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OZET

MEME KANSERINDE OLEUROPEIN MADDESININ OKSIDATIF
STRESTEKI ROLU

Gamze YILMAZ
Biyokimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022
Danisman: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR

Meme kanseri diger kanser tiirlerine gore kadinlar arasinda en fazla teshis edilen
kanserdir. Paklitaksel (PTX) taksan smifina ait meme kanseri, yumurtalik kanseri,
akciger kanseri gibi bir¢cok kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilan etkili bir
kemoterapotik ajandir. Oleuropein (OLE) antikanser, antioksidan, antidiyabetik,
kardiyoprotektif, noroprotektif etkiler gdsteren dogal bir polifenoldiir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, OLE ve PTX kombinasyonlarinin MCF-7 hiicre hattinda oksidatif strese
olan etkileri incelenmistir. MCF-7 hiicre hattinda OLE ve PTX’in sitotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla xCELLigence RTCA yontemi kullanilmistir. MCF-7 hiicre
hattinda OLE ve PTX’in ICso degeri sirayla 230 uM ve 7,5 uM olarak hesaplanmistir.
Oksidatif stresin belirlenmesi i¢in Total Oksidan (TOS) ve Total Antioksidan (TAS)
durumlar1 dlgiilerek Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplanmistir. OLE ve PTX
kombinasyonlarinin  daha diisiik konsantrasyonlarda MCF-7  hiicre hattinin
proliferasyonunu sinerjik etkili olarak inhibe ettigi ve TAS seviyesini arttirdigi
saptanmistir. Oksidatif stres belirtecleri olan siiperoksit dismutaz (SOD), rediikte
glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri dl¢iilmiistiir. Tek bagina OLE ve
PTX uygulamasina gore kombinasyon gruplarindaki SOD ve MDA seviyesinin arttig1

GSH seviyesinin diistiigii gézlemlenmistir.

Anahtar Sozciikler: MCF-7, Oksidatif stres, Oleuropein, Paklitaksel



ABSTRACT

THE ROLE OF OLEUROPEIN IN OXIDATIVE STRESS IN BREAST CANCER

Gamze YILMAZ
Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022
Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZDEMIR

Breast cancer is the most diagnosed cancer among women compared to other
cancer types. Paclitaxel (PTX) is an effective chemotherapeutic agent that belongs to
taxane class and is widely used in the treatment of many cancers such as breast cancer,
ovarian cancer, lung cancer. Oleuropein (OLE) is a natural polyphenol with anticancer,
antioxidant, antidiabetic, cardioprotective and neuroprotective effects. Within the scope
of this thesis study, the effects of OLE and PTX combinations on oxidative stress of
MCF-7 cell line were investigated. The XCELLigence RTCA method was used to
determine the cytotoxic effects of OLE and PTX in the MCF-7 cell line. The 1Cso values
of OLE and PTX in the MCF-7 cell line were calculated as 230 uM and 7.5 uM,
respectively. In order to determine oxidative stress, Oxidative Stress Index (OSI) was
calculated by measuring Total Oxidant (TOS) and Total Antioxidant (TAS) states. It
was determined that the combinations of OLE and PTX synergistically inhibited the
proliferation of the MCF-7 cell line and increased the TAS level treating with lower
concentrations. The levels of superoxide dismutase (SOD), reduced glutathione (GSH)
and malondialdehyde (MDA), which are oxidative stress markers, were also measured
after treatment of cells with PTX, OLE and combination. It was observed that the SOD
and MDA levels increased in the combination groups compared to the OLE and PTX
application alone, on the other had the level of GSH decreased.

Keywords: MCF-7, Oxidative stress, Oleuropein, Paclitaxel
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1. GIRIS
1.1. Kanser

Kanser diinya genelinde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en fazla 6liim
oranina sahip olan hastaliktir, karigik yapist ve goriilme siklig1 ile glinlimiizde biiyiik bir
sorun olusturmaktadir (Futreal vd., 2001).

Viicuttaki normal hiicrelerde meydana gelen anormal bozukluklar sonucunda
normal hiicrelerin farklilagsmasiyla yeni o6zellikler kazanarak olusan hiicrelere kanser
hiicresi denir. Bu farklilagma mekanizmas1 onkogenez ya da karsinogenez olarak
adlandirilir. Normal hiicrelerden farklilasarak olusan kanser hiicreleri diger doku ve
organlara yayilma o6zelligindedir ve bu yayilma 6zelligi metastaz olarak adlandirilir.
Metastaz yetene8i kazanmis kanser hiicreleri ¢evre dokulara yayilarak etki alanini
genisletebilir (Mierke, 2019).

Kanser olusum mekanizmasi baslama, ilerleme, anjiyogenez ve metastaz olarak
siiflandirilan oldukga karmasik bir siirectir (Nguyen, Goel ve Chung, 2020; Peters ve
Gonzalez, 2018). Genel olarak deoksiribo niikleik asit (DNA) dizisinde meydana gelen
anormal durumlar kanser olusumunu tetiklemektedir. Ayrica gesitli viriisler de kanser
olusumuna etki edebilir. Bunun digsinda radyasyon, beslenme, maruz kalinan
kimyasallar da kanser olusumunda etkili olmaktadir (Williams, 2001).

Kanser i¢in tanimlanmis ayirt edici 6zellikler bulumaktadir. Bunlar; proliferatif
sinyallemeyi siirdiirmek, apoptoz gibi hiicre 6liim mekanizmalarina direnmek, damar
sistemleri gelistirerek yayilmay1 arttirmak, hiicresel metabolizmay1 yeniden diizenlemek

ve bagisiklik sistemlerinden kacis olarak tanimlanabilir (Hanahan, 2022).

1.1.1. Kanser epidemiyolojisi

Kanser sebepli dliimler 1991-2017 arasinda akciger, kolorektal, meme ve prostat
kanserindeki azalan ivmeye bagl olarak diislis gostermistir, ancak son on yilda meme
kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanseri oranlarinda belirgin bir artis goriilmektedir.
Bu artis 2008-2017 arasinda 6liim oranlarinin da artmasina sebep olmustur. Bu yillar
arasinda en fazla 6liim akciger kanseri sebebiyle yasanmistir (Siegel, Miller ve Jemal,
2020). 2004’ten sonra meme kanserinde yillik yaklasik olarak % 0,3 oraninda bir artis
olmustur. Bu artisin sebebinin sagliksiz beslenme sonucu artan obezite ve dogurganlik
oraninda ki diisiislerden kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir (Pfeiffer vd., 2018;
Lortet-Tieulent vd., 2018).



Kanser tiim diinyanin paylastigi énemli bir sorundur (Sekil 1.1). Yapilan c¢alismalara
gore, 2040 yilinda 2020’ye gore %47 oraninda bir artig goriilecegi ve bu artisa bagh
olarak 28.4 milyon kanser vakasi olacagi tahmin edilmektedir. Artan yaslt niifusu ve
tilkelerin gelismislik diizeyleri kanser insidans1 ve mortalitesinde ki artis ile iligkilidir.
Gelismislik diizeyi diisiik tlilkelerde kanser vakalar1 ve kansere bagli 6liimler gelismis
ilkelere gore daha yiiksektir (Donepudi vd., 2014). Gelismis saglik sistemleri, saglik
sistemlerine erisim ve erken teshis imkanlar1 hem kanser tespiti i¢in hem de tedavi

asamasinda ¢cok onemli bir yere sahiptir.

Breast
Prostate

Lung

Colorectum
Cervix uteri
Stomach

Liver I Insidence

Corpus uteri

Bl Mortality

Ovary

Thyroid

Sekil 1.1. Diinya genelinde kadinlar ve erkeklerde ki kanser goriilme ve oliim oranlart (http-1)



1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, yikici etkileri ve goriilme siklig1 g6z oniine alindiginda kadinlarda
teshis edilen en yaygin kanser tiirlidir. Meme kanseri kadinlar da goriilen tiim
kanserlerin yaklasik %24,5’1lik kismini olusturmaktadir ayrica kanser sonucu 6liimlerin

%15,5’lik kism1 meme kanseri kaynaklidir (Ferlay vd., 2019; Sekil 1.2).

INSIDANS OLUM ORANI
. ) Meme Kanseri
Meme Kanseri . 684996 (%15.5)
n 2261 419 (%24.5) .
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37 %37
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5 630 (%9
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3 31 (%7,

Korpus Uteri | Serviks Karaciger Mide

417 367 (%4,5) / ) g . ’
’ Tiroid 604 127 (%6.5) 252 658 (%5,7) 266 005 (%6)

448 915 (%4.9)
Total: 9 227 484 Total: 4 429 323

Sekil 1.2. Diinya genelinde kadinlarda meme kanseri goriilme sikligr ve oliim oranlar: (http-2)

Meme kanserinin gelisim bdlgesi olduk¢a karmasiktir. Bulundugu yerde yayilim
gostermeyen iyl huylu hiicreler ve kotii huylu hiicre tipine mekanik destek saglayan bir
hiicre dist matriks bulunur. Kanserli hiicrenin bulundugu bélge kanserin gelisim ve
ilerlemesine yardim eder. Meme dokusu bag, lenf, yag dokusu ve siit {iretiminde gorevli
lobiiller ve lobiillerin meme ucuna baglanmasini saglayan kanallardan olusmaktadir.
Meme Kkanseri genellikle lobiillerde olusan diizensiz hiicre biiylimesi ile ortaya
¢ikmaktadir (Winters vd., 2017). Teshisi yapilan meme kanserlerinin yaklagik dortte
ticiinde memede kitle tespit edilmektedir. Ancak tespit edilen kitlelerin hepsi kotii huylu
timorler degildir. Iyi huylu ve kotii huylu kitleler birbirine benzeyen fiziksel 6zelliklere
sahiptir. Meme kanseri goriilme siklig1 ¢ok yiiksek olmasma ragmen erken meme
kanseri olarak adlandirilan yani sadece memede bulunan ya da sadece koltuk alt1 lenf
diigimlerine yayilmis olan hastalik grubu ve metastatik olmayan hasta gruplarinin
yaklagsik olarak %70-80’1 tedavi edilebilir durumdadir (Harbeck vd., 2019). Bu nedenle

teshis asamasi ¢ok énemlidir.



1.2.1. Meme kanseri insidansi

Meme kanseri tiim diinyay1 ilgilendiren bir saglik sorunu haline gelmistir.
flerlemis meme kanseri kapsamli ve pahali tedavi gereksinimine sahiptir bu da
ekonomik yiik olusmasina neden olmaktadir. Meme kanseri artis oranlar1 diinyanin her
bolgesinde ayni1 degildir. Daha yiiksek gelismislik diizeyine sahip tilkelerde gelismislik
diizeyi diisiik iilkelere gore meme kanseri artis hizi daha yiiksektir (Torre vd., 2016;
Ginsburg vd., 2017). Artis hiz1 yiiksek olsa bile, meme kanserine bagli 6liimler
gelismislik diizeyi yiiksek iilkelerde daha diistiktiir. Saglik sistemlerinin gelismisligi ve
ulasilabilir olmasi kanserin daha erken asamalarda teshis edilebilmesine olanak
saglamakta ve gelismislik diizeyi yliksek tilkelerdeki Oliim oranlar1 ile dogrudan
iligkilidir. Meme kanseri 6liim oranlari, gelisen tarama teshis imkanlar1 ve yeni tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine bagli olarak disiis gostermektedir, ancak insidans

oranlarina gore hala en fazla teshis edilen hastalik durumundadir (Berry vd., 2005).

1.2.2. Meme kanseri risk faktorleri

Meme kanserinin olusumunu tetikleyen c¢ok fazla risk faktorii tanimlanmigtir
(Britt, Cuzick ve Phillips, 2020). Meme kanserlerinin ¢ogu hormona duyarlidir. Hormon
salgilanmasi, ergenlik, menstriiel dongli ve hamilelik sirasinda gergeklesen énemli bir
olaydir ve bu donemlerde hormonlar meme gelisimi uyarir. Meme kanserinin en énemli
risk faktorii olarak oOstrojen gosterilmektedir. Ostrojen ligandla aktive olan bir
transkripsiyon faktoriidiir ve Ostrojen reseptoriine (ER) baglanmasi ile meme kanseri
promotdrii olarak tanimlamir. Ostrojen ve progesteron arasinda olusabilecek bir
dengesizlik hiicre proliferasyonunun artmasi ve DNA hasar1 birikmesi ile sonuglanabilir
(Levin ve Pietras, 2008). ER ve progesteron reseptorii (PR) igeren meme kanseri,
hormon reseptorii pozitif meme kanseri olarak siniflandirilmaktadir. ER, PR ve insan
epidermal biiylime faktorii 2 (HER2) icermeyen meme kanseri iiglii negatif meme
kanseri olarak siniflandirilmaktadir (Perou vd., 2000).

Artan yas, irk, memenin morfolojik 6zellikleri, hormon kullanimi, alkol ve sigara
kullanimi, diyet gibi faktdrler meme kanseri i¢in sayilabilecek risk faktorleridir (Key
vd., 2002). Meme kanserinin sebepleri arasinda ileri yas ¢ok dnemli bir etkiye sahiptir.
Meme kanseri vakalarinin yas gruplan ile kiyaslanmasinda yash kadinlarin oraninin
onemli dlgiide farkli oldugu gériilmiistiir. Ozellikle 35-39 yas arasinda insidans oranlari

yiikselmektedir. Ayrica meme kanseri gelisiminde genetik yatkinlikta énemli bir yer

4



tutmaktadir. Ailesel meme kanseri dykiisii, meme kanserine yakalanma olasiligin1 daha
da arttirmaktadir. Bu artisa ragmen teshis edilen meme kanseri vakalarinda dokuz
kadindan sekizinin ailesinde meme kanseri Oykiisiinlin olmadigi bildirilmistir
(Wilkinson ve Gathani, 2022).

Her ne kadar meme kanserinin gelismesinde hem c¢evresel hem de genetik
faktorler fazla gibi goriilsede, yasam tarzinda yapilacak kiiciik bir degisiklik hem
hastalik olusumunu hem de ilerlemesini etkileyebilmektedir. Meme kanseri riskini
azaltmada fiziksel egzersizin onemi biiyiiktiir. Yapilan caligmalarda diisiik tempolu
stirekli egzersizlerin meme kanseri riskini %20 oraninda diisiirebildigi, daha kompleks
yorucu egzersiz uygulamalarinin 14-22 yas aralifindaki kadinlarin meme kanseri riskini

%350’ye kadar diisiirebilecegi bildirilmistir (Monninkhof vd., 2007).

1.2.3. Erkeklerde meme kanseri

Meme kanseri gelistirme sikligr bakimindan akla ilk kadimnlar gelse de diisiik risk
faktorlerine ragmen erkeklerde de goriilebilmektedir. Erkek meme kanseri tiim meme
kanseri vakalariin i¢inde %1 lik bir kism1 kapsar ve bunun %0,5’ lik bir kismi1 6liimle
sonuglanmaktadir. Erkek memesi karmasik yapiya sahip olmayan bir organdir. Ostrojen
reseptoril, progesteron reseptorii ve androjen reseptorii eksprese eden kanallara sahiptir
(Di Oto vd., 2018; Severson ve Zwart, 2017). Erkeklerdeki Ostrojen ve testesteron
dengesizligi sonucu olusan Ostrojen artist erkek meme kanserinin sebebi olarak
goriilmektedir. Cinsiyet degistiren erkeklerdeki hormon degisimi meme kanserini
tetikleyebilmektedir. Ayrica siroz, prostat kanseri, yas, obezite, sigara ve alkol
kullanim1 da diger sebepler arasinda siralanabilir. Genellikle erkek meme kanseri hasta
gruplar1 yasli insanlardan olusmaktadir, bu da erkeklerde goriilen meme kanserinde
hayatta kalma oraninin diigmesine sebep olmaktadir (Cardoso vd., 2018). Erkek meme

kanserinin yaygin olmamasi ve veri azhigi tedaviyi de kisitlamaktadir (Gucalp vd.,

2019).



1.2.4. MCF-7 meme kanseri hiicre hatti

MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 ilk kez 1970 yilinda 69 yasinda olan bir
kadindan izole edilmistir. ismini Michigan Cancer Foundation-7’den almaktadir (Soule
vd., 1973).

MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 diinya ¢apinda meme kanseri arastirmalari i¢in
yaygin olarak kullanilan bir hiicre dizisidir. Liiminal A molekiiler alt tipine aittir.
Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) potiziftir (Gunduz ve Gunduz,
2011). Yiiksek seviyelerde Ostrojen reseptorii o (ERa) ve diislik seviyelerde Ostrojen

reseptorii B (ERpB) eksprese eder (Buteau-Lozano vd., 2002; Sekil 1.3).

Sekil 1.3. MCF-7 meme kanseri hiicre hatti (100 pm ve 50 um biiyiitme orani)

1.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller son yoriingesinde eslesmemis elektron ya da elektronlar
bulunduran asir1 kararsiz molekiillerdir (Bast, Haenen ve Doelman, 1991). Serbest
radikaller oksijen, nitrojen, kiikiirt, klor kaynakli olabilir. Kaynaklarina gore reaktif
oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS), reaktif kiikiirt tiirleri (RSS) ve
reaktif klorilir tiirleri (RCS) olarak adlandirilirlar. Olusan tiirler farkli reaktiflik
diizeylerine sahip olabilir ve radikal ya da radikal olmayan tiirler iiretilebilir.

Reaktif tiirlerin diisiik konsantrasyon seviyelerinin bagisiklik sistemine katkida
bulunma, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, hiicrenin proliferasyonu, sinyal iletimine
katilma gibi 6nemli islevleri vardir (Demirci-Ceki¢ vd., 2022; Karabulut ve Giilay,
2016). Reaktif tiirlerin konsantrasyon seviyeleri arttikca zararli etkileri de artig
gostermektedir (Young ve Woodside, 2001). Lipidler, proteinler, karbonhidratlar, DNA
gibi  makromolekiillerin hasarina, islev bozukluguna ve ¢esitli hastaliklarin

olusumlarinin tetiklenmesine yol agmaktadir (Georgescu vd., 2018).
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Serbest radikaller hiicresel metabolizma tarafindan iiretilebilecegi gibi kirlilik,
alkol, sigara dumani, radyasyon ve g¢esitli ilaclar gibi digsal etkiler sonucunda da

uretilebilmektedir.

1.3.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Oksijen yasam icin gerekli bir elementtir. Molekiiler oksijen tarafindan
elektronlarin kademeli olarak alinmasi sonucu reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir ve bu
durum normal metabolizmanin bir sonucudur. Reaktif oksijen tiirleri serbest radikaller
ve radikal olmayan bir dizi reaktif oksijen igeren maddelerdir (Fang, Yang ve Wu,
2002; Tablo 1.1)

ROS hiicresel metobolizma sirasinda hiicreler tarafindan siirekli olarak iiretilen
yan Uriinlerdir. Diisiik ROS seviyeleri kinazlar ve fosfatazlarin translasyon sonrasi
modifikasyonlar1 ile hiicre proliferasyonunu arttirir ve hiicre oliimiinii baskilayabilir
(Giannoni vd., 2005). Diisiik ROS iiretimi nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) ve nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz (NOX) tarafindan
yonlendirilebilir. Diisiik ROS seviyeleri hiicredeki sinyal olaylari i¢in gereklidir
(Lambeth, 2004). Orta diizeylerdeki ROS hipoksi ile indiiklenen faktor-1a (HIF1a) gibi
strese duyarli genlerin ekspresyonunu uyarir. HIFla’nin uyarilmasi glikoz tasiyict 1
(GLUT1) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi proliferasyon artigini
uyaran proteinlerin ekspresyonunu tetikler (Bell, Emerling ve Chandel, 2005; Gao vd.,
2007). Yiksek diizeylerdeki ROS hiicresel makromolekiillere zarar verebilir,
yaslanmay1 tetikleyebilir ve mitokondrinin gecirgenligini arttirarak sitokrom ¢

salinimina ve apoptoza sebep olabilir (Ramsey ve Sharpless, 2006).

Tablo 1.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Radikaller Radikal olmayanlar

Lipid peroksil LOO Singlet oksijen 0,
Stiperoksit 0Oy~ Hipobromoz asit HOBr
Hidroksil OH: Hidrojen peroksit H.0,
Hidroperoksil HO; Ozon O3
Peroksil ROO Hipoklordz asit HOCI
Alkoksil RO:




1.3.1.1. ROS’un kanser hiicrelerindeki rolii

Normal hiicrelere gore daha yiiksek seviyedeki ROS kanser hiicrelerinin
ozelliklerinden birisidir. Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢cogalmas1 daha fazla enerjiye
ihtiya¢ duymalarina sebep olur ve bu nedenle normal hiicrelere gore daha yiiksek ROS
seviyelerine sahiptir. ROS seviyesinin degismesi kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina,
hayatta kalmasina ve hipoksiye adapte olmasma katkida bulunmaktadir. Kanser
hiicrelerinde ROS seviyesi belirli bir diizeyde tutulmaya calisilir ve bu denge
antioksidanlar tarafindan saglanmaktadir. Antioksidan savunma sistemi normal
hiicrelerde ROS’larin zararli etkilerine karsi koruma saglarken tiimor hiicresinde
biiylimeye katkida bulunma ve diren¢ mekanizmalarini arttirma gibi roller iistlenir (He
vd., 2017).

Normal hiicrelerdeki artan ROS seviyeleri kanser baglangici icin tetikleyici
olabilir. Kanser hiicrelerinde ROS seviyesinin artig1 hiicre 6limiinii uyarabilir. ROS
seviyesinin olmasi gereken miktarin iistiine ¢ikmasi mitokondriyal membran bozulmasi,
lipid peroksidasyonu, ikincil protein yapilarinda degisiklikler gibi hiicre de Onemli
hasarlara neden olabilir (Sekil 1.4).
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Hiicre Oliimii P‘o o
Oksidatif'stres g
DNA hasar1 Q.Os 2
Apoptoz &
Otofaji =
Nekroz =
v
Kanser Hiicresi 0S AO g
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Damarlanma
Yayilma
Metastaz iz
|-
Saghkh Hiicre g
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Homeostaz ROS AO |
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Farklilagsma =
Transkripsiyonel =
diizenlenme <
Y

Sekil 1.4. Normal ve kanserli hiicrelerdeki ROS diizeyleri (Azmanova ve Pitto-Barry 2022).



1.4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres terimi ilk olarak 1985 yilinda hiicrelere ve organlara verilen zarar
anlaminda kullanilmistir. Oksijen metabolizmasinin bir {iriinii olan ROS asir1 tiretildigi
zaman viicutta igsel ve cesitli yollarla digsal olarak desteklenen antioksidanlar ile
savunma saglar (Pham-Huy, He ve Pham-huy, 2008). Antioksidan savunma
mekanizmasi1 ROS seviyesini belirli bir diizeyde tutmaya calisir. Antioksidanlar ve
oksidanlar arasindaki denge durumu redoks homeostazinin korunabilmesi igin
onemlidir. Antioksidan savunmasinin yetersiz kalmasi ve dengenin oksidanlar tarafina
kaymasi oksidatif stres olusumunu tetiklemektedir.

Oksidatif stresin artmasi sonucu proteinler, lipidler, DNA gibi makromolekiiller
zarar gormektedir. Hiicrelere verilen hasar, hiicre oliimii ve ¢esitli hastaliklarin
baslamasina sebep olmaktadir. Oksidatif stres ndrodejeneratif bozukluklar, yaslanma,
katarakt, diabetes mellitus, romatoid artrit, kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum yollar1

hastaliklar1 ve gesitli kanser tiirlerinin olusumunda rol oynar (Pefia-Oyarzun vd., 2018).

1.5. Lipid Peroksidasyonu

Lipitler hiicrenin temel yapisal bilesenlerindendir. Hiicre zar1 lipidlerden olusur ve
hiicrenin yapisal biitiinliglinii saglar. Zarin yapist ve akiskanligi hiicrenin
fonksiyonlari etkileyebildigi icin Onemlidir. Lipid peroksidasyonu hava kirliligi,
sigara, alkol, radyasyon gibi dissal ve i¢sel mekanizmalar ile {iretilen serbest radikaller
ile uyarilabilir (Niki, 2012). Serbest radikaller hiicre zarindaki fosfolipidlerin
peroksidasyonuna neden olur ve reaktif lipid hidroperoksitler, 4-hidroksi-2-nonenal (4-
HNE), malondialdehit (MDA), akrolein, krotonaldehit, metilglioksal gibi ikincil
karbonil bilesikler olusur (Laher, 2014). Lipid peroksidasyonu baslama, yayilma ve
sonlandirma olmak {izere ii¢ adimda gergeklesir (Yin, Xu ve Porter, 2011). Lipid
peroksidasyonunun baglamasi serbest radikaller tarafindan ¢oklu doymamis yag asidi
yan zincirinin metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasiyla olur ve karbon
tizerinde eslesmemis bir elektron kalir. Baska doymamis yag asitleri ile bu islem devam
eder ve boylece yayilma asamasi gerceklesmis olur. Sonlandirma asamasinda olusan
radikal olmayan tiriinler amino gruplariyla Schiff bazi olusturur, enzimleri inaktif eder,
tiyol gruplariyla etkilesime girerek hiicre i¢in zararli 6zellikleri olusturur (Rice-Evans

ve Burdon, 1994). Lipid peroksidasyonu sonucunda hiicrenin zar tagima sistemi



etkilenir, hiicre i¢i ve dis1 arasindaki iyon dengesi bozulur ve zar gecirgenligi degisir
(Sekil 1.5).

4-HNE ve MDA gibi aldehitler lipid peroksidasyonunun en yaygin bozunma
tirtinleridir. Metabolizmada serbest formda bulunabilirler, proteinler ve niikleik asitlere
kovalent bagla baglanabilirler (Gaschler ve Stockwell, 2017; Ito, Sono ve Ito, 2019). 4-
HNE ve MDA olusumu inflamasyon, apoptoz ve ¢esitli hastaliklar ile iligkilidir.

MDA en az ig ¢ift bag iceren ¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile
peroksidasyonu ve prostoglandin sentezi sonucu olusabilir (Guéraud vd., 2010). Lipid
peroksidasyonu ve oksidatif stres belirteci olarak kullanilmaktadir. MDA proteinlerin
lizin kalintilar1 ile reaksiyona girer. MDA sitotoksik bir bilesiktir ve diabetes mellitus,
norofejeneratif hastaliklar ve gesitli kanserlerin patogenezinde rol oynar (Pandey vd.,

2018).
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Sekil 1.5. Siiperoksit anyonu varligy ile lipid peroksidasyon olusumu (Ighodaro ve Akinloye, 2018)
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1.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikalleri belli bir diizeyde tutarak etkisini engelleyen,
geciktiren ve temizleyen viicudu oksidatif hasara karst koruyan molekiillerdir.
Antioksidanlar, serbest radikallerin iiretim reaksiyonunun olusumunu kirabilir, tehlikeli
metabolik ve ksenobiyotik oksidanlarin etkilerini azaltabilir, viicudu akut ve kronik
hastaliklardan koruyabilir, hiicre ve doku hasarini onarabilir. Antioksidan savunma hem
bitki hem de hayvansal hiicre ve dokularda farkli konsantrasyonlarda bulunur ve serbest

radikallere etki eder (Lobo vd., 2010). Ayrica gidalarda, gida takviyeleri ve ilaglarda

10



bulunan antioksidanlar raf dmriinii uzatma etkisine sahiptir (Shahidi ve Zhong, 2015;
Sekil 1.6).

Savunmada gorevli antioksidanlar {iretilen radikal tiirleri ve hedef molekiile gore
farkli islevlere sahip olabilir. Antioksidanlar savunma mekanizmalarina gore toplayici,
onarici, bastirici, zincir kirict olarak dort gruba ayrilir. Viicudun oksidatif hasara karsi
savunma mekanizmasi iki sekilde ¢alisir. Birincisi; enzimatik antioksidanlar ile serbest
radikallerin uzaklastirilmasidir. Demir ve bakir gibi pro-oksidan metal iyonlarinin
transferrin, metallotiyonein, haptoglobin, seruloplazmin gibi spesifik metal baglayici
proteinlerle baglanmasini igerir. Ikincisi; enzimatik olmayan antioksidanlarin elektron
verici olarak gorev yapmasi ile serbest radikallerin temizlenmesidir (Aydemir ve Sari,
2009).

Antioksidanlar kaynaklarina gore eksojen ve endojen antioksidanlar olarak iki
gruba ayrilmaktadir (Tablo 1.2; Tablo 1.3). Antioksidan savunmanin bazi iyeleri
viicutta dogal olarak sentezlenirken eksojen kaynaklardan antioksidanlarin alinmasi da
onemli olmaktadir. En iyi bilinen antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidazdir (GPx). ROS etki mekanizmalar1 ¢ok yiiksek olduklari

icin oksidatif strese kars1 etkili koruma saglarlar.

Tablo 1.2. Endojen antioksidanlar

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Stiperoksid dismutaz (SOD) Glutatyon Laktoferrin
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Biluribin Transferrin
Glutatyon S-Transferaz (GST) Albiimin Seruloplazmin

Tablo 1.3. Eksojen antioksidanlar

EKSOJEN ANTiOKSiDANLAR

Vitamin Antioksidanlar ila¢ Olarak Kullanilan Antioksidanlar
a — Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitorleri

B — Karoten (Vitamin A) Trolox- C

Askorbik asit (Vitamin C) NADPH oksidaz inhibitorleri

Folik asit (Vitamin B9) Notrofil adezyon inhibitérleri

Koenzim Q10 Sitokinler
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Cu/Zn-SOD Mn-SOD
(sitozol) (mitokondri)
Fenton
reaksiyonu
NADPH
GSH-
GSSG Rediiktaz
Katalaz GSH-Px NADP* OH-Lipidler
(peroksizom) (mitokondri) Vit E-
-O-Tokoferol
Lipid
: GSH peroksidaz
Vit E:
a-Lipoik asit -O-Tokoferol

vitC Vit C.
— (askorbat) | (dehidroaskorbat)
Dihidro-
lipoik asit
GSSG GSH

Sekil 1.6. Antioksidan savunma mekanizmast (Kurutas, 2015)

1.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
SOD ilk defa 1968 yilinda Irvin Fridovich tarafindan kesfedilmistir (McCord ve

Fridovich, 1988). SOD sitozol ve mitokondride bulunan bir metaloenzimdir ve en etkili
enzimatik antioksidanlardan biridir. SOD yiiksek ROS konsantrasyonlarina ve toksik
etkilerine karsi ilk savunma hattin1 olusturur. SOD zararli siiperoksit anyonunun
hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene dismutasyonunu katalizleyerek etkisini
azaltir. SOD metaloenzim oldugu igin aktivitesi i¢in metal kofaktor gerekmektedir.
Bunlar demir (Fe), ¢inko (Zn) bakir (Cu) ve manganezdir (Mn). Aktif merkezlerinde
bulunan metal iyonlarina gore sitozolik CuZn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD ve Fe-
SOD olarak ti¢ gruba ayrilirlar (Fridovich, 1995).

1. CuZn-SOD c¢ogunlukla dkaryotik hiicrelerin kloroplast ve sitozoliinde bulunur.
CuZn-SOD hiicredeki oksijen toksisitesine karsi giliglii bir savunma saglar (Peskin,
Koen ve Zbarsky, 1981). CuZn-SOD kromozom 21 fizerinde SOD1 geni tarafindan
kodlanir. Hiicre dist CuZn-SOD kromozom 4 iizerinde SOD3 geni tarafindan kodlanir
(Rosen vd., 1993).

2. Mn-SOD bakterilerin mitokondri matriksinde ve sitozolde bulunur. MnSOD
kromozom 6 iizerinde SOD2 geni tarafindan kodlanur.

3. Fe-SOD prokaryotlar ve bazi bitkilerde bulunur (Duke ve Salin, 1985).
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SOD hiicreleri serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyarak vaskiiler ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin (norolojik hastaliklar, akciger hastalifi, ateroskleroz,

diyabet, hipertansiyon, inflamatuar durumlar ve iskemi-reperfiizyon) olusumunu 6nler.

207 + 2HY ——— > H0; + O (1.2

1.6.2. Katalaz (CAT)

CAT her biri aktif Hem grubu ve NADPH igeren dort benzer alt birimden olusan
240 kilodalton (kDa) agirliginda tetramerik bir proteindir. Esas olarak memeli
hiicrelerinde peroksizomlarda bulunur, ayrica diisiik konsantrasyonlarda mitokondri ve
endoplazmik retikulumda da bulunmaktadir (Kirkman ve Gaetani, 1984; Martinez-
Cayuela, 1995). H202’i toksik olmayan su ve oksijene Kkatalizler. H202
konsantrasyonuna bagli olarak CAT iki enzimatik aktiviteye sahiptir. Birincisi; yiiksek
H202 konsantrasyonunda H20:’ i katalizleyerek su ve oksijene ayristirir. Ikincisi; diisiik
H202 konsantrasyonunda, etanol, metanol, fenol gibi uygun bir hidrojen dondrii ile
H202 uzaklastirilir.

H202 bir radikal degildir, ancak Cu ve Fe iyonlar1 varliinda bir Fenton
reaksiyonu sonucu hidroksil radikali olusumuna sebep olabilir. Bu nedenle
detoksifikasyonu hiicre i¢in onemlidir. Hidrojen peroksit diisiik konsantrasyonlarda
proliferasyon, hiicre 6liimii, sinyallesme ve mitokondriyal fonksiyon gibi siireglerde rol
oynar. Yiksek konsantrasyonlari hiicre i¢in zararli olabilecek etkilerin olusmasina
sebep olur (Ercal, Gurer-Orhan ve Aykin-Burns, 2001).

CAT eksikligi ya da mutasyonu cesitli hataliklarin baslamasina neden olabilir.
Ozellikle kanser gelisim riskinde artis, zihinsel gelisim bozukluklari, tip 2 diabetes
mellitus gibi hastaliklarin gortilmesini tetikleyebilir (Goth, Rass ve Pay, 2004).

2H,0; ——— H0 + 02 (1.2)
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1.6.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Oksidatif strese karsi ikincil antioksidan gorevi goriir ve hiicreyi sitotoksik ve
kanserojen etkilere kars1 korur. 21 kDa agirliginda dort 6zdes alt birimden olusur ve her
alt birim bir selenosistein (Sec) kalintisi igerir. Hem sitozolde hem de mitokondride
bulunur (Lubos, Loscalzo ve Handy, 2011). Organik ve inorganik H202’nin H20’ya
indirgenmesini katalizleyerek serbest radikallerin zararli etkilerini 6nlemede 6nemli rol
oynar (Birben vd., 2012; Pigeolet vd., 1990). GPx selenyum bagimli ve selenyum
bagimsiz olarak iki smifa ayrilir. Selenyuma bagimli GPx, H202 ve organik
hidroperoksitlere karsi etkilidir. Selenyuma bagimli olmayan GPx daha ¢ok organik
hidroperoksitlere kars1 etkilidir (Cnubben vd., 2001).

GPx substrat olarak glutatyon kullanan bir enzim grubudur. Yiiksek glutatyon
seviyesi serbest radikallerin zararli etkilerine karsi iiretilen enzimleri uyarmak icin
gereklidir (Balasubramaniyan, Subramanian ve Govindasamy, 1994). GPx hiicre
zarmdaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin korunmasi i¢in 6nemli bir enzimdir lipid
peroksidasyon siirecini inhibe etmede Onemlidir. Lipit peroksitleri mitokondri ve
sitozolde karsilik gelen alkollerine baglar. Bu reaksiyonlar sirasinda glutatyon hidrojen
verici olarak gérev yapar. H202 ve hidroperoksitler indirgenme reaksiyonunda glutatyon
okside olur ve okside glutatyon (GSSG) olarak adlandirilir. Okside glutatyon, glutatyon
rediiktaz (GR) enzimi ile tekrar rediikte glutatyon (GSH) haline indirgenir. Bu
reaksiyonda GR NADPH’1 elektron vericisi olarak kullanir (Reiter vd., 1995).

H.0,+ 2GSH —» GSSG + 2H20 (1.3)
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1.7. Apoptoz

Apoptoz programlanmis hiicre oliimiidiir ve hasarli hiicrelerin diger hiicrelere
zarar vermeden kendi kendini yok ettigi bir mekanizmadir (Elmore, 2007). Apoptoz
mekanizmas1 ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler ile karakterize
edilmektedir. Apoptozun basladigi bir hiicrede hacimsel azalma, kromatinlerin
yogunlagmasi, hiicre iskeletinin par¢alanmasi, zar yiizeyinde kabarma, zara baglanan
apoptotik cisimlerin olugmas1 gibi olaylar meydana gelmektedir (D’Emilio vd., 2010).

Apoptoz igsel ya da digsal yoldan aktive edilen kaspazlara bagimli olarak ya da
kaspazlardan bagimsiz bir mekanizma ile olusabilir. igsel yol; mitokondriyal DNA
hasari, 1s1 soku, hipoksi, bliylime faktorii yoksunlugu gibi uyaranlar ile aktiflesebilir.
Mitokondriyal ROS; mitokondriyal DNA (mtDNA), mitokondriyal membran
potansiyeli kayb1 ve bozulmus adenozin trifosfat (ATP) sentezi gibi hiicre yapilarini
etkileyebilir. H202 ve siiperoksit mitokondriden sitokrom ¢ salinmasina neden olur ve
apoptozun baglamasint uyarir (Dumont vd., 1999). Dissal yol; tiimor nekroz faktor
(TNF) gen ailesi i¢inde yer alan 6liim reseptorlerine baglidir. DNA hasarina ve hiicrenin
Olimiine neden olan yiliksek ROS seviyeleri TNF sinyallesmesi ve apoptoz

mekanizmasinin baglatilmasi i¢in 6nemlidir (Blaser vd., 2016; Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Apoptoz mekanizmasinin tesvik edilmesinde TNF ve ROS arasindaki etkilesim (Blaser vd.,
2016)
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1.8. Oleuropein

Geleneksel akdeniz diyeti, diigiik kirmizi et tiikketimi ve bitki kaynakli gidalarin
tiiketimi ile karakterizedir. Epidemiyolojik ¢aligmalar sonucunda Akdeniz iilkelerindeki
kanser insidans oranlarmin diger iilkelere gore diisiik oldugu saptanmistir (de Lorgeril
vd., 1998). Diisiik kanser insidansi ve 6liim oranlar1 Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak
tiiketilen zeytin ve zeytinyagi ile iliskilendirilmistir (Gotsis vd., 2015; Trichopoulou vd.,
2000).

Tarihsel kayitlara gére MO. 7000-5000 yillarindan beri zeytin ve zeytinyagi
tilketilmektedir (Ghanbari vd., 2012). Eski Misir’da firavunlarin mumyalanma
islemlerinde koruyucu olarak kullanilmistir. Daha sonraki yiizyillarda ates disiiriicii
etkisi i¢in ila¢ olarak kullamlmaya baslanmustir. 1800°1ii yillarda ingilizler tarafindan
sitma tedavisinde kullanilmistir. Son yillarda zeytin agacindan elde edilen iiriinler
kanser ve diger bir¢ok hastalik riski i¢in koruyucu etkileri sayesinde dikkat ¢ekmektedir
(Soler-Rivas, Espin ve Wichers, 2000).

Oleaceae familyasina ait Olea europea olarak bilinen zeytin agaci akdeniz
bolgesine 6zgil bir tiirdiir. Olea europea’dan elde edilen zeytinyagi, zeytin ve zeytin
yapragi ekstraktinin saglik i¢in faydal etkileri bulunmaktadir ve bu faydalari igeriginde
bulunan fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Casaburi vd., 2013). Ozellikle zeytin
yapragi kanser ilerlemesini etkileyen polifenoller bakimindan zengindir. Bu etkinin en
biiyilk kaynagi zeytin ve zeytinyaginda da bulunan ana sekoiridoit Onciisii olan
Oleuropeindir. (Gikas, Bazoti ve Tsarbopoulos, 2007; Servili vd., 2009). Oleuropein’in
antikanser, antioksidan, antidiyabetik, kardiyoprotektif, néroprotektif gibi saglik igin
faydali etkileri bulunmaktadir (Cicerale, Lucas ve Keast, 2012; Piroddi vd., 2017).
Oleuropein normal hiicreler i¢in diisiik toksisiteye sahiptir ayrica kanser hiicrelerini
farkli yollarla etkileyebilme yetenegi kanser tedavisi i¢in ilgi ¢ekici olmaktadir (Del
Boccio vd., 2003; Kimura ve Sumiyoshi, 2009).

Oleuropein konsantrasyonu zeytinin kuru agirlinin %14’iinii olusturmaktadir ve
zeytinyaginda 2.8 mg/kg, zeytin yapragi ekstresinde 61,56 g/kg kadardir (Vinha vd.,
2005). Oleuropein konsantrasyonunu zeytinin cinsi, olgunlasma agamasi, yag iiretimi ve
ekstraksiyon sirasindaki uygulamalar etkilemektedir (Goldsmith vd., 2014). Zeytinin
Olgunlasma ve islenmesi sirasinda Oleuropein’in  hidrolizi  gergeklesir  ve

hidroksitirozole doniisiir (Carrera-Gonzalez vd., 2013).
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Zeytin gelisimi ii¢ asamada gerceklesmektedir. Ik asama biiyiime asamasidir, bu
asamada Oleuropein birikimi gerceklesmektedir. Ikinci asama; yesil olgunlasma
asamasidir, bu asamada Oleuropein konsantrasyonunda azalma meydana gelmektedir.
Ucgiincii asama; zeytinin siyahlasma asamasidir bu asama antosiyaninlerin ortaya
¢ikmaya basladigi ve Oleuropein seviyesinin diistiigii asamadir, bu asamada Oleuropein

konsantrasyonu en diisiik seviyededir (Bianco ve Uccella, 2000; Donaire vd., 1975).

1.8.1. Oleuropein kimyasi

Oleuropein’in molekiil formiilii C2sH32013 ve molekiil agirligi 540.518 g/mol diir.
Oleuropein, 1960 yilinda Panizzi tarafindan izole edilerek sekoiridoid olarak karakterize
edilmistir. Oleuropein, bir oleosidik iskelet iceren 3-4-dihidroksifenil etanol ve
hidroksitrosolden olusan glikosile edilmis bir esterdir (Bendini vd., 2007; Sekil 1.8).
Oleosidik iskelet, Oleaceae familyasinin sekoiridoid glukozitlerinin ortak ozelligidir.
Karbon iskeletinin mevalonik asitten tiiretildigi bilinmektedir (Soler-Rivas, Espin ve
Wichers, 2000).

OH

HO

O-Glu

Sekil 1.8. Oleuropein’in kimyasal yapist

1.8.2. Oleuropein biyosentezi

Oleaceae’daki Oleuropein’in biyosentezi ikincil metabolizmadan mevalonik asit
yolunda bir dallanma yoluyla ilerler ve oleosidlerin olusumuyla sonuglanir ve bu
bilesiklerden sekoiridoidler tiiretilir. Mevalonik asit yolundaki dallanma geraniol, 10-

hidroksigeranoil, 10-hidroksinerol ve iridoidal biyosentezine yol acar. Loganin
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iridoidalden biyosentezlenir ve deoksiloganik asit, 7-epiloganik asit ve loganik asit
ligustroside dahil edilir. Ligustroside, 7-ketologanik asit yoluyla Oleuropein’in

onciisiidiir (Damtoft, Franzyk ve Jensen, 1992; Sekil 1.9).

= = OH
] F OH > - OH
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COOH COOH COOH
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| — R |
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COOH
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- - o
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7-8-1-D-glucopyranosyl Oleoside 11- methyl ester

11-methly oleoside 8-Epikingisidic acid

\

O-Glu

Ligustroside 0-Glu Oleuropein

Sekil 1.9. Oleacea’daki Oleuropein biyosentezi
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1.8.3. Oleuropein’in antioksidan ve antikanser etkisi

Oleuropein zeytin yapraklari, zeytin ve zeytinyaginda farkli konsantrasyonlarda
bulunan dogal bir polifenoldiir. Polifenollerin kanser hiicresinin olusumunda rol
oynayan bir¢ok hedef genin aktivitesini ve ekspresyonunu kontrol etme yetenegi vardir
ve ayni sekilde timor hiicrelerinin proliferasyonunu da etkileyebilirler (Mitra ve Dash,
2018). Dogal polifenoller normal metabolizma sirasinda liretilen ya da dissal kaynaklar
nedeniyle artan ROS seviyelerini antioksidan etkileri sayesinde temizleyebilmektedir
(Sznarkowska vd., 2017). Ayrica polifenoller prooksidan etki gosterebilmektedir.
Prooksidan etki sayesinde kanser hiicrelerinde asir1 ROS {iretimine sebep olarak
sitotoksik etki olustururlar ve oksidatif stresi arttirarak kanser hiicresinin Sliimiini
uyarabilirler (Panieri ve Santoro, 2016). Oleuropein, diisiik yogunluklu lipoprotein
oksidasyonunun inhibisyonu ve serbest radikal siiplirme gibi giiclii antioksidan
aktiviteler sergiler (Omar, 2010; Rizzo vd., 2017). Oleuropeinin lipid oksidasyonu
tizerindeki koruyucu etkileri, tiyobarbitiirik asitle reaksiyona giren maddelerin ve MDA
ve 4-HNE gibi lipid peroksit yan iirlinlerinin olusumunun azalmasinin
degerlendirilmesiyle kanitlanmistir (Visioli vd., 1995). Oleuropein farkli mekanizmalar
ile antioksidan yanitin artmasini saglar. Oleuropein’in antioksidan etkisi hidroksil
grubunun serbest hidrojeni ile onun fenoksil radikalleri arasinda molekiil i¢i bir hidrojen
bag1 olusturarak radikal stabilitesini gelistirme yetenegi ile ilgilidir (Visioli, Bellomo ve

Galli, 1998).

1.9. Paklitaksel

Paklitaksel (PTX) tiimor bagisikliginda etkin rol oynayan en yaygin kullanilan
taksan smifina antikanser ajanlardan biridir (Wani vd., 1971). PTX ilk olarak Kuzey
Amerika’nin Kuzeybati Pasifik’ine 6zgili bir tiir olan Bati Porsugu olarak da bilinen
Pasifik porsuk agacinin (Taxus brevifolia) kabugundan elde edilmistir (Heinig, Scholz
ve Jennewein, 2013). PTX’in ham 6zii ve saf bilesigi ilk olarak, 1969 ve 1971 yilinda
elde edilmistir. 1979 yilinda klinik dncesi arastirmalar tamamlanmistir ve 1983-1990
yillar1 arasinda klinik c¢alismalar1 yapilmistir (Luo vd., 2012; Sofias vd., 2017). ilk
olarak 1992 yilinda ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan yumurtalik kanseri
tedavisi i¢in onaylanmigtir. 1992'de Bristol-Myers Squibb tarafindan Taxol ™ olarak

piyasaya sliriilmiis ve tedavide kullanilmaya baslanmistir. 1994 yilinda meme kanseri
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tedavisinde kullanilmak iizere FDA onay1 almistir (Walsh ve Goodman, 2002). Meme
kanseri, yumurtalik kanseri, bag ve boyun kanserleri, kiiciik hiicreli ve kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanserleri ve kolorektal kanser gibi hastaliklarin tedavisinde klinikte
yaygin olarak kullanilmaktadir (Chen ve Shi, 2016).

flaca olan yiiksek talep ve Taxus brevifolia’nin talepleri karsilayamamasi
alternatif tiretim yontemleri gelistirilmesine sebep olmustur. PTX’in elde edildigi Taxus
brevifolia’da ki diisiik konsantrasyonu maliyetini yiikseltmektedir. Bu nedenle kimyasal
sentez, yar1 sentez, biyolojik sentez ve modifiye edilmis endofilik mantarlardan
ekstraksiyonu gibi baska yollar gelistirilmistir. PTX iiretimi i¢in kimyasal sentez etkili
bir yoldur, fakat karmasik sentetik yolu ve yiiksek maliyeti {retimini
sinirlandirmaktadir. Bitki hiicre kiiltiirii teknikleri ile elde edilmesi daha umut verici ve
daha siirdiiriilebilir bir yoldur, ancak verimlilik daha diisiik ve maliyeti daha fazladir.
PTX etkili bir antikanser ilactir, ancak tedavide bazi yan etkiler olusmasina sebep
olmaktadir. Baslica yan etkileri; asir1 duyarlilik ve periferik sinirler {izerinde hasara ve
agrilara sebep olmasidir. Asiri duyarlilik genellikle uygulamadan on dakika sonra
goriilmeye baslar. Nefes darligi, kizarma, tirtiker, hipotansiyon, gogiis agrisi, karin
agrisi, ates baslica etkileridir (Yamamoto, Kawano ve Iwase, 2011; Vishnu ve Roy,

2011).

1.9.1. Paklitaksel etki mekanizmasi

PTX’in molekiiler yapist asetil grubu tarafindan saglanir. PTX’in 20 karbonlu
bilesigi (C20) dogal bilesiklerin diterpen sinifina aittir. Antikanser aktivitesi A halkasi,
D halkasi, C2 benzoli grubu ve C3' amid-acil grubu ve yan zincirde C13'e baglanan
C2'deki OH grubu gibi bilesenlerine atfedilmektedir. Ayrica C9 {izerindeki karbonil
grubu ve C10 tizerindeki asetil gruplari terapotik aktiviteyi destekler (Ezrahi, Aserin ve
Garti, 2019; Zhang, Mei ve Feng, 2013; Sekil 1.10).

PTX tiibiilinin mikrotiibiillere birlesmesini uyararak mikrotiibiillerin ayrilmasini
engeller. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurur ve mitozu dnler. Mikrotiibiiller hiicre
seklinin kontrol edilmesi, gida alimi, hareket, hiicre boliinmesi sirasinda ig ipliklerinin
olusumu gibi hiicresel fonksiyonlara katilan silindirik yapilardir ve o/p-tiibiilin
heterodimerlerinden olusan tekrar eden alt birimlerden olusmaktadirlar (Weaver, 2014;
Horwitz, 1992). Profaz asamasinda kromozomlarin kutuplara ¢ekilebilmesi igin

mikrotiibiiller ig iplikleri olusturur ve daha sonra ki asamalarda bu ig iplikleri
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depolimerize olur ve kaybolur. Depolimerizasyon soguk, sicak, kalsiyum iyonlari ile de
tetiklenebilir. PTX ile muamele sonrasinda PTX mikrotiibiillere baglanir ve
mikrotiibiillerin stabilizasyonunu arttirir, bdylece depolimerizasyona kars1 direng
olusturulur. PTX tiibiilin polimerizasyonunu destekler ve mitozu onler (Foley ve
Kapoor, 2013). Guanin trifosfat (GTP) gibi mikrotiibiil birlesmesi i¢in gerekli faktorler
olmasa bile PTX tiibiilin dimerlerinin mikrotiibiil olusturmak i¢in polimerizasyonunu
saglar ve depolimerizasyonun onlenmesi i¢in mikrotiibiilleri stabilize eder (Schiff ve
Horwitz, 1980; Schiff, Fant ve Horwitz, 1979). PTX etkisi ile mikrotiibiiller islevsiz
hale gelir ve hiicre olimi tetiklenir. PTX’in G1 ve S fazlarinda apoptozu uyardigi
bilinmektedir. G2/M fazinda hem apoptoz hem de nekrozu uyarmaktadir, ayrica ROS
olusumunu tetiklemektedir ve mitokondriyal membran gecirgenligini degistirmektedir

(Liao ve Lieu, 2005; Varbiro vd., 2001).
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Sekil 1.10. Paklitaksel in kimyasal yapist

21



2. MATERYAL YONTEM
2.1. Materyaller

2.1.1. Kullanilan hiicre hatlar

MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 Anadolu Universitesi Bitki, Ilag ve Bilimsel

Arastirmalar Merkezi'nden (AUBIBAM) temin edilmistir. Tezin deneysel asamalari

Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda

yapilmigstir.

2.1.2. Kullamlan bilgisayar programlari

Tablo 2.1. Kullamilan bilgisayar programlart

isim

Sirket

GraphPad Prism 8.0.1
CompuSyn Software
RTCA Software 2.0

GraphPad Software California
ComboSyn Inc.
ACEA Biosciences Inc.

ChemDraw Ultra 12.0 CambridgeSoft
2.1.3. Kullamlan ekipmanlar

Tablo 2.2. Kullanilan ekipmanlar

Isim Sirket

S1v1 azot tanki Taylor Wharton, Almanya
Buzdolab1 Argelik, Tiirkiye

Derin dondurucu (-20°C)

Ultra diisiik sicaklikli dondurucu
Karbondioksitli (CO2’li) inkiibator
Distile su cihazi

Enzim Bagli Immunosorbent Y&ntem
(ELISA) okuyucu

UV-Vis spektrometre

Etiiv

Hassas terazi

Inverted mikroskop

Floresan mikroskop

Laminar kabin (Steril Kabin)
Otoklav

Santrifiyj

Sterilizator

Homojenizator

Su banyosu

Vorteks

Manyetik karistirict

Buz makinesi

pH Metre

Calkalayici

Xcelligence Gergek Zamanli Hiicre Analiz
Sistemi (RTCA)

Argelik No Frost, Tiirkiye

Eppendorf U410, Almanya

Thermo Fisher Scientific Hera Cell 240, Almanya
Niive ND12, Tiirkiye

BioTek ELx800, US

Shimadzu UV-160A, Japonya

Niive FN500, Tiirkiye

Ohaus AV264C, Isvicre

Leica DM IL LED, Almanya

Leica, Almanya

Thermo Fisher Scientific Heracell 150i, ABD
ALP CL32L, Japonya

Thermo Fisher Scientific Heraus Megafure 1.0R, ABD
Niive FN500, Tiirkiye

MIULAB MT-30K, ABD

Niive BM 302, Tiirkiye

IKA Yellowline TTS2, Cin

Sigma Aldrich Heidolph 3001, ABD

Simag, italya

Thermo Scientific, Singapore

Biometra WT17, Almanya

Roche, Almanya
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2.1.4. Kullanilan kimyasallar

Tablo 2.3. Kullanilan kimyasallar

Isim Sirket

Oleuropein Sigma-Aldrich, ABD
Paklitaksel Sigma-Aldrich, ABD
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich, ABD
Disodyum fosfat (NA2HPO,) Merck, Almanya

Etil alkol Necm, Tiirkiye

Fetal bovine serum (FBS) Sigma-Aldrich, ABD
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma-Aldrich, ABD
MTT [(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)] Applichem, Almanya
Penisilin/Streptomisin soliisyonu Thermo Fisher Scientific, ABD
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,) Merck, Almanya
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Merck, Almanya
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck, Almanya
Sodyum kloriir (NaCI) Detsan, Tiirkiye
Tripsin-EDTA Sigma-Aldrich, ABD
Akridine orange Sigma-Aldrich, Almanya
Etidyum bromiir Sigma-Aldrich, ABD

2.1.5. Kullanilan ticari kitler

Tablo 2.4. Kullanilan ticari kitler

Isim Sirket

Total Antioksidan Durum (TAS) Kiti MEGA TIP Tiirkiye
Total Oksidan Durum (TOS) Kiti MEGA TIP Tirkiye
Glutathione Assay (GSH) Kit Cayman, ABD
Siiperoxide Dismutase Assay (SOD) Kit Cayman, ABD
TBARS Assay Kit Cayman, ABD

2.2. Yontemler
2.2.1. Hiicre kiiltiirii uygulamalar:

MCF-7 meme kanseri hiicre hattt %10 fetal sigir serumu (FBS), %1
penisilin/streptomisinden olusan sivi Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
besiyeri ortaminda 37 °C’de %5 CO2 ve %95 bagil nem igeren inkiibatérde

cogaltilmistir.

2.2.1.1. Hiicrelerin stoklanmasi

MCEF-7 hiicre hatt1 flask i¢inde %90 doluluga ulagtiktan sonra eski besiyeri steril
pipet yardimi ile ¢ekilmis ve hiicreler 1xfosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile
yikanmistir. PBS ¢ekilip atilmis ve hiicreler 1xTripsin-EDTA ile muamele edilerek
flask 5 dakika inkiibatore alinmistir. Hiicrelerin flask tabanindan ayrilip ayrilmadig:

inverted mikroskop ile kontrol edilmistir. Flask tabanindan ayrilan hiicrelerin {izerine
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tripsinin etkisini notralize etmek i¢in besiyeri eklenmis ve falkon tiiplere aktarilmistir.
1200 rpm devirde oda 1sisinda 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra
stipernatant atilmis ve hiicre iizerine her bir karyotiipe stok islemi i¢in 1800 ul besiyeri
ve 200 ul dimetilsiilfoksit (DMSO) olacak sekilde eklenmistir. 2 ml’lik karyotiiplere
alinarak -20 °C’de 2 saat bekletildikten sonra tiipler bir gece -80 °C’de bekletilmistir.

Daha sonra siv1 azot (-196 °C) tankina alinip stoklama iglemi tamamlanmuistir.

2.2.1.2. Hiicrelerin stoktan cikarilmasi

Calismaya baglamadan oOnce calisilacak olan ortam ve malzemelerin steril
oldugundan emin olunmustur. Calismanin tiim asamalar1 steril kabin iginde
gergeklestirilmistir.

Azot tankindan ¢ikarilan MCF-7 hiicrelerinin oda sicakliginda ¢oziinmesi
saglanmistir. Coziinen hiicreler 15 ml’lik falkona aktarilmis ve {istiine 2 ml DMEM
besiyeri eklenmistir. Falkon 1200 rpm devirde 3 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
dikkatlice alinarak pellet iizerine 5 ml DMEM besiyeri eklenmis ve pipetaj yapilmistir.
Daha sonra hiicreler 25 cm?lik flasklara aktarilmistir. Hiicrelerin homojen dagilip
dagilmadig1 mikroskop altinda kontrol edilmistir. Flasklarin %5 CO2 ve %95 bagil nem

iceren inkiibatorde 37 °C’de biiyiimeleri saglanmustir.

2.2.1.3. Hiicre hatlarinin pasajlanmasi

Flasktaki hiicreler %80-90 doluluga ulastiktan sonra besiyeri steril pipetler
yardimu ile ¢ekilmis ve hiicreler 1xPBS ile yikanmistir. PBS ¢ekilip atilmis ve hiicreler
1xTripsin-EDTA ile muamele edilmis ve flask 5 dakika inkiibatore birakilmistir.
Hiicrelerin flask tabanindan ayrilip ayrilmadigi inverted mikroskop ile kontrol
edilmistir. Flask tabanindan ayrilan hiicrelerin iizerine tripsinin etkisini notralize etmek
i¢in besiyeri eklenmis ve falkon tiiplere aktarilmistir. 1200 rpm devirde oda sicakliginda
5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra silipernatant atilmig ve dibe c¢oken
hiicrelere besiyeri eklenerek hiicreler 75 cm?lik flasklara alinmistir. Pasajlama

isleminin sonunda flasklar hiicrelerin ¢ogalabilmesi i¢in inkiibatore alinmugtur.
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2.2.2. Etken madde dozlarimin hazirlanmasi
2.2.2.1. Oleuropein

Deneylerde kullanmak i¢in 5 mg Oleuropein 100 ul DMSO i¢inde ¢ozdiiriilerek
0,01 M konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir. Ana stok -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Ana stoktan deneylerde kullanilmak tizere 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 uM
konsantrasyonlarda besiyeri i¢inde seyreltmeler yapilmistir. Konsantrasyonlar

DMSO’nun %0,1’lik toksik dozu g6z onilinde bulundurularak hazirlanmistir.

2.2.2.2. Paklitaksel

Deneylerde kullanmak i¢in 5 mg Paklitaksel 100 ul DMSO i¢inde ¢ozdiiriilerek
0,006 M konsantrasyonda ana stok hazirlanmigtir. Ana stok -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Ana stoktan deneylerde kullanilmak iizere 5, 10, 15, 20, 25, 50, 80 uM
konsantrasyonlarda besiyeri ic¢inde seyreltmeler yapilmistir. Konsantrasyonlar

DMSO’nun %0,1°lik toksik dozu g6z dniinde bulundurularak hazirlanmistir.

2.2.3. Sitotoksisite testleri

Deneysel calismalarla hiicrelere olan etkisinin belirlenmeye calisildigi maddeler
doza ve zamana bagh olarak apoptoz, nekroz, morfolojik degisiklikler gibi etkilerle
hiicreye zarar verebilir. Bu zararin derecesini belirleyebilmek i¢in cesitli testler
yapilmaktadir. Sitotoksisite caligmalar1 hiicre ile mumamele edilen toksik etkili

maddenin canliliga olan etkisini belirleyebilmek i¢in yapilan ¢alismalardir.

2.2.3.1. XCELLigence gercek zamanl hiicre analiz sistemi (RTCA) ile Paklitaksel ve

Oleuropein sitotoksik etkisinin belirlenmesi

xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA) geleneksel
sitotoksisite testlerine alternatif teknolojik bir yontemdir (Vistejnova vd., 2009). RTCA
sistemi ile hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler, canlilik ve 6liim durumlari hakkinda
detayli ve yiiksek dogruluk oranlarinda bilgi edinilebilmektedir (Urcan vd., 2010).
Yontem ile hiicre karakterizasyonu, proliferasyon, sitotoksisite, adezyon ve reseptor
aracili sinyal iletimi gibi analizler yapilabilmektedir.

Hiicrelerin canliligini izlemek i¢in altin elektrotlar igeren 6zel olarak tasarlanmis

plakalar kullanilmaktadir. Bu sistemin temel prensibi alt yilizeyinde altin elektrotlar
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bulunan E-plate yiizeyine yapisan hiicre miktarinin elektrik akimina kars1 gosterdikleri
direncin belirlenmesine dayanmaktadir (Ke vd., 2011). Yontem oldukga hassas ve dogru
bir sekilde gercek zamanli 6l¢lim saglamaktadir. Hiicre miktarinin artmasi akima karsi
olusan direncinde artmasi anlamina gelmektedir. Hiicre baglanmasi ve yayilmasinin
olusturdugu elektriksel akim Hiicre Indeksi (Cell Index-Cl) olarak belirtilir. Hiicre
indeksi E-plate kuyularina yapisan hiicrelerin boyutu ve yogunluguna gore hesaplanan

hiicrenin durumu hakkinda bilgi veren bir parametredir (Atienza vd., 2005).

2.2.3.1.1. Yéontemin uygulanmasi

RTCA sistemi ile hiicre indeksi parametrelerinin degerlendirilebilmesi i¢in 16
kuyucuklu E-plate kullanilmustir. Oncelikle E-platelerin kuyucuklarina besiyeri
eklenerek arka plan (background) 6l¢iimii yapilmistir. Daha sonra MCF-7 meme kanseri
hiicre hattmin her kuyucukta 8x10°® hiicre olacak sekilde ekimi yapilmustir. Cihaz her 15
dakikada bir 6l¢iim alacak sekilde ayarlanmigtir. Hiicre ekimi isleminin sonunda E-plate
RTCA cihazina yerlestirilerek 37 °C’de %5 CO2 ortamda 24 saat inkiibe edilmistir. 24
saat inkiibasyon siiresinin sonunda Paklitaksel ve Oleuropein’in hazirlanan stok
soliisyonunda belirlenen konsantrasyonlarda besiyeri i¢inde seyreltmeleri yapilmistir.
Daha sonra E-plate kuyucuklarindaki besiyeri uzaklastirilmis ve hiicreler hazirlanan
Paklitaksel (5, 10, 15, 20, 25, 50, 80 uM) ve Oleuropein (10, 25, 50, 100, 200, 300, 400
uM) konsantrasyonlari ile muamele edilerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Cihazdan 24 saat boyunca 15 dakikalik Olgimler alinmaya devam edilmistir.
Konsantrasyona ve zamana bagli hiicre indeksi degerlerine ait grafikler RTCA Software
2.0 ile ¢izilmistir. Elde edilen hiicre indeksi verileri ile RTCA sistemi tarafindan yari

maksimum inhibitor konsantrasyonu (ICso) otomatik olarak hesaplanmistir.

2.2.3.2. Inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi

xCELLigence RTCA ile elde edilen dlglimlerin sonucu kullanilararak inhibisyon
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Ila¢ ile muamele edilmemis olan kontrol grubunun

canlilig1 %100 olarak kabul edilerek hiicrelerin ICso dozlar1 belirlenmistir.
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2.2.3.3. Kombinasyon dozlart ve sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Paklitaksel ve Oleuropein’in hesaplanan 1Cso dozlar1 iizerinden %100, 75, 50, 40,
30, 20, 10 kombinasyon oranlart olusturulmustur. Olusturulan bu kombinasyonlarin

hiicreler iizerindeki inhibe edici etkileri xCELLigence RTCA yontemi ile belirlenmistir.

2.2.3.4. Kombinasyon indeksinin (CI) belirlenmesi

xCELLigence RTCA cihazindan elde edilen farkli kombinasyonlarin zamana
bagli hiicre indeksi degerleri kullanilarak % inhibisyon orani hesaplanmistir. CompuSyn
programi ile Paklitaksel ve Oleuropein kombinasyonlarinin kombinasyon indeksi (Cl)
verileri hesaplanmistir. Bu hesaplamayla ilaglarin sinerjik ve antagonist etki durumlari

belirlenmistir.

2.2.4. TAS/TOS, SOD, GSH ve MDA yoéntemleri i¢in hiicre lizatlarimin

hazirlanmasi

MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 7x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
plakalara ekilmis ve plakalar 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyon
siiresinin sonunda kuyucuklardaki besiyeri tamamen c¢ekilmistir. Paklitaksel ve
Oleuropein’in hazirlanan stok soliisyonundan besiyeri icinde seyreltmeler yapilarak
RTCA yontemi ile belirlenen OLE ve PTX ICso dozlart ve CompuSyn programi
kullanilarak  belirlenen sitotoksik etkili kombinasyon oranlar1  kuyucuklara
uygulanmistir ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyonun sonunda
kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilmis ve soguk PBS ile yikanip kuyucuk tabanina yapisik
olan hiicreler kaziciy1 (cell scraper) ile alinarak falkon tiiplere aktarilmigtir. +4 °C’de
1600 rpm devirde 6 dakika santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Siipernatant atilmis ve
olusan pellet tampon ¢ozelti ile ependorflara alinmistir. Pellet homojenizator ile
pargalanmistir. Par¢alama isleminden sonra +4 °C’de 20 dakika 13000 rpm devirde
santrifiijlenmistir. Stipernatant baska bir ependorfa alinmis ve deneysel analizler igin

calisilincaya kadar -20 °C” de saklanmustir.
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2.2.5. Hiicrelerdeki oksidatif denge durumunun belirlenmesi
2.25.1. Total Oksidan Durum (TOS) yontemi

Oksidatif stres antioksidanlarin ROS ve RNS karsisinda yetersiz kalmasi
sonucunda olusan bir durumdur. Antioksidanlarin serbest radikallerle denge halinde
bulunmasi 6nemlidir. Dengenin serbest radikaller yoniine kaymasi diyabet, koroner kalp
hastaliklar1, kanser gibi pek ¢ok hastaligin olusumu i¢in zemin hazirlamaktadir.

Hiicrelerdeki toplam oksidan miktar1 hakkinda genel bir bilgi veren TOS
yonteminin temel prensibi, 6rneklerde bulunan oksidanlarin yontemde kullanilan selator
kompleksinin yapisinda yer alan Fe?" iyonunu Fe®* iyonuna yiikseltgenmesi esasina
dayanmaktadir. Ferrik iyon asidik ortamda renk degisimi olusturmaktadir. Olusan renk
reaksiyonu spektrofotometre ile Olgiilerek numunelerdeki toplam oksidan miktari

belirlenebilmektedir (Erel, 2005).

2.2.5.1.1. Yontemin uygulanmasi

TOS yontemi KM211360 Rel Assay Diagnostics ticari kitinin kullanim
talimatlarina gore uygulanmistir.

On islem uygulanarak lizis edilmis drneklerden 45 pl alinarak 300 pl Reagent 1
sollisyonu ile karistirarak spektrofotometre kiivetine aktarilmistir.

Kiivetler Reagent 1 eklendikten 30 saniye sonra spektrofotometre cihazinda 530
nm dalga boyunda okutulmus ve olusan absorbans degeri (A1) elde edilmistir.

A1 verileri alindiktan sonra her bir kiivete 15 pl Reagent 2 eklenmistir.

Kiivetler 5 dakika boyunca 37 °C’de bekletildikten sonra spektrofotometre
cihazinda 530 nm dalga boyunda okutulmus ve olusan absorbans degeri (A2) elde
edilmistir.

Kit i¢inde yer alan standart c¢ozeltisi ile bir standart kiiveti ve dH20 kiiveti
hazirlanmistir.

Olgiim sonuglar1 pmol H202 Equiv/L cinsinden hesaplanmustr.
A2 — Al = AAbs (2.1)

AAbs Ornek Absorbans
TOS (umOl/L) " AAbs Standart Absorbans x 10 (2'2)
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2.2.5.2. Total Antioksidan Durum (TAS) yontemi

Hiicrede olusan serbest radikallere karsi iiretilen antioksidan miktarinin
belirlenmesi oksidatif denge durumu hakkinda bilgi vermektedir. Bu nedenle toplam
antioksidan miktarinin belirlenmesi 6nemlidir. Antioksidan miktarinin belirlenebilmesi
icin  2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonat) (ABTS") temelli yontemler
kullanilmaktadir. Orneklerdeki antioksidanlar koyu mavi-yesil olan ABTS radikalini
renksiz ABTS formuna indirgemektedir. Orneklerdeki antioksidanlar madde yogunlugu
ile ters orantili bir sekilde beyazlasma islemini kisaltmaktadir. 660 nm dalga boyundaki

absorbans degisimi toplam antioksidan durumu hakkinda bilgi vermektedir (Erel, 2004).

2.2.5.2.1. Yontemin uygulanmasi

TAS yontemi KM21123A Rel Assay Diagnostics ticari kitinin kullanim
talimatlarina goére uygulanmistir.

On islem uygulanarak lizis edilmis drneklerden 18 pl alinarak 300 pl Reagent 1
sollisyonu ile karigtirilarak spektrofotometre kiivetine aktarilmistir.

Kiivetler Reagent 1 eklendikten 30 saniye sonra spektrofotometre cihazinda 660
nm dalga boyunda okutulmus ve absorbans degeri (A1) elde edilmistir.

ATl verileri alindiktan sonra her bir kiivete 45 ul Reagent 2 eklenmistir.

Kiivetler 5 dakika boyunca 37 °C’de bekletilip spektrofotometre cihazinda 660 nm
dalga boyunda okutulmus ve absorbans degeri (A2) elde edilmistir.

Olgiim sonuglar1 pmol Trolox Equiv/L cinsinden hesaplanmustir.
A2 — Al = AAbs (2.3)

[(AAbs dH20)—(AAbs Ornek)]
(AAbs dH20)-(AAbs Standart)]

TAS (mmol/L) = [ (2.4)

2.2.5.3. Oksidatif stres indeksinin (OSI) belirlenmesi

Hiicrelerin oksidatif denge durumlarmin belirlenebilmesi icin TOS ve TAS
degerleri hesaplandiktan sonra OSI hesaplanmistir. TAS degeri mmol/L cinsinden elde

edildigi i¢in OSI belirlenmeden 6nce pmol/L cinsine ¢evrilmistir.

0SI = [TOS/TAS]X100 (2.5)
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2.2.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD) él¢iimii

SOD hiicresel antioksidan metabolizmasi i¢in ¢ok Onemli bir metaloenzimdir.
Siiperoksit anyonunun molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite dismutasyonunu
katalizlemektedir. SOD tarafindan katalizlenen bu reaksiyon ¢ok hizl
gerceklesmektedir.

SOD ol¢timii ksantin oksidaz ve hipoksantin tarafindan {iretilen siiperoksit
radikallerinin tayini i¢in bir tetrazolyum tuzu kullanilarak 6l¢iilmesi prensibine dayanir.
SOD 6l¢timii hiicrede bulunan toplam siiperoksit dizmutaz enzim miktar1 hakkinda bilgi

vermektedir.

2.2.6.1. Yontemin uygulanmasi

SOD analizi 706002 Cayman Siiperoxide Dismutase Assay ticari Kkitinin
talimatlarina goére uygulanmistir.

Deney asamasina gecilmeden once kullanilacak olan reaktifler kit igeriginde
belirtilen talimatlara gore hazirlanmistir.

SOD analizi i¢in 96 kuyucuklu plakada standart ve numune igin belirlenen
kuyucuklarin her birine Radical Detector soliisyonundan 200 pl eklenmistir.

Standart kuyucuklarinin  her birine SOD stok soliisyonu ile farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan standartlardan 10 pl eklenmistir.

Numune kuyucuklarmin her birine 6n iglem uygulanarak lizis edilmis 6rneklerden
10 pl eklenmistir.

Kullanilan biitiin kuyucuklara son olarak 20 pl ksantin oksidaz eklenmistir.

30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda 450 nm
dalga boyunda spektrofotometrik dl¢timleri gerceklestirilmistir.

SOD standart grafigi cizilerek numunelerdeki SOD miktar1 hesaplanmaistir.

2.2.7. Rediikte Glutatyon (GSH) dl¢iimii
GSH miktar1 hiicredeki oksidatif denge durumu hakkinda bilgi vermektedir. GSH

ksenobiyotiklerin deteksifikasyonunda yardimei substrat gérevindedir.
Yontem glutatyon rediiktaz kullanarak GSH miktariin  belirlenmesine
dayanmaktadir. DTNB (5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit) ile reaksiyona giren siilfidril

grubu sar1 bir renge sahip TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit) olusturur. Bu olusan
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reaksiyon glutatyon rediiktaz ile indirgenir ve daha fazla TNB olusturulur. TNB artisi
ile GSH konsantrasyonu dogru orantilidir. 405-414 nm dalga boyunda belirlenen TNB

absorbansi numunede ki GSH miktar1 hakkinda bilgi vermektedir.

2.2.7.1. Yéntemin uygilanmasi

GSH analizi 703002 Cayman Glutathione Assay ticari kitinin talimatlarina gore
uygulanmaistir.

Deney asamasina gecilmeden once kullanilacak olan reaktifler kit igeriginde
belirtilen talimatlara gore hazirlanmistir ve oda sicaklifina getirilmistir.

Standart  kuyucuklarinin  her birine GSH stok soliisyonu ile farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar 50 pl eklenmistir.

Numune kuyucuklarinin her birine 6n islem uygulanarak lizis edilmis 6rneklerden
50 pl eklenmistir.

Kit iceriginde belirtilen talimatlara gore hazirlanan Assay Cocktail numune ve
standart kuyularinin herbirine 150 pl eklenmistir.

Karanlik ortamda 25 dakika calkalayicida inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda 405 nm
dalga boyunda spektrofotometrik dl¢timleri gerceklestirilmistir.

GSH standart grafigi ¢izilerek numunelerdeki GSH miktar1 hesaplanmistir.

2.2.8. Malondialdehit (MDA) dlciimii

Lipidler reaktif oksijen tiirlerine karsi duyarhidir. Bu nedenle oksidatif stres
belirteci olarak lipid peroksidasyonunun bir iiriinii olan MDA Kkonsantrasyonunun
belirlenmesi ¢ok dnemlidir.

Yontem MDA ve tiyobarbitiirik asit’in (TBA) 90-100 °C gibi yiiksek sicakliklarda
ve asidik kosullarda olusturdugu reaksiyonun 530-540 nm dalga boyunda olgiilmesi

prensibine dayanir.

2.2.8.1. Yontemin uygulanmasi

MDA analizi 10009055 Cayman TBARS Assay ticari kitinin talimatlarina gore
uygulanmistir.
Deney asamasina gecilmeden once kullanilacak olan reaktifler kit igeriginde

belirtilen talimatlara gore hazirlanmstir.
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5 ml’lik siseler standart ve numuneler i¢in hazirlanmistir.

Standart stok sollisyonu farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak standart igin
belirlenen siselere 100 ul eklenmistir.

On islem uygulanarak lizis edilmis &rneklerden 100 ul numune icin belirlenen
siselere eklenmistir.

Standart ve numune siselerine 100 pl sodyum dodesil siilfat (SDS) solution
eklenerek karistirilmistir.

Standart ve numune siselerinin her birinin dibine 4 ml Color Reagent eklenerek 1
saat boyunca kaynayan suda bekletilmistir.

1 saatin sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in siseler hemen buz icine alinmistir. 10
dakika boyunca buz igerisinde bekletilmistir.

10 dakika sonra 1600 rpm devirde 4 °C’ de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

96 kuyucuklu plakada standart ve numuneler igin belirlenen kuyucuklarin
herbirine standart ve numunelerden 150 pl eklenmistir.

ELXx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik

Olctimleri gergeklestirilmistir.

2.2.9. Akridin Oranj (AO) ve Ethidium Bromid (EB) boyama ile hiicre 6liim

seklinin belirlenmesi

AO/EB g¢ift boyama yontemi hiicrelerdeki apoptoz oranini belirlemeye yonelik
morfolojik boyama yontemlerinden biridir. Bu morfolojik boyama yontemi canli,
apoptotik ve nekrotik hiicrelerin floresan mikroskop sayesinde belirlenmesini saglar
(Gherghi vd., 2003). AO canli hiicrelerle birlikte apoptotik hiicreleride boyayarak biitiin
hiicrelerin yesil renkli goriinmesini saglar. EB sitoplazmik zar biitiinliigli bozulmus olan
hiicrelerin ¢ekirdegini kirmizi renge boyar. Boyama sonrasinda canli hiicreler yesil ve
fragment icermeyen bir ¢ekirdege sahiptir. Erken apoptotik hiicreler canli hiicreler gibi
yesil renklidir ancak yogun ve pargalanmis kromatinleri daha parlak bir yesil goriintii
olusturmalaria sebep olur. Geg apoptotik hiicreler yogun ve pargalanmig kromatine
sahiptir ve turuncu renkli goriinmektedir. Nekroz sonucu oOlen hiicreler ise

parcalanmayan normal bir kromatine sahiptir ve turuncu renkli goérinmektedirler
(Renvoize vd., 1998).
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2.2.9.1. Yontemin uygulanmasi

24 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde MCF-7
hiicrelerinin ekimi yapilarak kiiltiir kab1 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilerek OLE ve PTX
ICso dozlari ve CompuSyn programi kullanilarak belirlenen sitotoksik etkili
kombinasyon oranlar1 kuyucuklara uygulanmistir ve 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.

24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda besiyeri ¢ekilerek her kuyucuk 1xPBS ile
yikanmaistir.

PBS atilarak her bir kuyucuga 1:1 oraninda karistirilan AO/EB karisimindan 100
ul eklenmistir ve karanlik ortamda 7 dakika boya ile inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin ardindan 1xPBS ile yikama yapilarak floresan mikroskopta
gOriintli alinmagtir.

Mikroskop goriintiilerinden her bir deney grubu igin 100 hiicre sayilarak apoptoz

yiizdesi hesaplanmuistir.

. erken apoptotik hiicreler + apoptotik hiicreler
%Apoptosis = ( s P 2 %100 (2.6)

sayilan toplam hiicre sayisi

2.2.10. listatistiksel analiz

Tiim deneyler {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Veriler ortalama + standart
hata (SEM) olarak sunulmustur.

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 8.0.1 yazilim1 kullanilarak analiz edilmistir.
Kontrol ve muamele gruplar1 arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) ve ardindan Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.

Istatistiksel anlamlilik ic¢in p<0,05*, p<0,01**, p<0,001*** p<0,000]%***x*

anlamlilik seviyeleri kullanilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Sitotoksisite Bulgulari
3.1.1. RTCA bulgulari

E-plate yiizeyine yapisan hiicre miktarinin elektrik akimina karsi1 gosterdikleri
direncin gergek zamanli olarak olgiilmesi prensibine bagli olan RTCA yontemi ile
Paklitaksel ve Oleuropein ICso dozlar1 belirlenmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 farkli konsantrasyonlarda 24 saat Paklitaksel ve
Oleuropein ile muamele edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicre indeksi
verileri ile hiicre canlilig1 hesaplanmistir. Konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicre

canlilig1 degerlerine ait grafikler RTCA Software 2.0 ile ¢izilmistir.

3.1.1.1. RTCA sistemi ile Oleuropein’in sitotoksik etkisinin belirlenmesi

MCF-7 meme kanseri hiicre hatti iizerinde Oleuropein’in sitotoksik etkisini
belirleyebilmek i¢in xCELLigence RTCA sistemi ile hiicre indeksi parametreleri
belirlenmistir. Oleuropein 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 uM konsantrasyonlarda 24 saat
boyunca MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile muamele edilmistir.

Hiicre indeksi degerlerine gore hesaplanan canlilik oranlarinda 50 ve 100 uM
Oleuropein konsantrasyonlariin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin canliligini diger
konsantrasyonlara gore arttirict etki yaptigi saptanmistir. 200, 300 ve 400 uM
konsantrasyonlarda Oleuropein hiicre canliligini kontrole gore istatistiksel olarak

anlamli derecede inhibe etmistir (p<0,05; Tablo 3.1).

Tablo 3.1.MCF-7 meme kanseri hiicre hattimin farkli Oleuropein konsantrasyonlary ile 24 saatlik

muamelesi sonucunda RTCA yontemi ile 6l¢iilen canlilik oranlart (kontrole gore; *p < 0,05,

****p < 0,0001)
Oleuropein konsantrasyonu (uM) Canlilik (%)
Kontrol (0 uM) 100
10 uM 80,39 +3,51™
25 uM 84,71 £ 6,41"
50 uM 98,06 + 7,44
100 uM 92,59+ 7,19
200 uM 54,59 + 0,04
300 uM 4736 +3,67""
400 uM 32,03 + 1,077
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RTCA Software 2.0 programinda hiicre indeksi verileri 24 saate gore normalize
edilmistir. Daha sonra hiicre indeksi verilerine ait grafik ¢izilmistir (Sekil 3.1). Elde
edilen hiicre indeksi verileri ile RTCA Software 2.0 programi kullanilarak 1Cso dozu
hesaplanmistir ve 24 saatlik muamele sonuglarina gére Oleuropein ICso degeri 230 uM

olarak belirlenmistir.

Normalized Cell Index
o
@
[

0.4 -

Time (in Hour}
= Kontrol s OLE 10 pM == OLE 25 pM mmmmm OLE 50 pM

OLE 100 pM = OLE 200 pM e OLE 300 pM s OLE 400 pM

Sekil 3.1.MCF-7 meme kanseri hiicre hattimin 24 saat boyunca farkli Oleuropein konsantrasyon
araliklary ile muamelesinin xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA) ile 6l¢tim sonucu

elde edilen hiicre indeksi grafigi

3.1.1.2. RTCA ile Paklitaksel’in sitotoksik etkisinin belirlenmesi

MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerinde Paklitaksel’in sitotoksik etkisini
belirleyebilmek i¢in xCELLigence RTCA sistemi ile hiicre indeksi parametreleri
belirlenmistir. Paklitaksel 5, 10, 15, 20, 25, 50, 80 uM konsantrasyonlarda 24 saat
boyunca MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 ile muamele edilmistir.

5 uM Paklitaksel konsantrasyonunun MCF-7 hiicrelerinin canliligini istatistiksel
olarak anlamli derecede inhibe ettigi gozlemlenmistir. MCF-7 hiicre hattinin 10 uM
Paklitaksel konsantrasyonu ile muamelesi sonrasinda canlilik yiizdesinde tekrar bir artis
oldugu gozlemlenmistir, ancak wuygulanan diger konsantrasyonlarda canlilik

degerlerinde tekrardan bir diisiis saptanmistir (p<0,05; Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. MCF-7 meme kanseri hiicre hattimin _farkly Paklitaksel konsantrasyonlart ile 24 saatlik

muamelesi sonucunda RTCA ydntemi ile él¢iilen canlilik oranlart (kontrole gére; **p < 0,01)

Paklitaksel konsantrasyonu (uM) Canhilik (%)
Kontrol (0 uM) 100

5uM 46,64 + 0,42™
10 uM 61,62 +0,49™
15 uM 37,25+ 0,48™
20 uM 38,33+0,13"
25 uM 31,78 +1,82"
50 uM 41,02 £ 0,12
80 uM 37,65+0,17"

RTCA Software 2.0 programinda hiicre indeksi verileri 24 saate gére normalize

edilmistir daha sonra hiicre indeksi verilerine ait grafik ¢izilmistir (Sekil 3.2). Elde

edilen hiicre indeksi verileri ile RTCA Software 2.0 programi kullanilarak 1Cso dozu

hesaplanmistir ve 24 saatlik muamele sonuglarina gore Paklitaksel 1Cso degeri 7,5 uM

olarak belirlenmistir.

.:.:_‘
m w5
I I I

Normalized Cell Index
T

.:
=
I

mms  Kontrol

PTX 20 pM

. PTX 25 pM

L
5.0 20,0 25.0 300

Time (in Hour)
PTX 5 pM
e PTX 50 pM

mmmmm PTX 10 pM

s PTX 15 pM
s PTX S0 pM

Sekil 3.2. MCF-7 meme kanseri hiicre hattuun 24 saat boyunca farkli Paklitaksel konsantrasyon

araliklary ile muamelesinin xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA) ile ol¢iim sonucu

elde edilen hiicre indeksi grafigi
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3.1.2. Oleuropein ve Paklitaksel kombinasyonlarinin MCF-7 meme kanseri hiicre

hattinda sitotoksik etkilerinin bulgular

RTCA yontemi ile Paklitaksel ve Oleuropein ICso dozlari belirlendikten sonra
kombinasyon deneylerine gegilmistir. XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak
Paklitaksel ve Oleuropein’in [Cso dozlarmin farkli  ylizdelerde olusturulan
kombinasyonlariin MCF-7 hiicre hattina olan etkisi belirlenmistir. RTCA Software 2.0
programinda hiicre indeksi verileri 24 saate gore normalize edilerek hiicre indeksi
verilerine ait grafik cizilmistir (Sekil 3.3). Hiicre indeksi verileri ile Paklitaksel ve
Oleuropein kombinasyonlariin % inhibisyon oranlari bulunmustur (Tablo 3.3). Farkli
yiizdelerde olusturulan kombinasyonlara gére en yiiksek inhibisyon %67.57 oraninda
%10 (23 uM OLE + 0,75 uM PTX) kombinasyon grubunda saptanmistir. MCF-7 hiicre
hattina uygulanan kombinasyon oranlarinin kontrol grubuna goére hiicre canliligini

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiirdiigii saptanmustir (p<0,05; Sekil 3.4).

Normalized Cell Index

N N S B S I (N S R S S B

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0
Time (in Hour)
s Kontrol 2610 (OLE 23 pM + PTX 0,75 pM s %020 (OLE 46 pM + PTX 1.5 pM) w2030 (OLE 69 pM +PTX 2,25 pM)

{ %675 (OLE 172,5 pM + PTX 5,63 pM
540 (OLE 92 pM + PTX 2 M) s %550 (OLE 115 pM + PTX 3,75 pM) s { = /63 pM)

w6100 (OLE 230 pM + PTX 7,5 uM)

Sekil 3.3. Paklitaksel ve Oleuropein 1Csq dozlarinin farkl: yiizdeleri iizerinden hesaplanan kombinasyon
dozlarimin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile 24 saatlik muamelesi sonucunda RTCA sistemi ile elde

edilen hiicre indeksi grafigi
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Tablo 3.3. Paklitaksel ve Oleuropein |Csy dozlarimin farkl yiizdeleri tizerinden hesaplanan kombinasyon
dozlarinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile 24 saatlik muamelesi sonunda hesaplanan

inhibisyon oranlari (kontrole gore; ****p < 0,0001)

ICso Yiizdesi Dozlar (OLE + PTX) % Inhibisyon
%10 23 uM + 0,75 uM 65,57 3,197
%20 46 UM + 1,5 uM 49,35+0,96""
%30 69 UM + 2,25 uM 46,18 £ 1,85™
%40 92 uM + 3 uM 50,72 + 1,59
%50 115 uM + 3,75 uM 43,56 0,39
%75 172,5 uM + 5,63 uM 49,69 + 5,28
%100 230 uM + 7,5 uM 42,43 £2,17°
80—

= 60 i —— *kkk

° dodkdkok
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Sekil 3.4. Paklitaksel ve Oleuropein ICsy dozlarimin farkly yiizdeleri iizerinden hesaplanan kombinasyon
dozlarimin MCF-7 meme kanseri hiicre hatty ile 24 saatlik muamelesi sonunda hesaplanan inhibisyon

oranlarimin grafiksel gésterimi (kontrole gore; ****p < (0,0001)
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3.1.3. Kombinasyon indeksinin (ClI) belirlenmesi

Paklitaksel, Oleuropein ve bu iki maddenin farkli yiizdelerde olusturulan
kombinasyonlarinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti {izerine sitotoksik etkilerinin
RTCA sistemi ile elde edilen verilerine dayanarak kombinasyon indeksi hesaplanmistir
(Tablo 3.4). MCF-7 hiicre hattindaki kombinasyonlarin oksidatif stres iizerine olan
sinerjik ve antagonist etkisini belirleyebilmek i¢in CompuSyn programi kullanilmustir.
Program verilerine gore %10 (23 uM OLE + 0,75 uM PTX), %20 (46 uM OLE + 1,5
uM PTX), %30 (69 uM OLE + 2,25 uM PTX) ve %40 (92 uM OLE + 3 uM PTX)
kombinasyon oranlarinin sinerjik etkili oldugu, %100 (230 uM OLE + 7,5 uM PTX),
%75 (172,5 uM OLE + 5,63 uM PTX) ve %50 (115 uM OLE + 3,75 uM PTX)
kombinasyon oranlarinin antagonist etkili oldugu bulunmustur (Sekil 3.5). Yapilacak

olan diger deneysel siirecler icin sinerjik etki gdsteren kombinasyon oranlari se¢ilmistir.

Tablo 3.4. Oleuropein, Paklitaksel 1Cso dozlari ve farkiy yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarinin
MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarindaki sitotoksisite verileri kullanilarak hesaplanan

kombinasyon indeksleri (CI)

I1Cs0 Yiizdesi Dozlar (OLE + PTX) Kombinasyon indeksi (CI)
%10 23 uM + 0,75 uM 0,037
%20 46 UM + 1,5 uM 0,443
%30 69 uM + 2,25 uM 0,973
%40 92 uM + 3 uM 0,756
%50 115 uM + 3,75 uM 2,249
%75 172,5 uM + 5,63 uM 1,599
%100 230 uM + 7,5 uM 5,199
6_
e %100
_— ®
N B %75
L
E 47 A %50
g 5 Y %40
£ A * %30
2 22—
g mi @ %20
M -
¥ B %10

(@)
0 T T T T T T =

Sekil 3.5. Oleuropein, Paklitaksel ICso dozlar: ve farkiy yiizdelerde olugturulan kombinasyonlarinin
sitotoksisite verileri kullanilarak hesaplanan kombinasyon indeksleri ( Cl < 1 (Sinerjist), Cl = 1 (Aditif),
Cl > 1 (Antagonist)
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3.2. Hiicrelerin Oksidatif Denge Durumlari
3.2.1. TOS ve TAS bulgular:

Oleuropein ve Paklitaksel kombinasyonlarinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti
ile 24 saatlik muamelesi sonucu spektrofotometre verileri iizerinden TOS ve TAS
degerleri hesaplanmigtir. Elde edilen TAS wverileri (mmol/L), pmol/L cinsine
cevrilmistir (Tablo 3.5).

Oleuropein 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin
6,11+1,11 pmol/L olarak hesaplanan TOS degeri ile 33.33+4,20 pmol/L olarak
hesaplanan kontrol grubunun TOS degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir disiis
oldugu saptanmustir (p<0,05). Paklitaksel 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinin 10,00+0,97 pumol/L olarak hesaplanan TOS degeri ile kontrol
grubunun TOS degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu saptanmistir
(p<0,05).

%10, %20, %30 ve %40 kombinasyon oranlari ile muamele edilen MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinin sirasiyla 6,67+0,96, 5,56+1,47, 3,33+0,96, 13,33+2,54 pumol/L
olarak hesaplanan TOS degerleri ile kontrol grubunun TOS degeri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar oldugu saptanmistir (p<0,05).

Oleuropein 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin
2783,3£16,67 umol/L olarak hesaplanan TAS degeri ile 650+50 pmol/L olarak
hesaplanan kontrol grubunun TAS degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu saptanmustir (p<0,05). Paklitaksel 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinin 1066,7+101,4 umol/L olarak hesaplanan TAS degeri ile kontrol
grubunun TAS degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu saptanmistir
(p<0,05).

%10, %20, %30 ve %40 kombinasyon oranlar1 ile muamele edilen MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinin  sirasiyla  1566,7+120,2, 2200+115,5, 2716,7+60,09,
2216,6+£116,7 umol/L olarak hesaplanan TAS degerleri ile kontrol grubunun TAS

degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu saptanmustir (p<0,05).
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Tablo 3.5.0leuropein, Paklitaksel ICso dozlar: ve farkl: yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarmmn
MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki total oksidan (TOS) ve antioksidan (TAS) duruma
etkileri (kontrole gore; *** p < 0,001, **** p < 0,0001)

Gruplar TOS (umol/L) TAS (umol/L)
Kontrol 33,33 +£4,20 650 £+ 50
Ole ICs [230 uM] 6,11 +1,11™ 2783,3 £ 16,677

PTX ICs [7,5 uM] 10,00 + 0,97 1066,7 + 101,4™
%10 KOMBINE [23 uM OLE + 0,75 uM PTX] 6,67 +0,96™" 1566,7 + 120,
%20 KOMBINE [46 uM OLE + 1,5 uM PTX] 5,56+ 1,477 2200+ 115,57
%30 KOMBINE [69 uM OLE + 2,25 uM PTX] 3,33 +0,96™ 2716,7 + 60,09
%40 KOMBINE [92 uM OLE + 3 uM PTX] 13,33 2,54 2216,6 £ 1167

3.2.2. OSI degerlerinin hesaplanmasi

MCF-7 meme kanseri hiicre hattina Oleuropein, Paklitaksel 1Cso dozlar1 ve farkl
yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarinin uygulanmasi sonrasi elde edilen TOS ve
TAS degerleri kullanilarak OSI degerleri hesaplanmistir (Tablo 3.6).

Oleuropein 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin
0,22+0,04 pmol/L olarak hesaplanan OSI degeri ile 5,24+0,92 pmol/L olarak
hesaplanan kontrol grubunun OSI degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir diigiis
oldugu saptanmustir (p<0,05). Paklitaksel ICso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinin 0,94+0,09 pmol/L olarak hesaplanan OSI degeri ile kontrol
grubunun OSI degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu saptanmistir
(p<0,05). %10, %20, %30 ve %40 kombinasyon oranlar1 ile muamele edilen MCF-7
meme kanseri hiicre hattinin  sirasiyla  0,42+0,05, 0,26+0,07, 0,12+0,03,
0,62+0,15umol/L olarak hesaplanan OSI degerleri ile kontrol grubunun OSI degeri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu saptanmistir (p<0,05). (p<0,05).

Tablo 3.6. TOS ve TAS degerleri kullanilarak hesaplanan oksitatif stres indeksi (OSI) degerleri (kontrole
gore; ****p < 0,0001)

Gruplar OSI ([TOS/TAS]x100)
Kontrol 5,24 +0,92

Ole IC50[230 uM] 0,22 £ 0,04™"

PTX ICs0[7,5 uM] 0,94 + 0,09

%10 KOMBINE [23 uM OLE + 0,75 uM PTX] 0,42 + 0,05

%20 KOMBINE [46 uM OLE + 1,5 uM PTX] 0,26 + 0,07

[
%30 KOMBINE [69 uM OLE + 2,25 uM PTX]
%40 KOMBINE [92 uM OLE + 3 uM PTX]

0,12 +0,03™
0,62 +0,15™"
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3.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Bulgulari

SOD aktivitesini hesaplayabilmek i¢in SOD standart grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.6).
Cizilen standart grafigine gore Oleuropein, Paklitaksel 1Cso dozlar1 ve farkli yiizdelerde
olusturulan kombinasyonlarinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 ile 24 saatlik
muamelesi sonucu SOD aktivitesi hesaplanmistir.

%20 (46 uM OLE + 1,5 uM PTX) ve %30 (69 uM OLE + 2,25 uM PTX)
kombinasyon oranlari ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin sirasiyla
1,542+0,29 ve 1,445+0,22 U/mL olarak hesaplanan SOD aktivitesinin, 0,733+0,09
U/mL olarak hesaplanan kontrol grubunun SOD aktivitesine gore istatistiksel olarak
anlamli derecede arttig1 saptanmustir (p<0,05).

Oleuropein 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin
0,436+0,05 U/mL olarak hesaplanan SOD aktivitesinin, kontrol grubunun SOD
aktivitesine gore diistiigli saptanmistir, ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir.

Paklitaksel 1Cso dozu, %10 (23 uM OLE + 0,75 uM PTX) ve %40 (92 uM OLE +
3 uM PTX) kombinasyon oranlarinin sirasiyla 0,882+0,18, 1,132+0,13, ve 1,219+0,15
U/mL olarak hesaplanan SOD aktivitelerinin, kontrol grubunun SOD aktivitesine gore
arttigl saptanmis, ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05;

Tablo 3.7; Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD) standart grafigi

Tablo 3.7.0leuropein, Paklitaksel I1Cso dozlar: ve farkl: yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarimin

MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki SOD aktivasyon sonuglart (kontrole gore; *p < 0,05)

Gruplar SOD (U/mL)
Kontrol 0,733 +£0,09
Ole I1Cs[230 uM] 0,436 + 0,05
PTX ICs0[7,5 uM] 0,882 +0,18
%10 KOMBINE [23 uM OLE + 0,75 uM PTX] 1,132+ 0,13
%20 KOMBINE [46 uM OLE + 1,5 uM PTX] 1,542 +0,29"
%30 KOMBINE [69 uM OLE + 2,25 uM PTX] 1,445 +0,22"
%40 KOMBINE [92 uM OLE + 3 uM PTX] 1,219+ 0,15
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Sekil 3.7. Oleuropein, Paklitaksel ICso dozlar: ve farkir yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarmin

MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki SOD aktivasyon sonuglart (kontrole gore; *p < 0,05)

3.4. Rediikte Glutatyon (GSH) Bulgular:

GSH aktivitesini hesaplayabilmek i¢in GSH standart grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.8).
Cizilen standart grafigine gore Oleuropein ve Paklitaksel kombinasyonlarinin MCF-7
meme kanseri hiicre hatti ile 24 saatlik muamelesi sonucu GSH aktivitesi
hesaplanmuistir.

Oleuropein 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin
4,31840,98 uM olarak hesaplanan GSH aktivitesinin, 10,413+1,43 uM olarak
hesaplanan kontrol grubunun GSH aktivitesine gore istatistiksel olarak anlamli derecede
diistiigii saptanmustir (p<0,05).

%10 (23 uM OLE + 0,75 uM PTX) ve %30 (69 uM OLE + 2,25 uM PTX)
kombinasyon oranlari ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin sirasiyla
5,123+1,24 ve 6,255+1,71 uM olarak hesaplanan GSH aktivitesinin kontrol grubunun
GSH aktivitesine gore istatistiksel olarak anlamli derecede diistiigii saptanmigtir
(p<0,05).
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Paklitaksel 1Cso dozu, %20 (46 uM OLE + 1,5uM PTX) ve %40 (92 uM OLE + 3
uM PTX) kombinasyon oranlarinin 7,097+1,84, 6,679+2,57 ve 5,128+2,26 uM olarak
hesaplanan GSH aktivitelerinin kontrol grubunun GSH aktivitesine gore distigii

saptanmistir ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05; Tablo
3.8; Sekil 3.9).

GSH Standart Grafigi
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Sekil 3.8. Rediikte Glutatyon (GSH) Standart Grafigi

Tablo 3.8.0leuropein, Paklitaksel ICsq dozlar: ve farkly yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarinin

MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki GSH aktivasyon sonuglart (kontrole gére; *p < 0,05,

**p<0,01)
Gruplar GSH (uM)
Kontrol 10,413 £ 1,43
Ole ICs0[230 uM] 4,318+ 0,98
PTX ICs [7,5 uM] 7,097 + 1,84
%10 KOMBINE [23 uM OLE + 0,75 uM PTX] 5,123 + 1,24"
%20 KOMBINE [46 uM OLE + 1,5 uM PTX] 6,679 2,57
%30 KOMBINE [69 uM OLE + 2,25 uM PTX] 6,255+ 1,71"
%40 KOMBINE [92 uM OLE + 3 uM PTX] 5,128 +2.26"
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Sekil 3.9. Oleuropein, Paklitaksel 1Csy dozlar: ve farkli yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarinin
MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki GSH aktivasyon sonuglart (kontrole gore; *p < 0,05, ¥*p <
0,01)

3.5. Malondialdehit (MDA) Bulgulari

MDA aktivitesini hesaplayabilmek i¢cin MDA standart grafigi ¢izilmistir (Sekil
3.10). Cizilen standart grafigine gére Oleuropein ve Paklitaksel kombinasyonlarinin
MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 ile 24 saatlik muamelesi sonucu MDA aktivitesi
hesaplanmuistir.

Paklitaksel 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin
1,667+0,71 uM olarak hesaplanan MDA degeri ile 0,625+0,12 uM olarak hesaplanan
kontrol grubunun MDA degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
saptanmugtir (p<0,05).

%10 (23 uM OLE + 0,75 uM PTX), %20 (46 uM OLE + 1,5 uM PTX), %30 (69
uM OLE + 2,25 uM PTX) ve %40 (92 uM OLE + 3 uM PTX) kombinasyon
oranlarmin sirasiyla 3,682+0,39, 2,708+0,45, 1,875+0,12 ve 3,165+0,20 uM olarak
hesaplanan MDA degerleri ile kontrol grubunun MDA degeri arasinda istatistiksel

olarak anlamli farkliliklar oldugu saptanmistir (p<0,05).

46



Oleuropein 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin
1,458+0,13 uM olarak hesaplanan MDA degeri ile kontrol grubunun MDA degeri

arasinda artig saptanmistir, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0.05; Tablo 3.9; Sekil 3.11).

MDA Standart Grafigi
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Sekil 3.10. Malondialdehit (MDA) Standart Grafigi

Tablo 3.9.0leuropein, Paklitaksel ICsq dozlar: ve farkly yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarinin

MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki MDA aktivasyon sonuglari (kontrole gore; *p < 0,05,
**p < 0,01, ****p < 0,0001)

Gruplar MDA (uM)
Kontrol 0,625 +0,12
Ole ICs0[230 uM] 1,458 £0,13
PTX ICs[7,5 uM] 1,667 £0,71"
%10 KOMBINE [23 uM OLE + 0,75 uM PTX] 3,682+ 0,39
%20 KOMBINE [46 uM OLE + 1,5 uM PTX] 2,708 £ 0,45
%30 KOMBINE [69 uM OLE + 2,25 uM PTX] 1,875 +0,12™
%40 KOMBINE [92 uM OLE + 3 uM PTX] 3,165+ 0,20
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Sekil 3.11. Oleuropein, Paklitaksel 1Csq dozlar: ve farkiy yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarinin
MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki MDA aktivasyon sonuglart (kontrole gére; *p < 0,05, **p <
0,01, **** p < 0,0001)

3.6. OLE ve PTX Kombinasyonlarinin Hiicre Morfolojisine Etkisi

Oleuropein, Paklitaksel 1Cso dozlar1 ve farkli yiizdelerde olusturulan
kombinasyonlarinin MCF-7 hiicre hatt1 ile 24 saatlik muamelesi sonunda 11k
mikroskobu ile goriintiileri alinmistir.

200, 100 ve 50 pum biiylitme oranlarinda gosterilen goriintiilerde tek basina
Oleuropein, Paklitaksel 1Cso  dozlari ve farkli  yiizdelerde olusturulan
kombinasyonlarmin kontrol grubu MCF-7 hiicrelerine gore morfolojik degisimleri
goriilmektedir (Sekil 3.12; Sekil 3.13).

Kontrol grubu MCF-7 meme kanseri hiicre hattina gore Oleuropein, Paklitaksel
ICs0 dozlar1 uygulanan hiicrelerin birbirleri ile olan baglantisinin azaldigi, plakaya
tutunan hiicrelerin azaldigi ve hiicrelerin seklinin yuvarlaklastigi gézlemlenmistir bu
etki Oleuropein ve Paklitaksel 1Cso dozlarmin farkli yiizdeleri ile olusturulan %10, %20,
%30 ve %40 kombinasyon gruplarinda da devam etmistir.
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KONTROL

OLE IC50 (230 nM)

PTX IC50 (7,5 pM)

Sekil 3.12. Farkl: biiyiitme oranlarinda (200 pm, 100 um, 50 pm) Oleuropein, Paklitaksel ICso dozlarinin

MCF-7 meme kanseri hiicre hatti tizerine morfolojik etkileri
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%10 KOMBINE (23 pM OLE + 0,75 pM PTX)

%20 KOMBINE (46 pM OLE + 1,5 pM PTX)

%30 KOMBINE (69 uM OLE + 2,25 pM PTX)

%40 KOMBINE (92 uM OLE + 3 uM PTX)

Sekil 3.13. Farkli biiyiitme oranlarmnda (200 um, 100 um, 50 um) Oleuropein ve Paklitaksel

kombinasyonlarmmin MCF-7 meme kanseri hiicre hatti iizerine morfolojik etkisi
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3.7. Akridin Oranj (AO) ve Ethidium Bromid (EB) Boyama Bulgular:

Oleuropein ve Paklitaksel 1Cso dozlar1 ve farkli yiizdelerde olusturulan
kombinasyonlarmin 24 saatlik MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile muamelesi
sonucunda apoptoza bagl gelisen morfolojik etkisini belirlemek amaciyla, AO/EB ¢ift
boyama yontemi yapilmistir. Floresan mikroskopta 200 um biiyiitme de 100 hiicre
sayilarak canli hiicreler ve apoptotik hiicrelerin oranlar1 belirlenmistir (Tablo 3.10).

Yesil renge sahip homojen dagilan hiicreler canli, parlak yesil renge sahip
yogunlagsmis kromatine sahip fragmentli hiicreler erken apoptotik, turuncu renge sahip
parcalanmis kromatinli ve fragmentli olan hiicreler ge¢ apoptotik ve parcalanmamis
normal kromatinli fragmentsiz parlak turuncu ve kirmizi renkte goriilen hiicreler
nekrotik olarak degerlendirilmistir.

Oleuropein 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
turuncu renkte ge¢ apoptotik hiicrelerin olustugu ve yesil fragmentli parlak renge sahip
olan erken apoptotik hiicrelerin olustugu kontrol grubuna gore hiicre yogunlugunun
azaldig1 gozlemlenmistir. Paklitaksel 1Cso dozu ile muamele edilen MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinda kromozomlarin belirgin sekilde parcali bir yapida oldugu ve canli
hiicrelere gore daha parlak olduklar1 gézlemlenmistir.

Oleuropein ve Paklitaksel kombinasyon gruplarinda erken ve gec apoptotik
hiicrelerin sayilarinin belirgin sekilde arttigi gézlemlenmistir. Kontrol grubuna gore
hiicre yogunlugu ve hiicrelerin birbiri ile olan baglantilarinin azaldig1r ve hiicrelerin
yuvarlak yap1 kazandigr goézlemlenmistir. Kombinasyon gruplarinda apoptotik ve
nekrotik hiicrelerin plakadan ayrildig1 ve birbirleri ile olan baglantinin kontrol grubuna

gore azaldigi gozlemlenmistir (Sekil 3.14).

Tablo 3.10. Oleuropein ve Paklitaksel 1Cso dozlar: ve farkli yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarinin

MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile muamelesi sonucunda olusan canli ve apoptotik hiicre

yiizdeleri

Gruplar Canl hiicre (%) Apoptotik hiicre (%)
Kontrol 95,5 4,5

Ole ICs50[230 uM] 55 45

PTX ICs0[7,5 uM] 49,5 50,5

%10 KOMBINE [23 uM OLE + 0,75 uM PTX] 48 52

%20 KOMBINE [46 uM OLE + 1,5 uM PTX] 45,5 54,5

%30 KOMBINE [69 uM OLE + 2,25 uM PTX] 40 60

%40 KOMBINE [92 uM OLE + 3 uM PTX] 44 56
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A —Kontrol

B - OLE IC50 (230 uM)
C—-PTXIC50 (7,5 uM)

D—-2%]10 (OLE 23 nM+PTX 0,75 pM)
E—%20 (OLE 46 pM+PTX 1,5 pM)

F—%30 (OLE 69 pM+PTX 2.25uM)

G —%40 (OLE 92 pMHPTX 3 nM)

Sekil 3.14. Oleuropein, Paklitaksel 1Csq dozlar: ve farkiy yiizdelerde olusturulan kombinasyonlarinin
MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile muamelesinin AO/EB boyama sonug¢lart (Canly hiicreler mmp, erken

apoptoz — , ge¢ apoptoz - - -» , nekroz ==p> ile gisterilmistir).
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4. TARTISMA

Meme kanseri kadinlar1 etkileyen diger kanser tiirleri arasinda %24’liik bir kismi
olusturmaktadir. Diinya capinda yaklasik iki milyon kadinmi etkilemektedir ve yilda
620.000’ den fazla kadmin kanserden 6liimii ile sonug¢lanmaktadir (Ferlay vd., 2019).
Insidans ve 6liim oranlarina gére meme kanseri kadinlarda gériilen en yaygin kanser
tiirii olmaktir. Stirekli artan meme kanseri vakalar1 ve 6lim oranlar1 daha etkili olan
tedavi yontemlerinin gelistirilmesini tetiklemektedir. Kanser tedavisinde kullanilan en
etkili yaklasim kemoterapi ve radyoterapi ile kombine edilen cerrahidir, ancak kanserli
hiicrelerin ilag hedeflerini degistirme, antiapoptotik proteinlerin iiretimini arttirma ve
karsinogenezde yer alan farkli iletim yollarin1 modiile etme yetenekleri bu tedavi
yontemlerine karsi kanserli hiicrelerin direngli hale gelmesine sebep olmaktadir
(Nabekura, 2010; Fantini vd., 2015). Meme kanseri tedavisinde kullanilan etkisi
kanitlanmis ¢ok sayida kemoterapotik ajan vardir ve mevcut kemoterapdtik ajanlardan
beklenen en 6nemli etki kanserli hiicrelerin biiylime, hayatta kalma ve farklilagsma gibi
temel siireglerini iceren sinyal yollarini tahrip etmesidir (Altmann ve Gertsch, 2007). Bu
kemoterapotik ajanlardan birisi olan Paklitaksel meme kanseri, yumurtalik kanseri,
kiigiik hiicreli ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserleri gibi bir¢ok kanser tiiriiniin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapdtik ajandir (Haddad vd., 2022).
Paklitaksel mikrotiibiillere etki ederek mikrotiibiil i¢indeki dengeyi bozmaktadir ve
hiicreyi G2/M fazinda durdurarak apoptoz mekanizmalariin tetiklenmesi ile 6liime
gotiirmektedir (Rowinsky, Cazenave ve Donehower, 1990). Tiimoér hiicrelerini 6ldiirme
amaci1 olan kemoterapi ajanlarinin kanser hiicresi iizerinde ki bu 6ldiiriicti etkilerinin
yaninda normal hiicrelere verdikleri hasar ¢ok fazladir (Yue, Liu ve Guo, 2010; Li vd.,
2015). Kanserli hiicreler ile birlikte viicuttaki normal hiicrelerin etkilenmesi ile kalpte,
akcigerlerde ve iireme sisteminde kalici hasarlar meydana gelebilir. Paklitaksel’in klinik
alanda kullanimryla iliskili baz1 tutarsizliklar mevcuttur ve bu yilizden kanser hiicresi
direncinin azaltilmastyla iligkili ozelliklerinin 1iyilestirilmesi, kanser tedavisindeki
etkinliginin arttirllmas1 ve kullanimdan dolay1 olusan yan etkilerin azaltilmasi son
derece onemlidir (Abu Samaan vd., 2019) Bu nedenle normal hiicrelere verilen hasarin
en aza indirildigi toksik olmayan kolayca ulagilabilen daha etkili bilesikler ile birlikte
yeni tedavilere ihtiyag vardir. Cesitli in vitro ¢alismalar, dogal polifenollerin
kemoterapoétiklerle kombinasyon halinde kullanilmasinin  antikanser etkinligi

arttirabilecegini, kemoterapinin yan etkilerini azaltabilecegini ve kanser hiicrelerinin
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kemoterapi ve radyoterapiye kars1 gosterdigi direnci asabilecegini bildirmistir (Fantini
vd., 2015; Nurgali, Jagoe ve Abalo, 2018). Son yillarda yapilan calismalar zeytin
agacindan elde edilen meyve ve yapraklarin antikanser etkileri oldugunu ve bu etkinin
iceriginde bulunan fenolik bilesiklerle iligkili oldugunu gostermektedir (Casaburi vd.,
2013; Serra-Majem vd., 2003). Ayrica zeytin polifenolleri, gida, diyet takviyeleri,
fonksiyonel gidalar ve dogal kozmetiklerin yani sira farmasotik endiistriler igin
potansiyel antioksidan katki maddeleri olarak kullanilmaktadir (Obied vd., 2007).
Oleuropein, zeytin yapragi ve meyvesinde bol miktarda bulunan ve zeytinin aci
tadindan sorumlu olan dogal fenolik bir bilesiktir (Vaughan vd., 2004; Somova vd.,
2003). Oleuropein’in  antikanser, antioksidan, antidiyabetik, kardiyoprotektif,
noroprotektif gibi saglik igin faydali etkileri bulunmaktadir (Gorzynik-Debicka vd.,
2018; Cicerale, Lucas ve Keast, 2012). Bircok c¢alisma, Oleuropein’in kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu, apoptozunu ve farklilasmasini kontrol eden genlerin
ekspresyonu iizerinde etkili oldugunu gostermistir (Di Francesco vd., 2015; Hassan vd.,
2012). Ayrica yapilan calismalar, Oleuropein’ in antioksidan cevabin artmasina yol
actigint ve peroksidasyona karsi yeterli bir koruma saglayabildigini ve serbest radikal
tiirlerini temizleyerek oksidatif stresi 6nleyebildigini gostermistir (Zukovec Topalovié
vd., 2015; Visioli ve Galli 2002).

Giiglii antioksidan ve antikanser Ozelliklere sahip Oleuropein’in uygulanarak
Paklitaksel’in sitotoksik etki dozunu asag1 ¢ekip cekmedigini incelemeyi amagladigimiz
calismamizda MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 lizerinde Paklitaksel ve Oleuropein’in
ayr1 ayr1 ve kombine uygulamalarinin oksidatif stres {izerine olan etkileri incelenmistir.
MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda Oleuropein ve Paklitaksel’in sitotoksik etkileri ve
ICs0 dozlar1 belirlenmistir. MCF-7 hiicre hattina 24 saatlik Oleuropein, Paklitaksel ve
kombine uygulamalarinin TOS ve TAS diizeylerine etkisine bakilmistir. Belirlenen
TAS ve TOS degerleri ile OSI hesaplanmistir ve oksidatif stres belirtegleri olan SOD,
GSH, MDA aktivitelerine olan etkisi ol¢lilmiistiir.

Oleuropein, Paklitaksel ve kombinasyonlarinin MCF-7 meme kanseri hiicre
hattina olan sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla xCELLigence RTCA yoOntemi
kullanilmigtir.  RTCA yontemi ile farkli konsantrasyon uygulamalarinin hiicre
canliligina olan etkisi belirlenmistir. Paklitaksel meme kanseri tedavisinde kullanilan
etkinligi kanitlanmig taksan sinifina ait kemoterapotik ajandir. Daha Onceki

calismalarda MCF-7 hiicreleri iizerine sitotoksik etkili oldugu bildirilmistir (Wang vd.,
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2007). Yapmis oldugumuz calismada, Paklitaksel’in MCF-7 meme kanseri hiicre hattina
olan sitotoksik etkisini belirleyebilmek i¢in 5, 10, 15, 20, 25, 50 ve 80 uM
konsantrasyon araliklar1 24 saat boyunca hiicreler ile muamele edilmistir. RTCA
yontemi ile dl¢iilen hiicre indeksi verileri kullanilarak konsantrasyon araliklarinin ytizde
canliliklart hesaplanmistir. Paklitakselin 24 saat sonundaki ICso degerinin 7,5 uM
oldugu saptanmuistir.

Oleuropein antikanser ve antioksidan ozellikleri olan dogal bir fenolik bilesiktir
(Nenadis, Papoti ve Tsimidou, 2021; Piroddi vd., 2017). Ar ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir ¢alismada Oleuropein ve D vitamini kombinasyonlarinin MCF-7 hiicre hatti
tizerindeki antiproliferatif, antiapoptotik ve antioksidan etkisi incelenmistir. WST-1
yontemi ile yapilan sitotoksisite ¢alismasi sonucunda Oleuropein’in 24. saatteki 1Cso
degeri 256,1 pM, 48. saatteki ICso degeri 247,5 uM olarak bulunmustur. Yapilan baska
bir calismada Oleuropein’in antiproliferatif ve apoptotik etkileri incelenmistir ve MCF-
7 meme kanseri hiicre hattinda hiicre canliligin1 azalttigi ve apoptozu uyardig
bildirilmistir. MTT testi ile yapilan sitotoksisite ¢alismasi ile Oleuropein ICso dozu
sirastyla 200 pg/ml (370 uM) olarak bulunmustur. (Han vd., 2009). Yapmis oldugumuz
calismada Oleuropein’in MCF-7 meme kanseri hiicre hattina olan sitotoksik etkisini
belirleyebilmek igin 10, 25, 50, 100, 200, 300 ve 400 uM konsantrasyon araliklar1 24
saat boyunca hiicreler ile muamele edilmistir. RTCA yontemi ile 6lgiilen hiicre indeksi
verileri kullanilarak konsantrasyon araliklarinin yilizde canliliklar1 hesaplanmistir.
Oleuropein’in 24 saat sonundaki ICso degerinin 230 pM oldugu saptanmistir. Elde
ettigimiz verilere gore Oleuropein’in sitotoksik etki gosterdigi saptanmustir.

Hiicreler iizerine sinerjik etkilerinin belirlenebilmesi igin Oleuropein ve
Paklitaksel’in ICso dozlarindan farkli yiizdelerde kombinasyonlar olusturulmustur.
Oleuropein ve Paklitaksel’in %100 (230 uM OLE + 7,5 uM PTX), %75 (172,5 uM
OLE + 5,63 pM PTX) ve %50 (115 pM OLE + 3,75 uM PTX) kombinasyon
oranlarinin MCF-7 hiicreleri iizerinde sirasiyla %42,43, %49,69, %43,56 sitotoksik
etkiye sahip oldugu bulunmustur. %40 (92 uM OLE + 3 uM PTX), %30 (69 uM OLE +
2,25 uM PTX), %20 (46 uM OLE + 1,5 uM PTX) ve %10 (23 uM OLE + 0,75 uM
PTX) kombinasyon oranlarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri sirasiyla
%50,72, %46,18, %49,35, %65,57 olarak bulunmustur. Oleuropein ve Paklitaksel
kombinasyonlarinin oksidatif stres {izerine olan etkilerini belirlemek icin CompuSyn

programi ile hesaplanan sonuglara gore sinerjik etki gosteren %10, %20, %30 ve
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%4011k kombinasyon oranlar1 se¢ilmistir. Hesaplanan kombinasyon indeksi bulgularina
gore %65,57 oraninda sinerjik etki gosterdigi saptanan %10’luk kombinasyon
grubundaki Paklitaksel (0,75 uM) dozu Paklitaksel’in tek basina MCF-7 hiicre hatti
tizerindeki ICso (7,5 uM) dozuna gore oldukga diistiktiir ve bunun deneysel ¢alismamiz
sonucunda Oleuropein ile kombinasyon halinde uygulanmasinin bir sonucu oldugunu
diistindiirmistiir. Kemoterapotik ajan olarak kullanilan Paklitaksel’in normal viicut
hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkileri ve tedavi sonucunda ciddi yan etkileri olabildigi
g6z Oniine alindiginda Paklitaksel dozunun diismesi toksik etkisini sinirlayabilir. Daha
onceki caligmalar Oleuropein’in normal hiicreler iizerine Onemli bir sitotoksik
etkilerinin olmadigin1 bildirmistir (Elamin vd., 2013; Cao, Zhu, ve Du, 2017).

ROS normalde hiicreler tarafindan iiretilir ve antioksidan savunma ile dengede
tutulur ancak bu dengenin bozulmasi ve asirt ROS birikmesi oksidatif strese neden
olmaktadir. Oksidatif stres hiicreler i¢in zararli bir durumdur ve kanser gibi bir¢ok
hastaligin olugmasinda tetikleyici olabilmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapi ilaclarinin tedavi stratejilerinin oksidatif stresi arttirict etkili olabildigi
bildirilmistir (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Paklitaksel gibi taksan grubu ilaglar ROS
tiretimini arttirarak hiicrelerde sitokrom C salinimini tetikleyerek geri doniisli olmayan
oksidatif hasarin olusmasin1 ve apoptoz mekanizmasinin baglatilmasini  saglar
(Kaufmann ve Earnshaw, 2000). Yapilan in vitro c¢alismalarda, Paklitaksel’in meme
kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu etkilerken ayni zamanda oksidatif stresi arttirdig1
bildirilmistir (Schrijvers, 2003; Alexandre vd., 2007; Hadzic vd., 2010). Kanser tedavisi
sirasinda kemoterapotik ajanlarin bu etkisi normal hiicrelerin de etkilenmesine ve
hastada olumsuz durumlarin olusmasina neden olabilmektedir. Ozellikle etkili bir
kanser tedavisi gelistirilirken normal hiicrelere verilen hasarin en aza indirilmesi ve yan
etkilerin sinirlandirilmast 6nemlidir ve bu nedenle alternatif tedavi yontemlerinin
gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir. Bu sebeple dogal bilesiklerle kombinasyon tedavileri
onem kazanmaktadir (Telang, Nair ve Wong, 2019). Yapmis oldugumuz g¢alismaya
gore, Paklitaksel 1Cso dozu uygulanan MCF-7 hiicre grubunda OSI degeri 0,94+0,09
olarak bulunmustur ve Oleuropein ICso dozu uygulanan MCF-7 hiicre grubunda OSI
degeri 0,22+0,04 olarak bulunmustur. Oleuropein’in OSI tizerindeki bu etkisi serbest
radikalleri temizleyerek ROS diizeylerini diisiirebilme yeteneginden kaynaklaniyor
olabilir (Pourkhodadad vd., 2016). Ayrica hiicrenin serbest radikallere karsi tirettigi

antioksidanlarin seviyesini belirlemek icin TAS seviyesini 6l¢tiigimiiz ¢alismamizda,
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Oleurepein ICso dozu hiicrelerde ki TAS seviyesini kontrole goére anlamli oranda
arttirmistir.  Oleuropein’in  TAS seviyesi tizerindeki bu etkisi gii¢lii antioksidan
ozelliginden kaynaklaniyor olabilir. Oleuropein antioksidan etkisi ile hiicresel
makromolekiillerin oksidatif hasardan korunmasini saglayabilir (Barbaro vd., 2014).
Yapmis oldugumuz ¢alismaya gore, Oleuropein ve Paklitaksel %10, %20, %30 ve %40
kombinasyon oranlarinin TAS seviyesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
derecede artmustir. EI-Azem ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada zeytinde
bulunan fenolik bilesiklerden biri ve Oleuropein’in hidroliz iiriinii olan Hidroksitrozol
ve Paklitaksel kombinasyonu meme kanseri olusturulan siganlara uygulanmistir ve bu
kombinasyon tedavisinin antioksidan kapasiteyi arttirdigi gosterilmistir. Elde edilen bu
deneysel sonucun yapmis oldugumuz ¢alisma ile uyumlu oldugu tespit edilmistir (El-
Azem vd., 2019). Ayrica yapmis oldugumuz c¢alismada, kombinasyon gruplarinda OSI
degerlerinin kontrol grubuna goére anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir.
Oleuropein’in antioksidan etkisi ile serbest radikallere karsi olusturdugu savunma
mekanizmasi sonucu artan TAS seviyesi OSI degerlerinin diismesine neden olmus
olabilir. Yapilan bir calismaya gore, Oleuropein’in MCF-7 hiicre hattinda TOS
seviyesini diiglirdiigli bildirilmistir (Ari, Karul ve Sakarya, 2018). Hiicrenin toplam
oksidan diizeyi hakkinda bilgi veren TOS seviyesini 6l¢tiiglimiiz ¢alismamizin sonuglari
yapilan ¢alisma ile benzer sekilde Oleuropein’in kontrol grubuna gére TOS diizeyini
anlamli derecede diisiirdiigiinii gdstermektedir.

SOD zararli siiperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu Kkatalizleyen hiicrenin ROS’a kars1 ilk savunma hattin1 olusturan
enzimatik bir antioksidandir. Yapmis oldugumuz ¢alismada Oleuropein ve Paklitaksel
ICs0 dozlar1 ile kombinasyon uygulamalarinin SOD aktivitesine olan etkisi test
edilmistir. Paklitaksel ve Oleuropein kombine uygulamasinin SOD enzim aktivitesini
arttirdig1 gézlemlenmistir. %20 ve %30 kombinasyon uygulamalari sirasiyla 1,542+0,29
ve 1,445+0,22 artis miktar1 ile kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gostermistir. Serbest radikallere karsi iiretilen birincil antioksidan oldugu i¢in hiicredeki
SOD miktarinin artmasi DNA hasarinin, kanser baslangi¢ ve ilerleme mekanizmalarinin
bir gostergesidir. Rahim agz1 kanserinde saglikli kontrol grubu ve serviks kanseri
hastalarinin oksidatif stres belirteclerinin 6l¢iildiigii bir calismada kontrol grubuna gore

hastalarda MDA, SOD ve 8-OH-dG, diizeylerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. SOD
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artisinin oksidatif stresin belirlenmesinde 6nemli rol oynadigi bildirilmistir bulunan
sonuglar ¢aligmamizla uyumludur (Zahra vd., 2020).

GSH, hiicresel sinyallesme, ksenobiyotiklerin metabolizmasi, tiyol distlfid
degisim reaksiyonlar1 gibi ¢esitli reaksiyonlar ve hiicrenin hayatta kalmasi icin gerekli
olan o6nemli bir sistein deposudur (Dalton vd., 2004). Kanser hiicrelerinin
ozelliklerinden biriside yliksek GSH konsantrasyonuna sahip olmalaridir kanser
hiicresinin bu 06zelligi kemoterapinin neden oldugu apoptoza kars1 bir direng
olusturulmasini1 saglamaktadir (Estrela, Ortega ve Obrador, 2006; Franco ve Cidlowski,
2009). Oleuropein ve Paklitaksel’in kombine uygulamasinin GSH aktivitesi iizerine
olan etkisine baktigimiz ¢alismamizda kombinasyon dozlarinin kontrol grubuna goére
GSH aktivitesini azalttigi saptanmustir. Oleuropein ICso dozu uygulanan MCF-7
hiicrelerinin GSH aktivitesi 4,318+0,98 uM olarak ol¢giilmiistiir ve bu etkinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir (p<0,05).
%10, %30 ve %40 kombinasyon oranlar1 sirasiyla 5,123+1,24, 6,255£1,71 ve
5,12842,26 olarak oOl¢iilmiistiir bu etkinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir (p<<0,05). Glasauer ve Chandel’e gére GSH
miktarinda ki azalma ROS’ta ki artisin ve hiicre oliimiiniin bir gdstergesi olabilir
(Glasauer ve Chandel, 2014). Yapilan bir ¢alismaya gore Hela hiicre hattinda oksidatif
stresin uyarilmasi ile GSH tiikenmesi ve bunun sonucunda apoptoz ve nekroz
mekanizmalariin olustugu bildirilmistir (You vd., 2015).

Lipid peroksidasyonu normalde tiim hiicre ve dokularda gerceklesen serbest
radikaller tarafindan uyarilan biyolojik bir siirectir (Niki, 2012). Lipid peroksidasyon
belirteci olarak olciilen MDA serbest radikallerin artis1 ile sonu¢lanan oksidatif stresin
en iyi belirtecidir. Kanserli hasta gruplar1 ve saglikli kontrol gruplarinin karsilastirildigt
calismalarda, MDA seviyesinin kanser hastalarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
ve bu da kanser hiicrelerindeki artmis ROS ve oksidatif stresin bir gostergesidir (Wang
vd., 2014; de Oliveira vd., 2022). Ayrica in vitro ¢alismalarda da ¢alismamizla uyumlu
olarak oksidatif stresin artmis MDA diizeyi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Celep,
Yilmaz ve Coruh, 2012; Timur, Akbas ve Ozben, 2005).Yapmis oldugumuz ¢alismaya
gore, Oleuropein ve Paklitaksel kombinasyon uygulamasimnin kontrol grubuna gore
MDA seviyesini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdig1 saptanmistir. MDA artisi

ROS artisina bagl olarak olusan oksidatif stresin bir sonucu olarak artmis olabilir.
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Yapmis oldugumuz ¢aligmada hem 151k mikroskobu hem de AO/EB c¢ift boyama
yontemi ile OLE ve PTX kombinasyonlarinin MCF-7 hiicre hattina morfolojik etkisi
incelenmistir. Sonuglarimiza gore kombinasyon uygulanmasinin sonucunda hiicrelerin
sekillerinin yuvarlaklastigi, birbirleri ve flask tabanina tutunmalarinin azaldigi
gozlemlenmistir. AO/EB boyama yoOntemine gore, kombinasyon gruplarinda geg
apoptoz ve erken apoptoz mekanizmalarinin olustugu kromozomlarin belirgin sekilde
pargali ordugu saptanmustir. Calismamizla uyumlu olarak OLE’nin invazyon,
migrasyon ve koloni olusumunu azalttig1 bildirilmistir (Se¢me vd., 2016).

Sonug olarak elde edilen veriler 1s181nda, yiiksek dozlarda olusturulan OLE+PTX
kombinasyonlarinin (%100, %75, %50) MCF-7 hiicre hattinda antagonist etkili oldugu
ancak diisiik dozlarda uygulanan kombinasyonlarin (%10, %20, %30, %40) sinerjik
etkili oldugu belirlenmistir. Sinerjik etkili oldugu saptanan kombinasyon gruplarindaki
Paklitaksel dozunun Paklitaksel’in tek basina MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki 1Cso (7,5
uM) dozundan diisiik oldugu goézlemlenmistir. Yapmis oldugumuz caligmamizda,
Oleuropein ile Paklitaksel kombine uygulamasinin Paklitaksel’in toksik dozunu
diistirdiigii saptanmustir. Oleuropein ile Paklitaksel’in kombine kullaniminin oksidatif
stres tizerine olan etkilerini inceledigimiz ¢alismamizda, antioksidan savunmanin arttigi
ve OSI seviyesinin diistiigli gézlemlenmistir ancak oksidatif stres hakkinda daha net bir
sonuca ulagmak i¢in bu ¢calismanin farkli zaman araliklarinda da incelenmesi gerektigini
diisiinmekteyiz. OLE ve PTX ICso dozu uygulamalarina gore kombinasyon
gruplarindaki SOD seviyesinin arttig1 saptanmistir. PTX 1Cso dozu uygulanmasina gore
kombinasyon gruplarmin GSH seviyesinin diistigli gozlemlenmistir. Ayrica
kombinasyon gruplarinin MDA seviyesini arttirdig1 saptanmistir. Yapmis oldugumuz
calismada, OLE ve PTX kombinasyonlarmin MCF-7 hiicre hattinin morfolojisini
etkiledigi gosterilmistir. Kombinasyonlarin MCF-7 hiicre hattinda gdsterdikleri bu
etkilerin hangi spesifik yollar tizerinden nasil ve ne sekilde gerceklestigi ve
kombinasyonlarmn in vivo ortamda etkili olup olmadigi gibi sorulara cevap

iiretilebilmesi amaci ile daha ileri ¢caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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