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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

MCF-7 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Juglon ve Kurkumin

Uygulamasmin mt-ATP6 ve Sitokrom P450 Molekiillerine Etkilerinin incelenmesi

Saliha AYDEMIR

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dah

Damsman: Dr.Ogr. Uyesi Emine Nedime KORUCU

2019,63 Sayfa

Jiri
Dr.Ogr. Uyesi Emine Nedime KORUCU
Dog.Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
Dr.Ogr. Uyesi Dudu ERKOC KAYA

Meme kanseri, diinyada kadinlarda en sik goriilen malign kanserdir. Siirekli artan sayida meme
kanseri vakasi nedeniyle, birincil ve ikincil korunmada etkili aktiviteler gelistirmek hayati 6nem
tagimaktadir. Her iki tiir kanser 6nleme yontemini birlestiren en iyi deger vaat eden yontemlerden biri,
kimyasal miidahale gibi goriinmektedir. Karsinojenez siirecini inhibe etmek, geciktirmek veya tersine
cevirmek icin dogal veya sentetik bilesikler kullanir. Dogal kdkenli kemoprevansiyon maddeler arasinda,
genis spektrumlu bir anti-kanser polifenol tiirevi olan kurkumin ve juglona biiyiik énem verilmektedir.

Calismamizda kurkuminin ve juglonun farkli doz gruplarinda MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlarinda proliferasyonuna etkileri MTT hiicre canlilik testi ile analiz edildi. Hiicrelere 24
saat boyunca kurkumin ve juglon ile farkli dozlarda muamele edildi. Real time PCR ve Western blot
yontemiyle CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ve protein ekspresyonlari kontrol grubu ile karsilastirildi.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda kurkumin uygulamasi sonucunda, CYP3A4’iin ve mt-
ATP6’ nin ekspresyonunlarinin arttigi, MCF-7 hiicrelerine juglon uygulamasi sonucu CYP3A4’{in

ekspesyonunun arttg1 ayrica mt-ATP6 gen ifadelerinin azaldig1 belirlenmistir.



MDA-MB-231 hiicre hattinda, hem kurkumin hem de juglon uygulamasi sonucunda CYP3A4’iin
ve mt-ATP6 gen eksperesyonunun azaldig: tespit edilmistir.

Ifade analizleri yapildiktan sonra, bu molekiillere ait 6zgiin antikorlar kullanilarak Western blot
calismalart yapilmistr. MCF-7 hiicrelerinde kurkumin uygulamasinin  CYP3A4 ve mt-ATP6
proteinlerinin kontrol grubuna gore ifadesini arttirdigi belirlenmistir. MCF-7 hiicrelerinde juglon
uygulamasinin  CYP3A4 proteininin kontrol grubuna gore ifadesini arttirdigi, mtATP6 proteininin
ifadesinde kontrol grubuna gore azaldigi belirlenmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde kurkumin uygulamasi sonucu CYP3A4 proteininin ifadesinde
kontrol grubuna gore azaldigi tespit edilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde juglon uygulamast sonucu
CYP3A4 ve mt-ATP6 proteinlerinin ifadesinde kontrol grubuna gore, artis belirlenmistir.

Yapilan literatiir taramasinda kurkumin ve juglonun mtATP6 ve sitokrom p450 sistemini
aciklayacak yayina rastlanmamustir. Calismamizda mitokondiriyal enerji metabolizmasi ve antioksidan
sistem tzerine etkileri bu molekiillerdeki degisimlerle agiklanmaya g¢alisilmistir. Bunun sonucunda da

tedaviye yonelik strateji gelistirilmis olacaktir.

Anahtar Kelimeler: juglon, kurkumin, mcf-7, mda-mb-231, meme kanseri, mt-atp6,
sitokrom p450
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Investigation of MT-ATP6 and Cytochrome P450 Molecules’ effects on Juglone
and Curcumin Treatment in MCF-7 and MDA-MB-231 Breast Cancer Cell Lines
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Breast cancer is the most common malignant cancer in women in the world. Due to the ever
increasing number of breast cancer cases, developing effective activities in primary and secondary
prevention is vital. One of the best-value methods combining both types of cancer prevention seems to be
chemical intervention. It uses natural or synthetic compounds to inhibit, delay or reverse the
carcinogenesis process. Among the chemoprevention agents of natural origin, curcumin and juglone, a
broad spectrum anti-cancer polyphenol derivative, are of great importance.

In this study, the effects of curcumin and juglone on proliferation of MCF-7 and MDA-MB-231
breast cancer cell lines in different dose groups were analyzed by MTT cell viability test. The cells were
treated with curcumin and juglone at different doses for 24 hours. CYP3A4 and mt-ATP6 gene and
protein expressions were compared with the control group by real time PCR and Western blot method.

As a result of the application of curcumin in MCF-7 breast cancer cell line, it was determined
that the expression of CYP3A4 and mt-ATP6 were increased and that expression of CYP3A4 was

increased as a result of juglon application in MCF-7 cells and mt-ATP6 gene expression was decreased.

Vi



In the MDA-MB-231 cell line, it was found that CYP3A4 and mt-ATP6 gene expression
decreased as a result of both curcumin and juglone application.

After expression analysis, Western blot studies were performed using specific antibodies of these
molecules. It was determined that the application of curcumin in MCF-7 cells increased the expression of
CYP3A4 and mt-ATP6 proteins compared to control group. In MCF-7 cells, it was determined that
juglone application increased the expression of CYP3A4 protein compared to control group and
decreased expression of mtATP6 protein compared to control group.

It was determined that the expression of CYP3A4 protein decreased in MDA-MB-231 cells
compared to the control group. The increase in the expression of CYP3A4 and mt-ATP6 proteins in
MDA-MB-231 cells as a result of juglone application was determined compared to the control group.

In the literature review, no publication was found to explain the mtATP6 and cytochrome p450
system of curcumin and juglone. In our study, the effects of mitochondrial energy metabolism and

antioxidant system on these molecules are explained. As a result, a treatment strategy will be developed.

Keywords: : juglon, kurkumin, mcf-7, mda-mb-231, breast cancer, mt-atp6, cytochrome
p450
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1. GIRIS
1.1. Meme Kanseri

Kadinlardaki kanser olim sebeplerinden biri meme kanseridir. 2010 yilinda
Amerika’da kadnlarda 207 binden fazla meme kanseri bulgusu, erkeklerde de yaklasik
2 bin bulgu olusmasi ongoriilmektedir. Kadinlarda en yaygmn goriilen ve kanserle
iligkili, en fazla teshis konulan kanserdir ve kanser sebepli 6liimlerde meme kanseri (%
15) akciger kanserinden (% 26) sonra 2. swrada yer almaktadir (American Cancer
Society). Meme kanserinden 6liim oranlar1 1990°da azalmistir. Bu azalmayi erken tani
ve tedavinin gelismesi etkilemektedir.

Tirkiye’de 2005 yili me kanseri sonuglarina goére meme kanseri, Tiirkiye goriilen
kanserler arasinda 4. siradayken kadinlarda 1. siradadadir. Insidans1 35-47/100.000° dir
(Saglik Bakanlig1 Kanserle Savas Dairesi Bagkanlig1 2005). Meme kanseri 6liim hiz1 ve
indisans1 yaslanmayla birlikte artis gostermektedir. 2004-2008 yillar1 arasinda kanser
teshisi konulan hastalarm % 95’1, meme kanserine bagl 6liimlerin % 97’si 40 yasindan
biiyiik kadmlarda saptanmustir (Gonzalez-Angulo AM 2007).

1.1.1. Meme Kanserinde Risk Faktorleri
A- Yiiksek risk faktorleri (3 kat ya da daha fazla risk artisina yol acarlar)

a. Cinsiyet: Kadin

b. Yas: 40 yas iistiinde risk artmaktadir. Ancak, anne veya kiz kardeste erken
yasta kanser teshis edilmisse, bu kiside daha erken yasta meme kanseri olusabilmektedir
(Claus EB ve ark 1994).

c. Genetik mutasyon olmasi: (BRCA-1 ve/veya BRCA-2 genlerinde Ki
mutasyonlar 6rnek verilebilir.

d. Ailede meme kanseri oykiisii olmasi: Menopoz Oncesi, bilateral ya da
unilateral meme kanseri gelisen kadinlarin, kiz ¢ocuklarinda, kardeslerinde, annelerinde
goriilme siklig1 artmaktadir.

e. Daha once bir memede kanser oykiisii olmasi: Menopozdan 6nce olusan
timorler 6nemlidir. Daha 6nce meme kanseri hikayesi olan vetedavi alan kadnlarin,
diger memelerinde kanser olasiliginin meme kanseri olmamis olanlara gore 3-4 kat daha
fazladir (Campbell J.B. ve ark 2002).



f. Atipi ile birlikte hiperplazi: Benign meme hastalarinin biyiik bir bolimii
meme kanseri i¢in predispozan faktor olarak goriilmez. Cogunlukla fibrokistik hastalik
icin bu surum gecerli olur. Memenin Atipik hiperplazili, proliferatif hastaliginda 5
kat1 daha risklidir. Atipinin olusturdugu risk, kanser dykiisii ailesinde bulunanlarda 11
kat artmaktadir (Manavoglu 2004).

g. Yiiksek meme dokusu yogunlugu (Boyd NF ve ark 2007).

h. Parite: 30 yasindan sonra ilk dogumunu gergeklestiren kadmlarda, 18
yasindan once ilk gebeligi olan gore risk 3-4 kez artmaktadir.

i. Lobuler karsinoma insitu: Invaziv kanser %30 daha risklidir.

J. Erkeklerdeki risk faktorleri: Jinekomasti, Klinefelter sendromu, ve ailede

onceki nesillerde goriilmesi riski arttirir (Manavoglu 2004 ).

1.1.2. Meme Kanserinin Siniflandiriimasi
Farkli 6zellikler gosterebilen meme kanseri homojen olmayan bir hastaliktir.
Lobiiler karsinoma ve duktal karsinoma meme kanserlerinin en biiyiik bir kismini
olusturur. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) Meme Tiimérlerinin Histopatolojik tipine gdre
meme Kkanserini yirminin tizerinde siniflandirmistir. Meme kanseri smiflandirilmasi,
meme kanserini miisindz, mediiller, tiibiiler ve lobiiler karsinomlar gibi fazlaca 6zel
timor tipine ve duktal karsinomlara ayrilmaktadir (Ellis ve ark 1992). Cevresindeki
bazal hiicrelerin disina ¢ikan kanser hiicreleri invaziv, disina ¢ikmadigmda in situ olarak
isimlendirilirler. Invaziv duktal karsinom en yaygm goriillen meme kanseri tipidir.
Meme kanserinde en c¢ok invaziv ve duktal tipine rastlanmaktadir ve bunlar meme
kanserinin yiizde 75 ini olusturmaktadir (Frykberg ve ark 1999).
1.1.3. Meme Kanserinin Evrelemesi
Meme kanserli hastalar, doktora gittilkerinde kanser evresi ve tipi agisindan
farklilik gosterirler. Tan1 konuldugunda sag kalinan siire hastaligin hangi evrede oldugu
ile ilgilidir. Timoriin hangi evrede olugu yalniz hayatta kalma siiresini belirlemek igin
degil, hastaya uygulanacak tedavi protokoliiniin belirlenmesi i¢in de ¢ok biiyiik 6neme
sahiptir. TNM (tiimor-nod-metastaz) parametreleri yasama siiresini 6nceden tayin
etmede en giiclii prognostik faktdrlerdir. Giiniimiizde UICC (Union International Contre
Cancere) ve American Joint Commitee On Cancer’in (AJCC) bigimlendirdigi “tumor-

nodemetastasis (TNM) staging” sistemi kullanilir (Silverstein ve ark, 1998 Singletary



ve ark 2002). AJCC periyodik olarak evreleme standartlarini yeniler. 2010 yilinda da,
meme kanseri evrelemesine yeni giincellemeler yapilmistir (American Joint Committee
on Cancer 2010).
1.1.4. Meme Kanseri Tedavisi
Cerrahi
Erken evrelerde meme tiimorlerinin kiiratif tedavisi cerrahi rezeksiyondur. En
sik kullanilan teknik modifiye radikal mastektomidir. Son yillarda meme koruyucu
cerrahi artig gostermektedir. Yasam siireleri bakimindan mastektomi ve radyoterapi ile
meme koruyucu cerrahi uygulanan erken evre meme karsinomlu bulgular1 arasinda
anlamli bir fark gostermez (Fisher ve ark1995, Veronesi ve ark 1998). Metastatik
evrede ise yaklasim palyatiftir. Uzak organ metastazi yapmis meme kanserinde,
giinlimiizde uygulanan tedavi ile kiir elde etme sansi yoktur. Meme kanserinin soliter
organ metastazlarinda se¢ilmis bulgular i¢in ilk tedavi yaklasimi bu giinlerde
metastazektomi yoOniinde gittikge artan taraftar kazanmaktadir (Hortobagyi ve ark
1998).

Radyoterapi
Radyoterapi meme kanserinde bolgesel kontrolii artirmaktadr. Multidisipliner
yaklasimda onemli bir disiplini hem meme koruyucu hem de bolgesel ileri tlimorlere
olusturmaktadir (Hortobagyi ve ark 1998). Mastektomili hastalarda kemoterapinin
tamamlanmasinin ardindan radyoterapi uygulanmasi Onerilmektedir. Lokal tekrar
oranmin bu yaklasimla negatif etki olusturmayacagi bildirilmektedir (Recth ve ark
1995, Fisher ve ark 1990).

Hormonal Tedavi
Hormonal reseptor pozitifligi olan hastalarda %60 cevap elde edilebilen tedavi
yontemidir. Adjuvan, palyatif ve neoadjuvan tedavide kullanilmaktadir. Tamoksifen
(TAM), Liiteinizan hormon salgilatict hormon (LHRH) analoglari, aromataz
inhibitorleri (Al) biiyiikk oranda kullanilan ajanlardir. Doért g¢alismada Yyapilan
metaanalizde, premenapozal hastalarda TAM+LHRH analoglarinin  beraber
kullanimmin tek basma TAM kullanimina gore tiim parametrelerde avantaj sagladigi

bildirilmistir (Klijn ve ark 2001). Menepoz sonras1 kadmlarda Al kullanimi, menepoz



oncesi kadinlarda ise tamoksifen ve gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) analoglari
kullanim:  endokrin cevapli hastalarda giliniimiizde siklikla kullanilan tedavi
yontemleridir. Menepoz &ncesi kadinlarda GnRH analoglartyla Al kombinasyonlari

arastirilmasi devam edilmektedir.

Kemoterapi

Kemoterapi, meme kanserinde farkli evrelerde farkli hedefler igin
kullanilmaktadir. Adjuvan olarak kullamildiginda sagkalimi artirdig: tespit edilmistir.
Tekrar riskini %25 oraninda, 6liim riskini ise %15 oraninda azalttigi bilinmektedir
(Early Breast Cancer Trialsists 1998). Meme kanseri, antrasiklinler, antimetabolitler,
taksanlar ve alkilleyici ajanlar gibi farkli kemoterapétiklere yanit verirler (Sausville ve
ark 2009). En etkili kemoterapi rejimi antrasiklinleri igerir ve etkisi kemoterapi sonrasi
tamoksifen verildiginde artar (Early Breast Cancer Trialists2005). Yalniz kullanilan
sitotoksik ajanlarmm c¢ogu ile vakalarin % 20-35’ine yakminda kismi yanit almir.
Remisyon ¢ogunlukla 4-6 ay siirer. En ¢ok etki gosteren tekli ajanlar doksorubisin ve
taksanlardir. Meme kanserinin tedavisinde Dosetaksol (taksotere) en 6nemli sitotoksik
ajanlardandir (Vaclavikova ve ark 2003). Dosetaksol biiyiik 6l¢tide karacigere metastaz
yapmis hastalarda etkilidir. Coklu kemoterapinin tekli kemoterapiden yararli oldugu
bildirilmistir (Sayek ve ark 2004). Ozellikle klasik versiyonu baslangi¢ tedavisi i¢in
CMF(Siklofosfamidmetotreksat-5-Florourasil) protokolii, prednizon ile
birlestirildiginde daha basrili bir tedavidir. Bu tedavi ile bir y1l veya daha uzun siirede %
60 oranla cevap beklenebilir. Doksorubisinin, CA (siklofosfamid-Doksorubisin) ve
FAC (5-Florourasil-Doksorubisin-Siklofosfamid) kombinasyonlarmin da tedavi
stirecinde etkili oldugu gorilmiistir. CMF (Siklofosfamid-Metotreksat-5-florourasil)
veya CA (siklofosfamid-Doksorubisin) etkisiz olunca ardisik tek ajanlar kullanilir. Son
evre hastalarda paklitaksel, dosetaksol, 5- florourasil, metotreksat, vinorelbin, mitomisin
C ve prednizon kullanilan ajanlardir. Randomize caligmalar degerlendirildiginde,
kemoterapinin kombinasyon olarak uygulanmasi tek ajan olarak uygulanmasma gore
daha pozitif cevap alinmasi, daha uzun bir sagkalim ve genel hayatta kalim avantaji
sagladig1 bulunmustur(Carrick ve ark 2005). Ancak kombinasyon rejimleri tek ajanlara

gore daha fazla toksiktir (Sledge ve ark).



1.2. MCF-7 Hiicre Hatt

1.2.1. MCF-7 Hiicre Hattinin Kékeni

1970 yilinda 69 yasindaki Kafkas bir kadinin meme dokusundan alian bir hiicre
hattidir. Alman iki mastektomiden birincisi, ¢ikarilan dokunun iyi huylu oldugu tespit
edildi. Bes yil sonra, ikinci bir ameliyat sonrast MCF-7 hiicre hattina yol acacak bir
doku alindig1 plevral efiizyonda malign bir adenokarsinom bulundu. Hasta meme
kanseri i¢in radyoterapi ve hormonoterapi ile tedavi edildi. Yaygin olarak incelenen,
meme adenokarsinomundan tiirevlendirilmis bir epitel kanser hiicre olan MCF-7,
baskalasmis meme epitelinin 6zelliklerine sahiptir. MCF7 hiicreleri, PI3K ve MAPK
tutulmasini belirlemek i¢in ve ERK ve Akt fosforilasyonunun kolay tespiti igin
kullanilabilir. Ayrica, sitoplazmik Ostrojen reseptorleri ile bu hiicrelerin dstradiolii

isleme yetenegi vardir (Ourique F ve ark 2015).

1.2.2. MCF-7 Hiicre Hatt1 i¢cin Kullamm Alanlar
MCF-7 hiicreleri, meme epiteline 6zel gesitli ideal 6zellikleri koruyan hiicre
hatt1 olarak meme kanseri laboratuar ¢calismalari igin yararhdir.
MCF-7 hiicrelerinin, hiicre sitoplazmasindaki 0strojen reseptorleri araciligiyla dstradiol
formundaki Ostrojeni isleme yetenegi vardir. Bu, MCF-7 hiicre ¢izgisinin bir dstrojen
reseptorii (ER) pozitif hiicre ¢izgisi olmasina neden olur. MCF-7 ayrica progesteron

reseptoril pozitif ve HER2 negatiftir.

1.2.3. MCF-7 Hiicre Hattinin Ozellikleri
MCF-7 hiicreleri ostrojen duyarliliginin korunmasma ve sitokeratin'e karsi
duyarlidir. Endotelin, desmin, GAP ve vimentin'e karsi duyarli degildirler. in vitro
biiyiidiigiinde, hiicre hatt1 kubbeli yapi olusturabilir. Ayrica epitelyal hiicreler tek
katmanlarda biiyiime gosterir. Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF alfa) kullanilarak
biiytime inhibe edilebilir. MCF-7 kanser hiicrelerinin anti-Ostrojenlerle tedavisi, hiicre
biiyiimesinde azaltict etkisi olan insiilin benzeri biiylime faktorii proteinlerini

aktiflestirebilir. Bilim adamlari, MCF-7 hiicrelerinin ¢ogaltilmasmin kolay olmasina



ragmen, genellikle yavas biiyiiyen bir popiilasyon oldugu gézlemlenmistir. MCF-7 nin
iki katma ¢ikmas1 Karakteristik olarak 30-40 saat siirmektedir.

MCF-7 hiicreleri, hiicre biiyiikligii 20-25 mikron olan olduk¢a biiyiikk yapisik
hiicrelerdir. Onerilen ortam, 2 mM L-glutamin, 0.01 mg / mL sig1r insiilini (% 90), fetal
sigir serumu (% 10) ve 1.5 g/ L sodyum bikarbonat, 0.1 mM esansiyel olmayan amino
asitler ve EarleS BSS igeren EMEM'dir. (Ourique F ve ark 2015).

1.2.4. MCF-7 Hiicre Hattinin Kararhhg:

Genetik olarak, MCF-7 ¢izgisi intial izole kopyasi ile tam olarak ayni degildir.
Baslangicta, 16 kromozomla indirgenmis 85 kromozom igeren bir karyotip olmasma
ragmen bugin ise MCF-7 hiicre hattinda 69 kromozom igeren bir Kkaryotip
bulunmaktadir. Ayrica, MCF-7 hiicre hattinin, Michigan Kanser Vakfi ve ATCC hiicre
hatt1 arasinda genetik farkliliklar vardir. Bu, ATCC hiicre hattinin, diger MCF-7 hiicre
hattindan farkli bir kaynaktan elde edildigini gosterir.

1.3. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

1.3.1. MDA-MB-231 Hiicre Hattimin Kékeni
MDA-MB-231 hiicre hatti, metastatik bir meme adenokarsinomasi olan 51
yasinda beyaz bir disinin plevral efiizyonundan olusturulan ve insanda en sik kullanilan

epitelyal meme kanseri hiicre hattidir.

1.3.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Temel Ozellikleri

MDA-MB-231 §strojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR)
ekspresyonundan ve HER2 (insan epidermal biiylime faktorii reseptdriinden) yoksun
oldugu i¢in saldirgan, invaziv ve zayif farklilagtirilmig ti¢lii negatif meme kanseri
(TNBC) hiicre hattidir. Farkli istilact kanser hiicre hatlarina benzer sekilde, MDA-MB-
231 hiicrelerinin invazivligine, hiicre dig1 matrisin proteolitik bozunmasina aracilik eder.
ER ve PR ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonunun eksikliginden dolay1, hiicre hatt1
baslangicta bir "bazal" meme kanseri hiicre hatti olarak siniflandirildi. Ayrica, claudin

diisiik molekiiler alt tipine ait oldugu kabul edilen ve CD44 + CD24- / diisiik fenotip



gibi meme kanseri kok hiicreleriyle (CSC'ler) ile iligkili 6zelliklerin ifadesi olan
claudin-3 ve claudin-4'iin down regiilasyonunu, Ki-67 proliferasyon markoriiniin diisiik
ekspresyonunu, epitelyal-mezenkimal gegis ile iligkili markerler1 desteklemektedir. 3B
kiiltiriinde, hiicre hatt1 endotel benzeri morfoloji gosterir ve siklikla ¢oklu hiicre

kolonilerini kdpriileyen yildiz ¢ikintilara sahip olan invaziv fenotipiyle ayirt edilir.

1.3.3. MDA-MB-231 Hiicre Hatti Uygulamalari

Uglii negatif meme kanseri, sinirli tedavi segenekleriyle agresif bir meme
kanseri seklidir. Uglii negatif meme kanserinin molekiiler temelini anlamak bu nedenle
cok onemlidir. Etkili yeni ila¢ gelisiminde aktif ajanlar kullanilarak, kemik metastazi
arastirmasi gibi bu tip birgok meme kanseri ¢alismasi, MDA-MB-231 hiicre hatti
kullanilarak yapilmistir. Buna ilaveten farelerde intraventrikiiler enjeksiyondan sonra
farelerin kemiklerine, beynine ve akcigerlerine metastaz yapan MDA-MB-231
hiicrelerinin alt klonlar1 da izole edilmistir, bu nedenle bu hiicre hattinin, metastaz

olusumuna sebep olan genlerin ve yolaklarin tanimlanmasina araci olmustur.

1.4. Juglon
Kanser alaninda kullanilan birgok ilacin dogal {iriinlerden ve tiirevlerinden elde
edildigi bilinmektedir ve bu kapsamda bitkisel tiriinler (fitokimyasallar) daha etkili
kanser Onleyicilerin ve kemoterapotik stratejilerin  gelistirilmesindeki c¢aligmalarin
onemli bir kaynagmi olusturmaktadir (Kitagawa ve ark 2011). Fitokimyasallarin,
molekiiler mekanizmalar1 kesin olarak a¢ik olmamakla birlikte insan kanser deneysel
modellerinde, antikanser aktiviteleri gosterilmistir (Edderkaoui ve ark 2013).

Diger kanserlerin yani sira, birgok ¢alismada resveratrol, kurkumin, apigenin,
baikalein gibi ¢esitli bitki kaynakli bilesiklerin pankreas kanseri hiicreleri tizerindeki
apoptoz uyarict ve hiicre ¢ogalmasini engelleyici etkileri incelenmistir (Wang ve ark
2006; Takahashi ve ark 2011; Zhou ve ark 2011; Donald ve ark 2012; Johnson ve de
Mejia 2013a; Johnson ve de Mejia 2013b). Benzokinon, naftakinon, fenantren kinon ve
antrakinon olmak iizere 4 tipe ayrilan bitki sekonder metaboliti kinonlar, antikanser
etkileri belirlenmis onemli bitkisel kaynakli dogal bilesiklerdir (Lu ve ark 2013).
Metabolik yolakta elektron tasima zincirindeki yasamsal baglar1 saglayarak coklu

biyolojik oksidatif siireglere katilan naftakinonlarin, antiinflamatuar, antifertilite,



antibakterial, antifungal, hipolipidemik, antiaterosklerotik, antilaysmaniyal ve
antimalaryal’den olusan ¢esitli farmakolojik 0Ozelliklere sahip oldugu oOnceki
caligmalarla bildirilmistir (Pinto ve de Castro 2009; Seshadri ve ark 2011; Lu ve ark
2013). Bu oOzelliklerin yanmi sira diger Kinon tiplerinde oldugu gibi naftakinonlarin
antikanser 6zellik gosterdigi belirtilmistir (Lu ve ark 2013). Antikanser 6zelligi yaygin
olarak ¢alisilan naftakinon bilesigi plumbaginin meme kanseri, prostat kanseri, servikal
kanser, ovaryum kanseri, akciger kanseri ve bunlarin yani sira pankreas kanseri
hiicreleri tizerindeki antikanser 6zellikleri gesitli galismalarda gosterilmistir (Srivinas ve
ark 2004; Srivinas ve ark 2004; Ahmad ve ark 2008; Gomathinayagam ve ark 2008;
Powolny ve Singh 2008).

Onemli bir bitkisel kaynak olan juglon (5-hidroksihidroksi-1,4-nafnaftakinon)
(Sekil 1), Cin, Hint ve Kore gelenkesel tipta yaygin olarak kullanilan Juglans (ceviz)
cinsindeki agaclarm kok, yaprak, meyve perikarpi, aga¢c kabugu ve aga¢ govdesinde
bulunan dogal olusumlu naftakinon tiirevi bir bilesiktir ve plumbaginin yapisal
analogudur (Ji ve ark 2011; Xu ve ark 2012; Xu ve ark 2013). Dogal ortaminda ¢ok
etkili bir allelopatik bilesik olarak rol gosteren juglon, bitki rekabetinde 6nemli bir

isleve sahiptir (Kviecinski ve ark 2012).

0
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OH 0

Sekill: . Juglonun yapisal formiilii (Thakur 2011).

Juglonun hiicreler {izerinde etkilerine bakildiginda, DNA hasarmi uyardigi, p53
protein seviyesininin transkripsiyonel olarak baskilanmasmi 6nledigi ve hiicre 6limiinii
uyardig1 goriilmistiir (Xu ve ark 2012). Juglonun; gastrik kanser, 16semi, prostat kanseri
olmak iizere farkli kanser hiicrelerinde etkilerine bakildiginda Bcl2/Bax oraninda bir
azalmaya yol ag¢tig1 ve ROS olusumuna aracilik ederek mitokondriyal yolakla apoptozu
uyardig1 ve juglonla uyarilan apoptozda ROS’ un Onemli bir role sahip oldugu

belirtilmistir (Xu ve ark 2010; Ji ve ark 2011; Xu ve ark 2012).



1.5. Kurkumin

Zingiberaceae familyasinin 6nemli iiyelerindendir. “Zerdegal” olarak bilinen

Curcuma longa L. sar1 ¢igekli, biiyiik yaprakli, ¢ok yillik otsu bir bitkidir ve diger bir
ad1 da hint safranmidur.
Curcuma cinsi yer altinda kok, sap ve rizomlara sahiptir. Aromatik bitkiler arasinda yer
alan Curcuma longa L. rizomlar1 (zerdegal, turmerik) kori baharatinin en etkili iiyesidir,
ayrica icerigindeki maddeler baharatin uzun siire saklanmasini saglar ve lezzetini artirir.
Zerdecal Endonezya, Cin, Hindistan, Tayland ve Afrika’nin tropikal bolgelerinde
yetismektedir (Rhizoma Curcumae Longae 1999). Bitkinin toprak altindaki ana kokleri
(rizom) yumurtaya benzer, yan kokleri ise parmak seklinde ¢ikintilidir. Rizomlarin st
ylizli sarmmsi, i¢ yiizii ise sar1 renklidir. Nepal’de evlerde ila¢ yapiminda
kullanilmaktadir (Eigner ve ark 1999).

Ayurveda tibbinda zerdegal; mide hastaliklarinda, kan temizleyici ve harici olarak

cilt hastaliklarmm tedavisinde kullanilmaktadir (Jagan ve ark 2005). Geleneksel Hint
Tibbinda ise safra hastaliklarinin tedavisinde, anoreksi, grip, soguk alginligi, diyabetik
yaralar, romatizma, hepatik rahatsizliklar ve siniizitte yararli oldugu bildirilmektedir
(Ammon ve ark 1992).
Geleneksel kullanimlarma bakilarak ugucu yagin kimyasal igerigi, kurkuminoitlerin
izolasyonu, tanimlanmasi ve g¢esitli biyolojik aktiviteleri hakkinda arastirmalar
yapilmistir. Antienflamatuvar, antiseptik, koku ve tat diizeltici, antibakteriyel etkilerinin
oldugu kanitlanmustir, gida ve kozmetik alanmnin disinda da kullanilmaktadir (Ammon
ve ark 1991 Sarvalkar ve ark 2011).

Kurkuminin, yara tedavisinde ve artritte antibakteriyal ve antienflamatuvar olarak,
safra salgismi kontrol ederek yaglarin hazmedilmesine yardimci, kolesterol diisiiriicii
ozelligi ile kalp krizlerinde onleyici, karaciger koruyucu, lenfomatik tiimor hiicrelerinin
biiylimesini  Onleyici ve timdr gelisimini  durdurucu ozellikleri  nedeniyle
kullanilmaktadir. Antikanserojen ve antimutajenik 6zellikleri ile ilgili ¢alismalar devam
etmektedir (Jayaprakasha ve ark 2006).

Rizomlardan, tiiketme islemleri sonucu kurkuminoitler adi verilen fenilpropan

yapisindaki maddeler ayristirilmistir. Kurkuminoitler ve ana madde kurkumin iizerinde
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yapilan caligma sayist son yillarda artis gostermektedir. Etkileri i{izerinde yapilan

calismalar agagidaki sekilde gruplandirilabilir (Sekil 2).

Antienflamatuvar
. _ . Aktivite
Antiviral, Antibakteriyal, Antioksidan

Antifungal Aktivite \ / Aldivite

Alzhﬁil?lf::l‘ KURKUMIN Antiartrit
Tedavisi Altivite

. y N :

Antidiyabetik A;Elfal?scl‘
Aktivit tivite

e Antiallerjik
Aktivite

#Kolon
#Akeifer
»Gogis
#Prostat
#Ciltkanseri

Sekil2: Kurkuminin Biyolojik Etkileri

Zerdecal (Turmerik) koklerinde bulunan etken maddeleri kurkuminoidler olusturur.
Bu grubun en 6nemlisi ve en giigliisii ise kurkumin’dir. Kurkumin 184 °C’lik bir erime
noktasina sahiptir. C21H200s molekiiler formiilii ve 368,37 g/mol molekiil agirlig1 olan

fenolik bir bilesiktir. Ancak etanol, dimetilsiilfoksit ve asetonda ¢6zlinebilir.
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(Curcumin I)
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Demethoxycurcumin
(Curcumin II)
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J g >
HO OH

Bis-demethoxycurcumin
(Curcumin III)

Sekil 3: Kurkumin kimyasal yapisi

1.6.Sitokrom P450

Sitokrom P450 (CYP), NADPH'ye bagl eclektron tasima yollarinda terminal
oksidazlar olarak monoksijenaz reaksiyonlarini katalize eden biiyilk miktarda hem
iceren proteinlerdir. “P450” ad1 1960'lh yillarin basinda, karbon monoksit bagliyken,
450 nm'de absorpsiyon zirvesine sahip bir pigmentin kesfedilmesi ile verildi
(Klingenberg 1958, Omura ve Sato 1964). CYP'ler, kolesterol, safra asidi, steroid,
arasidonik asit, eikosanoidler ve D vitamini dahil olmak iizere ilaglarin, kimyasallarin
ve endojen substratlarin metabolizmasinda rol oynar (Hafner ve ark 2011).

CYP'ler zara bagl olarak bulunur ve lokalizasyonlarina gére mikrozomal veya
mitokondriyal CYP'ler olarak kategorize edilir. Her ikisi de NADPH ve elektron
transfer zincirini gerektirir. Mikrozomal CYP sitokrom P450 ve NADPH-sitokrom
P450 rediiktaz igerirken, mitokondriyal sitokrom P450 ise, sitokrom P450, ferredoksin
ve ferredoksin rediiktaz icerir (Peterson ve Prough, 1986). Mikrozomal veya
mitokondrial olarak, dongii sitokrom P450'nin okside edilmis formuna (Fe®) siibstratin
baglanmasi ile baslar. Daha sonra, mikrozomal sistemdeyken, NADPH sitokrom P450
rediiktaz, elektronun NADPH'den sitokrom P450-substrat kompleksine aktarilmasini
saglar; Mitokondriyal sistemde, ferrodoxin rediiktaz ve ferrodoxin, bu elektron

transferini indiikler, boylece her iki sekilde de Fe®, Fe? 'ye (demir) indirgenir.
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Bir sonraki adimda, molekiiler oksijen bu indirgenmis komplekse baglanir ve
kararsiz Fes;O: olusur, bu daha sonra Fe.Os'ye doniistiiriiliir. Bundan sonra, elektronun
NADPH'den mikrozomal veya mitokondriyal elektron transfer bilesenleri vasitasiyla
transferi ile ikinci bir indirgeme asamas1 meydana gelir ve molekiiler oksijen azalir. O-
O bag1 kopmus ve bir alt-tabaka oksijen molekiilii yerlestirilmistir.

Su olusur ve hidroksile substrat iiretilir. Bu nedenle, okside olmus duruma geri
doner (Guengerich ve ark 1991; Norlin, 2000).

D vitamini metabolizmasinda rol oynayan CYP'ler hem mikrozomal hem
mitokondriyaldir ve hem bagli, oksijenlenmis demir (Fe-O) ara maddesi kullanarak, D
vitamini substratinin belirli karbonlar1 iizerinde hidroksilasyon reaksiyonlarmni katalize
eder (Jones ve ark 2014). Bu enzimlerin polisiklik aromatikler, ilaglar ve yiyecekler

dahil ¢esitli substratlardan etkilendigi bilinmektedir.

1.6.1.CYP3A4

CYP enzimleri, kanserde genis bir islev yelpazesine sahiptir. Bir yandan, bu
enzimler kanserojenlere karsi koruma saglayabilir ve hatta antikanser ajanlarmin
aktivasyonunda rol oynayabilir. Ornegin, siklofosfamid, bir tiimdr aralig1 icin bagisiklik
bastiric1 ve kemoterapotik olarak kullanilan bir alkilleme 6n ilaci, aktif metabolitlere
CYP2A6, CYP2B6, CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9, CYP2C18, ve CYP2C19, 4-hidroksi-
siklofosfamid ve aldofosfamid metabolize edilir (De Jonge M ve ark 2005). Ote yandan,
CYP enzimleri kanserojenlerin  aktivasyonunda ve  antikanser ilaclarin
metabolizmasinda rol oynayabilir. Ornegin, CYP1B1 normal dokuya kiyasla bircok
timor tipinde asir1 eksprese edilir ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH),
heterosiklik aminler, aromatik aminler ve nitropolisiklik hidrokarbonlar gibi ¢esitli
kanserojenleri aktive etme kabiliyeti ile bilinir. Ayrica, bircok antikanser ajant CYP
enzim sistemi tarafindan inaktif formlarina metabolize edilir (Bruno RD ve ark; Rendic
S. Ve ark; Zanger UMve ark). En fazla eksprese edilen CYP enzimlerinden biri,
pazarlanan tiim ilaglarm % 60'indan fazlasinin bozulmasidan sorumlu olan CYP3A4'tiir
(Traunecker HCL ve ark 1999).

Insan pregnan X reseptdrii veya steroid ksenobiyotik reseptdrii (SXR), CYP3A4
ekspresyonunun kontrolii igin en sik calisilan reseptordiir (Bertilsson G ve ark 1998;
Blumberg B ve ark 1998; Kliewer SA. Ve ark 1998; Lehmann JM ve ark 1998). Bu
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reseptoriin aktivasyonu, rifampisin gibi CYP indiikleyicileriyle baglandiktan sonra ve
ayrica estradiol gibi endojen steroidlere yanit olarak ortaya ¢ikar (Banerjee M ve ark;
Goodwin B ve ark 1999). Ligandin reseptore baglanmasi, SXR'nin 9-cis-retinoid X
reseptorii (RXRa) ile dimerizasyonuyla sonuglanir. Bu heterodimer daha sonra, CYP
enzimlerinin transkripsiyonel aktivasyonuyla sonuglanan CYP genleri iizerindeki tepki
elemanina baglanir (Huss JM. Ve ark 1996) Ek olarak, SXR, P-gp'nin indiiksiyonu
yoluyla ilag akisini artirabilir (Synold T ve ark 2001). Meme ve endometriyal kanser
gibi steroid bagimli neoplazmalarin, neoplastik dokularda normal dokulardan daha
yiiksek seviyelerde SXR ifade ettigi bilinmektedir (Masuyama H. Ve ark 2003, Miki
Y.ve ark 2006). Paclitaxel, SXR yoluyla CYP3A4 ve CYP2C8 ve P-gp ekspresyonunu
belirgin sekilde indiikler, boylece diizenli alindiginda kendi metabolizmasini ve
atithmini arttirir (Synold T ve ark 2001; Nallani SC ve ark 2004; Harmsen S ve ark
2009). Tersine, docetaksel, insan hepatositlerinde SXR ve CYP3A4 mRNA'nin
transkripsiyonel aktivasyonunu aktive etmesine ragmen, CYP3A4'lin aktivitesini
arttirmadigr goérinmektedir (Nallani SC ve ark 2004; Harmsen S ve ark 2009).
Mekanizmalardan biri benzer sekilde timor dokusunda mevcutsa, bu hiicrelerde

kemoterapiye karsi direng ya da tepkisizligin gelismesine katkida bulunabilir.
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Sekil 4: Mitokondrial ve mikrozomal P450 katalitik ¢evrimleri (Jones ve dig., 2014)
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1.7.MT-ATP6

MT-ATP6 geni, normal mitokondriyal fonksiyon igin gerekli olan bir protein
sentezi i¢in bilgi saglar. Mitokondri, besinden hiicrelerin kullanabilecegi bir forma
doniistiiren yapilardir. Bu hiicresel yapilar, oksijen ve basit sekerler kullanan oksidatif
fosforilasyon adi verilen bir islemle hiicrenin enerji kaynagi olan adenozin trifosfat
(ATP) olusturur.

MT-ATPG6 proteini, ATP sentaz ad1 verilen biiyiik bir enzimin bir pargasini (alt
iinite) olusturur. Ayn1 zamanda kompleks V olarak da bilinen bu enzim, oksidatif
fosforilasyonun son basamagmndan sorumludur. Spesifik olarak, ATP sentazin bir
kesimi, proton adi verilen pozitif yiiklii par¢aciklarn mitokondri membrani boyunca
akmasma izin verir. Enzimin bir baska kisimi, adenosin difosfat (ADP) adli bir
molekiilii ATP'ye doniistiirmek i¢in bu proton akisi tarafindan olusturulan enerjiyi
kullanir.

Mitokondrinin  karsinojenezdeki rolii, Ozellikle oksidatif fosforilasyonda,
cogunlukla serbest radikallerin ve ATP' nin {iretimine ve apoptozis siirecine
katilimlariyla ilgilidir.

Mikondriyal genler giiniimiizde yogun olarak c¢alisilmistr ve insan
popiilasyonlarinin (maternal) genetik geg¢migini arastirmak igin giiclii ve verimli bir
molekiiler genetik ara¢ oldugu kanmitlanmistir (Cann RL ve ark 2005). Mitokondri,
ATP'nin olusumu i¢in oksidatif fosforilasyonda yiiksek oneme sahip organeller DNA
ile karsilastirildiginda, insan mtDNA's1, solunum zincirinin dort enzim komplesini
(Kompleks I, III, IV, ve ATP sentaz, yani Kompleks V) ve 22 transfer RNA'y1 ve 2
ribozomalini belirten genleri igeren 13 proteini kodlayan ve 16569 bp uzunlugundan
olusur (Anderson S. ve ark 1981). Bazi raporlar, somatik mtDNA mutasyonlari ile
kanserin gelisimi, ilerlemesi veya metastazina yol agan faktorler arasinda bir iligki
oldugunu ortaya koymustur (Czarnecka AM ve ark 2006; Czarnecka AM ve ark 2008).

Mitokondrinin patogenezdeki rolii, 6zellikle oksidatif fosforilasyon (OXPHOS)
ile baglantili olan rolii temel olarak apoptoz, serbest radikal ve ATP iiretimi siirecinde
rol oynar (Wallace DC).

Yiiksek mitokondriyal replikasyonun kontrol altina alindigi zaman fonksiyonel

olarak degistirilmis mitokondrilerden kaynaklanan sinyallemede iyilesme olduguna
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inanilmaktadir (Grzybowska-Szatkowska L ve Slaska B. 2014). Bu, mtDNA'daki her
mutasyonun fonksiyonlarmi etkiledigini gostermektedir. Bununla birlikte, sessiz
mutasyonlarin mitokondriyal fonksiyon tizerindeki etkilerini belirlemek zordur.

Shidara ve arkadaslar1 ATPaz6 geninin varyantlarinin, apoptoz yolaklarini inhibe
ederek kanserin ilerlemesini artirabilecegini bildirmistir (Shidara YYK. ve ark 2005;
Kirches E. 2009).

Ludmila ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismalarda meme kanseri hiicre
numunesinde ATP6 geninde 8 ve ATP8 geninde 5 sessiz mutasyon tespit etmislerdir
(Ludmita Gr. ve ark 2014).

2.  MATERYAL VE YONTEM

Calismamizda kulanilan insan meme kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve MDA-
MB-231 ATCC (American type culture collection)’den temin edilerek %10 fetal sigir
serumu(FBS) ve 100 TU/ mL penisilin ve 100 mg/ml streptomisin ilave edilmis RPMI
1640 besiyerinde, kendileri i¢in uygun kiiltiir ortami1 olan 37 C’de % 5 CO2’li etiivde
inkiibe edilmistir. Farkli dozlarda hazirlanmis kurkumin ve juglon MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi MTT (3-(4,5- dimetiltiazolil-2-)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid) testi ile belirlendikten 24 saat sonra kurkumin ve juglon 1C50
dozlar1 belirlenerek hiicrelere verilecek olan dozlar tespit edilmistir. Bu gruplar, kontrol
grubu olarak hi¢ madde vermedigimiz MCF-7 ve MDA-MB-231 gruplar1 ile
kiyaslanmigtir. Ayrica belirlenen dozlardan her iki hiicre hattinda hiicre lizatlari
CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ekspresyon diizeyleri Roche Light Cycler 1.2 cihazi
kullanilarak kantitatif ger¢ek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (QPCR) yontemi ve
western blot yontemi ile belirlenmistir. Bunlardan toplanan veriler SPSS 21.0 programi

kullanilarak gruplar arasi farkliliklar degerlendirilmistir.
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2.1. MTT

MTT  testi Kolorimetrik MTT (3-(4,5dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide) testi sitotoksisite degerlendirmelerinde siklikla kullanilir.
Bu test MTT’yi mavi, ¢oziinmeyen formazan bilesigine doniistiirebilen dehidrogenaz
enzim aktivitesini O6lgmektedir. Uygulanan materyalin sitotoksik etkisiyle hiicrede
dehidrogenaz aktivitesinin etkilendigi durumlarda mavi renkli formazan olugsmamakta,
formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
goriilmektedir. Formazan olusumu ise, spekrofotometre ile optik yogunlugun 6l¢iilmesi
veya test Orneginin etrafindaki formazan 1s18in elektron mikroskobuyla belirlenmesi

yontemleriyle saptanmaktadir.

2.2. Kullanilan Cihazlar
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Cihaz Marka

Giivenlik Kabini Simf 11 Metisafe
Karbondioksitli Inkiibator Thermo Scientific
Isik Mikroskobu Olympus

Inverted Mikroskop Nikon Eclipse TS100
Su Banyosu WiseBath
Multiplate Okuyucu Biotech

Thermal Cycler Bio-Rad

Vorteks Heidolph
Real-time PCR Roche

Santrifiy Niive
Mikrosantrifiij (Sogutmali) Thermo Scientific
Manyetik Karistirer (Isiticili) Stuart

Calkalayict WiseShake
Hassas Terazi Kem

Otomatik Pipet Thermo Scientific

Nanodrop Spektrofotometri
-80 Derin Dondurucu

-20 Derin Dondurucu
+4 Buzdolab1

Thermo Scientific
Haier

Arcelik
Ugur

Cizelge 2.1. calismada kullanilan cihaz ve markalari

Hiicre Kiiltiirii
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Calismamizda kullanilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ATCC’den
(American Type Culture Collection) temin edildi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri
%10 fetal sigir serum (FBS) ve uygun miktarda antibiyotik (penisilin (100 U/ml),
streptomisin (100 pg/ml) eklenmis RPMI-1640 besiyerinde 37 °C’de %5’li CO2’li
etlivde inkiibasyona birakilarak kiiltiir edildi.

2.4, Hiicrelerin Dondurulmasi

Yapisik haldeki hiicreleri kaldirmak i¢in 1-2 ml %0,05 Tripsin/EDTA uygulandi.
Hiicrelerin flasktan ayrilmasi i¢in 37 °C’de %5°1i CO2’li etiivde 1-2 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi flaska bir miktar taze hiicre besiyeri ilave edildi. Hiicreler
bir falkon tiipe alindiktan sonra, 1500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
stipernatant uzaklastirilarak pellet tizerine 1-2 ml 1/9 oraninda DMSO ve besiyerinden
olusan dondurma soliisyonu ilave edildi. Hiicreler kriyotiipe alind1i ve -20°C’de

dondurulduktan sonra, -80°C’ye kaldirilarak muhafaza edildi.

2.5. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Dondurulmus hiicreleri iceren kriyotiipler kapaklarindan tutularak 37°C’deki su
banyosunda eritildi. Coziilen hiicreler, icerisinde 10 ml taze besiyeri bulunan falkon
tiiplerine yavasca aktarildiktan sonral500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Santriflij sonrasi
stipernatant uzaklastirild1 ve geriye kalan hiicre pelleti, uygun miktarda taze besiyeri ile
coziindiiriildiikten sonra uygun biiyiikliikteki kiiltiir flaskina alindi ve 37 °C’de %5
CO2’li etiivdeinkiibasyona birakildi. iki giinde bir flask igerisindeki eski besiyeri

uzaklastirilarak taze besiyeri ilave edildi.

2.6. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask igerisindeki hiicre yogunlugu %80-90’a ulastiktan sonra kiiltiiriin devami
icin hiicreler pasajlandi. Flaskigerisindeki eski besiyeri, uzaklastirilip, flaska ilave
edilen 1-2 ml 1X DPBS ile hiicreler yikandi. Flaska yapigik haldeki hiicrelere 1-2 ml
%0,05 Tripsin/EDTA uyguland1 ve hiicrelerin flasktan ayrilmasi i¢in 37 °C’de %5
CO2’li etiivde 1-2 dk inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin kalktigindan
emin olmak i¢in inverted mikroskop altinda inceleme yapildi. Hiicrelerin kalktigindan

emin olduktan sonra, uygun miktarda taze besiyeri ilave edildi. Hiicreler pipetaj
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yapilarak homojen hale getirildikten sonra bir falkon tiipe alinarak 1500 rpm’de 4 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siiprnatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti
yaklasik 10 ml taze besiyeri ile yavasca pipetaj yapilarak ¢ozdiriildii. Tripan mavisi
boyasi ile hiicre sayim lamin kullanilarak inverted mikroskobu altinda hiicre sayimi
yapilip, belirlenen hiicre yogunluguna gore hiicreler flasklara boliindii. Hiicre gelisimi

icinhiicreler 37 °C’de %5C0O2’1i etiivde inkiibasyona birakildi.

2.7. Juglon Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kat1 kimyasal madde seklinde alinan juglon (MA: 174,15, Sigma H47003)
konsantrasyonu 40 mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢6ziinmesi saglandi.
Hazirlanan bu stok soliisyon steril ortamda 0,22 pum’ lik steril filtrelerden gecirildi ve -
20°C’ de saklandi. Caligmamizda kullanilan farkli konsantrasyondaki soliisyonlar stok

soliisyondan RPMI-1640 besiyeri ile seyreltilerek hazirlandi.

2.8. Juglonun Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Juglonun MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi
belirlemek i¢in, hiicrelerin metabolik aktiviteleri ile formazan tuzlarinin indirgenmeleri
sonucu formazan Kkristallerinin kolorometrik yontemle Ol¢iilerek hiicre canliligmin
belirlenmesi esasina dayanan MTT (3-(4,5-dimetidiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolym
bromid) testi uygulandi. 96 Kkuyucuklu plate’e her bir kuyucukta 100ul besiyeri
icerisinde yaklasik 6x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi eski besiyeri uzaklastirildi. Juglon konsantrasyonlart MCF-7 hiicre
hattinda 1, 5, 10, 20, 40 uM olacak sekilde ve MDA-MB-231 hiicre hattinda 1, 5, 10, 15
UM olacak sekilde hazirlanan besiyerlerinden kuyucuklara 100ul ilave edilerek 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi etken madde iceren medyum uzaklastirildi.
Her kuyucuga 100ul MTT soliisyonu eklenerek 4 saat inkiibasyona birakildi
Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardan MTT soliisyonu uzaklastirilarak yerine 100l
DMSO eklendi ve oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 mor renkli
formazan kristallerinin sar1 renge doniisimii mikroplate okuyucuda 570 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢timii yapildi.
Juglon uygulanmig gruplarin absorbans degerlerinin kontrol grubu absorbans degerine

boliiniip 100 ile ¢arpilmasi ile yiizde hiicre canlilig1 hesaplandi.
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2.9. Kurkumin Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kat1 kimyasal madde seklinde ticarisatin alman kurkumin (MA: 368,38 g/mol,
Merck C7727) konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢dziinmesi
saglandi. Hazirlanan bu stok soliisyon steril ortamda 0,22 um’ lik steril filtrelerden
gecirildi ve -20°C’ de saklandi. Calismamizda kullanilan farkli konsantrasyondaki

soliisyonlar stok soliisyondan RPMI-1640 besiyeri ile seyreltilerek hazirlandi.

2.10.  Kurkuminin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Kurkuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi
belirlemek i¢in, hiicrelerin metabolik aktiviteleri ile formazan tuzlarinin indirgenmeleri
sonucu formazan kristallerinin kolorometrik yontemle olgiilerek hiicre canliligmmmn
belirlenmesi esasmna dayanan MTT (3-(4,5-dimetidiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolym
bromid) testi uygulandi. 96 kuyucuklu plate’eher bir kuyucukta 100ul besiyeri
icerisinde yaklasik 6x10° hiicre olacak sekilde ekim yapild1 ve 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 eski besiyeri uzaklastirildi. Kurkumin konsantrasyonlar1 MCF-7
hiicre hattinda 0,1, 1, 5, 10,15, 20, 25 ve 40 uM olacak sekilde ve MDA-MB-231 hiicre
hattinda 1, 5, 10, 15 ve 20 uM olacak sekilde hazirlanan besiyerlerinden kuyucuklara
100ul eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi etken madde igeren
medyum uzaklastirildi. Her kuyucuga 100ul MTT soliisyonu eklenerek 4 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardan MTT soliisyonu
uzaklastirilarak yerine 100pl DMSO eklendi ve oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 mor renkli formazan kristallerinin sar1 renge ddniisiimii mikroplate
okuyucuda 570 nm dalga boyunda absorbans Olglimii yapildi. Juglon uygulanmis
gruplari absorbans degerlerinin kontrol grubu absorbans degerine boliiniip 100 ile
carpilmasi ile yilizde hiicre canlilig1 hesaplanda.

2.11.  Gen ifadeleri Analizleri

Farkli konsantrasyonlarinda juglon ve kurkumin uygulamalarmm MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde CYP3A4 ve mt-ATP6 genlerinin ifade diizeyleri iizerine
etkilerini belirlemek amaciyla Roche Light Cycler 1.2 cihazi kullanilarak kantitatif
gercek zamanli PCR (QPCR) caligmasi yapildi.
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2.12.  Total RNA izolasyonu

6 kuyucuklu plateler bir kuyucukta 3 ml besiyeri icerisinde yaklasik 3x10° hiicre
olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara
MCF-7 hiicre hatt1 i¢cin 5, 10 ve 15 pM konsantrasyonlarinda juglon ve MDA-MB-231
hiicre hattinda 1, 2 ve 3 uM uygulanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Kurkumin igin
ise MCF-7 hiicre hattinda 5, 10 ve 15 pM konsantrasyonlarinda ve MDA-MB-231 hiicre
hattinda 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda uygulamalar yapildi. RNA izolasyonu
TRidity G soliisyonu (Applichem, A4051) kullanilarak ger¢eklestirildi.

Hiicreler 2 kez PBS ile yikandiktan sonra her bir kuyucuga 1 ml TRidity G
soliisyonu eklenip pipetaj yapilarak 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Hiicre TRidity G siispansiyonu 1,5 ml’lik tiipe aktarildiktan sonra iizerine 200 ul
kloroform eklendi. Tiipler alt iist edilerek karistirildiktan sonra 5 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda karisim 12000 g’de 15dk +4°C’de santrifiij yapildu.
Santrifiij sonrasi siipernatant yeni bir 1,5 ml’lik tiipe aktarild.

Karigim tizerine 250ul 2-propanol ilave edilmis 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasinda karisim, 12000 g’de 10dk +4°C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi supernatant uzaklastirildi ve pellete 1 ml%70’lik etanol
eklendikten sonra 12000 g’de5 dk +4°C’de tekrar santiflij yapildi. Santrifiij sonrasi
supernatant uzaklastirildi ve geriye kalan RNA pelleti kurumaya birakildi. Kuruma
isleminden sonra RNA pelleti 50ul nukleaz icermeyen dH20 ile ¢ozdiiriildii.

Nanodrop spektrofotometrede RNA konsantrasyonu belirlendi.

RNA’lar -80°C’de muhafaza edildi.

2.13.  cDNA Sentezi

Total RNA’dan ¢cDNA sentezi, 2-adimli RT-PCR Kiti (Vivantis, RTPL12)
kullanilarak, kitin mevcut protokoliine gore gergeklestirildi. Bir tiip icerisine 1pg RNA,
1ul 40uM oligod(T) primer, 1ul 10mM Dntp miks ve 10ul’ye tamamlayacak miktarda
nukleaz icermeyen dH2O eklenerek denatiirasyon igin 65°C’de 5 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi tiipler 2 dk buz iizerinde bekletildi. Siire sonunda karisim igerisine
10ul cDNA sentez miksi (2ul 10X Buffer M-MuLV, 100 iiniteM-MuLV Reverse
Transcriptase enzimi, 10ul’ye tamamlayacak miktarda nukleaz icermeyen dH20) ilave

edildikten sonra sentez ig¢in 42°C’de 60 dk inkiibe edildi. Siire sonunda reaksiyonu
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sonlandirmak amaciyla karisim 85°C’de 5 dk inkiibe edildi ve elde edilen cDNA

sonrasinda PCR i¢in kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.

2.14. PCR
gPCR, SYBR Green gPCR Master Miks (Thermo scientific, KO251) kullanilarak
gerceklestirildi. Calismada ifadesi arastirilan hedef genler ve referans olarak kullanilan

S-actin’e 6zgi primerler asagida gosterilmistir.

p-aktin
Fw: 5>-ACTCTTCCAGCCTTCCTTC-3’
Rw: 5’-ATCTCCTTCTGCATCCTGTC-3’

Homo sapiens cytochrome P450 family 3 subfamily A member 4 (CYP3A4)
Fw: 5° -GAGCTGAGATTGCACCACTG-3’
Rw: 5°- TCGAGACAGTTGGGTGTTGA-3’

Homo sapiens mitochondrial mt-ATP6 gene
Fw: 5’>CCCCTCTATTGATCCCCACC-3’
Rw: 5>-AATGAGTGAGGCAGGAGTCC-3’

Hazirlanan reaksiyon karisimi Roche Light Cycler 1.2 cihazina uygun kapiler
tiiplere aktarilarak cihaz icerisine yerlestirildi. Hedef genlerin ve referans genin

amplifikasyonu Cizelge 2.3.”de belirtilen protokole gore gergeklestirildi.

Denatiirasyon 95°C°de 10 dk
Amplifikasyon (45 ddngfi) 94°C’de 30 sn
60°Cde 30 sn
72°Cde 30 sn

Soguma 40°C’de 30 sn

Cizelge 2.3. Genler i¢in uygulanan qPCR protokolii.
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2.15.  Western Blot ile Protein Kantitasyon Analizi

Hiicrelerin hazirlanmasi i¢in oncelikle 6 kuyucuklu plate’e her bir kuyucukta
yaklasik 1x106 hiicre olacak sekilde ekim yapild1 ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 kuyucuklara MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 5, 10 ve 15 pM konsantrasyonlarinda
juglon ve MDA-MB-231 hiicre hattinda 1, 2 ve 3 uM uygulanarak 24 saat inkiibasyona
birakildi. Kurkumin i¢in ise MCF-7 hiicre hattinda 5, 10 ve 15 uM konsantrasyonlarinda
ve MDA-MB-231 hiicre hattinda 1, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda uygulamalar
yapildi. 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi juglonlu ve kurkuminli
besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile yikama islemi yapildiktan sonra tripsinizayon
islemiyle hiicreler kuyucuk yilizeyinden kaldirilarak bir falkon tiipe alindi ve kit
protokoliine gecildi. Hiicreler, 500g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
hiicreler iki kez PBS ile muamele edildi. 500 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildikten
sonra siipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti 2x107/ml oranina uygun miktarda “Ripa
Buffer’ile ¢ozdiiriildii. Siispansiyon, 20dk buz iizerinde inkiibe edildi ve sonrasinda
16,000 g’de 20 dk 4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra hiicre lizatini
olusturan siipernatant yeni bir tiipe aktarildi. Protein miktar tayini tahlili yapmak ic¢in
kii¢iik bir lizat hacmi ¢ikarildi. Her hiicre lizat1 i¢in protein konsantrasyonunu belirlendi
ve -80°C’de muhafaza edildi. Molekiiler agirlik belirteci ile birlikte SDS-PAGE jeli
oyuklarina 30 pg esit miktarda protein yiiklendi ve jel 100 V'de 1 saat ¢alist1.

Membran nitroseliiloz veya PVDF olabilir. PVDF'yi 1 dakika metanol ile aktive
edildi ve yiiklemeden once transfer tamponu ile calkalandi. Proteinlerin membrana
transferi, bloke etme agamasimdan 6nce Ponceau S boyamasi kullanilarak kontrol edildi.

Membran bir gece boyunca 4°C’de blokaj tamponu kullanarak bloke edildi. Zar1
bloke edici tamponda primer antikorun(Anti mt-ATP6 antibody ab219825- Abcam,
CYP3A4 sc53850- Santa Cruze) uygun diliisyonlar1 ile inkiibe edildi. Membran her biri
5 dakikalik olmak tizere ti¢c TBST yikamasinda yikandi. Diyaframi, konjuge sekonder
antikorun(sc516102- Santa Cruze) onerilen seyreltilmesiyle, 1 saat boyunca oda
sicakliginda bloke edici tamponda inkiibe edildi. Membran her biri 5 dakikalik olmak
tizere ti¢ TBST yikamasinda yikandi. Fazla reaktif ¢ikarilir ve membran seffaf plastik
ambalajla kaplandi. Kemiliiminesans i¢in karanlik oda gelistirme tekniklerini kullanarak

goriintii elde edildi.
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2.16.  Istatistiksel Analiz
Tiim verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS 21.0 (SPSS Inc. , Chicago, IL, USA)
programi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak o©nemli kabul edildi. Farkl
konsantrasyonda juglon ve kurkumin uygulanmis gruplar ile negatif kontrol olarak
juglon uygulanmamis grup arasinda istatistiksel olarak karsilastrma yapmak igin

nonprarametrik- kruskal wallis analizi uygulandi.

2.17. Hiicrelerin Protein Analizleri

Elektroforez islemlerine baslamadan dnce jele yiiklenecek protein miktarlarinin
analizi i¢in bisinkoninik asit (BCA) protein kiti (Thermo, 23225) kullamildi. Once
kalibrasyon grafigi c¢izilerek, hiicrelerin protein sonuglarmi hesaplatabilmek ic¢in
albiimin standartlar1 (125, 250, 500, 750, 1000, 1500ug/ml), ardindan da g¢alismada
kullanilacak protein reaktifi 50 birim (A reaktifi) + 1 birim (B reaktifi) olacak sekilde
hazirlandi. Ilk olarak 96 kuyucuklu plakalara her grup 3’ erli olacak sekilde 10 pl
standart veya hiicrelerden eklenerek iizerlerine 200 pl hazirlanmis olan protein reaktifi
pipetlendi. 37 °C’ de inkiibatérde ve karanlikta 30 dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda 562 nm dlga boyunda ELISA okuyucusunda absorbansi
Olciilerek ortalamalar1 alindi. Albumin standartlarmin sonuglarmma gore kalibrasyon
grafigi cizilerek jele yiiklemek igin her numunenin protein hesaplamalar1 grafik

denklemine gore yapildi ve esitlemeleri (30 pg) yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Juglonun ve Kurkuminin Sitotoksik Etkileri
MCF-7 hiicrelerinde 24 saatlik kurkumin uygulamasindan sonra farkli
konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 yiizdeleri 0,1 uM i¢in % 92,32, 1 uM i¢in % 75,55, 5
uM i¢in % 62,8, 10 uM icin % 59,3, 15 uM i¢in 57,11, 20 uM i¢in 56,11 ve 25 uM i¢in
45,11 ve 40 uM igin % 39,18 olarak tespit edildi. ICso dozu 22,41 olarak hesaplandi
(p<0.05) (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Kurkuminin MCF-7 hiicre canliliina etkisi
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MDA-MB-231 hiicrelerinde 24 saatlik kurkumin uygulamasindan sonra farkli
konsantrasyonlarinda hiicre canlilig1 yiizdeleri 1 pM ig¢in % 82,56,5 uM i¢in % 72,36,
10 uM i¢in % 64,73, 15 uM igin % 33,85, 20 uM i¢in 20,8 olarak tespit edildi. 1Cso
dozu 10,43 olarak hesaplandi (p<0.05) ( Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Kurkuminin MDA-MB-231 hiicre canliligina etkisi
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MCF-7 hiicrelerinde 24 saatlik juglon uygulamasindan sonra farkh

konsantrasyonlarinda hiicre canlilig1 yiizdeleri 7,5 uM i¢in % 98,97, 10 uM igin % 90,6,
15 uM igin % 54,95, 20 uM i¢in % 27,89 olarak tespit edildi. 1Cso dozu 16,27 olarak
hesapland1 (p<0.05) (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Juglonun MCF-7 hiicre canliligina etkisi
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MDA-MB-231 hiicrelerinde 24 saatlik juglon uygulamasindan sonra farkli
konsantrasyonlarinda hiicre canlilig1 yiizdeleri 0,1 uM i¢in % 100,45, 1 pM icin %
92,28, 5 uM i¢in % 27,2 10 uM i¢in % 5, 78, 15 uM i¢in % 5,26 olarak tespit edildi.
ICso0 dozu 3,38 olarak hesapland1 (p<0.05) (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Juglonun MDA-MB-231 hiicre canliligina etkisi
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3.2. MCF-7 Hiicrelerinde Kurkumin Uygulamasinin CYP3A4 ve mt-ATP6
Gen Ekspresyonlarina Etkisi

MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik kurkumin uygulamalar1 yapilan gruplar ile
kontrol grubu arasmmda CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ifadelerinin istatiksel olarak
degerlendirilmesinde kruskal wallis tek yon varyans analizi yapildi.

Buna gore; MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik kurkumin uygulamalar1 yapilan
gruplardaki CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ifade diizeylerinde kontrol grubuna gore kiyasla
5uM, 10uM, 15uM’lik konsantrasyonlarda CYP3A4 gen ifadesi sirasiyla 8.79; 9.03;
9.80 kat artig tespit edildi ve mt-ATP6 gen ifadesinde ise sirasiyla -6.98; -4.52; -3.67
kat azalis tespit edildi, her iki gen i¢in de gruplar arasi anlamli fark yoktur (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. MCF-7 hiicre hattinda kurkumin uygulama dozlarmin CYP3A4 ve mt-ATP6 gen

ifadelerinin kontrol grubuna gore etkisi
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3.3.MCF-7 Hiicrelerinde Juglon Uygulamasinin CYP3A4 ve mt-ATP6 Gen
Ekspresyonlarina Etkisi

MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik juglon uygulamalar1 yapilan gruplar ile kontrol
grubu arasinda CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ifadelerinin istatiksel olarak
degerlendirilmesinde kruskal wallis tek yon varyans analizi yapildi.

Buna gore; MCF-7 hiicre hattinda 24 saatlik juglon uygulamalar1 yapilan
gruplardaki CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ifade diizeylerinde kontrol grubuna gore kiyasla
S5uM, 10uM, 15uM’lik konsantrasyonlarda CYP3A4 gen ifadesi sirasiyla -1.83; 7; 6.28
kat artig tespit edildi ve 5 uM kiyasla 10uM konsatrasyonda istatiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi(p=0.007). mt-ATP6 gen ifadesinde ise sirasiyla -1.27; -0.06; -0.34 kat
azalis tespit edildi ve 5uM ve 10 uM konsantrasyonlar arasinda istatiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi(p=0.007) (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. MCF-7 hiicre hattinda juglon uygulama dozlarmin CYP3A4 ve mt-ATP6 gen
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ifadelerinin kontrol grubuna gore etkisi
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3.4.MDA-MB 231 Hiicrelerinde Kurkumin Uygulamasinin CYP3A4 ve mt-
ATP6 Gen Ekspresyonlarina Etkisi

MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saatlik kurkumin uygulamalar1 yapilan
gruplar ile kontrol grubu arasinda CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ifadelerinin istatiksel olarak
degerlendirilmesinde kruskal wallis tek yon varyans analizi yapildi.

Buna gore; MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saatlik kurkumin uygulamalar1
yapilan gruplardaki CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ifade diizeylerinde kontrol grubuna gore
kiyasla 1uM, S5uM, 10uM’lik konsantrasyonlarda CYP3A4 gen ifadesi sirasiyla -0.91; -
1.71; -4.36 kat azalis tespit edildi, 1 uM ve 10 uM konsantrasyonlar1 arasinda istatiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi (p=0.009). mt-ATP6 gen ifadesinde ise sirasiyla -1.79;
-3.78; -3.27 kat azalis tespit edildi gruplar aras1 anlamli fark tespit edilmedi (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7.MDA-MB-231 hiicre hattinda kurkumin uygulama dozlarinin CYP3A4 ve mt-ATP6 gen
ifadelerine etkisi
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3.5. MDA-MB 231 Hiicrelerinde juglon Uygulamasinin CYP3A4 ve mt-ATP6
Gen Ekspresyonlarina Etkisi

MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saatlik juglon uygulamalar1 yapilan gruplar ile
kontrol grubu arasinda CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ifadelerinin istatiksel olarak
degerlendirilmesinde kruskal wallis tek yon varyans analizi yapildi.

Buna gore; MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saatlik juglon uygulamalari yapilan
gruplardaki CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ifade diizeylerinde kontrol grubuna gore kiyasla
1uM, 2uM, 3uM’lik konsantrasyonlarda CYP3A4 gen ifadesi sirasiyla -3.14 ; -7.46; -
14.23 kat azalis tespit edildi, 1uM ve 3uM konsatrasyonlar1 arasinda istatiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (p=0.007). mt-ATP6 gen ifadesinde ise sirasiyla -3.6; -3.74; -
5.73 kat azalis tespit edildi ve uygulanan doz gruplari1 arasinda anlamli fark olmadig:
belirlendi (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8.MDA-MB-231 hiicre hattinda juglon uygulama dozlarmm CYP3A4 ve mt-ATP6 gen ifadelerine
etkisi
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3.6. MCF-7 Hiicrelerinde Kurkumin Uygulamasimin CYP3A4 ve mt-ATP6
Protein Ekspresyonlarina Etkisi

MCF-7 hiicre hattinda CYP3A4 ve mt-ATPG6 proein ekspresyonlarmin analizi i¢in,
belirlenen dort grubun maddeyi verdikten 24 saat sonraki deneylerinden elde edilen

hiicre lizatlar1 kullanilmistir.
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ekil 3.9. -7 hiicrelerinde kurkumin uygulamasmin Western Blot yontemiyle ve mt-
Sekil 3.9. MCF-7 hiicrelerinde kurkumi 1 W Blot yo6 iyle CYP3A4 t-ATP6
protein ekspresyonlarina etkisi.
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Elde edilen verilere gore MCF-7 hiicrelerinde CYP3A4 protein ekspresyonunda
kontrol grubuna gére kurkumin uygulanan 5uM doz grubunda anlamli artis
gozlemlenmistir.(p=0.002)

MCF-7 hiicrelerinde mt-ATP6 protein ekspresyonunda kontrol grubuna gére kurkumin
uygulanan 5uM doz grubunda anlaml artis belirlenmistir (p=0.011) (Sekil 3.10).

MCF-7 KURKUMIN

fg 25

3
: 1
£<
Za
ez
g1
E = mCYP3A4
2L 1- B mtATP6
a <
5
g3 0s

4

g ,.

Kontrol 5uM 10 uM 15 M

Sekil3.10.MCF-7 hiicrelerinde kurkumin uygulamasinin CYP3A4 ve mt-ATP6 protein ekspresyonlar1
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3.7. MCF-7 Hiicrelerinde Juglon Uygulamasinin CYP3A4 ve mt-ATP6 Protein
Ekspresyonlarina Etkisi

MCF-7 hiicre hattinda CYP3A4 ve mt-ATPG6 proein ekspresyonlarmin analizi i¢in,
belirlenen dort grubun maddeyi verdikten 24 saat sonraki deneylerinden elde edilen

hiicre lizatlar1 kullanilmistir.
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Sekil 3.11. MCF-7 hiicrelerinde juglon uygulamasinin Western Blot yontemiyle CYP3A4 ve mt-ATP6
protein ekspresyonlarina etkisi.
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Elde edilen verilere gore MCF-7 hiicrelerinde CYP3A4 protein ekspresyonunda
kontrol grubuna gére kurkumin uygulanan 15uM doz grubunda anlamli artis

gozlemlenmistir (p=0.002).
MCF-7 hiicrelerinde mt-ATP6 protein ekspresyonunda kontrol grubuna gére kurkumin

uygulanan 15uM doz grubunda anlamli azalis belirlenmistir (p=0.002) (Sekil 3.12).
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Sekil3.12. MCF-7 hiicrelerinde juglon uygulamasimin CYP3A4 ve mt-ATP6 protein ekspresyonlart
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3.8. MDA-MB 231 Hiicrelerinde Kurkumin Uygulamasinin CYP3A4 ve mt-
ATP6 Protein Ekspresyonlarina Etkisi

MDA-MB-231 hiicre hattinda CYP3A4 ve mt-ATP6 proein ekspresyonlarinin
analizi i¢in, belirlenen dort grubun maddeyi verdikten 24 saat sonraki deneylerinden

elde edilen hiicre lizatlar1 kullanilmistir.
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Sekil 3.13.MDA-MB 231 hiicrelerinde kurkumin uygulamasinin Western Blot yontemiyle CYP3A4 ve mt-

ATP6 protein ekspresyonlarina etkisi.
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Elde edilen verilere gore MDA-MB-231 hiicrelerinde CYP3A4 protein
ekspresyonunda kontrol grubuna goére kurkumin uygulanan 1uM doz grubunda anlamli
azalis belirlenmistir (p=0.007). MT-ATP6 protein ekspresyonunda kurkumin uygulanan
5uM doz grubuna gére 10uM doz grubunda anlamli artig belirlenmistir (p=0.002)

(Sekil 3.14.).
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Sekil 3.14.MDA-MB-231 hiicrelerinde CYP3A4 ve mt-ATP6 protein ekspresyonlari.
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3.9.MDA-MB 231 Hiicrelerinde juglon Uygulamasinin CYP3A4 ve mt-ATP6
Gen Ekspresyonlarina Etkisi

MDA-MB-231hiicre hattinda CYP3A4 ve mt-ATP6 proein ekspresyonlarmin
analizi i¢in, belirlenen dort grubun maddeyi verdikten 24 saat sonraki deneylerinden

elde edilen hiicre lizatlar1 kullanilmistir.
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Sekil3.15.MDA-MB 231 hiicrelerinde juglon uygulamasiim Western Blot yontemiyle CYP3A4 ve mt-
ATP6 protein ekspresyonlarma etkisi.
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Elde edilen verilere gore MDA-MB-231 hiicrelerinde CYP3A4 protein
ekspresyonunda kontrol grubuna goére juglon uygulanan 3uM doz grubunda anlamli
artig belirlenmistir (p=0.002).

MT-ATP6 protein ekspresyonunda kontrol grubuna gore juglon uygulanan 2uM doz
grubunda anlamli artig belirlenmistir (p=0.009) (Sekil3.16.).
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Sekil3.16. Juglon uygulanmig MDA-MB-231 hiicrelerinde CYP3A4 ve mt-ATP6 protein ekspresyonlari
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4. TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda kanserle iligkili 6liimlerin temel sebeplerinden biridir
ve diinya capinda en sik teshis edilen malignitelerden biridir (Ferlay ve ark 2015).
Kanser i¢cin mevcut uygulanan kemoterapinin etkinligi ve gilivenilirligi smirhdir.
Kemoterapi, yan etkilere neden olur ve tiimor hiicreleri direngli hale gelir (Gottesman
2002). Caligmalar, kanser tedavisi i¢in yeni ajanlarin gelisimine adanmis ve bunlarin
tedavide uygulamalarina tesvik edilmektedir

Kinoid bilesikler potansiyel kanser tedavileri i¢in genis capta calisiimistir
(Kviecinski ve ark 2012; Felipe ve ark 2013). Naftokinonlar ¢esitli tibbi ve biyolojik
uygulamalarda kullanimlar1 nedeniyle ¢alisma konusu olmustur. Bazi kinoid
bilesiklerinin, kanser hiicrelerini Oldiirtici olan oksidatif stresi indiikledigi
bilinmektedir. Baz1 kinoid bilesikler ise elektrik yiikleri sayesinde DNA’ya baglanabilir.
Doksorubisin buna bir drnektir: Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu artirabilir
ve DNA'ya baglanabilir (Thorn ve ark 2011).

Ourique ve ark’nin yaptiklar1 bir calismada Juglon ve Q7 art1 askorbat, ROS ve
DNA hasarinin artmasma neden oldugu gosterilmis ve Ehrlich karsinom hiicrelerinde de
pAkt'yi inhibe ettigi bildirilmistir (Ourique ve ark 2015).

Curcuma longa'nin aktif bileseni olan Kurkumin, antimikrobiyal, antiviral
ozellikleri ve antikanser, antiinflamatuar, antioksidan ve antimutajenik ajan gibi
farmako- terapotik etkiye sahip dogal bir pigmenttir. Bununla birlikte, terapotik
etkinligi, agizdan tiiketildiginde diisiik sistemik konsantrasyonlar veren, su ile
¢cOziiniirligi disiik oldugundan dolay1 smirhidir. Ek olarak, kurkumin, gastrointestinal
sistemde kimyasal stabilitesizlikten dolayi, etkinligi i¢in uygun rezervuar igine
kapsiillenmesi gerekir (Martins ve ark 2013).

Bununla birlikte, kurkumin, diyabetik nefropati yani sira metotreksat, gentamisin
ve sisplatin indiiklii bobrek toksisiteleri durumlarinda terapotik molekiillere karsi
koruyucu etki gostermistir (Morsy ve ark 2013). Kurkumin'in ayrica folat pozitif kanser
hiicrelerinde folat reseptdriiniin FR (FR B) up regiile edilmesiyle metotreksat alimini
arttirdigi bildirilmektedir (Dhanasekaran ve ark 2013).

Kurkumin, hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicre hatlarinda anti-proliferatif
ve koloni olusumu Onleyici aktiviteler sergilemis ayrica MDA-MB-231 hiicrelerinin

migrasyon ve invazyonunu baskiladig1 bildirilmistir (Hu ve ark 2019). Calismamizda
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hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde kurkuminin hiicre sagkalimini
azalttigin1 ve kanser hiicrelerinin yayilmasmi 6nledigini belirledik.

Sitokrom P450'ler, birgok anti-kanser ajanlar dahil olmak iizere, ilaglarin
metabolizmasinda rol oynar ve bir¢cok prokarsinojenlerin metabolizmasina katkida
bulunur. P450'ler kanser tedavisine yanit olarak ve tiimorigenezin baslangicinda ve
desteklenmesinde rol oynar (Guengerich ve Shimada 1991, Gonzalez ve Gelboin 1994).

CYP3A4 genellikle insan karacigerinde en bol bulunan P450'dir ve ksenobiyotik
metabolizmasinda rol alan baglica enzimdir (Zhou 2008). CYP3A4, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar dahil olmak tizere bir¢ok prokarsinojeni aktive eder ve ayrica cesitli
anti-kanser ilaglarmim metabolizmasinda kritik rollere sahiptir (Shimada ve ark 1994;
Windmill ve ark 1997).

Tamoksifen gibi bazi anti-kanser ilaclar, kanser hiicrelerinin ila¢ direnci
kazanabilecegi mekanizmayla CYP3A4 ekspresyonunu indiikler. Bu nedenle,
CYP3A4'in seviyesi hem tiimor gelisimi i¢in hem de tiimorlerin kemoterapi yanitinda
onemlidir (Dhaini ve ark 2003). CYP3A'nin ekspresyonu, meme, hepatik, akciger ve
mide kanserleri dahil olmak iizere birgok tiimorlerde tespit edilmistir. CYP3A seviyeleri,
meme tiimorlerinde normal dokulardan daha ytiksektir, bu da CYP3A'nin tiimor
ilerlemesine katkida bulundugunu gostermektedir (Murray ve ark 1998, Kapucuoglu ve
ark 2003; Keshava ve ark 2004). Calismamizda benzer sekilde MCF-7 hiicrelerinde
CYP3A4’ iin yliksek ekspresyonunu tespit edilmistir.

CYP3A4 gen polimorfizmlerinin de prostat veya meme kanseri riski ile iligkili
oldugu bildirilmektedir. Genel olarak, P450'lerin prokarsinojenleri aktive ederek
karsinojene katkida bulundugu, ancak prostat ve meme kanserinde, CYP3A ile steroid
hormonlarinin metabolizmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Keshava ve ark
2004).

CYP3A4 ayrica MCF-7 (meme), Caco-2 (kolon) ve HepG2 (karaciger) gibi
bir¢ok kanser hiicre hattinda da eksprese edilir. CYP3A4'lin, pregnan X reseptorii PXR
ile indiiklendigi bulundu, ¢linkii bu hiicre hatlarinda PXR'nin asir1 ekspresyonu, ilaglar
ile CYP3A4 indiiksiyonunu 6nemli 6l¢iide arttirmustir (Pfrunder ve ark 2003; Yasuda ve
ark 2008; Chen ve ark 2009).

Oguro ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada, CYP3A4'lin asir1 ekspresyonu,

HRE promoter aktivitesini artirarak ve Hep3B hiicrelerinin g¢ogalmasini artirarak
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hipoksi altinda EPO ve VEGF mRNA seviyelerini arttirdig1 bildirilmistir. Bu etkiler
ketokonazol ile azalmistir. Sonuglar, CYP3A4'in hipoksik yanita ve hiicre biiylimesine
katkida bulundugunu gostermektedir. CYP3A4'in asir1 ekspresyonu, hiicre i¢i ROS
seviyelerini arttrmig, ancak hiicre biiylimesi lizerindeki etkisi, ROS olusumundan
bagimsiz oldugu gosterilmistir (Oguro ve ark 2011).

CYP3A4, karacigerde hidroksilasyonunu katalize eden, Ostrojenlerin
metabolizmasinda kilit rol oynayan CYP3A4 geni tarafindan kodlanan sitokrom P450
ailesinin bir enzimidir; Hem intrahepatik hem de ekstrahepatik olarak bu siirece katilan
diger enzimlerle de katkida bulunur. Bu enzimler tarafindan katalize edilen
hidroksilasyon isleminde, estradiol, diisilk kanserojen potansiyele sahip bir hormon
metaboliti olan 2-hidroksioestradiol'e donistiiriiliir (Tsuchiya Y. ve ark 2005).

Bazi caligmalar Gstrojene maruz kalmanin meme kanseri etiyolojisinde onemli
bir rol oynadigmn1 gostermistir (Feigelson HS. 2003; Thomas HV.1997). Ostrojenler ve
metabolitleri, tiimdr biiylimesinin indiikleyicileri ve promotdrleri olarak bilindiginden,
metabolizmalarina dahil olan enzimleri kodlayan genler, bu neoplazmanmn
patogenezinde hipotetik olarak yer alir (Hefler LA. Ve ark 2011; Service RF. 1998).

Son zamanlarda, ¢cok sayida arastirmaci ¢alismalarini 6strojen metabolizmasimin
baz1 gen polimorfizmleri iizerinde yogunlastirmistir ve goriiniise gore, bu degisikliklerin
meme kanseri gelisme riski tizerindeki etkisi diistiktiir. Bununla birlikte, bunlar yaygin
degisiklikler oldugundan, ¢ok sayida hastalik vakasmdan sorumlu olmalar1 olasidir (Le
Marchand L. Ve ark. 2005).

CYP3A4 geninde tanimlanmis olan bir¢ok tek niikleotid polimorfizminden
(SNP'ler), CYP3A4 1B varyanti en yaygin polimorfizmlerden biridir ve meme kanseri
de dahil olmak iizere spesifik kanser tiirleriyle iliskilendirilmistir (Zhou LP. Ve ark.
2013) CYP3A4 1B polimorfizmi (rs2740574), gen promotoriiniin -290 pozisyonunda bir
A ila G ikamesine karsilik gelir; bu, CYP3A4'liin daha diisiikk ekspresyonuna veya
enzimin Kkatalitik aktivitesinde bir azalmaya neden olur (Dally H. Ve ark. 2003). Bazi
calismalar, meme kanserine yatkinlikla ilgili olarak, s6z konusu polimorfizmi, agikca
bir iliski kurmadan degerlendirmistir (Johnson N.ve ark. 2012; Rebbeck TR. Ve ark
2007; MARIE-GENICA 2010; Kato I. Ve ark 2009; Spurdle AB. Ve ark.2002).

CYP enzimleri Ostrojenin faz I metabolizmasindan sorumludur ve bu nedenle

meme kanserinin patogenezinde belirgin bir rol oynamaktadir. Ekstrahepatik dokularda,
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CYP1B1, p-estradioliin (E2) 4-hidroksiestradioya doniistiiriilmesinden sorumludur,
diger yandan CYP1A1 ve CYP3A4, diger yandan EY'yi kanserojen olmayan 2-hidroksi
metabolitine metabolize eder (Yager JD ve ark 2006; Tsuchiya Y ve ark 2005). Bu
ekstrahepatik enzim ifadesinin, taksanlarla muamele i¢in etkileri de olabilir. CYP3A4
mRNA'sin1 saptamak i¢in RT-PCR kullanan calismalar, gergekten de ilgili CYP3A4
ifadesini (Huang Z ve ark 1996; Hellmold H ve ark 1998). Ve bazilarinda ise higbir
CYP3A ifadesi bulamayan bazi ¢alismalarla degisken sonuglar vermistir (Iscan M ve ark
2001; Vaclavikova R ve ark 2007).

CYP3A protein ekspresyonunu saptamak i¢in IHC veya western blot kullanan
diger deneyler de farkli sonuglar vermistir ( Hellmold H ve ark1998; Murray Gl ve ark
2010; Yokose T ve ark 1999; Albin N ve ark 1993). Malign ve saglikli dokudaki
ekspresyon seviyelerini karsilastirirken, sonuglar komsu morfolojik olarak normal
dokuya gore daha diisiik bir CYP3A4 ekspresyonu bulma konusundaki bazi ¢alismalarla
benzer sekilde belirsizdir ve tiimorlerde CYP3A4 ekspresyonunun artmasini oneren
diger ¢alismalar (Kapucuoglu N ve ark 2003; Floriano-Sanchez E ve ark 2014). Meme
timorlerinde CYP ekspresyonunu arastiran daha biiyiikk denemelerden birinde, Haas ve
arkadaslar1 IHC kullanan 393 meme kanseri hastasinin dokusunu analizlerinde, CYP3A4
/ 5 i¢in taranan meme tiimorii 6rneklerinin% 25'inde ekspresyon gostermistir. Ayrica, bu
CYP3A4 |/ 5 ekspresyonu, hastalarda pozitif nodal durum ile anlamli bir iliski
gostermistir (P = 0.018). 2010 yilinda, Murray ve arkadaslari, CYP3A4 ifadesi ile
hayatta kalma arasinda bir iliski bulmuslardir (Murray Gl ve ark 1998). Fark marjinal
olmasia ragmen, diisiik / negatif CYP3A4 immiinoreaktivitesi gosteren tiimorleri olan
hastalarda ortalama sagkalim 79 ay (% 95 giiven araligi (CI) (77, 81), orta / giiclii
CYP3A4 immiinoreaktivitesi gosteren tiimorler vardi. Ortalama 86 aylik sagkalim
stiresi (% 95 CI 79, 93) (Murray Gl ve ark 1998). Bazi ¢alismalar, CYP2C alt ailesinin
enzimlerinin mRNA'sin1 ve protein ekspresyonunu benzer celiskili sonuglara sahip
meme Kkanseri tiimorlerinde arastirmustir (Huang Z. ve ark 1996; Vaclavikova R. ve
ark2007; Yokose T. ve ark 1999; Albin N ve ark 1993; Schmidt R ve ark 2004; Kniipfer
H. ve ark 2004). Schmidt ve arkadaslari, meme kanseri mikrozomlarinda CYP3A4 ve
CYP2C9'u tespit etmenin yani sira, bu mikrozomlarin ifosfamid'i metabolize etme
yeteneklerini de arastirdilar. LC / MS kullanilarak, Slglilen dort meme kanseri

mikrozomunun hepsinde minimal bir in vitro ifosfamid N-dikloroetilasyon (0.12 + 0.07
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pmol dak-1 mg protein-1) saptanabildi. Buna karsilik, kadin hastalardan alinan
karaciger Orneklerinde yapilan Onceki arastirma caligmalar1 ifosfamid N-
dikloroetilasyon igin 132 + 57 pmol dak -1 mg protein aktivitesi oldugunu gostermistir
(Schmidt R ve ark 2004). Cok az olmasina ragmen, bu, CYP3A4 aracili ifosfamid
metabolizmasinin mekanizmasinin meme kanseri mikrozomlarinda mevcut oldugunu
gostermektedir.

Timor orneklerinde CYP3A protein ekspresyonunu arastiran ¢alismalar, hem
timor hem de tiimor dokusunda hem CYP3A4 hem de CYP3A5'in goreceli olarak
yiiksek ifadesini bulmuslardir (Murray GI ve ark 2010; Di Paolo OA ve ark 2005;
Fujimura T. Ve ark 2009). Calismamizda, benzer sekilde MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde CYP3A4 iin yiiksek ekspresyonunu gozlemledik.

Fujitaka ve meslektaglari, periferik mononiikleer hiicrelerde, daha dnce tedavi
edilmemis akciger kanserli hastalardan, docetaxel ile tedavi edildikten sonra, CYP3A4
MRNA ekspresyonunda bir artis gozlemledi (Fujitaka K ve ark2001). Calismamizda
MCF-7 hiicrelerine kurkumin muamelesi sonucu ve MDA-MB-231 hiicrelerine juglon
muamelesi sonucu CYP3A4’ iin protein ekspresyonu artigini belirledik.

CYP3A4-negatif tlimorleri olan 19 hasta, doketaksel tedavisine CYP3A4-pozitif
tiimorleri olan 23 hastadan anlamli olarak daha yiiksek bir yanit gostermistir (% 63.2
ve% 26.1, P <0.01). Ayrica, CYP3A4 negatif tiimorlerde (% 73.7 ve% 26.1, P <0.01)
daha yiiksek bir klinik fayda oran1 ve ilerlemeye daha uzun bir stire (8.9 + 5.8 ay vs. 5.2
+ 4.4 ay, P <0.05) gbzlendi. . Bu sonuglar, meme kanserinde CYP3A4 ekspresyonunun
degerlendirilmesinin, tiimdriin docetaksel tedavisine yanitin1 tahmin etmede ilgili bir
arag olabilecegini diistindiirmektedir (Sakurai K ve ark 2011).

Tan ve digerleri, akciger tlimorlerinin somatik mutasyonlarmin varligimi
arastrmig, oksidatif fosforilasyon sistemine genetik olarak somatik mutasyonlar ve
polimorfizmler bulmuslardir. Bu raporda, ATP6’nin A8860G polimorfizmi, incelenen
vaka sayisiin% 50’sinde mevcuttu (Tan DJ. Ve ark 2002). Ayrica, Ghaffarpour ve
arkadaslari, Iran’da meme kanseri teshisi konan kadinlarm 49 tiimér dokusunda ATP6
genin tamamlandigini analiz etmislerdir (Ghaffarpour M. Ve ark 2014).

Aynmi sekilde, Grzybowska-Szatkowska ve ark. Meme kanseri bulunan 50

Polonyali kadinda kanda ATP6 geni, tiimor dokusu ve kanserli olmayan doku dizilimini
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karsilastiran bir ¢alisma yapilmistir. A8660Gpolimorfizminin% 66'lik sikligi olan sekiz
farkli varyant1 belirlediler (Grzybowska-Szatkowska L. ve ark 2014).

ATP6 geninin meme kanseri hastalarinda ATP8 geniyle karsilastirildiginda, Es
anlamlt olmayan aminoasit varyantlarmin olusum sayisi, ATPaz8 genine kiyasla
ATPaz6 geninde daha sik gorilmiistir. ATPaz6 genindeki G8584A, T8602C ve
G8701A, sirasiyla A20T, F26L ve T59A amino asit ikamelerine yol agar. 8§ meme
kanseri orneginden en sik iki tanesinin ATP6 geninde mutasyona ugradigi bulundu
(Sunaina Thapa ve ark 2016).

Mitokondrinin karsinojenez siirecindeki rolii, yakin zamanda yaymlanan
caligmalarin sonuglariyla vurgulanmaktadir. Bu ¢aligmalar, paraziyolomda ve solunum
zincirinin kompleks II'sine ait siiksinik dehidrojenazin 3/4 alt birimlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlarin yani sira, miyom ve bdbrek kanserinde fumarat hidrataz geni
tizerindeki niikkleer DNA'da (nDNA) bir mutasyon ortaya ¢ikardi. (Czarnecka A. ve
Bartnik E. 2011).

Zhu ve arkadaslari, 14/15 meme kanseri vakasinda mtDNA'da en az bir somatik
mutasyon kesfetti. Bugiine kadar bu genlerin siirecte onemli bir rol oynadigi
goriilmesine ragmen, hangi islevlerin mtDNA ve Ozellikle de OXPHOS'a dahil olan
proteinleri kodlayan genleri, kanser baglaminda yerine getirdigi acik degildir. Bu
calismanin amaci, ATP sentazinin 6 ve 8 alt birimlerini kodlayan dizilerdeki
mutasyonlar1 ve bunlarin enzimin biyokimyasal o6zellikleri, yapilar1 ve islevleri
tizerindeki etkilerini analiz etmektir (Zhu W. ve ark 2005).

Calismamizda MCF-7 hiicrelerinde hem kurkumin hem de juglon uygulamasi

sonucu mt-ATP6 geninin ekspresyonunun azaldig1 belirlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlarinda
naftakinonlardan juglon ve kurkumin uygulamasi sonucu hiicre canliligina etkileri ve
CYP3A4 ve mt-ATP6 genlerinin ifade analizleri arastirilmistir. Her iki hiicre hattinda da
hem kurkumin hem de juglon uygulamasinin kanser hiicrelerinde invazvon ve
migrasyonu baskiladig tespit edilmistir.

Calisma sonunda, MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda 24 saat siiresince farkli
konsantrasyonlarda kurkumin uygulamasi sonucunda, CYP3A4’iin ve mt-ATP6’ nin
ekspresyonunlarmin arttigi, fakat istatksel olarak gruplar arasi anlamli fark olmadigi
belirlenmistir.

MCF-7 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda juglon uygulamasi sonucu
CYP3A4’iin ekspesyonunun arttg1 SuM ve 10uM konsantrasyonlar: arasinda istatiksel
olarak anlamli fark oldugu belirlenmis ayrica mt-ATP6 gen ifadelerinde azalis elde
edilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda, farkli konsantrasyonlarda kurkumin uygulamasi
sonucunda CYP3A4’iin eksperesyonunun 1uM ve 10uM konsantrasyonlar1 arasinda
anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir, mt-ATP6 gen ifadelerinde ise azalma
goriilmekle birlikte istatiksel olarak anlamli fark bulunamamistir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda, farkli konsantrasyonlarda juglon uygulamasi
sonucunda, CYP3A4 gen ekspresyonunda azalis belirlenmis 1uM ve 3uM doz gruplari
aras1 fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Mt-ATP6 gen eksperesyonlarinda ise
azalis belirlenmis fakat gruplar aras1 anlamli fark bulunamamistir.

Ifade analizleri yapildiktan sonra, bu molekiillere ait 6zgiin antikorlar
kullanilarak Western blot ¢alismalar1 yapilmistir.

MCF-7 hiicrelerinde kurkumin uygulamasimnin  CYP3A4 ve mt-ATP6
proteinlerinin 5 puM konsantasyonda kontrol grubuna gore ifadesini arttirdig
belirlenmistir.

MCF-7 hiicrelerinde juglon uygulamasmm CYP3A4 protein ifadesini kontrol
grubuna gore tim konsantrasyonlarmnda arttirdigi, mt-ATP6 protein ifadesini tiim

konsantrasyonlarinda azalttig1 gézlemlenmistir.
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MDA-MB-231 hiicrelerinde kurkumin uygulamasi sonucu CYP3A4 proteininin
ifadesinde kontrol grubuna goére 1uM konsantrasyonunda azalis, mt-ATP6 protein
ifadesinde ise 5 uM ve 10 uM konsantrasyonlar1 arasinda artis tespit edilmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde juglon uygulamasi sonucu CYP3A4 proteininin
ifadesinde kontrol grubuna goére 3uM konsantrasyonunda artis, mt-ATP6 protein
ifadesinde ise kontrol grubuna gore 2uM konsantrasyonunda artig belirlenmistir.

Bu calismalar immunohistokimya gibi teknikle de dogrulanabilir. Bu c¢alisma
hiicre kiiltiir ¢alismalarinin devami olarak in vivo ve faz calismalarma katkida
bulunabilir, yol gosterici olabilir. CYP3A4 ve mt-ATP6 genleri meme kanserinde yeni bir
metabolik hedef olarak degerlendirilebilir.

Yeni yapilacak calismalarda kurkumin ve juglon antikanserojenik etkilerinin
daha kapsamli analizi yapilarak yeni bir ila¢ ya da mevcut ilaglarla birlikte kullanilmasi
ile terapdtik potansiyelleri agiklanabilir ve antikanser, antimetastaik ve antianjiyogenik
etkileri hayvan deneyleri ile destelenebilir.

Kanser metabolizmasin1 daha iyi anlamak i¢in yeni yapilacak g¢aligmalarda,
CYP3A4 enziminin aktivitesine bakilabilir, ATP sentaz enziminin diger izoformlar1 ile
baglant1 kurulabilir ve enerji lireten metabolik yolaklarla iliskisi agiklanabilir. CYP
enzimleri kanserde, antikanser ajanlarin klinik yararinin arastirildigi ¢alismalarda
marker olarak kullanilip ¢aligmalara destek verebilir.

Calisma sonuclarimiz, literatiirdeki diger calismalarla birlikte
degerlendirildiginde, kurkumin ve juglon meme kanseri tedavisinde yeni stratejiler

gelistirilmesi i¢in umut vericidir.
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