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Cagimizin en Onemli hastaliklarindan biri olarak goriilen kanser, milyonlarca kisinin
Olimiine neden olmaktadir. Kanser, ileri evrelerde viicuttaki fiziksel hasarlar yani sira
psikolojik olarak da yipratict etkilere neden olmaktadir. Bu denli insan hayatin1 olumsuz
etkileyen ve insanlar1 6liime siiriikleyen bir hastaligin tedavisi i¢in bilim adamlar1 bu konuya
yonelik c¢esitli arastirmalar yapmaktadir. Calismalarin, daha ¢ok kanserin tipi ve kanser
gelisimini etkileyen faktorler lizerinde yogunlastigi goriilmektedir. Olustugu organ ve
dokuya bagl olarak, kanserin gelisimini ve proliferasyonunu tetikleyen bir¢ok viicut i¢i ve
dis1 faktdr bulunmasi nedeniyle tedavi, kanser tiirline gore degisiklik gostermektedir.
Kullanilan tedavi yontemlerinden en etkili olanlari, klasik kemoterapi olarak adlandirilan
sentetik veya dogal yollarla elde edilen maddelerin kanser hiicrelerini 6ldiirmek tiizere
kullanilmas1 seklindedir. Genellikle kanserin kemoterapisinde kullanilan maddeler, kanser
hiicreleri ve normal hiicreler arasinda ayrim yapmaksizin etkili olmaktadir. Ancak yapilan
caligmalarla, hedef dokuya yonelik maddeler kesfedilmeye calisiimaktadir. Bu maddelerin,
normal hiicreleri etkilememesi, sadece kanserli hiicreleri ortadan kaldirmasi istenmektedir.
Glinlimiizde bir¢ok madde, hedefe yonelik olarak in vitro ve in vivo calismalarla
arastirilmaktadir. Ancak bu maddelerin ¢ok azi giinlimiizde kanser tedavisinde

kullanilabilmektedir.



Kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tipi olan meme kanseri, kansere bagli 6liimlerin baglica
nedenidir. Bu nedenle erken tani ve etkin tedavisi son derece onemlidir. Giiniimiizde
sitotoksik kemoterapi ilaglar1 ile meme kanseri tedavi edilmekteyse de, bu tedavi sonucunda,
hastanin normal viicut hiicreleri de zarar gormekte ve yasam kalitesi bozulmaktadir.
Dolayisiyla meme kanseri tedavisinde etkili ve diger normal hiicrelere zararsiz bir maddenin
bulunmasi igin ¢alismalar siirdiiriilmektedir. Ozellikle dstrojen reseptdrii tasiyan (ER+)
meme kanseri hiicrelerinde, 178-6stradiol’ un hiicreyi etkilemesini engelleyen “tamoksifen”
olarak bilinen antidstrojenik madde, meme Kkanseri hastalarinda yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Ancak tamoksifenin gerek pahali bir iiriin olmasi, gerekse hiicrelerin
diren¢ gelistirmeye baslamasi, bilim diinyasinit yeni ve daha etkili alternatif bir {iriiniin

bulunmasi i¢in tesvik etmektedir.

Baz1 funguslar (6rnegin; entomopatojenik fungus Beauveria bassiana) tarafindan iiretilen
Bassiatin (3R,6R), morfolin temelli bir depsipeptitdir. Yapilan son ¢aligmalarda bassiatin’in
anti-ostrojenik bir etkiye sahip oldugu ve ER+ MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin
proliferasyonunu durdurdugu goriilmiistiir. Bu hedefe yonelik olarak bu g¢alismada; ilk
olarak entomopatojenik funguslardan Beauveria bassiana, Fusarium oxysporum ve
Paecilomyces fumosoroseus tiirleri kullanilarak bassiatin iiretimi etkinligi degerlendirildi ve
bassiatin’in saf olarak elde edilmesi saglandi. Daha sonra bassiatin’in meme dokusundan
koken alan MCF-7 kanser hiicre hatt1 lizerindeki inhibisyonuna ve sitotoksisitesine bakildi
ve bu hiicre hattinda apoptozis mekanizmasin aktive edip etmedigi incelendi. Bu hiicre hatt1
ile maddenin reseptorler iizerine etkisini karsilastirmak i¢in MDA-MB-231 ve SK-BR-3
meme kanseri hiicre hatlari ile sitotoksisite ¢aligmalar: yiiriitiilmiistiir. Bu kanser hiicre hatti
tizerinde bulunan Gstrojen reseptoriinlin yani sira, meme kanseri hiicrelerinin gelisiminde
etkili faktorleri taniyan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve vaskiiler endotelyal

biiylime faktorii reseptoriiniin (VEGFR), bassiatin ile iliskisi incelendi.

Bu caligmanin sonucunda elde edilen bulgular, bassiatinin hem kolay eldesi hem de segici
hiicre inhibisyonu nedeniyle meme kanseri tedavisinde etkin bir sekilde kullanilabilecegini
gostermistir. Ilerleyen calismalarla klinik meme kanseri vakalarina yonelik tedavi

seceneklerinden biri olarak ele alinmasi degerlendirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Bassiatin, depsipeptit, meme kanseri, ER, EGFR, VEGFR, MCF-7



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF FUNGAL-SOURCED
BASSIATIN (3R, 6R) ON BREAST CANCER CELL LINES

Erkay OZGOR
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Nevin KESKIN
May 2017, 149 pages

Cancer causes millions of deaths which is considered as one of the most important diseases
of our century. It causes psychologically debilitating effects in advanced stages as well as
physical damages to the body. Scientists conduct variety of research on this subject for the
treatment of this disease that affects human life adversely and leads to deaths. It is seen that
Studies have focused on factors influencing the type of cancer and cancer development.
Treatment varies according to the type of cancer. Because there are many internal and
external factors that trigger the growth and proliferation of cancer according to organs and
tissues. The most effective one in the cancer treatment is called conventional chemotherapy,
the substances obtained by synthetic or naturally are used to kill cancer cells. Generally, the
substances used in the chemotherapy of cancer, are effective without distinguishing between
normal cells and cancer cells. However, the substances are tried to be discovered on the
target tissue with studies. It is required that these substances should eliminate only the cancer
cells without affecting normal cells. Nowadays, many substances are investigated with in
vitro and in vivo studies towards the target. However, very few of these substances are

currently utilized in the treatment of cancer.



Breast cancer which the most common type of cancer in women is the leading cause of
cancer deaths. Therefore, early diagnosis and effective treatment are extremely important.
Although breast cancer is treated with cytotoxic chemotherapy drugs, the patient's normal
body cells are damaged and the quality of life is impaired in this treatment. Therefore, the
studies are continuing to find the substance for the effective treatment of breast cancer
without any affect to other normal cells. Especially, the anti-estrogenic agents ‘Tamoxifen’
which prevents the effect of 176-oestradiol on estrogen receptor bearing (ER +) breast cancer
cells, is widely used in breast cancer patients. However, tamoxifen is an expensive product
and the cells begin to develop resistance. That’s why, this situation encourages science world

to find a new and more effective alternative agent.

Bassiatin (3R,6R) which is produced by some fungi (eg entomopathogenic fungus Beauveria
bassiana), is a depsipeptid based on morpholine. In recent studies show that bassiatin has an
anti-estrogenic effect and it stops the proliferation of ER + MCF-7 breast cancer cell line. In
this study following this aim, firstly bassiatin was produced using entomopathogenic fungi
Beauveria bassiana, Fusarium oxysporum and Paecilomyces fumosoroseus species and it
was provided to obtain bassiatin as pure. After that, bassiatin's inhibition and cytotoxicity
was examined on MCF-7 cancer cell line derived from mammary tissue and apoptosis
mechanism of this cell line was discussed in terms of activation. To compare the effect of
this substance on receptors with this cell line, cytotoxicity tests were conducted with MDA-
MB-231 and SK-BR-3 breast cancer cell lines. The relationship between bassiatin with
epidermal growth factor receptor (EGFR) and vascular endothelial growth factor receptor
(VEGFR) was examined that recognize effective factors in the development of breast cancer

cells, in addition to the estrogen receptor in this cancer cell line.

The findings obtained as a result of this study, it was shown that bassiatin can be used
effectively in breast cancer treatment because of both its simple production and selective cell
inhibition. Progressive studies should be considered as one of the treatment options for

clinical breast cancer cases.

Keywords: Bassiatin, depsipeptide, breast cancer, ER, EGFR, VEGFR, MCF-7
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1. GIRIS
Son yillarda artan kanser vakalarinin tedavisine yonelik alternatif yontemler gelistirilmekle
birlikte, genel olarak radyoterapi, kemoterapi, hormonoterapi, immiin terapi ve gen
tedavileri gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Giiniimiizde en ¢ok tercih edilen kanser
tedavi yontemi ise kemoterapidir. Her ne kadar radyoterapi ile bolgesel kanser olgularinin
yok edilmesi hedeflense de, mutlaka kemoterapi veya hormonoterapi adi altinda bazi

maddelerin tamamlayici olarak kullanimi s6z konusudur [1].

Meme kanseri, Tiirkiye’de ve diinyada kadinlarda en yaygin goériilen ve ayn1 zamanda da en
sik 6liime neden olan kanser tiirtidiir. Bir kadin i¢in, meme kanserine yakalanma riski %7.8
iken mortalitesi ise %2.3” diir [2]. Bu nedenle, meme kanseri igin erken tani ve kanserin

dogru yollarla etkin tedavisi cok dnemli hale gelmistir.

Funguslardan elde edilen {iriinler glinlimiizde endiistriyel alandan saglik sektoriine kadar
birgok alanda kullanilmaktadir. Ozellikle funguslardan elde edilen maddeler ile mikrobiyal
ve metabolik hastaliklarin etkin tedavisi miimkiin oldugundan bunlardan bir¢ok hastaligin

tedavisine iliskin maddelerin iiretilmesi icin ¢alisilmaktadir.

Fungal bir iiriin olan Bassiatin, bazi entomopatojen funguslar tarafindan iiretilen ve yeni
kesfedilen bir madde olup, bugiine kadar ¢cok az ¢aligmada kullanilmistir. MCF-7 meme
kanseri hiicre hatt1 ile yapilan ¢alismada; bassiatinin anti-kanser etkisi oldugu belirtilse de
meme kanserinin tedavisinde kullanilabilirligine iligkin yeterince ¢alisma yapilmamustir [3].
Bu calismanin hipotezi; MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde antidstrojenik etki gosterdigi tespit
edilen bassiatinin, hem meme kanserine kars1 kullanilan etkin ajanlara gore aktivitesini
belirlemek hem de Ostrojen reseptorii disinda farkli reseptorleri ve farkli odaklar etkileyerek

meme kanseri hiicre hatlarinin inhibisyonunu sagladigini tespit etmektir.

Bu calismada, MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti ile SVCT normal meme epitel hiicre
hattinda, bassiatinin sitotoksik 6zelligi, apoptozis durumu, hiicre siklusu analizi ve bazi
reseptorlerle (ER o, EGFR, VEGFR ) olan iligkileri arastirildi. Ayrica, MDA-MB-231 ve
SK-BR-3 meme kanseri hiicre hatlar1 ile yapilan sitotoksisite ¢alismalari ile de reseptor
Ozellikleri agisindan bassiatinin etkinligi degerlendirildi. Boylece meme kanserinde yeni bir
tirtin ile tedavi yaklasimlarinin arastirilmasi planlandi. Arastirmalarin dogru ilerlemesi igin
pozitif kontrol olarak, meme kanseri tedavisinde kullanilan tamoksifen etken maddesi

secildi. Bassiatin hem tek basina hem de tamoksifenle kombine edilerek kullanildi.



Calismamizda, bassiatinin MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik etkiye sahip oldugu SVCT hiicre
hattina ise toksik etki yapmadig1 tespit edildi. Kombine maddenin sitotoksik etkiyi artirdig:
saptand1. Hiicre siklusu analizlerinde bassiatinin erken inkiibasyon siirelerinde hiicre
dongiisiinde G0/G1 ve G2/M fazlarinda duraklamaya neden oldugu tespit edildi. Ancak
apoptozu yeterince indiiklemedigi goriildii. ER a, EGFR ve VEGFR {izerine maddelerin
etkinliginin degerlendirildigi ¢aligmalarda, bassiatinin MCF-7 hiicre hattinda reseptorleri
inhibe ettigi gézlendi. Bu durum SVCT hiicre hattinda gézlenmedi. Kontrol olarak kullanilan
tamoksifenin, reseptorlere ayni sekilde etki ettigi gézlenmis, ancak bassiatinin etkinligi daha

fazla bulunmustur.

Sonug olarak bu bulgulara dayanarak, bassiatinin tamoksifenle kombine edildiginde meme
kanseri hiicre hatlar1 tizerinde etkin bir madde oldugu sonucuna varilmistir. Bu ¢aligmanin
ilerleyen zamanda meme kanseri olgusu bulunan insanlarda tedaviye yonelik bir madde

olarak kullanilabilecegi ve farkli ¢aligmalara destek saglayacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Yaygin tanimi "kontrolsiiz hiicre boliinmesi" olan kanser, ¢evresel olarak karsilasilan
kimyasal, fiziksel veya biyolojik etkenlere maruz kalinmasi nedeniyle ya da hiicrede
kendiliginden ortaya ¢ikarak, normal hiicrenin genetik materyalinin degisime ugramasi
sonucunda olusan bir hastaliktir [4]. Tim kanser hiicrelerinde anormal biiylime ve
kontrolsiiz boliinme 6zelligi yani sira, cogalan kanser hiicrelerinin kan, lenf ya da viicut
bosluklar1 yoluyla, primer lokasyonlarindan viicudun diger boliimlerine yayilma ve metastaz
(istila etme) 6zelligi de bulunmaktadir. Normal hiicreler; hormonlar, enzimler ve diger
uyaranlar etkisinde, zamaninda ve uygun bir sekilde ifade edilen genler tarafindan
denetlenerek biiyiir, boliiniir, yaslanir ve oliirler. Fakat kanser hiicrelerinde bu genler ya

uygun olmayan sekillerde ifade edilir ya da mutasyona ugrarlar [5,6].

Kanser hiicrelerinde gerek yapisal anomaliler ve degisiklikler gerekse islevsel farkliliklar
olugmakta ve hiicreler normalde yaptiklari islevleri yapamaz duruma gelmektedir. Bazen de
aksine yeni fonksiyonlar ve gorevler iistlenmektedir [7]. Kan, lenf ve viicut bosluklar
yoluyla yayilarak diger doku ve organlara tasian bu hiicreler, kontakt inhibisyon yetenegini
kaybeder, birbirine yapismaz, hiicrelerden gelen sinyallere yanit vermez, farklilagsmaz ve

hiicreyi gerektiginde 6liime siiriikleyen apoptoza ugramazlar [8].

Proto-onkogenlerin onkogenlere doniiserek asir1 ifade edilmesi ve hiicre dongiisii
diizenleyicileri, hiicrelerde mutasyonlarin ve tiimor olusumunun meydana gelmesinde rol
oynayan faktorlerdir [9]. Hiicrelerde sirasiyla GO (Dinlenme faz1), G1, S, G2, M (Boliinme
faz1) fazlarindan olusan bir hiicresel dongii vardir. Bunun yani sira, hiicre dongiisii sirasinda
hiicrenin kontrol ettigi G1/S, G2/M ve M olmak iizere, ti¢ farkli hasar kontrol noktasi vardir.
G1/S hasar kontrol noktasinda hiicre kendi yapisini takip eder ve DNA’ sinin hasar goriip
gormedigine karar verir. Eger hiicre uygun boyut ve yapiya ulasmamis veya DNA’s1 hasarli
ise, hiicre dongiisiinde diger asamalara gegilmez ve Kosullar diizelene kadar dongii durur.
Eger hiicre ve DNA yapisi istenilen durumda ise, hiicre G1/S kontrol noktasini geger ve S
fazina ilerler [10]. G2/M hasar kontrol noktasinda ise genotoksik strese yanit olarak hiicre
mitotik boliinmeye girmeden hemen 6nce G2 fazimnin durmasiyla olusur [11]. Bu noktada
olusacak herhangi bir sikinti hiicre dongiisiiniin durmasina ve hiicre bdliinmesinin
engellenmesine neden olur. Dongiide rolii olan pek ¢ok onkogen, transkripsiyon faktorii ve

timor baskilayan gen, G1 ve G2 hasar kontrol noktalarindaki hatalarla iliskilidir [12].



Kanser hiicrelerinde hiicre biiylimesi ve boliinmesi iizerindeki genetik kontrol
kaybedilmekte ve ¢ok hiicreli bir y1gin, benign olarak adlandirilan iyi huylu tiimér olusumu
goriilebilmektedir. Bu gibi durumlarda olusan tiimor yapisi ¢ok tehlikeli olmayip ameliyatla
alindiktan sonra ciddi bir hasar goriilmemektedir. Fakat tiimor yapisinda bulunan kanserli
hiicreler; bu yapidan kurtulabilme, kan ve lenf dolasimina girebilme, diger dokulara
yayilabilme ve yeni tiimor olusturabilme yetenegine sahipse, malign olarak adlandirilan kot
huylu bir timoér olusumu meydana gelmektedir. Malign timdr yapilan ise tehlikeli olup,

tedavi siireci sikintili ve zordur [10,13].

2.1.1. Kanser Patofizyolojisi ve Kanser Olusumuna Etki Eden Faktorler

Hiicreler boliiniip ¢ogaldigi ve oliime siiriiklendigi siire boyunca cevresel kaynakli ¢esitli
kanserojenlere maruz kalabilmektedir. Bunlar biyolojik (viriitik, bakteriyel, fungal ve
paraziter ajanlar), fiziksel (iyonize radyasyon, UV ve diger 1sinlar) ve kimyasal (selenyum,
anilin, asbest ve alkol) temelli kanserojenlerdir. Bu gibi kanserojenler hiicrelerin DNA’sinda
bir dizi degisiklige yol agmaktadir. Mutasyon olarak tanimlanan bu degisiklikler, birkag¢ baz
ciftinde meydana gelebildigi gibi kromozom yapisinda onemli ve geri donilisemez

degisiklikleri de i¢erebilmektedir [10].

Normal hiicrelerin kanserli hiicreye transformasyonu olarak bilinen karsinogenez, ¢ok
faktorlii ve bircok mekanizmanin rol oynadigi bir olay olmakla birlikte, bu doniisiim
mekanizmalart halen tam olarak aydinlatilamamistir. Karsinogeneze neden olan
mekanizmalar arasinda; nokta mutasyonlari, insersiyon ve delesyonlar, translokasyonlar,
gen amplifikasyonlari, prtoto-onkogenlerin aktivasyonu ve tiimoér baskilayici genlerin
(antionkogen) inaktivasyonu gibi mekanizmalar yer almaktadir. Kanser olusumuna etki eden
faktorler varliginda, protoonkogenler ile antionkogenler arasinda var olan dengenin
bozulmasi, hiicrelerdeki DNA dizilerinde baz degisikliklerine ve kansere engel olan
proteinlerin sentezinin baskilanmasina sebep olmaktadir. DNA dizilerinde meydana gelen
degisiklikler, protoonkogenlerin kansere neden olan onkogenlere doniismesine, normalde
tiimor olusumunu engelleyen proteinleri lireten tiimor baskilayic1 genlerin ise inaktive

olmasina neden olmaktadir. Bu durum kanser gelisimiyle sonuglanmaktadir [14].

Proto-onkogenler olarak bilinen normal hiicresel genlerin doniistimiiyle olusan onkogenler,
hiicrenin gerektigi durumlarda cogalmasi i¢in gereken genler olup hiicreyi siirekli
boliinmeye yonlendirmektedir. Bu genler, tiimor hiicrelerinde siklikla mutasyona ugramakta
veya yiiksek oranlarda ifade edilmektedir [15]. Proto-onkogenlere 6rnek olarak RAS, MYC,
TRK ve ERK genleri verilebilir [16]. Onkogenler tarafindan kodlanarak olusan ve
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tiimorojenik hiicre biiyimesi ile baglantis1 olan proteinler ise onkoproteinler olarak
bilinmektedir [17]. Biiylime faktorleri, reseptor tirozin kinazlar, sitoplazmik tirozin ve
serin/treonin kinazlar, diizenleyici GTPazlar, hiicre dongiisii proteinleri ve transkripsiyon
faktorleri; onkoproteinlerdir [18]. Bunlardan transkripsiyon faktorleri MYC geni tarafindan
siklikla kodlanmaktadir. Kromozom translokasyonu ile kromozomun bir bdlgesi koparak,
yer degistiren bir arttiric1 (enhancer) sekansin yanliglikla MYC geni etrafina yerlesmesiyle
stirekli uyarilan gen bolgesi tarafindan, transkripsiyon faktorleri asir1 miktarda tiretilir. Bu
durum hiicre proliferasyonunu siirekli indiikler ve Burkitt’s lenfoma, meme kanseri,

pankreas kanseri, retinoblastoma ve kiigiik hiicreli akciger kanserine neden olur [19].

Timor baskilayici genler ise, hiicrelerin asir1 cogalmasini 6nlemek i¢in onkogenleri dengede
tutan genlerdir. Onkogenlerin aksine tiimor baskilayici genler genellikle "¢ift vurus (two-
hit) hipotezini" izler. Belirli bir proteini kodlayan her iki alel de bir etki ortaya ¢ikmadan
once etkilenmis olmalidir. Eger gen igin sadece bir alel zarar gérmiisse, ikincisi hala dogru
proteini iretebilir. Baska bir deyisle, mutant tiimor baskilayici alelleri genellikle resesif,
mutant onkojen alelleri ise tipik olarak dominanttir [14]. Tiimor baskilayici genler arasinda
TP53 (p53), Rb (Retinoblastoma), p16, p21, APC, ST14 ve ING gibi antionkogenler
bulunmaktadir [20,21]. Bulunan ilk timdr baskilayici proteini, insan retinoblastomundaki
Retinoblastoma proteini (pRb) idi; Ancak, yapilan son ¢alismalar pRb'nin bir tiimor
sagkalim faktorii oldugunu da isaret etmistir [22]. Timor baskilayict genler arasinda en ¢ok
calisilan ve farkli islevleri kesfedilen p53 geni ise insanlarin 17. kromozomunda yer
almaktadir. Bu genin ifade ettigi protein, genomda mutasyon olmasin1 6nler ve genomun
stabil kalmasini saglar [23]. p53 proteininin islevsel olabilmesi i¢in tetramer bag yapisi
halinde bulunmasi gerekir [24]. Normalde DNA hasar ile akftiflesen p53 geni, hiicre
dongiisiinii G1 fazinda durdurarak; ya DNA tamir proteinlerini harekete gegirir ya da DNA
tamir edilemeyecek boyutta hasara ugramissa, apoptozu baslatir [25]. p53 tiimor baskilayici
proteini ve onun islevleriyle baglantili gen sebekesinde olasi bir bozukluk durumunda p53
geninde islev kaybi olur ve bu durum tiimérojenik hiicrelerin baskilanmasini ortadan kaldirir
[26]. Zaten kanser olgusu bulunan kisilerde en sik mutasyonu goriilen protein p53
proteinidir. Meme kanseri gibi ¢esitli vakalarda p53 geninde nokta mutasyonlar veya alel

kayb1 oldugu gorilmiistiir [27].

Gerek onkogenlerin bir mutasyon sonucu asir1 sekilde ifade edilmesi, gerekse tiimor

baskilayict genlerin mutasyon sonucu islevlerini yitirmesi ile hiicre ¢ogalma kontroliiniin



yitirilmesi ve durdurulamamasi sonucunda, kanser gelisimi meydana gelmektedir [14].
Kanser olusumuna neden olan mutasyonlarin etkeni olarak pek ¢ok faktoriin rol oynadigi
bilinmektedir. Kanserin baglica nedeni olarak 9%90-95 oraninda c¢evresel faktorler
gosteriliyorsa da, %5-10 oraninda genetik faktorlerin de rol aldigi bilinmektedir [28]. Bir¢ok
kanser tiiriiniin nedeninin kanitlanmasi genelde miimkiin degildir. Ciinkii ¢esitli nedenler
icin spesifik bir ipucu yoktur. Ornegin, tiitiin kullanan bir kisi akciger kanseri gelistirirse
muhtemelen tiitiin kullanimindan kaynaklanmaktadir. Ancak hava kirliligi veya radyasyon
sonucunda akciger kanseri olma olasiligi da bulunmaktadir. Gebeliklerde ve organ
transplantasyonlarinda ortaya ¢ikan nadir aktarimlar hari¢, kanser genellikle bulasict bir

hastalik degildir [29].

2.1.1.1. Cevresel Faktorler

Kanser arastirmacilari tarafindan kullanilan gevresel terimi, genetige bagl kalitsal bir durum
olmayan, sadece kirliligi degil yasam tarzi, ekonomik ve davranissal faktorler gibi herhangi
bir nedeni ifade etmektedir [30]. Kanser nedenli 6liimlere katkida bulunan yaygin gevresel
faktorler arasinda tiitiin kullanimi, diyet/obezite, enfeksiyonlar, radyasyon, stres, fiziksel

aktivite eksikligi ve ¢evresel kirleticiler bulunmaktadir [28].

Belirli siire maruz kalinmasi1 durumunda bazi kanser tiirleriyle iliskilendirilen maddelere
kimyasal Karsinojenler denmektedir. Igerisinde bircok kimyasal karsinojen bulunduran
sigaranin dumani, akciger kanseri vakalarinin %90’indan sorumlu tutulmaktadir [31].
Ayrica, agiz boslugu, girtlak, bas, boyun, karin, mesane, bobrek, 6zofagus ve pankreasta da
kansere neden oldugu bilinmektedir [7,32]. Titiin dumani nitrozaminler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar da dahil olmak iizere ellinin {izerinden bilinen kansinojenleri igerir
[33]. Diinya genelinde tiitiin kullanimindan dolay1 yilda yaklasik 6 milyon kisi dliirken,
tilkemizde 6liimlerin % 23’1 tiitline bagli hastaliklar nedeniyle olmaktadir [34]. Uzun siireli
ve yogun alkol tiiketiminin insan sagligina ¢ok farkli yonlerde zararli oldugu bilinmekte ve
farkli kanser tiirlerine yol agarak, kansere bagli 6liimlerin dnemli bir nedeni olarak da
degerlendirilmektedir [35]. Asir1 alkol tiiketiminin agiz, yutak, &zefagus ve karaciger
kanserleri riskini arttirdig1 tespit edilmistir [7]. Mesleki ¢aligma alanlar1 nedeniyle asbest,
katran ve komiiriin yanma {irtinleri, benzen, vinil kloriir, naftilaminler, selenyum ve krom
gibi maddelere maruz kalan insanlarda kanser olusumu gériilebilmektedir. Isle ilgili madde

maruziyetinden kaynaklanan kanser olgulari, tiim kanser vakalarmin % 2-20 kadarini



olusturmaktadir [36]. Ozellikle asbeste maruz kalan insanlarda akciger zarmin (plevra)

malign tiimorii olan mezotelyoma goriilmektedir [34].

Diyet, obezite ve fiziksel aktivite eksikligi, kansere bagli 6liimlerin %30-35’1 ile baglantilidir
[37]. Diyet ve obezite kansere neden olmasinin haricinde kanser tedavisine karsi verilen
yanitin azalmasina da yol agmaktadir [38,39]. Sindirim sistemi kanserleri kisinin diyeti ile
iliskili oldugundan beslenme aligkanliklarinin gézden gegirilmesi durumunda obezite ile de
miicadele edilerek kanser vakalarinda diisiis gozlenecektir. Diisiik yagh ve yiiksek lifli
gidalarin temelinde olusturulacak diyet dogrultusunda kolon, endometriyum, postmenopozal
meme kanseri, bobrek, 6zefagus, pankreas, safra kesesi, karaciger ve hematolojik kanser
olgularinin azalacagi diisiiniilmektedir [40]. Ayrica, fiziksel hareketsizligin yalnizca viicut
agirlhigina degil, bagisiklik sistemi ve endokrin sistemi tiizerindeki olumsuz etkileri
nedeniyle, kanser riskini arttirdig1 disiinilmektedir. Bu nedenle diizenli egzersiz yapma

aligkanlig edinilmesi gerekmektedir [37].

Enfeksiyonlar, %18 oraninda kansere bagli 6liimlere neden olmaktadir. Bu oran gelismemis
iilkelerde %25’lere kadar ¢ikarken gelismis tilkelerde %10’lara diismektedir [28]. Yaygin
enfeksiyon ajani olarak viriisler goriilse de bazi1 bakteri, fungus ve parazitlerin de kanser
vakalar ile iliskisi oldugu bilinmektedir. insanlarda papillomaviriisiin serviks kanserine,
Epstein-Barr virlisiiniin Burkitt’s lenfomaya, Hepatit B ve Hepatit C viriislerinin ise
karaciger kanserine yol agtig1 gosterilmistir [41]. Helicobacter pylori, mide kanseri riskini
artirdig1 bilinen bakteriyel enfeksiyon kaynagidir [42]. Kansere bagli paraziter enfeksiyonlar
arasinda Schistosoma haematobium (mesanenin skuamoz hiicreli karsinomasi) ve karaciger
kelebekleri Opisthorchis viverrini ve Clonorchis sinensis (kolanjiyokarsinoma) sayilabilir
[43].

Iyonize radyasyon ve ultraviyole 1simlar, invaziv (istilact) kanser vakalarinin %10 undan
sorumludur [37]. Invaziv olmayan kanser vakalarinda da gogunlukla giinesten gelen
ultraviyole 1sinlar neden olmaktadir. Agik tenli insanlar, uzun siireli agik havada calisanlar
ve herhangi bir koruyucu kullanmadan giines 1s18ina maruz kalanlarda deri kanserleri
ultraviyole 1simnlar nedeniyle daha sik goriilmektedir. Iyonize radyasyonun deri kanseri
disinda, 16semi gibi cesitli kanser vakalarma yol agtign bildirilmektedir [7]. Iyonize
radyasyon, sigara gibi diger kansere neden olan ajanlar ile beraber etki ettiginde daha giiclii
bir kanser kaynagi haline gelmektedir [44]. Bunun yani sira, cep telefonlari, elektrik iletim

cihazlan ve diger benzer kaynaklardan gelen iyonize olmayan radyo frekansi radyasyonu,



Diinya Saglik Orgiitiiniin Uluslararas1 Kanser Arastirmas1 Ajansi tarafindan muhtemel bir

kanserojen olarak tanimlanmistir [45].

2.1.1.2. Kahtimsal Faktorler

Kanserlerin biiyilk ¢ogunlugu kalitsal degildir. Kalitsal kanserler oncelikle kalitsal bir
genetik defektten kaynaklanmaktadir. Diinya niifusunun % 0.3'inden azi, kanser riski
tizerinde biiytik bir etkiye sahip olan ve % 3-10'undan daha az kansere neden olan bir genetik
mutasyon tasiyicisidir. BRCAL1 ve BRCA2 genlerinde olabilen bazi kalitsal mutasyonlar
meme kanseri ve yumurtalik kanseri riskini % 75'e kadar ¢ikarmaktadir [46]. Kolorektal
kanser vakasi bulunan kisilerin yaklasik % 3'i Kalitsal nonpolifozisli kolorektal kanserine
(HNPCC veya Lynch sendromu) sahiptir [47]. Genellikle cocuklarda goriilen retinoblastom

olarak bilinen g6z kanseri olgusu gibi bazi kanser tiirlerinde de, kalitsal gec¢is s6z konusudur
[7].

Gerek cevresel gerekse genetik temelli faktorler degerlendirildigi zaman, kanserin tek bir
nedene degil birgok sebebe bagli olarak gelisen bir hastalik oldugu goriilmektedir. Bu
durumun yasanilan bolge, sosyoekonomik kosul, cinsiyet ve mesleki ¢alisma alanlarina gore
degiskenlik gosterdigi de bildirilmektedir [34,48]. Her ne sebeple olursa olsun diinya
genelinde milyonlarca insan kanser tiirlerinden birine yakalanmaktadir. Diinya genelinde
oliimlerin yaklasik% 13'tiniin kanser temelli oldugu tespit edilmistir [45]. Kanser nedeniyle
olan dliimler icerisinde en yaygin goriilen akciger kanseri (1.4 milyon 6liim), mide kanseri
(740.000 6liim), karaciger kanseri (700.000 6liim), kolorektal kanser (610.000 6liim) ve
meme kanseridir (460.000 6lim) [45].

2.2. Meme Kanseri

Diinya ¢apinda kadinlarda en yaygin goriilen invaziv kanser tiirii meme kanseridir ve diinya
genelinde kadmlarin yaklasik %12’si bu hastaliktan etkilenmektedir [49]. Meme kanseri,
kadinlarda invaziv kanserlerin % 22,9’unu, tim kadin kanserlerinin % 16'sim
olusturmaktadir. 2012 yilinda kadinlarda teshis edilen kanserlerin % 25,2’sini olusturdugu
ve 0.5 milyon kiginin meme kanseri nedeniyle 6ldiigl tespit edilmistir. Bu durum meme
kanserini en yaygin kadin kanseri haline getirmistir [45]. Hayat boyunca her 10 kadindan
birinin meme kanserine yakalanma olasilig1 ve meme kanserine yakalanan her 3 kadindan
birinin ise meme kanseri yiiziinden hayatin1 kaybetme riskinin oldugu diistiniilmektedir [50].

Diinya genelinde en yaygin goriilen kanser tiirli akciger kanseri olsa da 2012 yili Diinya



Saglik Orgiitiine bagli Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansmin raporunda %12.8 ile

kadinlarda ikinci en yaygin goriilen kanser olarak belirtilmistir [45].

Insanlarda meme kanserinin goriilme sikligt ve Olim orani; yasanilan bdlgeye,
sosyoekonomik ve kiiltiirel duruma, etnik kokene ve irka bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Diinya genelinde 100.000 kadin ile yapilan yas-ayarli meme kanseri
insidans oranlar1 incelendiginde; meme kanseri goriilme sikligi, Dogu Asya ile Sahra alt1
Afrika gibi daha az gelismis iilkelerde en diisiik, Bat1 Avrupa ve Kuzey Amerika gibi daha
gelismis {iilkelerde ise en yiiksek oldugu bulunmustur. Rapora gére, meme kanserinin
diinyada ortalama insidanst 100.000 kadinda 38-40 iken, Avrupa’da bu oran 66-67,
iilkemizde ise ortalama 45 civarindadir. Gelismis {iilkelerdeki modern ve batili yasam
tarzinin bu artista etkili oldugu diistiniilmektedir [45]. Buna karsin, 1990' yillarin bagindan
bu yana mortalite oranlar1 bilimsel olarak gelismis tilkelerde diisiis gostermistir; bu da ileri
diizeyde kanseri belirleme ve erken tani (niifusa dayali tarama yoluyla) ile daha etkili tedavi

rejimlerinin kombinasyonunun bir sonucudur [51].

Ulkemiz kadinlarinda da en yaygin goriilen ve en ¢ok dliime neden olan kanser tiirii meme
kanseridir. Ulkemizde kanser vakalarma ydnelik diizenli kayit ve geri bildirim olmamasinin
yan1 sira maliyetli bir program oldugundan ulusal veri tabani olusturma acisindan giicliik
cekilmektedir. 1991-1999 yillart arasinda Tiirkiye’de kadinlarda bildirilen meme kanseri
durumlar1 incelendiginde tiim kanserler arasinda ortalama %?24’inii olusturdugu
bulunmustur. 1999 yilinda Tiirkiye’de kadinlarda goriilen Sliimlerin %13,7’sinin meme
kanseri yiiziinden oldugu belirtilmistir. 2013 yilinda Tirkiye’de her 4 kanserli kadin
hastasindan birinin meme kanseri oldugu, gecmis yillara gore meme kanseri insidansinin
arttig1 ve bir yil icinde toplam 17.531 kadina meme kanseri teshisi kondugu belirtilmistir
[34].

2.2.1. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri olan kadinlarin % 66’sinda bilinen higbir risk faktoriiniin bulunmadig
saptanmistir [52]. Ote yandan bircok risk faktdriiniin de meme kanserini tetikledigi
bulunmustur. Meme kanserinin etiyolojisi; nulliparite (dogum yapmama), 30 yagindan sonra
ilk dogum ve hormonal dykii gibi endokrin ve tireme faktorlerini, alkollii i¢ki tiiketimi, oral
kontraseptiflerin kullanimi, menopoz (hormon replasmani) tedavisi ve iyonize radyasyona

maruz kalma gibi ¢evresel faktorleri, yiiksek kalorili diyetler ve egzersiz eksikligi gibi yasam



tarz1 faktorlerini igeren bir¢ok etkene dayanmaktadir. Ayrica, aile ge¢misi ve bazi genetik

Ozellikler de meme kanseri risk faktorii olarak goriilmektedir [45].

2.2.1.1. Genel Faktorler

Meme kanseri i¢in birincil risk faktorleri kadin olmak ve yagliliktir. Her ne kadar erkeklerde
meme kanseri goriilse de kadinlarda meme kanseri insidansi ve mortalitesi ilk sirada yer
almaktadir [53]. Meme kanserinin yaklasik % 1°1 erkeklerde goriilmektedir. Erkeklerde
goriilme nedeni ise genelde aile hikayesinde meme kanseri bulunan kadinlarin olmasidir

[54].

Meme kanserinin goriilme siklig1 yasla birlikte artmaktadir. Hastalarin % 75'ine menopoz
sonras1 (postmenopozal) donemde kanser tanis1 konmaktadir. Meme kanseri olusma riski,

25 yasinda 1/19608, 55 yasinda 1/33, 75 yasinda 1/11, 80 yasinda 1/8'dir [55]. Ancak akciger

kanseri ile karsilastirildigi zaman geng yasta goriilme sikligi nispeten daha yiiksektir [56].

Meme kanseri insidansinin yasanilan cografik bolgeye gore degistigi bilinmektedir.
Uzakdogu ile Avrupa iilkeleri arasinda meme kanseri goriilme sikligi birbirinden farklidir.
Meme kanseri Avrupa kokenli kadinlarda Afrika ve Asya kokenli kadinlara gore daha
siklikla goriilmektedir. Ancak kiiresellesen diinyada bir¢ok insanin gog ederek farkli iilkelere

yerlesmesi bu farkin azalmasina neden olmustur [56].

Ozellikle menopoz siireci dncesi bir kadinda meme kanseri teshis ve tedavisi yapildiysa
ileride diger meme dokusunda da goriilme olasilig1 artmaktadir. Daha 6nce meme kanseri
gegiren ve tedavi alan kadinlarda meme kanseri gelisme olasiliginin, meme kanseri teshisi

konulmamis olanlara gore, 3-4 kat daha fazla oldugu belirtilmistir [57].

Bazi kadinlarda memenin benign hastaliklart meme kanseri gelisme olasiligini artirmaktadir.
Meme dokusunda normal hiicrelere nazaran normal olmayan hiicrelerin varligi dokunun
bozulmasina neden olmaktadir. Bazi normal olmayan hiicre tiplerinin varligi [Atipik
hiperplazi, LCIS (Lobiiler Karsinoma in situ)] meme kanseri riskini artirmaktadir. Atipik
hiperplazili memeye sahip kadinlarda meme kanseri olusma riski dort ile bes kat daha
fazladir [58]. LCIS ise invaziv meme kanseri olusumu i¢in %30’luk bir risk olusturmaktadir

[59].

2.2.1.2. Endokrin ve Ureme Faktorleri
Kadinlarda meme kanserinin yaygin sekilde goriilmesinin nedenlerinden biri de kadinlarin

hormonal durumu ve hayatlar1 boyunca degisiklik gosteren lireme yapilaridir. Dogurganlik
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ozelligini kullanmayarak hi¢ ¢ocuk sahibi olmayan veya ilk dogumlarint ge¢ yasta yapan
kadinlarda meme kanseri gelisme riskinin yiiksek oldugu bildirilmistir [60,61]. Dogurmayan
veya ilk dogumunu 30 yasindan sonra yapanlar kadinlarda, ilk gebeligi 20 yasindan once
olanlara gore risk 2-3 kez daha fazladir. 35 yasindan sonra ilk dogumunu yapan kadinlarin

ise en ¢ok riske sahip oldugu bildirilmistir [62].

Menstruasyon Oykiisii de meme kanseri olusumu tizerinde etkilidir. Erken menars olarak
bilinen 12 yasindan once ilk adetin goriilmesi ve 55 yasindan sonra goriilen ge¢ menopoz
stireci kadinlarda meme kanseri riskini artirmaktadir [63,64]. Erken yasta baslayan
menstrual dongii, lireme sisteminin uzun siire Ostrojene maruz kalmasina neden olmaktadir.
Bu durumdan dolay1 erken menarsin meme kanseri riskini arttirdigi diistiniilmektedir [65].
Geg yasta menopoz geciren kadinlarda erken menopoza giren kadinlara gore iki kat meme

kanseri gelisme riski oldugu diistiniilmektedir [63].

Her ne kadar emzirme ile meme kanseri arasinda kesin bir iliski bulunmasa da bazi
calismalar emzirmeyen kadinlarda meme kanseri riskinin arttigini belirtmektedir [66]. 30
tilkeden 47 epidemiyolojik ¢alismanin derlenmesiyle olusan ¢alismada emziren kadinlarda

meme kanseri goriilme oraninin daha diisiik oldugu tespit edilmistir [67].

Ureme sistemi ile baglantili hormonlarin fazla ya da eksik salgilanmasi, bu hormonlar
salgilayan yapilardaki bozukluklar ve hormonal dengesizlikler kadinlarda bir¢ok farkli
hastaliga neden olabilmektedir. Buna benzer rahatsizlik geciren kadinlarda meme kanseri
goriilme olasilig1, hormonal bozukluk ile ilgili ge¢gmisi olmayan kadinlara gore daha fazladir
[68]. Ayrica, dnemli bir hormonal rahatsizlik olan Diabetes mellitus (Seker hastaligi)’un
varhigiin da meme kanseri olusma riskini artirabildigi degerlendirilmektedir [69]. Lupus
eritrematozus gibi otoimmun hastaliklara sahip kadinlarin meme kanseri olma riski de

artmaktadir [70].

2.2.1.3. Cevresel Faktorler

Meme kanseri olugsmasini tetikleyen ¢evresel faktorlerin ilki yogun alkol tiiketimidir. Sik ve
cok alkol tiiketen kadinlarda meme kanseri insidans1 artmaktadir [71,72]. Kuper ve
arkadaglarinin [73] yaptig1 bir ¢alismada, yliksek oranda alkol tiiketiminin meme kanseri
riskini %15 artirabilecegi degerlendirilmistir. Ancak alkol ile meme kanseri baglantisinin

kesin olmadigi ve bu baglantida diger faktorlerin de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir [56].
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Sigara kullaniminin, bir¢ok hastaligin yani sira meme kanseri i¢in de bir risk olusturabilecegi
degerlendirilmektedir. Hatta uzun siireli sigara kullaniminda bu riskin %35 oraninda
artabilecegi belirtilmistir [74,75]. Ancak sigara tiiketiminin meme kanseri olusumunda

onemli bir etkisi oldugu diistiniilmemektedir [76].

Meme kanserinde en iyi saptanan risk faktorii uzun siire radyasyona maruz kalinmasidir [58].
Gerek mesleki kosullar nedeniyle gerekse savas kosullarinda iyonize radyasyona maruz
kalmis kadinlarda meme kanseri riskinin arttig1 gozlenmis ve ilerleyen yaslarda radyasyona
maruz kalinmasinin meme kanserine tutulma olasiligini daha da yiikselttigi belirtilmistir
[56,77,78]. Her ne kadar meme kanserinin erken teshisi i¢in belirli araliklarla kadinlarin
yaptirdig1 ve bircok iilkede dnemli kanser tarama yontemi olan mamografi, az doz da olsa
radyasyon yaymakta ve siirekli mamografik incelemeler nedeniyle kiimiilatif etki yaparak
kansere neden olabilmektedir [79]. Radyasyon disinda organoklorin ve organofosfat gibi
pestisitlere ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar, bifeniller ve organik c¢oziiciiler gibi
kimyasallara maruz kalma durumu da meme kanseri olusumunu tetikleyen etkenlerdendir

[80,81].

Uzun siireli oral kontraseptif (OKS, gebelik onleyici ilag) kullanimi ve menopoza giren
kadinlarda hormon replasman tedavisi (HRT), meme kanseri risk faktorleri olarak
degerlendirilmektedir [82,83]. Hormonal dogum kontrol yontemi olan OKS kullanim siiresi
ile meme kanseri gelisme olasilig1 arasinda anlamli bir iliski bulunmamasina ragmen bazi
caligmalarda 45 yas altt kadinlarda uzun siireli OKS aliminin menopoz Oncesi
(premenopozal) meme kanseri gelisme riskinde 6nemli bir artisa neden oldugu belirtilmistir
[82,84,85]. Ancak meme kanserine genetik yatkinligi olan veya aile gegmisinde meme
kanseri olan kisilerde OKS kullaniminin meme kanseri riskini arttirdigr goriilmemistir
[86,87]. Menopoza girmis kadinlarda HRT riski, hastanin durumu ve kullanilan ilaglara gore
degismektedir. Ostrojen destegi saglayan ilaglarmn tek basma ve kisa siireli kullanimimnin risk
yaratmadigi goriilmiistiir. Uzun siireli ostrojen kullanimu ise riski artirmakta ve kombine
halde Gstrojen-progesteron bulunan ilaglarin kullanimi meme kanseri gelisme olasiligini
yiikseltmektedir [83]. Ayrica, yapilan ¢alismalarda hormon tedavisinin duktalden daha ¢ok

lobiiler ve tiibiiler kanserde risk artigina sebep oldugu belirtilmistir [88].

2.2.1.4. Hayat Tarzina Bagh Faktorler
Cevresel ve genetige bagli faktorlerin meme kanseri etkeni olarak goriilmesinin yani sira

yasam tercihlerimizin de meme kanserini tetikledigi bilinmektedir. Beslenme sirasinda
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yaptigimiz se¢imler sadece meme kanserinin degil birgok hastaligin etkeni olabilmektedir.
Yag miktar1 yliksek olan gidalarla beslenme egilimi meme kanseri olusumunu tetiklemekte
ve diyetteki hayvansal temelli yaglarin % 10’dan fazla olmas1 halinde meme kanseri riski
artmaktadir. Buna karsin yag miktar1 disik ve lifge zengin gidalarla beslenme sekli
bagirsaktan Ostrojenin emilimini Onleyerek meme kanseri olusumunu engellemektedir
[89,90]. Ancak genel kam kii¢iik yaslarda diyetin meme kanseri olusumunda risk teskil
edebilecegi, ilerleyen yaslarda beslenme seklinin degisiminin 6nleyici olmadigi yoniindedir
[58]. Ayrica, beslenme sirasinda yetersiz iyot aliminin da meme kanseri gelisiminde rol

oynayabilecegi diisliniilmektedir [91].

Kadinlarda fazla kilo ve obezite 6zellikle postmenopozal donemde oldugu zaman meme
kanser riskini artirmaktadir [92]. Ulusal Kanser Enstitiisii’ntin (NCI) 72.000 kadinla yaptig
aragtirmada, menopoz sonrasi kilo alan kadinlarin, 20’li yaslarda kilo alan kadinlara goére
meme kanseri gelisim riskinin iki kat arttig1 gosterilmistir [93]. Bunun disinda obeziteye

bagli yiiksek kolesterol seviyesinin de meme kanserini tetikledigi diistintilmektedir [94].

Fiziksel aktivite eksikligi ve durgun hayat tarzi meme kanseri risk faktorii olarak
degerlendirilmektedir. Fiziksel aktivite eksikliginin tiim olgularin %10’unda etkili oldugu
bilinmektedir [95]. Hatta mesleki veya yasam tarzina bagli olarak uzun siire oturan ve
hareketsiz kalan kisilerde meme kanserine bagli mortalite yiiksektir [96]. Yapilan ¢aligmalar
fiziksel aktivitenin insan viicudunda biyolojik mekanizmalarla iligkisini anlama yoniinde
stirdiiriilmiis ve postmenopozal, inaktif ve saglikli kadinlar {izerinde metabolik yollar
degerlendirildiginde diizenli egzersizin, meme kanseri riskini artirmada bagimsiz olarak
etkisi bulunan endojen Ostrojen, adipozite, insiilin direnci, leptin ve inflamasyonu azalttig1

tespit edilmistir [97].

2.2.1.5. Genetik Faktorler

Degismeyen risk faktorleri olarak da degerlendirilen genetik faktorler, meme kanserine
genetik yatkinlik ve aile ge¢misi gibi genler tarafindan yonlendirilen risk unsurlaridir. Meme
kanseri vakalariin %5-10’u kalitsal nedenli ailesel meme kanserlerini kapsamaktadir [98].
50 yasindan 6nce meme kanseri olan kiz kardes, anne ve kiz gibi birinci derece akrabasi olan
kadinlarda meme kanseri gelisme riski aile gegmisinde meme kanseri olmayan kadinlara
gore iki kat fazladir [99]. Eger daha erken yasta veya menopoz dncesinde meme kanserine
yakalanan yakin akraba varsa o zaman meme kanserine yakalanma riski daha da artmaktadir

[56]. Ailesel gegmisi olan kadinlarin ¢ogunda 17. kromozoma yerlesmis olan BRCA1 ve 13.
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kromozoma yerlesmis olan BRCA2 genlerindeki mutasyonlar siklikla rapor edilmistir
[62,100]. Bu genlerin boyutu biiylik oldugundan herhangi bir pozisyonda olusacak
mutasyonlar meme kanseri riski olusturabilmektedir. Kalitimsal aktarim ile aileden genetik
yatkinligin olabildigi gibi diger faktorlerin etkisiyle bu genlerde mutasyonlar
goriilebilmektedir [101].

BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki degisiklikler, germ hiicre soyu mutasyonlar1 ile
kalitilmaktadir. Bu genlerdeki mutasyonlara sahip kadinlarin hayatlarinin bir doneminde
meme kanseri gelisme riski %50-80 arasinda degismektedir [98]. Bu genler disinda diger
onemli mutasyonlar ATM, p53 (Li-Fraumeni sendromu), PTEN (Cowden sendromu),
STK11 (Peutz-Jeghers sendromu), CHEK2, PALB2 ve BRIP1 genlerinde goriilebilir ve bu
mutasyonlar kalitsal meme kanserine yol agabilir [102,103]. Normalde tiimdr baskilayici
genler olarak gorev yapmalarina kargin mutasyon sonucu meme kanseri olusumuna katkida
bulunmaktadirlar. Ancak erken ortaya ¢ikan meme kanseri vakalarinin ailesel gegmise bagl

olanlarinin cogunda BRCA1 ve BRCA2 genleri 6nem tasimaktadir [62,100].

2.2.2. Meme Kanserinin Semptomlari

Meme kanserinde genellikle ilk fark edilen semptom, meme dokusundan farkli olarak
hissedilen bir yumrunun varligidir. Meme kanserine yakalanan kadinlarin birgogu
kendilerinde bu yumruyu hissederek kanser tanisina katki koymaktadir [104,105]. Fakat
yumru olusumu olmadan farkli belirtiler goriilebilmektedir. Bu belirtiler; meme dokusunun
kalinlagmasi, bir memenin digerine goére boyutunun farklilasmasi, meme ucundaki
degisiklikler, meme derisinde ve meme ucunda ¢ukurlagma, meme derisinin tahris olmus
gorlintiisii, meme ucundan sivi sekresyonu, meme ve koltukaltinda siirekli agr1 ve
koltukaltinda sismedir [106]. Agr1 kesin bir belirti olmasa da g6z ard1 edilmemesi gereken

bir durumdur [107].

Inflamatuar meme kanseri, meme kanserinin &zel bir tiiriidiir ve farkli semptomlar
gostermektedir. Meme inflamasyonu en 6nemli belirteci olup agri, kasinti, sisme, meme
ucunun donmesi, yanma, kizariklik ve derinin portakal kabugu goriintiisiinii almas1 gibi
belirtilerle de desteklenmektedir [104,105]. Meme dokusunda herhangi bir yumrunun

bulunmamasi nedeniyle bazi zamanlarda geg teshis edilebilmektedir.

Meme kanserinin farkli semptomlara sahip diger tiiri, memede Paget hastaligidir. Bu
sendrom meme ucunun donmesi, egzama benzeri deri degisimleri, meme ucunun solmast

veya hafif pullanmasi ile karakterizedir. Bunun yani sira yanma, kizariklik, kasinti ve meme
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ucundan s1vi sekresyonu gibi semptomlar da goriilebilir. Paget hastaligi olan kadinlarin

bazilarinda meme dokusunda yumru da gériilmiistiir [108].

Meme kanserinin farkli odaklara giderek metastaz yapmasi durumunda ise gittigi yere gore
belirtiler gdstermektedir. Metastazin genel olarak gergeklestigi yapilar kemik, akciger,
karaciger ve beyin oldugundan kemik ve eklem agrilari, ates, agiklanamayan kilo kayba,
yorgunluk, nefes darligi, dalginlik ve istahsizlik gibi belirtiler metastazik meme kanserinin
belirteci olabilmektedir [109]. Fakat bu belirtiler diger metastazik kanser tiirlerinde de

goriilebildigi gibi birgok hastalifin gostergesi de olabilmektedir [110].

2.2.3. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi
Meme kanseri tek tip bir hastalik degildir ve hem klinik hem de morfolojik olarak
heterojendir. Mevcut WHO Meme Tiimérleri Siniflandirilmasi yayminda [111], 20'den fazla

farkl1 alt tiiri tanimlanmaktadir.

Cogu meme kanseri tiirii epitel hiicrelerinden kdken alarak karsinomaya doniismektedir. Bu
tiimdrler in situ ve invaziv lezyonlara béliinmektedir. In situ karsinomalar, malignant epitel
hiicrelerinin memenin duktal/lobiiler yapisina hapsedildigi preinvaziv lezyonlardir ve
kanallar1 ve lobiilleri ¢evreleyen bazal membran, kanser hiicreleri tarafindan penetrasyona
ugramadig siirece bozulmamustir. Preinvazif lezyonlar Duktal Karsinoma In Situ (DCIS) ve
Lobiiler Karsinoma In Situ (LCIS) olmak iizere iki alt boliime ayrilir. Siit bezlerinde olusan
kanser LCIS, siit kanallarinda olusan kanser ise DCIS olarak adlandirilir. DCIS ve LCIS
arasindaki ayirim, sadece mikroanatomik kokenli bolgelerin (kanallar ve lobiiller) degil,
hiicrelerin mimari ve sitolojik 6zelliklerinin bir farkliliginin sonucudur. DCIS ve LCIS, ayni
zamanda hastaligin ilerleyisi ile ilgili riskler konusunda meme igindeki dagilimlarinda da

farklilik gostermektedir [112].

"Ozel olmayan tip" olarak tanimlanan ve invaziv duktal karsinoma olarak da bilinen invaziv
karsinoma, invaziv meme kanserinin en genis alt grubunu olusturmaktadir. Bu adlandirma,
"6zel alt tipleri" karakterize eden belirli morfolojik 6zellikler ile kolayca siniflandirilamayan
tiimdrleri iceren heterojen bir grubu tanimlamaktadir. Ozel alt tiplerin en bilinenleri; lobiiler
karsinoma, tiibiiler karsinoma, miisin6z karsinoma, mediiller ve apokrin 6zellikli karsinoma,

mikro papiller ve papiller karsinomalar ve metaplastik karsinomalardir.

Meme kanserinin  smiflandirilmasinda  derecelendirme  sistemi  kullanilmaktadir.
Derecelendirme, meme kanseri hiicrelerinin goriinlimiinii normal meme dokusunun

goriinimiiyle karsilagtirir. Gogiis gibi bir organdaki normal hiicreler farklilasmakta ve bu
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organin bir pargasi olarak islevlerini yansitan belirli sekil ve formlar1 almaktadir. Kanserli
hiicreler bu farklilagmay1 kaybederler. Kanserde normal olarak siit kanallarin1 olusturmak
i¢in diizgiin bir sekilde hizalanacak hiicreler daginik hale gelir. Hiicre boliinmesi kontrolsiiz
hale gelir. Hiicre g¢ekirdegi daha az tiniform hale gelir. Mevcut derecelendirme sistemi
tiimoriin li¢ parametresini degerlendirir: (i) mimari farklilasma derecesi (tiibiil olusumu), (ii)
niikleer pleomorfizm (niikleer derece) ve (iii) proliferasyon (mitotik sayim / indeks). Bu
parametreler kullanilarak derecelendirme yapilmaktadir. Derecelendirme sisteminde; Grad
1, iyi farklilasmis yani normal saglikli hiicrelere ¢ok benzeyen; Grad 2 orta dereceli
farklilasmis ve Grad 3 kotii farklilagmis, ¢iktigi organin hiicre yapisina hi¢ benzemeyen

tiimorleri belirtmektedir [113].

Meme kanserinin evrelendirilmesi ise patoloji raporuna ve diger muayene ve radyolojik
tetkiklere dayanmaktadir. TNM sistemine gore evrelendirilir. TNM sistemi; tiimoriin
boyutunu (T), tiimoriin koltuk alt1 lenf diiglimlerine yayilip yayilmadigini (N) ve tiimdriin

metastatik hale gelip gelmedigini (M) belirtir. Bu evreler asagidaki gibi tanimlanmistir;

Evre 0: ‘in-situ’ olarak ta adlandirilan bu evre, duktal karsinoma in situ (DCIS) veya lobiiler
karsinoma in situ (LCIS) olan ve bu sinirlan igerisinde kalan kanser tiiriinii ifade etmektedir.

In situ karsinom, Kanallarin veya bezlerin 6tesine yayilmamaistir.

Evre 1: meme kanserinin yayilma potansiyeline sahip evresidir. Bu evrede tiimor 2 cm’den

kiigtiktiir ve 1y1 sinirlandirilmistir. Lenf bezlerine yayilma s6z konusu degildir.

Evre 2: bu evre ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan ilki Evre2A’da ya memede timdr yok ama
koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmistir ya da timor 2cm’e kadardir ve koltuk alt1 lenf bezlerine
yayilmustir. Ayrica 2-5 cm arasinda olup koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmadigi durum da s6z
konusudur. Evre 2B’de ise ya tiimor 2-5 cm arasinda ve koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmis

ya da 5 cm’den biiyiik olup lenf bezlerinde bulunmamaktadir.

Evre 3: kanserin ilerlemis asamasidir. 3 alt boliimii bulunmaktadir. Evre3A’da tiimor
memede 5 cm’den biiylik olabilir veya olmayabilir. Ancak ¢evre dokulara yayilmigtir. Evre
3B’de tiimor farkli boyutlarda olup meme dokusuna yakin dokulara (G6giis duvari ve bu
bolgedeki deri ile kaslar) ve lenf diigiimlerine yayilimi goriilmektedir. Evre 3C’de ise Tiimor
kopriicik kemigi altindaki veya fstiindeki ve boyun kismindaki lenflere yayilmistir.

Memeye komsu dokulara geg¢is de s6z konusudur.

Evre 4: tiimoriin uzak dokulara metastaz1 goriilmektedir. Kanser viicuttaki kemiklere,

akcigerlere, karaciger veya beyin gibi uzak organlara yayillmistir [110].
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Histolojik siniflandirma ayrica dstrojen reseptorii (ER) ekspresyonu, progesteron reseptorii
(PR) ekspresyonu ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptor 2 (HER-2) proteininin asiri
ekspresyonu ve gen amplifikasyonu gibi molekiiler degisiklikler ile gii¢lii bir sekilde
iligkilidir [113]. Bu reseptorler meme kanseri hiicrelerinin yiizeylerinde, sitoplazmalarinda
ve c¢ekirdeginde bulunabilmektedir. Hormonlar gibi kimyasal haberciler, reseptorlere
baglanmakta ve bu hiicre degisikliklerine neden olmaktadir. Bu ii¢ reseptor tipinden
(0strojen reseptorleri, progesteron reseptorleri veya HER-2) higbirine sahip olmayan
hiicrelere, ticlii negatif denir. Ancak androjen reseptorii ve prolaktin reseptorii gibi diger
hormonlar i¢in alicilar1 siklikla ifade etmektedir. Bu reseptorlerin varligina gore de tedavi

sekli degismektedir [114].

2.2.4. Meme Kanserinde Tedavi

Meme kanseri tedavisinde erken taninin ¢ok énemli oldugu bilinse de meme kanseri teshisi
yapilan kisilerde hastaligin etkin tedavisi de son derece Onemlidir. Meme kanserinin
tedavisinde bir¢ok tedavi yontemi Onerilse de diinyanin bir¢ok iilkesinde temel tedavi
secenekleri sinirlidir. Temel olarak meme kanseri tedavi yontemleri; cerrahi miidahale, ilag
tedavisi (Kemoterapi, Hormonoterapi, Hedefe yonelik tedavi) ve radyoterapiyi
kapsamaktadir [115]. Tedavi yonteminin se¢imi, kanserin evresi ve hastanin yasi gibi birgok
faktore bagl olarak yapilmaktadir. Tedavi se¢iminde hastaligin prognozu ve tekrarlama riski

de degerlendirilmektedir.

Meme kanserinin evresi belirlendikten sonra tedavi yontemi se¢ilmektedir. 1. Evre kanserler
ve DCIS durumu 1yi bir prognoza sahiptir ve genellikle memenin bir par¢asinin alinmasi ile
baz1 durumlarda kemoterapi veya radyoterapi destekli tedavi uygulanir [116]. 2. ve 3. Evre
kanserler ilerleyen kotii bir prognoza sahiptir ve tekrarlama riski yiiksektir. Tedavisinde
memenin bir kisminin veya hepsinin alinmasi, radyoterapi ve kemoterapi uygulanmaktadir.
4. Evre kanserler ise tedavi edilmesi zor olanlardir ve tiim tedavi yontemlerinin

kombinasyonu uygulanmaktadir [117].

2.2.4.1. Cerrahi Miidahale

Cerrahi miidahale, tipik olarak c¢evre dokusuyla beraber tiimoriin fiziksel olarak
uzaklastirilmasidir. Cerrahi miidahale ¢esitleri memenin korundugu ameliyatlardan tiim
memenin alindigr ameliyatlara kadar ¢esitlilik gostermektedir [118]. Ameliyat sirasinda
kanserin durumunu degerlendirmek i¢in bir ya da daha fazla lenf diigiimii biyopsiye tabi

tutulabilmektedir. Ailesel ge¢gmisinde meme kanserine yakalananlarin oldugu kisiler veya
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BRAC1 ve BRCA2 genlerinde mutasyonun tespit edildigi kadinlar yiiksek riske sahip
oldugundan her iki memenin de tamamen alinmasi (bilateral proflaktik mastektomi),
Onleyici miidahale olarak yapilmaktadir [113]. Bu islemin yapildigi kisilerde meme kanseri

gelisimi %95 oraninda azalmaktadir [119].

Meme kanserine karsi standart cerrahi miidahaleler ii¢ sekilde olmaktadir; tiim memenin
alindig1 mastektomi, memenin bir ¢eyreginin alindig1 quadrantektomi ve memenin kiigiik bir
parcasinin alindigi lumpektomi. Tiimoriin durumu ve evresi cerrahi miidahale seklinde etkili

olmaktadir [120].

2.2.4.2. Radyoterapi

Radyoterapi genellikle cerrahi miidahale sonrasi tiimor yataginin oldugu boélgeye cerrahi
miidahaleden kagan mikroskobik tiimdrleri yok etmek icin yapilmaktadir. Buna ilaveten
timor mikrogevresi i¢in de yararli bir etkisi olabilmektedir [121,122]. Bunun disinda
radyasyon cerrahi miidahale sirasinda da verilerek etkili bir tedavi yaklagim1 saglanmaktadir.
Radyasyon uygun dozda verildigi zaman meme kanserine tekrar yakalanma riski %50-66
arasinda azalmaktadir [123]. Cerrahi miidahale yapilmis hastalarda radyoterapi

uygulamasinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.

2.2.4.3. ilac Tedavisi

Primer cerrahi tedavi sonrasinda belirlenebilir tiimdr lezyonu olmayan, ancak olasi
mikrometastazlar nedeni ile niiks riski bulunan hastalarda kiiratif amagla uygulanan tedaviye
Adjuvant terapi ad1 verilmektedir. Cerrahi miidahale 6ncesinde uygulanan ilag tedavisine ise
Neo-adjuvant terapi denilmektedir. Erken evre meme kanserinde adjuvant terapi
uygulanirken ileri evre meme kanseri vakalarinda neo-adjuvant terapi prensibi
benimsenmistir. Adjuvant meme kanseri tedavisinde ii¢ ana grup bulunmaktadir;
Kemoterapi, hedefe yonelik tedaviler ve hormonoterapi. Kanserin durumuna gére bu

gruplardan biri veya hepsi ayn1 anda kullanilabilir.

Kemoterapi siklikla tim meme kanseri evrelerinde (Evre 1-4) kullanilmaktadir. Meme
kanserinin tekrarlama riskini %25, 6lim riskini ise %15 azalttigi bildirilmektedir [124].
Meme kanserinin kemoterapisinde taksanlar, antrasiklinler, antimetabolitler ve alkilleyici
ajanlar gibi cesitli kemoterapotikler kullanilmaktadir [125]. En etkili kemoterapi plani
doksorubisin ve epirubisin gibi antrasiklinleri igeren bir tedavi seklidir [126]. Tek basina
kullanilan kemoterapoétiklerin ¢ogu ile vakalarin % 25-30’unda yanit alinmaktadir. En etkili

tekli ajanlar ise doksorubisin ve dosetaksoldur [127]. Kemoterapide tek ajan kullanimina
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gore kombine ila¢ kullanimin daha iyi sonug verdigi goriildiigiinden kombine halde siklikla
3-6 aylik bir periyodda tedavi uygulanmasi 6nerilmektedir [99]. En yaygin rejimlerden biri
olan ‘AC’, siklofosfamid ile doksorubisinin (Adriyamisin) kombinasyonudur. Bazen bu
kombinasyona dosetaksol eklenmektedir (CAT rejimi). Diger yaygin bilinen kemoterapi
rejimi ise Siklofosfamid, metotreksat ve 5-Florourasil (CMF) kombinasyonudur. Bu
kombinasyon ile bir yildan uzun bir siireyle % 60 civarinda yanit beklenmektedir.
Kemoterapide ajanlar DNA ya da diger mekanizmalarda hasara neden olarak hizl biiyiiyen
ve/veya hizla replike olan kanser hiicrelerinin yok edilmesi yoniinde ¢alisir. Buna ragmen,
bu ajanlar hizla biiyiiyen normal hiicrelere de zarar vererek 6nemli yan etkilere neden

olmaktadir. Doksorubisinin kalp kasina zarar vermesi en tehlikeli komplikasyonlardandir.

Hedefe yonelik tedaviler, meme kanserinin molekiiler alttiplerine gore bazi meme kanseri
hiicrelerinde aktiflesen bir hiicre reseptorii olarak bilinen HER-2 varliginda tercih
edilmektedir. Kanser hiicrelerinin yiizeyinde HER-2 bulunan hastalar daha agresif bir
hastaliga sahiptir ve tedavisinde hedefe yonelik bir tedavi uygulanmaktadir. HER-2,
epitelyal biiytime faktorii reseptor ailesine ait bir transmembran reseptor tirozin kinazdir. Bu
reseptor, normal kosullarda hiicrenin bdliinmesine neden olan bir biiyiime faktorii tarafindan
uyarilmakta, ancak biiyiime faktoriiniin yoklugunda hiicre normal olarak biiylimeyi
durdurmaktadir. invaziv meme kanserlerinin yaklasik %20'sinde HER-2 reseptorii siirekli
uyarilmaktadir. Boylece hiicre, agresif bir kanser formu iireterek durmadan boliinmektedir.
HER-2'ye kars1 bir monoklonal antikor olan Trastuzumab (Herceptin), 1-3. evre HER-2
pozitif meme kanserlerinin 5 yillik hastaliksiz sag kalimini yaklagik %87'e yiikseltmistir
[128]. Trastuzumab, reseptorii asir1 ifade eden meme kanseri hiicrelerinde HER-2'ye
baglandiginda, trastuzumab biiylime faktorlerinin reseptdrlere baglanmasimi ve bunlari
uyarmasini engelleyerek kanser hiicrelerinin biiyiimesini etkili bir sekilde engeller. Boylece
meme kanserinde HER-2'nin agir1 ekspresyonu onlenerek hastaligin tekrarlanmasi ve koti
prognoz durumu indirgenir [129]. Bununla birlikte, Trastuzumab ¢ok pahalidir ve kullanim1
ciddi yan etkilere neden olabilmektedir (hastalarin yaklasik %2'sinde 6nemli kalp hasarlari
goriilmektedir) [130]. Trastuzumab disinda yeni hedefe yonelik tedaviler diistiniilmekte ve
tekli veya kombine kullanim sekillleri degerlendirilmektedir. Bunlardan lapatinib tirozin
kinaz inhibitorii, Everolimus ise m-Tor (rapamisinin mekanik hedefi) inhibitorii olarak
tedavide kullanilmaktadir. Ayrica, anjiyogenez inhibitérleri, poly (ADP-riboz) polimeraz 1
(PARP1) inhibitorleri, insiilin-benzeri biiyiime faktorii 1 reseptdr (IGF-1R) inhibitorleri,
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proteazom inhibitorleri ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) inhibitorleri de hedefe yonelik

tedavide kullanim i¢in degerlendirilmektedir [131].

Hormonal tedavi (Hormonoterapi), hormonal reseptorler olarak bilinen 6strojen reseptorii
(ER) velveya progesteron reseptorii (PR) pozitifligi saptanan hastalarda %60-70 cevap elde
edilebilen bir tedavi yontemidir [132]. Baz1t meme kanseri hiicreleri strojen ve progesteron
varliginda biliyiimeye devam etmektedir. Hiicre yiizeyinde ER ve PR varlig1 tespit edilerek
hormon tedavisi uygulanmakta ve yanit alinmaktadir [133,134]. Hem adjuvant hem de neo-
adjuvant tedavide kullanilmaktadir. Meme kanserinin en yaygin goriilen tipi ER ve PR
pozitif meme kanserleridir ve meme kanseri vakalarinin % 75°ni olusturmaktadir [135]. Bu
nedenle hormonoterapi meme kanserinde 6ncelikli tedavilerden biridir. Tamoksifen (Segici
ostrojen reseptor modiilator ilaglar (SERMS)), Liiteinizan hormon salgilatici hormon
(LHRH) analoglar1 ve aromataz inhibitdrleri (Al) en sik kullamlan hormonoterapi
gjanlandir. ER + meme kanseri vakalarinda tamoksifen yaygin olarak kullanilarak
reseptorleri bloke ederek Ostrojenin etki etmesini dnlemektedir. Tamoksifen kullanimi
yaklagik 15 senedir Onerilmektedir [136]. Tamoksifene alternatif olarak raloksifen de
kullanilabilmektedir [137]. Tamoksifenin biiyiik oranda meme kanseri gelisimini indirgedigi
tespit edilmistir. Bir diger 6nemli hormonoterapi ajan1 aromataz inhibitorleridir. Aromataz,
ostrojen biyosentezinin son basamaginda gorev alan bir enzim kompleksidir. Bu enzimin
inhibe edilmesi ile Ostrojen tretimi durdurulmaktadir [138]. Anastrozol, meme kanseri
tedavisinde kullanilan 6nemli bir aromataz inhibitoriidiir [45]. Postmenapozal kadinlarda
androjenin Ostrojene doniismesini engelleyen aromataz inhibitorlerinin  kullanimu,
premenapozal hastalarda ise tamoksifen ve gonadotropin salgilatict hormon (GnRH)
analoglar1 kullanimi, ER ve/veya PR pozitif meme kanserine sahip hastalarda gilinlimiizde

Onerilen tedavi yaklagimlaridir [59].

Gilinlimiizde kanserli hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve hiicre proliferasyonunun
engellenmesinde kullanilan ajanlarin 6nemi son derece biiyiiktiir. Ancak bu ajanlarin gerek
pahali iiriinler olmasi, gerekse bir¢ok yan etkiye sahip olmasi, bilim diinyasini yeni ve daha
etkili alternatif bir iirtiniin bulunmasi i¢in tesvik etmektedir. Ayrica hiicrelerin bu ajanlara
kars1 direng gelistirmeye baslamasi cogu kez tedaviyi imkansiz kilmaktadir. Bitkilerde elde
edilen dogal tiriinler, mikroorganizmalarin tirettigi tirlinler ve sucul organizmalar potansiyel
anti kanser ajanlar olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle fungal iiriinlerin kanser tedavisine

yonelik degerlendirilmesi ile yeni anti kanser ajanlar gelistirilmektedir [139,140].
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2.3. Funguslar

Son yillarda canlilarin smiflandirilmasinda kullanilan 3’lii domain sisteminde Eukarya
igerisinde yer alan fungi, diinya genelinde karasal ve sucul ortamlarda yaygin olarak
bulunmasina karsin ¢oller, derin deniz sedimentleri ve yiiksek tuz konsantrasyonu iceren
bolgelerde de goriilebilmektedir [141,142]. Karasal ortamlarda bulunan fungi insan, hayvan
ve bitkilerin paraziti veya patojeni, bitki endofiti, arthropodlarin ve bitki koklerinin
simbiyontu ve toprak mikrobiyotasinin bilesenleri olarak rapor edilmektedir [143,144].
Etrafimizdaki ¢evresel olaylarin bircogundan funguslar sorumludur. Organik maddelerin
parcalanmasi; endiistriyel fermantasyon (sarap, bira, peynir, ekmek), antibiyotik liretimi,
organik asit ve vitamin {liretimi gibi yararli olanlar yan sira, ¢esitli bitki, hayvan ve insan

hastaliklarindan da funguslar sorumlu olabilmektedir.

Arastirmalar sonucunda elde edilen fungal fosiller degerlendirildigi zaman, evrimsel siire¢
icerisinde funguslarin 0.5 ile 1.5 milyar yil 6nce evrimleserek ortaya ¢iktigi tahmin
edilmektedir [145,146,147,148]. Uzun yillar bitkiler alemi iginde ele alinan funguslar, yillar
boyunca kesfedilen 6zellikleri ve molekiiler caligmalar sonucunda giiniimiizde ayri bir
siiflandirma grubu altinda incelenmektedir. Yeryiiziinde 1.5 ile 5.1 milyon fungus tiiriiniin
oldugu diistintilse de, giinlimiizde resmi olarak taksonomistler tarafindan tanimlanan
yaklagik 100.000 fungus tiiri bulunmaktadir [149,150,151,152]. Tanimlanan tiirlerin
icerisinde en yaygin olanlarinin, 100’in lizerinde cinse dahil olup bocekler tizerinde zararl

etkiler gosteren entomopatojen funguslar oldugu diistintilmektedir [153].

Funguslar, genel olarak hiicre duvarlarinda kitin i¢eren heterotrofik 6karyotik canlilar olarak
bilinmektedir. Ancak hiicre duvarinda seliiloz olan veya hiicre duvart olmayan tiirleri de
mevcuttur. Funguslar inorganik karbonu fikse edemedikleri igin organik bilesikleri absorbe
etmek zorundadirlar. Cevreye sindirim enzimlerini salarak organik maddelerin par¢alanmasi
ve ¢oziinen maddelerin yapiya katilmasiyla biiyliylip gelisirler. Bunu ise saprofit karakterli
canli veya hayvan, bitki ve diger mantarlarin parazitleri olarak gergeklestirirler. Buna ek
olarak; funguslar, yosunlarla beraber likenleri, bitki kokleriyle endomikoriza veya

ektomikorizalar1 olusturan mutualistik birlikler kurabilmektedir [154].

Funguslar tipik olarak hif olarak adlandirilan, béliimlendirilmis dalli bir yapiya sahiptir.
Hifler septali veya septasiz (sonositik) olabilmektedir. Septali olanlarda septada bulunan
porlar sayesinde hif boyunca sitoplazma, bazi organeller ve bazen de niikleusun gegmesi

miimkiindiir [155]. Bir hif kiimesi ise topluca miselyum olarak bilinmektedir. Fungi

21



igerisinde yer alan mayalar (yeast) ise tek hiicreli organizmalar olup tomurcuklanarak
aseksiiel olarak bolinmektedir. Cevresel kosullara bagli olarak, birgok toprak mikrofungusu
dimorfik olarak adlandirilan, hem hifal hem de maya benzeri biiyiime bigimlerini
gosterebilmektedir. Ozel bir mantar sekli olan sklerotiyum ise, olumsuz gevresel kosullara
direngli oldugu diistiniilen hiflerden olusan yogun, siklikla kiiresel bir yapidan ibarettir
[143]. Mikroskletrotiya olarak adlandirilan sklerotiyanin kii¢iik formu birgok toprak
mikrofunguslarinda rapor edilmistir [156,157,158].

Funguslar seksiiel ya da aseksiiel olarak iireyebilmektedirler. Bilimsel literatiire bakildigi
zaman bu iki iireme formu i¢in farkli terimler kullanilmaktadir. Bunlar; teleomorf ve
anamorf, perfekt ve imperfekt, mayosporik ve mitosporik olarak adlandirilabilmektedir.
Seksiiel iireme, iki niikleusun birlesmesini ve ardindan mayozu igeren tireme tipidir. Bunun
sonucunda yeni gen kombinasyonunu igeren nesil ortaya ¢ikmaktadir. Funguslarin
siiflandirilmasinda sekstiel tireme sekilleri onemli rol oynamaktadir. Sekstiel tireme sekli
bilinmeyenler Deuteromisetlere (Fungi Imperfecti) dahil edilmektedir. Aseksiiel iireme ise,
miselyal fragmentasyonu, tomurcuklanma, sporangiyospor ve konidiya olarak bilinen {ireme
sporlarinin tiretimi ile meydana gelmektedir. Konidiya, mitotik bdliinme sonucunda
olugsmaktadir ve hiflerin {izerinde veya hiflerin ucunda olan konidiyojen hiicrelerin lizerinde
sekillenmektedir. Sporangiyospor, sporangiyum adi verilen bir kese i¢inde olugmaktadir.
Parasekstiel rekombinasyon ise, iki farkli tip niikleusa sahip (heterokaryon) hifte bu
niikleuslarin birlesmesi ve seksiiel liremeyi igermeyen bir rekombinant tip lireten mitotik
crossing over’1 icermektedir. Parasekstiel dongii, in vitro kiltiirde tretilen funguslarda
goriilmektedir. Ancak dogal popiilasyonlarda hangi siklikla meydana geldigi belli degildir
[143,159]. Konidiya ve konidiyoforlarin sekli ve diizeni funguslarin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir [160]. Ancak son zamanlarda yapilan molekiiler ¢alismalar morfolojik

olarak benzer olan funguslarin farkli familyalara dahil olabilecegini gostermistir [154].

Funguslar ¢ok eski tarihlerden beri insanlar tarafindan bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Bunun en temel 6rnegi dogadan toplanan veya kiiltiirel bicimde {iretilen mantar tiirlerinin
yemek olarak tiiketilmesidir. Hatta bazi iilkelerde mantar yetistiriciligi, endiistri halini
almistir. Gida sektoriinde yaygin olarak kullanilan mayalar ise firincilik ve fermentasyon
endistrisinin  temelini  olusturmaktadir. Bira iiretimi, ekmek yapimi ve sarabin
olusturulmasinda mayalarin gerekliligi ¢ok eski zamanlardan beri bilinmektedir [161].
Bununla beraber, bircok fungus tiirii penisilin, siklosporin, fusidik asit gibi farmakolojik

olarak ¢cok 6nemli antibiyotiklerin iiretiminde kullanilmaktadir. Riboflavin, biyotin, tiamin
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gibi vitaminlerin, metabolik hastaliklarin tedavisinde kullanilan kortizon gibi onemli
ilaclarin, sitrik asit gibi asitligi diizenleyen gida katki maddelerinin, amilaz, proteaz gibi
enzimlerin ve bazi hormonlarin endiistriyel olarak iiretiminde de baslica kullanilan
mikroorganizmalar funguslardir [162]. Ayrica, rokfor ve gorgonzola gibi bazi peynirlerin
hazirlanmasinda da funguslardan faydalanilmaktadir. Bunlarin disinda, tarim alanlarinda ve
seralarda bircok zarara neden olan boceklerin kontroliinde de funguslarin kullanimi son

yillarda yayginlasmistir [163].

Giiniimiizde birgok fungus tiirii, boceklerin kontroliinde biyolojik kontrol ajanlari olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle toprakta bulunan ve insan saghig1 agisindan sorun teskil etmeyen
tirlerin  kullanilmasi son derece Onemlidir. Funguslar igerisinde yaklasik 1000
entomopatojen fungus tiirli yer almaktadir. Bu tiirler zararli boceklerle miicadelede 6nemli
bir yere sahiptir [164]. Sistematik olarak degerlendirildiginde entomopatojen funguslarin;
Laboulbeniomycetes, Blastocladiomycota, Eurotiomycetes, Entomophthoromycotina,
Pucciniomycetes, Dothideomycetes, Sordariomycetes ve Kickxellomycotina gruplari
icerisinde yer aldig1 goriillmektedir. Entomopatojen fungus olarak kullanilan en yaygin tiirler
ise; Beauveria spp., Fusarium spp., Paecilomyces spp., Hirsutella spp., Verticillium spp. ve
Metarhizium spp.’dir. Bu tiirlerin bagli oldugu cinsler, Ascomycetes grubunda olup,
parazitik nematodlar gibi zararli canlilarin kontroliinde de kullanilmaktadir. Entomopatojen
fungi etkileyecegi bocekleri, sindirim sistemi, solunum delikleri ve integument yiizeyinden
enfekte edebildiginden dolayr birgok bocek tiriinii  etkileyebilmektedir [165].
Entomopatojen funguslarin yasam dongiisiinde eseysiz olarak iireyen enfektif sporlar,
bocege ya besin alimiyla sindirim sisteminden girer ya da 6zgiil olmayan bir tutunma ile
kiitikiilasina tutunur. Kiitikiilaya tutunan veya bagirsaga gecen sporlar ¢cimlenmeye baslar ve
hifler olusturarak bdcegin biinyesinde biiyilir. Bu sirada kiitikiil ylizeyini delip bdcegin
viicuduna girmek i¢in kitinaz, proteaz ve lipaz gibi enzimler salgilar. Hemolenfe gecen
funguslar, filamentoz yap sergileyerek bocegin tiim viicuduna yayilir, organlari istila eder
ve bdcegin dliimiine yol agarlar. Bocek Oldiikten sonra sporlanarak farkli konaklara gegis

yaparlar [166,167,168,169].

2.3.1. Fungal Metabolitler

Organizmalar biyolojik aktivitelerinin bir pargast olarak karbonhidratlar, proteinler,
niikleotitler ve aminoasitler gibi normal biiyiime ve gelisimini tamamlayabilmeleri icin
elzem oldugu diisiiniilen kimyasal bilesikleri iiretmektedir. Bu bilesikler primer metabolitler

olarak bilinmektedir. Biiyiime ve gelisme i¢in gerekli olmayan diger bilesikler ise sekonder

23



metabolitler olarak adlandirilmaktadir [170]. Baz1 fungal sekonder metabolitler insanlarda
medikal 6zelliklere sahipken (Penisilin ve sefalosporin gibi) digerleri toksik 6zellikte (Ergot
alkoloidleri, aflatoksin ve okratoksin gibi) olabilmektedir [171]. Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae ve Fusarium oxysporum basta olmak tizere bir¢ok entomopatojen
fungus tiiriiniin ise boceklerin 6liimiine neden olan ¢esitli metabolitleri drettigi ortaya
konmustur. Bu maddelerden bazilari; Beauvericin, Bassiacridin, Lateritin, Oosperin,
Quercetinase ve Bassiatin’dir (Cizelge 2.1.). Beauveria cinsine bagl tiirlerin farkli bazi
siklodepsipeptitleri tirettigi rapor edilmistir. Siklodepsipeptitler, sodyum ve potasyum
iyonlartyla segici etkilesim nedeniyle iyonofor antibiyotikler gibi davranmaktadir [172].
Yaygin olarak bilinen siklodepsipeptit Beauvericin iken Beauverolide, Bassianolide ve
Bassiatin gibi metabolitler de siklodepsipeptit yapiya sahiptir. Bassiatin, yeni kesfedilen
maddelerden biridir ve tibbi bir bilesik olarak kullanilabilecek potansiyelinin oldugu
disiiniilmektedir [173,174,175].

Cizelge 2.1. Funguslardan elde edilen toksik ve farmasotik olarak aktif bilesikler

Bilesik Kaynak Islevi
. - . . Metastaz ve timor
Swainsione Metarhizium anisopliae .
gelisimini Onler.
Cytochalasin C Metarhizium anisopliae Sitokinleri inhibe eder.
. Damar iginde trombosit
- Beauveria spp. AR
Bassiatin FUsarium s birikimini engeller  +
Pp- Antiostrojenik
Viridiofungins Trichoderma viride nga!eng - sentetaz
aktivitesini inhibe eder
Zearalenone Fusarium spp. Ostrojenik
Cyclosporin Tolypocladium Immiinosupresan
. Iyonofor; hiicre zarl
Beauveria spp. . e
.. . gecirgenligini artirarak
Beauverisin Paecilomyces spp. -
. hiicre ve organel
Fusarium spp. . .
fonksiyonlar1 zarar goriir.
Bassianolid Beauveria bassiana Iyonofor
Beauveria bassiana , , .
. . . Bocek savunma hiicrelerine
Siklosporin A Verticillium spp. o
. baski1 yapabilir.
Fusarium spp.
Oosporsin Beauveria bassiana Antimikrobiyal
S . . Ozellikle ¢ekirgelerde kitin
Bassiacridin Beauveria bassiana 9 oo .
baglayici toksik bir protein
. . Insektisidal; bocek  kas
. Metarhizium anisopliae . .
Destruxin . membranlarindaki kalsiyum
Aschersonia sp.
kanallarini agar.
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2.3.1.1. Bassiatinin Kimyasal Yapisi ve Etkileri

Bassiatin, morfolin temelli bir madde olup a¢ik ismi (3R,6R)-3-benzyl-4-methyl-6-(propan-
2-yl) morpholine-2,5-dione’dur (Sekil 2.1.). Molekiiler agirligi 261.3 gr/mol ve molekiiler
formiilii C15H19NO3 olan bassiatin, +4°C’de uzun siire stabil kalabilmektedir. Bassiatinin
stereoizomeri olan Lateritin (3S,6R), Asetil-CoA:Kolesterol Agiltranferazin inhibitorii
olarak degerlendirilmistir [173]. Lateritin Gibberella lateritium tarafindan tiretilse de karigik
fungal kiiltiirlerden de elde edilmistir. Ayrica, insan kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe
edici ve antimikrobiyal etkileri oldugu bilinmektedir [176]. Bassiatinin metasiklik trimeri
ise Beauverisin olarak bilinen fungal {irtindiir. Beauverisin, yapisinda {i¢ tane bassiatin igeren
siklik hekzadepsipeptittir. Bir¢ok bocek grubu iizerinde insektisidal aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir [177,178,179]. Ayrica, bazi gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler ile
candida tiirleri iizerinde antibakteriyel ve antifungal etkiye neden oldugu da tespit edilmistir
[180,181,182]. Beauverisinin intraseliiler elektrolit konsantrasyonunu diizenledigi
bilinmektedir [183]. Bu etkisinden dolay1 ekstraseliiler kalsiyumun insan akut lenfoblastik
16semi hiicrelerine girisini artirarak sitokrom C’nin salinimina ve kaspaz 3 aktivasyonu ile
hiicrelerin apoptoza siiriiklenmesine neden olmaktadir [184]. Ayni sekilde, Bcl-2 ailesini
inhibe ederek kiiciik hiicreli olmayan insan akciger kanseri hiicrelerinde apoptozu
indiikleyici antitlimor etkisini gostermektedir [183]. Bunlarin diginda beauverisinin prostat
kanseri ve meme kanseri hiicrelerinin farkli dokulara yayilmasini engelleyici etkisi

olabilecegi degerlendirilmistir [185].

Bassiatin, ilk olarak Kagamizono ve arkadaglar1 [174] tarafindan 1995 yilinda Beauveria
bassiana’dan elde edilmistir. Uretim asamalar1 ve benzer bilesiklerin sentez islemi
belirlenmistir. Yapilan calismada; Bassiatin, tavsanlarda platelet aggregasyon inhibitorii
olarak denenmis ve basarili bulunmustur. Kagamizono ve arkadagslar1 [174], bassiatinin
sentezlenmesinde iki yaklagim one slirmiistiir. Bunlardan biri laktonizasyon yaklagimi olarak
bilinirken digeri laktamizasyon asamasidir. Her iki yaklagim da bassiatinin hazirlanmasinda
basarili iken, 6nemli metabolik basamaklarda yeterli verim elde edilememektedir. Hughes
and Sleebs [186], bassiatinin sentezlenmesinde Onemli adimin, hidroksiasit asiklik
onciillerinin Mitsunobu siklizasyonlar1 oldugunu bulmustur. Hidroksiasit 6nciilleri,
engellenmis alkol yapisindaki substratlar olarak bilinmektedir. Etkili konsantrasyona bagl
olarak ayni hidroksiasit Onciillerinin Mitsunobu reaksiyonunda farkli davrandiginin

bulunmasi ile, verimli bir sekilde bassiatinin sentezlenebilecegi bulunmustur.
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Gliniimiize kadar bassiatin ¢ok az ¢alismada kullanilmistir. Bassiatinin kullanildigi son
calismalar, MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 iizerinde antitiimor etkisinin degerlendirilmesi
seklindedir. Bu hiicre hattinda bassiatinin antiostrojenik bir madde olarak etki gosterdigi
goriilmustiir [3]. Ayrica, MCF-7 hiicrelerinde hayatta kalma ile iligkili ERK ve Akt sinyal
yollarinin bassiatin tarafindan aktive oldugu bulunmustur. ERK’nin aktive olmasi ile

MCEF-7 hiicre hattinin apoptoza siiriiklendigi diisiiniilmektedir [187].

I
/0;’ N @]
CH3

Sekil 2.1. Bassiatin’in (3R,6R) molekiiler yapisi
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3. MATERYAL - METOT

3.1. Bassiatin Uretimi icin Fungus Tiirlerinin Secilmesi

Bassiatin iiretimi i¢in; daha 6nceden Tiirkiye topraklarindan izole edilen fungus tiirlerinden
Real-Time PCR amplifikasyon calismalari ile tiir tayini yapilmis ve bu tiirler i¢erisinden
bassiatin tiretimi i¢in uygun olabilecek 3 entomopatojen fungus tiirii se¢ilmistir. Bu ¢alisma
icin segilen tiirler, Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus (Isaria fumosorosea) ve
Fusarium oxysporum’dur. Segilen tiirlerin gen bankasinda en ¢ok benzedigi kismi 18S rRNA
-ITS 1-5.85 rRNA - ITS 2 - kismi 28S rRNA dizileri, NCBI Blast programi kullanilarak
benzerlik yiizdeleri ile birlikte tespit edilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Bassiatin iiretimi i¢in segilen fungus tiirlerinin gen bankasi benzerlik durumuna
gore tiir tespiti

Numune bilgisi Gen bankasinda en ¢ok benzedigi DNA dizi bilgisi

Kod | Numune adi | Tiir adi Benzerlik Gen bankasi
ulasim no

1 Bolu-Abant Beauveria bassiana 548/553(99%) KM205065.1

2 Burdur-Bucak | Paecilomyces fumosoroseus | 580/594(98%) BV211295.1

3 Kocaeli-izmit | Fusarium oxysporum 578/591(98%) | FJ985672.1

Segilen ii¢ fungus tiirii Hacettepe Universitesi Maden Miihendisligi Boliimiinde yer alan
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (Zeiss Evo 50) ile goriintiilendi ve morfolojik olarak
farkliliklar karsilastirildi. Her fungus tiirinden lam tizerine hazirlanan kuru preparatlar,
SEM oncesi altin ile kaplandi ve goriintiileme i¢in uygun hale getirildi (Sekil 3.1., Sekil 3.2.
ve Sekil 3.3.).

Fungus tiirlerini karsilastirmak i¢in; her tiiriin ticari laktofenol pamuk mavisi (Merck)
kullanilarak preparatlar1 hazirlandi ve 151k mikroskobu (Leica) altinda gorintiilendi (Sekil
3.1., Sekil 3.2. ve Sekil 3.3.). Preparat hazirlarken, bir 6ze yardimiyla fungus tiirleri lam
tizerine alind1 ve %70’lik alkol damlatildi. Alkol ugurulduktan sonra preparat, laktofenol

pamuk mavisi ile 2 dakika muamele edildi. Daha sonra iizerine lamel kapatilip incelendi.
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EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Mag= 7556 KX Sample ID =

Sekil 3.1. Beauveria bassiana’nin SEM (solda) ve 1s1ik mikroskobundaki (sagda) goriintiisii
(Fotograf: Erkay Ozgor —Evren Cubukgu)

10 um*
e | EWT=1500kV__ SigndlA=SE! _ Mag= 506KX _ SamplelD=

Sekil 3.2. Paecilomyces fumosoroseus’un SEM (solda) ve 151k mikroskobundaki (sagda)
goriintiisti (Fotograf: Erkay Ozg6ér — Evren Cubukcu)

10 pm*

p———— EHT=7.00kV Signal A = SE1 Mag= 548K X Sample ID =

Sekil 3.3. Fusarium oxysporum’un SEM (solda) ve 1s1k mikroskobundaki (sagda) goriintiisii
(Fotograf: Erkay Ozgor — Evren Cubukcu)
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3.2. Bassiatin’in Elde Edilmesi
3.2.1. Fungus Tiirlerinin Kiiltiirasyonu ve Bassiatin Uretim Cahsmalar
Secilen fungus tiirlerini ¢calismaya hazir hale getirmek i¢in 6zel bir kat1 besiyeri (SDAY)
kullanilarak {iretimi saglanmistir. SDAY besiyeri, fungus tiirlerinin hizla tireyerek ytliksek
miktarda spor iiretmesini saglamak i¢in secilmistir. SDAY besiyerinin icerigi asagidaki
gibidir;
SDAY besiyeri igerigi:

e 56 gr kullanima hazir sabouraud dekstroz agar kat1 besiyeri (Merck)

e 10 gr kullanima hazir graniile maya ekstrakti (Merck)

e 1000 ml distile su

Besiyeri hazirlandiktan sonra agarin erimesi i¢in 95°C’lik sicak su banyosunda yarim saat
bekletildi. Ardindan 120°C’de 1 atm basing kosullarinda 15 dakika otoklavda steril edildi.
Sterilizasyon sonrasi steril tiiplere besiyerleri konularak yatik bir sekilde donmasi igin
bekletildi. Besiyerleri ekim i¢in hazir olunca, segilen fungus tiirleri ile ekim yapilarak 14
giin 28°C’de inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonrasi elde edilen fungus kiiltiirleri ¢aligma
icin uygun hale geldi (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. SDAY besiyerinde iiretilen fungus tiirleri (Fotograf: Erkay Ozgor)
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Bu asamada siv1 besiyerleri kullanilarak bassiatin tiretimi yapildi. Sivi besiyerlerine kati
fungus Kkiiltiirlerinden ekim yaparken bir standartizasyon olusturmak i¢in McFarland

yontemi kullanildi.

McFarland yontemi; bakteri, fungus ve maya tiirleri ile yapilan calismalarda siklikla
kullanilan bir yontemdir. Ozellikle antimikrobiyal ¢alismalar ve iiretilen bir iiriiniin miktar
tayininde standart kosullar olusturularak dogru bir sekilde karsilastirmalar
gerceklestirilmektedir. McFarland standardi  dogrultusunda hazirlanan tiiplerdeki
bulaniklifa gore sivi sollisyonlar igerisindeki mikroorganizmanin miktari, bu yontemle
belirlenmektedir. Cizelge 3.2.”de, her bir standart tiip igin gerekli baryum kloriir ve siilfiirik
asit miktari ile buna karsilik gelen mikroorganizma hiicre yogunlugu verilmektedir. Ayrica
spektrofotometre kullanilarak 600 nm’de yapilan Olclimlerle hiicresel yogunluk

karsilastirilabilmektedir.

Cizelge 3.2. McFarland standartlarinin hazirlanisi ve hiicre yogunluklari ile karsilastirilmasi

McFarland Standard No. 0.5 1 2 3 4
%1.0 Baryum kloriir (ml) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4
%1.0 Siilfiirik asit (ml) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6
Yaklasik hiicre yogunlugu (1x108 CFU/ml) 15 3 6 9 12
% Transmittans* 74.3 55.6 35.6 26.4 215
Absorbans* 0.132 | 0.257 | 0.451 | 0.582 | 0.669

*600 nm dalga boyunda

Calisma kapsaminda iiretilen fungus kiiltiirleri, McFarland standardi olusturularak
kullanildi. Bu ¢alismada, McFarland Standart No. 2’ye gore her bir fungus tiirli i¢in ayr1 ayr1
fungal spor soliisyonlar1 hazirlandi. Bu amagla, 15 ml’lik steril falcon tiiplere 10 ml steril
distile su eklendi ve fungus kiiltiirlerinden 6ze yardimiyla 6rnekler alinarak 2 No’lu
standarda gore soliisyon ayarlandi. McFarland tablosuna gére 6x108 fungus sporu/ml’lik
soliisyonlar elde edildigi goriilse de bu miktarin dogrulugu, spektrofotometre cihazinda
(Aelab UV-VIS) absorbansin belirlenmesi ile dogrulandi. Boylece bassiatin iiretimi igin

gerekli fungus soliisyonlari hazir hale getirildi.
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Calismada kullanilacak 3 fungus tiirlinden bassiatin iiretim ¢alismalar1 yapilacagindan bu
caligmaya uygun 2 farkli siv1 besi ortamina ekim yapildi. Bunun i¢in; her iki s1v1 besiyeri de
asagida belirtildigi gibi hazirlanarak, 110°C, 1 atm basing altinda 15 dk. olmak {izere
otoklavda steril edildi ve 250 ml’lik steril erlenlere 150 ml olacak sekilde dagitildi. Her bir

erlene 1 ml fungus soliisyonu eklendi.

e 1. Besiyeri: 6.5 pH ve 28 °C’nin altinda, 0.3% maya ekstrakti, 0.3% malt ekstrakti,
0.5% pepton, 2% glukoz, 0.05% KH2PO4 ve 0.05% NH4Cl igeren 150 ml’lik 6

erlenmayer igerisinde siv1 besiyerlerinde ¢alkalanarak 9 giin inkiibasyona birakildi

[3].

e 2. Besiyeri: 7 pH ve 26 °C sicaklikta, %2 glukoz, %0.2 maya ekstrakti, %0.5
polipepton, %0.1 KH2PO4, %0.05 MgSO4 iceren 150 ml’lik 6 erlenmayer igerisinde
stv1 besiyerlerinde ¢alkalanarak 5 giin inkiibasyona birakildi [174].

3.2.2. Kiiltiirlerin Ekstraksiyon ve Eliisyon Asamalari

Uretim sonrasi elde edilen kiiltiir stvilari ile ekstraksiyon asamasina gegildi. Ekstraksiyonda
yaygin olarak kullanilan etil asetat (EtOAc) tercih edildi. Bu agamada ilk olarak her bir
erlende bulunan kiiltiir s1visi, buhner hunisi yardimiyla steril Whatman No.1 kalitatif filtre
kagidi ile filtre edildi ve ayn1 miktarlardaki etil asetat ile (150 ml) muamele edildi. Daha
sonra bu karisim ayirma hunisi kullanilarak ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyon
sirasinda kiiltiir sivisinda bulunan maddeler etil asetata gectiginden dolay: etil asetat, ayri
steril cam balonlarda toplandi. Her fungus tiirli i¢in hazirlanip ayni besiyerinde firetilen
kiltir sivilar1 bu islem sonunda birlestirildi. Kiiltiir sivilarindan elde edilen EtOAc
ekstraktlar1 indirgenmis basing altinda Rotary evaporator (Heidolph Laborota 4000) ile
ucuruldu. Balonun dip kisminda, icerisinde bassiatinin de bulundugu organik bilesikleri
iceren bir kalint1 (rezidii) olustugundan evaporasyon sonrasi elde edilen kalintidan, ayirim
ile bassiatinin ayrilmasi gerekmektedir. Bu amagcla, her bir rezidii minimal miktarlarda
kloroform (CHCls) ile ¢ozdiiriildii ve ayirim igin hazirlandi. Ham rezidii miktarinin az
olmasindan dolay1 kii¢ciik bir kolon segilerek igerisine az miktarda Sephadex (G-25,
Superfine) konuldu. Sonra, elde edilen rezidii kolona eklenerek siiziilmesi igin 24 saat
bekletildi. 24 saat sonra sephadex’in bazi maddeleri tutarak kolonu doldurdugu tespit edildi.
Daha sonra sephadex’den bu maddelerin ayrilmasini saglamak i¢in 50:50 oraninda CHCls-

MeOH (Metanol) karisimi kolona eklenerek 24 saat bekletildi ve madde eliisyona ugratildi.
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3.2.3. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi ile Bassiatin’in Analizi

Niikleer manyetik rezonans (NMR), atom ¢ekirdeklerinin manyetik 6zelliklerine dayanan
bir fiziksel durumdur. Tek sayili niikleon i¢eren tiim atom g¢ekirdekleri ve ¢ift sayili olan
baz1 diger atom c¢ekirdeklerinin bir manyetik momentumu vardir. En yaygin kullanilan
¢ekirdekler hidrojen-1 ve karbon-13’diir, ancak ¢ogu baska elementlerin bazi izotoplar1 da
gozlemlenebilir. NMR, bir manyetik c¢ekirdegi incelemek i¢in onun manyetik momentini
disardan uygulanan kuvvetli bir manyetik alan ile aymi dogrultuya hizalar, daha sonra

momentlerin yonlenmesi bir elektromanyetik dalganin etkisiyle bozulmaktadir.

Manyetik alan tarafindan yonlendirilmis olan ¢ekirdegin momentinin yer alabilecegi iki
enerji seviyesi vardir, biri manyetik alanla ayni yonde olan diisiik enerjili seviye, digeri
manyetik alanin ters yoniinde olan, yiiksek enerjili seviyedir. Bu iki seviye arasindaki enerji
farkina karsilik gelen frekansta bir foton sogurulursa moment anlik yon degistirir,
dolayistyla o frekansta bir rezonans goézlemlenmektedir. Bu rezonans, niikleer manyetik
rezonans spektroskopisi ve manyetik rezonans goriintilemede kullanilir. NMR
spektroskopisi bir molekiil hakkinda fiziksel, kimyasal ve yapisal bilgi edinmek icin
kullanilan baglica tekniklerden biridir. Biyolojik molekiillerin bir ¢ozelti igerisindeki ii¢

boyutlu kimyasal yapilart hakkinda ayrintili bilgi veren tek yontemdir.

Bassiatinin H NMR ve C*3 NMR spektrumlar1, Kagamizono ve arkadaslar1 [174] tarafindan
degerlendirilmis ve ¢izelge halinde spektrum degerleri belirtilmistir (Sekil 3.5.) (Cizelge
3.3).

l_.i. I “L .," e “ |

Sekil 3.5. Bassiatinin H! NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz) [174]
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Cizelge 3.3. Bassiatinin C** NMR ve H! NMR kimyasal degisim spektrum degerleri

3C °H

C-2 167.3 -
C-3 62.8 4.38
C-5 165.5 -
C-6 81.3 2.98
C-7 29.7 2.29
C-8 18.6 0.82
C-9 15.1 0.74
C-10 37.1 3.26

3.17
C-11 134.1 -
C-12, 16 129.8 7.09~7.13
C-13,15 129.2 7.27~7.33
C-14 128.2 7.27~7.33
N -CHs3 32.4 3.00

Bassiatin’in molekiiler yapisinda 19 proton bulunmaktadir. HX NMR spektroskopisinde her

protonun bagli oldugu gruba gore pik yaptig1 deger degismektedir. Buna gore;

2 metil protonu :64 0.82 (3H) ve 61 0.74 (3H)

Bir N-metil protonu : 64 3.00 (3H)

3 methin protonu : 1 4.38 (1H), dn 2.98 (1H) ve o1 2.29 (1H)
Bir ¢ift metilen protonu: 61 3.26 (1H) ve on 3.17 (1H)

5 aromatik proton : oy 7.27 ~ 7.33 (3H) ve on 7.09 ~ 7.13 (2H)

spektrumunda gozlenmektedir.

Uretim galismalar1 sonunda elde edilen kalint: 6rnekleri, NMR spektroskopisi igin Hacettepe

Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii NMR laboratuvarina gétiiriildii. NMR

Laboratuvarinda Pulse NMR Spektrometre cihazi (Bruker mq 20 Minispec) ile analizler
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yapildi. Kalintilar Dimetil Siilfoksit (DMSO) kullanilarak ¢ozdiiriildii ve cihaz tarafindan
analiz edilerek hem proton hem de karbon spektrumlari elde edildi.

3.2.4. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Bassiatinin Kromatografik Saflastirma
Durumunun Incelenmesi

Kromatografi, bir karisimin i¢inde bulunan bilesenleri, bunlara se¢imsel ilgi gosteren iki ya
da daha ¢ok sistemler arasinda farkli ilerleyislerine bakarak tanimak, gerektiginde
niceliklerini belirlemek amaciyla yapilan ve ayirma islemine dayanan analitik yontemdir.
Kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine ¢ok yakin olan bilesiklerden olusan karigimlari
damitma ve ayrimsal kristallendirme ile birbirinden ayirmak zor olabilir. Bu tiir maddeler

icin ¢esitli kromatografi yontemleri kullanilarak basarili ayrimlar yapilabilir.

Klasik kromatografi, bir karigimin gozenekli bir ortamda, hareketli bir ¢oziicii etkisiyle,
karisim bilesenlerinin farkli hareketleri sonucu birbirinden ayrilmasi olgusuna dayanir.
Hareket eden faza hareketli faz, bahsedilen gozenekli ortama ise adsorban veya sabit faz

denir.

Kromatografi farkli sekillerde gergeklestirilebilir. ince tabaka ve Kolon kromatografileri;
Adsorpsiyon Kromatografisi temelinde olup hareketli fazda bulunan molekiillerin kat1 bir

yiizeye yapismasi ve ayirim yapilmasi seklinde ytiriitiliir.

Bassiatinin ayri bir bant olusturma durumu ince tabaka kromatografisi ile incelendi. Bu
baglamda, TLC Silika jel Fzs4 (Merck) aliiminyum yapraklar kullanildi. Kagamizono ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada [174], i¢inde bassiatinin de bulundugu kalintidan
beauvericini ayirmak i¢in TLC kullanilmis ve bunun i¢in CHCl3:MeOH (36:4) solventi
kullanilmigtir. Ancak daha sonra bassiatini ayirmak igin n-hekzan:etanol (37:3) solventi,
HPLC’de kullanilmistir. Her iki solventin bassiatin ayriminda uygunlugunu aragtirmak i¢in
ayr1 ayrt TLC yapildi. TLC swrasinda 10 pL madde, Hamilton siringasit kullanilarak
aliminyum yapragin bir ucuna yiiklendi. Maddenin yiiklendigi yerler solvente degmeyecek
sekilde tanklara yerlestirildi ve agz1 hava almayacak sekilde kapatildi. Her bir solvent igin
ayr1 tank kullanildi. Maddenin ilerlemesini incelemek ic¢in solvent, tiim yaprak boyunca
yiritildi. TLC calismasi sonunda yapilan UV goériintiilemelerde, CHCl3:MeOH (36:4)
solventinde maddenin ilerledigi, n-hekzan:etanol (37:3) solventinde ilerleme olmadigi
gortldii (Sekil 3.6.). Kullanilan CHCl3:MeOH solventinin ilerleme esnasinda siirtiinmeye
neden olup olmadigimi gérmek i¢in ise madde olmadan negatif kontrol olarak maddenin
yanina yiikleme yapilarak TLC gerceklestirildi. Solventin herhangi bir siirtlinmeye neden

olmadig1 goriildi (Sekil 3.7.). CHCI:MeOH (36:4) solventinin kullanildig1 ince tabaka
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kromatografisinde siirtiinme olmasina ragmen herhangi bir bantlasma goriilmemistir. Bu
nedenle degisik oranlarda hazirlanmig CHCl3:MeOH ve n-hekzan:etanol solventleri
kullanilarak 10 farkli ince tabaka kromatografi ¢alismasi yapildi (Sekil 3.8.). Yapilan
calismalar sonucunda, UV altinda CHCl3:MeOH (65:35) solventi kullanilan kromatografide
hem bassiatin ayr1 olarak tek bir bant halinde goriildii, hem de kolon kromatografisi igin
gereken uzaklikta bantin ilerlemesi gerceklesti (Sekil 3.9.). Dolayisiyla CHCI3:MeOH

(65:35) solventi kullanilarak kolon kromatografisi yapilmasina karar verildi.

Sekil 3.6. Bassiatinin saflastirilabilmesi icin CHCI3:MeOH (36:4)(Sagda) ve n-hekzan:
etanol (37:3)(Solda) solventleri ile yapilan ince tabaka kromatografisi (Fotograf: Erkay
Ozgor)
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Sekil 3.7. CHCI3:MeOH (36:4) solventinin TLC sirasinda siirtinmeye neden olup
olmadigini incelemek i¢in yapilan negatif kontrollii ince tabaka kromatografisi (Fotograf:

Erkay Ozgor)

10:90 25:75 75:25 50:50 50:50 75:25 25:75 10:90

Sekil 3.8. Kolon kromatografisinde kullanilacak solventin tespit edilmesi ig¢in farkli
oranlarda hazirlanan solventlerle yapilan ince tabaka kromatografisi. Soldan saga ilk dort
uygulama CHCI3:MeOH’un farkli oranlari, son dort uygulama ise n-hekzan: etanol’un farkl
oranlaridir (Fotograf: Erkay Ozgér)
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75:25

Sekil 3.9. Bassiatinin tek bir bant seklinde elde edildigi ince tabaka kromatografisi (Fotograf:
Erkay Ozgor)

3.2.5. Kolon Kromatografisi Calismalar:

Kolon kromatografisi ile bassiatinin saflastirilmasina devam edildi. Kolon
kromatografisinde, hareketli faz olarak ince tabaka kromatografisinde CHCl3:MeOH (65:35)
solvent karigimi tespit edilmisti. Sabit faz olarak bassiatinin tutunacagi materyal Silika jel
60 A° (0,015-0,040 mm, Merck) olarak segildi. Kolon kromatografisinde silika jel,
CHCI3:MeOH (65:35) solventi ile karigtirilarak macun kivamina getirilmektedir. Daha sonra
bu karigim, sephadex ile yapilan eliisyonda kullanilan kolona yiiklendi. Kolona biraz solvent
eklenip yapmin stabilizasyonu saglandi. Kromatografi i¢in hazir olan kolona, icinde
bassiatinin bulundugu kalint: eklenerek ilerlemesi incelendi. ilerlemenin sonunda bassiatinin
kalin bir bant halinde kolonda ayrildig1 goriildii. Bantin 6niinde ve arkasinda diger maddeler
stiriintii halinde dagildi. Bassiatinin ayr1 bir tlipte toplanmasi i¢in, kolona CHClz:MeOH
(65:35) solventi yavag yavas eklendi ve kolondan ¢ikan tirlinler ayr1 ayri eppendorf tiiplerde
toplandi. Bassiatinin elde edildigini gostermek icin, iizeri selilloz kapli kromatografi
yapragindan bir parga kesilerek her tiipten yiikkleme yapildi. Kontrol olarak CHCl3:MeOH
(65:35) solventi kullanildi. UV altinda yapilan goriintiilemede 4 numarali tlipte bassiatinin
daha saf bir sekilde elde edildigi gorildii (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. Bassiatinin toplandig tiipiin UV altinda gériintiilenmesi (Fotograf: Erkay Ozgér)
3.2.6. Bassiatinin Preparatif HPLC ile Saf Olarak Elde Edilmesi

Kolon kromatografisinden elde edilen madde, Hacettepe Universitesi Kimya Béliimii
Fizikokimya Laboratuvarinda bulunan Preparatif HPLC cihazi kullanilarak incelendi ve
bassiatinin saf halde verimli bir sekilde elde edilmesi igin ¢aligmalar yiiritiildi. Bu
kapsamda, Kromasil 100-5-C18 (4.0 x 100 mm) kolonu satin alindi. Bu kolon, 6nceki
calismalarda Bassiatinin saflastirilmasi i¢in kullanilan kolon tiiriidiir. Kolondan maddeyi
elde etmek i¢in Metanol:Su karisimi (80:20) bir solvent hazirlandi. Caligmada kullanilacak
Preparatif HPLC (Agilent Technologies, 1260 Infinity), maddeyi tespit edip toplanmasina
imkan veren bir sistemdir. Kolon, solvent kullanilarak sartlandiktan sonra 100 pL. madde
cihaza yiiklendi. Cihazda 98 bar basingta 4ml/dakikada solvent yiiriitiildii. Cihaza
yiiklendikten sonra tespit kismimdan gegen madde 4 farkli pik verdi. Ugiincii pikin oldugu
kisitm en yogun maddenin elde edildigi kisim oldugundan toplayict kisimda toplandi.

Boylece Bassiatin saf olarak elde edildi.

3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Tez calismast kapsaminda meme kanseri epitel hiicre hatt1 olarak MCF-7, saglikli meme
epitel hiicresi olarak ise SVCT hiicre hatlar secilmistir. Sitotoksisite ¢caligsmalari sirasinda
MCF-7 kanser hiicre hatt1 ile diger meme kanser hatlarin1 reseptdr 6zellikleri agisindan
karsilastirmak i¢in MDA-MB-231 ve SK-BR-3 meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilmustir.
MCF-7 hiicre hatt1 ER + (Estrogen Receptor +), MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatt1 ise
ER - 6zelliktedir. Ayrica, MDA-MB-231 hiicre hatt1 PR — (Progesterone Receptor -), HER2-
(Herceptin 2 -) iken SK-BR-3 hiicre hatt1 ise PR -, HER2 + ozelliktedir. Sitotoksisite
caligmalarindan elde edilen sonuglara goére bu Ozellikler {izerinden degerlendirme

yapilacaktir.
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Calismada kullanilacak MCF-7 kanser hiicre hatti, T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1, Sap Enstitlisii Midiirliigii, Hiicre ve Viriis Bankas1 Bolimiinden temin edilmistir.
Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu (HUKUK) Hiicre kiiltiirii kullanim protokolii ve bilgi formu,
MCF-7 hiicre hatt1 ile beraber verilmistir. Hiicre kiiltiirii kullanim protokolii de gbz Oniine
aliarak hiicrelerin iiretimi ve stoklanmasi gergeklestirilmistir. Sap Enstitiisii’nden iireyen
kiiltiir halinde 25 cm?® hacimli flasklarla alinan MCF-7 hiicre hatti, hemen hiicre kiiltiirii
laboratuvarina getirildi. Kisa siire %5 CO2’li ortamda bekletildikten sonra, hiicrelerin
tripsinizasyon yontemi ile pasajlart yapildi. Bunun i¢in kiiltiir kabindaki besi ortami
uzaklagtirildi ve serumun tripsin tizerindeki inhibe edici etkisini ortadan kaldirmak i¢in kabin
yiizeyi %0.25 tripsin-10nm EDTA c¢ozeltisi ile yikandi. Yikama islemi sonunda kiiltiir
kabinin yiizeyini kapatacak miktarda tripsin (25 cm?’lik kiiltiir kabina 0.5 ml) ortama eklenip
hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi igin 37°C’de 5 dakika siireyle inkiibatorde beklendi. Bu
stirenin sonunda, hiicreler kiiltiir kab1 yiizeyinden tamamen ayrilarak besi ortami ile 15
ml’lik santrifiij tiiplerine toplandi. Daha sonra bu tiipler 5 dakika 800 rpm’de santrifiij edildi.
Siipernatant dokiilerek pelet kismi besi ortam ile siispansiyon haline getirildi. Hiicreler 4’e
boliiniip yeni besiyeri ile siispanse edilerek standart kosullarda (% 5 CO2, 37°C) inkiibe
edildi. MCF-7 hiicre hatt1 i¢in kullanilan besi ortami; DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) + %10 FBS + penisilin + streptomisin igermektedir. Hiicreler 24 saat
inkiibasyondan sonra inverted mikroskop (Olympus, 1 x 70, Japan) altinda goriintiilendi
(Sekil 3.11.). Hiicre kiiltiirleri yeterli yogunluga ulagtig1 zaman, ¢alismaya baglayana kadar

-196°C’deki s1vi azot ortaminda muhafaza edilmek tizere kaldirildi.

;J )%n}?’é

Sekil 3.11. MCF-7 hiicre hattinin 24 saatlik 1nkubasy0n gorlintlisti (F oto graf Handan Sevim,
Erkay Ozgor)
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SVCT hiicre hatti, ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures)’tan satin
almmugtir. SVCT hiicre hatti, insan meme epitel hiicrelerinden olusturulmustur. GDO
durumu, Genetigi degistirilmis organizmalar sinif 1 olarak belirtilmektedir. Bunun disinda,
Keratin 7,8 ve 18 ekspresyonu bakimindan pozitiftir. Hiicreler konfluent oldugu zaman

kubbe seklinde yap1 olusturmaktadir.

SVCT hiicre hatt1 6zel bir besi ortamina ihtiya¢ duymaktadir. Besi ortami; DMEM/F12
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) + %10 Fetal Bovin Serum (FBS) + 2mM Glutamin
+ 5ug/ml Hidrokortizon + 10ug/ml Insiilin + penisilin + streptomisin icermektedir. Besi
ortami, hiicre hatt1 elimize ulagsmadan hazirlanmis ve hiicre hatt1 geldiginde hemen tiiretime
baslanmustir. Bir kryovial tiip (2 ml) seklinde kuru buz igerisinde elimize ulasan SVCT hiicre
hattinin protokoliinde belirtildigi gibi 2-4x10,000 hiicre/cm? olarak sekilde 3 tane 25 cm?
kiiltiir kabia ekim yapilmigtir (Sekil 3.12.). Hiicrelerin yeterli yogunluga ulagsmasi igin giin
asir1 besi yeri degisimi yapilmistir (Sekil 3.13.). Yogunlasan hiicreler, tripsinizasyon
yontemi ile toplanmis ve tiiplere aktarilarak uygun besi ortami igerisinde dondurularak

saklanmistir.

Sekil 3.12. SVCT hiicrelerinin pasaj yapildiktan sonra siispanse haldeki goriinimii
(Fotograf: Handan Sevim, Erkay Ozgor)
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Sekil 3.13. SVCT hiicrelerinin 24 saat inkiibasyondan sonraki goriintimii (Fotograf: Handan
Sevim, Erkay Ozgor)

Bassiatinin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki etkisinin reseptorlerine bagli olup olmadigi,
MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 kullanilarak degerlendirilmistir. MDA-MB-231 ve
SK-BR-3 hiicre hatlari, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’nden temin
edinilmigtir. MDA-MB-231 hiicre hatti, MCF-7 igin de kullanilan DMEM/F12 (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) + %10 FBS + penisilin ve streptomisini igeren besi ortaminda
cogaltilarak stoklanmistir (Sekil 3.14.). SK-BR-3 hiicre hatt1 ise farkli bir besi ortamina
ihtiyag duymaktadir. SK-BR-3 hiicre hattinin besi ortami i¢in McCoy’s 5A besi ortami
kullanilmigtir. Bu besiyerinin igerisine %10 FBS, penisilin ve streptomisin eklenmesi
gerekmektedir (Sekil 3.15). Her iki hiicre hatt1 da yeterli miktarlarda ¢ogaltilarak cryotiiplere

konulmus ve -196°C’deki s1v1 azot ortaminda muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.14. MDA-MB-231 hiicre hattinin 24 saatlik inkiibasyon goriintiisii (Fotograf:
Handan Sevim, Erkay Ozgér)

Sekil 3.15. SK-BR-3 hiicre hattinin 24 saatlik inkiibasyon goriintiisii (Fotograf: Handan
Sevim, Erkay Ozgor)

3.4. Hiicre Canlih@: Testleri

Sitotoksisite ¢aligmalari, hiicreler {izerinde maddelerin toksik olma 6zelliginin incelendigi
caligmalardir. Giinlimiizde maddelerin hiicreler iizerindeki toksik etkisi genellikle MTT
tayini ile yapilmaktadir. MTT tayini, hiicrelerin metabolik aktivitesini degerlendiren

kolorimetrik bir yontemdir. NAD(P)H-bagimli hiicre oksidorediiktaz enzimleri, belirli
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kosullar altinda canli hiicre sayisini yansitmaktadir. Bu enzimler, bir tetrazolyum boya olan
MTTyi [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromit] mor bir renge sahip olan
¢Oziinmeyen formazana indirgeme yetenegine sahiptir. Hiicreler, toksisitesi incelenecek

maddelerle muamele edildikten sonra MTT tayini yapilarak degerlendirilmektedir.

Tez galigmasi kapsaminda; elde edilen bassiatinin ve halihazirda meme kanseri tedavisinde
kullanilan tamoksifen etken maddesinin MCF-7 ve SVCT hiicre hatlari {izerindeki toksisitesi
incelenmis ve toksik dozlar belirlenmistir. MCF-7 ve SVCT iizerinde yapilan sitotoksisite
caligmalarindan belirlenen toksik dozlar dogrultusunda MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre
hatlar1 ile sitotoksisite ¢aligmalari yapilarak hiicre hatlar1 karsilastirilmistir. Bunun yani sira,
giiniimiizde kanser tedavilerinde kombine ila¢ tedavisi yayginlastigindan 1:1 oranlarinda
hazirlanan Bassiatin ve Tamoksifen karisimi kombine maddenin de hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkisi incelenmistir. Bu kapsamda, ¢alisma Oncesinde istenilen miktarda tiretilen
hiicre hatlari, kiiltiir kaplarindan tripsinizasyon ile toplanip santrifiij edilmistir. Pelet kisim
kullanilarak hiicre siispansiyonu hazirlanmis ve Siispansiyonundaki hiicre sayisini
belirlemek icin hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayimi i¢in; 900 pL hiicre siispansiyonu
eppendorf tiipe aktarilarak tizerine 100 uL ticari Tripan mavisi (%0,5 w/v, Biochrom)
eklenmistir. Daha sonra Neubauer Lam1 kullanilarak canli hiicre saymmi yapilmistir. 1x10°
hiicre/kuyucuk olarak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekim yapilmistir. 24 saat sonra
kuyucuklardaki besiyerleri toplanarak tizerine bassiatin, tamoksifen ve kombine maddeleri
eklenmistir. Calismada kullanilacak her bir madde i¢in farkli 96 kuyucuklu kiiltiir kab1
kullanilmistir. Ayrica 24, 48 ve 72 saatlerde MTT tayini yapilacagindan her giin i¢in de farkli
kiiltiir kaplar1 hazirlanmistir. Her madde igin 15 farkli konsantrasyon hazirlanmig ve 6
tekrarli sitotoksisite calismasinda kullanilmistir (Cizelge 3.4.). 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarinda kalan 6 kuyucuk ise kontrol olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.16.).
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Cizelge 3.4. Sitotoksisite testinde kullanilan maddelerin (Bassiatin, Tamoksifen ve Kombine
madde) konsantrasyonlari

Konsantrasyon (mM) Miktar (mg/mL)
75 15
37,5 0,75
25 0,5
18,75 0,375
12,5 0,25
7,5 0,15
6,25 0,125
5 0,1
3,75 0,075
3 0,06
2,5 0,05
2 0,04
1,25 0,025
0,5 0,01
0,25 0,005
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Sekil 3.16. Hiicre hatlar1 {iizerindeki sitotoksisite c¢alismalar1 icin tasarlanan farkl
konsantrasyonlarin uygulanis bi¢iminin gosterilmesi

Hiicrelerdeki maddelere bagli inhibisyonun floresan boyama ile goriintiilenmesi i¢in ayni
konsantrasyonlarda kuyucuklar hazirlanip her giin goriintiileme yapilmistir. Goriintiileme
icin, Acridine Orange/Propidium Iodide (AO/PI) floresan boya karigimi (1:1) kullaniimistir.
Bu amagla, goriintiilenecek kuyucuklardaki sivi ortam toplanarak kuyular PBS ile
yikanmigtir. Sonra iizerine 100 pL AO/PI eklenerek 20 saniye beklenmistir. Boya
toplandiktan sonra 10 saniye PBS ile yikanan kuyucuklar goriintiilenme i¢in floresan

mikroskobuna yerlestirilmistir.

MTT analizinin yapilmasi amactyla 500 mg MTT, 100 ml PBS i¢inde ¢oziilerek stok MTT
hazirlanmistir. Her bir kuyucuk i¢in 1:10 oraninda MTT:Serum igermeyen besi ortami
olacak sekilde MTT g¢ozeltisi hazirlanmigtir. Asagidaki yontem uygulanarak MTT analizi
yapilmistir;

1. Hiicrelerin lizerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirildi.

2. Her bir kuyuya 200 uL MTT:Besi ortam1 ¢ozeltisinden eklendi, 4 saat %5 CO2 ve
37°C kosullarinda karanlikta inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonunda MTT:Besi ortamu ¢ozeltisi uzaklastirildi. Her kuyucuga
icerisinde 0,05 N HCI bulunan 100 pL izopropil alkol eklendi. 570 nm’ye
ayarlanmis ELISA cihaz1 (Biotek, pQuant) ile okuma yapildi. Elde edilen veriler

istatistiksel ¢calismalarda kullanilmistir.
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3.5. Apoptotik Hiicrelerin Propidium lodide (P1) Floresan Boyasi Ile Tespiti ve Hiicre
Siklusu Analizi

MCF-7 ve SVCT hiicre hatlarinin apoptozis durumu ve hiicre siklusu analizi ¢aligmalari,
Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisi Temel Onkoloji ABD Akim Sitometri
laboratuvarinda yiirtitiilmistiir. Apoptoz, PI floresan boyasi kullanilarak tespit edilmistir.
Apoptozu 6lgmek i¢in, 24 ve 48 saatlik 37,5 mM bassiatin, tamoksifen ve kombine madde
inkiibasyonu sonras 1.5x10%ml hiicre {izerine 1 ml PBS ilave edilmis, daha sonra hiicrelerin
tizerine 2 ml %99 saflikta etanol damla damla vortekslenerek ilave edilmis ve boylece
hiicreler sabitlenmistir. Bir gece + 4°C‘lik dolapta inkiibasyon sonrasi hiicreler iki kez PBS
ile yitkanmustir. Daha sonra hiicrelerin tizerine 70ul RNase ve 100 ul Pl ilave edilmistir. 30
dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edildikten sonra akim sitometri cihazinda (Beckman
Coulter EPICS XLMCL, USA) 10.000 hiicre sayilarak ge¢ apoptozis ve hiicre siklusu analizi
yaptlmistir. Geg¢ apoptozis i¢cin DNA fragmantasyonunu gosteren SubG1l piki
degerlendirilmistir. Hiicre siklusu degerlendirilmesinin de c¢aligmaya katki saglayacagi
disiiniilmistiir. Hiicre siklusu analizi ise GO/G1, Sentez ve G2/M oranlar iki degiskenli
histogramlardan Multicycle yazilim programi (Phoenix system, USA) kullanilarak

hesaplandi [3,188]

3.6. Bassiatin’in ER, EGFR ve VEGFR Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Bassiatin’in MCF-7 hiicre hattinda meme kanseri hiicrelerinin gelisip biliylimesini etkileyen
faktorler olan Ostrojen alfa (a), Epitelyal biiyiime faktorii (EGF) ve Vaskiiler endotelyal
biiylime faktorlerinin (VEGF) baglandigi reseptorlerle etkilesimleri aragtirilmis ve bu
reseptorlerin kantitatif tayini ile hiicrelerdeki miktarlar1 karsilagtirmali olarak belirlenmistir.
Hiicresel ekstraktlar, ticari kantitatif immiinoassay kitleri kullanilarak ER alfa, EGFR ve
VEGFR analizi igin yapilmistir. ER ailesi 2, EGFR ailesi 4, VEGFR ailesi ise 2 reseptorden
olusmaktadir. Ostrojen reseptorleri Era ve Erp olup bu calismada Ero’nin &lgiimii
yapilmistir. Daha 6nceki ¢alismalar Era reseptorii ile yiiriitiilerek dogru sonuglara ulagilmis
ve 0zellikle meme kanseri hiicrelerinde etkin rol oynadig: bilinen reseptor, Era oldugu igin
bdyle bir tercih yapilmistir [3]. EGFR (ErbBl1), HER-2/neu (ErbB2), Her-3 (ErbB3) ve
HER-4 (ErbB4), EGFR ailesinin reseptorleridir. ErbB2 gen amplifikasyonunun MCF-7
hiicrelerinde bulunmamasi ve EGF’nin en ¢ok etkiledigi reseptdr olmas1 nedeniyle EGFR
(ErbB1) reseptorii ¢alismalarda tercih edilmistir [189]. VEGFR ise 1 ve 2 olmak iizere iki
reseptore sahiptir. Bu reseptorlerden en ¢ok ¢alisilan VEGFR 2 oldugu i¢in, bu reseptorle

calismalar ylritilmustiir [190].
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ER alpha’nin kantitatif olarak dl¢limiinde, satin alinan ELISA Kkitinin protokoliine uygun
olarak (Abcam 128499) ¢aligsma yiiriitiilmiistiir. Bu asamada niikleer ekstrakt kullanilmistir.
Niikleer ekstrakti hazirlamak i¢in ilk 6nce hiicreler soguk PBS/PIB (Fosfataz inhibitor
tamponu) ile yikandi ve 15 ml’lik bir tiipe transfer edilerek 4°C, 300 x g ‘de 5 dakika
santrifiij edildi. Pelet kism1 1 ml Hipotonik tamponu (HB) kullanilarak bir 6nceki islem
sirasindan gegirildi ve son elde edilen pelet 10 pl lizis tamponu ile yeniden siispanse edilerek
santrifiij edildi (14000 x g, 10dk). Bu islemle elde edilen siipernatant, niikleer ekstrakti
olusturmaktadir. Niikleer ekstrakti olusturma asamasinda hem deney kontrolii olan muamele
edilmeyen hiicreler kullanilmis hem de bassiatin, tamoksifen ve kombine maddeyle ayr1 ayr1
muamele edilen hiicrelerin niikleer ekstraktlar1 elde edilmistir. ELISA testine gecildigi
zaman, yine iireticinin protokolii baz alinarak ER Alpha 6l¢iimii yapilmistir. Bu asamada
deneye hazir kit icerisinde tedarik edilen mikroplaklara, i¢cinde 50 pg niikleer ekstrakti
bulunan diliisyon tamponu eklendi ve her bir niikleer ekstrakti i¢in 6rnek kuyular1 hazirlandi.
Uretici firmanm kitinde bulunan MCF-7 niikleer ekstrakti, pozitif kontrol olarak kontrol
kuyularina eklendi. Oda sicakliginda ¢alkalamali platformda 1 saatlik inkiibasyondan sonra
her kuyucuk 3 kez 1 x yikama tamponu ile yikandi ve {izerlerine primer antikorlar eklendi
(50 pl Era antikor). Yine ¢alkalamali platformda 1 saatlik inkiibasyondan sonra her kuyucuk
3 kez 1 x yikama tamponu ile yikanarak 50 pl HRP-konjuge antikorlar ile muamele edildi.
Bir onceki islem tekrar uygulanarak 100 pl ilerleme soliisyonu ile kolorimetrik reaksiyon
incelendi. Daha sonra 100 pl duraklama soliisyonu ile islem sonlandi. Bu agamada asidin
varligi mavi rengin sartya donmesi ile belirlenmektedir. Absorbansi okumak i¢in ELISA
cthazi kullanilarak 450 nm’de Olgiim yapildi. Bu kit kullanilarak yapilan dogrulama

calismalarinda iiretici firmanin elde ettigi sonuglar referans olarak degerlendirildi.

EGFR ve VEGFR 'nin kantitatif olarak belirlemesinde de ticari ELISA Kitleri kullanilmistir
(Abcam 192148 ve Abcam 193764). Her ikisinin de hiicre ekstrakti hazirlama ve ELISA
deney protokolii aynidir. EGFR ve VEGFR icin hiicre ekstrakti hazirlamada, tutunan
hiicrelerden direkt lizis yolu tercih edilmistir. Buna gore; tiim deney gruplar1 (bassiatin,
tamoksifen ve kombine madde muamele edilmis) ve kontrol hiicre kiiltiirlerinden besi ortami
uzaklastirilarak tutunan hiicreler, 2 kez PBS ile yikandi. Hiicrelere, soguk 1 X hiicre
ekstraksiyon tamponu eklendi ve mikrofiij tiipiine siyrilarak 15 dakika buzda bekletildi. 4°C,
18000 x g’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi1 (Hiicre ekstrakti) deney
icin kullanima hazir olmustur. Her hiicre ekstraktindan 50ul, kit i¢erisinde verilen kullanima

hazir mikroplaklarda belirlenen kuyulara konuldu. Her kuyucuga ise 50ul antibodi karigimi
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eklendi. 1 saat oda sicakliginda 400 rpm hizinda ¢alkalamali platformda inkiibe edildi ve her
kuyucuk yikama tamponu ile yikandi. Daha sonra her kuyucuga 100 ul TMB substrati
eklenerek 10 dakika karanlik ortamda 400 rpm’lik ¢alkalamali platformda bekletildi. Her
kuyucuga eklenen 100 ul’lik durdurma soliisyonu ile deney sonlandirildi ve 450 nm’de optik
dansite degerleri elde edildi. Tim ELISA ¢alismalarindan elde edilen verilerin

karsilastirilmasi, grafikler tizerinden yapildi.

3.7. Istatistiksel Calismalar

MCF-7 ve SVCT hiicre hatlar1 {izerinde Bassiatin, Tamoksifen ve kombine maddelerin
etkilerinin degerlendirilmesi istatistiksel ¢alismalarla ger¢eklestirilmistir. Bunun disinda,
MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 ile MCF-7 ve SVCT hiicre hatlarinin
karsilastirilmasinda da istatistiksel calismalar yapilmistir. Istatistiksel testler, genellikle
“parametrik testler” ve “parametrik olmayan testler” olmak fiizere ikiye ayrilmaktadir.
Caligmalardan elde edilen verilerin bu testlerden hangisine uygun oldugunu belirlemek icin
normallik testi yapilmaktadir. Eger veriler normal dagilima sahip ise parametrik testler,
veriler normal dagilima sahip degil ise parametrik olmayan testler ile karsilagtirmalar
yapilmaktadir. Caligmalardan elde edilen verilerin bu testlerden hangisine uygun oldugunu
belirlemek i¢in normallik testi yapilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda veriler normal dagilima
sahip olmadigindan parametrik olmayan testlerle karsilagtirmalar yapilmistir. Bu calismalar
icin SPSS 13,0 Yazilim programi kullanilmistir. Gerek hiicre hatlar1 arasindaki
karsilastirmalarda gerekse zaman ve madde konsantrasyonlar1 karsilastirmalarinda, ¢oklu
karsilastirmalar i¢in Kruskal-Wallis testi kullanilirken ikili karsilastirmalar i¢cin Mann-

Whitney U testi kullanilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Fungus Tiirlerinin Bassiatin Uretimi A¢isindan Degerlendirilmesi

Bassiatin tiretimi i¢in se¢ilen Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus ve Fusarium

oxysporum, 2 farkli iiretim ortaminda inkiibasyona birakilmis ve iiretim sivilar elde

edilmistir (Sekil 4.1.). Inkiibasyon sonrasi {i¢ fungus tiiriiniin de her iki besiyerinde iiredigi

gdzlenmistir. Uretim sivilart kullanilarak filtrasyon, ekstraksiyon, evaporasyon ve eliisyon

(Sephadex G25 ile) asamalar1 sonunda kalintilar elde edilmistir. Tiirlerden elde edilen

kalintilar degerlendirilecek olursa,;

Paecilomyces fumosoroseus, her iki iiretim ortaminda da tiremesine ragmen bu
tireme hem geg evrelerde gerceklesmis hem de yogunluk olarak ¢cok az miktarlarda
olmustur. Eliisyon asamasindan sonra da herhangi bir kalint1 elde edilmediginden
Paecilomyces fumosoroseus’un bassiatin tiretimi igin uygun bir tiir olmadigina karar

verilmistir.

Fusarium oxysporum, her iki iiretim ortaminda tiremesine karsin 2. besiyeri tiretim
stvisindan eliisyon sonunda herhangi bir kalint1 elde edilmemistir. 1. besiyeri tiretim
stvisindan eliisyon sonucunda kalinti elde edilmis ve NMR spektroskopisi i¢in

+4°C’de stoklanmuistir.

Beauveria bassiana, her iki iiretim ortaminda da iiremistir. Fakat 2. besiyeri tiretim
stvisindan eliisyon sonunda ¢ok az miktarda kalint1 elde edilmistir. 1. besiyeri iiretim
stvisindan eliisyon sonunda yogun miktarda kalinti elde edilmistir. Beauveria
bassiana’nin 1. besiyeri ile tiretiminden elde edilen kalint1 diger kalintilara gore en

fazladir. Elde edilen kalintilar, NMR spektroskopisi i¢in +4°C’de stoklanmustir.
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Sekil 4.1. Deney i¢in segilen fungus tiirlerinin 2 farkli iretim metodunda {iretiminden sonra
elde edilen kiiltiir sivilart (Fotograf: Erkay Ozgor)

Elde edilen kalintilar stoklanmadan 6nce tartilmistir. Beauveria bassiana’nin 1. besiyeri ile
iretiminden elde edilen kalint1 6,8 mg, Beauveria bassiana’nin 2. besiyeri ile tiretiminden
elde edilen kalint1 1,5 mg ve Fusarium oxysporum’un 1. besiyeri ile tiretiminden elde edilen

kalint1 4,2 mg olarak bulunmustur.

4.2. Uretim Maddelerinin NMR Spektroskopisi ile Degerlendirilmesi

NMR Laboratuvarinda Pulse NMR Spektrometre cihazi ile yiriitiilen calismalarda
kalintilarin hem proton hem de karbon spektrumlari elde edilmistir. Beauveria bassiana’nin
2. besiyeri ile iiretiminden elde edilen kalinti DMSO ile ¢ozdiiriiliip analiz edildikten sonra
DMSOQ’ya ait spektrum piki ve birkag¢ farkli maddeye ait pikler disinda herhangi bir pik
goriilmediginden dolay1 bu kalinti ¢alisma dis1 birakilmistir. Calisma sonunda; Beauveria
bassiana’nin 1. besiyeri ile iiretiminden elde edilen kalintinm H! NMR ve C!* NMR
spektrumlar1 degerlendirilmistir (Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.).
Beauveria bassiana’nin hem proton hem de karbon spektrumlari incelendigi zaman
Bassiatinin elde edildigi goriilebilmektedir. Her ne kadar saf olarak elde edilmemis olsa da,
H! NMR sonuglar1 bassiatinin neredeyse saf olarak bulundugunu ortaya koymustur. H*
NMR sonuglari, kalint1 igerisindeki diger maddelerin kiiclik ve basit yapili tirlinler oldugu

icin kolaylikla ayirim yapilarak bassiatinin saf elde edilebilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.4. Beauveria bassiana kalintistnin H! NMR spektrumu (7-10 ppm aras1)
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Sekil 4.5. Beauveria bassiana kalintisinin C** NMR spektrumu (DMSO:8¢ 39.52)
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Sekil 4.6. Beauveria bassiana kalintisinin C** NMR spektrumu (10-100 ppm aras1)

Fusarium oxysporum’un 1. besiyeri ile iiretiminden elde edilen kalmtinn H! NMR
spektrumlar1 degerlendirilmistir (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.) Fusarium oxysporum’un H! NMR
sonuglart incelendiginde; Bassiatinin kalint1 i¢erisinde bulundugu ancak saf olmadigi tespit
edilmistir. Diger maddeler kiigiik ve basit yapili olmasina karsin Beauveria bassiana
kalintisina gore diger maddelerin miktar1 daha fazladir. Ayrica NMR spektroskopisinden
once, Fusarium oxysporum kalintisinin agirhigi Beauveria bassiana kalintisina gére daha

diisiik miktarda olmasi, Bassiatin’in daha az miktarlarda tiretildigini ortaya koymustur.
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NMR sonuglari, Bassiatinin en verimli ve en yiiksek miktarlarda Beauveria bassiana’nin 1.

besiyeri ile liretiminden elde edilebilecegini ortaya koymustur.

4.3. Bassiatinin Preparatif HPLC ile Saf Eldesinin Degerlendirilmesi

Beauveria bassiana’nin 1. besiyeri ile iiretiminden elde edilen iiretim sivilari; filtrasyon,
ekstraksiyon, evaporasyon ve eliisyon (Sephadex ve Silika ile) asamalarinin ardindan
Preparatif HPLC kullanilarak incelenmis ve Bassiatinin saf halde verimli bir sekilde elde
edilmesi i¢in ¢alismalar ylriitiilmistiir. Bu calismalar sirasinda en yiiksek elde edilen pik,
bassiatinin bulundugu araliktir. Calismada gosterilen pik aralii 2.681’inci dakikada
goriilmiis ve 800 mAU’dan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9.). En yiiksek pik
araligindan bir tlipe 1.251,67 pL iriin toplanmis ve iizerindeki solvent ugurulmustur.

Boylece bassiatin saf olarak elde edilmistir.

[ ] DR Sga8MRsdf (CCEVRIDNANIIBEIG2D)

B B 8 8 8 .8 ¥ 8%

‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T
1 2 3 4 5 i

Sekil 4.9. Preparatif HPLC c¢alismas1 sirasinda bassiatinin bulundugu pik araliginin
gosterilmesi

55



4.4. Sitotoksisite Calismalarimin Degerlendirilmesi

Bassiatinin MCF-7 ve SVCT hiicre hatlarinda toksisitesini degerlendirmek i¢in yapilan
caligmalarda; bassiatin, tamoksifen ve kombine maddenin 15 farkli konsantrasyonu hiicreler
lizerine uygulanarak 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar sonrasinda MTT analizleri
yapilmustir. Hiicrelerdeki maddelere bagli inhibisyonun Acridine Orange/Propidium lodide
(AO/P]) floresan boya karigimi kullanilarak floresan boyama ile goriintiilenmesi yapilmuistir.
MCF-7 hiicre hatt1 izerinde bassiatin, tamoksifen ve kombine maddenin inhibitor etkisi ve
apoptotik hiicreler, floresan mikroskobu ile goriintiilenmistir (Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil
4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.). Ayn1 sekilde, SVCT hiicre hatti
uizerinde bassiatin, tamoksifen ve kombine maddenin inhibitor etkisi floresan mikroskobu
ile goriintiilenerek karsilastirma yapilmistir (Sekil 4.17., Sekil 4.18., Sekil 4.19., Sekil 4.20.,
Sekil 4.21., Sekil 4.22. ve Sekil 4.23.).
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Sekil 4.10. 75 mM Bassiatin konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki etkisinin 24
(a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf: Handan Sevim,
Erkay Ozgor)

(f)
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(b)
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(e) (f)
Sekil 4.11. 0,25 mM Bassiatin konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkisinin

24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf: Handan
Sevim, Erkay Ozgor)
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(f)

Sekil 4.12. 75 mM Tamoksifen konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkisinin
24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf: Handan
Sevim, Erkay Ozgor)
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Sekil 4.13. 0,25 mM Tamoksifen konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki etkisinin

24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf: Handan
Sevim, Erkay Ozgor)
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(d)

(€) (f)

Sekil 4.14. 75 mM kombine madde konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki
etkisinin 24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf:
Handan Sevim, Erkay Ozgor)
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(d)

(€) (f)

Sekil 4.15. 0,25 mM kombine madde konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki
etkisinin 24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf:
Handan Sevim, Erkay Ozgor)
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(©) (d)
(€) (f)

Sekil 4.16. MCF-7 hiicrelerinin 24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama
goriintlisii (Fotograf: Handan Sevim, Erkay Ozgor)
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(d)

(€) (f)

Sekil 4.17. 75 mM Bassiatin konsantrasyonlarinin SVCT hiicreleri tizerindeki etkisinin 24
(a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf: Handan Sevim,
Erkay Ozgor)
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(d)

(€) (f)

Sekil 4.18. 0,25 mM Bassiatin konsantrasyonlarinin SVCT hiicreleri lizerindeki etkisinin 24
(a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf: Handan Sevim,
Erkay Ozgor)
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(d)
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Sekil 4.19. 75 mM Tamoksifen konsantrasyonlarinin SVCT hiicreleri tizerindeki etkisinin
24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf: Handan
Sevim, Erkay Ozgor)
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Sekil 4.20. 0,25 mM Tamoksifen konsantrasyonlarinin SVCT hiicreleri tizerindeki etkisinin
24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf: Handan
Sevim, Erkay Ozgor)
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Sekil 4.21. 75 mM kombine madde konsantrasyonlarinin SVCT hiicreleri iizerindeki
etkisinin 24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf:
Handan Sevim, Erkay Ozgor)
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(b)

(d)

(e) (f)

Sekil 4.22. 0,25 mM kombine madde konsantrasyonlarinin SVCT hiicreleri tizerindeki
etkisinin 24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama goriintiisii (Fotograf:
Handan Sevim, Erkay Ozgor)
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(b)

(d)

(€) (f)

Sekil 4.23. SVCT hiicrelerinin 24 (a,b), 48 (c,d) ve 72 (e,f) saatlerdeki floresan boyama
goriintiisii (Fotograf: Handan Sevim, Erkay Ozgér)

Sitotoksisite calismalarindan elde edilen verilerin karsilastirilmasinda bar ve box-plot
grafikleri kullanilarak degerlendirme yapilmistir. MCF-7 ve SVCT hiicre hatlar {izerinde
ayr1 ayr1 Bassiatin, Tamoksifen ve Kombine maddelerinin farkli konsantrasyonlarinin
saatlere gore inhibisyonunun karsilagtirilmasi bar grafikleri ile gosterilmistir (Sekil 4.24.,
Sekil 4.25., Sekil 4.26., Sekil 4.27., Sekil 4.28. ve Sekil 4.29.). MCF-7 ve SVCT hiicre hatlar1
tizerinde 24, 48 ve 72 saat sonrasi farkli maddelere gore inhibisyonunun karsilastirilmasi da

box-plot grafigi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.30., Sekil 4.31., Sekil 4.32., Sekil 4.33., Sekil
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4.34. ve Sekil 4.35.). Tim bu karsilagtirmalara ilaveten her bir uygulama siiresi igin
maddelerin farkli konsantrasyonlarinin birbirleri arasindaki karsilagtirmalar1 da bar
grafikleri ile gosterilerek genel bir degerlendirme yapilmistir (Sekil 4.36., Sekil 4.37., Sekil
4.38., Sekil 4.39., Sekil 4.40. ve Sekil 4.41.)
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Sekil 4.24. MCF-7 Hiicre hatt1 lizerinde Bassiatinin saatlere goére inhibisyonunun

karsilastirilmasi. Hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar
15 farkli konsantrasyonda hazirlanan bassiatin ile muamele edilmistir.
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Sekil 4.25. MCF-7 Hiicre hatti lizerinde Tamoksifenin saatlere goére inhibisyonunun

karsilastirilmasi. Hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar
15 farkli konsantrasyonda hazirlanan tamoksifen ile muamele edilmistir.
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Sekil 4.26. MCF-7 Hiicre hatt1 iizerinde Kombine maddenin saatlere gore inhibisyonunun
karsilastirilmasi. Hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar
15 farkli konsantrasyonda hazirlanan kombine madde ile muamele edilmistir.
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Sekil 4.27. SVCT Hiicre hatti iizerinde Bassiatinin saatlere gore inhibisyonunun

karsilastirilmasi. Hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar
15 farkli konsantrasyonda hazirlanan bassiatin ile muamele edilmistir.
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Sekil 4.28. SVCT Hiicre hatti iizerinde Tamoksifenin saatlere gore inhibisyonunun
karsilastirilmasi. Hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar
15 farkli konsantrasyonda hazirlanan tamoksifen ile muamele edilmistir.
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Sekil 4.29. SVCT Hiicre hatt1 lizerinde Kombine maddenin saatlere gore inhibisyonunun

karsilastirilmasi. Hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar
15 farkli konsantrasyonda hazirlanan kombine madde ile muamele edilmistir.
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Sekil 4.30. MCF-7 Hicre hatti {izerinde 24 saat sonrasi farkli maddelere
inhibisyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4.31. MCF-7 Hiicre hatti {izerinde 48 saat sonrasi farkli maddelere
inhibisyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4.32. MCF-7 Hiicre hattt {izerinde 72 saat sonrasi farkli maddelere
inhibisyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4.33. SVCT Hiicre hatt1 tizerinde 24 saat sonrasi farkli maddelere gore inhibisyonunun

karsilastirilmasi
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Sekil 4.34. SVCT Hiicre hatt1 iizerinde 48 saat sonrasi farkli maddelere gore inhibisyonunun
karsilastirilmasi
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Sekil 4.35. SVCT Hiicre hatt1 tizerinde 72 saat sonrasi farkli maddelere gore inhibisyonunun
karsilastirilmasi
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Sekil 4.36. MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde maddelerin konsantrasyonlara gore etkisinin
karsilastirilmasi. Hiicreler 24 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar 15 farkl
konsantrasyonda hazirlanan bassiatin, tamoksifen ve kombine madde ile muamele
edilmistir.
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Sekil 4.37. MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde maddelerin konsantrasyonlara gore etkisinin
karsilastirilmasi. Hiicreler 48 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar 15 farkl
konsantrasyonda hazirlanan bassiatin, tamoksifen ve kombine madde ile muamele
edilmistir.
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Sekil 4.38. MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde maddelerin konsantrasyonlara gore etkisinin
karsilastirilmasi. Hiicreler 72 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar 15 farkl
konsantrasyonda hazirlanan bassiatin, tamoksifen ve kombine madde ile muamele

edilmistir.
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Sekil 4.39. SVCT hiicre hatt1 {lizerinde maddelerin konsantrasyonlara gore etkisinin
karsilastirilmasi. Hiicreler 24 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar 15 farkli
konsantrasyonda hazirlanan bassiatin, tamoksifen ve kombine madde ile muamele

edilmistir.
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Sekil 4.40. SVCT hiicre hatt1 {izerinde maddelerin konsantrasyonlara gore etkisinin
karsilastirilmasi. Hiicreler 48 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar 15 farkli
konsantrasyonda hazirlanan bassiatin, tamoksifen ve kombine madde ile muamele
edilmistir.
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Sekil 4.41. SVCT hiicre hatt1 {izerinde maddelerin konsantrasyonlara gore etkisinin
karsilastirilmasi. Hiicreler 72 saatlik inkiibasyonda 75 mM’dan 0.25 mM’a kadar 15 farkli
konsantrasyonda hazirlanan bassiatin, tamoksifen ve kombine madde ile muamele
edilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 ile SVCT normal meme epiteli hiicre hatt1 arasinda
Bassiatin, Tamoksifen ve kombine maddelerinin inhibisyonunun ayr1 ayr1 karsilastirmalari
saatlere gore box-plot grafigi ile gosterilmistir (Sekil 4.42., Sekil 4.43, Sekil 4.44., Sekil
4.45., Sekil 4.46., Sekil 4.47., Sekil 4.48., Sekil 4.49. ve Sekil 4.50.). MCF-7 ve SVCT hiicre

hatlar1 arasinda 24, 48 ve 72 saat sonrasi farkli maddelere gore inhibisyonunun
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karsilagtirilmasi da box-plot grafigi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.51., Sekil 4.52. ve Sekil

4.53.)
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Sekil 4.42. Bassiatinin konsantrasyonlaria gore 24 saat sonrast MCF-7 ve SVCT hiicre
hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.43. Bassiatinin konsantrasyonlarina gére 48 saat sonrasit MCF-7 ve SVCT hiicre
hatlar iizerindeki etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.44. Bassiatinin konsantrasyonlarina gore 72 saat sonrasi MCF-7 ve SVCT hiicre
hatlar tizerindeKi etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.45. Tamoksifenin konsantrasyonlarina gore 24 saat sonrast MCF-7 ve SVCT hiicre
hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.46. Tamoksifenin konsantrasyonlaria gore 48 saat sonrast MCF-7 ve SVCT hiicre
hatlar tizerindeKi etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.47. Tamoksifenin konsantrasyonlarina gore 72 saat sonrast MCF-7 ve SVCT hiicre
hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.48. Kombine maddenin konsantrasyonlarina gore 24 saat sonrast MCF-7 ve SVCT
hiicre hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.49. Kombine maddenin konsantrasyonlarina gore 48 saat sonrast MCF-7 ve SVCT
hiicre hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.50. Kombine maddenin konsantrasyonlarina gore 72 saat sonrast MCF-7 ve SVCT
hiicre hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.51. MCF-7 ve SVCT Hiicre hatlarinin 24

inhibisyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4.52. MCF-7 ve SVCT Hiicre hatlarmin 48 saat sonrasi farkli maddelere gore
inhibisyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 4.53. MCF-7 ve SVCT Hiicre hatlarmin 72 saat sonrasit farkli maddelere gore
inhibisyonunun karsilagtiriimasi

MCF-7 ve SVCT hiicre hatlar1 ile yapilan sitotoksisite ¢alismalarindan elde edilen sonuglar

incelendiginde; 37,5 mM madde karsilastirmalarimin giivenilir sonuglar verdigi ortaya
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cikmistir. Bu nedenle, MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile diger meme kanser hatlarini
reseptor Ozellikleri agisindan karsilagtirmak i¢in; MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1
iizerinde maddelerin {i¢ farkli konsantrasyonu (75, 37,5 ve 25 mM) secilerek sitotoksisite
calismalar1 gerceklestirilmigtir. MCF-7, MDA-MB-231, SK-BR-3 ve SVCT hiicre hatlar
arasinda Bassiatin, Tamoksifen ve kombine maddelerinin inhibisyonunun ayri ayri
karsilastirmalar1 saatlere gore bar grafigi ile gosterilmistir (Sekil 4.54., Sekil 4.55, Sekil
4.56., Sekil 4.57., Sekil 4.58., Sekil 4.59., Sekil 4.60., Sekil 4.61. ve Sekil 4.62.).
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Sekil 4.54. Bassiatinin ii¢ farkli konsantrasyonuna goére 24 saat sonrast MCF-7, SVCT,
MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlari tizerindeki etkisinin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.55. Bassiatinin ii¢ farkli konsantrasyonuna gore 48 saat sonrast MCF-7, SVCT,
MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.56. Bassiatinin ii¢ farkli konsantrasyonuna gore 72 saat sonrast MCF-7, SVCT,
MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.57. Tamoksifenin ti¢ farkli konsantrasyonuna gore 24 saat sonrast MCF-7, SVCT,
MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 izerindeki etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.58. Tamoksifenin ii¢ farkli konsantrasyonuna gore 48 saat sonrast MCF-7, SVCT,
MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.59. Tamoksifenin ti¢ farkli konsantrasyonuna gore 72 saat sonrast MCF-7, SVCT,
MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 izerindeki etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.60. Kombine maddenin ii¢ farkli konsantrasyonuna gore 24 saat sonrast MCF-7,
SVCT, MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.61. Kombine maddenin ti¢ farkli konsantrasyonuna gore 48 saat sonrast MCF-7,
SVCT, MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilagtiriimasi
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Sekil 4.62. Kombine maddenin ti¢ farkli konsantrasyonuna goére 72 saat sonrast MCF-7,
SVCT, MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 tizerindeki etkisinin karsilastirilmasi

45. MCF-7 ve SVCT Hiicre Hatlarinin Apoptozis Durumu ve Hiicre Siklusu
Analizinin Sonuclari

MCF-7 ve SVCT hiicre hatlarinin 37,5 mM bassiatin, tamoksifen ve kombine madde ile 24
ve 48 saat inkiibasyonu sonrast akim sitometri cihazi kullanilarak hiicre siklusu analizleri
yapilmis ve her inkiibasyon periyodu bar grafigi ile gosterilmistir (Sekil 4.63., Sekil 4.64.,
Sekil 4.65. ve Sekil 4.66.). Hiicre dongiisii dagilimi GO/G1, Sentez ve G2/M oranlari
dogrultusunda degerlendirilerek iki degiskenli histogramlar elde edilmistir (Sekil 4.67.,
Sekil 4.68., Sekil 4.69., Sekil 4.70., Sekil 4.71., Sekil 4.72., Sekil 4.73., Sekil 4.74., Sekil
4.75., Sekil 4.76., Sekil 4.77., Sekil 4.78., Sekil 4.79., Sekil 4.80., Sekil 4.81. ve Sekil 4.82.).
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Sekil 4.63. MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde maddelerin 24 saat inkiibasyonu sonrasi hiicre
dongiisiiniin degerlendirmesi
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Sekil 4.64. MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde maddelerin 48 saat inkiibasyonu sonrasi hiicre
dongiistiniin degerlendirmesi
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Sekil 4.65. SVCT hiicre hatt1 lizerinde maddelerin 24 saat inkiibasyonu sonrasi hiicre
dongiistiniin degerlendirmesi
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Sekil 4.66. SVCT hiicre hatt1 lizerinde maddelerin 48 saat inkiibasyonu sonrasi hiicre
dongiistiniin degerlendirmesi
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Sekil 4.67. MCF-7 hiicrelerinin bassiatin ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre
dongiisti dagilimi
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Sekil 4.68. MCF-7 hiicrelerinin tamoksifen ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre
dongiisii dagilimi
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Sekil 4.69. MCF-7 hiicrelerinin kombine madde ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre
dongiisii dagilimi
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Sekil 4.70. MCF-7 kontrol hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre dongiisii
dagilim1
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Sekil 4.71. MCF-7 hiicrelerinin bassiatin ile 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre
dongiisii dagilimi
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Sekil 4.72. MCF-7 hiicrelerinin tamoksifen ile 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre

dongiisii dagilimi
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Sekil 4.73. MCF-7 hiicrelerinin kombine madde ile 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre

dongiisii dagilimi
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Sekil 4.74. MCF-7 kontrol hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre dongiisii
dagilim1
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Sekil 4.75. SVCT hiicrelerinin bassiatin ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre dongiisii
dagilimi
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Sekil 4.76. SVCT hiicrelerinin tamoksifen ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre
dongiisii dagilimi
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Sekil 4.77. SVCT hiicrelerinin kombine madde ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre
dongiisii dagilimi
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Sekil 4.78. SVCT kontrol hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre dongiisii
dagilim1
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Sekil 4.79. SVCT hiicrelerinin bassiatin ile 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre dongiisii
dagilimi
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Sekil 4.80. SVCT hiicrelerinin tamoksifen ile 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre
dongiisii dagilimi
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Sekil 4.81. SVCT hiicrelerinin kombine madde ile 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre
dongiisii dagilimi
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Sekil 4.82. SVCT kontrol hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda hiicre dongiisii
dagilimi

4.6. Bassiatinin ER, EGFR ve VEGFR Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesinde Elde
Edilen Sonuclar

Ticari Eliza kitleri ile ER, EGFR ve VEGFR iizerinde bassiatinin olasi etkilerinin
incelenmesi sonucunda elde edilen veriler, olusturulan grafikler ile degerlendirilmistir. ER
alfa tespiti i¢in her bir kuyucuktaki ekstraktin miktarina bagl olarak 450 nm’deki optik
dansite degerleri kullanilmis ve bar grafikleri elde edilmistir (Sekil 4.83). EGFR ve VEGFR
2 tespitinde ise 450 nm’deki optik dansiteler kullanilarak serbest reseptér miktarina bagli
olarak grafikler elde edilmistir (Sekil 4.84 ve Sekil 4.85).
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Sekil 4. 83. Bassiatin, Tamoksifen ve Kombine maddenin MCF-7 ve SVCT hiicrelerinde 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi ER alfa ile iliskisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4. 84. Bassiatin, Tamoksifen ve Kombine maddenin MCF-7 ve SVCT hiicrelerinde 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi EGFR ile iliskisinin kargilastirilmast
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Sekil 4. 85. Bassiatin, Tamoksifen ve Kombine maddenin MCF-7 ve SVCT hiicrelerinde 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast VEGFR ile iliskisinin karsilastirilmast

4.7. istatistiksel Degerlendirme Sonuglari

Sitotoksisite ¢alismalarindan elde edilen veriler ilk Once normallik testi ile
degerlendirilmistir. MCF-7 ve SVCT hiicre hatlar1 tizerinde bassiatin, tamoksifen ve
kombine olmak tizere 3 madde agisindan normallik testi ile karsilagtirma yapildigi zaman;
tiim verilerin normal dagilim gostermedigi tespit edilmistir (P<0,05) (Cizelge 4.1. ve Cizelge
4.2.). Her 3 maddenin de Normal Q-Q plot grafigi ile normal dagilima sahip olmadigi
goriilmektedir (Sekil 4.86, Sekil 4.87, Sekil 4.88, Sekil 4.89, Sekil 4.90 ve Sekil 4.91).

Cizelge 4.1. MCF-7 hiicreleri lizerinde bassiatin, tamoksifen ve kombine maddeler ile
gerceklestirilen sitotoksisite c¢alisma verilerinin Normallik testi ile degerlendirilmesi
(Kolmogorov-Smirnov, P<0,05)

Kolmogorov-Smirnov
Madde Istatistik sd. Sig.
Bassiatin ,084 192 ,002
Tamoksifen 127 192 ,000
Kombine ,141 192 ,000
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Sekil 4.86. MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde bassiatin ile gerceklestirilen sitotoksisite
caligmalarinda normal Q-Q plot grafigi

Normal Q-Q Plot
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Sekil 4.87. MCF-7 hiicre hatti iizerinde tamoksifen ile gergeklestirilen sitotoksisite
caligmalarinda normal Q-Q plot grafigi
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Sekil 4.88. MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde kombine madde ile gergeklestirilen sitotoksisite
caligmalarinda normal Q-Q plot grafigi

Cizelge 4.2. SCVT hiicreleri iizerinde bassiatin, tamoksifen ve kombine maddeler ile
gerceklestirilen sitotoksisite calisma verilerinin Normallik testi ile degerlendirilmesi
(Kolmogorov-Smirnov, P<0,05)

Kolmogorov-Smirnov
Madde istatistik sd. Sig.
Bassiatin ,098 192 ,000
Tamoksifen ,071 192 ,019
Kombine ,144 192 ,000
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Sekil 4.89. SVCT hiicre hatti iizerinde bassiatin ile gerceklestirilen sitotoksisite
caligmalarinda normal Q-Q plot grafigi

Normal Q-Q Plot
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Sekil 4.90. SVCT hiicre hatt1 tizerinde tamoksifen ile gerceklestirilen sitotoksisite
caligmalarinda normal Q-Q plot grafigi

105



Normal Q-Q Plot
Combine

Gozlenen Deger
Sekil 4.91. SVCT hiicre hatt1 tizerinde kombine madde ile gergeklestirilen sitotoksisite
calismalarinda normal Q-Q plot grafigi
MCF-7 ve SVCT hiicre hatlar iizerinde sitotoksik 6zelligi agisindan incelenen maddelerin
her bir konsantrasyonu inkiibasyon siirelerine gore degerlendirilmis ve ¢oklu karsilagtirma
yaptlmistir (Kruskal-Wallis test, P<0,05). Her madde i¢in ayr1 olarak karsilagtirmalar
gerceklestirilmistir (Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.).

106



Cizelge 4.3. MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde farkli konsantrasyonlarin inkiibasyon siirelerine
gore karsilastirilmasi (Kruskal-Wallis test, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) Bassiatin Tamoksifen Kombine

e 6,500 2,000 7538
: 039 386 023*

4,769 6,000 7538

18,75 092 050 023*

7,538 7,385 7,538
,023* ,025* ,023*

7,5

7,538 8,346 6,577
,023* ,015* ,037*

7,269 7,269 9,846

,026* ,026* ,007*

9 7,269 7,385 6,731
,026* ,025* ,035*

05 7,731 8,000 8,000
’ ,021* ,018* ,018*

* P<0,05 oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.
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Cizelge 4.4. SVCT hiicre hatt1 tizerinde farkli konsantrasyonlarin inkiibasyon siirelerine gore

karsilagtiritlmasi (Kruskal-Wallis test, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) Bassiatin Tamoksifen Kombine
75 2,508 7,528 9,302
,285 ,023* ,010*
375 2,094 6,615 7,538
' 351 ,037* ,023*
o5 ,965 8,654 9,846
617 ,013* ,007*
1,578 8,028 7,320
18,75 454 018* 026*
125 473 8,000 6,615
! , 789 ,018* ,037*
75 6,269 7,420 4,962
! ,044* ,024* ,084
,615 8,018 4,962
o8 735 018* 084
5 1,636 7,449 9,269
441 ,024* ,010*
375 3,126 6,986 6,731
' ,209 ,030* ,035*
3 2,432 3,846 8,346
,296 , 146 ,015*
25 3,500 3,136 7,538
! 174 ,208 ,023*
5 ,010 2,152 8,346
,995 341 ,015*
195 1,654 2,113 7,269
! A37 ,348 ,026*
05 2,926 6,577 1,196
! ,232 ,037* ,550
1,077 8,375 1,249
L 584 015* 535

* P<0,05 oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.

MCF-7 ve SVCT hiicre hatlar1 iizerinde maddelerin her bir konsantrasyonu birbirleri
arasinda degerlendirilmis ve ¢oklu karsilastirma yapilmistir (Kruskal-Wallis test, P<0,05).
Her konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi i¢in ayr1 olarak karsilastirmalar gergeklestirilmistir

(Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.5. MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde maddelerin konsantrasyonlara gore karsilagtiriimasi
(Kruskal-Wallis test, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat

e 7,385 8,769 6,962
’ 025* 012% 031*

7,538 2,885 5,115

18,75 023* 236 077

4,769 7,038 8,000
,092 ,030* ,018*

7,5

6,500 8,346 9,846

039* 015* 007*
3 2,000 7,652 3,500

368 022* 174

2 4,892 4,962 9,846

087 084 007*

05 9,846 5,538 7,654

! 007* 063 022*

* P<0,05 oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.
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Cizelge 4.6. SVCT hiicre hatt1 tizerinde maddelerin konsantrasyonlara gére karsilastirilmasi
(Kruskal-Wallis test, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat
75 9,846 9,915 9,881
,007* ,007* ,007*
375 9,269 9,846 8,769
; ,010* ,007* ,012*
o5 3,231 9,881 9,846
,119 ,007* ,007*
9,335 7,449 8,375
18,75 009* 024% 015+
125 4,885 7,538 9,846
’ ,087 ,023* ,007*
75 9,846 7,385 8,346
: ,007* ,025* ,015*
6.25 3,231 7,731 7,731
’ ,119 ,021* ,021*
5 8,375 7,449 7,538
,015* ,024* ,023*
3.75 5,654 7,475 9,846
’ ,059 ,024* ,007*
3 6,291 7,497 7,538
,043* ,024* ,023*
95 6,615 6,500 7,538
’ ,037* ,039* ,023*
) 4,269 9,881 7,654
,118 ,007* ,022*
195 4,500 7,269 1,077
' ,105 ,026* ,584
05 5,115 7,538 2,586
; ,077 ,023* 274
2,933 7,654 ,878
s 231 022% 645

* P<0,05 oldugundan anlaml1 bir fark bulunmustur.

Hem MCF-7 hem de SCVT hiicreleri iizerinde bassiatin, tamoksifen ve kombine maddenin
tiim konsantrasyonlari 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasi birbirleri ile Kruskal-wallis testi
kullanilarak karsilastirilmistir (Cizelge 4.7. ve Cizelge 4.8.). MCF-7 igin yapilan tiim
karsilastirmalarda anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05). SVCT ig¢in yapilan karsilastirmada
ise Bassiatinin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarinda konsantrasyonlar arasi fark

goriilmezken (P>0,05) tamoksifen ve kombine maddenin konsantrasyonlari arasinda anlaml

bir fark bulunmustur (P<0,05).
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Cizelge 4.7. MCF-7 hiicre hattinda maddelerin saatlere gore tiim konsantrasyonlar arasinda
karsilastirilmast (Kruskal Wallis, P<0,05)

Madde 24 saat 48 saat 72 saat
Bassiatin 42,514 27,434 49,703
,000* ,025* ,000*

Tamoksifen 33,405 48,845 43,539
,004* ,000* ,000*

Kombine 40,717 38,558 54,973
,000* ,001* ,000*

*P<0,05’den kii¢iik oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.

Cizelge 4.8. SVCT hiicre hattinda maddelerin saatlere gore tiim konsantrasyonlar arasinda
karsilastirilmast (Kruskal Wallis, P<0,05)

Madde 24 saat 48 saat 72 saat

Bassiatin 20,978 7,398 23,827
,138 ,946 ,068

Tamoksifen 45,127 48,563 50,396
,000* ,000* ,000*

Kombine 40,846 55,732 57,729
,000* ,000* ,000*

*P<0,05’den kiigiik oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.

Kruskal-Wallis testinde MCF-7 hiicre hattinda tiim konsantrasyonlar arasinda, SVCT hiicre
hattinda ise bassiatin digindaki diger maddelerin tiim konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir
fark bulundugundan her maddenin kontrol ile konsantrasyonlar1 arasindaki ikili
karsilastirmalar1  gerceklestirilmistir (Mann-Whitney U, P<0,05). Ikili karsilastirmalar
sirasinda dogru sonuglar elde etmek i¢in maddelerin inkiibasyon siirelerine goére ayirim
yapilarak istatistiksel caligmalar yiiriitilmistiir (Cizelge 4.9., Cizelge 4.10., Cizelge 4.11.,
Cizelge 4.12., Cizelge 4.13. ve Cizelge 4.14.).
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Cizelge 4.9. MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde bassiatinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi
(Mann-Whitney U, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat

2,000 000 000
37,5 083 021* 021*
000 4.000 000
18,75 021* 248 021*
e 1,000 000 000
: 043 021* 021*
: 000 000 000
021* 021* 021

,000 ,000 ,000
,021* ,021* ,021*

5 ,000 4,000 6,000
,021* ,248 ,064
05 ,000 4,000 ,000
’ ,021* ,248 ,021*

* P<0,05 oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.
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Cizelge 4.10. MCF-7 hiicre hatt1 izerinde tamoksifenin kontrol grubu ile karsilastirilmasi
(Mann-Whitney U, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat

2,000 000 000
37,5 083 021* 021*
4,000 000 3,000
18,75 248 021* 149
e 7.000 000 000
' 73 ,021* ,021*
: 7.000 000 7.000
773 021* 773
5 3,000 000 7.000
149 021 773
, 5,000 000 2,000
386 021 083
05 6,000 7.000 6,000
! 564 773 564

* P<0,05 oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.
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Cizelge 4.11. MCF-7 hiicre hatti tizerinde kombine maddenin kontrol grubu ile
karsilagtirilmast (Mann-Whitney U, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat

000 000 000
37,5 021* 021* 021*
1,000 000 000
18,75 043* 021* 021*
e 1,000 000 000
: 043* 021* 021*
: 3,000 000 000
,149 ,021* ,021*
5 6,000 000 000
,564 ,021* ,021*
, 3,000 000 000
149 021 021*
05 000 000 000
! 021* 021 021*

* P<0,05 oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.

114



Cizelge 4.12. SVCT hiicre hatt1 iizerinde bassiatinin kontrol grubu ile karsilagtiriimasi
(Mann-Whitney U, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat

s 2,000 6.000 1,000
! 083 564 043*
4,000 4,000 2,000
18,75 248 248 083
e 7.000 5,000 000
' A73 ,386 ,021*
: 000 6.000 1,000
020* 564 043*
5 000 4,000 1,000
020* 248 043*
) 2,000 7.500 2,000
05 000 5,000 2,000
! 021* 336 083

* P<0,05 oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.
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Cizelge 4.13. SVCT hiicre hatt1 iizerinde tamoksifenin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi
(Mann-Whitney U, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat

000 000 000

37,5 021* 021* 021*
000 000 000

18,75 021* 021* 020*
e 000 000 000

! 021* 021* 021*

5 ,000 2,000 ,000
,021* ,081 ,021*

3 ,000 2,000 ,000
,021* ,083 ,021*

2 ,000 4,000 ,000
,021* ,248 ,021*

05 ,000 4,000 3,000

' ,021* 248 ,149

* P<0,05 oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.
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Cizelge 4.14. SVCT hiicre hatt1 iizerinde
karsilagtiritlmast (Mann-Whitney U, P<0,05)

kombine maddenin kontrol grubu ile

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat
- 000 000 000
021* 021* 020*
000 000 000
37,5 021* 021* 021*
- 000 000 000
021* 021* 021*
000 000 000
18,75 020* 020* 020*
000 000 000
12,5 021* 021* 021*
e 000 000 000
! 021* 021* 021*
000 000 000
6,25 021* 021* 021*
: 000 000 000
021* 021* 021*
000 000 000
3,75 021* 021* 021*
5 000 000 000
021* 021* 021*
ot 3,000 000 000
! 149 021* 021*
) 000 000 000
021* 021* 021*
000 000 1,000
1,25 021* 021* 043*
05 000 000 3,000
! 021* 021* 149
3,000 1,000 6,000
0,25 149 043* 564

* P<0,05 oldugundan anlaml1 bir fark bulunmustur.

MCF-7 ve SVCT hiicre hatlari lizerinde yapilan bassiatin, tamoksifen ve kombine madde ile
sitotoksisite caligmalar1 sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda iki hiicre hatti
karsilastirilmistir (Mann-Whitney U, P<0,05). Bu karsilastirmada her konsantrasyon ve
inkiibasyon siiresi i¢in ayr1 ayr1 degerlendirme yapilmistir (Cizelge 4.15., Cizelge 4.16. ve
Cizelge 4.17.).
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Cizelge 4.15. Bassiatinin konsantrasyonlarma gére MCF-7 ve SVCT hiicre hatlarinin
karsilagtirilmasi (Mann-Whitney U, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat

e 1,000 1,000 000
! 043 043* 021

000 1,000 000

18,75 020* 043* 021*

e 2,000 5,000 000

' ,083 .386 ,021*

,000 ,000 4,000
,020* ,021* ,248

3 ,000 4,000 1,000
,020* 248 ,043*

9 1,000 8,000 ,000
,043* 1,000 ,021*

05 5,000 7,000 ,000
’ 386 173 ,021*

* P<0,05 oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.
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Cizelge 4.16. Tamoksifenin konsantrasyonlarina gore MCF-7 ve SVCT hiicre hatlarinin
karsilagtirilmasi (Mann-Whitney U, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat

1,000 3,500 000
37,5 043* 101 021*

000 000 000

18,75 021* 021* 021*

e 000 000 000

: 021* 021* 021*

. 3,000 2,000 ,000
,149 ,083 ,021*

3 7,000 4,000 ,000

773 ,248 ,021*

) 3,000 ,000 ,000

149 021* 021*

05 1,500 ,000 ,000

! 058 021* 021*

* P<0,05 oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.
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Cizelge 4.17. Kombine maddenin konsantrasyonlarina gore MCF-7 ve SVCT hiicre
hatlariin karsilastiriimasi: (Mann-Whitney U, P<0,05)

Konsantrasyon (mM) 24 saat 48 saat 72 saat
- 000 000 000
020* 021* 021*
000 1,000 1,000
37,5 021* 043* 043*
" 000 2,000 2,000
021* 083 083
1,000 000 000
18,75 042* 020* 021*
000 000 000
12,5 021* 021* 021*
e 000 000 000
! 021* 021* 021*
4,000 5,000 000
6,25 248 336 021*
- 4,000 000 2,000
248 021* 083
4,000 000 000
3,75 248 021* 021*
5 000 000 000
021* 021* 021*
- 000 4,000 000
: 020* 248 021*
, 000 000 1,000
021* 021* 043*
2,000 000 000
1,25 083 021* 021*
05 000 000 000
! 021* 021* 021*
000 000 000
025 021* 021* 021*

* P<0,05 oldugundan anlaml1 bir fark bulunmustur.

MCF-7 ve SVCT hiicre hatlari ile yapilan sitotoksisite ¢aligmalarindan elde edilen sonuglara
gore anlamh farki ve dogru karsilastirmayr saglayan madde konsantrasyonu 37,5 mM
belirlenmistir. Bu nedenle MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlar1 {lizerinde yapilan
sitotoksisite ¢aligmalarinda 25, 37,5 ve 75 mM konsantrasyonlar1 segilmis ve calisma
yiirtitilmistir. MDA-MB-231 ve SK-BR-3 ile yapilan sitotoksisite ¢alismalarindan elde
edilen veriler, MCF-7 ve SVCT ile karsilastirmalarda kullanilmistir (Kruskal-Wallis test,
P<0,05). Her konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi i¢in ayr1 olarak karsilastirmalar

gerceklestirilmistir (Cizelge 4.18.).
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Cizelge 4.18. Bassiatin, tamoksifen ve kombine maddeye gére MCF-7, SVCT, MDA-MB-
231 ve SK-BR-3 hiicre hatlarimin tiim konsantrasyonlar agisindan karsilagtirilmasi (Kruskal-

Wallis test, P<0,05)

Madde 24 saat 48 saat 72 saat

Bassiatin 18,077 15,076 16,750
,000* ,002* ,001*

Tamoksifen 2,656 16,125 11,564
,448 ,001* ,012*
Kombine 9,999 5,327 7,432
,019* 217 ,096

*P<0,05’den kiiciik oldugundan anlamli bir fark bulunmustur.
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5. TARTISMA

Cagimizin hastaligi olarak goriilen kanser, ¢evresel ve genetik faktorlere bagl olarak farkli
odaklarda meydana gelebildiginden ¢esitlilik gdstermektedir. Diinya ortalamasina bakildig:
zaman, kadinlarda en sik goriilen ve 6liim orani yiiksek olan kanser tiiriiniin meme kanseri
oldugu bilinmektedir [191]. Meme kanserinin erken teshis ve etkin tedavisi i¢in 6nemli
birgok gelisme kaydedilmesine karsin meme kanseri kaynakli 6liim oranlari son 30 yil

igerisinde artis gostermistir [192].

Meme kanserinin etkin bir sekilde tedavisinin yapilabilmesi i¢in, cerrahi miidahaleye
bakilmaksizin hormonoterapi ya da kemoterapi kapsaminda kullanilan ilaglarin tek tek veya
kombine halde hastaya verilmesinde bile, hastalik siireci 6liimle sonuglanabilmektedir [193].
Son yillarda bir¢ok hastalikta oldugu gibi meme kanserinin tedavisinde de pek ¢ok ilag, aktif
halde kullanilmaktadir. Bu ilaglar arasinda doksorubisin, dosetaksol, anastrozol ve
tamoksifen gibi ilaclar sayilabilmektedir [194]. Gerek bu ilaglar, gerekse yeni kesfedilen
spesifik sitotoksik ajanlar ile meme kanserinin tedavi yontemi degiserek gelismekte ve
boylelikle meme kanseri iizerinde daha olumlu sonuglar elde edilmektedir. Giiniimiiz
kosullarinda meme kanserinin tedavisinde kullanilan protokoller ile genellikle basarili
sonuglar elde edilirken, bazen tedavide kullanilan ilaglar normal doku ve organlar iizerinde
yan etkiler olusturmakta ve metabolik aksakliklara neden olmaktadir. Bunun yani sira, yogun
ilag kullanimi sonrasi ilaca karsi direng gelisimi de goriildiigiinden tedavi basarisiz
olabilmektedir. Giinlimiizde kullanilan ilaglarin elde edilme siirecinin maliyeti ve piyasa
ederlerinin hayli yiiksek olmasi da alternatif anti timor ajanlarin kesfedilmesine yol agmuistir.
Funguslar da antimikrobiyal ve anti-tiiméor etkiler gosteren genis yelpazede dogal tiriinler
tirettiginden dolay1 endiistriyel olarak bir¢ok fungal iiriiniin iiretimi saglanmaktadir [195].
Bu tez ¢alismasi kapsaminda yeni kesfedilen fungal bir iiriin olan bassiatinin meme kanseri

tizerinde olasi anti tiimor aktivitesi degerlendirilmistir.

Meme kanseri hiicreleri tizerinde etkisinin arastirildigi bassiatinin elde edilmesi siirecinde,
entomopatojen funguslardan Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus ve Fusarium
oxysporum kullanilmigtir. Bassiatinin liretim asamasindan elde edilen veriler dogrultusunda
calisma siirdiiriilerek bassiatinin saf eldesi saglanmistir. Bassiatinin elde edilmesinde ilk
asama olan, kiiltiirasyon ve ekstraksiyon kisimlarinda Paecilomyces fumosoroseus tiiriiniin,
bassiatin eldesi i¢in uygun olmadig1 gériilmiistiir. Her ne kadar beauverisin gibi diger fungus

tiirleri ile benzer {iirlinler tirettigi bilinse de bassiatin iiretimi i¢in uygun bir ajan olmadig:
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tespit edilmistir. F. oxysporum tiiriiniin bassiatin iiretimi de ¢ok az miktarlarda oldugundan,
ilerleyen zamanlarda maddenin olast yaygin kullanimi i¢in iiretim sirasinda sorun teskil
edecegi diistiniilmiistiir. Zaten NMR spektroskopisi sonuglar1 incelendigi zaman da elde
edilen bassiatinin karisik bir durumda oldugu ve ayirma isleminin daha zorlu bir sekilde
yapilacagi goriilmustiir (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, bassiatin
tiretimi sirasinda F. oxysporum tiirii kullanilarak g¢alismadaki 1. Besiyeri ile {retimi
saglanmisti [3]. Bassiatin iiretimi ve saf elde edilmesi sirasinda ise B. bassiana ile 1. Besiyeri
kullanilarak en ¢ok verim elde edilmistir. Bu durum Sekil 4.2. - 4.4.’deki H NMR ve Sekil
4.5. - 4.6.’daki C NMR sonuglart ile de goriilmektedir. Kagamizono ve arkadaslar1 [174]; B.
bassiana tiretimi i¢in bu ¢alismada da kullanilan 2. Besiyerini tercih etmistir. Ancak bu
caligma ile B. Bassiana, ilk defa 1. Besiyerinde iiretilmis ve yiiksek verimde bassiatin elde
edilmistir. Elde edilen bu sonucun, ilerde olasi seri bassiatin tiretiminde izlenecek tiretim ve

saf madde eldesi ¢aligmalarina katki saglayacag: diigiiniilmektedir.

Bassiatinin ayirim ve saflagtirma basamaklar1 degerlendirildiginde; bassiatinin elde edilme
stireci diger ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur [3,174]. Ancak birka¢ farkli deney ile
bassiatinin daha hizli ve kolay elde edilebilecegi bulunmustur. TLC (ince Tabaka
Kromatografisi) seri ¢alismasi ile bazi solventler farkli oranlarda karistirilarak etkin ayirim
i¢cin denenmis ve en etkili solvent bulunmustur. CHCI3:MeOH (65:35) solventi ile silika jel
kullanilarak kolon kromatografisinde bassiatinin daha saf bir sekilde ayrilmasi da HPLC ile
bassiatinin daha kolay ve etkin bir sekilde elde edilmesini saglamistir (Sekil 3.10.). Nitekim
Sekil 4.9.’da da goriildiigii gibi, en yiiksek pik araligina sahip bassiatinin disinda, sadece
birkag farkli diisiik diizeyde pik tespit edilmistir. Bu durum, HPLC siirecine kadar uygulanan

asamalarin dogru oldugunu ispatlamaktadir.

Meme kanseri hiicre hattt MCF-7 ve normal meme epitel hiicre hattt SVCT iizerinde yapilan
sitotoksisite ¢caligmalarindan elde edilen mikroskobik goriintiiler; bassiatin ve tamoksifenin
hem tek baslarina hem de kombine halde (bassiatin + tamoksifen) yiiksek
konsantrasyonlarda MCF-7 meme kanseri hiicre hatti iizerinde etkili oldugunu gostermistir.
Maddeler en yiiksek konsantrasyon olarak 75 mM’dan baglanarak 0,25 mM’a kadar
denenmis ve her ti¢iiniin (bassiatin, tamoksifen, kombine) degerlendirilmesinde de kontrole
kiyasla belli bir yogunluga kadar MCF-7 iizerinde toksik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10.-
4.16.). Bu durum halihazirda meme kanseri tedavisinde kullanilan Ostrojen reseptoriiniin
inhibitorii olan tamoksifen i¢in normal bir durumdur. Bu ¢alismada, ilk defa tamoksifen ile

bassiatin karsilagtirmast yapilmistir. Buna gore; her iki maddenin ayr1 ayr1 kullaniminda
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yakin oranlarda sitotoksik etki yaptig1 goriilmiistiir. Ancak kombine maddenin MCF-7 hiicre
hattinda daha yiiksek oranda toksik etki yaptigi tespit edilmistir (Sekil 4.14.). Bu durum
glinimiiz kanser tedavi yontemleri ile de uyumludur. Ciinkii gliniimiizde kanser
tedavilerinde bazi ilaglarin kombine edilerek verildigi hastalarda, ilaglarin tek tek verildigi
hastalara nazaran tedavi siireci daha kisadir ve daha ¢abuk olumlu sonuglar alinmaktadir
[99]. Pegram ve arkadaslarmin [196] yaptig1 ¢alismada, HER-2’yi asir1 ifade eden meme
kanseri hiicrelerinde, trastuzumab ile karboplatin, 4-hidroksisiklofosfamid, dosetaksol veya
vinorelbin'in klinik olarak anlamli konsantrasyonlarda tutarli sinerjik etkilesimler gosterdigi
ve bunlarin insan klinik deneylerinde test edilebilecek rasyonel kombinasyonlar oldugu

gosterilmistir.

SVCT hiicre hatt1 iizerinde maddelerin sitotoksik etki durumu mikroskobik goriintiilerle
incelendigi zaman, en az toksik etkiyi bassiatinin yaptig1 goriilmiistiir (Sekil 4.17. ve Sekil
4.18.). Bassiatinin neredeyse tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore toksik etki
gostermedigi gozlenmistir (Sekil 4.23.). Tamoksifenin, diisiik konsantrasyonlarda dahi
SVCT hiicre hattinda bassiatin ve kombine maddeye gore daha ¢ok toksik etki yaptigi
goriilmiistiir (Sekil 4.19. ve Sekil 4.20.). Giiniimiizde meme kanseri tedavisinde kullanilan
tamoksifenin, normal meme epitel hiicrelerindeki toksik etkisinin bulunmasi, tedavide hedef
odakli bir madde olarak goriilemeyecegini ve her ne kadar meme kanseri tedavisinde
kullanilmaktaysa da, hastalarda birgok tahribata neden olabilecegi
degerlendirilebilmektedir. Bassiatinin MCF-7 tizerindeki yiiksek toksisitesi ve normal meme
epitel dokusunda ¢ok az toksik etkiye sebep olmasi bassiatinin, olasi yeni kanser ajani olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Meng ve arkadaslarinin [3] yaptigi ¢alismada,
MCEF-7 hiicre hatti lizerinde bassiatin etkili bulunmustur ancak bu arastiricilar karsilagtirmali
olarak tamoksifen ile deney yapmamuslardir. Yaptigimiz bu ¢alismada, bassiatinin
tamoksifene gore daha uygun bir ajan olabilecegi ilk defa tespit edilmistir. Ayrica her iki

maddenin kombine olarak kullanimimin da uygunlugu ilk kez bu ¢alismada sunulmustur.

Sitotoksisite ¢alismalarinda MTT tayini kapsaminda elde edilen veriler degerlendirilerek,
hem bar hem de box-plot grafikleri ile karsilastirmalar yapilmistir. MCF-7 ve SVCT hiicre
hatlar1 tizerinde her ii¢ maddenin farkli konsantrasyonlarinin saatlere gore inhibisyonu
karsilastirildigi zaman; MCF-7 hiicre hatt1 izerinde 24 saat inkiibasyon sonrasi bassiatinin
daha cok, 48 saat sonrasi ise tamoksifenin daha ¢ok etkili oldugu Sekil 4.24. ve Sekil
4.25.’deki bar grafikleri ile gosterilmektedir. Kombine maddenin ise her iki zaman diliminde

de (24 ve 48 h) etkin oldugu gortilmistiir. 72 saat inkiibasyon sonucunda ise her ii¢ madde
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icin de sitotoksik etkinin azaldig1 saptanmistir (Sekil 4.26.). Bu durum inkiibasyon siiresi
uzadikca maddelerin etkinliginin azaldigin1 diisiindiirmektedir. SVCT hiicre hatt1 igin
bassiatinin toksik etkisi, az da olsa 24 saat inkiibasyonda tespit edilmistir (Sekil 4.27.).
Tamoksifen ve kombine maddenin ise 48 saatlik inkiibasyonda daha etkin bir sekilde toksik
etki yaptigr goriilmiistiir (Sekil 4.28. ve Sekil 4.29). Nitekim istatistiksel ¢alismalardan elde
edilen veriler degerlendirildiginde; MCF-7 hiicre hatti {izerinde bassiatin ve tamoksifenin
bazi1 dozlarinin inkiibasyon siireleri arasinda onemli bir fark goriilmezken (P>0,05), bu
maddelerin bir¢ok dozunda ve kombine maddenin tiim dozlarinda anlamli bir fark
bulunmustur (P<0,05)(Cizelge 4.3.). SVCT hiicre hattinda ise; bassiatinin etkinligi az
oldugundan istatistiksel olarak karsilagtirilan bassiatinin tiim dozlarmin inkiibasyon
stirelerinde anlamli bir fark goriilmemistir (P>0,05). Ancak tamoksifenin ve kombine

maddenin bazi dozlarinda fark anlamli ¢ikmistir (P<0,05)(Cizelge 4.4.).

MCF-7 ve SVCT hiicre hatlar1 iizerinde 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde
maddelerin konsantrasyonlar1 box-plot grafikleri ile karsilastirildiginda; MCF-7 hiicre hatti
tizerinde kontrole kiyasla tim maddelerin etkin oldugu ve belirli dozlarda hiicre
proliferasyounu engelleyebilecegi goriilmiistiir. MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde neredeyse tim
dozlarda en etkili olan maddenin ise kombine madde oldugu saptanmustir (Sekil 4.30.-4.32.).
SVCT hiicre hattinda ise, bassiatinin 24 saatlik inkiibasyonda az da olsa gosterdigi
inhibisyon disinda toksik etkisinin olmadigi, tamoksifenin ise Ozellikle 48 saatlik
inkiibasyon sonrasi ciddi toksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.33-4.36.).
Istatistiksel sonuglar degerlendirildiginde; MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde her ii¢ inkiibasyon
stiresinde de maddeler arasinda diisiik dozlarda anlamli bir fark olmamasina karsin (P>0,05),
yiiksek dozlardaki maddelerin toksik etkileri arasinda fark goriilmektedir (P<0,05) (Cizelge
4.5.). SVCT iizerinde ise 24 saatlik inkiibasyonundaki bazi diisiik dozlar disinda maddeler
arasindaki fark 6nemli bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 4.6.). Bu durumun tamoksifenin

yiiksek toksisitesinden kaynaklandigi, Sekil 4.34.’den de goriilebilmektedir.

Bassiatin, tamoksifen ve kombine maddenin 15 farkli konsantrasyonunun MCF-7 ve SVCT
hiicre hatlar1 tlizerindeki etkinligi bar grafikleri ile degerlendirildiginde; MCF-7 {izerinde
kombine maddenin tiim konsantrasyonlarmin her ii¢ inkiibasyon siiresinde de etkili
olabilecegi, bassiatin ve tamoksifenin ise belirli dozlarda etkin inhibisyon etkisine sahip
olabilecegi goriilmektedir (Sekil 4.36.-4.38.). SVCT iizerinde ise, bassiatinin yliksek
dozlarda dahi toksik etkiye neden olmadigi goriilmiisken tamoksifenin birgok

konsantrasyonunun etkili bir sekilde inhibisyona neden oldugu saptanmustir (Sekil 4.39.-
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4.41.). Her maddenin kendi iginde, konsantrasyonlar arasi farkliliklar1 Kruskal-Wallis testi
ile degerlendirildiginde; MCF-7 iizerinde denenen maddelerin konsantrasyonlari1 arasinda
tiim inkiibasyon siirelerinde anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (P<0,05) (Cizelge 4.7.).
SVCT flizerinde denenen maddeler incelendiginde; tamoksifen ve kombine maddenin
konsantrasyonlari arasinda Onemli fark tespit edilirken (P<0,05), bassiatinin
konsantrasyonlar1 arasindaki fark anlamli bulunmamaistir (P>0,05) (Cizelge 4.8.). Bassiatinin
SVCT iizerinde yiiksek dozlarda bile toksik etkisi olmadigi saptandigindan, elde edilen

istatistiksel sonug, diger verilerimiz ile uyumludur.

Sitotoksisite ¢aligmalarinda maddelerin konsantrasyonlari arasinda anlamli farklar tespit
edildiginden dolayi, her maddenin konsantrasyonlart ile kontrol grubu karsilagtirmalari
istatistiksel olarak yapilmistir. Buna gore; MCF-7 hiicre hattinda bassiatinin her ¢
inkiibasyon siiresinde de bir¢ok dozun kontrol grubu ile arasindaki fark anlamli ¢ikmistir
(P<0,05). Ancak 48 saatlik inkiibasyonda 0&zellikle diisiik dozlarda anlamli fark
goriilmemesi, bassiatinin etkinligini erken siirelerde gostermesi ile agiklabilir (Cizelge 4.9.).
Tamoksifenin 24 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde, konsantrasyonlarin bir¢ogunda
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark tespit edilmemesine ragmen (P>0,05), neredeyse
tiim dozlarda 48 saatlik inkiibasyonda fark anlamli ¢gikmistir (P<0,05) (Cizelge 4.10.). Diger
verilerde de tamoksifenin 48 saatte etkin bir sekilde toksik etki yaptigi goriildiiglinden,
kontrol grubuna kiyasla fark goriilmesi beklenen bir durumdur. Cizelgelerden yola ¢ikarak;
MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde bassiatin ve tamoksifenin 3 mM’a kadar etkin olabilecegi
goriilmiistiir. Kombine maddenin ise, birkag diisiikk doz disinda, ii¢ inkiibasyon siiresinde de
konsantrasyonlarin anlamli farklar gosterdigi saptanmistir (P<0,05) (Cizelge 4.11.).
Tamoksifen ve bassiatinin aksine, kombine maddenin diisiik dozlarda dahi MCF-7 hiicre
hattinda etkili oldugu bulunmustur. SVCT hiicre hatti lizerinde yapilan karsilagtirmalarda
ise; bassiatinin baz1 dozlar disinda tiim inkiibasyon siirelerinde kontrol grubu ile arasinda
anlamli bir fark bulunmamustir (P>0,05) (Cizelge 4.12.). Tamoksifen ve kombine maddede
ise, kontrole kiyasla neredeyse tiim konsantrasyonlarda anlamli fark tespit edilmistir
(P<0,05) (Cizelge 4.13. ve Cizelge 4.14.). Tamoksifende beklendigi gibi kontrole kiyasla
fark olmasinin yani sira, kKombine maddede boyle bir fark olmasinin nedeni; kombine madde
igerisindeki tamoksifen toksik etki olustururken bassiatinin bu etkiyi azalttigi seklinde
aciklanabilir. Nitekim Sekil 4.39. ve Sekil 4.40°da da goriildiigii gibi, kombine maddenin
tim konsantrasyonlarinin SVCT {izerindeki etkisi, bassiatin ile tamoksifenin etkilerinin

arasinda bulundugundan, bu ¢ikarimin dogru oldugu disiintilebilir.
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MVF-7 ve SVCT hiicre hatlar1 arasinda maddelerin konsantrasyonlar1 agisindan
karsilastirmalar1 bar grafikleri ile gosterilmistir. Bassiatinin SVCT hiicre hattina gére, MCF-
7 tizerinde toksik etkisinin her {i¢ inkiibasyon siiresinde de fazla oldugu goriilmektedir (Sekil
4.42.-4.44)). Tamoksifenin her iki hiicre hattinda da doz miktar arttik¢a toksik etkisinin
arttigr saptanmistir. Ancak SCVT hiicre hattinda MCF-7’ye gore daha fazla toksik etki
yaptig1 tespit edilmisir (Sekil 4.45.-4.47.). Kombine maddenin iki hiicre hattinda da toksik
oldugu goriilmiisse de, etkinliginin MCF-7 hiicre hattinda SVCT’ye gore ¢ok daha fazla
oldugu bulunmustur (Sekil 4.48.-4.50.). Mann-Whitney U testi ile MCF-7 ve SVCT hiicre
hatlari, maddelerin konsantrasyonlarina gore karsilastirildiginda; bassiatinin = tim
inkiibasyon siirelerinde yiiksek dozlarda anlamli bir fark gosterdigi bulunurken (P<0,05),
diisiik dozlarda her iki hiicre hattinda da etkinligi azaldigindan anlamli bir fark
goriilmemistir (P>0,05) (Cizelge 4.15.). Tamoksifenin bazi dozlarinda anlamli fark bulunsa
da (P<0,05) ozellikle 48 saatlik inkiibasyon siiresince yliksek dozlarda anlamli bir fark
goriilmemesi (P>0,05), her iki hiicre hattinda da toksik etkisinin oldugunu belirtmektedir
(Cizelge 4.16.). Kombine maddenin ise, tiim inkiibasyon siirelerinde bircok dozunda anlamli
bir fark oldugu bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 4.15.). Bu fark, kombine maddenin birgok
konsantrasyonunun SVCT hiicre hattina nazaran MCF-7 iizerindeki toksik etkisinden

kaynaklanmaktadir.

MVF-7 ve SVCT hiicre hatlar1 kullanilan maddelere gore box-plot grafikleri ile
karsilagtirildigt zaman; 24 saatlik inkiibasyonda kombine maddenin MCF-7 iizerindeki
etkinligi rahatlikla goriilebilmektedir (Sekil 4.54.). Tamoksifenin, MCF-7’ye gore SVCT
hiicrelerine daha ¢ok toksik etki yaptig1, her ii¢ inkiibasyon siiresinde de goriilmektedir. 72
saatlik inkiibasyonda ise, MCF-7 hiicrelerine gére SVCT hiicrelerinde toksik etki her ii¢
madde icin de gegerlidir. Ancak bu durum bassiatinde minimum iken tamoksifende yliksek

diizeydedir (Sekil 4.56.).

MCF-7 ve SVCT hiicre hatlari ile yapilan sitotoksisite ¢aligmalarindan elde edilen sonuglara
gore; maddeler ve hiicre hatlar1 arasindaki anlamli sonuglar1 bize en dogru bir sekilde veren
konsantrasyonunun 37,5 mM oldugu goriilmektedir. Bu nedenle devam eden ¢aligmalarda
daha hizli ve dogru sonuglar elde edebilmek icin 25, 37,5 ve 75 mM’lik madde

konsantrasyonlari ile deneyler siirdiiriilmiistiir.

Bassiatinin farkli sekilde gelisen meme kanseri vakalari tizerine etkisi ve toksisitesinin daha
iyl anlagilmasi i¢in farkli reseptor Ozellikleri tasiyan hiicre hatlari ile belirlenen dozlar

kullanilarak sitotoksisite ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu baglamda, bassiatinin hiicre
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hatlar tizerine etkisi degerlendirildiginde, her ii¢ inkiibasyon siiresinde de en ¢ok toksik
etkiyi MCF-7 tizerinde gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.54.-4.56.). Ancak her hiicre hatti,
kontrol grubu ile karsilagtirildigi zaman diger meme kanseri hiicre hatlarinda da
proliferasyonu engelledigi goriilmektedir. Meng ve arkadaslar1 [187] yaptiklari calismada;
bassiatinin yeni bir antidstrojenik madde oldugunu ve 6strojen reseptoriiniin aktivasyonunu
durdurdugunu belirtmislerdir. Ancak yaptigimiz bu ¢alismada elde edilen veriler
dogrultusunda, bassiatinin ER- olan hiicre hatlarinda da toksik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Bu durumda bassiatinin farkli reseptorleri de bloke edebilecegi veya farkli
mekanizmalarla kanser hiicre hatlarinin ¢ogalmasin1 durdurabilecegi diisiintilmektedir.
Ancak, Uclii-negatif (ER- ,PR-, EGFR-) MDA-MB-231 hiicre hattinda yeterince
inhibisyonun goriilmemesi ve igli-pozitif (ER+ ,PR+, EGFR+) MCF-7 hiicre hattinda en
¢ok inhibisyonun goriilmesi, bassiatinin reseptor temelli inhibisyon yaptiginin gostergesidir.
Istatistiksel ¢alismalarda yapilan degerlendirmelerde de bassiatinin farkli hiicre hatlari
arasindaki toksik etkisi, tiim inkiibasyon siirelerinde de anlamli bulunmustur (P<0,05)

(Cizelge 4.18.).

Tamoksifenin farkli hiicre hatlar1 lizerine etkileri karsilagtirildiginda, kanser hiicre hatlarina
kiyasla en ¢ok SVCT hiicre hattinda toksik etki yaptigi goriilmistir (Sekil 4.57.-4.59.).
Bunun yani sira 6zellikle 48 saatlik inkiibasyonda hem MDA-MB-231 hem de SK-BR-3
hiicre hatlarinda, MCF-7 hiicre hattinda gosterdigi toksik etkiyi gostermistir (Sekil 4.58.).
Bu durum, hormonoterapide Ostrojen reseptoriiniin aktivitesini durdurucu ajan olarak
kullanilan tamoksifenin ER disinda farkli odaklar1 da etkileyebildigini gostermektedir.
[statistiksel olarak yapilan karsilagtirmalarda 48 ve 72 saatlik inkiibasyonda hiicreler arasi
anlamli fark bulunmasi (P<0,05), Tamoksifenin SVCT hiicre hattindaki yiiksek
toksisitesinden kaynaklanmaktadir (Cizelge 4.18.).

Kombine maddenin belirlenen dozlarinin hiicreler {izerindeki etkisi karsilastirildiginda, 24
saatlik inkiibasyonda tiim kanser hiicre hatlarinda SVCT’ye kiyasla yiiksek toksik etki
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.60.). 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda da kombine
maddenin meme kanseri hiicre hatlarindaki toksik etkisi siirerken, igerisindeki
tamoksifenden dolayr SVCT f{izerinde de inhibisyona neden oldugu goriilmektedir (Sekil
4.61. ve Sekil 4.62.). Nitekim istatistiksel karsilastirmada da 24 saatlik inkiibasyonda
hiicreler arasinda anlamli bir farklilik bulunurken (P<0,05), 24 saatin ardindan SVCT
tizerinde de toksisitesini arttirdig1 i¢in hiicreler arasindaki anlamli fark ortadan kalkmistir

(Cizelge 4.18.).
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Gerek MCF-7 ve SVCT hiicre hatlar arasinda gerekse reseptor 6zellikleri agisindan farklilik
gosteren diger meme kanseri hiicre hatlari arasinda yapilan sitotoksisite caligmalar
degerlendirildiginde; bassiatinin meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde tamoksifen kadar
toksik etki gosterebilecegi bulunmustur. Tamoksifen ve bassiatinin 1:1 oraninda kombine
edilerek kullanildigi ¢alismalarda meme kanseri hiicre hatlarinda goriilen yiiksek
sitotoksisite, giinlimiizde kanser tedavilerinde uygulanan kombine ilag kulanimi prosediirleri
ile uygun sonuglar vermektedir. Ayrica, normal meme epitel hiicre hattindaki diisiik
sitotoksisitesinden dolay1 bassiatinin meme kanserinde bir ajan olarak degerlendirilebilecegi
diisiiniilmektedir. Ostrojen reseptdrii tastmayan SK-BR-3 meme kanseri hiicre hattinda da
hem bassiatinin hem de igerisinde bulundugu kombine maddenin toksik etki yaptig
goriilmistiir. Bu durum, bassiatini dstrojen reseptorii disinda farkli odaklar1 da hedef alan
bir ajan olarak degerlendirebilecegimizi gostermektedir. Uglii-negatif MDA-MB-231 hiicre
hattinda ise, diger hiicre hatlarina kiyasla diisiik toksik etki goriilmesi, bassiatinin reseptor

bloke edici 6zelliginin oldugunu ortaya koymaktadir.

Hiicre siklusu analizlerinin degerlendirilmesinde akim sitometri cihazi kullanilarak elde
edilen veriler, bar grafikleri ve histogramlarla gosterilmistir. MCF-7 hiicrelerinde; 24 saatlik
tamoksifen, bassiatin ve kombine madde inkiibasyonu sonucunda kontrolle kiyaslandiginda
GO0/G1 fazinda en ¢ok bassiatin olmak tizere kullanilan maddeler azaltima neden olurken, S
fazinda kombine madde disinda artima neden olmustur (Sekil 4.63.). G2/M fazinda ise yine
tiim ajanlarin GO/G1 fazinda oldugu gibi azaltima neden oldugu goriilmektedir (Sekil 4.67.-
4.70.). 48 saatlik inkiibasyon sonucunda kontrole gore kiyaslandiginda, GO/G1 fazinda
tamoksifenin azaltima neden oldugu bulunmusken, S fazinda tiim maddelerin azaltima katki
sagladigi bulunmustur (Sekil 4.64.). Buna karsilik, MCF-7 hiicrelerinde 48 saatlik
tamoksifen, bassiatin ve kombine madde inkiibasyonu sonucunda kontrole gore G2/M
fazinda artima yol actig1 hiicrelerin hiicre siklusunda ilerlemesini sagladigi gortilmektedir
(Sekil 4.71.-4.74.). SVCT hiicrelerinde ise; tamoksifen, bassiatin ve kombine madde ile 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicreler kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda, GO/G1
fazinda tamoksifen azaltima neden olurken, ayr1 ayri tamoksifen ve bassiatin hiicreleri S
fazina ilerletiyor ve S fazinda artima sebep oluyor (Sekil 4.65. ve Sekil 4.66.). G2/M

fazinda da kombine maddenin artima neden oldugu bulunmustur (Sekil 4.75.-4.82.).

MCF-7 ve SVCT hiicrelerinde hem 24 hem de 48 saatlik tamoksifen, bassiatin ve kombine
madde inkiibasyonunun, hiicrelerin hiicre siklusu 6zellikleri iizerinde az da olsa etkileri

oldugu bulunmustur. MCF-7 hiicre hattinda GO/G1 fazinda 24 saatlik inkiibasyonda
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bassiatinin, 48 saatlik inkiibasyonda ise tamoksifenin azaltima neden oldugunun bulunmasi,
sitotoksisite ¢aligmalarinda elde edilen sonuglar ile uyumludur. Buna karsin; tamoksifen,
bassiatin ve kombine inkiibasyonun her iki hiicre dizisinde de S fazinda artima yola acan ve
boylece proliferasyon gdsteren hiicrelerin, hiicre siklusunda ilerlemesinde etkili oldugunu
goriilmiistiir. Meng ve arkadaslarimin [3] yaptigi ¢alismada, bassiatinin zamana bagli br
sekilde dstrojen varliginda GO/G1 fazinda MCF-7 hiicre dongiisii tutuklanmasini indiikledigi
bulunmustur. Bununla birlikte, 6strojen yoklugunda bu etkinin ¢ok az oldugu belirtilmistir.
Ostrojenin  kullanilmadig1 hiicre dongiisii analizlerimizde bassiatin kullanilarak elde
ettigimiz sonuglar, bu ¢alisma ile uyumludur. Ayrica, bassiatinin MCF-7 hiicre dongiisii
tizerindeki etkisinin, giiniimiizde meme ca terapisinde aktif olarak kullanilan tamoksifen ile
benzer sonuglara sahip olmasi, bassiatinin olasi meme kanseri ajan1 olarak

degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Kullanilan ajanlarin MCF-7 ve SVCT hiicrelerinin hiicre siklusunda yeterli inhibisyona
sebep olmadigi goriilmektedir. Her iki hiicre dizisinde de tamoksifen, bassiatin ve kombine
maddenin, inkiibasyon sonucunda hiicrelerde apoptozu yeteri kadar indiiklemedigi
gozlemlenmistir. Bu durum yine Ostrojen yoklugu ile maddelerin yeterli apoptotik etki
gosterememesi ile agiklanabilmektedir. Ayrica, akim sitometri cihazinin kullanildigi bu
yontemde ge¢ apoptozis degerlendirildiginden, DNA fragmentasyonu 48 saatte tam olarak
tespit edilememis de olabilir. 72 saatlik inkiibasyonlarda da ge¢ apoptotik etki

goriilebilmektedir.

Calismada kullanilan bassiatin, tamoksifen ve kombine maddenin MCF-7 ve SVCT hiicre
hatlar1 tizerinde reseptor baglayiciligi (ER, EGFR ve VEGFR) ¢alismalari, ticari Eliza kitleri
ile yapilmis ve elde edilen sonuglar bar grafikleri ile degerlendirilmistir. Ostrojen reseptorii
tespit galismalarindan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; MCF-7 hiicre hattinda
kontrol grubuna gore her ili¢c maddenin de Ostrojen reseptorii ile etkileserek hiicre
inhibisyonuna katki sagladigi goriilmiistiir. Ozellikle kombine maddenin uygulandig
hiicrelerde serbest Ostrojen reseptér miktarinin az Ol¢lilmiis olmasi, bu sekildeki
uygulamanin reseptér bagimli inhibisyona katki yaptirgini gostermektedir (Sekil 4.83.).
Meme kanseri gelisiminde basta Ostrojen olmak tizere hormonlarm etkin oldugu, MCF-7
gibi meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde Ostrojen reseptoriiniin tespiti ve etkilerinin
bulunmasi ile agiga ¢ikarilmistir [197,198]. Ostrojen reseptoriinii bloke edici ajanlarin meme
kanseri tedavisinde ¢o6ziim olacag diisiiniilmiistiir. Tamoksifenin etki mekanizmasinin

Ostrojen reseptoriine baglanarak, Ostrojenin hiicreleri indiiklemesini engellemek ve hiicre
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proliferasyonunun inhibisyonunu saglamak oldugu bugiine kadar yapilan caligmalarla
bilinmekteydi [45,199]. Bassiatinin de MCF-7 hiicre hattinda Ostrojen reseptoriine
baglanarak etki ettigi bulunmustu [3]. Fakat iki maddenin karsilastirmasi ve kombine bir
sekilde daha etkili oldugunun tespiti ilk defa bu ¢aligsma ile gosterilmistir. SVCT hiicre hatti
calismasinda ise, tim madde inkiibasyonlarinin kontrol ile benzer sonuglar verdigi
goriiliirken tamoksifenin, inkiibasyon sonucunda az da olsa Gstrojen reseptorii baglayiciligi

yaptig1 gorilmistiir (Sekil 4.83.).

EGFR tespiti i¢in yapilan calismalar, ERa c¢alismalari ile benzer sonuglar vermistir. Bu
durum, kombine maddenin Ostrojen reseptdriiniin yani sira, epitelyal biiyiime faktoriiniin
indiikledigi reseptorlerini de inhibe ederek kanserli hiicrenin ¢ogalmasini ve biiylimesini
durdurabilecegini gostermektedir (Sekil 4.84.). Epitelyal biiyiime faktoriiniin de 6strojende
oldugu gibi, kanserli hiicrelerin biiyliylip ¢ogalmasini ve kanserin hizla, ileri safhaya
gecmesini indiikledigi bilinmektedir [189,200]. Her iki reseptorde de bassiatinin
inhibisyonunun gdsterilmesi, bassiatinin olasi meme kanseri ajani olarak disiiniilmesini

kuvvetlendirmektedir.

VEGEFR tespit ¢alismalarinda kontrol dahil olmak iizere tiim karsilastirmalarda reseptor
miktar1 az ¢ikmistir. Bu durum her iki hiicre hattinda normalde de az miktarlarda bu
reseptoriin bulunmasi ile agiklanabilir. Yine de yapilan karsilastirmalarda diger reseptor
caligmalarina benzer sonuglar elde edilerek, kombine maddenin vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoriiniin indiikledigi reseptorler iizerinde az da olsa inhibisyona neden oldugu
gorilmistiir (Sekil 4.85.). Bu durum, timor olusumunda damarlanma gibi 6nemli bir
asamanin inhibisyonuna katki yaptigin1 gostermektedir. Garvin ve arkadasglar1 [190], in vivo
ortamda MCF-7 tiimorlerinde tamoksifenin, 6strojenle beraber serbest VEGFR miktarini da
yiiksek oranda azalttigini saptamiglardir. Bunun yani sira, sadece tamoksifen uygulamasi ile
az miktarda da olsa VEGFR miktarini azalttiginin bulunmasi, sonuglarimiz ile uyumludur.
Nitekim hiicre dongiisli analizlerinde de, Ostrojen varliginda hiicre inhibisyonunun daha
fazla olabilecegi yorumuna yer verilmistir. Kadinlarda hormonal dengeye gore farkli
diizeylerde salinan ve viicutta belirli yerlere iletilen dstrojenin varligi, in vitro calismalara
gore in vivo ortamda gerek bassiatin ve tamoksifenin gerekse kombine maddenin etkisinin

daha fazla olabilecegini, elde edilen sonuglar diisiindiirmektedir.
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Elde edilen veriler dogrultusunda asagidaki sonuclara varabiliriz;

Calismadan elde edilen bassiatinin meme kanseri hiicre hatt1 iizerinde tamoksifene
kiyasla daha etkili oldugu, bu durumu reseptdr inhibisyonunu saglayarak yaptigi ve
tamoksifen ile bassiatinin kombine olarak kullaniminin olasi meme kanseri
tedavisine uygun olabilecegi, bu ¢alisma ile gosterilmistir.

Yapilan bu calismada normal meme epitel hiicreleri tizerindeki maddelerin
etkinliginin de incelenmesi, ilerde hastalar tizerinde uygulanacak bir maddenin ne
gibi zararlar olusturabilecegini anlamamiz i¢in énem teskil etmekteydi. Normal
meme epiteli hiicre hatti olan SVCT {izerinde bassiatinin tamoksifene gore
etkinliginin az olmasi, meme kanseri tedavi ajan1 olarak degerlendirilebilecegini
kesin kanitlarla ortaya koymaktadir.

Bassiatinin meme kanseri hiicre hattindaki etkisinin reseptdr inhibisyonu temelinde
oldugunun bulunmasi, tamoksifen gibi, hormonoterapi sirasinda kullanilabilecegini
gostermektedir.

Her ne kadar bassiatinin meme kanseri hiicre hattindaki etkinligi bir kanser ajanindan
istenen Ozellikleri tasisa da bu g¢alismanin in vitro kosullarda gerceklestirildigi
unutulmamalidir. Calismanin bir sonraki agamaya gegilmesi ve ticari olarak kanser
tedavisinde bassiatinin kullanimi i¢in gerekli 6n deneyler ve ¢alismalarin yapilmasi
saglanarak farmasotik etkisine bakilmasi gerekmektedir. Boylece, bu ¢aligmadan
elde edilen olumlu sonuglar ile farmasétik ve in vivo madde etkinlik ¢aligmalarinin
sonuglart degerlendirilerek bassiatinin kanser tedavisine uygunlugunu ortaya

konacaktir.
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