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OZET

Burus, A. Klorofilinin Meme Kanseri Kaynakh Metastaz Uzerine Etkilerinin
incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programi
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Kemoterapik ajanlara karsi ilag direnci gelismesi,
meme kanseri tedavisinde basariyi distren ana nedenlerden birisidir. Cesitli kanser
hiicre hatlarinda, Glutatyon S-transferaz enzim ailesine ait Glutatyon S-transferaz
P1’in ekspresyon dlizeylerinin arttigi ve kemoterapiye karsi ilag direnci gelisiminde rol
oynadigl bildirilmektedir. Antioksidan klorofilinin, GSTP1 Ulzerinde inhibisyon etkisi
oldugu bilinmektedir. Meme kanseri tedavisinde basariyl disliren ve mortaliteye
sebep olan diger ana etmen, ozellikle ¢li negatif meme kanserlerinde uzak doku
metastazi gortlmesidir. Bu c¢alismada, antioksidan ve GSTP1 inhibitéri olan
klorofilinin, Ugli negatif meme kanseri metastazi lzerindeki etkisinin aragtiriimasi
hedeflenmistir. Bu amac¢ dogrultusunda, 4T1 meme kanseri hiicre hattinda ve
olusturulan meme kanseri hayvan modelinde, kanser ilaci olan dosetaksel ve/veya
klorofilinin etkinligi in vivo/in vitro olarak arastirildi. Bunun igin, klorofilinin ve
dosetakselin hem tekli olarak hem de kombine uygulanmasinin 4T1 hiicre hattinda
hiicre canlihgi, hiicre donglisii ve hiicre migrasyonu lizerine etkileri arastirildi. Hiicre
ve doku lizatlarinda MMP-9 ekspresyonu, total jelatinaz aktivitesi arastirildi. Karaciger
doku lizatlarinda total GST aktivitesi ve glutatyon diizeyleri arastirildi. Karaciger doku
kesitlerinde mikrometastazlar arastirildi. Sonug olarak; klorofilin ve dosetakselin
birlikte uygulanmasinin migrasyonu in vitro olarak 6nemli dlglide inhibe ettigi tespit
edildi (p<0,01). Klorofilinin tekli uygulanmasinin dokularda MMP-9 ekspresyonunu
onemli dlglide azalttigl, dosetaksel ile birlikte uygulandiginda bu etkinin daha yiksek
diizeylerde oldugu gozlemlendi (p<0,05). Kombine tedavi uygulanan grupta, in vivo
analiz edilen toplam jelatinaz aktivitesinde de anlaml bir azalma gozlemlendi
(p<0,01). Klorofilin bilesigi uygulanan grupta in vivo olarak total glutatyon (GSH)
dizeylerinin arttigi, Glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktivitesinin azaldig tespit
edildi (p<0,05). Kombine tedavi uygulanan grupta karaciger dokularindaki
mikrometastatik lezyonlarin azaldigi bulundu. Calismanin sonucunda, klorofilin ve
dosetakselin birlikte uygulanmasinin metastazdaki ana stlireclerden olan migrasyon
ve jelatinaz enzim ekspresyonu/aktivitesi ile karakterize olan invazyon basamagini
inhibe ettigi, dolayisiyla metastatik sireclerin kontroliinde potansiyel bir role sahip
olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Metastaz, Meme Kanseri, Klorofilin, Glutatyon S-
transferaz, 4T1 hiicre hatti

Destekleyen Kuruluslar: H.U. B.A.P. Proje No: THD-2021-19458
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ABSTRACT

Burus, A. Investigation of the Effects of Chlorophyllin on Breast Cancer-Induced
Metastasis, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Biochemistry
Programme Master Thesis, Ankara 2022. The development of drug resistance
against chemotherapeutic agents is one of the main reasons for reducing the success
of breast cancer treatment. It has been reported that the expression levels of
Glutathione S-transferase P1, which belongs to the Glutathione S-transferase family
of enzymes, increase in various cancer cell lines, and play a role in the development
of drug resistance against chemotherapy. The antioxidant chlorophyllin is known to
have an inhibitory effect on GSTP1. The other main factor that reduces the success
of breast cancer treatment and leads mortality is distant tissue metastasis, especially
in triple negative breast cancers. In this study, it is aimed to investigate the effect of
chlorophyllin, an antioxidant and GSTP1 inhibitor, on triple negative breast cancer
metastasis. For this purpose, the effect of the cancer drug docetaxel and/or
chlorophyllin was investigated in vivo/in vitro in 4T1 breast cancer cell line and breast
cancer animal model. For this purpose, the effects of both single and combined
administration of chlorophyllin and docetaxel on cell viability, cell cycle and cell
migration in 4T1 cell line were investigated. MMP-9 expression and total gelatinase
activity were investigated in cell and tissue lysates. Total GST activity and glutathione
levels were investigated in liver tissue lysates. Micrometastases were investigated in
liver tissue sections. As a result, it was determined that the co-administration of
chlorophyllin and docetaxel significantly inhibited cell migration in vitro (p<0.01). It
was observed that the single application of chlorophyll significantly reduced the
expression of MMP-9 in the tissues, and this effect was observed at higher levels
when applied together with docetaxel (p<0.05). In the combined treatment group, a
significant decrease was observed in the total gelatinase activity in vivo (p<0.01). It
was determined that in vivo total glutathione (GSH) levels increased, and Glutathione
S-transferase (GST) enzyme activity decreased in the chlorophyllin group (p<0.05). It
was found that the micrometastatic lesions in the liver tissues were reduced in the
combined treatment group. As a result of the study, it was concluded that the co-
administration of chlorophyllin and docetaxel inhibited the migration step, which is
one of the main processes in metastasis, and the invasion step, which is characterized
by gelatinase enzyme expression/activity, and therefore may have a potential role in
the control of metastatic processes.

Keywords: Antioxidant, Metastasis, Breast Cancer, Chlorophyllin, Glutathione S- -
transferase, 4T1 cell line

Supporting Organizations: H.U. Scientific Research and Projects Coordination Unit,

Project No: THD-2021-19458
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1. GiRiS

Meme kanseri kadinlar arasinda goriilme sikligi ve mortalite orani en yliksek
seyreden kanser tlrudir ve insidansi giderek artis gostermektedir (3). Meme
kanserinin tedavisinde, hastaligin alt tiplerine gore farkli tedavi segenekleri
uygulanabilmektedir ve bu kanser alt tipleri arasinda reseptor duyarhhg olmayan
Ucli negatif (ER, PR ve HER2 negatif) meme kanseri; heterojenitesi, agresif olusu ve
tedavi segeneklerinin eksikligi nedeni ile en 6limcil olanidir (4). Hormonal tedavi
veya HER2'yi hedefleyen ilag tedavilerine yanit vermedigi igin ana ve tek tedavi olarak
kemoterapi yontemi uygulanmaktadir (5, 6). Ancak kemoterapiye karsi ila¢ direnci
gelismesi, meme kanseri tedavisinde bu basarisizligin ana nedenlerinden birisidir.
Cesitli kanser hiicre hatlarinda, Glutatyon S-transferaz enzim ailesine ait Glutatyon S-
transferaz P1 (GSTP1) enzim izoziminin ekspresyon diizeylerinin artarak,

kemoterapiye karsi ilag direnci gelisiminde rol oynadigi rapor edilmektedir (6, 7).

Meme kanseri tedavisinde, ilag direnci gelismesi ve tumorlerin tekrar
niiksetmesinin yaninda basariyl distren ve mortaliteye sebep olan bir diger ana
etmen ise, Ozellikle Ugli negatif meme kanserlerininin uzak dokulara metastaz
yapabilme yetenegidir (8). Metastaz, kanser hiicrelerinde migrasyonu ve invazyonu
da icine alan cok basamakli bir biyolojik sirectir. Bu sirecin gerceklesmesi,
ekstraselliler matriksin (ESM) yikimini  gerektirmektedir. ESM’nin proteolitik
yikimindan matriks metalloproteinaz (MMP) enzimlerinin sorumlu oldugu ve bu
MMP’lerin ¢esitli timor dokularinda yilksek oranlarda eksprese edilmesine bagli

olarak invazyon ve de metastazda rol aldiklari rapor edilmektedir (9).

Uclii negatif meme kanserinde yiiksek mortalite gézlemlenmesi ve insidansin
giderek artmasi, hastaligl global bir problem haline getirmektedir. Mevcut tedavi
yontemlerinin kisitli olusu ve basari oranlarinin disiik olmasi nedeniyle, giinlimizde
meme kanseri tedavisine yonelik calismalar olduk¢ca 6nem arzetmektedir. Bu
baglamda bir ¢ok in vivo ve in vitro kanser modelleriyle calismalar ylritilmekte ve
kombine terapi yontemleri de dahil olmak Uzere yeni terapotik yaklasimlar

gelistirilebilmesi icin arastirmalar devam etmektedir. Bu nosyon kapsaminda yapilan



calismalardan bir kismi 6zellikle bitkisel kaynakli fitokimyasallardan bazilarinin
antitimorel etki géstermesi ve antioksidan ozellikleriyle kemotéropik ajanlarin
sitotoksik yan etkilerine karsi koruyucu olmasi nedeniyle kanser tedavisinde énemli

bir faktor olabileceklerini gostermektedir (10, 11).

Antioksidan bir bilesik olan klorofilinin, grubumuz tarafindan yapilan 6nceki
calismalarda ilag direncinde rol olan GSTP1 enziminin inhibisyonuna neden oldugu
gosterilmistir (12). Dolayisi ile klorofilinin kemoterapik tedavi etkinligini potansiyel

olarak arttirabilmesi s6z konusudur (13, 14).

Tum bunlar gbéz 6niine alindiginda, bu calismada hem antioksidan hem de
GSTP1 inhibitoru 6zelligi gosteren klorofilinin, tcli negatif meme kanseri metastazi
Uzerindeki etkisinin arastirilmasi amaclandi. Bu amac¢ dogrultusunda, kanser
tedavisine direncli, G¢lu (ER, PR, HER2) negatif metastatik 4T1 meme kanseri hiicre
hattinda ve olusturulan meme kanseri hayvan modelinde, kanser ilaci olan dosetaksel
ve/veya klorofilinin etkinligi in vivo/in vitro olarak arastiriimak istendi. Klorofilinin ve
dosetakselin hem tekli olarak hem de kombine olarak uygulanmasi sonucunda 4T1
hiicre hattinda, hiicre canliig, hiicre doéngist, hilicre migrasyonu, MMP-9
ekspresyonu, total jelatinaz aktivitesi, total GST aktivitesi, glutatyon dizeyleri ve
karaciger dokusunda olusan mikrometastazlar arastirildi ve degerlendirildi. Sonug
olarak; dosetaksel, klorofilin ve klorofilinin dosetaksel ilaci ile birlikte uygulanmasinin,
meme kanseri kaynakli metastaz ve iliskili siregler tizerinde etkileri in vivo ve in vitro

olarak ortaya koyuldu.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda en yaygin olarak goérilen kanser tiiridar ve her yil
yeni kanser teshislerinin %10’undan fazlasini olusturmaktadir. Ayrica diinyada
kadinlar arasinda kanser oliimlerin ikinci en yaygin nedenidir ve insidansi giderek
artmaktadir (15, 16). Buna ek olarak meme kanserinde tiimorlerin lenfatik ve
hematolojik olarak yayillma egilimi gdstermesi uzak doku metastazina ve kot
prognoza yol agcmaktadir (15). Dolayisiyla, hem insidansinin hem de mortalite
oranlarinin yiksek olmasindan 6tlrl, meme kanserine yonelik tedavi yéntemlerinin
gelistirilmesi ve mevcut tedavilerin etkinliginin arttirilmasi 6nem énem arzetmektedir

ve bu alanda bir ¢cok calisma yuratilmektedir.
2.1.1. Meme Kanseri Alt Tipleri

Meme kanseri molekiler olarak cesitli alt gruplara ayrilabilmektedir. Bu
molekiler siniflandirmalar yapilirken ¢esitli hiicresel belirtegler baz alinmaktadir.
Ornegin hormon reseptérleri, biiyiime faktorleri reseptérleri, hiicre déngisiinde
gorev alan bilesenler, yliksek oranda aktivite olmus hiicre sinyal yolaklari veya
hiicrenin biylimesinde rol alan elemanlar, meme kanseri alt tiplerini belirlemekte
kullanilmaktadir (17, 18). Tim bu faktorler goz 6niine alindiginda meme kanseri dort
ana gruba ayrilabilir ve bunlar luminal A, luminal B, insan epidermal biiyiime faktorii
reseptori 2 (HER2) pozitif ve bazal benzeri meme kanserleridir. Bu gruplarin hangi

belirtecleri icerdigi Tablo 2.1.”de gosterilmektedir (18, 19).

Tablo 2. 1. Meme kanserinde alt tipler

Meme Kanserine Ostrojen Progestron insan Epidermal
Ait Alt Tipler Reseptorii (ER) Reseptorii (PR) Biiyiime Faktori
Reseptorii (HER2)
Luminal A + +/- -
Luminal B + +/- +
HER2 - - +

Bazal Benzeri - - -




2.1.2 Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanseri heterojen bir hastalik oldugu ve farkh molekdler alt gruplar
icerdigi icin, bu alt gruplara yonelik farkh tedavi segimleri uygulanmaktadir. Cerrahi
operasyon, kemoterapi, radyoterapi ve hormonal tedaviler baslica tedavi
yaklasimlarini olusturmaktadir (Sekil 2.1) (20). Ancak tlimorin lokasyonu, boyutu,
metastaz gerceklestirip gerceklestirmemesi, menapoz durumu, hastanin yasi, lenf
nodlarinin boyutu, kanserin hangi evrede oldugu ve hastanin genel saglik profili gibi

faktorler tedavi segenegini belirlemede rol oynayici faktorlerdir (21, 22).

Bu alt gruplar arasinda Luminal A; ER+, PR+, HER2- oldugu icin tedavisinde
genellikle hormon tedavi yodntemi uygulanmaktadir. Diger alt gruplarla
kiyaslandiginda timor niksetme oraninin disik oldugu ve daha iyi prognoz
sergiledigi gorlilmektedir (23). HER2 pozitif olan alt gruplar da ise HER2 blokdrleri
tedavide kullanilabilmektedir. Ancak bazal benzeri meme kanseri alt grubu
incelendiginde ise ER, PR ve HER2 reseptorleri negatiflik gostermektedir ve bu yilizden
Ucli negatif meme kanseri olarak da adlandiriimaktadir. Dolayisiyla bu hasta
grubunda (g reseptoriin ayni anda yokluguna bagl olarak, hormon tedavisine yanit
alinamamaktadir. Tim bu alt gruplar arasinda tedaviye direngli, agresif ve oldukga
metastatik olusu nedeniyle Ucli negatif meme kanseri, en yiiksek mortalite orani ve
kotli prognoza sahip olan kanser grubu olarak yerini almaktadir (24). Alternatif
tedavilerin yokluguna bagl olarak, basta dosetaksel olmak (zere taksan sinifi
bilesikleri de iceren kemoterapi yontemi hala ana tedavi olarak mevcudiyetini
sirdirse de bu tedavide basari oranlari oldukca dusliktiir. Dahasi, metastaz

gelisiminden itibaren hayatta kalim ortalamalari nadiren bir yili asabilmektedir (24).

5 STANDART TEDAViI SECENEGI

LOKAL SISTEMIK

VOVD®

Cerrahi Hormon Hedefe Yonellk
| Operasyon Radyoterale | Terapisi Kemoterapi Terapi

Sekil 2. 1. Meme kanserinde uygulanan 5 standart tedavi secenegi



2.1.3. Meme Kanseri Tedavisinde Basariyi Diisiiren Faktérler

Meme kanserinde cerrahi islem uygulanarak timor iceren doku ve organlarin
elimine edilmesi amaglanmaktadir. Ancak cerrahi rezeksiyonundan sonra dahi kanser
hiicrelerinin niiksetmesi s6z konusu olabilmektedir. Uclii negatif meme kanseri ele
alindiginda, oldukga agresif bir klinik davranigi oldugu gorilmektedir. Siklikla gérilen
lokal relapslarin yani sira uzak doku metastazi mortaliteden sorumlu baslica
faktorlerden birisidir (25). Kemoterapi yontemi ise, belirli organ ve dokularda yer alan
kanser hiicrelerinin blyumesini 6nlemek ve kanser hicrelerini 6ldirmeyi
amaclamaktadir ancak bu ilaglar toksik etkilerinin yiiksek olmasi sebebiyle, saglikli
hiicrelere de zarar vererek cesitli yan etkilere de neden olabilmektedirler (26).
Dolayisiyla saglikli hiicreler lzerine olan bu yan etkilerin azaltilmasi ve hedef kanser
hiicrelerine yonelik etkinin arttirilmasi icin arastirmalar devam etmekte ve bir ¢ok

aday bilesik test edilmektedir.

Mevcut kemoterapi yonteminde basari disikliginin en bilytk etkilerinden
birisi de kemoterapik ajanlara karsi ilag direnci gelisiminin gézlemlenmesidir (27).
Ozellikle Gi¢lii negatif meme kanserleri diisiintildiigiinde, kemoterapiye karsi gelisen
direng ve diger tedavi yontemlerinin kisitlilig nedeniyle givenli ve etkili bir tedavi
yaklagimina acilen ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan calismalarda, detoksifikasyon
sirecinden sorumlu olan Glutatyon S-transferaz enziminin, antikanser ilaglara karsi

direnc gelisiminde de rol oynadigi rapor edilmektedir (5, 28).
2.2. Glutatyon S-Transferaz Enzimleri

insan glutatyon S-transferazlari (GST'ler), konjugasyon reaksiyonlarinda
glutatyon (GSH) kullanan detoksifikasyon enzim ailesidir. Cesitli toksik elektrofilik
veya hidrofobik bilesikleri substrat olarak kullanabilirler ve bu bilesiklerin glutatyon
ile konjugasyon tepkimesini gerceklestirerek safra veya idrarla daha kolay bir sekilde
atilabilen daha az toksik bilesenlere donmelerinde rol alirlar (29). GSTlerin

katalizledigi konjugasyon tepkimesi Sekil 2.2.’de gdsterilmektedir.
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Sekil 2.2. Glutatyon S-transferaz (GST) enzimleri tarafindan katalizlenen

konjugasyon tepkimesi (30, 31).

GST’ler dimerik yapiya sahip enzimlerdir ve alt linitelerinde 2 ¢esit fonksiyonel
bolge bulunmaktadir. G bolgesi glutatyonun baglanma bdlgesini icerirken, H bolgesi
ise hidrofilik yapida olan ve cgesitli elektrofilik maddeleri baglayan bélgedir. H
bolgesindeki aminoasitlerin dizilisinin gesitlilik gostermesi, GST izozimlerinin
olusmasinda ve dolayisiyla hedef stbstratin degismesinde rol oynamaktadir (31).
Sitozolik, mikrozomal ya da mitokondriyal GST alt aileleri bulunmaktadir ve bu
gruplarin arasinda sitozolik GST’ler alfa (a), pi (1t), mi (u), sigma (o), zeta (), teta (8),

ve omega (w) olmak tzere yedi farkli izozim icermektedir (31, 32).

Son 20 yilda yapilan calismalar, GSTP1 izoziminin cesitli kanser hiicrelerinde
ekspresyonunun arttigini gostermekte ve bu anormal GSTP1 ekspresyon artisi
timorlerde kemoterapik ilaclara karsi direncg gelismesi ile iliskilendirilmektedir (31).
Bu nosyonun ardinda yatan biyokimyasal mekanizma, kanser hiicrelerinde artmis
GSTP1 aktivitesinin, kanser ilaclarinin hizli bir sekilde detoksifiye edilmesine neden

olmasi ve bu ilaglarin istenilen etkinlige ulasmasina engel olmasidir (33).

Tim bu calismalarin ardindan; GST enziminin sadece metabolizmada rol

almadigl ayni zamanda timor biyolojisinde de énemli bir islevi oldugu anlasgiimistir.



Bu kesfin ardindan GST inhibitorleri antikanser ilag direncini elimine etmek adina, anti
kanser ilag kesfi calismalarinda yerini almaya baslamistir ve bir cok GST inhibitori
gelistirilmistir. Calisma grubumuz tarafindan yapilan 6nceki ¢calismalarda, antioksidan
bir bilesik olan klorofilinin de ila¢ direncinde rol olan GSTP1 enziminin inhibisyonuna
neden oldugu gosterilmistir (12). Dolayisi ile klorofilinin kemoterapik tedavi etkinligini

potansiyel olarak arttirabilmesi s6z konusudur (13, 14).
2.3. Klorofilin

Klorofil, bitkilere yesil rengi veren dogal bir pigmenttir. Bitkiler ve bazi algler,
fotosentez siireci icin 15181 yakalamak icin klorofil kullanir. Klorofilin ise, klorofilden
turetilen sodyum-bakir tuzlarinin suda ¢éztnur bir karisimidir (Sekil 2.3) (34). Gida
katki maddesi olarak da kullanilan klorofilin ayni zamanda yara iyilestirici 6zellige

sahiptir ve tip ile beslenme alanlarinda kullanimi yaygindir.

COONa

COONa

COONa

Sekil 2.3. Klorofilinin yapisi (1).

Literatlrde klorofilini, antioksidan potansiyeli acisindan inceleyen bir ¢ok
calisma yer almaktadir (35, 36). Buna ek olarak klorofilinin; antigenotoksik,
antimutajenik, ve antikanserojenik oldugunu gosteren calismalar da bulunmaktadir.
Klorofilinin antikanserojenik 6zelliklerini; sigaradan kaynaklanan serbest radikallerin,
islenmis ve 1zgaralanmis gidalardan kaynakli olusan heterosiklik aminlerin ve 6zellikle

aflatoksin-B1’in neden oldugu hasari bloke ederek gosterdigi belirtilmektedir (37).



Lawrence ve arkadaglari yaptiklari bir galismada; klorofilinin meme kanserinde,
mitojen ile aktive edilmis bir protein kinaz ailesini deaktive ederek hiicre dongisiini
baskiladigini ve apoptozu indikledigini gostermistir (38). Dolayisiyla klorofilinin,
ozellikle meme kanserinde umut vadedici bir antikarsinojen olabilecegi
vurgulanmigtir (39). Klorofilinin tiim bu 6zelliklerine ek olarak GSTP1 inhibitora olarak

da rol oynadigi grubumuz tarafindan gosterilmistir (12).
2.4. Metastaz

Metastaz kanser mortalitesinden sorumlu primer nedendir. Birincil
timorlerin metastatik olarak yayilim gostermesi, solid tiimorlere bagh hasta

kayiplarinin %90’indan fazlasini olusturmaktadir (40).

Metastaz, tanim olarak kanser hiicrelerinin primer timoér bodlgesinden
ayrilarak, baska bir bolgede ikincil timor olusturmasi olarak bilinmektedir ve hiicre
migrasyonu ile invazyonunu gerektiren ¢ok basamakli, komplike bir biyolojik sliregtir.

Metastatik stireg Sekil 2.4.’te 6zetlenerek sematize edilmistir.

Primer Timor ikincil Bélgede Mikrometastazlarin

Olusumu ve Proliferasyon

Hiicrelerin
Ayrilmasi
e

OIOR, ’o :j_‘ofo
't\a ")}"" ."I‘“s‘}’;."’:
SO0000

Ekstravazasyon

Sekil 2.4. Metastatik stirecin basamaklari (2).



Primer timor dokusundaki malign kanser hiicrelerinin  metastaz
gerceklestirebilmesi icin gerekli olan biyolojik basamaklar su sekildedir: Oncelikle
epitelyal hicrelerin kimligini kaybederek mezankimal fenotip kazandigl epitelyal
mezankimal donldsim (EMT) adimi gerceklesmektedir. Bu degisiklik, hicrelerin
hareketlilik kazanmasina ve birincil bolgeden gbo¢ etmesine olanak saglar (41).
Ardindan hiicrelerin adezyon ile iliskili 6zelliklerinin farklilasmasi sonucu kanser
hlcrelerinin  timoérden ayrilmasi s6éz konusudur. Bodylece lokal invazyonlar
gerceklesmektedir ve hiicre migrasyonu goriilmektedir. Sonrasinda anjiyogenez ve
vaskiler alana intravazasyon gerceklesmektedir. Bu esnada kanser hicrelerinin
dolasimdayken immin sistemden kacmasi ve hayatta kalmasi gerekmektedir. Bu
sureci ekstravazasyon ile damar disina ¢ikan kanser hicrelerinin sekonder bélgeye
yerlestikten sonra mikrometastazlar olusturmasi takip eder. Ardindan proliferasyon
ile tekrar timor blylUmesi gercekleserek maktometastazlar olusur ve sekonder

timorler meydana gelmis olur (2).

Tumor hiicreleri metastaz yaptiginda, yeni olusan bu ikincil tiimorler original
timordekilere benzer. Bu durum, meme kanserinin karacigere metastaz yapmasi
durumunda, ikincil timoérin anormal karaciger hiicrelerinden degil, anormal meme
hiicrelerinden olustugu anlamina gelir. Dolayisiyla karacigerdeki bu timor, karaciger

kanseri degil metastatik meme kanseri olarak isimlendirilir.

Meme kanserinin mortalitesinde etkin rol oynayan faktor de, yaygin olarak
uzak doku metastazi gorilmesidir. Metastatik meme kanserinde tedavinin amaci
yasam siresini uzatmak ve semptomlari iyilestirmektir. Diger meme kanseri alt
gruplari icin genel sag kalim 5 yil iken, metastatik Gg¢ll negatif meme kanseri igin ise
bu siire ortalama 1 yildir (21). Metastatik stirecte yer alan basamaklardan birinin bile
tamamlanamamasi metastazi engellemektedir (42). Bu baglamda, ekstraseliler
matriksin proteolitik yikimina neden olarak, metastazin invazyon basamaginda yer
alan matriks metalloproteinaz (MMP) enzimlerinin inhibisyonu ile ilgili calismalar
oldukca ©6nem arzetmektedir. MMP inhibitorleri gelistirilerek metastazin

baskilanmasi hedeflenmektedir (43).
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2.5. Matriks Metalloproteaz Enzimleri

Ekstraselliler matriks (ESM); proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar, kollajen ve
elastin gibi yapisal proteinler, fibronektin ve laminin gibi yapisma proteinleri ve
matriks metalloproteazlar (MMP'ler) olarak adlandirilan proteaz enzimlerini de
iceren gesitli molekillerden olusmus, doku ve hiicrelere destek saglayan yapidir.
Destek rollinlin 6tesinde hlicre motilitesi ve sinyal iletimi gibi bir cok fonksiyonda da

rol almaktadir (44).

MMP'ler, 23 lye iceren bir endopeptidaz ailesine ait enzimlerdir. Aktif
bélgelerinde cinko (Zn?*) atomu iceren ve kalsiyuma bagh olan bu enzimler ESM'yi
olusturan proteinleri degrade edebilir ve yeniden sekillendirebilir. Bu o6zellikleri
sayesinde basta kanser invazyonu da dahil olmak Uzere ¢esitli biyolojik sireglere
katilirlar. MMP’ler hiicredeki yerlesimleri ve sibstrat 6zgulliklerine gére, membran
tipi matriks metaloproteazlar (MT-MMP'ler), kollajenazlar, jelatinazlar, stromelizinler
ve matrilizinler olarak siniflara ayrilmaktadirlar. Siibstrat 6zgtlligline gbre yapilan

siniflandirma Tablo 2.2.”de gosterilmektedir (45, 46).

Tablo 2.2. Substrat 6zgilliiklerine gére matriks metalloproteinazlarin siniflandiriimasi

Alt Tip Siniflandiriimasi Substratlari MMP’ler

Kollajenazlar (1-4) Kollajen II, 11, VIII, X, jelatinler, MMP-1, -8, -13, -18
agregan, entaktin

Jelatinazlar (A ve B) Jelatinler, kollajen I, IV, V, VII, X, XI, MMP-2, MMP-9
fibronektin elastin, laminin,
vitronektin, proMMPler-9 ve 13

Stromelizinler (1-3) Proteoglikanlar, laminin, jelatinler, MMP-3, -10, -11
fibronektin, entaktin, collajen Ill,
IV, V, IX, X, XI, proMMPler 1, 8, 9 ve
13, vitronektin, a 1-proteinaz
inhibitor

Matrilizin Proteoglikanlar, laminin, MMP-7, MMP-26
fibronektin, jelatinler, entaktin,
collajen 1V, elastin, tenaskin

Membrane-tip MMPler Kollajen I, 11, Ill, jelatinler, MMP-14, -15, -16, -
(MT-MMP-1, -3, -4) fibronektin, laminin, 17, -24,-25
proteoglikanlar, proMMP-2 ve 13
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MMP gruplari arasinda jelatinazlar, jelatinleri ve diger cesitli ekstrasellller
matriks proteinlerinin degradasyonunda yer alan ¢inko bagimh matrix
metaloproteazlardir. Memeli jelatinazlari arasinda Jelatinaz A (MMP-2) ve Jelatinaz B
(MMP-9) enzimleri bazal membranin pargalanmasinda kritik bir role sahiptir ve gesitli
timor hicrelerinde artmis aktivite gostererek invazyon ve metastaz gibi patolojik
sureclerde ana rol oynarlar (47-49). Jelatinaz aktivitesi baslica 6l¢iim yontemlerinden
birisi, 6rneklerin jelatin substrati iceren bir sodium dodesil stlfat akrilamid jel (SDS-
PAGE) Uzerinde elektroforez islemine tabi tutuldugu ve sonrasinda yine uygun bir

tampon icerisinde yeniden renature edildigi jelatin zimografi yontemidir (50).
2.5.1. Matriks Metalloproteazlarin Genel Yapisi

MMP’lerin yapilari gbz online alinirsa, tim MMP’lerin bir sinyal peptit, bir
propeptit ve bir amino-terminal katalitik domainden olustugu goriilmektedir. Yine
bazi istisnai MMP’ler harig bir karboksi-terminal hemopeksin domaini goriilmektedir.
Sinyal peptit, enzimin sekrete edilmesinde onem arz ederken; propeptit ise
MMP’lerin regiile edilebilmesinde dnem arzetmektedir. Cogu MMP’ler icin gecerli
olan yapi Sekil 2.5."te sematize edilmistir (51). Jelatinazlarin yapisinda farkli olarak
katalitik bolgeye vyerlestiriimis bir fibronektin tip |l benzeri alan oldugu
belirtiimektedir. Bu bolge, tip IV, V, | kollajen ve elastine baglanabilmekte ve

dolayisiyla substrat 6zgulligiine katkida bulunmaktadir (52).

MMP’ler Mentese
. Bolgesi
Vi F T
ro (: ‘ :‘f-":" | L " d
Propeptid Amino-terminal Karboksi-terminal
Sinyal Peptidi Katalitik Domain Hemopeksin Benzeri
Domain

Sekil 2.5. Matriks metalloproteaz (MMP) enzimlerinin yapisi
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2.5.2. Matriks Metalloproteazlarin Regiile Edilmesi

MMP’lerin reglilasyonu gen ekspresyonu, proenzim aktivasyonu, enzim
inaktivasyonu ve kompartmanlasma olmak uzere 4 temel basamak ile gerceklestirilir.

MMP’lerin reglilasyonu Tablo 2.3.’de gosterilmektedir.

Tablo 2.3. MMP’lerin regllasyonu

/1) Allosterik \

2) Protein kovertazlar
araciligyla

MMP Reglilasyon Basamaklari

-

Gen Ekspresyonu Diizeyinde
3) MMP’ler araciligiyla

4) Oksidatif aktivasyon
Proenzim (Zimojen) Aktivasyonu ile

/
~

Enzim inaktivasyonu ile N / 1)Metalloproteinazlarin
| ) Doku inhibitérleri
Kompartmanlasma ile 2) Diger dogal
(Enzimin Periselller Birikimi) inhibitorler

3) Oksidatif inaktivasyon

4) Endositoz

o /

MMP’ler proenzim formda iken katalitik olarak inaktif halde tutulurlar. Bunun
nedeni katalitik boélgede yer alan ¢inko iyonu ile korunmus prodomainde bulunan
sisteinin tiyol grubunun bag yapmasidir. inaktif halde bulunan bir MMP’nin katalitik
aktivite kazanabilmesi icin bu tiyol-Zn?* baginin kirilmasi gereklidir. Bu kirilma
fizyolojik ve ya nonfizyolojik olarak oksidan maddeler, elektrofil bilesikler veya
proteinazlar tarafindan gerceklestirilebilir. MMP proenzimlerinin aktivasyonu Sekil

2.6.’da gosterilmektedir (53).
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MMP’lerin dogal doku inhibitorleri (TIMP’ler) araciligiyla inaktif formda
tutulmasi, dokudaki aktivitelerinin kontrol altinda tutulabilmesindeki ana

mekanizmalardan birisidir (54). Sonug olarak MMP’lerin ilk olarak inaktif zimojen

Latent MMP
cy™

Konformasyonel s
S Nonproteolitik (ROS..)
Degisim — /
proteolitik (MMP’ler..) v
¥ ~sH
S
Proteoliz H,O
Ara Aktif izoform Aktif izoform

Sekil 2.6. ProMMP aktivasyon basamaklari

formda sentezlenmesi ve aktivasyonlarinin proteoliz ve ya gesitli ajanlar araciligiyla
gerceklesmesi ve yine TIMP’ler aracili§iyla inaktive halde tutulmasina bagl olarak,
MMP ekspresyonu tek basina enzimin etkinligi ile ilgili bilgi verememektedir. Bu
ylzden yapilan c¢alismalarda MMP’lerin TIMP’lere orani veya aktivitelerinin de

degerlendirilmesi gerekmektedir.
2.6. Metastazda Matriks Metalloproteazlar

MMP'ler, en az Uc¢ farkli mekanizma ile timor hicrelerinin invazyonunu ve
metastazini kolaylastirir. ilk olarak proteinaz etkisi ile, kollajenler, lamininler ve
proteoglikanlar gibi ESM makromolekdllerinin yikimi yoluyla invazyonun éniindeki
fiziksel engelleri ortadan kaldirir. Bu slireg, hem in vitro kemoinvazyon deneyleriyle
hem de timorlerin invaziv cephesinde MMP aktivitelerini degerlendiren in vivo
deneylerle gdsterilmistir (55). ikinci olarak, MMP'ler hiicre adezyonunu modiile etme

yetenegine sahiptir. Hiicrelerin ESM'de hareket edebilmeleri icin, yeni hiicre matriksi
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ve hicre-hiicre tutunmalari olusturabilmeleri ve mevcut olan baglantilan
kirabilmeleri gerekir. Bu baglamda MMP/TIMP oranini degistiren bir hiicre
transfeksiyon sisteminde, timor hicrelerinin adeziv fenotipinde 6nemli farkhliklar
oldugu gosterilmistir (9, 55). Son olarak, MMP'lerin ESM bilesenleri veya diger
proteinler Gzerindeki aktiviteleri sonucunda bu bilesenlerin olasi biyolojik rolleri agiga
cikabilir. Ornegin, MMP aktivitesi sonucunda plazminojenden anjiyojenez inhibitérii
anjiyostatin uretilebilir veya laminin-5’in spesifik olarak MMP-2 ile degradasyonu
sonucu kemotaksik bilesenler olusabilir (9). Sonug¢ olarak MMP'ler, timor
hiicrelerinin metastazini kolaylastirma yoniinde bir¢ok anahtar role sahiptir. Spesifik
MMP aktivitelerine midahale etmek icin tasarlanan tedavi yontemleri, metastatik

kanserlerin kontrol altina alinmasinda faydali bir se¢genek olabilir.
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler

CGalismanin hiicre kiltiiri asamalarinda kullanilmakta olan 4T1 meme kanseri
hiicre hatti, Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisi’niin Prof. Dr. Giines Esendagli
Laboratuvari’ndan tedarik edildi. Calismanin deneysel hayvan modeli asamasinda
kullanilan Balb/c fareleri, Ankara Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari’ndan tedarik
edildi. Farelerin beslenmesi icin Dokuztug Yem Sanayii’'nden tedarik edilen standart
pellet yemler kullanildi. Bakim ve deneysel muameleler ise Hacettepe Universitesi

Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Unitesi’nde uygulandi.

Deneylerde kullanilan genel kimyasallar: MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-
difenil tetrazolyum bromiir), Dimetil sulfoksit (DMSO), 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB), 5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), Sodyum kloriir (NaCl), Dosetaksel,
Sodyum hidroksit (NaOH), Dulbecco'nun fosfat tamponu (D-PBS), 2-merkaptoetanal,
Etilendiamin tetraasetik asit tripotasyum (K3EDTA), Etilendiamin tetraasetik asit
disodyum (Na;EDTA), Glutatyon rediiktaz (GR), Redikte glutatyon (GSH), Klorofilin-
bakir kompleksi sodyum tuzu (Kir.), SDS, Potasyum fosfat monobazik (KH2PQa),
Potasyum fosfat dibazik (K2HPOa4), Tripan mauvisi, Tris, Trikloroasetik asit (TCA), Tween
20, izopraponal alkol, Metanol, Riboniikleaz A ve RIPA tampon Sigma firmasindan (St.
Louis, MO, ABD); Penisilin/streptomisin karisimi, Fetal sigir serumu (FBS), Fenol
kirmizisi icermeyen RPMI besiyeri, RPMI 1640 (RPMI) besiyeri, Tripsin-EDTA, L-
glutamin Biowest firmasindan (Nuaille, France); Sigir serum albimin Bio-Rad
firmasindan (Hercules, CA, ABD), MMP-9 icin primer antikor ve sekonder anti-IgG
antikor St John's Laboratory firmasindan (Londra, ingiltere); Enhanced
Kemiliminesans (ECL) Advansta firmasindan (San Jose,CA, ABD); Nikotinamid adenin

dintikleotid fosfat (NADPH) Cayman firmasindan (Ann Arbor, Michigan,ABD) saglandi.

Calismada kullanilan kitler: Jelatinaz aktivite 6lcim kiti Abcam firmasindan

(Cambridge, ingiltere) temin edildi.
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Gahsmada kullanilan laboratuvar cihazlari: Mikro-plaka spektrofotometresi
(Moleculer Devices SpektraMax M2 ve SpektraMax i3x), Akim sitometresi (Beckman
Coulter, Cytoflex), Hicre Gorintileme Cihazi (Juli Br), pH metre cihazi (Consort
C830), Yatay calkalayici (Heidolph Titramax 101), Homojenizator (Bio-gen PRO200),
Santrifiij cihazi (Eppendorf 5417R ve Nive NF800), Vortex (IKA), Fast Semi-Dry Blotter
(Thermo Scientific, Pierce), Elektroforez gli¢ kaynagi (Biorad, Power Pack 300), Distile
su cihazi (Nanopure Infinity), Elektronik Analitik terazi (Shangping FA1104N), Derin
dondurucu, -80°C (Sanyo), Mikropipetler (Gilson ve Eppendorf), Manyetik karistirici
(Elektromag M-21), Isik mikroskobu (Leica DM6B Upright), Kamera (Leica DFC7000T),
Kriyostat-Kizakli Mikrotom Cihazi (Leica CM1900 UV) ve Western blot gériintileme

sistemi (Biorad ChemiDoc Touch).

Galismada kullanilan programlar: Deneyler sonucunda elde edilen verilerin
istatiksel analizi ve sonrasinda grafiklerin cizimi icin GraphPad Prism (Versiyon 8.3)
kullanildi. Yara acgikhgr alan olgimleri, Western blot bant yogunluklarinin analizi ve

metastaz odaklarinin sayimi igin Fiji: Image) programi kullanildi.
3.2. Yontemler

Bu c¢alismada, klorofilinin ve dosetaksel ilaci ile birlikte kombine kullaniminin
meme kanseri metastazi (izerine etkileri in vitro ve in vivo olarak arastirildi. ilk olarak
4T1 meme kanseri hicre hattinda klorofilin molekiliiniin hem tekli kullaniminin hem
de kemoterapik ila¢ dosetaksel ile kombine kullaniminin hicre canlihgl, hicre
donglist ve hiicre migrasyonu Uzerine etkileri incelendi. Ardindan, disi Balb/c
farelerinde abdominal boélgeye subkutan 4T1 hiicre inokiilasyonu yapilarak in vivo
olarak meme kanser modeli olusturuldu. Timor olusumunun ardindan on gin
suresince klorofilin, dosetaksel ve ikisinin kombinasyonu farelere enjeksiyon ile
uygulandi. Bilesiklerin uygulama islemlerinin tamamlanmasinin ardindan bitin
hayvanlarin servikal dislokasyon metodu ile sakrifikasyonu gerceklestirildi. Alinan
karaciger dokulari soguk serum fizyolojik (SF) ile yikanarak -80° C'de saklandi.
Ardindan hem 4T1 hiicre lizatlari hem de karaciger dokularinda Jelatinaz B (MMP-9)

ekspresyon dizeyleri, Jelatinaz aktivitesi analiz edildi. Yine karaciger dokularinda GST
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aktivitesi, GSH duzeyleri analiz edildi. Meme kanserinin uzak doku metastazini
degerlendirmek icin karaciger dokularindan alinmis frozen kesitler Uzerinde

mikrometastatik odak sayilari degerlendirildi.
3.3. Hiicre Kiltiriindeki Calismalar

Hicre kaltird calismalari Ggla (ER, PR, HER2) negatif 4T1 meme kanseri hiicre
hatti ile gergeklestirildi. 4T1 hicre hattini kultiire etmek igin 4mM L-glutamin, %10
fetal dana serumu ve antibiyotik ¢ozeltisi olarak %1 penisilin/streptomisin (v/v) igeren
RPMI-1640 besiyeri kullanildi. Hiicrelerin bakimi %5 CO2 igeren inkiibator cihazinda
ve 37°C'de gergeklestirildi. Pasajlama islemleri ise hiicreler %80 konfluenseye

ulastiginda %0,25 tripsin-EDTA kullanilarak gergeklestirildi.
3.3.1. MTT Testi ile Hiicre Canliiginin Belirlenmesi

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromir) hiicre
kiiltirinde ilk ve en yaygin olarak kullanilan tetrazolyum tuzlarindan birisidir.
Tetrazolyum tuzu ¢ozeltileri reksiz veya zayif renge sahip ¢ozeltilerdir. Sari renkli olan
MTT bilesigi canli hicrelerdeki mitokondriyal veya plazma kaynakh olan
oksidorediiktazlar, dehidrojenazlar, oksidazlar ve peroksidazlar gibi enzim
aktivitesine bagh olarak indirgenerek, mor renkli suda ¢6ziinmeyen formazan
kristalleri olusturur (56). Sekil 3.1.”de formazan bilesiginin olusumu gosterilmektedir.
Olusan formazan maddesinin absorbansi 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik

yontemlerle 6l¢llerek, hiicre canhlig analizi yapilabilmektedir.

Sekil 3.1. MTT'nin formazana enzimatik olarak indirgenmesi (57).
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4T1 meme kanseri hiicre hattinda klorofilin ve dosetaksel maddelerinin
sitotoksisitesini analiz etmek icin MTT testi ile hiicre canliligl degerlendirildi. Bunun
icin 4T1 huicreleri 96 kuyucuklu plaklara, kuyucuk basina 5x102 hiicre/100 pl besiyeri
olacak sekilde ekildi. 37°C’de ve %5 CO:; iceren ortamda 24 saat inklibasyon sonucu
hicrelerin  plaklara tutunmasi saglandi. Hicrelerin  tutunmasinin  ardindan
kuyucuklardaki besiyeri c¢ekildi ve vyerine klorofilin ve dosetakselin farkh
konsantrasyonlarini iceren 100 ul besiyeri eklenerek 24 ve 48 saat boyunca
inklibasyon gerceklestirildi. 24 ve 48 saat inklibasyonlarin sonucunda hiicrelerin
Uzerindeki besiyerleri ¢ekildi ve bu sefer hiicrelerin Gzerine MTT igeren 50 pl
besiyerleri eklenerek (1mg/ml) 3 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin MTT
ile inkibasyonunun ardindan MTT ¢6zeltileri kuyucuklardan uzaklastirildi. Olusan mor
renkli formazan kristallerinin ¢ozlinmesini saglamak icin kuyucuklara 100 pl
izopropanol eklendi ve karistirildi. Mikroplaka okuyucu kullanilarak olusan formazan
bilesiginin 570 nm dalga boyunda absorbansi okundu ve hicre canhlig
degerlendirildi. GraphPad Prism (Versiyon 8.3) programinda, klorofilin ve
dosetakselin farkli konsantrasyonlarina karsilik hiicrelerin yizde canlihk degerleri

grafik haline getirildi ve IC50 degerleri belirlendi.
3.3.2. Akim Sitometri ile Hiicre Déngiisiiniin Belirlenmesi

Dosetaksel icin belirlenen IC50 konsantrasyonlari (24 saat icin 32,05 uM, 48
saat i¢in 34,4 uM) ile klorofilinin literatlire gore belirlenen dozu (50 uM) 4T1 meme
kanseri hiicrelerine uygulandi (58). Hiicreler 24 saat ve 48 saat inkiibasyon siresinin
ardindan tripsin-EDTA kullanilarak kiltiir kaplarindan toplandi ve santriflj edildi
(1000 rpm, 5 dakika). Stipernatant uzaklastirildi ve hiicrelerin iki kez PBS ile yikanmasi
gerceklestirildi. 2 ml PBS eklenen hiicreler, 2 ml %99 etil alkol ile fikse edildi. Bir gece
inkiibasyonun ardindan hiicreler iki kez PBS ile yikandi. Daha sonrasinda hiicrelerin
Ustline 70ul Riboniikleaz A ile 100 pl propidium iodide eklendi. Yarim saat karanlkta
inklibasyonun ardindan 50.000 hiicre sayildi ve akim sitometri cihazi (Cytoflex;
BeckmanCoulter) kullanilarak hiicre donglisi analizi (Go/G1 ile Sentez ve G2/M

oranlari) iki degiskenli histogramlardan yapildi.
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3.3.3. Yara lyilesme Deneyi ile Hiicre Gogiiniin Olgiilmesi

4T1 hicrelerinde klorofilin, dosetaksel ve ikisinin kombinasyonunun hiicre
migrasyonu Uzerindeki etkilerini saptayabilmek icin yara iyilesmesi lateral migrasyon
deneyi gerceklestirildi. ilk olarak 24 kuyulu plagin kuyucuklarina 5x10* hiicre ekildi.
37°C ve %5 CO; kosullarinda hiicrelerin tutunmasi igin inkiibasyon gercgeklestirildi.
Hicreler %95-100 konfluent duruma geldiginde kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirildi
ve yara alani olusturmak igin 200ul'lik steril bir pipet ucu yardimiyla kuyucugun bir
ucundan sonuna kadar cizik atildi. Cizilen alandaki kalkan hicreler 1X PBS ile 3 kere
yikanarak ortamdan uzaklastirildi. Agilan yaralarin sifir zaman noktasinda (baslangic)
ters faz 15tk mikroskobunda gorintileri alindi. Ardindan kuyulara %2 FBS igeren
besiyeri ortami icerisinde klorofilin (50 uM), dosetaksel (32,05 uM) ve ikisinin
kombinasyonu uygulandi. 24 saat inklibasyona birakildiktan sonra tekrar yara
gorantileri alindi. Yara genisliklerinin olgimleri Fiji:image) programinda “Wound

III

healing size tool” araci kullanilarak gerceklestirildi (59). Hicrelerin migrasyon
yetenegini degerlendirmek icin % Motilite indeksi “100-(Belirli bir zamanin yara

genisligi*100/baslangicin yara genisligi)” formali kullanilarak hesaplandi.
3.4. Deney Hayvanlari Calismalari

Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan onay alinarak
(Onay no: 2018/08-03) deney hayvanlari ¢alismalari baslatildi. Calisma kapsaminda
kullanilacak 6-8 haftalik disi Balb/c farelerin temini Kobay Deney Hayvanlari
Laboratuvari araciligiyla gerceklestirildi. Butin deneysel uygulamalar Helsinki
Deklarasyonu’nda belirtilen 6nerilere uygun bir sekilde gerceklestirildi (60). Farelerin
bakimi ve ilgili deney uygulamalari Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Uretim
ve Arastirma Unitesi’'nde gerceklestirildi. Farelerin bakimi havalandirma sistemine
sahip bir ortamda, 6zel olarak dizayn edilmis ve her giin temizligi yapilan kafeslerde;
%30-70 nem, 21°C sicaklik, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik kosullarina sahip bir
ortamda siirdurildd. Farelerin beslenmesi Dokuztug Yem Sanayii’'nden temin edilen

standart pellet yem ile gergeklestirildi. Su ihtiyaci ise paslanmaz celik bilyeli
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biberonlar kullanilarak normal cesme suyu ile karsilandi. Farelerin yem ve su

ihtiyaclari ise sinirsiz (ad libitum) olarak saglandi.
3.4.1 Meme Kanseri Modelinin Olusturulmasi

6-8 haftalik disi Balb/c farelerde meme yag dokusuna 5x10* adet 4T1 meme
kanseri hiicresi subkiitan olarak SF ¢ozeltisi icerisinde inokile edilerek meme tlimori
modeli olusturuldu. Kanser hiicreleri enjeksiyonunun yapildigi giin 0. glin olarak kabul
edildi. 8. Glinde ortalama timor ¢aplari 2 mm'ye ulasti ve bu basamakta fareler ilag
uygulamalari i¢in randomize olarak gruplara ayrildi. Klorofilin ve dosetakselin hem
ayri olarak uygulanmasinin hem de birlikte uygulanmasinin meme kanseri metastazi
Uzerindeki etkilerini arastirmak icin 4 deney grubu olusturuldu (Tablo 3.1). 10 giin
suresince intraperitonal (i.p.) olarak ilaclarin enjeksiyonu yapildi. Dosetaksel ilaci %1
DMSQ’da ¢ozilebilmektedir bu yliizden hem kontrol hem de deney gruplarinda ayni

oranda DMSO igeren enjeksiyonlar yapildi.

Tablo 3.1. Deneysel gruplar ve enjeksiyon uygulamalari

No | Deney Gruplari Fare Uygulanan Enjeksiyonlar
Sayisi
1 Kontrol 6 0,1 ml SF ¢ozeltisi, %1 DMSO
2 Dosetaksel (Dos) 6 8 mg/kg dozda dosetaksel
(0,1 ml SF ¢ozeltisi, %1 DMSO igerisinde)
3 Klorofilin (Klr) 6 30 mg/kg dozda klorofilin
(0,1 ml SF ¢ozeltisi, %1 DMSO igerisinde)
4 Klorofilin+Dosetaksel 6 8 mg/kg dosetaksel + 30 mg/kg klorofilin
(Klr+Dos) (0,1 ml SF ¢ozeltisi, %1 DMSO igerisinde)

3.4.2. Deney Hayvanlarinin Takibi ve Sakrifikasyon Uygulamalari

Ik ilag enjeksiyon uygulamasi yapildiktan itibaren her giin hayvan agirliklarinin
takibi yapildi. iki gin araliklarla “caliber” kullanilarak timér c¢api 6lcimleri
gerceklestirildi. Tlm ilag uygulama islemleri bitirildikten sonra bitiin fareler servikal

dislokasyon metodu kullanilarak sakrifiye edildi. Alinan karaciger dokulari, soguk SF
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ile yikandi ve sonra gergeklestirilecek analizlerde kullanilmak {zere - 80°C'de

muhafaza edildi.
3.5. Hiicre Lizatlari ve Karaciger Dokularindaki Analizler

Hicre kilturinden elde edilecek lizatlar ve sonrasinda yapilacak analizler igin,
50 uM klorofilin, 32,05 uM dosetaksel ve ikisinin kombinasyonu 4T1 hiicreleri iceren
flasklara uygulandi ve 24 saat boyunca inkiibasyon gerceklestirildi. Ardindan tripsin-
EDTA kullanilarak hiicreler flasklardan toplandi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Ardindan supernatant uzaklastirildi. Pelletlere 2 ml PBS eklenerek 2 kere PBS
ile yikama yapildi. Western blot analizi yapilacak lizatlari elde etmek icin ayrilan
hicrelere %1 inhibitor kokteyli iceren 40 uL RIPA tamponu eklenerek 20 kere pipetaj
ve 5 saniye vorteksleme yapildi. Ardindan +4°C, 10.000 g’de 10 dakika boyunca
santriflj edildi. Sonrasinda elde edilen supernatantlar alikotlanarak -20 °C’de sonraki

analizler igin saklandi.

Karaciger doku lizatlarinda gerceklestirilecek Glutatyon dizeyleri ve
Glutatyon S transferaz aktivite analizleri igin, ilk olarak karaciger doku 6rneklerinin
tartimi gergeklestirdi. Ardindan o6rneklere, homojenizasyon tamponu (100 mM
potasyum fosfat tamponu, 1 mM EDTA, pH:7.0) 1:10 agirlik/hacim oraninda olacak
sekilde ilave edildi. Homojenizasyon islemi buz U(zerinde ve homojenator ile
gerceklestirildikten sonra 6rnekler 10 dakika boyunca 10.000xg’de santrifij edildi ve
supernatant elde edilerek ilgili analizler icin kullanildi. Western blot analizi igin ise
karaciger doku Orneklerinin homojenizasyonu %1 inhibitdr kokteyli iceren RIPA

tamponu ile gerceklestirildi.
3.5.1. Western Blot ile MMP-9 (Jelatinaz) Ekspresyonunun Belirlenmesi

Bu calismada 4T1 meme kanseri hicre hatti ve karaciger doku
homojenatlarinda MMP-9 ekspresyonu western blot yontemi ile test edildi. Western
blot yontemi, proteinlerin varligini test etmede ve ekspresyon dizeylerini semi-
kantitatif olarak analiz etmede kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde ilk olarak
proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile molekil agirliklarina

gore ayrimi gergeklestirilir. Proteinlerin SDS ile muamelesi sonucu hem negatif yikle
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yliklenmeleri hem de denatiirasyon sonucu primer yapida kalmalari, proteinlerin
yapisal ve vyiksel farkhliklarini ortadan kaldirarak molekil agirliklarina gore
ayrilmalarini saglamaktadir (61). Sonrasinda jel (izerinde agirliklarina gore ayrilan
proteinlerin elektroblotlama metodu ile bir membrana tranferi gercgeklestirilir.
Ardindan membranin ilgilenilen proteine 6zgli primer antikor ile inklibasyonu
gerceklestirilir. Protein-primer antikor kompleksi olustuktan sonra genellikle enzim
bagli olan bir sekonder antikor ile inkiibasyon gergeklestirilir. Bu enzimler arasinda
Horseradish Peroksidaz (HRP) siklikla kullanilan bir enzim olup, hidrojen peroksit ile
luminol substratini oksitleyerek kemiliiminesan bir isimaya neden olur. CDD kamera
yardimiyla kemilliminsan i1sima algilanir ve hedef proteinlerin dedeksiyonu saglanir

(62).
3.5.1.1. Hiicre ve Doku Lizizi

Proteinleri elde etmek amaciyla, karaciger doku o6rneklerinin
homojenizasyonu %1 inhibitdr kokteyli igeren RIPA tamponu ile gergeklestirildi. 4T1
hiicreleri ise tripsin-EDTA kullanilarak flasklardan toplandiktan sonra 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Ardindan supernatant uzaklastirildi. Pelletlere 2 ml PBS
eklenerek 2 kere PBS ile yikama yapildi. Ardindan hticrelere %1 inhibitor kokteyli
iceren 40 uL RIPA tamponu eklenerek 20 kere pipetaj ve 5 saniye vorteksleme yapildi.
Ardindan +4°C, 10.000 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Sonrasinda elde edilen
supernatantlar alikotlanarak -20 °C’de sonraki analizler igin saklanirken bir kismi

protein tayini icin kullanildi.
3.5.1.2. Protein Tayini

Hicre ve doku lizatlari elde edildikten sonra toplam protein
konsantrasyonunu belirlemek icin Bikinkoninik Asit (BCA) metodu kullanildi. BCA
metodunda proteinler alkali ortamda Cu*? iyonunu Cu*! iyonuna indirgenmesine
neden olur ve 562 nm dalga boyunda absorbans veren koyu mor renk olusumu ile
Olcim gerceklestirilir (63). Bu calismada sigir serum albumin (CD) standard protein
olarak kullanildi ve farkli konsantrasyonlarinda (ug/ml) 6lcum yapilarak standard egri

(absorbans degerlerine karsi konsantrasyon) grafigi olusturuldu. Calisma reaktifini
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olusturmak igin A reaktifi (Bikinkoninik asit) ve B reaktifi (% 4 bakir silfat) 50:1
hacim/hacim oraninda karistirilarak kullanildi. Mikroplakalara 25 pl 6rnek, 200 pl
calisma reaktifi eklendikten sonra 10 kez pipetaj yapildi ve 37°C’'de agzi kapali bir
sekilde 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan 562 nm’de absorbans degerleri okunarak,

standart grafiginden yardimiyla 6rneklerin total protein konsantrasyonlari belirlendi.
3.5.1.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein 6lcimi gerceklestirildikten sonra; hucre lizatlari ve doku homojenati
ornekleri herbir elektroforez kuyucuguna sirasiyla 20, 25 ug protein uygulanacak
sekilde ayarlandi. Daha sonra ornekler Laemmli ylikleme tamponu [125 mM Tris-HCl
(pH: 6,8), %0,004 bromfenol mavisi, %20 gliserol, %4 SDS ve %10 Beta-
merkaptoetanol] ile 1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler
95°C’'de 5 dakika inkiibe edilerek denature edildikten sonra, SDS-poliakrilamid jel
(%10’luk ayirici jel, %5’lik paketleyici jel) elektroforezine yiklenerek yiritildi (+4°C,
70V’da 30 dakika ve ardindan 110V’da yaklasik 90 dakika). SDS-Poliakrilamid jellerin

hazirlanmasinda kullanilan maddeler Tablo 3.2.’de gésterilmektedir.

Tablo 3.2. SDS-Poliakrilamid jel hazirhginda kullanilan reaktifler

Kullanilan Reaktifler %5’lik Paketleyici Jel | %10’luk ayrigtirici Jel
%30 Akrilamid/bisakrilamid karisimi | 0,67 mL 3,3mL

dH,0 2,7 mL 4 mL

1,0 M Tris-HCI (pH:6,8) 0,5mL -

1,5 M Tris-HCI (pH:8,8) - 2,5mL

%10 APS 0,04 mL 0,1 mL

%10 SDS 0,04 mL 0,1 mL

TEMED 0,004 mL 0,004 mL

3.5.1.4. Proteinlerin Membrana Transferi

Elektroforez islemi sonrasinda proteinleri membrana aktarmak icin, PVDF
membranlar (0.45 mikron) kullanildi ve membran transferden 6nce etanolle
islatilarak aktive edildi. Proteinler, Fast Semi-Dry Blotter cihazi kullanilarak 25 voltta

30 dakika olacak sekilde membrana aktarildi.



24

3.5.1.5. Bloklama, Antikorlarin Baglanmasi ve Goriintiileme

Nonspesifik bant olsumunu engellemek icin proteinlerin membrana transferi
sonrasinda, membran %5 siit tozu iceren TBS-T (10 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, %0,1

Tween 20) ile 5 rpm’de ve oda sicakhginda 1 saat bloke edildi.

Bloklama ¢0zeltisinin uzaklastirilmasindan sonra 1:1000 oraninda TBS-T ile
dilie edilmis primer MMP-9 antikoru ve B-Aktin uygulandi ve gece boyunca 5 rpm’de
ve +4°C'de inklbasyon vyapildi. Daha sonra baglanmamis primer antikorlar
uzaklastirmak icin 4 kere TBS-T ile oda sicakliginda yikama (ilki 15 dakika, digerleri 5
dakika) yapildi. Ardindan 1:5000 dillie edilmis sekonder antikorla oda sicakhginda 1

saat inklbe edilerektekrar ayni yikama basamaklari uygulandi.

Yikamalarin ardindan membrana Enhanced Kemiliminesans (ECL) ¢oOzeltisi
eklenerek Western blot gorintileme sistemi (Biorad ChemiDoc Touch) araciligiyla
gorintiler alindi. Imagel programi kullanilarak bantlarin yogunluklari analiz edildi ve

MMP-9 diizeyleri B-Aktin diizeylerine oranlandi.
3.5.2. MMP-2/MMP-9 (Jelatinaz) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu calismada, 4T1 meme kanseri hiicre hatti ve karaciger dokusunda MMP-
2/MMP-9 Jelatinaz aktivitesi jelatin degradasyon kiti ile gerceklestirildi (ab234057).
Kitte kullanilan substrat, jelatinazlar tarafindan degradasyona ugradiginda floresan
Isima vermektedir. Bu 1sima mikroplaka okuyucuda okunarak diisiik miktarlarda dahi

jelatinaz aktivitesi kantitatif olarak olgulebilmektedir.

Kullanilan kit protokoliine gére; hem 4T1 hiicre hatti hem de karaciger doku
ornekleri lizis tamponu ile homojenize edildi. Homojenizasyonun ardindan 16.000xg
ve +4°C'de santrifiigasyon gerceklestirildi ve slipernatantlardan 10 pl hacimde
ornekler alinarak BCA yontemi ile protein Olcimi yapildi (64). Daha sonra kit
icerigindeki protokole uygun olarak hazirlanan floresan izosiyanat (FITC)
standartlarindan 100 ul alinarak 96 kuyucuklu siyah(opak) plaka kuyucuklarina
uygulandi. Yine kuyulara uygulanan érnekler ve pozitif kontrollerin lizerine substrat

karisimi toplamda 100 pl olacak sekilde uygulandi. Eksitasyon/Emisyon 490/520 nm
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dalga boyu olmak (izere, 37 °C ve 2 saat boyunca kinetik modda floresan 6l¢cim
yapildi. Isima veren FITC standarti (pmol) degerlerine karsi ARFU degerleri kullanilarak
olusturulan standart grafigi araciligiyla RFU dlzeyleri uzerinden &rneklerin
aktiviteleri belirlendi ve protein miktarlarina oranlanarak jelatinaz aktiviteleri (U/mg)

tespit edildi.
3.5.3. Glutatyon S-transferaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Glutatyon S-transferaz enzimleri indirgenmis glutatyon ile ksenobiyotik
substratlarin konjugasyonunu katalizleyerek detoksifikasyonda rol alir (65). Bu
calismada Glutatyon S-transferaz aktivitesinin Olcimui icin, GSH'nin 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) bilesigi ile meydana getirdigi konjugatin 340 nm’de gosterdigi
absorbanstaki artis kullanilmistir. Glutatyon S-transferaz tarafindan katalizlenen bu

konjugasyon reaksiyonu sekil 3.2.’de verilmistir (66).
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Sekil 3.2. 1-kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun (GSH) glutatyon S-

transferaz aracili konjugasyon tepkimesi

Karaciger doku orneklerinde aktivitenin 6lciimu icin, 100 mM sodyum fosfat
tamponu (1 mM EDTA, pH: 6,5), 1 mM CDNB (%5 etanol icerisinde) ve 1 mM GSH ile
reaksiyon ortami hazirlandi. 30°C'lik reaksiyon ortaminda, 340 nm’de 1 dakika
boyunca kinetik spektrofotometrik 6lcim gerceklestirildi ve absorbans

degerlerindeki artisa bagh olarak aktivite olcimleri gerceklestirildi. Elde edilen
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aktivite degerleri absorbsiyon katsayisi (5.3 mM™1) ve érneklerin protein miktarlarina
oranlanarak spesifik Glutatyon S-transferaz aktivite degerleri umol.dakikat.mg?

cinsinden belirlendi
3.5.4. Glutatyon Diizeylerinin Olgiilmesi

Glutatyon, sistein, glutamik asit ve sisteinden olusan bir tripeptitdir ve
¢ogunlukla indirgenmis olarak (GSH) bulunmaktadir. Okside olmasi durumunda
glutatyon disilfit bilesigi yani okside glutatyon (GSSG) meydana gelmektedir. Bu
calismada, enzimatik dongl yontemi kullanilarak toplam glutatyon (GSH + GSSG)

seviyeleri tespit edildi (67).

Enzimatik dongl yonteminde okside haldeki glutatyon (GSSG), glutatyon
rediktaz enzimi ve NADPH varliginda redikte haldeki glutatyona (GSH)
donidsmektedir. Rediikte haldeki glutatyon ise DTNB [5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik
asid)] bilesigi ile reaksiyona girerek TNB (2-nitro-5-tiyobenzoik asit) bilesigini
olusturmaktadir (Sekil 3.3.). Spektrofotometre yardimiyla ortamdaki TNB bilesiginin

absorbansi 412 nm’de olcllerek toplam glutatyon diizeyleri belirlenmektedir (68).
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Sekil 3.3. Enzimatik déngl yonteminde glutatyon araciligiyla DTNB’den TNB olusumu

Karaciger dokusuna ait 6rneklerdeki GSH seviyelerini analiz etmek i¢in, 6nce
homojenizasyon tamponu (100 mM potasyum fosfat tamponu, 1 mM EDTA, pH: 7,0)

ile buz Gzerinde 6rneklerin homojenizasyonu gergeklestirildi. Sonrasinda 6rnekler
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santrifiij edildi (10.000xg, 10 dk) ve supernatant elde edildi. Sonrasinda hacim olarak
1:1 olacak sekilde %10 TCA ¢ozeltisi siipernatantlarin lGizerine eklendi ve vorteksleme
islemi gerceklestirildi. Ornekler oda sicakhiginda 5 dk bekletilerek 22500xg'de 2 dakika
tekrar santrifiije edildikten sonra elde edilen sipernatantlar ependorflara alindi.
Daha sonrasinda glutatyon seviyelerini belirlemek igin reaksiyon ortami pH:7,0 olacak
sekilde 1 mM EDTA igeren 100 mM potasyum fosfat tamponu, 48 uM NADPH, 78 uM
DTNB ve 0.115 U/ml glutatyon rediktaz enzimi igerecek sekilde hazirlandi. NADPH
eklenerek reaksiyon baslatildi ve reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan 2-nitro-5-
tiyobenzoik asitin (TNB) 412 nm’deki absorbansi mikto-plaka okuyucuda 6l¢uldi ve
GSH seviyeleri tespit edildi (68, 69). Doku lizatlarindaki glutatyon diizeyi yas doku

agirligina oranlanarak glutatyon dizeylerinin degerlendirilmesi yapildi.
3.6. Histokimya Yonteminin Uygulanmasi

Karaciger doku kesitleri frozen kesit yontemiyle alindi ve kesitlerin boyanmasi

Hematoksilen&Eozin boyama yontemi ile gergeklestirildi.
3.6.1. Frozen Kesit ve Hematoksilen&Eozin Boyama

Kizakli mikrotom kullanilarak, dondurularak sertlestirilmis 6rnek dokular -
20°C sicaklikta kesilerek 5 um kalinliginda kesitler elde edildi. Frozen kesitlerin elde

edilmesinde kullanilan kriyostat-mikrotom Sekil 3.4.”de gosterilmistir.

Hazirlanan kesitler lam Gzerine alindi. Lamlara alinan 5 pum kalinhgindaki
frozen kesitlerin kurumasi beklenildikten sonra Hematoksilen-Eozin (H&E) boya
yontemine gecildi. ilk olarak kesitler 15 dakika Hematoksilen boyasinda bekletildi.
Ardindan sirasiyla su ve amonyakl su ile yikandiktan sonra 3 dk Eozin boyasinda
bekletildi. %80, %96 ve %96’lik olmak Uzere 3 kez seri alkolden gegirildi ve kurutuldu.
20 dakika ksilende bekletildikten sonra Entellan kapatma medyumu ile kapatildi.

Uzerine pens yardimiyla baski uygulanarak hava kabarciklari yok edildi.
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Sekil 3.4. Frozen kesitlerin elde edilmesinde kullanilan kriyostat mikrotom

3.6.2. Kesitlerin Goriintiilenmesi ve Histokimyasal Degerlendirmeler

Hematoksilen—Eozin uygulanan kesitler, LAS X programi kullanarak, Leica
DMG6B Upright isik mikroskobu ile gériintllendi. Her doku 6rneginden homojen olarak
alinan 20 adet kesitin, Leica DFC7000T kamera kullanilarak fotograflari elde edildi. 10
ve/veya 20’lik blyitmede mikrometastazlar (>4 hcre) sayildi ve toplam alana

normalize edilerek mikrometastaz/mm? olarak hesaplandi.
3.7. istatistiksel Analizler

Bu calismada hem hiicre ve hem de hayvan deneylerinden elde edilen
verilerin istatiki olarak karsilastirilabilmesi icin GraphPad Prism uygulamasi kullanildi.
Kruskal-Wallis siralamali tek-yonli varyans analizi kullanilarak parametrik olmayan
bagimsiz goklu gruplarin istatiksel olarak degerlendirilmesi yapildi. Degerler P<0.05
olarak bulunduysa, bu gruplarin sahip oldugu farkin istatiksel olarak anlam ifade ettigi

kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1. Hiicre Kiilturiindeki Calismalar

Bu ¢alismada, antioksidan ve ayni zamanda GSTP1 inhibitori olan klorofilinin
meme kanseri metastazi lzerindeki etkileri arastirildi. Hiicre kiltirli ¢ahsmasi igin
kanser tedavisine direngli UglU (ER, PR, HER2) negatif olan 4T1 meme kanseri hiicre
hatti secildi. Klorofilin ve kanser tedavisinde kullanilan dosetaksel, hem ayri hem de
kombine bir sekilde uygulanarak, bu gruplarin hiicre canliligi, hiicre dongisu ve hiicre

gocl lGzerindeki etkileri arastirildi.
4.1.1. MTT Testi ile Hiicre Canhliginin Analizi

4T1 meme kanseri hicrelerine farkli konsantrasyonlarda dosetaksel ve
klorofilin uygulanarak hem 24 hem de 48 saat inklibasyonun ardindan MTT yéntemi
ile hiicre canliliklari tespit edildi. GraphPad Prism programi yardimiyla, uygulanan
dosetaksel ve klorofilin dozlarina karsi, % hicre canhhgi degerleri kullanildi ve IC50
degerleri hesaplandi (Sekil 4.1). Elde edilen IC50 degerlerine gore, dosetakselin 24
saat inklibasyon slresinde en yiksek etkinligi gosterdigi gozlemlenirken, klorofilinin
ise 48 saat inklibasyon siresinde en yiksek etkinlik gosterdigi gézlemlendi. Daha
sonra yapilan hiicre kiltiiri ¢calismalarinda, dosetakselin 24 saat inkibasyon sireleri
icin uygulama dozu 32,05 uM olarak belirlenirken, 48 saat inklibasyon sireleri iginse
34,04 uM olarak belirlendi. Bu nedenle, 4T1 hiicre hatti icin klorofilin uygulama dozu

literatlire gore 50 uM olarak belirlendi (58).
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Sekil 4.1. Dosetaksel ve klorofilinin 4T1 hiicre hatti tGzerindeki IC50 degerleri

4.1.2. Akim Sitometri ile Hiicre Dongiisiiniin Degerlendirilmesi

48 saatlik inkiibasyonda ise hiicrelere 34,4 uM Dosetaksel, 50 uM Klorofilin ve ikisinin

kombinasyonu uygulandi. Daha sonra hiicre dongisi analizi icin, hicre donglsi

fazlari akim sitometri cihazinda analiz edildi. Hem klorofilin hem de klorofilin ve

dosetakselin kombine uygulandigi grupta kontrole gére sentez ve G2/M oranlari

azalsa da, farkli gruplarin 4T1 hiicrelerinde hiicre donglist fazlarina etkisi arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi. Sekil 4.2.de farkh kosullardaki 4T1

hiicrelerinde hiicre dongisi dagilimi grafik olarak gosterilmekte olup, Tablo 4.1.'de

ise 4T1 hiicrelerinin hiicre dongisu fazlarinin oranlari gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. 4T1 hicrelerinde hiicre dongistndeki faz dagihmi: A)24 saat, B)48 saat.

DOS: dosetaksel, KLR:

klorofilin.

Tablo 4.1. Farkh gruplarin 24 saat ve 48 saat inklibasyonu sonucunda

hiicrelerinde hiicre donglisii dagilimi. DOS: dosetaksel, KLR: klorofilin, S: sentez.

471

24 SAAT GO0/G1 Fazi (%) S ve G2/M Fazlari (%)
OrtalamaztStandart Sapma OrtalamatStandart Sapma

KONTROL 65,3+7,4 34,7+7,4

DOSETAKSEL 54,5+3 5 45+2,8

KLOROFILIN 76+2,6 2412,6

DOSETAKSEL+KLOROFILIN 66+1,4 33,5+0,7

48 SAAT GO/G1 Fazi (%) S ve G2/M Fazlari (%)
OrtalamaztStandart Sapma OrtalamazStandart Sapma

KONTROL 65,3+14,5 34,7+145

DOSETAKSEL 68+13,8 32+13,8

KLOROFILIN 70,7+11,6 29,3+11,6

DOSETAKSEL+KLOROFILIN 69,7+11,9 30+12,2

4.1.3. Yara lyilesme Deneyi ile Hiicre Gégiiniin Degerlendirilmesi

Yara modeli olusturulan ve 32,05 uM Dosetaksel, 50 uM Klorofilin ve bu iki

grubun kombinasyonu ile kiltir edilen 4T1 hiicrelerinde 0. saat ve 24. saatlerde

mikroskop goriintileri alindi. Alinan gorintiler arasinda 0. ve 24. saatlere ait

kapanma goruntdleri Sekil 4.3.’de verildi.

Sekildeki yara kapanma boélgelerinin alani Imagel programi ile belirlenerek, gruplarin

24 saat inkiibasyonuna ait % motilite indeksleri hesaplandi ve grafik haline getirildi
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(Sekil 4.4.) Yine 24. saate ait % motilite indekslerinin ortalamasi, standart sapma

degerleri ve istatistiksel anlamlilik diizeyleri Tablo 4.2.’de gosterildi.
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Sekil 4.3. 4T1 hiicreleri ile yapilan migrasyon analizinin baslangi¢ ve 24. saat

gorintileri (10x buylutme)
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Sekil 4.4. Baslangic saati baz alinarak hesaplanan 24. saate ait % motilite indeksi

grafigi. DOS: dosetaksel, KLR: klorofilin. * p<0,05, ** p<0,01.

Tablo 4.2. 4T1 hiicre hattinda yapilan migrasyon deneyinin 24. saatine ait % motilite

indeks verilerini ve istatistiksel anlamhliklarini iceren tablo

GRUPLAR Ortalama Standart | p degeri
Sapma

Kontrol 85 13,06 -

Dosetaksel (32,05 uM) 9 8,14 0,011*

Klorofilin (50 uM) 15 9,37 0,113

Dosetaksel+Klorofilin (32,05 uM+50 uM) | 5 3,99 0,005**
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Grafik ve tabloda da de belirtildigi gibi ti¢ ayri grupta da kontrol grubuna goére
yara kapanma oraninin ve hiicrelerin migratif 6zelliklerinin azaldig belirlendi. Ancak
hiicrelerin motilite indeksindeki bu azalma icin klorofilinin tekli uygulandigi grupta
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmezken dosetaksel uygulanan grupta ise
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p<0,05). Hiicrelerin motilite indeksinin en
etkin sekilde azaldigi grup ise dosetaksel ve klorofilinin kombine uygulandigi grup
olarak belirlendi ve motilite indeksinin istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturarak

%80 azaldig1 bulundu (p<0,01).
4.2. Karaciger Dokulari ve Hiicre Lizatlarindaki Analizler
4.2.1. Western Blot ile MMP-9 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Klorofilin, dosetaksel ve klorofilin+dosetaksel gruplari icin hucre ve doku
orneklerindeki MMP-9 (Jelatinaz B) ekspresyonu Western blot yontemi ile
degerlendirildi. Western Blot bant gorintileri ve MMP-9 Ekspresyonuna ait
degerlendirmeler sekil 4.5.’de gosterildi. Ortalama ve standart sapma degerleri ise
tablo 4.3.’de verildi. Hicre kiltlri hattinda yapilan analizlerde klorofilin, dosetaksel
ve kombine tedavi uygulanan grup olmak (zere her U¢ grupta da MMP-9
ekspresyonunun kontrole gére azaldigl goriildi ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bir fark olusturmadi (Sekil 4.5C) Karaciger doku lizatlarinda yapilan analizler
sonucu ise dosetaksel grubundaki MMP-9 ekpresyonundaki azalis anlamli bir fark
olusturmazken, hem klorofilin uygulanan hem de klorofilinin dosetaksel ile kombine
uygulandigl grupta MMP-9 ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

azaldigi tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4.5D).
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Sekil 4.5. Western Blot bant gorintileri: A. 4T1 hiicre hatti, B. Karaciger dokusu.

MMP-9 ekspresyon dlizeyleri: C. 4T1 hiicre hatti, D. Karaciger dokusu. Dos:

Dosetaksel, Klr: Klorofilin. * p<0,05.

Tablo 4.3. MMP-9 Ekspresyon diizeylerine ait ortalama * standart sapma degerleri

Kontrol Dosetaksel Klorofilin Dosetaksel+Klorofilin
HUCRE 0,77%0,24 0,61+0,11 0,63+0,07 0,56+0,15
DOKU 1,33+0,28 0,90+0,27 0,64+0,18 0,60+0,23

4.2.2. MMP-2/MMP-9 (Jelatinaz) Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

4T1 hicreleri ve karaciger dokularindaki MMP-2/MMP-9 Jelatinaz aktivite

degerleri Sekil 4.6’da gosterilmektedir. Ortalama ve standart sapma degerleri ise

Tablo 4.4.de verilmistir. Hem hiicre hem de dokuda, kontrole gore her lic grupta da

jelatinaz aktivitesinin azaldig gézlemlendi ancak hiicrede bu fark istatistiksel olarak

anlamh degildi. Dokulardaki jelatinaz aktivitesinin ise klorofilin ve dosetakselin
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kombine uygulandigi grupta hem kontrole gore hem de dosetaksel ilaci uygulanan

gruba gore anlamli bir sekilde azaldigi tespit edildi. (sirasiyla p<0,01 ve p<0,05).
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Sekil 4.6. 4T1 hicre hattinda(A) ve karaciger dokularinda(B) farkh gruplara ait

jelatinaz aktiviteleri DOS: Dosetaksel, KLR: Klorofilin. * p<0,05, ** p<0,01.

Tablo 4.4. Farkli gruplarin jelatinaz aktivite (U/mg) sonuglarina ait ortalama ve

standart sapma degerleri (ortalamazstandart sapma)

KONTROL DOSETAKSEL ‘ KLOROFiLiN DOSETAKSEL+KLOROFiLIN
HOCRE | 1,750,11 1,59+0,23 1,49+0,17 1,18+0,06
KONTROL DOSETAKSEL KLOROFiLiN DOSETAKSEL+KLOROFiLIN
DOKU 4725,30+393,45 2933,67+695,22 | 2859,55+189,78 | 3237,33+763,72

4.2.3. Glutatyon S-transferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Karaciger dokularindaki Glutatyon S-transferaz (GST) aktivite degerleri Sekil 4.7.’de,

ortalama ve standart sapma degerleri ise Tablo 4.6."da verilmistir. Dokularda tiim

gruplarda GST aktivitesinin kontrole gore azaldig gozlemlenirken, bu azalmanin

klorofilin uygulanan grupta en yiksek oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark

olusturdugu tespit edildi (p<0,05).
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Sekil 4.7. Karaciger dokusunda Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivite diizeyleri. DOS:
Dosetaksel, KLR: Klorofilin. *p<0,05.

Tablo 4.5. Farkli gruplarin Glutatyon S-transferaz Aktivite (nmol.mint.mg?)

sonuclarina ait ortalama ve standart sapma degerleri

Kontrol Dosetaksel Klorofilin Dosetaksel+Klorofilin

DOKU | 195,29+40,96 | 178,99+22,16 | 139,55+27,69 | 166,07+55.97

4.2 4. Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Karaciger dokularinda glutatyon (GSH) duzeyleri Sekil 4.8.'de, ortalama ve
standart sapma degerleri ise Tablo 4.5."de gosterilmektedir. Dokularda GSH diizeyleri
kontrole gore klorofilin grubundistatistiksel olarak fark olusturmayan bir artma
gosterirken, dosetaksel ve dosetaksel ile klorofilinin kombine uygulandigi grupta

anlaml bir fark gézlemlenmedi.
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Doku GSH Diizeyleri
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Sekil 4.8. Karaciger dokusunda glutatyon (GSH) diizeyleri. DOS: Dosetaksel, KLR:
Klorofilin. Degerler ortalama * standart sapma olarak gosterildi.

Tablo 4.6. Farkl gruplarin glutatyon (GSH) diizeylerine ait ortalama ve standart
sapma degerleri

Kontrol Dosetaksel Klorofilin Dosetaksel+Klorofilin

DOKU 20,52+3,82 17,36%6,29 25,68+10,10 19,37+4,03

4.3. Histokimya ile Karaciger Metastazinin Degerlendirilmesi

Karaciger dokusundan alinan kesitlerin hematoksilen-eozin boyama sonucu
gorintileri ve bu dokulardaki mikrometastaz odaklarinin diizeyi Sekil 4.9.da,

ortalama ve standart sapma degerleri ise Tablo 4.6.’da verilmistir.

Dosetaksel ya da klorofilin uygulanan grupta kontrol grubuna gore
mikrometastaz odak sayilarinda bir fark gézlemlenmezken, dosetaksel ve klorofilinin
kombine uygulandigl tedavi grubunda mikmometastaz odak sayilarinin azaldigi

gozlemlenmistir ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Sekil 4.9. Karacigerdeki mikrometastatik odak gorintileri (A) ve sayilari (B). DOS:
Dosetaksel, KLR: Klorofilin.
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5. TARTISMA

Meme kanseri tedavisinde, hastaligin alt tiplerine gore farkli tedavi
secenekleri uygulanabilmektedir ve bu kanser alt tipleri arasinda reseptor duyarlilig
olmayan Ugll negatif (ER, PR ve HER2 negatif) meme kanseri; heterojenitesi, agresif
olusu ve tedavi seceneklerinin eksikligi nedeni ile en 6limcil olanidir (4). Hormonal
tedavi veya HER2'yi hedefleyen ilag tedavilerine yanit vermedigi icin ana ve tek tedavi
olarak kemoterapi yontemi uygulanmaktadir (5). Kemoterapi standart yontem
olmasina ragmen hastalarda siklikla ila¢ direnci gelismesi tedavi basarisi disliren en
blyik etmenlerdendir (4). Siklikla niiksetmesinin yani sira yliksek oranda metastatik
Ozellik gostermesi kotl prognozdan ve de en 6nemlisi mortaliteden sorumludur. Bu
calismada da oldukga agresif olan fare meme kanseri hiicreleri (4T1 hiicre hatti) ve
ayni hiicre hatti kullanilarak elde edilen deneysel hayvan modeli olusturuldu ve
klorofilin bilesiginin meme kanseri metastazi tzerindeki etkilerinin in vitro ve in vivo
olarak hedeflendi (70). Klorofilin bilesiginin incelenme sebebi ise hem antioksidan bir
bilesik olmasi hem de tiimor hiicrelerinde ekspresyon diizeyi artan ve ila¢ direncinde
rol alan Glutatyon S-transferaz P1 enziminin inhibisyonunda goérev almasidir (13, 14,
28, 58). Bu amagla klorofilinin hem tek olarak uygulanmasinin, hem de taksan grubu
bir anti kanser ila¢ olan dosetaksel ile birlikte uygulanmasinin Ug¢li negatif meme
kanseri metastazi izerine etkileri incelendi (71). Bu baglamda hticre canhligi, hiicre
donglisii ve migrasyon analizleri yapildi. Ardindan hem hiicre hem doku lizatlarinda
metastazin en kritik basamaklarindan biri olan invazyonda yer alan jelatinaz
enzimlerinden MMP-9 ekspresyonu ve total jelatinaz (MMP-2 ve MMP-9) aktivitesi
test edildi. Dokulardatotal Glutatyon S-transferaz aktivitesi ve GSH diizeyleri
degerlendirildi. Son olarak deneysel hayvan modelinden elde edilen karaciger
dokularinda, histolokimyasal incelemeler yardimiyla mikrometastaz olusumlari
degerlendirildi. Sonug olarak, meme kanseri metastazinda klorofilinin etkileri in vivo

ve in vitro olarak gosterililmis oldu.

Calismada, ilk olarak klorofilin ve dosetakselin 4T1 hiicre canhligi izerinde

etkilerini incelemek igcin MTT testi kullanildi ve IC50 degerleri belirlendi. Dosetakselin
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24 saat ve 48 saat inkiibasyonuna ait IC50 degerleri sirasiyla 32,05 ve 34,4 uM
bulunurken, antioksidan bir bilesik olan klorofilinin IC50 degerleri oldukga yliksek
(182,1 uM ve 136,9 uM) diizeylerde bulundu. Literatirde klorofilin bilesigi yine cok
agresif olan HT-1080 kanser hiicre hattinda denenmis olup 50 uM ‘a kadar hiicre
canhhg! veya proliferasyona etkisinin olmadigi gosterilmistir (58). Bu ¢alismada da

literatlire uygun olarak klorofilinin uygulama dozu 50 uM olarak belirlendi.

Uygulama dozlarinin belirlenmesinin ardindan klorofilin ve dosetakselin hem ayri ayri
hem de kombine kullanimlarinin, hiicre doénglstu faz dagilimlarina etkisi akim
sitometrisi ile degerlendirildi. 24 saat ve 48 saat inklibasyonda kontrol grubunun S ve
G2/M fazi hem klorofilin grubundan hem de klorofilinin kombine uygulandigi gruptan
daha yuksektir. Tedavi gruplarinda kontrole gore S ve G2/M fazinin disuk olmasi,
klorofilinin 4T1 hilicre hattinda antiproliferatif etki gosterebilecegini isaret
etmektedir. Literattirde klorofilinin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda da GO/G1
fazini arttirdigini, G2/M fazini azalttigini ve antiproliferatif etkiye sahip oldugunu
gostermektedir (38). Kolon kanseri hiicrelerinde yapilan bir baska calismada da
klorofilin ile muamelenin HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde hiicre déngusi arrestini
sagladigl belirtilmektedir. Klorofilinin bu etkiyi; E2F1 ve E2F4 transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonunu arttirarak ve dolayisiyla énemli bir hiicre doéngusi
kontrol noktasi olan G1/S kontrol basamagi inhibisyonunu saglayarak gosterdigi

ortaya koyulmustur (72).

Kanser hiicrelerinin migrasyonu uzak doku metastazlari i¢in kritik bir 6neme
sahiptir. Hiicrenin hicre iskeletini yeniden diizenleme ve kendini ileri dogru itme
yetenegi, cesitli dokulara ulasim ve invazyon basamaklarindan ¢ok daha o6nce
gereklidir. Bir besin kaynagina (6rnegin kan damarlarina) dogru hareket edemeyen
hiicreler muhtemelen hayatta kalamazlar. Bu siirecin 6nemi nedeniyle, bu calismada
4T1 hicrelerinde hilicre migrasyonu analizi yapildi. Sonuclar degerlendirildiginde
kontrol grubunun motilite indeksi %85 iken, dosetaksel, klorofilin ve kombine
uygulamada bu degerlerin sirasiyla %9, %15 ve %5 oldugu gorilmektedir. Antikanser
ilac olan dosetaksel ve klorofilin tek basina hicre gocglini yavaslatabiliyorken,

kombine uygulandiklarinda bu etkinin daha ¢ok arttigi gérilmektedir. Mevcut
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ulasilabilir literatiirde klorofilinin anti kanser ilaglarla kombine kullaniminin hiicre
migrasyonuna etkilerini inceleyen ¢alismalar bulunmamaktadir. Ancak bu sonuglar
tekli olarak uygulanan klorofilin gibi bazi antioksidan ve/ya fitokimyasallarinagresif
hicre hatlarinda migrasyonu azalttigini gosteren literatlirdeki diger calismalarla
uyumludur (58, 73, 74). Metastatik ozelligi yuksek olan HT-1080 fibrosarkom
hicrelerinde vyapilan bir c¢alismada, klorofilinin doza bagimh olarak hiicre
migrasyonunu azalttig ve bu etkinin en ¢ok bizim de ¢alismamizda da kullandigimiz

50 uM klorofilin uygulama dozunda gergeklestigi gosterilmistir (58).

Matriks metalloproteazlar (MMP’ler), ekstraselliler matriks ve bazal
membranin degradasyonunda rol alan proteaz ailesine ait enzimler olup kanser hiicre
invazyonu ve metastazinda anahtar faktorlerden birisidir (9). Bircok ¢alisma Jelatinaz
B olarak da bilinen MMP-9’un meme kanserlerinde olduk¢a yiksek eksprese
oldugunu gostermektedir (47, 48, 75). Buna paralel olarak, metastatik sirecleri
kontrol altina alabilmek icin MMP’leri hedefleyen inhibitorlerin gelistirilmesine
yonelik bir ¢cok calisma da bulunmaktadir (43). Western blot analizleri sonucu, hiicre
lizatlarinda MMP-9 ekspresyonunun kontrole kiyasla tim gruplarda azaldigi
gorilmektedir ancak bu azalmanin istatistiksel bir fark olusturacak diizeyde degildir.
Doku ornekleri incelendiginde ise yine MMP-9 ekspresyonunun tim gruplarda
azalmis oldugu goriilse de, klorofilin ve klorofilinin kombine uygulandigi grupta bu
azalmanin oldukga ylksek ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goérilmektedir. Bu
calismada klorofilin igeren gruplarin MMP-9 ekspresyonunu azaltmasi, klorofilinin
invazyonu azaltmada rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu sonug, literatiirde
klorofilinin metastatik karaciger kanserinde ve mide timorlerinde MMP-9
ekspresyonunu ve invazyonu azalttigini gosteren calisma sonuclariyla uyusmaktadir

(58, 76).

MMP’ler ilk olarak zimojen (inaktif pro enzim) formda sentezlenen proteaz
enzimleridir ve aktivasyonlari proteoliz ve vya c¢esitli ajanlar aracihigiyla
gerceklesmektedir (77). Dogal doku inhibitorleri (TIMP’ler) araciligiyla inaktif formda

tutularak dokudaki aktiviteleri kontrol altinda tutulmaktadir (54). Dolayisiyla MMP
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ekspresyonunun yani sira TIMP’lere orani veya aktivitenin de degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu ¢alismada hem hiicre lizatlarinda hem de hayvan modelinden elde
edilen doku lizatlarinda, jelatinaz (MMP-9 ve MMP-2) aktivitesi degerlendirildi. Hem
hicrede hem de doku lizatlarinda, tedavi gruplarinda jelatinaz aktivitesinin distigu
gozlemlenmektedir. Ancak jelatinaz aktivitesinde anlamli dizeylerde bir disis
sadece doku orneklerindeki klorofilin ve klorofilinin kombine uygulandigl grupta
gorilmektedir. Bu sonuglar klorofilinin jelatinaz aktivitesini azaltarak, anti-invaziv ve
anti-metastatik ozellik gosterebilecegini one sirmektedir. Literatirde klorofilinin
MMP ekspresyonuna etkisini gdsteren g¢alismalar bulunsa da MMP enzim aktivitesi
Uzerine etkisi ve olasi inhibisyon mekanizmasi ile ilgili bilgiler bulunmamaktadir (58,
78). Ancak literatirde reaktif oksijen tirleri (ROS) gibi okside edici ajanlarin disulfit
baglarini kirarak MMP’lerin aktivasyonunda yer alabildigi bilgisi bulunmaktadir (54,
79). Dolayisiyla klorofilinin antioksidan o6zellik gostermesi, disilfit baglarinin
oksidasyonunu engelledigi icin MMP aktivitesinde diislisii sagliyor olabilir. Sonug
olarak klorofilin hem jelatinaz B ekspresyonunu azalttigi hem de total jelatinaz
aktivitesini dlistirdtgi icin invazyon ve metastazin énlenmesinde potansiyel bir role
sahip olabilir. Pek ¢ok kanser hiicre hattinda goriildigi gibi meme kanseri hiicrelerinde
de GST enziminin ve glutatyonun yiksek oranda sentezlendigi rapor edilmistir (80, 81).
Klorofilinin ise GST enzimlerinden GSTP1'e spesifik bir inhibitor oldugu gosterilmistir.
Grubumuz tarafindan daha 6nce yapilmis bir calismada, N-metil nitrozire ile kimyasal
olarak indiklenerek olusturulmus meme kanseri hayvan modelinde klorofilinin meme
kanseri yaylliminda yavaslatici etkisi oldugu gosterilmistir (14). Bu calismada ise, klorofilin
kullaniminin meme kanseri kaynakli karaciger metastazi tizerindeki etkinligi arastirilmis
olup, klorofilinin meme kanseri hiicrelerinde migrasyonu ve MMP aktivitelerini azaltarak
metastazi engelleyici yonde etkilerinin oldugu ortaya konuldu. Bu baglamda, klorofilin
uygulanan hayvanlarin karaciger dokularinda metastatik etkinin azalmasina paralel
olarak GST aktivitelerinde disis tespit edilmistir. Ote yandan, klorofilin GSTP1 inhibit&rii
ozelligine ek olarak antioksidan 6zelligi sayesinde, karaciger dokusunda glutatyon
diizeylerinin artmasinda etkili olmustur. Glutatyon diizeyinin artmasinin dolayl olarak
MMP aktivitelerini azalttigi dislintilmektedir. Bunun nedeni ROS’larin enzim yapisindaki

distlfit baglarini yikarak MMP enzimlerinin aktiflesmesinde rol alabilmesidir (54, 79).
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Klorofilinin ve glutatyonun antioksidan ozelligi g6z ontne alindiginda, distlfit bag
oksidasyonunun engellenmesi  lGzerinden MMP  aktivasyonunda azalma

gozlemlenmesi olasidir.

Kanser hiicrelerinin sekonder bir alanda kolonize olmasi invazyon ve metastaz
surecleri ile gerceklesmektedir. Baslangicta bazal membranin ve civar dokularin
invazyonu ile baslayan siireci, ¢cevre kan ve lenf damarlarina kanser hiicreleri
tarafindan gerceklestirilen intravazyon adimi takip eder. Daha sonrasinda ise vaskiiler
sistemle uzak dokulara ulasma, bu dokularin parenkimine ekstravazasyon,
mikrometastaz (klglk nodiller) olusumu ve final olarak da bu mikrometastatik
odaklarin kolonizasyon gerceklestirerek makroskopik tiimorler olusturmasi adimi
gozlenmektedir (82). Bu calismada dosetakselin, klorofilinin ve ikisinin kombine
uygulanmasinin; deneysel hayvan modeli kullanilarak olusturulan meme kanserinde
uzak doku metastazini degerlendirmek icin karaciger dokularinda histokimyasal
analizler yapilarak, olusan miktometastatik lezyonlar (>4 hiicre) degerlendirildi (83).
Literatlire uygun olarak vyapilan degerlendirmede, kontrol grubunda (tedavi
uygulanmamis kanser grubu) normalize edilmis mikrometastatik odak sayisi;
dosetaksel ve klorofilinin tekli uygulandigi gruplarda degisim gostermezken, kombine
tedavide mikrometastatik odak sayilarinda azalma goriilmektedir. Bu veriler klorofilin
ve dosetakselin kombine uygulanmasinin mikrometastatik lezyon sayisini azaltmada
rol alabilecegini gostermektedir. Ancak istatiksel olarak anlamli bir fark gorilebilmesi

icin daha biylik 6rnek gruplarinda calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUGC VE ONERILER

Bu calismada dosetaksel, klorofilin ve iki bilesigin kombine uygulanmasinin
agresif Ucll negatif meme kanserinde metastatik stirecler tzerine etkileri in vivo ve in

vitro olarak arastirildi.

Sonug olarak, klorofilin ve dosetakselin birlikte uygulanmasinin meme kanseri
hlcrelerinde migrasyonu in vitro olarak 6énemli Olclide inhibe ettigi tespit edildi
(p<0,01). Yine klorofilinin tekli uygulanmasinin dokularda MMP-9 ekspresyonunu
onemli 6l¢lide azalttigl, dosetaksel ile birlikte uygulanmasinda ise bu azalma etkisinin
¢ok daha yiksek diizeylerde gorildigi gozlemlendi. Buna ek olarak yine kombine
tedavi uygulanan grupta, in vivo olarak analiz edilen toplam jelatinaz aktivitesinde de
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma goézlemlendi. Bu sonuglar kombine
uygulanmis tedavi grubunda; metastazdaki ana siireclerden olan migrasyon ve
jelatinaz enzim ekspresyonu/aktivitesi ile karakterize olan invazyon basamaginda bir
inhibisyon oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla klorofilinin dosetaksel ilaci ile
birlikte muamelesi metastatik slireclerin kontroliinde potansiyel bir role sahip

olabilir.

Calismada klorofilin yer alan gruplarda jelatinaz enzim aktivitesinde dusus
gozlemlenmistir. Bu etkinin klorofilinin sahip oldugu antioksidan 6zellik nedeniyle
enzim ici dislfit baglarinin oksidasyonunu engelleyerek gerceklestirmis olabilecegi
disiinilmektedir. Klorofilinin dolayli yoldan MMP’lerin jelatinaz aktiviteleri
Gzerindeki etkinliginin daha detayli arastirilmasi icin ilave deneylere ihtiyac vardir.
Ayrica, MMP’ler ilk olarak zimojen (inaktif pro enzim) formda sentezlenen proteaz
enzimleridir ve aktivasyonlari proteoliz ve/ya cesitli ajanlar araciligiyla gerceklestigi
bilinmektedir. Dolayisiyla MMP ekspresyonunun yani sira TIMP’lere orani veya

aktivitenin de degerlendirilmesi gerekmektedir.

Yine vyukaridaki durumla paralel olarak antioksidan klorofilin bilesigi
uygulanan grupta total Glutatyon (GSH) dizeylerinin in vivo olarak arttig

bulunmustur. Yine klorofilin uygulanan grupta, kanser hiicrelerinde ila¢ direncinden
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sorumlu olan Glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktivitesinin 6nemli 6l¢iide azalmis
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar hem antioksidan ozellik gésteren hem de
Glutatyon S-transferaz P1 (GSTP1) inhibitéri olan klorofilinin kanser tedavisinde
metastazi azaltarak tedavi basarisini arttirabilecegi fikrini desteklemektedir. Bu
bulgular daha genis deney gruplariyla desteklenerek, konuyla ilgili ileriki klinik

¢alismalara zemin olusturabilir.

Son olarak, metastazin migrasyon ve invazyon basamaklari incelendikten
sonra uzak doku mikrometastazini in vivo incelemek amaciyla karaciger dokularinda
mikrometastaz odaklari sayildi. Calisma sonucunda klorofilin ve dosetakselin
kombine uygulandigi grupta mikrometastatik lezyonlarin azaldigi bulundu. Ancak bu
fark istatiksel olarak anlaml diizeyde degildi. istatistiksel olarak anlamli bulunmayan
farklarin anlamli olup olmadigini irdelemek amaciyla 6rneklem sayisi ve/ya deneysel

tekrar sayilarinin arttirilmasi gerektigi 6ngoéruldu.

Sonug olarak Uclii negatif meme kanserinde ilac direnci, timor invazyonu ve
uzak doku metastazina bagh olarak tedavi basarisinin oldukg¢a distk oldugu goz
Onine alindiginda ve calismamizda elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda tc¢li negatif
meme kanseri tedavisinde klorofilinin dosetaksel ile kombine uygulanmasinin
migrasyon, invazyon ve metastaz sureglerini azaltabilecegini diisinmekteyiz. Ancak
meme kanseri tedavisinde olasi pozitif rolini degerlendirmek igin ileri ve kapsamli

¢alismalara ihtiyag vardir.
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