestained protein belirteci 7 ul konuldu. Jelin diger bos kuyucuklarina 18 pl

orneklerden ytiklendi.

5.0rnekler yiiklendikten sonra sistem yerlestirilip elektrotlar bagland1 akabinde

voltaj ayarlandi.

6.Elektroforezde numuneler ilk 6nce 120V 30mA’de 20 dakika, sonrasinda ise 80V

30mA’de yuritildi.

7.Elektrofezin ardindan jeldeki proteinleri membrana aktarmak igin

immunoblotting yapildi.

8.Membran ve jel sandvi¢ yontemiyle western blot transfer aparatina (Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad) yerlestirildi. Bu islem icin slinger ve
filtre blotlama tamponu ile 1slatildi. Siyah kisma 6ncelikle stinger konuldu tizerine
bir adet kalin transfer kagidi ve onunda tizerine jel koyuldu. Jelin iizerine membran
bosluk ve baloncuk olmayacak diizgiin bir sekilde yerlestirildi ve yine sirasiyla filtre

kagidi ve stinger konuldu.
9. Transfer aparatina yine siyah taraf siyah tarafa gelecek sekilde yerlestirildi.
10.Blotlama islemi 15V 90mA'’de gece boyu +4°C’de gerceklestirildi.

11. Proteinlerin nitroselliiloz membrana transferinden sonra, pH’s1 7.4 olan, % 0.1
Tween-20-Tris Buffer Soliisyonu (TBS-T) ile yikama yapilarak membran TBS-T ile

hazirlanan % 5’lik yagsiz stit tozu ile oda 1sinda 1 saat siire bloklandi.

12.Membran daha sonra 1:1000 oraninda diliie edilmis mTOR antikoru veya 3-aktin
( 10 ml TBS-T ile hazirlanan % 5'lik yagsiz siit tozu + 10 pl mTOR/ B-aktin antikoru)
ile +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. -aktin referans protein, kontrol olarak

kullanilmistir.

13.Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikanarak, sekonder antikorla
oda sicakliginda 2 saat % 5 oraninda siit tozu ile 1xTBST icgerisinde hazirlanan
sekonder antikor (1:2000 diltie Anti-Mouse I1gG veya Anti-Rabbit IgG) ile inkiibe

edilmistir.

14.Inkiibasyon bittikten sonra 3’er kez TBST ile yikama yapilmistir.
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15.Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikanip kemiluminisans ile 5

dakika karanlikta inkiibe edilip ardindan gortintiilendi.

16. Membran tistinde ¢ikan bantlar Image] programiyla analiz edilmistir.

9.6 istatiksel Analizler

Yapilan deney sonuglarindan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri GraphPad
Prism 5 programi kullanilarak yapilmistir. Sonuglar ortalama * SD seklinde
verilmistir. Gruplar aras1 anlamliliklar, varyans analizi yontemi tek-yonliit ANOVA ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Sonuclarin giiven araligr p<0,05 anlamh

olarak kabul edilmistir.
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10

SONUC ve ONERILER

10.1 Sitotoksisite Sonuglari

Sitotoksisiteyi belirlemek i¢in 24,48 ve 72 saat siireyle DOKS, EGCG ve RA, CHO
hiicrelerine uygulanmistir. Hiicre canlhiligini azaltan DOKS dozuna karsilik EGCG, RA
ve kombinasyonlarinin koruyucu etkilerine bakilmistir. Sitotoksisite sonuglarina

gore bulunan konsantrasyonlar Western analizinde de kullanilmis ve mTOR

proteinine bakilmistir.

10.1.1 CHO hiicrelerine DOKS uygulanmasi

DOKS 24, 48 ve 72 saat (125-2000 nM) araliginda uygulandi ve IC50 degerleri

bulunmustur.

90

70
60
50
40
30
20
10

% Canlilik

0 500 1000 1500 2000 2500
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Sekil 10.1 24, 48 ve 72 saat DOKS maruziyeti sonucunda % canlilik degerleri
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Tablo 10.1 24, 48 ve 72 saat 125-2000 nM konsantrasyon araliginda DOKS
maruziyeti yapilan CHO hiicrelerinde WST1 testi % canlilik ve standart sapma

degerleri.
Maruziyet % Canlhlik + SD
konsantrasyonu (nM) 24 saat 48 saat 72 saat
125 78,39+3,92 66,49+0,74 45,75+1,67*
250 61,12+3,83%2 52,32+2,00%2 31,40+2,17"2
500 43,58+0,41%ab 25,66+0,01%ab 10,19+0,73"ab,
1000 23,42+1,44"abc 7,93+0,30%abc 3,04+0,52%abc
2000 6,51+0,78%bcd 3 10+0,07"abcd 2,30+0,19%abc

*p<0,05 negatif kontrol ile kiyaslanmistir. 2 p<0,05, DOKS 125 nM, » p<0,005, DOKS 250 nM, < p<0,005
DOKS 500 nM ve 4p<0,005 DOKS 1000 nM ile kiyaslanmistir). (Sonuglar ii¢ calismanin ortalamasi
standart sapmasi olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gére degerlendirilmistir. Kontrol
grubu olarak fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi uygulanmistir. (Doksorubisin’e maruz birakilmayan grup
olan negatif kontrol i¢in hiicre canlilig1 %100 alinmistir). Her grup kendi zaman diliminde uygulanan
gruplarla kiyaslanmistir.

DOKS’un 24 saat maruziyetten sonra IC50 degeri 696.817 nM, 48 saat maruz
birakilinca 467 nM ve 72 saat maruz birakilinca 131.008 nM olarak bulunmustur.

Maruziyet siiresi arttik¢a hiicrelerin yarisini 6ldiiren doz miktar1 da azalmistir.

10.1.2 CHO hiicrelerine EGCG uygulanmasi

EGCG 24, 48 ve 72 saat (25-400 uM) araliginda uygulandi1 ve IC50 degerleri

bulunmustur.
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Sekil 10.2 24, 48 ve 72 saat EGCG maruziyeti sonucunda % canlilik degerleri
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Tablo 10.2 24, 48 ve 72 saat 25-400 pM konsantrasyon araliginda EGCG
maruziyeti yapilan CHO hiicrelerinde WST1 testi % canlilik ve standart sapma

degerleri
Maruziyet % Canlhilik + SD
konsantrasyonu 24 saat 48 saat 72 saat

(nM)

25 99,64+1,01 96,96+6,02 88,32+2,15

50 100,89+3,33 97,47+1,57 91,87+3,32
100 121,67+10,48 107,70+£0,89%ab 103,32+2,512
200 60,66+£0,41%abc  72,26+2,26%bc  7791+10,82%bc
400 28,95+3,71%bc  16,27+1,43%abed  12,03+2,79%abcd

* p<0,05 negatif kontrol ile kiyaslanmistir. 2 p<0,05, EGCG 25 uM, » p<0,005, EGCG 50 uM, < p<0,005
EGCG 100 uM ve 9p<0,005 EGCG 200 pM ile kiyaslanmistir). Epigallokatesin gallat uygulanmayan
grup icin hiicre canlilign %100 alinmistir. Her grup kendi zaman diliminde uygulanan gruplarla
kiyaslanmistir. Kontrol grubu olarak fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisi uygulanmistir. EGCG’'nin 24 saat
maruziyetten sonra IC50 degeri 304.980 uM, 48 saat maruz birakilinca 276.694 uM ve 72 saat maruz

birakilinca 267,511 puM olarak bulunmustur. Maruziyet stresi arttik¢a hiicrelerin yarisini 6ldiiren
IC50 degeri de azalmistir.

10.1.3 CHO hiicrelerine RA uygulanmasi

RA 24, 48 ve 72 saat (0.0625- 1 mM) araliginda uygulandi ve uygulanan yiiksek

dozlara ragmen RA’'nin hiicre canliligina olan etkisi bulunamamistir. IC50 degeri

bulunamamustir.
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Sekil 10.3 24, 48 ve 72 saat RA maruziyeti sonucunda % canlilik degerleri
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Tablo 10.3 24, 48 ve 72 saat 0.0625-1 mM konsantrasyon araliginda RA
maruziyeti yapilan CHO hticrelerinde WST1 testi % canlilik ve standart sapma

degerleri.
Maruziyet % Canlilik + SD
konsantrasyonu 24 saat 48 saat 72 saat
(mM)
0.0625 99,46+7,82 110,51+4,83 88,58+9,81
0.125 98,65+8,46 119,69+7,96* 93,26+10,15
0.25 115,38+4,42 118,84+7,21* 95,81+6,84
0.5 113,49+7,34 121,50+7,81* 94,07%5,75
1 114,30+9,72 116,13+0,83* 85,62+9,77

*p<0,05 negatif kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Rosmarinik asit'e maruz birakilmayan grup i¢in
hiicre canliligl %100 alinmistir. Kontrol grubu olarak fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi uygulanmistir. 48
saat stire ile uygulanan grupta kontrol grubuna gore hiicre canliliginda farkliliklar gorilmiistr.

10.1.4 CHO hiicrelerine DOKS, RA, EGCG ve kombinlerinin uygulanmasi
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*p<0,05 negatif kontrol grubu ve 2 p<0,05 DOKS 500nM ile kiyaslanmistir. Hiicre canlilign %100
alinmistir, negatif kontrol olarak fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi uygulanmistir. 24 saat siire ile

uygulanan grupta kontrol grubuna gore ve sadece doksorubisin 500nM uygulanan pozitif kontrol
grubuna gore hiicre canliliginda farklhiliklar gériilmiistiir.

Sekil 10.4 24 saat maruziyet sonucunda DOKS,RA,EGCG ve kombinlerinin %
canlilik degerleri
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10.2 Western Blot Analizi ile mTOR Aktivasyonunun

Degerlendirilmesi

CHO hiicreleri belirtilen dozlarda DOKS, RA ve EGCG’ye 37°C’ de, % 5 CO2 igeren
ortamda 24 saat inkiibe edilmis ve metot kisminda belirtildigi gibi Western Blot
analizi icin uygun hale getirilmistir. Bu metotla mTOR ifadesi analiz edilmistir.
Ayrica bir housekeeping gen olan B-aktin geninin ifadesi de bu yontemde ytiklenen
protein miktarlarinin denk oldugunu géstermek amaciyla kontrol proteini olarak
kullanilmistir. mTOR proteini 289 kDa agirliginda ve B-aktin proteini 42 kDa
agirhigindadir. Western Blot analizi sonucunda veriler Image ] programiyla

degerlendirilmistir.

mTOR i¢in kullanilan antikorlar

Primer Antikor:
-  mTOR Rabbit Ab (7C10) #2983 Cell sign.
- 1:1000 %5 Siit tozu in TBS-T
- +4 C, gece boyunca

ikincil Antikor:
- Antirabbit sekonder HRP #7074 Cell sign.
- 1:500 %5 Siit tozu in TBS-T
- Oda sicakligy, 2 saat

Beta-aktin i¢in kullanilan antikorlar

Primer Antikor:
- Beta aktin (8H10D10) mAB (HRP Konjug) #12262S Cell sign
- 1:1000 %5 Siit tozu in TBS-T
- +4 C, gece boyunca

ikincil Antikor:

- Amersham ECL anti-Mouse IgG, HRP-linked whole Ab
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- 1:500 %5 stit tozu in TBS-T

- Oda sicakliginda, 2 saat

10.2.1 DOKS Doz-Cevap Sonuclari
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Sekil 10.5 24 saat DOKS uygulanan CHO hiicrelerinde WB analizi ile mTOR ifade

diizeyi

250 kD
150 kD

100 kD

75 kD

50 kD

37 kD T S— — — — —

25 kD

Control
Dox 500

nm
Dox 1000

nm
Dox 2000

nm
Dox 4000

Dox 250
nm
nm

Sekil 10.6 24 saat DOKS uygulanan CHO hiicrelerinde WB analizi ile B-Aktin ifade

diizeyi
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mMTOR protein
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*p<0,05 negatif kontrol grubu ile kiyaslanmistir. 2p<0,05 DOKS 250nM, bp<0,05 DOKS 500nM,
¢p<0,05 DOKS 1000nM ve 4p<0,05 DOKS 2000nM ile kiyaslanmistir.

Sekil 10.7 mTOR protein ifadesinin mTOR/B-Aktin olarak ifade edilmesi

10.2.2 DOKS ve RA Doz-Cevap Sonuclari
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Sekil 10.8 24 saat DOKS ve RA uygulanan CHO hiicrelerinde WB analizi ile mTOR
ifade diizeyi
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Sekil 10.9 24 saat DOKS ve RA uygulanan CHO hiicrelerinde WB analizi ile B-Aktin
ifade dlizeyi
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*p<0,05 negatif kontrol grubu ile kiyaslanmistir.

Sekil 10.10 mTOR protein ifadesinin mTOR/B-Aktin olarak ifade edilmesi
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10.2.3 DOKS ve EGCG Doz-Cevap Sonuglari
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Sekil 10.11 24 saat DOKS ve EGCG uygulanan CHO hiicrelerinde WB analizi ile

mTOR ifade diizeyi
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Sekil 10.12 24 saat DOKS ve EGCG uygulanan CHO hiicrelerinde WB analizi ile 3-
Aktin ifade diizeyi
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mTOR protein
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*p<0,05 negatif kontrol grubu ile kiyaslanmistir. 2p<0,05 DOKS 500nM, bp<0,05 DOKS
500nM+EGCG25uM, <p<0,05 DOKS500nM+EGCG100uM ve ile kiyaslanmistir.

Sekil 10.13 mTOR protein ifadesinin mTOR/B-Aktin olarak ifade edilmesi

Western blot sonuglar1 degerlendirildigi zaman kontrol grubuna kiyasla DOKS'un
artan dozlarda uygulandigi zaman en yiiksek doz disinda mTOR seviyesi doza bagh
olarak azalmistir. mTOR seviyesinde gerceklesen bu azalmay1 DOKS'un olusturdugu
oksidatif stress ve serbest radikallerden kaynaklandig diisiintilmiisttr. Literatiirde
yer alan calismalar degerlendirildigi zaman oksidatif stresin mTORC1’ i diizenledigi
ve reaktif oksijen tiirlerinin mTOR sinyal yolagini inhibe ettigi belirtilmistir [126].
Orta derecede stres yogunlugunun, mTOR aktivitesini kismen baskilanmasina
neden olabilecegi ve stres-adaptasyon genlerinin indiiklenmesi ile stres tepkilerini
baslatabilecegi ayrica, yliksek yogunluklu stres mTOR'u baskilayabilecegi
belirtilmistir [127]. Son deneysel kanitlar, mTOR aktivasyonunun reaktif oksijen
tlrlerinin tiretimini arttirdigini, mTOR inhibisyonunun da seviyesini diisiirdiigiini
gostermistir [128]. mTOR'un oksidatif stress ile inhibe edildigi veya aktiflestigine
dair farkli raporlar bulunmaktadir. Bu farklilik hiicre tipine veya oksidanin tiiriine
bagh olarak degistigi diisiiniilmektedir [129]. EGCG uygulanan gruplarda mTOR
seviyesi dismistir. Bu disisin  EGCGnin pro-oksidant 06zelliginden

kaynaklandigindan diisiintilmektedir [130].

EGCG’'nin mitokondriyal membran potansiyeli kaybina, bunun da mitokondriyal

disfonksiyonun hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinde arttisina neden oldugunu
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gosteren calismalar bulunmaktadir [131]. Ayni zamanda RA uygulanan gruptada
mTOR seviyesi bu calismada diismiistiir. Bu diisiisiin RA’'nin prooksidatif etkisine

bagli oldugu diistiniilmektedir.

Sitotoksisite ¢alismalarinda DOKS ve EGCG igin IC50 degeri hesaplanirken RA i¢in
IC50 degeri hesaplanamistir. Hiicre canliligit RA uygulanan gruplarda azalma
gostermemistir. Fakat benzer arastirmanin yer aldig1 bir calismada RA i¢in 24 saat
maruz kalan CHO hiicresinde IC50 degeri 150uM olarak bulunmustur [11].Baska
calismada, EGCG, CHO hiicre hattina 24 saat siireyle 1mM EGCG uygulandiginda
hiicre canliligt %42 olarak bulunmustur [16]. Bizim ¢alismamizda 24 saat
uygulandignda IC50 304.980 pM olarak bulundu. DOKS'un 24 saat maruziyetten
sonra IC50 degeri 696.817 nM, 48 saat maruz birakilinca 467 nM ve 72 saat maruz
birakilinca 131.008 nM olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizdan farkl olarak bir
diger arastirmada DOKS 2 saat maruz birakilan CHO hiicrelerinde DOKS 3 uM higbir
sitotoksik etki olusturmadigi belirtilmistir [132].

DOKS 500nM dozu RA ve EGCG’nin koruyucu etkilerini degerlendirmek icin hemde
western blot analizinde kullanilmak tizere se¢ilmistir. Bu doz 24 saat boyunca CHO
hiicrelerine uygulanmistir. DOKS'un olusturdugu sitotoksisiteye karsi RA’nin
koruyucu etkisi EGCG’den daha fazla bulunmustur. Western blot analizinde ise
mTOR seviyesi kontrol grubuna gore azalmistir. Bunun nedeninin hiicrelerde olusan
oksidatif stres kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz. Ileri calismalarda mTOR
yolaginda yer alan diger parametrelere ve uygulanan maddelerin hiicre tizerinde
olusturdugu oksidatif stres Olgiilebilir. Ayrica, fenolik bilesiklerin giivenli
kullanimlari i¢in yararh ve toksik etkilerini dogrulamak amaciyla ileri in vitro ve in
vivo ¢alismalar yapilmalidir. Yapilan bu ¢alismada 6ncelikle RA, EGCG ve DOKS’un
tek basina ve kombinasyonlarinin 24,48,72 saat siireyle sitotoksisiteleri
arastirdlmistir.  Bu  maddeler icin daha o6nce yapilan arastirmalar
degerlendirildiginde, maksimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (IC50) farkl hiicre

hatlarinda, farkli zamanlarda uygulanmis ve yer alan ¢alismalar asagida verilmistir.

Bir ¢calismada, RA'nin glioblastoma hiicreleri tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu
(24 saat inkiibasyondan sonra IC50 degeri 290.5 uM ve 48 saat sonra IC50 171.3
uM) olarak verilmistir. 80-130 pM konsantrasyonundaki RA, hiicre

proliferasyonunu baskiladigi ve antioksidan etkiye sahip oldugunu ancak 200 uM ve
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daha yuksek RA konsantrasyonlarinin pro-oksidant etkiye sahip oldugu ve nekroz
yoluyla hiicre 6limuni baslattigr bildirilmistir [6]. Bir diger calismada RA bilesigi,
P. vulgaris L. ve Prunella grandiflora L. tirlerinden etanol ekstraktlarindan
saflastirilarak elde edilmistir. Prunella L.’ den saflastirllan RA'nin farkl kanser
hiicreleri tizerinde WST-1 yontemiyle sitotoksisite ¢alismalar1 yapilmistir. Buna
gore prostat (PC-3), pankreas (PANC-1), meme (MDA-MB 436) ve kolon (HT-29)
kanser hiicre hatlar1 ile GBM (T98G) hiicre hatlar1 ve lenf dokularinda 10-60 ng
arasinda 24 ve 48 saat stireleri ile sitotoksik doz belirleme ¢alismalar1 yapilmistir.
48 saat inkiibasyon siiresinden sonra PC3 hiicre hatti i¢in 50 ng ve diger kullanilan
hiicre hatlarinda 60 ng RA uygulamasinin antiproliferatif etki gosterdigi bildirilmis
ve saglikli hiicre hatlarinda RA'nin sitotoksik etkisi gozlenmemistir [7]. Benzer bir
calismada dort farkli insan kanser hiicre hattinda in vitro olarak RA’nin
sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Insan serviks adenokarsinomu HeLa hiicreleri,
insan melanomu FemX hiicreleri, insan kronik miyeloid 16semi K562 hiicreleri ve
insan yumurtalik SKOV3 hiicreleri kullanilmistir. IC50 (pg/ml) degerleri HeLa
hiicreleri i¢in 41.29+1.28, FemX hiicre hatti1 icin 53.24+3.24, K562 hiicrelerinde
29.51+£0.72 ve SKOV3 hiicre hattinda da 59.24+1.06 olarak bulunmustur [8].
Tiirkiye’de yapilan arastirmada tg¢ farkli bodlgeden Rosmarinus officinalis
toplanmistir. Yapraklarindan hem metanolik hem de stiperkritik CO2 ekstraksiyonu
ile alt1 farkl ekstrakt ayrica aktif bilesik olan karnosik asit ve RA ¢esitli insan kanser
hiicre hatlarina uygulanmistir. Ekstraktlar ve aktif bilesik RA, NCI-H82 (insan, kii¢iik
hiicreli akciger karsinomu), DU-145 (insan, prostat karsinomu), Hep- 3B (insan,
siyah, karaciger karsinomu, hepatoselliiler), K-562 (insan kronik miyeloid 16semi),
MCF-7 (insan meme adenokarsinomu), PC-3 (insan prostat adenokarsinomu) ve
MDA-MB-231 (insan, meme adenokarsinomu) MTT deneyi ile sitotoksisite deneyi
yapilmistir. Hiicre 6limi ag¢isindan sitotoksik etkiler PC-3,DU-145, Hep-3B,MCF-7,
K-562 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 6,25 ila 100 pg/ml araliginda degisen

dozlarda 48 saat siire uygulanmistir.

RA, 50 pg/ml konsantrasyonunda % 98 ile 205 arasinda degisen degerlerde hiicre
canlihigl gostermis neredeyse hi¢ inhibitor etki gostermemistir. RA, K-562
hiicrelerinde en ytiksek etkiye sahip olarak goriilmiistiir. En yliksek konsantrasyon
olan 139uM (50 pg /ml)’de %205 hiicre canlilig1 sergilemistir. Diger test edilen

hemen hemen tiim hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite yerine proliferatif etki
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gostermistir [9]. Benzer sekilde RA'nin, insan l6semi hiicrelerinde hiicre canliligl
lizerinde ¢ok az etki gosterdigini de bagka arastirmacilar tarafindan bildirilmistir

[10].

RA’nin sitotoksisitesi 0-400 uM doz araliginda 24 saat maruziyet ile saglikl hiicre
hatt1 Cin hamster overi hiicreleri (CHO) ve tiimor hiicre hatlarinda, insan meme
kanseri hiicreleri (BT-474) ve HeLa kullanilarak nétral kirmizi alim yontemi ile
belirlenmistir. Bu c¢alismanin sonucunda, RA'nin CHO hiicre hattinda, 6nemli
sitotoksik etkileri oldugu goriilmiistiir. Ancak HeLa ve BT-474 kanser hiicrelerinde,
bu bilesigin farkli 6zellik gostererek bu hiicrelerde sitotoksik olmadiklar
gorilmiistiir. RA i¢cin CHO hiicresinde IC50 degeri 150uM olarak, HeLa ve BT-474
hiicre hatlarinda IC50 degeri bulunamamistir [11].

EGCG'nin sitotoksitesini degerlendirmek ic¢in literatiirde yer alan g¢alismalardan
birinde kullanilan hiicre hatlar, ilk olarak ¢ay alimina maruz kalan insan agiz
boslugu dokular1 oldugu diistiniilerek bu dokular1 olusturan hiicreler kullanilmistir.
Bunun ig¢in, dil karsinomu hiicresi CAL27, damak karsinomu hiicresi HSC-2, S-G dis
eti epitel hiicresi, HSG1, tiikiiriik bezi karsinom hiicresi, HGF-1 normal jinjival
fibroblasti, GN56, normal jinjival fibroblasti olmak tlizere 6 farkli hiicre hatti
kullanilmistir. 72 saat EGCG (0-300 uM konsantrasyon) maruziyetinden sonra LC50
degerleri bulunmustur. CAL27’de 45+0.8 uM, HSC-2’de 78+5.6 uM, S-G icin 80+4.9
uM, HSG1 i¢cin 109+5.7 uM, HGF-1'de 246+17.9 uM ve GN56i¢in 171£15.6 uM olarak
bulunmustur. 24 saat maruziyette CAL27 0.18+0.02 mM, HSG1

0.42+0.03 mM, GN56 0.44£0.05 mM olmak tizere LC50 bulunmustur
[12]. Bagka bir ¢alismada, insan kolorektal karsinoma (HT-29) hiicreleri, EGCG'nin
anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkilerini incelemek i¢cin EGCG uygulanmistir. 36
saatlik maruziyetten sonra EGCG'nin LC50 konsantrasyonu 100 pM olarak

bulunmustur [13].

EGCG'nin HCT116 kolorektal ve HepG2 hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinin
biiyiimesini 6nleme kabiliyeti MTT deneyi ile degerlendirilmistir. MTT deneyinde,
EGCG'nin HCT116 hiicre hattinda LC50 degeri 24 saat sonra 71.3, 72 saatlik
maruziyetten sonra LC50 degeri 46.7 uM olarak bulunmustur. HepG2 hiicresinde
IC50 degeri 24 saat sonra 196.4, 72 saatlik maruziyetten sonra IC50 degeri 141.6

uM olarak bulunmustur [14]. EGCG tarafindan konsantrasyona baglh biiylime
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inhibisyonu MTT analizi ile degerlendirilmistir. insan kolon adenokarsinomu (HT-
29) ve insan meme adenokarsinomu (MCF-7) hiicre hatlar1 kullanilmistir. 48 saat
maruziyetten sonra LC50 degerleri, MCF-7 hiicreleri i¢in 11.2 + 1.4 pM, HT-29
hiicreleri i¢in 136.3 = 2.1 pM bulunmustur. MTT sonuglar;, EGCG'nin, MC-7
hiicrelerinde HT-29 hiicrelerine kiyasla anlamli derecede daha yiiksek
sitotoksisiteye neden oldugunu gostermistir [15]. EGCG, saglikli CHO hiicre hattina
24 saat sireyle 1mM EGCG uygulandiginda hiicre canlihigi %42, 0.5mM EGCG

uygulandiginda hiicre canlilig1 %72 olarak bulunmustur [16].

DOKS sitotoksik etkisi olan bir antikanser ilactir. Bu yiizden yapilan c¢alismalar
kanser hiicre hatlarnn iizerinde gergeklestirilmistir. MCF-7 hiicre hattinda
gerceklestirilen bir c¢alismada DOKS’un sitotoksik etkisinin saptanmasi
amaglanmistir. 72 saat uygulanan dozlar arasinda 1.84uM dozunda hiicre canlilig
%50’nin altina dismustir [17]. Diger bir c¢alismada DOKS’un sitotoksisitesi
pankreas kanser hiicrelerinde 48, 72, 96, ve 120 saat maruz birakilarak
arastirllmistir. IC50 degeri sirasiyla 2.2, 0.4, 0.28, and 0.22uM olarak bulunmustur.
Hiicreler DOKS ile inkiibasyon siiresi arttikca hiicrelerde olusan hasar artmistir
[18]. DOKS’a duyarli insan promyelotic HL60 ve HL60 / MX2 hiicrelerinde yapildu.
Topoizomeraz Il aktivitesi hiicrelerde degistirilmistir. HL60 ve dayanikli HL60 /
MX2 hiicrelerinde MTT testi ile 72 saat DOKS uygulandiktan sonra IC50 degerleri
hesaplanmistir. HL60 hiicre hattinda IC50 degeri 9.4nM, HL60 / MX2 hiicrelerinde
1823nM olarak bulunmustur [19].

Kanserde 6nemli oldugu saptanan sinyal iletim yollar1 arasinda PI3K/AKT kinaz
(Fosfatidilinositol 3-kinaz/Akt) yolu, protein kinaz C ailesi (PKC) ve mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK) ailesi sinyalizasyon zincirleri yer almaktadir. PI3K/AKT

sinyal yolag1 insan kanser tiirlerinin gelisiminde aktive olmaktadir.

PI3K yolag bir ¢ok bliyiime faktorti ile tetiklenmektedir 6zellikle epidermal biiytime
faktori bunlardan birini olusturmaktadir. Ayrica, ¢ok sayida 6nemli sinyal yolagi
bilesenlerinin aktif hale gelmesini saglamaktadir. Bu bilesenlerden Rapamisin
protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR), PI3K ile iligkili protein kinaz ailesine
ait bir serin/treonin kinazdir. mTOR hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve
metabolizmasi olmak tiizere bir dizi hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde ve

homeostazin saglanmasinda rolt oldukga buiytkttr. PI3K/AKT/mTOR yolagy, hiicre
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canliligl ve tlimor hiicrelerinde proliferasyonun desteklenmesinde énemli bir rol
oynar ve yuksek PI3K seviyesi, kanser acisindan belirleyicidir. mTOR proteininin
mTORC1 ve mTORC2 olmak tizere iki tipi vardir. Bunlardan mTORC1, hiicre
biiyiimesinde PI3K/AKT sinyalleri veya diger yolaklardan gelen sinyaller ile aktive
edilebilen o6nemli bir yolaktir. PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi hiicre
transformasyonunda, DNA tamirinde, apoptozun o©nlenmesinde, hiicre
proliferasyonunda ve ¢oklu ila¢ direncinde yer alan proteinlerin ekspresyonunu
arttirmaktadir. Molekiiler mekanizmalarda rolii olmas1 nedeniyle sadece kanser
gelisimiyle degil ayni zamanda tedavisinde de 6nemli bir rol oynamaktadir.
EGCG’nin bir¢ok kanser hiicre hatt1 lizerinde ila¢ direncini azalttifi ve mTOR ve
PI3K’y1 inhibe edici o6zellige sahip oldugu gosterilmistir [20]. Yapilan bir
arastirmada, EGCG’'nin, hem PI3K hem de mTOR yolaginin inhibitéri oldugunu
bildirilmistir [21]. EGCG'nin kolon Kkanseri hiicrelerinde antineoplastik etki
gosterdigi ve bu etkinin, mTOR ve Akt'nin baskilanmasina paralel olarak AMPK'nin
aktivasyonuna bagh oldugu bildirilmistir. AMPK araciligiyla gerceklesen mTOR
inhibisyonu EGCG'nin antikanser aktivitesinde 6nemli rol oynadig1 sonucuna
varilmistir [22]. Insan kolorektal hiicre hattinda yapilan arastirmada, RA,
MAPK/ERK yolagiyla apoptozu indiikledigi ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir [23]. MAPK/ERK yolag1 dolayli olarak mTOR’u etkilemektedir.
Biberiye ekstresinde gerceklestirilen arastirmada, ekstrenin akciger kanseri
hiicrelerinde =~ Akt/mTOR  seviyelerini 6nemli Olglide azaltarak hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu arttirarak akciger kanserinde belirgin

antitimor ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir [24].

Yapilan bir arastirmada, HepG2 karaciger kanser hiicre hattinda PI3K/Akt
sinyalinin DOKS tarafindan aktivasyonunun ve bunun EGCG tarafindan inhibe
edildigi gosterilmistir [25]. Bu ¢alismada yer alan mekanizmalarin tam olarak
aydinlatilmasi i¢in kanser hiicre hatlar kullanilarak ve cesitli in vitro ve in vivo

deneylerin yapilmasi planlanmaktadir.
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