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FERULIK ASITIN MEME KANSER HUCRELERINDE APOPITOTIK
HUCRE OLUMUNE ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Sena OZKUL
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Yiiksek Lisans Tezi, Subat 2024
Danmisman: Prof. Dr. Zuhal HAMURCU

OZET

Meme kanseri de diinya kadinlar1 arasinda en sik rastlanan kanserlerdendir. Kanser
aragtirmalarindaki c¢arpici ilerlemelere ragmen, meme kanseri 6nemli bir saglik
sorunu olmaya devam etmekte ve meme kanseri tedavisine yonelik ¢alismalarda
devam etmektedir.

Ferula foetida'dan izole edilen ferulik asidin (FA) meme kanserindeki etkileri ve
mekanizmasi tam olarak agiklanmamistir. Doksorubisin (DOX), metastatik olan
meme kanser hastalarinin tedavisinde de yaygin olarak kullanilan kemoterapétik bir
ajandir. Timor hiicrelerinde DOX’a  karst  direncin  gelismesi  tedaviyi
zorlagtirmaktadir. Dolayistyla, yeni arastirmalara ve tedavilere ihtiyag vardir.
Sunulan tez ¢alismamizda meme kanserlerinin tedavisinde kullanilan, DOX’un FA
ile kombinasyonunun apoptoza karsi kazanilmis direngte etkisinin arastirilmasi
amaglandi. Bu amag i¢in meme kanser hiicreleri (agresif meme kanser hiicresi olan
MDA-MB-231) hem FA hem de DOX ile muamale edildi. Hiicre proliferasyonunun
analizi i¢in MTS, klon olusumunu test etmek i¢in klonojenik tespit ve apoptozu tespit
etmek i¢in Anneksin-V analizi kullanildi.

Analiz sonuglarimiza gore, 48 saat FA (500 uM) ve DOX (5uM)’nin kombin
uygulandigi hiicrelerde; hiicre proliferasyonun ve koloni olsumunun tek basina FA
ve DOX uygulanan hiicrelere gére 6nemli oranda azaldig1 azaldig1 apoptoz oraninln
artt1g1 bulundu.

Sonuglarimiz, meme kanser hiicrelerinde FA ve DOX kombinasyonunun diisiik
konsantrasyonda DOX’un etkinligini artirdigin1 gosterdi. Bu nedenle de DOX’un
yiiksek konsatrasyonlardaki toksik etkisini azaltmak i¢in diisiik konsantrasyonlarda
DOX ile FA kombinasyonun vyeni ve etkili bir tedavi stratejisi olarak
kullanilabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri; Ferulik Asit; Doksorubisin; MDA-MB-231;
Apoptoz; klon olusumu



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF FERULIC ACID ON APOPTOTIC
CELL DEATH IN BREAST CANCER CELLS

Sena OZKUL
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Department of Molecular Biology and Genetics
Master Thesis, February 2024
Supervisor: Prof. Zuhal HAMURCU

ABSTRACT

Breast cancer is one of the most common cancers among women worldwide. Despite
dramatic advances in cancer research, breast cancer remains a major health problem
and efforts to treat breast cancer are ongoing. The effects and mechanism of ferulic
acid (FA) isolated from Ferula foetida in breast cancer have not been fully
elucidated. Doxorubicin (DOX) is a chemotherapeutic agent widely used in the
treatment of metastatic breast cancer patients. The development of resistance to DOX
in tumor cells makes treatment difficult. Therefore, new research and treatments are
needed.

In the present thesis, we aimed to investigate the effect of the combination of DOX
with FA, which is used in the treatment of breast cancer, on acquired resistance to
apoptosis. For this purpose, breast cancer cells (aggressive breast cancer cells MDA-
MB-231) were treated with both FA and DOX. MTS was used to analyze cell
proliferation, clonogenic detection to test clone formation and Annexin-V assay to
detect apoptosis.

According to our analysis results, in cells treated with FA (500 uM) and DOX (5pM)
in combination for 48 hours, cell proliferation and colony formation decreased
significantly compared to cells treated with FA and DOX alone, and apoptosis rate
increased.

Our results showed that the combination of FA and DOX enhanced the efficacy of
DOX at low concentrations in breast cancer cells. Therefore, it showed that the
combination of DOX and FA at low concentrations can be used as a new and
effective therapeutic strategy to reduce the toxic effect of DOX at high
concentrations.

Keywords; Breast Cancer; Ferulic Acid; Doxorubicin; MDA-MB-231; Apoptosis;
Clone formation
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri diinya kadinlar1 arasinda en sik rastlanan kanserlerdendir ve kansere
bagli Olimlerin bir¢ogunun baslica sebebidir. Meme kanserinin yiiksek mortalite
oranin1 agiklayan cesitli aciklamalar vardir ve hayati organlara metastaz baslica
neden olarak tanimlanmaktadir. Son birka¢ yilda, yogun cabalar meme kanserinin
cesitli organlara farkli metastatik Onceligi olan metastatik heterojenite sergiledigini
ve meme kanseri hastalarinda prognoz ve tedaviye yanitlarda farkliliklara yol a¢tigini

gostermistir (Ylang ve ark., 2019).

Mevcut kanser tedavileri, genellikle saglikli hiicreleri 6ldiiren ve hastalarda bir dizi
yan etkiye neden olan cerrahi miidahale, radyasyon ve kemoterapi ilaglarini igerir.
Tibbin siirekli gelismesiyle birlikte, kanser tedavisinde indiiksiyon kemoterapisi ve
hedefe yonelik tedavi gibi yeni terapiler uygulanmaya baslanmistir. Geleneksel kemo
ve radyo terapi ile karsilastirildiginda, bu yeni tedavilerle hastalarin hayatta kalma
siiresi Onemli Ol¢iide uzatilmistir, ancak yan etkiler ve yasam kalitesi temelde
tyilestirilmemistir (Zhang ve ark., 2019). Bu nedenle, giivenli ve etkili antitimor
tedavilerin siirekli arastirilmasi, ¢agdas onkolojinin ana arastirma konusu olmaya
devam etmektedir. Dogal bitki bilesenleri kanserin dnlenmesi ve tedavisinde énemli
bir rol oynamakta, kanser hastalarinin klinik semptomlarini, yasam kalitesini ve
prognozunu iyilestirmede onemli bir etkinlige sahip olmakta ve giderek kanserin

onlenmesi ve tedavisinde 6nemli bir arag¢ haline gelmektedir (Li ve ark., 2023).

Bitki hiicre duvarlarinda yaygin olarak bulunan fenolik bir madde olan ferulik asit
(FA) (Babbar ve ark., 2021), bircok geleneksel Cin ilacinin 6nemli bir aktif
bilesenidir. Kararli fiziksel ve kimyasal ozelliklere, olaganiistii farmakolojik

aktiviteye ve insan viicudu iizerinde cok az toksik ve yan etkiye sahiptir.



Farmakolojik aktiviteleri temel olarak antioksidan, anti-enflamatuar, anti-diyabetik,
kan basincini diisiiriicli , hepatoprotektif ve immiinoregiilator aktiviteleri igerir. FA
lizerine farmakolojik arastirmalarin derinlesmesiyle, 6nemli antitimdr biyolojik
aktivite gostermistir ve malign tliimdrlerin tedavisi i¢in potansiyel bir ilag olmasi
beklenmektedir. Bu makalede, geleneksel antitimor ilaglarin zayif etkinlik, yliksek
toksisite ve ilag¢ direnci gibi mevcut sorunlarint ¢6zmek i¢in yeni fikirler saglamak
amaciyla FA'nin antitimor mekanizmasi ile ilgili ilerlemeler gbézden gegirilmistir

(Kilani ve ark., 2015)

Tiimdr hiicreleri sinirsiz biiyiiyebilir ve genlerin neden oldugu programli dliime
direnebilir. Timorlerin bu kotii huylu davramisi sadece tedavinin zorlugunu
artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda kansere bagli dliimlerin de énemli bir nedenidir.
Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimiiniin en 6nemli seklidir (Morana ve ark., 2022).

FA apoptozun indiiklenmesinde 6nemli bir etkiye sahiptir.

Hiicre proliferasyonu, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinin 6nemli bir pargasidir ve
aktif proliferasyon ve metabolizma tiimor hiicrelerinin 6zellikleridir. Normal
hiicrelerin aksine, kanser hiicreleri sonsuz biiyiime, donilisim ve metastaz
Ozelliklerine sahiptir ve bu nedenle zorlukla ortadan kaldirilir (Liu ve ark., 2019). Bu
nedenle, tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemek tiimdr tedavisinde dnemli bir
yontemdir. In vitro ve in vivo ¢alismalar, FA'nin kolorektal kanser, akciger kanseri
ve meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini ¢esitli sekillerde etkili bir sekilde inhibe
edebildigini gdstermistir.

Doksorobisin (DOX), metastatik olan meme kanser hastalarinin tedavisinde de
yaygin olarak kullanilan kemoterapétik bir ajandir (Sharmin ve ark., 2021), (Yang ve
ark., 2014). Ancak klinikte yaygin kullanilmasma ragmen, toksik olup normal
dokulara da zarar verir, bu nedenle tedavi sirasinda ve sonrasinda hastalarin yasam
kalitesini olumsuz yonde etkiler (Thomas ve ark., 2021; Ghazaleh ve ark.,
2021). Ayrica, timor hiicrelerinde DOX’a karsi direncin  gelismesi tedaviyi
zorlastirmaktadir.  Sitotoksisitesinden dolayt DOX’un direncin iistesinden gelmek
icin DOX dozunu artirmanin imkénsiz oldugu vurgulanmistir (Tan ve ark., 2020).
Dolayistyla, metastatik meme kanser hastalarinin tedavisinde kullanilmasina ragmen,

ilag direnci ve kardiyotoksisiteye neden oldugu icin doksorubisin kullaniminda


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khalili-Tanha%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=34425750

zorlanilmaktadir. Bu nedenle, doksorubisinin anti-kanser etkili dozunu ve yan
etkilerini ve ayrica direncini azaltmak icin yeni stratejilere ve arastirmalara ihtiyag

vardir.

Bu bilgilerden hareketle Onerilen tez projesinde meme kanserlerinin tedavisinde
kullanilan DOX ile FA kombinasyonunun apoptoza karsi kazanilmis direncte

etkisinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Kanser, viicuttaki bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyliyerek viicudun diger
bolgelerine yayildigr bir hastaliktir. Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan
viicudunun hemen her yerinde baslayabilir. Normalde insan hiicreleri, viicudun
thtiya¢ duydugu yeni hiicreleri olusturmak i¢in biiyiir ve ¢ogalir (hiicre boliinmesi adi
verilen bir siirecle). Hiicreler yaslandiginda veya hasar gordiigiinde oliir ve yerlerini
yeni hiicreler alir. Bazen bu diizenli siire¢ bozulur ve anormal veya hasarli hiicreler
bliylimemeleri ve ¢ogalmamalar1 gerekirken biiyiir ve ¢ogalirlar. Bu hiicreler doku
topaklar1 olan tiimorleri olusturabilir. Tiimdrler kanserli veya kanserli olmayan (iyi

huylu) olabilir.

Kanserli timorler yakindaki dokulara yayilir veya onlari istila eder ve yeni tiimorler
olusturmak i¢in viicudun uzak yerlerine gidebilir (metastaz adi verilen bir siirec).
Kanserli tiimorler kotli huylu timorler olarak da adlandirilabilir. Birgok kanser kati

tiimorler olusturur, ancak 16semiler gibi kan kanserleri genellikle olugturmaz.

Kanser kelime olarak ‘“canker’ ve “’carcinos’’ kelimelerinden tiiretilmistir ve
Latincede yenge¢ manasina gelmektedir. MO 3. yiizyillda ilk defa Hipokrat

tarafindan tanimlanmistir (Hanahan ve ark., 2011).

Kanser, diinya ¢apinda ikinci 6liim nedenidir ve sadece kardiyovaskiiler hastaliklar
tarafindan gecilmektedir. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve hematolojik kanserler
disinda anormal bir hiicre kitlesi veya tiimér olusturan hiicre 6liimiiniin olmamasi ile
karakterizedir. Bu birincil tiimdr yeni damarlanma sayesinde biiylir ve zamanla
metastatik potansiyel kazanarak viicudun diger bolgelerine yayilir, bu da metastaza
ve nihayetinde 6liime neden olur. Kanser, ¢evresel veya kalitsal faktorler nedeniyle

hiicrelerin  genetik materyalinde meydana gelen hasar veya mutasyonlardan



kaynaklanir. Lokal ve metastatik olmayan kanserlerde cerrahi ve radyoterapi birincil
tedavi yontemi iken, metastatik kanserlerde anti-kanser ilaclar (kemoterapi, hormon

ve biyolojik tedaviler) tercih edilmektedir (Debela ve ark., 2021)

Proliferatif sinyalin
siirdUrilmesi

Blylimeyi
baskilaywidardan kagma

Invazyon ve metastaz
aktivasyonu

Replikatif
Slomsialik

Sekil 1. Kanserin Ozellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011).
2.2. MEME KANSERI

Meme kanseri, gelismekte olan iilkelerdeki kadinlar arasinda kanserden oliimlerin
onde gelen nedenidir. Meme kanserinin yiiksek mortalite oranini agiklayan cesitli
aciklamalar vardir ve hayati organlara metastaz baslica neden olarak
tanimlanmaktadir. Son birka¢ yilda, yogun ¢abalar meme kanserinin ¢esitli organlara
farkli metastatik onceligi olan metastatik heterojenite sergiledigini ve meme kanseri
hastalarinda prognoz ve tedaviye yanitlarda farkliliklara yol actigim1 gdstermistir.
Kemik, akciger, karaciger ve beyin genellikle meme kanseri metastazinin birincil

hedef bolgeleri olarak kabul edilmektedir (Zhang ve ark., 2019).

Kadinlarda goriilme sikligi daha ytksektir. Risk faktorleri soyledir; genetik,yas

cinsiyet,hormonal mekanizmalar,ailenin gegmis oykiisii vb. bir¢ok faktér vardir.

Meme dokusu, siit liretiminde rol oynayan bezler olan lobiiller, lobiilleri meme ucuna
baglayan kanallar ve bag dokusu, yag dokusu ve lenfatik dokudan olusur. Meme
kanseri, memenin herhangi bir bileseninde diizensiz bir hiicre biiylimesi oldugunda
ortaya ¢ikar, ancak bu en yaygm olarak lobiillerde gériiliir. Onemli 6l¢iide daha az

yaygin olmasina ragmen, meme kanseri erkeklerde de goriilebilir. Meme kanseri



zaman iginde gelisir ve in situ bir asamadan gecebilir (Veronesi ve ark.,2005). Ister
in situ ister invaziv olsun, rutin kendi kendine meme muayeneleri, mamografik
tarama sirasinda veya belirti veya semptomlar gelistikten sonra tespit edilebilir.
Baslangicta, memede ele gelen veya goriilebilen bir yumru gelisene kadar meme
kanseriyle iliskili herhangi bir belirti veya semptom yoktur. En sik goriilen fiziksel
belirti agrisiz bir meme yumrusudur. Metastazin erken evrelerinde aksiller bolgede
sismis ve biliylimiis lenf diiglimleri mevcut olabilir. Kanli meme bas1 akintisi, agirlik,
kizariklik, sislik, meme deformitesi veya retraksiyonlar daha az goriilen belirtilerdir,
ancak meme malignitesinin onemli bir gostergesidir ve hastaligin ileri evrelerinde
daha belirgin olabilir. Erken belirtiler az oldugundan, tim kadinlarin erken evrim
asamalarinda anormal meme dokusu olanlar1 tespit etmek i¢in mevcut meme kanseri

taramalarint diizenli olarak yaptirmalari gerekmektedir (Anastasiadi ve ark., 2017).

Kaslar

Yag Doku

Lenf Nodlan

Lobiller

Sekil 2. Meme Dokusu (Tiirk Tibbi Onkoloji Dergisi https://www.kanser.org)

2.3. RISK FAKTORLERI

Epidemiyolojik caligmalar, meme kanseri riskinin gelisimi veya ilerlemesi i¢in farkli
faktorleri iligskilendirmistir. Geg evlilik yasi, ilk dogum ve menopoz gibi risk
faktorleri hastalik gelisimi ile giiclii bir sekilde iliskilidir. 30 yas ve {izerinde evlenen
kadinlarda, daha geng¢ yasta evlenen kadinlara kiyasla risk %?7. iken, evlilik yas
30'dan az ancak ilk dogum yas1 30 veya daha fazla oldugunda ilgili risk %1.4'tiir
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(Dey ve ark., 2009). Geg¢ evlilik ve dogum yasi, meme dokusu farklilasmasinin
eksikligine, Ostrojenik olmayan mutajenlere daha fazla maruz kalmaya ve Ostrojen
tarafindan genotoksisiteye yol ag¢maktadir. Menopozun 50 yasindan sonra
gerceklesmesi kadinlari uzun siireli 0strojen maruziyetine sokmaktadir (Surakasula
ve ark., 2014). Bir meta-analiz ¢alismasi, erken gebelik ve daha uzun emzirme
siiresinin ER (Ostrojen reseptorii) pozitif ve ER negatif meme kanseri riskini
azalttigin1 gézlemlemistir. Benzer sekilde, dengesiz diyet alimi da meme kanseri

riskiyle iligkili bir diger faktordiir.

Calismalar, vejetaryen olmayan ve yiliksek hayvansal yag iceren diyetle beslenen
kadinlarin meme kanseri gelistirme sansinin vejetaryen diyetle beslenen kadinlardan
daha fazla oldugunu tahmin etmistir. Ayrica, yetersiz fiziksel aktivite de meme

kanseri riskiyle iligkilidir (Kim ve ark., 2013).
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Sekil 3. Meme kanseri risk faktorleri (Tirk Tibbi Onkoloji Dergisi,
https://www.kanser.org)
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Sekil 4. Meme kanseri risk faktorlerinin sematik gosterimi (Dharambir ve ark.,
2022).

2.4. MEME KANSERI MOLEKULER SINIFLANDIRILMASI

Meme kanseri strojen reseptorleri (ER) ve progesteron reseptorleri (PR) ve Insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 pozitif (HER2) onkogeninin ekspresyonuna
dayali olarak farkli alt tiplerde tanimlanmistir (Sekil 5). Genel olarak, ER pozitif
timorler, ER negatif tiimorlerden daha yaygindir. Ayrica, ER pozitif tiimorler, ER
negatif tiimorlerin aksine daha kii¢iik ve diisiik dereceli ve lenf nodu negatiftir.
Boylece, iki ER/PR pozitif (Luminal A ve Luminal B) alt grup bulunmaktadir.
Luminal B alt grupta PR pozitif veya negatif olabilir. Ayrica ER negatif HER2 tip
meme kanseri, bazal benzeri meme kanseri ve TNBC alt tipleri bulunmaktadir (Tao

ve ark., 2015).



Meme kanser siniflandirmas

Meme kanserinin histopatolojil Meme kanserinin molekiler simflandirmasi
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- Normal
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Sekil 5. Meme kanserinin siiflandirilmasi (Dharambir ve ark., 2022).

UCLU NEGATIF MEME KANSERI (TNBC)

Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptdrii (PR) ekspresyonunun yani sira
insan epidermal biiylime faktori reseptorii 2 (HER2) amplifikasyonundan yoksun
ticlii negatif meme kanseri (TNBC) hastalarinin tedavisi, hastaligin heterojenligi ve
iyl tanimlanmis molekiiler hedeflerin olmamasi nedeniyle zor olmustur. TNBC'ler
tiim meme kanserlerinin %10-%20'sini olusturur, daha geng¢ hastalar1 daha sik etkiler
ve Afro-Amerikan kadinlarda daha yaygindir. TNBC tiimorleri genellikle daha
biiylik boyuttadir, daha yiiksek derecelidir, tan1 sirasinda lenf nodu tutulumu vardir
ve biyolojik olarak daha agresiftir (Li ve ark.,2020). Cerrahi 6ncesi (neoadjuvan)
kemoterapiye daha yiiksek klinik yanit oranlarina sahip olmalarina ragmen, TNBC
hastalar1 diger meme kanseri alt tiplerine sahip kadinlara gore daha yiiksek uzak niiks
oranina ve daha kotli prognoza sahiptir (Lehmann ve ark., 2011). Metastatik TNBC'li
kadinlarin %30'undan az1 5 yil hayatta kalmakta ve tedavinin temel dayanagi olan
adjuvan kemoterapiye ragmen neredeyse tamami hastaliklarindan hayatini

kaybetmektedir.
2.5. MEME KANSERIi TANI VE TEDAVi YONTEMLERI

Meme kanseri, kadinlar arasinda goriilme siklig1 ve kansere bagl dliimlerin en fazla
oldugu kanser tiirlerindendir. Bu mortalite oran1 sebebiyle meme kanserinin tani ve
tedavisi Onemlidir. Erken invaziv meme kanserinin teshisi, biyopsi onay1 ile

desteklenen radyoloji ve klinik degerlendirmeye dayanmaktadir. Ayn1 zamanda kitle



elle tutulabilir ve bir agr ile teshis edilebilirken; mamografi, biyopsi, ultrason gibi

tekniklerle de tanisi konunabilir.
2.5.1. Hormonal Tedavi

ER- veya PR-pozitif meme kanseri olan hastalar aromataz inhibitorii gibi endokrin
tedavisi almalidir. Artmis osteoporoz riski veya aromataz inhibitorii intoleransi
konusunda endise varsa, tamoksifen regete edilebilir. Yakin zamana kadar, tiim
premenopozal hastalara tamoksifen 6nerilmekteydi. Ancak, randomize 3 kollu SOFT
caligmasinin sonuglari, sadece kemoterapi alan hastalarda ovaryan supresyon arti
eksemestanin tamoksifenden daha iistiin oldugunu gostermistir (Elizabeth ve
ark.,2016). Kemoterapi, tedavi eden doktorun takdirine baghh olarak
uygulandigindan, yumurtalik baskilamasi ve eksemestanin yarari, niiks riski en
yiiksek olan hastalarda (pozitif lenf diigiimleri, biiyiik primer tiimorler veya HER2-
pozitif hastalik) gozlenmistir. Kemoterapi almayan premenopozal hastalar i¢in tek
basina tamoksifen kabul edilebilir olmaya devam etmektedir. Endokrin tedavi en az 5
yil Onerilir; ancak randomize ATLAS c¢alismasinin sonuglari, meme kanseri
mortalitesinde 10 yillik tamoksifen yerine %3'lik ek bir iyilesme oldugunu

gostermistir (Fischer ve ark., 2014)
2.5.2. Kemoterapi

Definitif cerrahi sonrasi adjuvan kemoterapi genellikle yliksek niiks riski tagiyan
hastalig1 olan hastalar i¢in Onerilir. Asagidaki klinikopatolojik 6zellikler kemoterapi
icin endikasyon olusturabilir: ER-, PR- ve HER2-negatif, HER2-pozitif; biiyiik
timor boyutu; ve pozitif lenf nodlari. Lenf nodlar1 ve ER-pozitif tiimoérler igin negatif
sonuclar1 olan hastalar icin, uzak niiks riskini daha iyi tahmin etmenin yani sira
kemoterapiden en fazla fayda saglayacak hastalari belirlemek icin RNA tabanlh
genomik test kullanilabilir (Elizabeth ve ark.,2016). Genomik test, kemoterapinin
endike olup olmadigini belirlemek i¢cin SNLB veya aksiller diseksiyondan sonra
sinirhi sayida pozitif lenf nodu olan hastalar i¢in de diisiiniilebilir (Fischer ve
ark.,2014). Yiksek riskli hastaligi olan hastalar icin sitotoksik tedavi hem bir
antrasiklin hem de bir taksan igermelidir. Diisiik riskli hastalik i¢in antrasiklinler

daha yaygin olarak ihmal edilir. Kemoterapi kullanma karari, hastanin
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komorbiditeleri ve komplikasyon riski ile potansiyel sagkalim faydasinin

dengelenmesine dayanmalidir.

2.5.3. Radyoterapi

Prospektif randomize ¢alismalar, meme kanserinden uzun vadeli mortalite ve genel
hasta sagkaliminin radyasyon tedavisi ve mastektomi icin karsilastirilabilir oldugunu
dogrulamistir. Radyasyon tedavisi ayrica tedaviden sonraki 10 yil i¢inde korunmus
memede ¢ok yiiksek lokal kontrol oranlari (%90-95) ile iliskilidir; bu oranlar
mastektomi ile elde edilenlerle karsilastirilabilir ve ¢ogu kadin iyi veya miikemmel
bir kozmetik sonuca sahiptir (McDonald ve ark.,2016). Ayrica, yukarida tartisildigi
gibi, endike oldugunda kemoterapi veya endokrin sistemik tedaviler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Radyasyonun evre 0 meme kanseri (duktal karsinoma in situ)
tedavisinde de kanitlanmig bir roli vardir; gelismis hasta sec¢imi, cerrahi ve

radyasyon teknikleri ile %90-95 oraninda uzun vadeli lokal kontrol elde edilmistir.

2.5.4. Cerrahi Tedavi

Kanserde oldukga tercih edilen yontemdir. Kanserin yapisina, lokasyonuna, metastaz
durumuna gore farkli sekillerde yapilabilir. Birinci yontem bolgesel mastektomi
denilen var olan tiimériin alindigr cerrahi islem, ikinci yontem ise total mastektomi

denilen tim memenin alindig1 cerrahi islemdir.
2.6. MEME KANSER HUCRE HATLARI

Kanser ve bir¢ok hastaligin mekanizmalarini aragtirmak icin hiicre kiiltiir yontemi
kullanilmaktadir. Hiicre hatlar1 kullanimlar1 olarak kolay, cogalma olarak sinirsiz bir
cogalma gostermesiyle oldukca avantajli kaynaklardir. Laboratuvarlarda kullanilan
meme kanser hiicre hatlarindan bazilar1 su sekildedir: MCF7, BT-20, BT-549, MDA-
MB-231, MDA-MB-435, MDA-MB-468.

2.6.1. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

Bu hiicre hatlar1 M.D. Anderson Enstitiisii’nde gelistirilmistir. MDA-MB-231 tam
acilimi  M.D. Anderson-Metastatic Breast seklindedir. Kemoterapi duyarhiligi orta
seviyededir. (Speirs ve ark., 2011).
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2.7. APOPTOZ

Apoptoz ilk defa Kerr, Wyllie, Currie tarafindan 1972 yilinda bir makalede
tanimlanmistir (Kerr ve ark., 2002). Programli hiicre 6liimii olan apoptoz, gen
diizeyinde hassas bir sekilde diizenlenerek DNA hasarin1 takiben ya da gelisim
sirasinda meydana gelenler gibi hasarli hiicrelerin kontrollii bir sekilde ortadan
kaldirilmasin1 saglar. Apoptoz karmasiktir ve birden fazla sinyal yolunu igerir.
Apoptoz, hiicrelerde kaspaz aracili ekstrinsik ya da intrinsik  yollarla
tetiklenebilir.Bu iki yol da efektor apoptotik kaspazlari aktive edebilmek amacty bir
araya gelir ve sonu¢ olarak apoptozun 6zellikleri olan morfolojik ve biyokimyasal

hiicresel degisikliklere neden olur. (Elmore, 2007).

Apoptozis normalde gelisim ve yaslanma sirasinda ve dokulardaki hiicre
popiilasyonlarin1 korumak i¢in homeostatik bir mekanizma olarak meydana gelir.
Apoptoz ayn1 zamanda bagisiklik reaksiyonlarinda oldugu gibi bir savunma
mekanizmas1 olarak ya da hiicreler hastalik veya zararli ajanlar tarafindan zarar
gordiigiinde ortaya cikar (Norbury ve ark., 2001). Apoptozu tetikleyebilecek hem
fizyolojik hem de patolojik cok ¢esitli uyaranlar ve kosullar olmasina ragmen, tiim
hiicrelerin ayni uyarana yanit olarak Olmesi gerekmez. Isinlama veya kanser
kemoterapisi i¢in kullanilan ilaglar bazi hiicrelerde DNA hasarina yol agar ve bu da
p53'e bagh bir yolla apoptotik 6liime neden olabilir. Kortikosteroidler gibi bazi
hormonlar bazi hiicrelerde (6rnegin timositler) apoptotik 6liime yol agabilir, ancak

diger hiicreler etkilenmez veya hatta uyarilir.
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Sekil 6. Apopitotik ve nekrotik hiicre 6liimiiniin karsilastirilmasi (Nature, 2009).
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Bazi hiicreler, ligand baglanmas1 ve protein ¢apraz baglanmasi yoluyla apoptoza yol
acabilen Fas veya TNF reseptorlerini ifade eder. Diger hiicreler, hormon veya
bliylime faktorii gibi bir hayatta kalma faktorii tarafindan engellenmesi gereken
varsayilan bir 6liim yoluna sahiptir. Apoptozu nekrozdan ayirma meselesi de vardir;
bu iki siire¢ bagimsiz, sirali ve ayni anda gergeklesebilir (Hirsch ve ark.,1997). Son
olarak apoptoz, "kaspaz" adindabir grup sistein proteazin aktivasyonunu ve baslatici
uyaranlart hiicrenin nihai 6liimiine baglayan komplike bir olaylar dizisini igeren

koordineli ve enerjiye bagl bir siirectir (Zeiss ve ark., 2003).
2.7.1. Ekstrinsik (hiicre 6liim sinyalleri ile) Yol:

Ekstrinsik 6liim reseptorii yolu, adindan da anlasilacagi gibi, 6liim ligandlar1 bir
6liim reseptdriine baglandiginda baslar. Bir¢ok 6liim reseptorii tanimlanmis olmasina
ragmen, en iy1 bilinen 6liim reseptorleri tip 1 TNF reseptorii (TNFR1) ve Fas (CD95)
adr verilen ilgili bir proteindir ve ligandlart sirasiyla TNF ve Fas ligandi (FasL)
olarak adlandirilir (Hengartner ve ark., 2000). Bu 6liim reseptorleri, TNF reseptori
ile iligkili 6liim alan1 (TRADD) ve Fas ile iliskili 6liim alan1 (FADD) gibi adaptor
proteinleri ve kaspaz 8 gibi sistein proteazlari ise alan bir hiicre i¢i 6liim alanina
sahiptir. Oliim ligandinin 8liim reseptdriine baglanmasi, bir adaptor protein igin bir
baglanma bolgesinin olugsmasiyla sonuglanir ve tiim ligand-reseptor-adaptor protein
kompleksi, 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinir (O’Brien ve ark.,
2008). DISC sonra pro-kaspaz 8'in aktivasyonunu baslatir. Enzimin aktive formu
olan kaspaz 8, diger asag1 akis ya da ylriitiicii kaspazlar1 parcalayarak apoptozu

baslatan bir baslatic1 kaspazdir.
2.7.2. Intristik (mitokondriyal) Yol:

Isminden de anlasilacagi gibi, intrinsik yol hiicre iginde baslatilir. Onarilamaz
genetik hasar, hipoksi, asir1 yliksek sitozolik Ca2+ konsantrasyonlar1 ve siddetli
oksidatif stres gibi i¢ uyaranlar, intrinsik mitokondriyal yolun baslatilmasinin bazi
tetikleyicileridir (Karp ve ark., 2008). Uyaranlardan bagimsiz olarak bu yol,
mitokondriyal gegirgenligin artmasi ve sitokrom-c gibi pro-apoptotik molekiillerin
sitoplazmaya salinmasinin sonucudur. Bu yol, ismini ilk olarak folikiiler non-
Hodgkin lenfomada kromozom 18'den 14'e translokasyonun kromozomal kirilma

noktasinda gozlenen BCL2 geninden alan Bcl-2 ailesine ait bir grup protein
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tarafindan yakindan diizenlenir (Finger ve ark.,1984). Bcl-2 proteinlerinin pro-
apoptotik proteinler (6rnegin Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk) ve anti-
apoptotik proteinler (6rnegin Bcl-2, Bel-XL, Bel-W, Bfl-1 ve Mcl-1) olmak {izere iki
ana grubu vardir. Anti-apoptotik proteinler sitokrom-c'nin mitokondriyal salinimini
engelleyerek apoptozu diizenlerken, pro-apoptotik proteinler bu salinimi tesvik
ederek hareket eder. Apoptozun baslatilip baslatilmayacagint belirleyen mutlak
miktar degil, pro- ve anti-apoptotik proteinler arasindaki dengedir (Reed ve
ark.,1997). Mitokondriyal zarlar aras1 bosluktan sitoplazmaya salinan diger apoptotik
faktorler arasinda apoptozu indiikleyen faktdr (AIF), ikinci mitokondri kaynakli
kaspaz aktivatorii (Smac), Diisiik pI'li dogrudan AP Baglayici protein (DIABLO) ve
Omi/yiiksek sicaklik gereksinimi protein A (HtrA2) yer almaktadir [28]. Sitokrom
c'nin sitoplazmik salinimi, sitokrom c¢, Apaf-1 ve kaspaz 9'dan olusan apoptozom
olarak bilinen bir kompleksin olusumu yoluyla kaspaz 3'ii aktive eder. Ote yandan,
Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2, apoptoz proteinlerinin inhibitoriine (IAP'ler)
baglanarak kaspaz aktivasyonunu tesvik eder ve bu da IAP'lerin kaspaz-3 veya -9 ile

etkilesiminde bozulmaya yol acgar (Kroemer ve ark., 2007).
2.7.3. Yiiriitme Yolu (Kaspazlar)

Ekstrinsik ve intrinsik yollarin her ikisi de apoptozun son yolu olarak kabul edilen
yiliriitme fazi noktasinda sona erer. Apoptozun bu asamasini baglatan yiiriitme
kaspazlarinin  aktivasyonudur. Apoptozun yiiriitme yolu bir dizi kaspazin
aktivasyonunu igerir. Intrinsik yol igin yukar1 akis kaspazi kaspaz 9 iken ekstrinsik
yol i¢in kaspaz 8'dir. Intrinsik ve ekstrinsik yollar kaspaz 3'e yakinsar. Kaspaz 3 daha
sonra niikleer apoptozdan sorumlu olan kaspaz ile aktive olan deoksiriboniikleaz
inhibitoriinii parcalar. Ek olarak, asagi akis kaspazlari protein kinazlarm, hiicre
iskeleti proteinlerinin, DNA onarim proteinlerinin ve endoniikleaz ailesinin inhibitor
alt birimlerinin boliinmesini indiikler. Ayrica hiicre iskeleti, hiicre dongiisii ve sinyal
yollar1 iizerinde de etkileri vardir ve bunlar birlikte apoptozdaki tipik morfolojik

degisikliklere katkida bulunurlar (Witzig ve ark., 2005).

Kaspaz-3, bu kaspazlarin en 6nemlisi olarak kabul edilir ve baslatic1 kaspazlardan
(kaspaz-8, kaspaz-9 veya kaspaz-10) herhangi biri tarafindan aktive edilir. Kaspaz-3

spesifik olarak endoniikleaz CAD'yi aktive eder. Cogalan hiicrelerde CAD,
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inhibitorii ICAD ile kompleks olusturur. Apoptotik hiicrelerde, aktive kaspaz-3,
CAD'yi serbest birakmak i¢in ICAD'yi pargalar (Sakahira ve ark., 1998). CAD daha
sonra ¢ekirdek icindeki kromozomal DNA'y1 parcalar ve kromatin yogunlagsmasina
neden olur. Kaspaz-3 ayrica hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesine ve hiicrenin

apoptotik cisimlere pargalanmasina neden olur.
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Sekil 7. Apoptozun igsel yolagi (Alberts, 2010).
2.8. Apoptoz Ve Kanser

Hiicre oliimii diizenlemesindeki anormallikler kanser, otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom, AIDS, iskemi ve Parkinson hastalii, Alzheimer hastaligi, Huntington
hastaligi ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi noérodejeneratif hastaliklar gibi
hastaliklarin 6nemli bir bileseni olabilir. Bazi hastaliklarda yetersiz apoptozis,

bazilarinda ise asir1 apoptozis s6z konusudur.

Kanser, hiicre dongiisii diizenlemesinin normal mekanizmalarinin islevsiz oldugu,
hiicrelerin asir1 gogaldig1 ve/veya hiicrelerin azaldig: bir 6rnektir (King ve ark.,1998).
Tiimor hiicrelerinin  apoptozu baskilamak i¢in kullandigr c¢esitli molekiiler

mekanizmalar vardir.

Tiumor hiicreleri, Bel-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonu veya Bax gibi
pro-apoptotik proteinlerin asagi regiilasyonu veya mutasyonu yoluyla apoptoza karsi
diren¢ kazanabilir. Hem Bcl-2 hem de Bax'mm ifadesi p53 tiimor baskilayici gen
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tarafindan diizenlenir (Miyashita, 1994). Insan B hiicre lenfomasinin bazi formlari
Bcl-2'nin asir1 ekspresyonuna sahiptir ve bu, hiicre 6liimiiniin basarisizliginin kansere
katkida bulunduguna dair ilk ve en giiclii kanitlardan biridir (Vaux ve ark., 1988).
Kanserde apoptozun baskilanmasinin bir diger yontemi de immiin gdzetimden

kacinmayi igerir (Smyth ve ark., 2001).

Baz1 bagisiklik hiicreleri (T hiicreleri ve dogal dldiiriicii hiicreler) normalde tiimor
hiicrelerini perforin/granzim B yolu veya &liim reseptorii yolu ile yok eder. Immiin
yikimdan ka¢inmak i¢in, bazi tiimor hiicreleri T hiicreleri tarafindan iiretilen FasL'ye
kars1 6liim reseptorli yolunun yanitin1 azaltacaktir. Bunun, tiimdr hiicrelerindeki Fas
reseptoriiniin asagi regiilasyonu da dahil olmak {izere ¢esitli yollarla gerceklestigi
gosterilmistir. Diger mekanizmalar arasinda iglevsiz Fas reseptoriiniin ekspresyonu,
Fas ligandin1 tutacak Fas reseptOriiniin ¢oziiniir formunun yiiksek seviyelerde
salgilanmast veya Fas ligandinin tiimor hiicrelerinin yiizeyinde ekspresyonu yer
almaktadir (Cheng ve ark., 1994). Aslinda, baz1 timor hiicreleri, aktive timor infiltre
eden lenfositlerin apoptotik olarak tiikenmesiyle sonuclanan Fas ligand aracili bir

"kars1 saldir1" yetenegine sahiptir (Koyama ve ark., 2001).

P53"in kritik rolii, tiim insan kanserlerinin %50'sinden fazlasinda mutasyona ugramis
olmasindan anlagilmaktadir. p53, DNA hasar gordiigiinde DNA onarim proteinlerini
aktive edebilir, DNA hasar1 tanindiginda hiicre dongiisiinii G1/S diizenleme
noktasinda tutabilir ve DNA hasarinin onarilamaz oldugu kanitlanirsa apoptozu
baslatabilir (Pientenpol ve ark., 2002). Bu sistem ters giderse tlimorigenez meydana
gelebilir. Eger p53 geni hasar goriirse, timor baskilanmasi ciddi sekilde azalir. P53
geni radyasyon, cesitli kimyasallar ve Insan papilloma viriisii gibi viriisler tarafindan
zarar gorebilir. Azalmis apoptoz veya apoptoz direncinin, karsinogenezde énemli bir
roli vardir. Malign bir hiicrenin apoptozda azalma veya apoptoz direnci
kazanmasinin bir¢ok yolu vardir. Genel olarak, apoptozdan kaginmanin gerceklestigi

mekanizmalar genis bir sekilde ayrilabilir:
1. pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin bozulan dengesi,
2. azalan kaspaz fonksiyonu

3. bozulan 6liim reseptorii sinyali
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Sekil 8. Apoptoz mekanizmasinda olusan bozulmalar ve kanser olusumu (Wong ve
ark., 2014).

2.9. FERULIK ASIT

Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit, FA) gesitli meyve ve sebzelerde bol
miktarda bulunan fenolik bir asit bilesigidir. Antioksidan, hepatoprotektif,
antidiyabetik, antitrombotik, antimikrobiyal, anti-alerjik, antiviral ve antitimor
aktiviteleri dahil olmak tiizere genis spektrumlu farmakolojik ozelliklere sahiptir
(Kumar ve ark., 2014). 1925 yilinda FA kimyasal olarak sentezlenmis ve
spektroskopik teknikle yapisal olarak dogrulanmistir. FA, doymamis bir yan zincirin
varligint ve hem cis hem de trans izomerik formlarin varligin1 géstermistir (Nethaji
ve ark., 1988). Tahil kepegi, tam tahilli gidalar, turunggiller, muz, kahve, portakal
suyu, patlican, bambu filizleri, pancar, lahana, 1spanak ve brokoli gibi birgok
yasamsal gida maddesi zengin FA kaynaklaridir. DNA'y1 oksidatif hasardan koruyan
ve oksidatif stresi baskilayarak lipid peroksidasyonunu 6nleyen gii¢lii bir antioksidan

maddeye sahiptir.

Ayrica, Japonya'da katki maddesi antioksidan ve gida koruyucusu olarak

kullanilmasima izin verilmistir. FA'nin bir tuzu olan sodyum ferulat da Cin'de
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serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Wang
ve ark., 2005). Timor hiicreleri sinirsiz biiyiiyebilir ve programlanmis genlerin neden
oldugu oliim. Timorlerin bu koétii huylu davranisi sadece tedavinin zorlugunu
arttirmakla kalmaz, ayni zamanda kansere bagli Oliimlerin 6nemli bir nedenidir.
Apoptozis programlanmig hiicre 6liimiiniin en Snemli seklidir. FA'nin apoptozun
indiiklenmesinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Bu nedenle, FA'nin insan serviks kanseri
tiimorlerinin  biiylimesi lizerindeki inhibitér etkisi, miR-34a'y1 yukar1 dogru
diizenleyerek, boylece hedef geni Bcl-2'nin ekspresyonunu inhibe ederek, apoptotik

yolu baslatir ve hiicre apoptozunu tesvik ederek gergeklestirir.

Sekil 9. Ferulik asit molekiiler yapis1 (Ferulic acid | C10H1004 | CID 445858 -
PubChem (nih.gov)).

2.10. DOKSORUBISIN

Doksorubisin (DOX), meme kanseri tedavisinde kullanilan en yaygin kullanilan
kemoterapotiktir. Anatomik evre ve timor derecesi, risk ve kemosensitivitenin
degerlendirilmesinde siklikla dikkate alinan bilesenlerdir. Daha yiiksek riskli
tiimorler kemoterapiden daha fazla genel fayda ile iliskilidir. Bu nedenle, HR+ meme
kanseri olan bazi hastalarin DOX igeren bir kemoterapi almasi nadir degildir. Erken
meme kanseri i¢in randomize klinik ¢alismalara kaydolan yaklasik 100.000 kadinin
meta-analizi, yiiksek doz DOX iceren rejimlerin, kemoterapotik miidahale
yapilmayan hastalara kiyasla 10 yillik meme kanseri 6liim oranini iigte bir oraninda

onemli Olgiide azalttifini ortaya koymustur (Syahputra ve ark., 2023).
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Kemoterapdtik faydast az olan diisiik riskli hastalarda DOX yaygin olarak
siklofosfamid ile bir arada uygulanir. Yiiksek riskli hastalarda, en biiyiik risk
azaltimini elde etmek icin bu rejimi taksan takip edebilir. DOX, lenf nodu tutulumu
ve iiclii negatif hastalif1 olan hastalar i¢in en 6nemli gibi goriinmektedir. Uclii-
negatif meme kanseri (TNBC), ii¢ molekiiler hedefin de bulunmamasi, yani
hedeflenebilir reseptorlerin olmamasi ile karakterize edilir. Metastatik olmayan
TNBC'nin tedavisi i¢in Gida ve Ilag Idaresi (FDA) onayli tek segenek kemoterapotik
ajanlardir (Syahputra ve ark.,2023). Bu yapidaki tiimorler genellikle DNA hasar
onarim mekanizmalarindan yoksundur, bu nedenle DOX gibi niikleer hedefleme
ozelliklerine sahip ajanlar siklikla kullanilir. TNBC tiim meme tiimorlerinin yaklagik
%15'in1 olusturur ve yiiksek niiks oranina sahiptir; evre I hastalik i¢in %85 olan 5
yillik meme kanserine 6zgii sagkalim HR+ ve HER2+ kanserlerde %94 ve %99'dur.
Ayrica, metastatik TNBC i¢in medyan genel sagkalim HR+ ve HER2+ kanserlerdeki
yaklagik 5 yillik oranla karsilastirildiginda 10 ila 13 ay arasindadir.

Doksorubisinin neden oldugu kardiyak hasari azaltmak i¢in TGFf'y1 inhibe etmek
kuskusuz 6nemlidir. Yapilan baska bir calismada, insanlarda TGFp inhibisyonunun
Doksorubisin ile tedavi edilen kardiyak mikrovaskiiler endotelyal hiicre (HCMVEC)
hiicrenin proliferasyonunda artis gostermektedir. Doksorubisin tarafindan olusturulan
oksidatif stres, mitokondri membraninda kusurlara neden olarak mATP'yi azaltir,
sitokrom c'yi sitozole salar ve apoptozu tetikler. En 6nemlisi, sitokrom ¢ apoptoz ile
iyl korelasyon gosterir. Bu nedenle, mitokondriden sitokrom c saliniminin olasi
inhibisyonu arastirilmaya degerdir. Genellikle doksorubisinin neden oldugu kardiyak
hasarin, apoptozu indiikleyen kaspaz-3'iin aktivasyonundan kaynaklandigina
inanilmaktadir. Bu ayn1 zamanda bozulmus mitokondriden salinan sitokrom c ile de
iligkilidir. Apaf-1 ve kaspaz 9 ile etkilesim yoluyla kaspaz-3 aktivasyonuna aracilik
eden mitokondri, daha sonra apoptoza neden olur (Goldenberg ve ark., 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

Sunulan tez calismasi Betiil Ziya Eren Genom ve K&k Hiicre Merkezi (GENKOK)

Aragtirma Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
3.1. GERECLER
3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Cihaz olarak: Eliza-Reader (Glomax), laminar akim kabini, CO2’li inkiibatér,
sogutmal1 santrifiij, hassas terazi (Mrc), calkalayici, derin dondurucu (-80), buzdolab1
(+4) ,invert mikroskop, otoklav, pipet tabancasi, mikropipet seti, vorteks, manyetik

karistirict kullanilmagtir.
3.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Sarf malzeme olarak: DMEM F12, Fetal Bovine Serum, Penicillin-Streptomycin, L-
glutamine, Trypsin-EDTA, 25°lik ve 75’lik Hiicre Kiiltiir Flaski, 6 ve 96 Kuyucuklu
Hiicre Kiiltiir Plakalari, Dulbecco Fosfat Tamponlu Salin (DPBS), Ferulik Asit,
Doksorubisin, MTS, PMS DMSO, 15 ml'lik ve 50 ml'lik Falkon Tiip, Cryo Tiip, 5,10
ve 25 ml'lik Serolojik Pipet, Thoma Lami, Cristal Violet kullanilmistir.

3.2.YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Sunulan tez calismasinda MDA-MB-231  hiicre hatt1 kullanildi. Bu hiicre hatti
yaygin olarak ge¢ evre meme kanserini modellemek i¢in kullanilir (Welsh, 2013).
Bu hiicre hatti daha 6nce ATCC (American Type Culture Collection) firmasindan

ticari olarak satin almis olup ¢ogaltarak azot tankinda muhafaza edildi



3.2.1.1. Besiyeri Hazirlama
Besiyerini hazirlamak i¢in asamalar sdyledir:

1. 500 ml DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) ‘in igerisine 50 ml
FBS, 5 ml L-Glutamin ve 5 ml Penisilin/Steptomisin eklendi (55 °C’de
inaktive edildi).

2. +4°C’de saklandu.

3. Daha sonra MDA-MB-231 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanildi.

3.2.1.2. Hiicre Kiiltiiri

Deneyler boyunca tiim hiicre kiiltiir ¢alismalari steril laminar hava akimli kabinlerde
yapilip hiicreler 37°C %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi. Daha once -196°C sivi
azot tankinda dondurularak saklanan hiicre hatlart medyumla yikandi. Daha sonra
yikanan hiicreler 25 cm?2 'lik flasklara ekilerek 37°C %5 CO2’li inkabatérde kiiltiire
edildi.

3.2.1.3. Hiicre Pasajlama

Tiim kiiltiir ¢aligmalar: steril laminar hava akimli kabinde yapildi. Hiicre pasajlama

asamalar1 su sekildedir:
1.-196°C azot tankindan MDA-MB-231 hiicreleri alindi.

2.Su banyosunda 37°C’ye ulagsmasi saglanan besiyeri ile hiicreler yikanarak 15

ml’lik 3.falkon tiiplere alindi.
4.Falkon tiipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

5.Siipernatant kisim atildiktan sonra i¢inde hiicreleri bulunduran pellet besiyeri ile

¢Oziindiirtldi.
6.Yogunluklarina gore 75 cm? ’lik flasklara ekildi.

7. Hiicrelerin ¢ogalmasi, mikroskop ile incelendi ve hiicre yogunlugu kiiltiir kabinin

tabaninda %80-90’1na ulastiginda pasajlama islemi yapildi
8. 75 cm? ’lik flasklarda bulunan besiyeri serolojik pipet ile atildu.

9. Daha sonra flasklara, 3 ml tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve 3 dakika sonra

hiicrelerin flask tabanindan ayrilmalari i¢in 37 °C’lik CO;’li etiivde bekletildi.
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10. Tripsin EDTA soliisyonu iizerine toksisiteyi azaltmak i¢in (tripsin hiicre-hiicre ve

hiicre-ylizey alan1 arasindaki baglar1 kirar) 6 ml besiyeri eklendi.

11. Flask tabani serolojik pipet ile yikand1 ve toplanan siispansiyon 15 ml’lik falkon

tiiplere alindi, santrifiij edildi.

12. Siipernatant atildiktan sonra pellet ¢ozdiiriildii ve medyum igeren yeni flasklara
boliinerek ekildi. Hiicreler ¢ogalmalar1 i¢in elverisli olan 37 °C’lik CO;’li etiivde
inkiibe edildi.

3.2.1.4. Hiicre Sayimi

Deneylerde, deneylerin amaglarina uygun hiicre sayilarin1 bulmak i¢in hiicre sayimi
gerceklestirildi ve bu hiicre sayimi i¢in thoma lama kullanildi. Thoma lam1 sayesinde
sayimda 0,1 mm3 hacimde 1 ml'deki hiicre sayis1 belirlendi. Thoma lamina her iki
tarafa hiicre siispansiyonu icerisinden 10ul kondu. Mikroskop yardimiyla lamin
belirli olan bolgelerinde hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayisin1 ortalamasi alinarak ‘1

ml’deki total hiicre miktari=sayilan bolgelerin ortalamas1*10* hesaplandi.
3.3.1. Ferulik asit hazirlanmasi

Ferulik asit, Sigma-Aldrich (PHR1791-100MG) firmasindan ticari olarak satin
alindi. Toz halinde firmadan gelen ferulik asitten %100 EtOH 'de vorteks ile
coziilerek stok soliisyonu hazirlandi.Daha sonraki deneylerde kullanmak ig¢in
istenilen konsantrasyonlar i¢in FBS (-) ile seyreltme iglemi yapildi. Her kullanim i¢in

yeni stok soliisyonu hazirlandi.
3.3.2. Doksorubisin hazirlanmasi

Doksorubisin, Sigma-Aldrich(D1515-10MG) firmasindan ticari olarak satin alindi.
Toz halinde firmadan gelen DOX %100 EtOH'de vorteks ile c¢oziilerek stok
soliisyonu seklinde hazirlandi. Daha sonraki deneylerde kullanmak ig¢in istenilen
konsantrasyonlar i¢in FBS (-) ile seyreltme islemi yapildi. Hazirlanan stoklar sonra

kullanilmak tizere 100 pl olacak sekilde alikuatlandi. Daha sonra -20°C’de saklandi.
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3.4. MTS Canhlik Analizi

Hiicre canlilik oranini belirlemek i¢gin MTS/PMS analizi kullanildi. MTS (3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil )-2H-tetrazolyum)

boyasi (Promega, Madison, WI), Fenazin metosiilfat (PMS) varhiginda Kkiiltiir
ortaminda ¢oziinen formazan tirliniine doniigiir. Béylece sar1 olan MTS boyasi, mavi-

mor renge doniisiir ve 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilabilir.

MTS analizi i¢in MDA-MB-231 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 100 pl iginde
1500 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 5,10,25,50,100,150,200,400,500 uM tek
basmma FA, 1,5,8,10 uM tek basina DOX ve 500 uM FA ve 5 uM DOX
kombinasyonu (MTS analiz sonuglarimiza gore hiicrelerin yaklasik %350’sinin
6ldiigii konsantrasyon) ile 48 saat muamele edildi. Kontrol grubu olarak hicbir
uygulamanin yapilmadigi muamelesiz MDA-MB-231 hiicreleri kullanildi. Hiicrelerin
48 saat olan ilagla inkiibasyon siireleri doldugunda MTS/PMS soliisyonlar1 taze
olarak hazirlandi ve her kuyucuga 20 pl eklenilerek 37 °C’lik CO;’li etiivde 2-3 saat
bekletildi. Daha sonra, Eliza-Reader cihazinda 450 nm dalga boyunda absorbans
Olctiimii yapildi.

3.2.5. Koloni Analizi

Koloni olusumu deneyi, kanser hiicrelerinin gosterdigi yaygin bir dzellik olan koloni

olusturma egilimlerinin test edilmesi i¢in kullanilan yontemlerden biridir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin sayimi yapildi ve 6 kuyucuklu plakalara 2000 pl i¢cinde
1500 hiicre olacak sekilde ekimi yapildi. Hiicreler inkiibasyonlarinin 48.saatinde
FAvicin 50, 100, 200, 500 uM, DOX i¢in 10, 25, 30, 50 nM konsantrasyonlarda ve
30 nM DOX ve 100 uM FA konsantrasyonlarinda kombin olarak muamele edildi.
Kontrol grubu olarak muamelesiz MDA-MB-231 hiicreleri kullanildi. Inkiibasyon
devam ederken her giin mikroskop altinda hiicrelerin ¢ogalmasi incelendi ve kontrol
olarak kullanilan hiicrelerin ¢ogaldig1 plakanin yiizeyini yaklasik %85-90 oraninda
kapladiginda (yaklasik 10-15 giin sonra) deney sonlandirildi. Hiicreler metanol
igeren %5’lik kristal viyole ile 5 dakika boyandi ve daha sonra distile su ile yikandi.
Kurumaya birakildi. Kuyucuklar fotograflandi ve her bir kuyucuktaki koloniler
sayildi.
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3.2.6. Apoptoz Analizi

Apoptoz analizi i¢in AnnexinV Apoptosis Detection Kiti kullanilarak flow sitometri
cihazinda analiz yapildi. Hiicreler 96 kuyucuklu plakaya besiyeri igerisinde 1500
hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 5 uM DOX, 500 uM Ferulik asit ile ve ayni
konsantrasyonlarda DOX ve Ferulik asit kombinasyonu ile 48 saat muamele edildi.
48 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicreler 50 pl Tripsin-EDTA ile 3-4 dakika muamele
edildi ve daha sonra hiicrelerin iizerine 180 pl medya eklendi ve 400 g’de 5 dakika
santrifiij edilerek hiicrelerin tabana ¢okmesi saglandi. Ust medya uzaklastirildiktan
sonra 100 pl binding buffer eklendi ve tekrar santrifiij edildi. Siipernatant aspire
edildi. Kit icerigine gore, 20 pl binding buffer, 1 pl Annexin V boyasi, 1 ul 7AAD
boyalar1 ile karisim hazirlandi ve her bir 6érnege 20 pl karisimdan ilave edildi 15
dakika karanlik ortamda inkiibe edildi. Daha sonra Flow sitometri cihazinda 6l¢iim

icin 200-300 pl binding buffer eklenerek analiz yapildi.
3.2.7. Istatistiksel Analiz

Deneyler sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizi Graphpad Prism 8.0
programi ile yapildi. Verilerin analizleri i¢in Student t testi kullanildi. P degeri
0.05’in altinda olan veri sonuglari istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Deneyler 3

tekrarli calisildu.
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4 BULGULAR

41. FA, DOX ve kombinasyonun MDA-MB-231 Kkanseri hiicrelerinin

canhihgina/cogalmasina etkisi

Oncelikle hiicrelerin yaklasik %350’sinin 61diigii doz ve zaman araligini belirlemek
icin MDA-MB-231 hiicreleri, FA i¢in 5,10,25,50,100,150,200,400,500 uM ve DOX
icin 1,5,8,10 uM ile 48 saat boyunca muamele edildi. Hiicrelerin bir kismi
muamelesiz birakildi. Hiicrelerin inkiibasyon siiresi doldugunda MTS soliisyonu ile
boyanan hiicrelerin canlilik orani Elisa cihazinda 6lgiildii. MTS analizi sonuglarina
gore, MDA-MB-231 hiicrelerinde, DOX i¢in 48 saat muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gére, 1-10 uM dozlarda artan doz konsantrasyonuna
bagli olarak kontrol hiicrelerine gore hiicre canliligi/proliferasyonunda azalma
bulundu (Sekil 10) FA i¢in 48 saat 5-500 uM dozlarinda artan doz konsantrasyonuna
bagli olarak kontrol hiicrelerine gore hiicre canliligi/proliferasyonunda 6nemli bir

azalma bulundu (Sekil 11).
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Sekil 10. 1-10 pM konsantrasyonlarda 48 saat DOX uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde hiicre canlilik orani. A) MDA-MB-231 hiicrelerinde 5 ve 8 uM dozlarda

kontrol grubu hiicrelerine kiyasla hiicre canliliginda yaklasik %50 oraninda azalma
bulundu (****p<0.0005; ****p<0.0001).
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Sekil 11. 5-500 puM konsantrasyonlarda 48 saat FA uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde hiicre canlilik orani. A) MDA-MB-231 hiicrelerinde 400 ve 500 uM

dozlarda kontrol grubu hiicrelerine kiyasla hiicre canliliginda yaklasik %50 oraninda
azalma bulundu (**p<0.0005; **p<0.0001).

MTS analiz sonuglarimiza gore 48 saat 1 pM konsantrasyonda DOX uygulanan
hiicrelerde, hiicre canliliginin %70’ye yakin oldugu bulundu. 48 saat 500 uM FA
uygulanan hiicrelerde, canli hiicrelerin yaklasik olarak %65’e yakin oranda oldugu
bulundu. Bu yiizden DOX ve FA ile kombinasyonunun etkisini analiz etmek i¢in 48

saat 1 uM DOX ve 48 saat 500 uM FA konsantrasyonlart uygun bulundu.

MTS analiz sonuglarimiza gore 48 saat 5 uM konsantrasyonda DOX uygulanan
hiicrelerde, %50’ye yakin hiicrenin canli oldugu bulundu. 48 saat 500 uM FA
uygulanan hiicrelerde, hiicrelerin yaklasik olarak %65’e yakin hiicrenin canli oldugu
bulundu. Bu yiizden DOX ve FA ile kombinasyonunun etkisini analiz etmek i¢in 48

saat 5 uM DOX ve 48 saat 500 uM FA konsantrasyonlar1 uygun bulundu.

MDA-MB-231 DOX ve FA kombinasyonunun hiicre canliligina etkisini incelemek
icin 1 uM DOX ve 500 puM FA ile tek basina ve ayni konsantrasyonlarda
kombinasyon olarak 48 saat muamele edildi. Analiz sonuglarimiza gore, kontrol
hiicrelerine kiyasla DOX+FA kombinasyonun tek basina DOX ve tek basina FA
uygulanan hiicrelere gore hiicre canliligimin énemli oranda azaldigi bulundu (Sekil

12). Ayrica sonucglarimiz, DOX+FA kombinasyonunun MDA-MB-231 hiicre
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hattinda tek bagina DOX ve FA kullanimina gore daha etkili oldugu bulundu (S$ekil
12).
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Sekil 12. MDA-MB-231 hiicrelerinde 1-5 pM DOX, 500 pM FA ve ayni
konsantrasyonlarda kombinasyonun hiicre canliligina orani. A) MDA-MB-
231hiicrelerinde 1 pM DOX, 500 uM FA ve 1 pM DOX+500 puM FA
kombinasyonu ile 48 saat muamelesi sonucu, kontrole kiyasla %45-75 oranlarinda
azalma bulundu (****p<0.0001). DOX+FA kombinasyonu uygulanan hiicrelerde, 1
uM DOX ve 500 puM FA kiyasla hiicre proliferasyonunda azalma bulundu
(****p<0.009; ****p<0.0001). B) MDA-MB-231hiicrelerinde 5 uM DOX, 500 uM
FA ve 5 uM DOX+500 uM FA kombinasyonu ile 48 saat muamelesi sonucu,
kontrole kiyasla %45-75 oranlarinda azalma bulundu (****p<0.0001). DOX+FA
kombinasyonu uygulanan hiicrelerde, 5 uM DOX ve 500 uM FA kiyasla hiicre
proliferasyonunda azalma bulundu (****p<0.009; ****p<0.0001).

4.2. DOX, FA ve kombinasyonun MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusumuna
etkisi

MDA-MB-231 hiicreleri 2 ml medyum iceren 6 kuyucuklu plakalarin her bir
kuyucuguna 1500 hiicre olacak sekilde ekildi ve DOX i¢in 10, 25, 30, 50 nM
konsantrasyonlarda, FA ig¢in 50, 100, 200, 500 uM konsantrasyonlarda muamele
edildi. Muamelesiz kontrol hiicreleri kuyucugun tabanini yaklasik %85-90 oraninda
doldurdugunda kiiltiir sonlandirildi. Daha sonra DOX ve FA maddelerinin kontrole
kiyasla %50 azalma goriilen dozlar1 ile kombin muamelesi yapildi. MDA-MB-231
hiicreleri i¢in uygun bulunan dozlarda, 30 nM DOX ve 100 uM FA, tek basina ve

ayni konsantrasyonlarda kombinasyon olarak muamele edildi. MDA-MB-231
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hiicrelerinde 30 nM DOX uygulanan ve 100 uM FA uygulanan hiicrelerde yaklasik
%350 oraninda koloni olusumunda azalma bulundu. %50 oraninda azalma gosteren
konsantrasyonlar sonrasinda artan konsantrasyonlarda koloni olusumunun tamamen
baskilandigi bulunmadi. MDA-MB-231 hiicre hattinda DOX+FA kombinasyon
uygulamasinda, kontrol, 30 nM DOX ve 500 uM FA uygulamasina kiyasla koloni

olusumunda azalma bulundu (Sekil 13).
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Sekil 14. MDA-MB-231 hiicresinin 10-50 nM artan konsantrasyonlarda DOX, 50-
500 uM artan konsantrasyonlarda FA ve kombinasyon uygulamasi sonucu koloni
sayist. A) MDA-MB-231 hiicresi 10-50 nM artan konsantrasyonlarda DOX
muamelesi sonucu koloni olusumunda, muamelesiz kolonilere kiyasla tiim dozlarda
azalma bulundu (****p<0.0001). B) MDA-MB-231 hiicresi 50-500 uM artan
konsantrasyonlarda FA muamelesi, muamelesiz hiicrelere kiyasla tiim dozlarda
koloni olusumunda sayisinda azalma bulundu (**p<0.05; ****p<0.0001). C) MDA-
MB-231 hiicrelerinde 30 nM DOX, 100 uM FA ve aym konsantrasyonlarda
kombinasyonlarinin 48 saat muamelesi sonucu kontrole kiyasla koloni olusumunda
azalma bulundu (****p<0.0001). DOX+FA kombinasyonu uygulanan hiicrelerde 30
nM DOX ve 100 uM FA uygulanan hiicrelere kiyasla koloni olusumunda azalma
bulundu (****p<0.0001).
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4.3. DOX, Ferulik Asit ve kombinasyonun MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptoza
etkisi

MDA-MB-231 hiicrelerinin DOX ve FA maddelerinin tek basina ve kombinasyon
olarak muamelesi sonucu erken ve ge¢ apoptoz (total apoptoz) oranlarinin analizleri
yapildi. Bunun i¢in, 96 kuyucuklu plakalara ekilen ve 48 saat 5 uM DOX, 500 uM
FA ile ve ayn1 konsantrasyonlarda DOX ve FA kombinasyonu ile muamele edilen
hiicrelerde Annexin V kiti kullanilarak flow sitometride ol¢iim yapildi. MDA-MB-
231 hiicrelerinde kontrol hiicrelere kiyasla, 5 uM DOX, 500 uM FA ile ve aym
konsantrasyonlarda kombinasyon uygulamasi sonucu apoptoz oraninda artig
bulundu. Ayrica DOX+FA kombinasyonu uygulanan hiicrelerde DOX ve FA kiyasla
apoptozun arttifi  bulundu. Bu artig kontrol hiicrelere gére DOX+FA
kombinasyonunda %90 oraninda bulundu (Sekil 15).
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Sekil 15. MDA-MB-231 hiicrelerinin 5 pM DOX, 500 pM FA ve ayni
konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 ile muamelesi sonucu total apoptoz orani.
MDA-MB-231 hiicreleri 5 uM DOX, 500 uM FA ve ayni konsantrasyonlarda
kombinasyonlar1 ile muamelesi sonucu muamelesiz hiicrelere kiyasla total apoptoz
oraninda artis bulundu (*p<0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001).DOX+FA
kombinasyonu uygulanan hiicrelerde, DOX ve FA a gdre apoptoz oraninda anlamh
bir artis bulundu (**p<0.01).
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5. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en sik goriilen malignitedir ve
kadinlarda goriilen tiim yeni kanser vakalarinin yaklasik %30'unu temsil etmektedir.
Kadinlarda kansere bagli dliimlerin ikinci nedenidir ve ABD'de yilda 41.000'den
fazla olimden sorumludur ve kadinlarda kansere bagli tiim Oliimlerin tahmini
%15'ini olusturmaktadir. Erken tan1 ve kapsamli tedavi stratejilerindeki ilerlemeler

sayesinde meme kanseri hastalarinin prognozu iyilesmistir (Lyang ve ark., 2019).

Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptdrii (PR) ve insan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii 2 (HER2) dahil olmak iizere molekiiler belirteclere dayanarak,
meme kanseri ii¢ ana alt tipe ayrilir: hormon reseptorii (HR) pozitif, HER2 pozitif ve
tclii negatif meme kanseri (TNBC). TNBC, tiim meme karsinomlarmin yaklasik
%15 ila %20'sini olusturmaktadir. HR-pozitif BC'ler ile karsilagtirildiginda, TNBC
daha kotili bir prognoza sahiptir. Hastalarin %50'sinden fazlasi tanidan sonraki ilk 3
ila 5 yil i¢inde niiks yasamaktadir ve mevcut tedavilere gore genel sagkalim 10,2

aydir (Li ve ark., 2022).

Bu nedenle, yiiksek ila¢ direnci, hizli ve kotii prognozu ve kesin terapotik hedeflerin
olmamasindan dolay: bugiine kadar FDA (ABD Gida ve Ilag Dairesi) ve EMA
(Avrupa lilag Ajansi) tarafindan TNBC'li hastalar icin etkili bir tedavi heniiz
onaylanmamigtir (Sabit ve ark., 2020). Diger bir agidan tiimor hiicrelerinde
kemoterapiye karsi ilag direnci gelisir ve iistelik kemoterapi tiimorlii olmayan
saglikli hiicreler i¢in de toksik etki gdsterir ve hastayi riske atan birden fazla olumsuz
yan etkilere yol acar. Bu sebeple, metastatik meme kanser hastalarinin tedavisinde
kemoterdpatiklerin kullanirminda da zorlanilmakta ve bu zorluklarin iistesinden
gelmek icin alternatif daha giivenli ve etkin yeni tedavi seceneklerinin

gelistirilmesine acil ihtiya¢ duyulmaktadir (Yuan ve ark., 2016).



Son yillarda artis gosteren c¢aligsmalar, bitki oOzlerinin antitiimor etkilerini
gosterdiginden, bitki Ozleri, meme kanseri vakalarini azaltmak igin pratik bir
yaklasim olarak kabul edilmistir. Ayrica, kemoterapotiklerin sinirli olmasi ve
kemorezistansin siklikla ortaya c¢ikmasi nedeniyle, bu bitkisel bitki ekstraktlari,
meme kanseri metastazi igin etkili antitimor ilaglarin aragtirllmasinda da artis
gostermektedir. Bitkilerin yaygin bir bileseni olan ferulik asit (4-hidroksi-3-
metoksisinnamik asit), ilk olarak 1866'da Ferula foetida'dan izole edilmistir
(Sgarbossa ve ark., 2015). Serbest radikalleri temizleyerek ve sitoprotektif
sistemlerin diizenlenmesi yoluyla hiicre stres tepkisini artirarak giiglii bir antioksidan
olarak gorev yaptig1 aciklanmistir. Bununla birlikte ferulik asidin Alzheimer, kolon
kanseri, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve cilt hastalig1r gibi bir¢ok bozukluk
icin potansiyel bir tedavi sergiledigi de bulunmustur. Ferulik asidin hiicre biiyiimesini
ve meme kanseri metastazini engelledigi ayrintili mekanizmalar heniiz tam olarak

aciklanmamustir (Zhang ve ark., 2016).

Mide kanseri SDC-7901 hiicrelerinde FA'nin apoptozu indiikleyebilecegini ve p53'in
mRNA ve protein diizeyinde ekspresyonunun FA aracili ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir (Umut ve ark.,2016). FAmin MIA PaCa-2 pankreas kanseri
hiicrelerinde p53 ekspresyon seviyesini artirirken siklin D1 ve siklin bagimli kinaz
(CDK) 4/6 ekspresyon seviyelerini azalttigini Bulunmustur Ayrica, FA'nin bu
hiicrelerde koloni olusumunu azalttigi ve hiicre istilast ve gocilinii engelledigi
bulunmustur. Bu sonuglara gér, FAnin p53 ekspresyonunu artirarak MIA PaCa-2
hiicrelerinin apoptozunu tesvik edebilecegini ve bodylece antitimor bir etki
gosterebilecegi bildirilmistir (Kumar ve ark.,2020). Kitosan kapl FA yiikli kati lipid
nanopartikiillerin ve folat konjugatinin (FFA) kolon kanserindeki hedefe yonelik
etkinligini degerlendiren bir calismada; kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda, FFA
ile tedavi edilen HT-29 hiicrelerde artmis p53 seviyesi ve artmis apoptoz
bulunmustur. Daha ileri ¢alismalar, FFA'nin kolon kanseri hiicrelerinde sitokrom C
salmmmin tetikleyebilecegini ve FA tedavisinden sonra (kaspaz)-9 ve -3
ekspresyonunun arttigint gostermistir. Bu sonuglar, FA’nin p53 aracili intrinsik
apoptozu aktive edebilecegini ve bu hedefli kanser tedavisinde etkili bir ilag olarak

kullanilabilecegini gostermektedir (Xingxun ve ark.,2023).
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Insan servikal kanser ksenograft modelinde, FA tedavisinin doza bagl bir sekilde
timor agirligini azalttigl, bulunmustur (Zhang ve ark.,2019). Mide kanseri MGC-803
hiicreleri {izerinde FA tedavisi kullanmis ve sonuglar FA'nin Bcl-2-iligkili X (Bax)
mRNA ve proteininin ekspresyonunu artirabildigini ve Bcl-2 mRNA ve proteininin
ekspresyonunu azaltabildigini, boylece MGC-803 hiicrelerinin apoptozu etkili bir
sekilde indiikledigi ve proliferasyonu inhibe ettigini gostermistir (Wang ve
ark.,2021). FA'nin bir izomeri olan izoferulik asit de insan bobrek karsinomu A-498
hiicrelerinin proliferasyonunu 6nemli 06l¢lide inhibe etmis, bdliinmiis kaspaz-3
ekspresyonunu indiiklemis ve A-498 hiicrelerinin apoptozunu tesvik etmistir; ayrica,
izoferulik asit doz bagimli olarak [-katenin ve MYC proto-onkogen (c-Myc)
ekspresyonunu asagi dogru diizenleyerek apoptozu indiiklemistir (Zhang ve
ark.,2021). Bu calisma sonuglarina benzer sekilde, sunulan tez calimasinda da agresif
meme kanser hiicrelerind FA’nin hiicre canliliini/proliferasyonunu ve koloni

olusumunu 6nemli oranda baskiladigi, apoptozu indiikledigi bulundu.

DOX, ¢esitli tiimorler i¢in antikanser ajani olarak yaygin olarak kullanilan bir
antrasiklindir. Timor hiicrelerinde DNA hasarina neden olarak DNA replikasyonunu
ve transkripsiyonunu engeller ve mitoz bdliinmeyi Onler. Ancak yaygin
kullanilmasima ragmen, toksik olup saglikli dokulara da zarar verir, bu nedenle
tedavide hastalarin yasam kalitesini olumsuz yonde etkiler. Ayrica, timor
hiicrelerinde DOX’a karst direncin gelismesi tedaviyi zorlastirmaktadir.
Sitotoksisitesinden dolayr DOX’un direncin listesinden gelmek i¢cin DOX dozunu
artirmanin  zor oldugu agiklanmistir. Dolayisiyla, metastatik meme kanser
hastalarinin tedavisinde kullanilmasina ragmen, ila¢ direnci ve kardiyotoksisi

neden oldugu i¢cin DOX kullaniminda zorlanilmaktadir. Bu nedenle, DOX’un _

etkilerini ve direncini azaltmak i¢in yeni stratejilere ve tedavilere ihtiya¢ vardir.Bu
verilerden dolayr ¢alismamizda ayrica DOX’in etkiligini artirmak ve yan etkilerini
azaltmak i¢cin DOX ve ferulik asit kombinasyon kullanimimnin TNBC hiicrelerinin
kanserojenik 6zelliklerini baskilmak icin etkili olabilecegi diisiiniildii ve ferulik asit
ve DOX kombinasyonunun hiicrelerin proliferasyonuna, koloni olusumuna ve

apopitoz oranina etkisi arastirildi.

Sunulan calismada, 48 saat boyunca 500 uM ferulik asit ve 5 uM DOX

kombinasyonun uygulandigt TNBC hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine gore
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hemde DOX ve ferulik asitin ayr1 ayr1 uygulandigi hiicrelere gore, hiicre canliliginin
azaldig1, apoptoz oranin arttifi, MDA-MB-231 hiicrelerinde 30 nM DOX, 100 uM
ferulik asit konsantrasyonda ve koloni olusumunun o6nemli oranda baskilandigi
bulundu. Bu verilerimiz ilk kez dogal bilesik olan ferulik asit DOX ile birlikte

kullaniminin DOX’un etkinligini artirdigin1 gdsterdi.

Sonug¢ olarak; literatiirde ilk kez meme kanser hiicrelerinde FA ve DOX
kombinasyonunun diisiik konsantrasyonlarda DOX’un etkinligini artirdigini gosterdi.
Bu nedenle de DOX’un yiiksek konsatrasyonlardaki toksik etkisini azaltmak icin
diisiik konsantrasyonlarda DOX ile FA kombinasyonun yeni ve etkili bir tedavi
stratejisi olarak kullanilabilecegini, TNBC hastalarinin tedavisinde kullanilan
DOX’un etkinligini artirmak i¢in yeni alternatif bir yaklasim olarak
degerlendirilmesine onciiliik edebilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, bu diisiincemizi ve
bulgularimizi desteklemek icin in vivo sartlarda pre-klinik ¢alismalarin FA’nin etkili
oldugu sinyal yolaklarmin agiga cikartilmasina yonelik molekiiler diizeyde

arastirmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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