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OZET

Cingin ZB. NF-kB Transkripsiyon Faktorleri Uzerinde Flavonoid Etkisinin
Endometrium Hiicre Soylar1 Kullanilarak Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2014.

Endometrium kanseri, diinya capinda bayanlar arasinda en sik goriilen
jinekolojik kanser tiiri olup, yiiksek Ostrojen seviyesi, endometrial karsinoma
olusumunda en biiyiik risk faktdrii olarak bilinmektedir. Ostrojen reseptdrleri, niikleer
reseptOr siiperailesi tiyesi olup, hiicre iginde hedef genlerde bulunan promotor
bolgelerin yanit elementlerine baglanarak, NF-kB  gibi 6nemli hedef genlerin
transkripsiyonuna neden olmaktadir. Tiimoral hiicrelerde, NF-kB siirekli aktif halde
bulunmakta olup bu durum NF-kB kontrolii altindaki genlerin ekspresyon seviyelerinde
degisime yol agmaktadir.

Flavonoidler, dogal bitki bilesikleri olup, antiproliferatif ve antikarsinogenik
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismada, flavonoidlerin endometrium
kanserinde yeni bir tedavi yaklasimi olasiligin1 arastirmak icin, kersitrin ve hesperidin
flavonoidleri ile indiiklenmis ECC-1 endometrial kanser hiicre soylar1 kullanilmistir. Bu
bilesiklerin hiicre proliferasyon ve canliligi iizerinde doza bagimli etkisi WST-1 ve
LDH sitotoksisite deneyi, bu etkinin apoptoz ile olasi iliskisi ELISA, kaspaz-3,JC-1 ve
AnnexinV-FITC yontemleri kullanilarak incelenmistir. Son asamada, NF-kB yolaginda
bulunan hedef genlerin flavonoid etkisi altindaki gen ekspresyonlaritim genom
mikrodizin yontemi ile profillenmistir.

Bu calisma sonucunda, ECC-1 hiicre soyu iizerinde, hesperidin ve kersitrin
bilesiklerinin etkisinin, doz ve =zamana bagl olarak kaspaz-3 aktivitesinde,
mitokondriyal membran potansiyelinde ve apoptotik hiicre popiilasyonunda artiga neden
oldugu tespit edilmistir. Biyoinformatik analizleri sonucunda, NF-kB etkisinin IxB
ailesi etkisi ile baskilandig1 ve bu durumun PI3K/AKT ve Ras-Raf- MAPK sinyal iletim
yollart ile iligkili oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde ilk kez, degisik endometrium hiicre soyunda kersitrin ve hesperidin
etkisi ayrintili olarak incelendigi i¢in ¢alismamiz orijinal bir deger tagimaktadir. Elde
ettigimiz veriler, Ozellikle kanser tedavisi i¢in yeni caligma alanlar1 doguracak ve
calismamiz yeni tedavi segeneklerinin arasinda yer alarak bilime katkida bulunacaktir.

Anahtar Kelimeler: Endometrium Kanser, Hesperidin, Kersitrin, NF-xB
,Mikrodizin

Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 18268
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ABSTRACT

Cincin ZB. The Effect of Flavonoids on NF-KB Transcription Factors in
Endometrial Cancer Cell Lines. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Molecular Medicine. Istanbul. 2014.

Endometrial carcinoma is the most common gynecological malignancy among
women in worldwide. Studies demonstrated that hyperestrinism is the most important
risk factor on the development of endometrial cancer. Estrogen receptors are members
of the nuclear receptor superfamily that binds to estrogen response elements in the
promoter regions of target genes such as NF-xB in a cell. During this process, NF-«xB
becomes constitutively activated that cause dysregulation expression of down-stream
signaling pathway.

Recent studies showed that flavonoids have antiproliferation and
anticarcinogenic effects. In this study, we used hesperidin and quercitrin stimulated
ECC-1 endometrial cancer cell lines to investigate whether flavonoids are new
therapeutic approach on endometrial cancer. Dose-dependent effects of these
compounds were studied by WST-1 and LDH assays for cell proliferation and viability.
The relation between apoptosis and cytotoxicity analyzed subsequently by
ELISA,caspase-3,JC-1 and Annexin-V FITC methods. The expression profiling of NF-
kB signaling pathway under flavonoid effect analysed by whole genome expression
microarray.

There were significant increases in caspase-3 activity, loss of MMP, and
increases in apoptotic cell population in response to hesperidin in ECC-1 endometrial
cancer cells in a time- and dose-dependent manner. After bioinformatics analysis, we
demonstrated that NF-kB members were inhibited with IkB proteins by affecting
PISK/AKT and Ras-Raf- MAPK signalling pathways.

Results of our study will be encouraging for the new project areas and obtained
data make possible to find out some new approaches in the treatment of cancer.

Key Words: Endometrial Cancer,Hesperidin,Quercitrin,NF-xB ,Microarray

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 18268



1. GIRIS VE AMAC

Endometriyal epiteliyal hiicrelerin neoplastik olarak biiylimesi sonucu olusan
endometrium kanseri, batili ve gelismis iilkelerde en sik goriilen jinekolojik malignansi
tipidir [1]. Hastalarin %86’s1 50 yasinin {izerinde olup, genellikle post-menopoz
doneminde bulunan bayanlarda goriilmektedir [2]. Nulliparite, ge¢ menopoz, obezite ve
Ostrojen hormon replasman tedavisi endometrium kanser gelisimi ile en yakin iliskili
risk faktorleri olarak goze ¢arpmaktadir. Belirtilen risk faktorlerinin, hastalarin dstrojen
diizeyinde artis seklinde ortak 6zellik paylastigi bildirilmistir [3-5]. Bu nedenle, yiiksek
Ostrojen ve diisiik progesteron seviyelerinin endometriyal kanser hiicre proliferasyonunu
hizlandirarak kanser gelisim riskini arttirdigini ileri siiriillmektedir. Bununla birlikte,
yapilan caligmalar inflammatuar faktorlerin endometrial adenokarsinoma gelisimini

arttirdigini ve risk faktorleri arasinda yer aldigini da ortaya koymaktadir [6].

Tiimor progresyonunda kronik inflamasyonun Onemini belirten caligmalarin,
inflamasyon iligkili kanser modellerinde yapilan molekiiler c¢aligmalar ile uyum
gosterdigi tespit edilmis olup, tiimdrogenez silirecinde NF-kB aracili inflamasyonun
merkezi rol oynadigi bildirilmistir [7-8]. NF-kB tiimorogenez ile iliskili olan hiicresel
degisiklikler ile birlikte biiylime inhibisyonuna duyarsizlik, apoptotik sinyallere
rezistans, immortalizasyon, anjiogenez, doku invazyonu ve metastaz siireglerini de
indiiklemektedir [9-11]. Kanser hiicrelerinde NF-xB aktivasyonunun konstitiitif sekilde

gorildigii tespit edilmistir [11].

Endometrium  kanseri ile yapilan c¢aligmalarda, nukleusa NF-xB
lokalizasyonunda artis tespit edilmis ve inflamasyonun NF-xB  aracili olarak
gerceklestigi ileri siiriilmistiir [12]. HEC-1A endometrium kanser hiicrelerinde yapilan
bir ¢calismada, NF-xB 'nin VEGF ve FGF anjiogenik faktorleri ile IL-1,IL-8 ve TNF-a
sitokinlerinin ekspresyonlariin artmasi i¢in Ostrojen tarafindan aktive edilebildigi
gosterilmistir [13]. HEC-1A,KLE ve AN3CA hiicreleri iizerinde yapilan farkli
caligmada, Ostrojen indiiklii NF-xB sinyalizasyonunu takiben bir proteaz olan MMP9
salmimi yapildig1 bildirilmistir [14]. Bu calismalar, endometrium kanserinde 6strojen

artisinin NF-kB aracili inflamasyon ile iligkili olabilecegini isaret etmektedir.



NF-kB’nin iyonize ajanlar ve kemoterapdtik ajanlar araciligi ile indiiklenebilen
apoptoz siirecini inhibe ettigi gosterilmistir [15]. Baz1 tiimor tiplerinde, radyasyon veya
kemoterapétik ilaglara maruz kalan hiicrelerde, NF-xB aktivasyonunda artis tespit
edilmis ve apoptoza karsi direng olusturdugu gosterilmistir [16-18]. Yapilan
calismalarda gesitli timor orneklerinde yiiksek seviyede NF-kB aktivitesinin tespit
edilmesi kanser tedavisinde NF-kB inhibisyonunun kullanilmasimi diistindiirmiistiir.
Ancak bu konuda yapilan g¢alismalarin sonucunda, sistemik NF-kB inhibisyonunun
ciddi yan etkileri tespit edilmesiyle, hiicreye toksik etki yaratmayacak dogal {iriinlerle
NF-kB inhibisyonunun saglanmasi kanser tedavisinde yeni bir ilgi odag haline
gelmigstir. Bu baglamda, dogada yaygin olarak bulunan ve insan diyetinin énemli bir
parcast olan flavonoidler 6zel bir ilgi gormiistir. Flavonoid ailesi,flavononlar,
kalkonlar, flavonlar, flavonollar, isoflavonlar ve antosiyanidinler olmak {izere alt1 adet
major alt gruba sahiptir [19-20]. Yapilan arastirmalar ile flavonoidlerin antioksidan,
antianjiogenik ve antiproliferatif 6zelliklerinin yanisira potansiyel antikarsinojenik
etkileri de gosterilmistir [21-24]. Flavonoidler, dogada genellikle glikozit formlar
halinde bulunmakta, bu form sindirimde bozulmadan ince bagirsaktan emilebildigi i¢in

biyoyararlaniminin yiiksek olabilecegi ileri siiriilmektedir [25-26].

Literatiirde, flavonoidlerin farkli hiicrelerde NF-«xB hedefli sinyal iletim yollar
tizerine etkisine ait yayinlar bulunmakla birlikte, glikozidik formlarin endometrium
kanseri tlizerinde etkisini ve bu etkinin NF-kB yolag1 ve diger yolaklar ile iligkisini
inceleyen c¢alisma bulunmaktadir [27-40]. Tez ¢alismamizda, iki ayri flavonoid
bilesiginin (hesperidin ve kersitrin) endometrium kanseri hiicre proliferasyonu ve
apoptoz lizerinde doz-zaman bagiml etkileri incelenerek, bu etkinin NF-xB yolagi ile
iligkisi incelenmek istenmektedir. Bu projeden elde edilen verilerin, endometrium
kanseri i¢in yeni, 6zgiin ve hedefe yonelik bir tedavi yontemi gelistirilmesine katkida

bulunacag diisiintilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Endometrium Kanseri

2.1.1. insidans

Endometrium kanseri diinya c¢apinda bayanlar arasinda en sik goriilen
jinekolojik kanser tiiriidiir [41]. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2008 GLOBOCAN verilerine
gore her yil tahmini olarak 287.000 yeni hasta tanimlanmakta ve 74.000 6liim tespit
edilmektedir [42]. Endometrium kanser insidans degerleri iilke ekonomilerine gore
degiskenlik gostermekte olup, en yiiksek insidans oranlar1 Kuzey Amerika, Merkezi ve
Dogu Avrupa bdlgelerinde, en diisiik insidans oranlar1 ise Orta ve Bati Afrika
bolgelerinde goriilmektedir [43]. Ayarlanmis yas oranlarina gore inceleme yapildiginda
ise, insidans degerleri diisiik gelirli tlkelerden gelismis Tlkelere dogru artig
gostermektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa’nin bazi bolgelerinde, ayarlanmis yas
oranlar1 her 100.000 bayan popiilasyonunda 15 iken, bu say1 Asya ve cogu Afrika
bolgelerinde 5°ten azdir [43]. Endometrium kanseri genellikle 45 yasin iizerinde
bayanlarda goriilmekte olup, hastalarin biiyiilk cogunlugu ortalama olarak 62 yasinda ve
postmenopozal donemde endometrium kanserine yakalanmistir [44-45]. Yapilan
arastirmalar, endometrium kanser insidansinin gelismis {ilkelerde yiiksek olmasini,
ortalama yasam siiresi,obezite ve hormon replesman tedavisi gibi yasamsal faktor

farkliliklarina dayandirmaktadir [46].
2.1.2. Risk Faktorleri

Endometrial bezler ve stroma proliferasyonu Ostrojen hormonu tarafindan
uyarildig1 icin, endojen ve eksojen durumlarda olusan yliksek Ostrojen seviyesi
(hiperdstrojenizm) endometrial hiperplazi ve endometrial karsinoma olusumunda en
blylik risk faktorii olarak bilinmektedir [47]. Vaka kontrol c¢alismalari, karsitsiz
(unopposed) Ostrojen tedavisi alan bayanlarda endometrium kanser riskinin almayan

bayanlara gore 2 -10 misli fazla oldugunu gostermistir [48-50].



Ostron hormonu yag doku tarafindan iiretildigi i¢in, obezite endometrium kanser
olusumuna neden olan diger 6nemli risk faktorii olarak gbéze carpmaktadir [50].
Postmenopozal bayanlarda, yag dokunun birincil 6strojen kaynagi olarak kullanilmasina
bagli olarak, aromataz enzimi tarafindan dstrona doniisiim hormonal dengesizlige neden
olmakta ve tiimorognez slirecini tetiklemektedir [51]. Meta analiz sonuglari
endometrium kanserinin obezite nedenli kanser tiirleri arasinda oldugunu

gostermektedir [52].

Meme kanseri tedavisinde kullanilan tamoksifen’in endometrium kanser riski ile
baglantili oldugu gosterilmstir [53]. Tamoksifen ile meme kanseri tedavisi goren
bayanlarda endometrium kanseri olusma riskinin kontrollere gore 7.5 kat fazla oldugu
bildirilmistir [53]. Polikistik over sendromu, Gstrojen iireten tiimorler, nulliparite veya
inferitilite hikayesi, dilizensiz menstrual dongiiler, erken yasta menars, ge¢ yasta
menopoz, diyabet ve hipertansiyon endometrium kanseri olusumda etkili diger risk

faktorleri olarak bilinmektedir [51,54-55].
2.1.3. Molekiiler Patoloji

Endometrium kanseri, klinik, patolojik ve molekiiler 6zelliklerine gore farklilik
gosteren iki alt gruba ayrilmaktadir [56]. Endometrioid karsinoma olarak da bilinen Tip
I karsinoma, biitiin endometrium kanserlerinin %70-%80’inin olusturmakta ve diistik
derece evrede endometrioid histolojik ozellikler gostermektedir [56-57]. Tip |
endometrioid karsinoma, genellikle asir1 Ostrojen varliginda olusmaktadir. Tip 1
tiimorler, anahtar gorevi goren bir¢ok sinyal iletim proteininde olusan genetik degisikler
ile karakterize edilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, Tip I tiimorlerde, PTEN (fonksiyon
kayb1 veya delesyon), PIK3CA, CTNNBI (fonksiyon kazanimi), KRAS (aktivasyon) ve
FGFR2 mutasyonlari ile birlikte ER/PR ve epidermal biiyiime faktor reseptoriiniin agir
seviyede eksprese edildigini gostermistir [58-72]. Bu kanser tipi erken teshis
edilebilmekte ve bes yillik sagkalim oranlar1 evre 1 i¢in %97 ve evre 2 i¢in % 80’dir
[73].



Endometrioid olmayan endometrial kanser tipi olarak bilinen Tip I
karsinomalar ise, endometrium kanserlerinin %10 ila %20’ini kapsamaktadir [56]. Bu
kanser tiirii morfolojik olarak seréz ve berrak hiicre 6zelligi tasimakta olup Ostrojen
bagimsizdir. Tip I tiimorlerin tasidigi genetik mutasyonlar Tip II tiimorlerde yaygin
olarak goriilmemekte ve birbirlerinden farkli mutasyonlar icermektedir. Yapilan
caligmalar ile Tip II timorlerde, p53 [58,60,67] ve pl6 [72] inaktivasyonu, E-kadherin
ekspresyonunun kaybi veya azalmasi [57] ile birlikte EGFR/HER2/ERBB2 (avian
eritroblastik 16semi viral onkogene homolog) genlerinde asir1 ekspresyon bildirilmistir
[60,75-76]. Tip II endometrium kanseri, tip I endometrium kanserine gore daha diisiik
prognoza sahiptir ve endometrium kanseri nedenli Sliimlerin %44’iinii icermektedir
[76]. Sekil 1’de endometrium kanser tiplerine ait patoloji goriintiileri mevcuttur. Tablo
I’de Tip I ve Tip II endometrium kanserinin klinik ve histolojik 6zellikleri, Tablo 2’de

ise molekiiler genetik degisimler karsilastirmali olarak verilmistir.

Tablo 1 Tip I ve Tip IT endometrium kanserlerinin klinik ve histolojik ozellikleri

Tip | Tip 11
Histoloji Endometrioid Endometrioid degil

(serdz ve berrak hiicre)

Endometrium gecmisi Hiperplazi Atrofi
Tiimor derecesi Diisiik Yiiksek
Hormon reseptorleri ER/PgR+ ER/PgR-

Miyometrial invazyon Stiperfizyal Derin

Ortalama teshis yasi 61.9-63.7 66.8-69.3 (ser6z),
64.1-66.4 yaslar1 (berrak hiicre)

Ostrojen iliskisi Evet Hayir

Diagnoz Erken evre Geg evre
%86 FIGO evre | ve Il FIGO evre 3 ve evre 4:

%41 ser6z , %33 berrak hiicre

Prognoz Iyi Zayif
5 yillik sagkahm siireleri 1 %90 1 %80 ser6z,%85 berrak hiicre
(FIGO evrelerine gore)
11 %80 11 %41 ser6z,%63 berrak hiicre
111 %68 111 %38 ser6z, %49 berrak hiicre
1V %26 1V %8 ser6z,%6 berrak hiicre

Serdz ve berrak hiicreli adenokarsinomalar tip II endometrial kanserler i¢inde en yaygin ¢alisilan histolojik

alt tiplerdir. ER, Ostrojen Reseptér; FIGO, Uluslararast Jinekoloji Federasyonu; PgR, Progesteron reseptorii. [6]



Tablo 2 Tip I ve Tip II endometrium kanserlerinde goriilen genetik alternasyonlar

Genetik Alternasyon Tip I Tiimoérler (%) Tip II Tiimorler (%)

PTEN Fonksiyon kaybi 55-83 ~10

PI3KCA mutasyonu 28-36 15-50

KRAS aktivasyon mutasyonu 13-26 0-10

p53 inaktivasyon mutasyonu 5-17 80 ile >90

HER2/ERBB?2 asir1 ekspresyonu <3 18-25

EGFR,Endometrial biiyiime faktorii reseptorii; ER,Ostrojen Reseptorii; ERBB2,V-ERB-B2, avian
eritroblastik 16semi viral onkohen homolog 2; FGR, fibroblast bilyiime faktor reseptorii;, HER2 insan epidermal
biiyiime faktorii 2,PI3K, fosfoinozitol-3-kinaz;PR:Progesteron Reseptorii, PTEN; Fosfataz ve Tensin Homologu [4]

Sekil 1 Tip I ve Tip II Endometrium Kanser Hiicre Morfolojileri

A.lyi derecede differansiye, |.evre endometrioid adenokarsinoma, B.Ser6z karsinoma (3.evre), anaplastik

tiimor hiicre strafikasyonu [77]



2.1.4. Endometrium Kanser Gelisiminde Etkili Sinyal iletim Yolaklar

2.14.1. PI3K/AKT/mTOR Yolag

PI3K ailesi, molekiiler yapilari, substrat 6zgiinliigii ve lipid {riinlerine baglh
olarak {i¢ farkli sinifa ayrilmakta olup, Sinif IA PI3K, kanser tiirlerinde en yaygin olarak
bulunan alt grup olarak goze carpmaktadir [56]. Smf IA PI3K, heterodimer yapi
gostererek regiilator p85 ve katalitik p110 alt tiniteleri igermektedir. Sinif I PI3K, tirozin
reseptor kinaz reseptdrleri (RTK) tarafindan biiylime faktorleri uyarimi yoluyla aktive
edilebilmektedir. Aktif durumda, hiicre i¢ci domainlerde bulunan tirozin (Y) residiilerinin
otofosforilasyonu veya Y residiilerinde bulunan IRS-1,IRS-2 ve Gab gibi substratlarin
fosforilasyonuna ugramaktadir. Fosforile edilmis Y residiileri, simif I PI3K’nin p85
diizenleme alt iinitesinde bulunan SH2 domainleri tarafindan taninmaktadir. Bu
asamada, smif I PI3K plazma membranina toplanarak PI3K’in asagi sinyal iletim

yollariin aktivasyonunu tetiklemektedir [77-78].

Tirozin kinaz aktivasyonundan sonra, Simif I PI3K’lar alternatif olarak, p110
katalitik alt {niteleri araciligi ile Ras arasinda etkilesim yoluyla da aktive
olabilmektedir. Aktif durumda bulunan smif I PI3K, PIP2’yi (fosfoinozitol-4,5-
bifosfat), PIP3’e¢ (fosfoinozitol-3,4,5-trifosfat) doniistiirebilmekte ve plazma
membranina Akt toplanmasina neden olmaktadir [9-81]. Bu durum, PDK1
(fosfoinozitol-3-bagimli kinaz 1) fosforilasyonuna olanak saglayarak Akt’yi aktive
etmektedir. Akt, fosfataz ve tensin homologu (PTEN) tiimor baskilayict geninin etkisi
ile PIP3’iin PIP2’ye doniisiimii yoluyla inaktive olabilmektedir [82-84]. Aktif durumda
bulunan Akt, hiicresel biiyiime, migrasyon, apoptoz ve anjiogenez siirecini
ilerletebilecek sinyal iletim kaskatlarini baslatabilmektedir. Akt’nin en 6nemli efektorti,
protein sentezini kontroliinii hedefleyen mTOR [ (mTORC1) kompleksidir.
PI3K/AKT/mTOR yolagi, RAS/RAF/MAPK ve 0strojen reseptor (ER) yolaklart ile
capraz etkilesime girebilmektedir [85]. PI3K/AKT/mTOR yolak mekanizmasi ve diger

yolaklar ile ¢apraz etkilesimini gosteren sema Sekil 3’de verilmistir.
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Diiz ¢izgiler aktivasyonu,kesik cizgiler inhibisyonu temsil etmektedir. 4EBP1,Okarystik Baslatict Faktor 4E-
baglanma protein 1,AP-1,Aktivatér Protein 1;EGFR,EGF reseptér; IGF-1R,Insiilin Benzeri Biiyiime Faktor 1
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PTEN mutasyonlar1 Tip I endometrium kanserlerinin %57-83’tinde, Tip II
endometrium  kanserinin  ise  %10’unda  goriilmektedir. Bu  mutasyonlar,
PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagmin aktivasyonunda artisa neden olmaktadir [86-89].
PTEN mutasyonlarinin prekanserdz lezyonlarin %55’inde bulununmasi nedeniyle,
PTEN inaktivasyonunun Tip I endometrioid kanser gelisiminin erken evresinde

gerceklestigi ileri siiriilmektedir [59,86,90-91]

PI3K katalitik alt iinitesi (p110a) kodlayan PIK3CA geninde meydana gelen
aktivasyon mutasyonlar1, Tip I tiimorlerin %20-39°u, tip II tiimoérlerin ise %15-21’1
arasinda goriilmektedir [62,65,86-87,90,92]. Dizileme ¢aligmalar1 ile PIK3CA helikal
(ekson9) ve kinaz domainlerinin (ekzon 20) farkli kanser tiplerinde mutasyonlarin

%80’den fazlasini igerdigini gosterilmistir [93].



Biitin PIK3CA ekzonlarinda yapilan yeniden dizileme calismalarinda tip |
endometrial tiimdrlerin %52’sinin ve tip II endometrial tiimorlerin %33 iiniin PIK3CA
mutasyonlarimi igerdigi ve bu mutasyonlarin yarisinin ekson 1-7 arasinda yer aldigi
ortaya cikmustir [88,94]. PIK3CA mutasyonu iceren kromozomal bdlgenin (3q26)
amplifikasyonunun, tip | endometrium kanserlerin %2-14, tip Il endometirum
kanserlerin ise %46’sinda gorildigi bildirilmistir. AKT mutasyonlar1 ise tip I
timorlerde %2.5 gibi kiiclik bir ylizde oranma sahipken, tip II tiimorlerde
gorilmemektedir [92,95-99]. p85a’y1 kodlayan PIK3R1 genindeki aktivasyon
mutasyonlari, PI3K/AKT/mTOR yolagmin asir1 aktivasyonu i¢in yeni bir alternatif
olarak gosterilmektedir [100]. 243 endometrium kanser hastasinda yapilan bir
calismada, PIK3R1 mutasyonlariin tip I tiimorlerde %43 oraninda, tip II tiimorlerde ise

%12 oraninda tespit edilmistir [100].

2.1.4.2. RAS/IRAF/MAPK Yolag:

Tirozin kinaz reseptorleri ve G-protein esli reseptorler tarafindan yonetilen
mitojenik sinyaller ERK-MAPK yolagin1 aktive ederek, sirasiyla Ras,Raf, MAP
kinaz/ERK kinaz ve ERK 1/2 fosforilasyonuna neden olmaktadir. Fosforile durumda
ERK 1/2 nukleusa transloke olarak, Ets ve Apl/ATF (Aktivator proteinl/aktive edici
transkripsiyon faktdr) gibi Onemli transkripsiyon faktorlerini de iceren hiicre
proliferasyonu,motilite,farklilasma ve sagkalimu ile ilgili bir dizi substrat1 diizenlemekle
gorevlidir [101-103]. Bu nedenle fosforile olmus ERK1/2 (p-ERK1/2) ekspresyonu ,
aktif MAPK sinyalinazyonunun ayirict 6zelligi olarak karakterize edilmektedir.
Literatiirde endometrium kanser olusumunda p-ERK1/2 ekspresyonunun etkisini
inceleyen tek calisma Mizumato ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda yapilmistir
[104]. Tip I endometrioid kanser hastalar1 (n=63) iizerinde yapilan bu caligmada, p-
ERK1/2 aktivasyonunun KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarkoman viral onkogen
homologu) ve BRAF (v-raf murine sarkoma viral onkogeni homolog B1) bagimsiz bir

mekanizma ile aktive oldugu gosterilmistir [104].

ERK yolagmin aktivasyonu, KRAS mutasyonu varliginda, mitojenik bir
uyaranin olmadigr durumda bile devamli indiiklenmektedir. Bu nedenle, degisik kanser

tipleri i¢in karsinogenez siirecinde kritik role sahip oldugu diisiiniilmektedir [105].
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Mutant KRAS allelleri ile transfekte edilmis endometrium kokenli immortalize
hiicrelerin in vivo model olarak kullanildigi bir c¢alismada, biitiin hiicrelerin
fenotiplerinde transformasyon go6zlemlenmis ve KRAS mutasyonu endometrial
karsinogenez nedeni olarak belirtilmistir [106-107]. Endometrium kanser Klinik
ornekleri ile yapilan in vitro ¢aligmalar sonucunda ise, tip I tiimorlerin %22-43’1, tip 11
timorlerin %2-5’1 ve hiperplastik lezyonlar i¢inse %0-18’inde KRAS mutasyonu tespit
edilmistir [108-111]. KRAS mutasyonunun, tip I endometrial karsinoma gelisiminin
erken evresinde gerceklestigi ileri siiriilmektedir [112]. Yapilan in vivo ve in vitro
caligmalar sonucunda farkli sonuglar elde edilmesi, endometrium kanserinde MAPK

aktivasyon mekanizmasi hakkinda celiskiler olusmustur.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, degisik kanser tiplerinde BRAF mutasyonlarin
MAPK yolaginin aktivasyonu i¢in etiyolojik faktor olarak isaret etmektedir [64]. BRAF
mutasyonlart, tip I endometrial kanserlerde %21 oraninda, tip II endometrial
kanserlerde ise %0-2 oraninda goriilmektedir [113-115]. Bununla birlikte, endometrium
kanserinde BRAF mutasyonunun MAPK aktivasyonu {izerindeki etkisi heniiz

bilinmemekledir.

RASSF1A (Ras- assosiasyon domain ailesi 1), Ras-MAPK-ERK yolaginin
diizenlenmesi ile gorevli tiimor baskilayict olup, tiimoérogenez siirecinde inaktive olmasi
gerekli olan inhibitér biiyiime sinyallerini sagladigi bilinmektedir [116]. RASSF1A,
hem onkogenik/mutant KRAS hem de GTP-bagli KRAS ile RAS-GTP baglanma
protein NOREL ile heterodimerizasyon ile iliski kurabilmektedir [117]. Bu durum,
KRAS/BRAF/RASSFIA genlerinin aym1 yolakta ortaklagsa olarak gorev yaptiklari
hipotezini akla getirmektedir. RASSF1A geni akciger,meme,bobrek,mide,msemase,over
ve noroblastoma gibi bircok farkli kanser tipinde epigenetik olarak inaktive
edilmektedir [118]. Promotor metilasyonu endometrium kanserinde sik goriilen bir gen
inaktivason mekanizmasidir. Pallares ve arkadaslari, endometrium kanser hastalarinda
RASSSF1A geninin promoter bolgesinden hipermetile olarak ekspresyonunun
azaldigini, bu sayede Ras-MAPK-ERK sinyal iletim yolaginin aktivitesinin
artabilecegini gostermistir [119].
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2.1.4.3. Fibroblast Biiyiime Faktorii

FGF sinyal iletim yolu, embriyogenez ve yetigkin doku homeostaz siireglerinde
anjiogenez,proliferasyon,farklilasma ve sagkalim olaylarinda rol oynamaktadir [120].
Yapilan caligmalar, FGF sinyal iletim yolunun farkli endometrium kanser tiplerinin

gelisiminde etkisi oldugunu gostermistir [68-71].

FGF reseptorleri tirozin reseptor kinaz ailesi iiyeleri olup, hiicre dig1 boliimiinde
immunoglobulin-benzeri domainler ve hiicre i¢i kinaz domainleri igermektedir. FGF
ligandinin baglanmas1 , reseptdr dimerizasyonu ve transotofosforilasyon olaylarina
onciilik etmekte ve bu durum asagi sinyal iletim kaskadlarinin aktivasyonu igin
baglangic olusturacak enzimatik kinaz akivitesini tetiklemektedir [120-121]. Sinyal
cesitlligi, yiiksek derecede korunmus 4 FGF reseptorii ve hiicre tipine 6zgiin eksprese
edilen 18 FGF ligand olusundan kaynaklanmaktadir [122]. FGF2,FGF7,FGF9 ve
FGF10 ligandlar1 ile bu ligandlarin reseptorleri olan FGFR1,FGFR2 ve FGFR3
menstrual ve Ostrojen dongiiler siirecinde normal endometrial hiicrelerin

proliferasyonunda gorev almaktadir.

Yapilan ¢aligmalar, farkli kanser tiirlerinde FGF/FGFR sinyalizasyonunda
anormallik goriilebildigini géstermektedir [120,122-123]. Farkli tiimor tiplerinde,FGF
reseptorleri arasinda, aktivasyon mutasyonlari,gene amplifikasyonu/asirt ekspresyon ve
kromozomal translokasyonlar1 gibi ¢ok sayida genetik anormallikler tespit edilmistir
[44]. FGF sinyalinde degisiklik, asir1 hiicre proliferasyonu ve apoptozdan kagisa neden
olarak hiicre sagkaliminin artmasihiicre migrasyonunda ilerleme ve timor
anjiogenezine yol ag¢maktadir. Bununla birlikte, FGF/FGFR sinyal iletiminin artist
VEGF sinyal inhibisyon baskisi altinda olan tiimérler i¢in kagis mekanizmasi: da

saglayabilmektedir [124].

FGFR2 mutasyonlari, endometrium kanserlerinin yaklasik olarak %10-16’sinda
tespit edilmistir [68-71]. Yapilan bir calismada, endometrium kanser hiicre hatlarinin
(n=10) %30’unda 11 farkli FGFR2 mutasyonu bulunmustur [71]. Bu mutasyonlardan
bazilari, reseptor-ligand baglanma afinitesinde artisa neden oldugu, digerlerinin ise
konstitiitif reseptor dimerizasyonuna onderlik ettigi veya ligand aracili reseptdr negatif

regiilasyonunu azalttigi ileri stiriilmiistiir [125-130].
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FGF’in asag1 sinyal iletim yollarmin aktivasyonu tetiklemesi icin gerekli olan
kinaz domainlerinde aktivasyon mutasyonlar1 tespit edilmistir.Bu mutasyonlarin ¢ogu
Bryon ve arkadaglarinin 2012 yilinda endometrioid tip kanser hastalari (n=466) ile
yaptig1 ¢alismada 48 hasta iizerinde tespit edilmistir [70]. Transmembran ve ilk kinaz
domainlerinde de ek mutasyonlar belirlenmistir. FGFR2 mutasyonunun varligi, hastalik
bagimsiz sagkalima karsi egilim gostermektedir. Ayrica, erken evre hastalar {izerinde
yapilan bir ¢alismada (n=386), FGFR2 mutasyonlarinin sagkalim siiresinin kisalmasi ile
iliskili oldugu gosterilmistir [30]. Dutt ve arkadaslarinin yaptig1 digger bir calismada,
primer endometrial karsinoma tumor Orneklerinin (n=40) %12’sinde FGFR2
mutasyonlart belirlenmistir [98].FGFR2 mutasyonlu endometriyal tiimorlerden elde
edilen veriler ile, FGFR2 reseptdriiniin tiimorogenez siirecini PI3K/AKT yolagi ile degil
MAPK yolag: araciligr ile yonettigi ileri siiriilmektedir [69,70]. Endometrial hiicrelerin
FGF aracili stimiilasyonun spesifik olarak MAPK yolagi iiyeleri ve ERK1/2

aktivasyonuna neden oldugu gosterilmis olup Sekil 3’de sematize edilmistir [131].

Spesifik FGFR
Inhibitorleri

Hedef Genler

Sekil 3 FGF Sinyal fletim Yolag

FGF Ligandlarinin reseptorlere baglanmasi, PI3K/AKT/Mtor ve MAPK sinyal iletim yolaklarmin
aktivasyonuna yol agmaktadir.Endometrium kanserinde FGFR2 tiimorogenez siirecini MAPK yolag1 aracilig: ile
stirdiirmektedir. Koyu renkli ajanlarin endometrium kanserinde aktive oldugu bulunmustur. ERKhiicre dis1 sinyal ile
diizenlenen kinaz;FGF,Fibroblast biiyiime faktorii;FGFR,Fibroblast Bilyiime Faktorii Reseptorii; MAPK Mitojen ile
aktive protein kinaz; MEK, Mitojen ile aktive protein kinaz;Mtor, Rapamisin protein kompleksinin memeli
hedefi;PI3K,Fosfoinozitol-3,kinaz;PLC-y,fosfolipaz C-gama;PTEN,Fosfataz ve tensin homologu;STAT, sinyal iletici
ve transkripsiyon aktive ediciler [44]
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FGF reseptorlerinin inhibisyonunun, ERK1/2 aktivasyonunda hizli ve saglam bir
diisiise yol actigt ancak AKT fosforilasyonunda sadece az miktarda bir azalma
gosterdigi bildirilmistir [69,70] Endometriyal tiimorler ile yapilan ¢alismalarda,FGF
ligandlarimin da ekspresyonunda artis tespit edilmistir [131-133]. FGF10 ligandinin,
endometrial karsinoma hiicrelerinin biiyimesini uyardigi ayrica MAPK aktivasyonu
yolu ile Elk-1 ve c-Myc niikleer transkripsiyon faktor ekspresyonu active ettigi
gosterilmistir [131]. Endometrial adenokarsinoma neoplastik epitel hiicreleri iizerine
yapilan bir ¢alismada,FGF2 ligandinin ekspresyonununda artis tespit edilmis olup bu
artisin  FGFR ve ERK yolaklar1 araciligi ile hiicre proliferasyonunu arttirdigi
bildirilmistir [132].

2.1.4.4. HER2/Neu ve EGFR

Insan epidermal biiyiime faktor reseptor (HER) ailesine ait tirozin kinaz
reseptorleri, degisik kanser tiplerinin gelisimi ve progresyonunda Onemli rol
oynamaktadir. Endometrial kanserlerde, anormal epidermal biiyiime faktdr reseptorii 2
(HER2) ekspresyonunun ser6z ve berrak hiicre karsinoma tipleri ile iliskili oldugu
gosterilmistir [46]. Endometrium kanser tiplerinde yapilan ¢alismada, HER2 asir
ekspresyonu ve HER2 gen amplifikasyonunun, tip II tiimorlerde sirasiyla %17-80 ve
%17-50’inde, tip I tiimorlerde ise sirasiyla %9 ve %3 oraninda goriildigl bildirilmistir
[75,134-139]. Endometum kanserlerinde yapilan ¢aligmalarda, epidermal biiyiime faktor
reseptoriine (EGFR) ait aktivasyon gen mutasyonu veya amplikasyonu bulunamamastir.
Bununla birlikte, tip II serdz hiicreli tlimorlerin %35-56’s1 ve tip [ tip tiimorlerin %38-

46’simnda EGFR asir1 ekspresyonu tespit edilmistir [65,45,140].

2.1.4.5. Wnt/p-Katenin Sinyal fletimi

B-Katenin/E-kadherin adhezyon kompleksi, epiteliyal biitinliigiin saglanmasinda
onemli rol oynamakta olup B-Katenin Wnt sinyal yolaginda transkripsiyon faktorii
olarak gorev almaktadir. Tip I EC’lerin %6-57’si, tip Il EC’lerin ise %41-87’sinde E-
kadherin ekspresyon kaybi tespit edilmistir [141-144]. Son yillarda, Ostrojenlerin
Wnt/B-Katenin sinyal iletimini uyardigi, regiilasyonun bozulmasi halinde endometrial

hiperplazi ve karsinogenezi indiikleyebilcegi gosterilmistir [145].
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Aktif kanonikal Wnt/B-Katenin sinyal iletimi, [-Katenin’in nukleusta
akiimiilasyonu ile belirlenmektedir.Tip I EC’lerin %16-47 ve tip II EC’lerin ‘0-3’iinde
B-Katenin varligi bildirilmistir [143-144,146-147]. Bu durumun CTNNB1 fonksiyon
kazanim mutasyonuna bagli olabilecegi ileri siirtilmiis olup tip I EC’lerin %15-40"1nda,

tip Il EC’lerin ise %0’sinda bulunmustur [92,146,148-151].

2.1.4.6. TP53

Timor baskilayict p53 hiicre iginde farkli stress sinyallerine verilen yanitlar
diizenlemektedir [152]. P53 aktif oldugu durumda hiicre siklus tutulumu,senses ve
apoptozu indiikleyebilmektedir. Tip II endometriyal kanserlerde bugiine kadar en sik
tespit edilen mutasyon TP3 olup, genel olarak %90’1n lizerinde seréz karsinoma tipinde
%9-54 oraninda, tip I EC’ler de ise %2-20 tespit edilmistir [62,67,153-158]. Ayrica,
serdz endometriyal endometrial intraepiteliyal karsinomalarin yaklasik %75’inde TP53
mutasyonlart bulunmus ve p53 fonksiyon kaybinin endometrial ser6z karsinogenez

stirecinde erken evrede olabilcegi ileri stiriilmiistiir [154,158].
2.1.5. Endometrium Kanser Gelisiminde Steroid Hormonlarin Rolii
2.1.5.1. Ostrojen ve Progesteron Sinyal Iletim Sistemi

Endometrium kanseri ile yapilan calismalarda dolasimda bulunan steroid
hormonlarin yani sira Ostrojenlerin lokal biyosentezinin de CYPI91A (aromataz)
ekspresyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir [159]. Ostradiol (OE2) miktar1 timor
dokularinda belirlenmis olup, bu oran menopoz 6ncesi ve menopoz sonrasi bayanlarda

timor invazyon orani ile korelasyon gostermektedir [160].

Ostrojen reseptdriiniin  ERa (ESR1) ve ERP (ESR2) olarak iki alt tipi
bulunmaktadir. Uterus’un genellikle ERo izoformunu igerdigi gosterilmistir.
Progesteron reseptoriiniin ise PR-A ve PR-B olmak {izere iki izoformu bulunmaktadir
[161-162]. Ostrojen (ER) ve progesterone reseptorleri (PR) niikleer reseptdr siiperailesi
tiyeleri olup hedef hormonlara (6strojen ve progesteron) baglandiklarinda transkripsiyon
faktorii olarak rol oynamaktadir.Bagli 6strojen ve progesterone reseptorleri hiicre i¢inde
hedef genlerde bulunan promotor bdlgelerin Ostrojen veya progesterone yanit

elementlerine baglanmaktadir [161-162].
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Saglikli premenopozal bayanlarda, Ostrojen reseptorii  ekspresyonunun,
proliferatif faz siirecince bezler ve stromada yogun oldugu ancak progesteronun oldugu
post-oviilasyonu takiben sekretuar fazda diistiigii bildirilmistir [163]. Ostrojenin
endometriyal proliferasyon ve vaskularizasyonu arttirdig: tespit edilmistir [164]. ESR1
gen delesyonlu fareler ile yapilan ¢alismalarda, bu alt tipin uterus hiicre proliferasyonu
ve progesteron reseptor gen ekspresyonunda onemli rol oynadigi bildirilmistir [165].
Hiicre soylar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda ise, ESR2’nin ESR-1 ile stimiile edilen
gen transkripsiyonun inhibitér modiilatorii olarak rol oynadig: ileri siirtilmiistiir [166].
Ostrojen kokenli hiperplazi ve tiimorogenez siirecinde ESR izoform ekspresyonunda

dengesizligin 6nemli derecede etkili oldugu gosterilmistir [167].

Premenopozal bayanlarda PGR aktivasyonu sekretuar faz siirecinde
gerceklesmekte ve endometrial proliferasyonda diisiise neden olmaktadir. Progesteron
biyosentezinin yetersiz oldugu durumlarda, endometrium hiperplastik duruma gelmekte
ve endometrium kanser gelisim riskini arttirmaktadir. PGR ekspresyonu hem Ostrojen
hem de progesteron hormonu kontrolii altindadir. PGR izoformlarmin farkh
fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir [168-169]. PGRA transkripsiyonel baskilayict
olarak gorev yaparak Ostrojen indiikli proliferasyonu baskilamaktadir. PGRB ise

endometriyal Gsstrojen agonisti olarak aktive edici role sahiptir [1,6].

Endometriyum kanserinde ESR ve PGR izoformlarinin ekspresyonu evre
bagimli olup, diigikk differansiasyon goriilen kanserlerde ESR2 ekspresyonu aymni
seviyede devam ettigi halde ESR1 ve PGR ekspresyonunda diisiis goriildiigii tespit
edilmistir. PGR ekspresyonunun ayni1 zamanda hastalik bagimsiz sagkalim ile de iligkili

oldugu gosterilmistir.

2.1.5.2. Ostrojen,Progesteron ve Inflamasyon iliskisi

Reproduktif dokularda homeostaz hormonal ve inflammatuar sinyallerin
integrasyonunu gerektirmektedir. Pro-inflammatuar sinyaller baskilanmig steroid
hormon reseptorlerini transkripsiyonel aktivatorlere doniistiirebilmektedir [170].
Ostrojenlerin inflammatuar siiregleri etkilleyebildigi gosterilmistir [171]. Normal
endometrium dokusunda,dstrojenin IL-6 gibi inflammatuar sitokinlerin ekspresyonunu
diizenlemektedir. KLE ve RL95 endometrial adenokarsinoma hiicre soylari iizerinde

yapilan bir calismada, dstrojen stimiilasyonunu takiben sitokin iiretimi tespit edilmistir.
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IL-1, TNF-o0 ve matriks metalloproteinazlar (MMP) Ostrojen tarafindan
diizenlenen inflammatuar aracilar olup ILIB’nin Ostrojen etkisini attirabildigi
bildirilmistir [172-174]. Endometrium kanserinde 0&strojenin ayrica ¢ok sayida
inflamatuar aracinin  ekspresyonunu diizenleyebilen NF-xB sinyalizasyonunu
arttirabilecegi de gosterilmistir. Ostrojen ve inflamatuar sinyaller arasindaki iliski Sekil

4’de gosterilmektedir.

— Ostrojen

Aromataz

+ - - PTEN
17 B-hidroksi steroid
dehidrogenaz -, + NF-kB
-« IL-6 K

Ostrojen Silfataz

TNF-a

Genetik Bilesenler

Ostrojen Biyosentezi -1

MMP ailesi

Pro-inflamatuar aracilar

Sekil 4 Endometrium kanserinde dstrojen,inflammatuar aracilar ve genetik bilesenler
arasindaki iliski

Ostrojen IL-6 ve TNF-o. gibi inflamatuar aracilarin uyarilmasi ile kendi biyosentezini de diizenleyebilmektedir. Hem
Ostrojen hem PTEN mutasyonu inflamasyonu arttirabilen NF-kB aktiivitesini uyarabilmektedir. Bu nedenle pro-

inflammatuar aracilarin dstrojen aracili uyarimi ve NF-kB aktivasyonu inflamasyon durumunu ilerletebilmektedir [6].

Progesteron inflamatuar aracilarin iretimini negatif olarak diizenlemektedir.
Yapilan in vitro ¢aligmalar, progesteron hormonunun miirin ve insan uterus hiicrelerinde
sitokin salinimini inhibe edebildigi bildirilmistir [175-177]. Bu sitokinlerin bir ¢ogu NF-
kB kontrolii altindadir. Hec50co endometrial adenokarsinoma hiicre hattinda yapilan
bir calismada, progesteronun NF-xB aktivasyonunu inhibe edebildigi gosterilmistir
[178]. PGR icermeyen fare lizerinde in vivo ortamda yapilan bir ¢alismada, rahimde
inflamatuar yanitlarda ve 10kosit infiltrasyonunda artis tespit edilmistir [179].
Progesteron ayrica prostoglandin dehidrogenaz iiretimini stimiile ve sitokin indikli
siklooksijenaz2 transkripsiyonunu inhibe etmektedir [180]. Bu nedenle, endometrium
kanseri progesteron sinyaline yanit olarak Ostrojen artigi,inflamatuar aracilarda artis
meydana gelmesi ve bu sayede tiimor biiylimesinin ilerlemesi ile karakterize

edilmektedir.
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2.1.6. Endometrium Kanser Gelisiminde inflamasyonun Rolii

Kanser ve inflamasyon arasindaki baglant1 ilk kez 19. Yiizyilda Virchow
tarafindan ortaya atilmis ve kanserli dokularda 16kosit akiginin belirlenmesini takiben,
16kositlerin timor biiylimesinde etkili oldugu ileri siirmiistiir [181]. Giiniimiizde,
inflamatuar yolaklarin kanser gelisimini intrinsik ve ekstrinsik olarak iki farkli
mekanizma ile etkiledigi diisiiniilmektedir [182-183]. intrinsik yolakta, genetik
mutasyonlar ve inflammatuar faktorlerin ekspresyonunda artis tiimor biiyiimesine neden
olmaktadir. Ekstrinsik yolakta ise, mevcut inflammatuar durumlar kanser baslangicina

yol agmaktadir [182-183].

Inflamatuar hastaliklarin bazi kanser tiplerine yatkin olduguna dair ¢alismalar ve
epidemiyolojik veriler kanser baslangicinda ekstrinsik inflammatuar hipotezini
desteklemektedir. Yapilan ¢alismalar, inflamatuar bagirsak hastaliginin kolon kanseri ,
prostat iltihabinin prostat kanseri,mikrobial enfeksiyonun ise gastrik kanser ile iliskili
oldugunu gostermektedir [184-186]. Ayrica, uzun siireli steroid olmayan
antiinflammuar ila¢ kullanan risk altinda hastalarda kanser insidansinda belirgin oranda

diistis tespit edilmistir [184,187].

Alternatif intrinsik yolak hipotezinde ise kanser gelisimini takiben, hiicreler
tarafindan inflamatuar aracilari {iretiminin timor gelisimini  hizlandirdigr ileri
stirilmektedir. Bu inflamatuar ortam, sitokinler ve prostaglandinler gibi inflamatuar
belirtecler, 16kositler ile anjiogenik faktorleri igermektedir. Bu hipotez, inflamatuar
kosullarin inhibe oldugu tiimoérler ile yapilan ¢alismalarla desteklenmektedir. Yapilan in
vivo kanser model ¢alismalarinda, sitokin sinyal iletimi engellenmesinin timor
biiylimesinde azalma veya tiimor regresyonuna neden oldugu gosterilmistir [188-190].
Bu calismalar tiimorlerde olusan inflammatuar yolaklarin kanser biiyiimesini
ilerlettigini desteklemektedir. Sekil 5’te endometrium kanser gelisiminde rol alan

ekstrinsik ve intrinsiik yolaklar gosterilmistir.
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Sekil 5 Endometrium Kanserinde Gelisen inflammatuar Durumlar

Inflammasyon kanser gelisimini farkli sekillerde etkileyebilmektedir. Intrinsik yolakta, genetik mutasyonlar ile
kanser baslangicint takiben, inflammatuar ajanlarin ekspresyonu artmakta ve tiimor gelisimine neden
olmaktadir.Ekstrinsik yolakta, mevcut inflammatuar durumlar kanser baglangicina yol agmaktadir. Her iki yolakta da,

inflamatuar aracilar kanser biiyiimesini hizlandirmaktadir.

2.1.6.1. inflamatuar Sisteminde Onemli Bir Yolak: NF-kB (Niikleer faktor kB)

NF-«kB transkripsiyon faktorii, biiylime, gelisim, apoptoz, immiin ve
inflamatuvar yanit gibi ¢ok sayida onemli ve hiicresel siirecin diizenlenmesinde rol
almaktadir [191]. Memelilerde NF-«B ailesi, birbiriyle yakin iliskide bulunan bes gen
(NF-xB1, NF-kB2, RelA, c-Rel ve RelB) igermektedir [192].

NF-kB proteinleri N terminallerinde yaklagik 300 aminoasitten olusan ve
evrimsel olarak yiiksek derecede korunmus Rel homoloji bélgesi (RHD) icermek olup
bolge, DNA baglama, dimerizasyon ile NF-kB dimerlerinin sitoplazma kalmasi

saglayan IkB 6zgiin inhibitor faktorleri ile etkilesime aracilik etmektedir [193].

RelA, c-Rel ve RelB olgun formlarinda sentezlenirler ve transkripsiyonel aygit
ile etkileserek gen transkripsiyonunu tesvik eden C- terminal transaktivasyon bolgesi
(TAD) igermektedirler [194]. Bununla birlikte, NF-xB1 (p105/p50) ve NF-xB2
(p100/p52) onciil formlarinda sentezlenirler. Onciil formlar (p100 ve p105) olgun
formlarin (p50 ve p52) iiretimi i¢in proteozom tarafindan proteoliz edilen C- terminal
ankyrin tekrarlar1 igermektedir [195]. Hem p50 hem de p52 DNA baglama bolgesi
icermekle beraber transaktivasyon bdlgeleri (TAD)  yoktur [195]. Sekil 6’da

memelilerde bulunan NF-kB ailesi iiyelerinin molekiiler yapisi verilmektedir.
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Sekil 6 NF-kB ailesi iiyelerinin molekiiler yapisi

Biitin NF-«kB aile iiyeleri N-terminallerinde DNA baglanma ve dimerizasyondan sorumlu RHD (Rel Homoloji
Domain) bolgesi igermektedir. Rel alt ailesi, C-terminallerinde transkripsiyon aktivasyon bolgesi (TAD)
icermektedir. TA1 ve TA2 RelA transaktivasyon bolgesinin alt bolgeleridir. p50 ve p52 ise C-terminallersnde
ankyrin tekrar bolgesi icermektedir.

Birgok normal hiicre tipinde, NF-kB dimerleri ¢ogunlukla inhibitérleri (IkB) ile
etkilesmelerine bagl olarak sitoplazmada transkripsiyonel olarak inaktif konumdadirlar.
IkB ailesi (IkBa, IkBp, IkBe ve Bcl-3) NF-kB proteinlerinin RHD bélgesi ile etkilesen
ankyrin tekrarlar1 icermektedir. IkBa, IkBf ve IkBe, NF-xB dimerleri ile etkileserek
sitoplazmada tutulmalarindan sorumludur [196]. Bcl-3 ailenin transaktivasyon bolgesi
icerdigi i¢in ayricalikli {iyesi olup, pS0 veya p52 homodimerleri ile etkileserek
transkripsiyonel koaktivator olarak rol alabilmektedir (Sekil 7). NF-xB aktivasyonu,
IxB kinaz (IKK) kompleksi tarafindan IxB proteinlerinin fosforilasyonu ve devaminda
IxB proteozom bagl degredasyonu ile sonug¢lanmaktadir. Bu durum NF-xB ’nin serbest

kalarak niikleusa translokasyonuna yol agmaktadir [197].
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Sekil 7 IkB ailesi

NF-«B inhibitor ailesi, IkBa, IkBp, IkBe ve Bel-3olarak 4 tiyeden olugmaktadir. IkB proteinleri,p52 ve p 105 gibi C-
terinallerinde ankyrin tekrar motifleri tagimaktadir. PEST;prolin (P),glutamat (E),serin (S) ve threonin (T) zengin

domain
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2.1.6.2. NF-xB Aktivasyon Yolaklari

Kanonikal ve kanonikal olmayan NF-xB aktivasyon yolagi sinyal
mekanizmalart agisindan farklilik gostermektedir. Bu yiizden fizyolojik ve patolojik
durumlarda, hangi NF-kB aktivasyon yolagmin kullanildigi ve bu yolagin molekiiler

mekanizmasini anlamak terapdtik agidan ¢ok degerlidir.

Temel olarak kanonikal ve alternatif (kanonikal olmayan) olarak bilinen iki adet
NF-kB aktivasyon yolagi bulunmaktadir. Bir¢ok hiicre tipinde genellikle kanonikal
yolagi kullanilmaktadir ve bu yolak IL-1B ve TNF-a (tiimor nekrosis faktor) gibi
proinflamatuar sitokinler tarafindan aktive edilmektedir. TNF-a uyarisi, TNF-a reseptor
I (TNFRI) sinyal kompleksine TRAF2 ve RIP-I (reseptor ile etkilesen protein kinaz-I)
yolu ile adaptor proteinlerin ve kinazlarin ortama toplanmasii indiiklemektedir. Bu
durum IkappaB kinaz (IKK) kompleksinin fosforilasyonu ve aktivasyonu ile
sonug¢lanmaktadir [191-200] .

IKK kompleksi, IKK- o (IKK1), IKK- B(IKK2) ve IKK-y (NEMO: NF-«xB
essensiyal modiilatorii) tinitelerinden olugmaktadir .Kanonikal aktivasyon yolagi i¢in,
IKK aktivitesi IKK-B bagimhidir. IKK, RIP aracili fosforilasyon yolu ile aktive
olmaktadir. IKK aktive edici kinaz’in mitojen aktive edici kinaz 3 (MEKK3) veya TGF-
B aktive edici kinaz (TAKI) oldugu ileri stiriilmektedir [191-200].

Aktif halde bulunan IKK [ katalitik alt iinitesi, IkB proteinlerini 32. ve 36.
pozisyonda bulunan serin rezidiilerinden fosforile etmekte, bu sayede IxB
poliubikitinasyonunu ve proteozomda hizli degredasyonu tetiklemektedir [198-199]. Bu
stireg, p65 ve p50 lizerinde bulunan NLS sinyalini ortaya g¢ikararak NF-xB niikleer
translokasyonuna olanak saglamaktadir. Nukleusta NF-xB transkripsiyonel aktivitesi,
p65 alt flnitesinin fosforilasyonu ve asetilasyonu ile DNA’ya baglanmasi veya
CBP/p300 gibi transkripsyonel koaktivator ile etkilesimi yolu ile diizenlenmektedir
[198-199].

Kanonikal olmayan alternatif yolak, CD40, lenfotoksinf (LT-B), B-hiicre aktive
edici factor (BAF) ve Epstein-Barr viriisiin LMP-1 viral proteinler ile aktive olmaktadir
. Bu yolak NF-xB indiikleyici kinaz (NIK) aracili IKK-o aktivasyonuna bagimlidir.
IKK-a, p100°lin p52’ye doniisiimiinii tetiklemektedir [200-201].
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p52,RelB ile fonksiyonel kompleks olusturmakta ve gen ekspresyonunu
diizenlemek icin niikleusa transloke olmaktadir.Kanonikal yolag: ilerleten cIAP
poroteinleri, NIK ubikitinasyonu ve degredasyonu tetikleyerek, kanonikal olmayan
yolak i¢in negatif rol oynamaktadir bu yiizden kanonikal yolak ve kanonikal olmayan
yolak bazi durumlarda koordine sekilde gere¢ ve yontem diizenlenmektedir.Sekil 8’de

NF-kB aktivasyon mekanizmalari sematize olarak gosterilmektedir [200-201].

KANONIKAL YOLAK ALTERNATIF ( KANONIKAL OLMAYAN YOLAK)

TLR TNFR BCR TCR BAFFR LT&R RANK
e

v

d IKK IKKu
kB
kBa ' degredasyonu P100 s
@ i ReIB
Ub

PROTEOZOM l

“® 3 ©@

—N

|l

b

— G

(B). (29

Sekil 8 NF-kB Aktivasyon Mekanizmalari

Kanonikal yolak ¢ok sayida dogusan ve adaptif immiin reseptor aracili sinyal tarafindan tetiklenebilmekte
olup Takl tarafindan IKK aktivasyonu, IKK-aracili IkB fosforilasyonu,degredasyon ve RelA/p50 hterodimerinin
nukleusa translokasyon basamaklarini igermektedir. Alternatif yolak ise fosforilasyon indiiklii pl100 siirecine
dayanmakta ve TNFR {iyelerinden gelen sinyaller tarafindan tetiklenmektedir. Bu yolak NIK ve IKKa bagimlidir ve

RelB/p52 kompleksinin aktivasyonuna aracilik etmektedir.

NF-kB’nin farkli heterodimerleri hiicresel onem tasiyan ¢ok sayida genin
transkripsiyonunu baslatmak icin 6zgiin promoter bolgelerine baglanmaktadir. NF-kB
hiicresel hedefleri arasinda sitokinler (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a), kemokinler (MIP-1a,
MCP1, RANTES), adhezyon molekiilleri (ICAM-1, VCAM-1, E-selektin),
indiiklenebilir efektor enzimler (iNOS, COX-2) ile apoptoz ve hiicre proliferasyonu
diizenleyicileri (c-1AP1, c-1AP2, XIAP, Bcl-xL,Fas Ligand, c-myc, siklin D1) yer
almaktadir [191-201].
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2.1.6.3. Kanser Tedavisinde NF-kB Direnci

NF-kB, kemoterapotik ajanlar ve iyonize radyasyon ile indiiklenen apoptoz
stirecini inhibe etmektedir. Bazi tiimor tiplerinde, radyasyon veya kemoterapotik
ilaglara maruz kalan hiicreler, NF-kB aktivasyonunda artig gdstermekte ve apoptoza
kars1 diren¢ olusturmaktadir [202-204] . Kemoterapétik ajanlar ve iyonize radyasyona
yanit olarak NF-kB aktivasyonunda goriilen artis ile tedaviden Once birgok tiimdriin
konstitiitif olarak NF-kB aktivitesi gosterdigi gercegi, kanser tedavisinin etkili ve

verimli olmasi i¢in 6nemli derecede engel olusturmaktadir [205].

NF-xB yolagi, apoptoz inhibisyonu ve tiimor gelisiminde onemli role sahip
oldugu i¢in, hedefe yonelik NF-kB inhibisyonunun apoptotik yaniti arttiracagi ve
problem ¢oziimii i¢in daha etkili ve hedefe 6zgiin tedavi mekanizmalar1 gelistirilebilcegi
ileri stirtilmistiir [194,205-206]. NF-xB aktivasyon mekanizmasinin bloklanmasi igin
degisik tedavi stratetjileri kullanilmaktadir. Proteozom inhibitorleri (PS-341 ve
MG132), IKK inhibitorleri,hiicre gecirgen peptidler,antioksidanlar,IkBa  geninin
adenoviriis aracili asir1 ekspresyonu ve NF-kB antisense oligoniikleotidler kullanilarak

NF-«xB susturulmasi NF-xB inhibisyonu i¢in 6n goriilen tedavi stratejileri arasindadir.

[194,205-206].

2.2. Flavonoidler

Flavonoidler, dogada yaygin olarak bulunan ve benzo-y-piron halkasi1 (C6-C3-
C6) tasiyan polifenolik bilesiklee olarak bilinmektedir [207]. Flavonoidler meyve ve
sebzelerde bol miktarda bulunduklarindan insan diyetinin 6nemli bir bdliimiinii
olusturmaktadir. Giiniimiizde 8000’den fazla flavonoid yapisi tanimlanmis olup bu
cesitlilik temel ve benzo-y-piron halka yapisina hidroksil,metoksil ve O-glikozit alt
gruplarinin farkli kombinasyonlar olusturmasindan kaynaklanmaktadir [208] .Sitrus
(Rutacea) familyasinda flavanonlar,flavonlar,flavonoller ve anthosiyaninler seklinde

dort temel flavonoid tiiriniin bulundugu tanimlanmistir [209].
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Flavonoidlerin kan ve mikrovaskiiler endoteliyal hiicreler {izerinde etkili oldugu
gosterilmis olup, sitrus flavonoidlerin biyolojik etkileri hakkinda yapilan arastirmalar
inflamasyon ve kanser iizerinde yogunlasmistir. Epidemiyolojik ve hayvan modelleri
lizerinde yapilan c¢alismalardan elde edilen veriler flavonoidlerin kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser ilizerinde koruyucu etkisi olabilecegini isaret etmektedir [210].
Yaklasik olarak 50 yildir flavonoidler ile ilgili degisik caligsmalar yapilmis olmasina

karsin, biyolojik etki mekanizmalar1 halen tam olarak bilinmemektedir.

Flavonoidlerin farmakolojik 6zelliklerinin ¢ogu hiicre aktivasyonunda rol alan
enzimleri inhibe etme yetenekleri ile iliskilendirilmistir. Yapilan in vitro
aragtirmalarda,flavonoidlerin memelilerde bulunan enzimatik sistemlerin (kinazlar,
fosfolipazlar, ATPazlar, lipooksijenazlar,siklooksijenazlar,fosfodiesterazlar) aktivitesini
modifiye etme kapasiteleri olduklarin1 gostererek flavonoid yapisi ve enzimatik
aktivitesi arasinda korelasyon  tespit edilmistir [209]. Bu etkilerin ¢ogunun,
flavonoidlerin diizenleyici enzimlerin niikleotid baglanma bdlgeleri ile etkilesme
yetenekleri kaynakli oldugu ileri siiriilmektedir. Yapilan arastirmalar ile sitrus
flavonoidlerin radikal siipiiriicii potansiyeline sahip olduklarina,bu sayede reaktif
oksijen tiirlerinin dahil oldugu yaslanma ve dejenaratif olaylarda gorev aldiklarini

gostermistir [209,211].

Son yillarda, antiproliferatif ve antikarsinojenik ozellikleri bilinmekte olan
flavonoidlerin c¢esitli kanser tiirlerinde etkilerini aragtiran g¢alisma sayisinda artis
goriilmektedir. Dogada olarak meyve ve sebzelerin yapisinda bulunan flavonoid
bilesikleri kanser koruyucu ozellikleri ile goze carpmaktadirlar [212]. Flavonoidler
hiicre transformasyonu, invazyon, metastaz ve anjiogenez gibi karsinogenez siirecinin
birgok noktasinit kinaz inhibisyonu, transkripsiyon faktorlerinin rediiksiyonu, hiicre
dongiisiiniin  diizenlenmesi ve apoptotik hiicre 6liimiiniin uyarilmasi1 yoluyla

bloklayabilmektedir [212-214].

2.2.1. Hesperidin

Hesperidin (3,5,7-trihidroksi flavanon 7-ramnoglikozit), limon ve portakal gibi
sitrus meyvelerde bol miktarda bulunan farmakolojik olarak aktif  glikozitik
bioflavanoid bilesigi olup, serbest radikal siipiiriicii ve biyolojik membranlarda anti-

lipit peroksidayon 6zellikleri ile bilinmektedir [215-216].
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Hesperidin bilesiginin ayrica, antiinflamatuar, antioksidatif ve antiproliferatif
etkilere sahip oldugu da ve kolon ve pankreatik kanser hiicreleri gibi degisik hiicrelerde
hiicre biiyiime tutulumunu ile apoptozu uyarabildigi gosterilmistir [217-220]. Bununla
birlikte, hesperidin’in biiylime inhibitorii etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizma

heniiz aydinlatilamamuistir. Hesperidin’in molekiiler yapisi Sekil 9°da gosterilmektedir.
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Sekil 9 Hesperidin Molekiiler Yapisi

2.2.2. Kersitrin

Kersitrin,kersetin  bilesiginin glikozidik formu olup kersetin’in en 1iyi
absorblanan formu olarak bilinmektedir [221]. Yapilan ¢alismalar ile Kersitrin
bilesiginin giliclii antiinflamatuar Ozelliklerinin yani sira g¢esitli tiimdrlere karsi
kemokoruyucu etkiye sahip oldugu da gosterilmistir [222-223]. Kersitrin ayrica
bakteriyal infeksiyon, allerjik reaksiyon, H,O, ve UV uyarimli hiicre 6liimii ve apoptoz
olaylarinda da rol oynamaktadir [224-225]. Bununla birlikte kersitrin bilesiginin
molekiiler etki molekiiler etki ~mekanizmasi heniiz bilinmemektedir. Kersitrin’in

molekiiler yapis1 Sekil 10°da gosterilmektedir.

Sekil 10 Kersitrin Molekiiler Yapisi
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2.2.3. Kanser Gelisiminde NF-kB Yolag1 Uzerinde Flavonoid Etkisi

Kanser gelisimi ile inflamasyon arasindaki iligkiyi incelemeyi hedefleyen
caligmalar, kanser gelisim siirecinde NF-kB aracili inflamasyonun merkezi rol oynadigi
bildirilmistir [7-8]. Farkli tipte kanser hiicrerinde asir1 diizeyde NF-«kB ekspresyonu
tespit edilmistir [11]. Hedefe yonelik tedavi strateji c¢aligmalari, radyasyon ve
kemoterapétik etkinin NF-xB aktivasyonunda artis yolu ile hiicresel letaliyi isaret

etmektedir [202,204-205].

Antioksidan ve antiproliferatif etkileri bilinen flavonoidler, son yillarda
potansiyel antitiimoral ajanlar olarak 6ne ¢ikmakta, ancak molekiiler etki mekanizmalari
heniiz tam olarak bilinmemektedir Flavonoidler, dogada yaygin olarak bulunduklar1 ve
insan diyetinin 6nemli bir pargasi olduklari i¢gin NF-kB inhibisyonunun saglanmasi igin
kanser tedavisinde yeni bir ilgi odagi haline gelmistir. Flavonoidler, dogada genellikle
glikozit formlar1 halinde bulunmakta, bu form sindirimde bozulmadan ince bagirsaktan

emilebildigi i¢in biyoyararlaniminin yiiksek olabilecegi ileri siiriillmektedir [25-26].

Literatiirde, calismamizda kullanilan hesperidin bilesiginin yolag: {izerinden etki
edebilecegini gosteren calismalar bulunmaktadir [217,220]. Lee ve arkadaslari, TPA
indiiklii (12-0-tetradekanoil forbol 13-asetat) hepatoseliiler karsinoma hiicreleri tizerinde
yaptiklart ¢alismada, hesperidin bilesiginin NF-kB translokasyonunun inhibisyonu yolu
ile MMP-9 transkripsiyonunu baskilayarak anti-invazif ve antimetastatik etki
gosterebilcegini bildirmistir [217]. Nazari ve arkadaslari ise Ramos Burkitt hiicre
hattinda hesperidin indiiklii apoptoz siirecinde transkripsiyon faktorlerinin roliinii
incelemistir. Hesperidin ile muamele edilen Ramos hiicrelerinde inhibitor alt
tinitelerinin (IxkB) fosfolarilasyonunun inhibisyonu yoluyla konstitiitif ve doksorubisin
indiikli NF-xB  aktivasyonunun durduruldugu gosterilmistir [220]. Yine ayni
calismada, hesperidin ile muamele edilen Ramos hiicrelerinde hiicre canliliginin
inhibisyonu ve apoptoz indiiksiyonunun PPARy bagimsiz yol ile gergeklestigi ileri

stirilmiisttir [220].

Bu c¢alismada kullanilan kersitrin bilesiginin NF-xB yolag: {izerinde etkisini

inceleyen bir ¢aligma literatlirde bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanmilan Materyaller
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Hesperidin (CAS 520-26-3) ve Kersitrin (CAS 522-12-3) bilesikleri Santa Cruz
firmasindan temin edilmis olup, stok soliisyonlar1 100 mg/ml olacak sekilde DMSO

icinde hazirlanmistir. Biitlin stoklar kiiclik hacimlere boliinerek -20°C’de saklanmustir.

Hiicreleri biiylitmek amaci ile ATCC modifikasyonlu fenol kirmis1 +/- RPMI-
1640 (Gibco, A10491-01, L-Glutamin,HEPES,sodyum piriivat ve sodyum bikarbonat
iceren) besiyerleri kullanilmistir. Bu besiyerlerine ilk kullanimdan 6nce Fetal Bovin
Serum (FBS, sicaklik inaktif, Gibco,10437028) ve penisilin/streptomisin (Gibco,15140-
122) eklenmistir. FBS igerigindeki hormon etkisini baskilamak amaci ile charcoal
(Sigma, C6241) muamelesi yapilmistir. Hiicre alt kiiltiirii esnasinda %0,25 Tripsin-
EDTA (Gibco, 25200072) ve Ca*/Mg™ icermeyen DPBS (Gibco, 14190367)

soliisyonlar1 kullanilmistir.

Hiicre canlilik deneyleri icin sirasiyla WST-1 (Roche, 11644807001) ve
radyoaktif olmayan CytoTox 96 sitotoksisite (Promega,G1780) kitleri kullanilmistir.
Hesperidin ve kersitrin indiiklii apoptotik etkinin incelenmesi i¢in sirast ile CCD (Cell
Death Detection,Roche,11920685001), kaspaz 3 (kolorimetrik,BioVision, K106-100)
JC-1 (mitokondriyal membran deteksiyon, Cayman Chemicals, 10009172) ve
AnnexinV-FITC (BD Pharmingen,556570) kitleri kullanilmistur.

RNA izolasyonu igin High Pure RNA Isolation (Roche, 11828665001) ,cDNA
ve cRNA doniisiimii igin ise Illumina® TotalPrep™ RNA Amplifikasyon Kitleri
(Ambion, AMIL1791) tercih edilmistir. Mikroarray uygulamasi Illumina Human HT-
12V4 ¢ipleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
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3.1.2. Cihazlar

CO, Inkiibatdrii (New Brunswick), Isik Mikroskobu (Leica),Floid (Life
Technologies), Otomatik Hiicre Sayici (Life Technologies), laminar kabin (Fast Safe
Elit),Santrifiij (Beckman Coulter), ,ELISA okuyucu (ThermoScan,Thermo), iScan
(Illumina), Heat Block (Illumina), Bioanalyzer (Agilent),Nanodrop (Roche), Buzdolab1
(+4°C,-20°C,-80°C derin dondurucu), sivi azot tanki, otoklav, su banyosu,

vortex,calkalayici

3.2. Yontem
3.2.1. ECC-I Hiicre Hatt1

Bu calismada kullanilan ECC-I (CRL-2923) hiicre hatti ATCC (American
American Type Culture Collection,LGC Standarts) firmasindan temin edilmistir. ECC-
| endometrium hiicre hatti, Saytaswaroop tarafindan nude fare igine iyi derecede
differansiye insan endomertium kanser tabakasi transfeksiyonu ile iiretilmistir. Hiicreler
Ostrojen,progesteron ,androjen ve interferon (IFN) reseptorleri icermektedir. Yaklasik
olarak 26 saate duplike olabilmektedir. . Hiicreler nemli atmosferde 37°C sicaklikta ve
%5 CO, altinda biiyiitiilmistiir. Biiylime ortami olarak, %10 Fetal Bovine Serum ve %1
Penisilin Streptomisin igeren RPMI-1640 besiyeri kullanilmistir.

Hesperidin ve kersitrin etkisinin giivenilir analizi i¢in, Ostrojen veya benzeri etki
aktivite gosteren bilesiklerin etkisini ortadan kaldirabilmek i¢in charcoal muamelesi
FBS icindeki Ostrojen miktarinin minimuma indirilmesi amaclanmistir. Bu amagla 1
gram dekstran kapli charcoal, 50 ml FBS i¢gine eklenerek gece boyu calkalayicida
kanigtirildiktan sonra, 4500 rpm’de 30 dk santrifiij edilmis ve {ist sivi aspirasyon
yontemi ile dikkatlice alinmistir. Fenol kirmizis1 da benzer Ostrojenik etkiler gdstermesi

nedeni ile uygulama sirasinda fenol kirmizi icermeyen RPMI-1640 kullanilmistir.

3.2.2. Hiicre Ekimi

Kryotiip,37°C su banyosunda O-halkas1 suya degmeyecek sekilde ~ 90 sn siire
ile ¢ozdiiriilmiistiir. Coziinen kryotiip, etraft %70 etil alkol ile silinerek laminar kabine
alimmustir. 1 ml hiicre soliisyonu i¢inden 10 pl alinmis ve 1:1 oraninda Trypan Blue

soliisyonu ile karistirilarak Countless Cell Counter ile hiicre sayisi belirlenmistir.
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Hiicre soliisyonu, 5 ml hiicre besiyeri iginde siispanse edilerek 1500 rpm'de 5 dk.
santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasinda silipernatant uzaklastirilmigtir. Hiicre pelleti,

belirlenen hiicre sayisina gore 25 cm2'lik flasklara ekilmistir.

3.2.3. Alt Kiiltiir

Hiicrelerin besiyerleri 2 giinde bir olacak sekilde yenilenmistir.Hiicreler
konfluent olduklar1 durumda alt kiiltiirleme islemi gerceklestirilmistir. Alt kiiltiirleme
isleminde birinci asama olarak, besiyeri uzaklastirilmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan
sonra,serum  etkisini uzaklagtirmak amact ile hiicreler Ca*?/Mg™ (-) DPBS ile
yikanmistir. Bu asamadan sonra DPBS aspire edilmistir. Hiicrelerin flask ylizeyinden
ayrilmast i¢in %0.25 Tripsin-EDTA karisim1 eklenmis ve 37°C,%5 CO; kosullar
altinda 5 dk. inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresini takiben hiicreler besiyeri ile
yikanmig ve santrifiij tiipiine aktarilmigtir. (Stispanse hiicrelerden 10 pl alinmis ve 1:1
oraninda Trypan Blue soliisyonu ile karistirilarak Countless Cell Counter ile hiicre
sayist belirlenmistir) 5 dk. 1500 rpm'de santrifiigasyon yapilmis,siipernatant
uzaklastirllmis ve hiicre pelleti hiicre sayisina gore belli ekim oranlarinda 75 cm?lik

flasklara ekilmisgtir.

3.2.4. Hiicre Dondurma

Hiicre dondurulmasi igin,alt kiiltiirleme santrifiij asamasindan sonra pellet
lizerine %90 biiylime besiyeri ve %10 FBS iceren hiicre dondurma medyumu
eklenerek kryotiiplere 1 ml hiicre soliisyonu eklenmistir. Kryotiipler asamali olarak

once -80°C’ye,24 saat sonra -196°C azot tankina aktarilmistir.

3.2.5. Hesperidin ve Kersitrin Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Hesperidin ve Kersitrin bilesikleri ticari olarak satin alinmis olup ¢6ziicii olarak
DMSO (Dimetil siilfoksit) kullanilmistir. 610.6 mg/ml Hesperidin ve 448.38 mg/ml
Kersitrin, DMSO ile seyreltilerek 100 mg/ml stok konsantrasyon kullanilarak farkl
konsantrasyonlarda (5,10,25,50 uM) seyreltilmistir.
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3.2.6. WST-1 Hiicre Canlilik Testi

Hesperidin ve Kersitrin bilesiklerinin ECC-1 hiicre canlilig1 iizerinde doz ve
zaman bagimi etkisi WST-1 Hiicre Canlilik Testi ile incelenmistir. Pozitif kontrol
olarak, hiicreler lizerinde sitotoksik etki gostermeyen dozda DMSO kullanilmigtir.
Yontem metabolik aktif hiicrelerde mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz aktivitesi
sonucunda WST-1 tuzunun Kolorimetrik olarak tayin edilebilen formazan kristallerine
dontistiiriilmesi prensibine dayanmaktadir. Her bir ornekten elde edilen absorbans

degerleri, 6rnekteki canli hiicre miktari ile dogru orantilidir.

75 cm?’lik flasklarda gogaltilan ECC-1hiicreleri tripsinazyon asamasindan sonra
sayllmis ve 5x10° hiicre 100 pL  biiyime medyumu ic¢inde 96 kuyulu plaklara
ekilmistir. Her bir parametre i¢in {i¢ ekim yapilmistir. Plaklar hiicrelerin yapigmasi i¢in
24 saat inkiibatorde bekletilmistir. Bu siireyi takiben kuyucuklardaki biiyiime medyumu
aspire edilerek 0,5,10,25,50 uM Kersitrin,Hesperidin ve DMSO igeren deney ortamlari
ilave edilmistir. OuM Hesperidin veya Kersitrin igeren kuyucuklar kontrol, hiicre
icermeyen sadece deney ortami iceren kuyucuklar kor olarak degerlendirilmistir. Plaklar
24, 48 ve 72 saat inkiibatorde bekletilmistir.Her siirecin sonunda ilgili plaklara 10 uL.
WST-1 ¢ozeltisi eklenmis ve plaklar 4 saat inkiibatorde bekletilmistir. Plak
kuyucuklariin absorbans degerleri plak okuyucuda 450 ve 690 nm dalga boyuna karsi
okunmustur. Kontrol hiicrelerinin absorbans degerleri %100 olarak kabul edilmis ve

diger 6rneklerin absorbanslarindan rélatif canlilik degerleri hesaplanmaigtir.

Tiim absorbans degerlerinden kore ait absorbans degerlerinin ortalamasi
cikartilarak asil absorbans degerleri elde edilmistir. Her bir 6rnek icin elde edilen tiglii
asil absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak ortalama absorbans degerleri
(ABSortalama) belirlenmistir. Orneklerin ortalama absorbans degerleri, kontrol
hiicrelerinden elde edilen ortalama absorbans degerine boéliinerek kontrol hiicrelerine
kars1 rolatif absorbans orami tespit edilmis ve bu oran 100 ile ¢arpilarak her bir 6rnek
icin yiizde canlilik degeri hesaplanmistir [Yiizde Canhihk = [Ornek ABSortalama /
Kontrol ABSortalama] x 100].
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3.2.7. LDH Hiicre Sitotoksisite Testi

Hesperidin ve Kersitrin bilesiklerinin ECC-1 hiicre sitotoksisitesi iizerinde doz
ve zaman bagimi etkisi Cytotox Non-Radioactive Sitotoksisite Testi ile incelenmistir.
Pozitif kontrol olarak, hiicreler iizerinde sitotoksik etki gdstermeyen dozda DMSO
kullanilmistir. Cytotox Sitotoksisite Testi, hiicrelerin lizis asamasinda agiga c¢ikan
sitosolik LDH (Laktat Dehidrogenaz) enziminin tetrazolium tuzunun kirmizi formazan
tuzuna doniistliriilmesine neden olmas1 prensibine dayanmaktadir. Her bir 6rnekten
elde edilen absorbans degerleri, drnekteki lizis olan hiicre miktar1 ile orantilidir. 75
cm?lik flasklarda gogaltilan ECC-1 hiicreleri tripsinazyon asamasindan sonra sayilmis

ve 5x102 hiicre 100 pL biiyiime medyumu i¢inde 96 kuyulu plaklara ekilmistir.

Her bir parametre i¢in ii¢ ekim yapilmistir. Plaklar hiicrelerin yapigmasi i¢in 24
saat inkiibatorde bekletilmistir. Bu siireyi takiben kuyucuklardaki bliylime medyumu
aspire edilerek 0,5,10,25,50 uM Kersitrin,Hesperidin ve DMSO igeren deney ortamlari
ilave edilmistir. OuM Hesperidin veya Kersitrin igeren kuyucuklar kontrol, hiicre
icermeyen sadece deney ortami iceren kuyucuklar kor olarak degerlendirilmistir. Plaklar
24, 48 ve 72 saat inkiibatorde bekletilmistir. Her siirecin sonunda biitiin kuyucuklara
10X Lizis soliisyonu eklenmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Bu asamay1 takiben
enzimatik plak kuyularina 50 pl siipernatant transfer edilmistir. Assay Cozeltisi ile
Substrat karsimi hazirlandiktan sonra,enzimatik plagin her kuyusuna 50 pl Substrat
eklenmistir. Plak alimiinyum folyo ile kaplanmis ve oda sicakliginda 1s1ksiz ortamda 30
dk. Inkiibe edilmistir. Bu siireci takiben her kuyuya 50 ul Stop soliisyonu eklenmis ve
plak okuyucuda 490 nm dalga boyun kars1 absorbans okunmustur. Kontrol hiicrelerinin
absorbans degerleri %100 olarak kabul edilmis ve diger orneklerin absorbanslarindan
rolatif inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Tiim absorbans degerlerinden kore ait
absorbans degerlerinin ortalamasi ¢ikartilarak asil absorbans degerleri elde edilmistir.
Her bir 6rnek icin elde edilen tiglii asil absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak
ortalama absorbans degerleri (ABSortalama) belirlenmistir. Orneklerin ortalama
absorbans degerleri, kontrol hiicrelerinden elde edilen ortalama absorbans degerine
boliinerek kontrol hiicrelerine karsi rolatif absorbans orani tespit edilmis ve bu oran 100
ile carpilarak her bir Ornek icin yiizde inhibisyon degeri hesaplanmistir [Yiizde

Inhibisyon = [Ornek ABSortalama / Kontrol ABSortalama] x 100].
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3.2.8. Cell Death Detection ELISA Plus (CCD) Kolorimetrik Apoptoz Tayini

Hesperidin ve Kersitrin bilesiklerinin ECC-1 hiicrelerinde neden oldugu hiicre
O0lim tipinin belirlenmesinde kullanilmistir. CCD kiti  hiicrelerin  sitoplazmik
lizatlarindaki mono- ve oligo-niikleozom igeriklerini karsilastirarak Ornekler arasi

oransal apoptoz degerlendirmesine olanak saglamaktadir.

75 cm?®lik flasklarda cogaltilan ECC-1hiicreleri tripsinazyon agamasindan sonra
sayllmis ve 5x10% hiicre 100 pL  biiyime medyumu iginde 96 kuyulu plaklara
ekilmistir. Her bir parametre i¢in ii¢ ekim yapilmigtir. Plaklar hiicrelerin yapismasi icin
24 saat inkiibatorde bekletilmistir. Bu siireyi takiben kuyucuklardaki biiyiime medyumu
aspire edilerek 0,5,10,25,50 uM Kersitrin,Hesperidin ve DMSO igeren deney ortamlari
ilave edilmistir. OuM Hesperidin veya Kersitrin igeren kuyucuklar kontrol, hiicre
icermeyen sadece deney ortami igeren kuyucuklar kor olarak degerlendirilmistir. Plaklar
48 saat inkiibatdrde bekletilmistir. Bu siirecten sonra plaklar 200 g’de 10 dk. santrifiij
edilmistir ve slipernatant atilmistir. Pelletler 200’er pL lizis tamponunda siispanse
edilmistir. Lizisin gergeklesebilmesi i¢in plak oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmigtir.Plak 200g de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Sitoplazmik fraksiyonu igeren siipernatandan 20 pL dikkatlice streptavidin kapl
plaga aktarilmistir. 20 pL pozitif kontrol, negatif kontrol (OuM hesperidin ve kersitrin
iceren kuyucuklardan elde edilmis hiicre lizatlarinin siipernatanlari) ve kor (inkiibasyon
tamponu) streptavidin kapli plaga aktarilmistir. Her bir kuyucuga 80'er pL
immiinoreaktif ilave edilmistir. Plak yapiskan koruyucu ile kaplandiktan sonra oda
sicakliginda 300rpmde plak karistiricida 2 saat inkiibe edilmistir. Kuyucuklarin
igerisindeki soliisyon dikkatlice cekilip atilmig ve kuyucuklar 250-300pL inkiibasyon
tamponu ile ticer kez yikanmistir. Kuyucuklarin icerisindeki soliisyon dikkatlice ¢ekilip
atilmistir. Her bir kuyucuga 100'er uL. ABST soliisyonundan ilave edilmis ve plak,
spektrofotometrik analiz i¢in yeterli renk olusumu saglanana kadar (yaklasik 10-20
dakika) 250 rpmde plak karistiricida inkiibe edilmistir. Her bir kuyucuga 100er pL
ABST stop soliisyonundan ilave edilmistir.Plak kuyucuklarinin absorbans degerleri plak
okuyucuda 450nm dalga boyuna karst okunmustur. Negatif kontroliin zenginlesme
faktorii 1 olarak kabul edilmis ve diger orneklerin zenginlesme faktorii absorbans

degerlerinden rolatif olarak hesaplanmaigstir.
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Tiim absorbans degerlerinden kore ait absorbans degerlerinin ortalamasi
cikartilarak asil absorbans degerleri elde edilmistir. Her bir 6rnek igin elde edilen ticlii
asill absorbans degerlerinin ortalamas1 alinarak ortalama absorbans degerleri
(ABSortalama) belirlenmistir. Orneklerin ortalama absorbans degerleri, negatif kontrol
hiicrelerinden elde edilen ortalama absorbans degerine boliinerek negatif kontrol
hiicrelerine kars1 oransal absorbans oranlar1 elde edilmistir. Bu rolatif absorbans degeri
zenginlestirme faktorii olarak adlandirilir ve her bir 6rnekteki mono-, oligo-niikleozom
miktarinin kontroldekine oranini ifade etmektedir [Zenginlesme Faktorii = ABSortalama

3.2.9. Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Apoptoz siirecinde 6nemli bir enzim olan Kaspaz-3’iin enzim aktivitesinin
belirlenmesi amaci ile kaspaz-3 kolorimetrik degerlendirme kiti (BioVision Research
Products, California, CA, USA) kullanilmistir. Bu yontem total protein eldesinden sonra
ortama verilen DEVD-pNA substratin1 kesen kaspaz 3’tin, pNA floresan 1simasi ile
miktar dl¢iimiine dayanmaktadir. ilk olarak (5% 10°) hiicre, 6 kuyucuklu kiiltiir kabina (2
ml besiyeri/ kuyucuk) ekilmis ve 72 saat boyunca farkli dozlarda hesperidin ve
kersitrin’e maruz birakilmiglardir. Bu inkiibasyon siiresinden sonra, hiicreler 800 rpm’
de 5 dk santrifiij edilerek toplanmis ve siipernatantlar uzaklastirilmistir. Daha sonra,
hiicrelerin tlizerine 100 pL sogutulmus liziz tamponu ilave edilip karigtirilmis, 6rnekler
ependorf tiipe alinip buzun lizerinde 10 dk bekletilmistir. 10000 rpm’ de 1 dk santrifuj
isleminden sonra iist siv1 faz, steril yeni bir ependorf tiipe alinip 100 pL daha liziz
tamponu eklenerek protein 6rnekleri hazirlanmistir. Kaspaz aktivite Ol¢limii icin 96
kuyucuklu diiz tabanli mikro-tabaklara ikili olarak her kuyucuga 50 pL protein drnegi
ve 50 puL 2X reaksiyon tamponu eklenmistir. Daha sonra her kuyucuga 5 pL kaspaz-3
kolorimetrik substrati ilave edilip 37°C’ de 2 saat bekletilmistir. Sonucglar 405 nm dalga
boyunda ELISA okuyucu (Thermo Varioskan Spectrum, Vantaa, Finland) ile
okunmustur. Bu yontemle hiicrelerde duragan ve ila¢ uygulamalar1 sonrasinda kaspaz-3

enzim aktivitesinde meydana gelen degisim belirlenmistir.
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3.2.10. Mitokondri Zar Potansiyelinin Belirlenmesi

Saglikli ve apoptotik hiicrelerde mitokondri fonksiyonunun belirlenmesi 6nemli
bir parametredir. Apoptoz esnasinda mitokondri membran potansiyeli kayb1 JC-1
mitokondri membran potansiyeli belirleme kiti (Cayman Chemicals, MI, USA)
kullanilarak ELISA okuyucu aracilifiyla belirlenmistir. Saglikli hiicrelerde bir katyonik
boya olan JC-1 mitokondride agregatlar seklinde toplanir ve kirmizi floresan bir renk
verir. Apoptotik hiicrelerde ise mitokondri membran potansiyeli ¢okmiis oldugundan
JC-1 boyasi mitokondri i¢inde toplanamaz ve sitoplazmada monomerik formda kalarak
yesil floresan bir renk verir. Spektrofotometre ile abzorbans degerleri Olgiiliir ve
kirmizi/yesil abzorbans deger oranit hesaplanarak saglikli ve apoptotik hiicreler
arasindaki mitokondri membran potansiyeli farki elde edilir. Bu amagla 5x10° hiicre, 6
kuyucuklu kiiltiir kabina (2 ml besiyeri/ kuyucuk) ekilerek, 72 saat boyunca farkli
dozlarda ajanlara maruz birakilmistir. Hiicreler 800 rpm’ de 5 dk santrifuj edilerek
toplanmis ve 300 pL besiyerinde ¢oziildiikten sonra 30 dakika 30 pL JC-1 boyasi
eklenerek 37°C’ de %5 CO; igeren inkiibatérde 30 dakika inkiibe edilmistir. 400 g’de 5
dk santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmis ve hiicreler 200 uL 1X JC-1
tamponunda c¢oziilerek ilk yikama islemi gerceklestirilmistir. Siipernatant 400 g’de 5 dk
santrifiijden sonra uzaklastirilmistir. JC-1 tamponu ile yikama islemi tekrarlandiktan
sonra hiicre peleti 300 uL JC-1 tamponu ile sulandirilip her bir 6rnekten 100 pL 96
kuyucuklu plakalara eklenmistir. Plakalar spektrofotometre cihazi (Thermo Varioskan
Spectrum, Vantaa, Finland) ile okunarak, yesil/kirmizi (510/585 nm) abzorbans

degerleri, mitokondri zar potansiyeli degisimini degerlendirmek iizere hesaplanmistir.

3.2.11. Akis Sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi

Calismamizda Annexin-V FITC apoptoz analizi, kersitrin ve hesperidin etkisi ile
hiicrelerde tetiklenen apoptozun ve nekrozun kantitatif tayini amaciyla kullanilmistir.
Annexin-V apoptoz analizinde kullanilan FITC ile konjiige Annexin-V lektini,
apoptotik hiicrelerin hiicre membraninin dis yiizeyinde bulunan ve bir ¢esit fosfolipit
olan fosfatidil serine baglanmaktadir. FITC, Annexin-V baglanan hiicrelerin fliioresan
(FL1 dedektorii; eksitasyon= 488nm, emisyon=535nm) isimasina neden olmaktadir.
Hiicrelerdeki bu floresan 1s1ma akis sitometrideki FL1 dedektorii ile belirlenmektedir.

Isimanin siddetine gore hiicreler siniflandirilarak bir diyagrama yerlestirilir.
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Nekrotik hiicreler ise niikleik asitlere baglanabilen floresan PI (FL2 detektorti,
eksitasyon= 488nm, emisyon=562-588nm) boyasi ile belirlenmektedir. PI nekrotik
hiicrelerin integrasyonunu kaybetmis membranindan gecereck DNA fragmentlerine
tutunur. Hiicresel DNA’ya baglanan PI floresan 1s1ma vererek akis sitometrideki FL2
dedektortii ile belirlenir. Isimanin siddetine gore hiicreler siniflandirilir ve bir diyagrama

yerlestirilir.

75 cm?’lik flasklarda cogaltilan ECC-1 hiicreleri tripsinazyon agsamasindan sonra
6 kuyulu plaklara her kuyucuga 1x10° hiicre/ 2ml olarak ekilmistir. Plaklar hiicrelerin
yapismasi i¢in 24 saat inkiibatorde (37°C’ de % 5 COy) bekletilmistir. Bu siireyi
takiben kuyucuklardaki biiylime medyumu aspire edilerek 0, 5, 10, 25 ve 50 uM
kersitrin, hesperidin ve DMSO igeren deney ortamlar1 hazirlanmistir. Plaklar 48 saat
inkiibatorde bekletilmistir. Kuyucuklar ler mL PBS ile yikandiktan sonra 1’er mL
tripsin ile kaldirilmig ve 1300 rpmde 5 dakika santriflij edilmistir. Hiicre pelleti soguk
PBS ile iki kere yikandiktan sonra 1x Binding ¢dzeltisi i¢inde siispanse edilmistir. 100
ul soliisyon 5 ml kiiltiir tiipiine aktarilmistir. Ayni tiipe Spl FITC-AnnexinV ve 5ul PI
(Propidium lodide) eklenmistir. Hiicreler vortekslenerek 15 dk. oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edilmistir. Her tiibe 400 ul 1X binding ¢ozeltisi eklenmis ve akis
sitometride analiz edilmistir. Annexin-V FITC yesil ve PI kirmizi 1sima vererek
apoptoz ve nekroz diyagram iizerinde belirlenir. Annexin-V (-) ve PI (+) canliligi, PI
(+) nekrozu, Annexin-V (+) erken apoptoz olarak ifade edilmektedir. Annexin-V (+) ve
PI (+) hiicreler ise ge¢ apoptotik olarak degerlendirilmistir. Diyagramdaki her bir
bolgeye diisen hiicre sayisinin  toplam hiicre sayisina oranindan yiizde degerleri
hesaplanmistir [Yiizde Hiicre = (Hiicre sayis1 bolge / Toplam Hiicre sayisi) x 100].
Bu formiile goére hesaplanan yiizde degerlerinin her bir 6rnek i¢in ortalamalar
alimmistir. Elde edilen ortalama hiicre ylizdeleri grafige gecirilerek veriler
degerlendirilmistir. Tiim Annexin-V pozitif alanlara diisen hiicre sayisi, Annexin-V (+)

/ PI (-) ve Annexin-V (+) / PI (+) degerleri toplanarak hesaplanmustir .

3.2.12. Hiicre Deney Verilerin Istatistiksel Analizi

Her deney kosulu igin hiicreler 3’er kez ekilecek ve deneyler 3’er kez
tekrarlanarak elde edilen veriler Mann-Whitney U SPSS 16.0 programi ile p<0.05
anlamlilik diizeyinde negatif kontrol ve kontrol hiicre hattindan elde edilen veriler ile

karsilastirilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir
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3.2.13. Mikroarray Analizi
3.2.13.1. RNA izolasyonu

75 em2’lik flasklarda cogaltilan ECC-l hiicreleri tripsinazyon asamasindan
sonra sayilmis ve 10° hiicre/ml olacak sekilde 6 kuyulu plaklara ekilmistir. Plaklar
hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat inkiibatorde bekletilmistir. Bu siireyi takiben
kuyucuklardaki biiyiime medyumu aspire edilerek 50 uM Kersitrin, Hesperidin veya
DMSO igeren deney ortamlart ilave edilmistir. Plaklar 48 saat inkiibatorde
bekletilmistir. Kuyucuklar 1'r mL PBS ile yikandiktan sonra 1’er mL tripsin ile
kaldirilmis ve 1300 rpmde 5 dakika santrifiij edilmistir. Hiicre pelleti soguk PBS ile iki
kere yikandiktan sonra PBS ¢dzeltisi i¢inde 10° hiicre/ml olacak sekilde siispanse
edilmistir. Bu asamadan sonra {iretici firmanin 6nerdigi protokole gore RNA izole
edilmigtir. Elde edilen RNA’larin miktar1 ve integritesi sirast ile nanodrop ve
Bioanalyzer aletleri vasitasiyla Ol¢iilmiistiir. 50 ng-500 ng araliginda bulunan ve

degrade olmamis RNA Ornekleri, ticari kit vasitast ile cRNA’ya doniistliriilmiistiir.

3.2.13.2. Mikroarray Yontemi

Elde edilen RNA &rneklerinin gen ifade profilleri ¢ikarilmistir. Orneklerin gen
ifade profilleri 47 binden fazla prob kullanilarak genom boyu transkriptlerin miktarini
tespit eden Illumina Human HT-12V4 mikrogipi ile elde edilmistir. Her 6rnek bir sefer

caligilarak ol¢timlenmistir.

3.2.13.3. Normalizasyon ve Transformasyon

Ham mikrodizi verisi GenomeStudio programi yardimi ile elektronik verilere
dontstiiriilmiistiir. Daha sonra her 6rnegin verisinden arkaplan giiriiltiisii uzaklastirilmis
ve veriler ylizdelik (quantile) normalizasyona tabi tutulmustur. Normalize edilen tiim
veri kullanilarak orneklerin gen ekspresyon profilleri arasinda hiyerarsik kiimeleme
analizi yapilmistir. Biyolojik Fonksiyon ve yolak analizi IPA (Ingenuity Pathway

Software ) kullanilarak yapilmustir.



36

4. BULGULAR
4.1. Flavonoidlerin Hiicre Canlihg: Uzerinde Doz ve Zaman Bagimh Etkisi

0, 5,10, 25 ve 50 uM Hesperidin, Kersitrin ve pozitif kontrol olarak DMSO ile
24, 48, 72 saat inkiibe edilen ECC-1 endometrial kanser hiicreleri 96-well plaklarda
kuyucuk basma 5x10° hiicre olacak sekilde 3’er kez ekilerek, hiicrelerin yapismasi ve
duplikasyonu i¢in 24 saat beklendikten sonra denemeler gergeklestirilmistir. Hesperidin
ve Kersitrin ilave edilmeyen (OuM) kontrol grubu hiicrelerinin canliliglr tim zaman
dilimleri i¢in %100 kabul edilmis ve diger drneklere ait canlilik degerleri oransal olarak
absorbans degerlerinden hesaplanmistir. Bulgular Hesperidin’nin ECC-1 hiicre hattinda
konsantrasyon ve siireye bagimli olarak hiicre 6liimiine neden oldugunu gostermektedir.
Bu etki 6zellikle 50 uM Hesperidin ile 48 ve 72 saat muamele edilen hiicrelerde sirasi
ile %38.72 ve %42.28 oranlarinda azalma goriilmistir (p<0.05). 10 ve 25 uM
Hesperidin ile 72 saat muamele sonucu sirasi ile %22.35 ve %31.73 oranlarinda kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde hiicre 6liimiiniin gerceklestigi saptanmistir (p<<0.05). 24
saatlik  inkiibasyon siirelerinde, Hesperidin‘nin ~ 50uM’dan  daha  diisiik
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gére anlamli diizeyde (p>0.05) hiicre 6liimiiniin

gerceklesmedigi belirlenmistir. Belirtilen veriler Sekil 11°de gosterilmektedir.
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Sekil 11 Hesperidin'in ECC-1 Hiicre Canhlign Uzerine Etkisi
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Bulgular Kersitrin’nin ECC-1 hiicre hattinda konsantrasyon ve siireye bagiml
olarak hiicre Oliimiine neden oldugunu gostermektedir. Bu etki 6zellikle 50 uM
Hesperidin ile 48 ve 72 saat muamele edilen hiicrelerde yaklasik %29.28 ve %42.48
oraninda goriilmiistiir (p<0.05). 25 uM Hesperidin ile 72 saat muamele sonucu %31.73
oraninda kontrol grubuna goére anlamli diizeyde hiicre Olimiiniin gerceklestigi
saptanmustir (p<0.05). 24 saatlik inkiibasyon siirelerinde, Hesperidin‘nin 50uM’dan
daha diisiik konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gére anlamli diizeyde (p>0.05) hiicre

Oliimiiniin ger¢eklesmedigi belirlenmistir (Sekil 12).
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Sekil 12 Kersitrin'in ECC-1 Hiicre Canhihgi Uzerine Etkisi

4.2. Flavonoidlerin Hiicre Uzerinde Olasi Sitotoksik Etkisinin incelenmesi

5,10, 25 ve 50 uM Hesperidin, Kersitrin ve pozitif kontrol olarak DMSO ile 24,
48, 72 saat inkiibe edilen, ECC-1 kanser hiicreleri 96-well plaklarda kuyucuk basina
5x10° hiicre olacak sekilde 3’er kez ekilerek, hiicrelerin yapismasi ve duplikasyonu igin
24 saat beklendikten sonra denemeler gerceklestirildi. Hesperidin ve kersitrin ilave
edilmeyen (OuM) kontrol grubu hiicrelerinin inhibisyonu tiim zaman dilimleri i¢in %0
kabul edildi ve diger orneklere ait ylizde inhibisyon degerleri oransal olarak absorbans
degerlerinden hesaplanmistir. Bulgular Hesperidin’nin ECC-1 hiicre hattinda
konsantrasyon ve siireye bagimli olarak hiicre 6liimiine neden oldugunu gostermektedir.
Bu etki 6zellikle 50 uM Hesperidin ile 48 ve 72 saat muamele edilen hiicrelerde sirasi
ile %43.19 ve %50.53 goriilmiistiir (p<0.05).
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25 uM Hesperidin ile 48 ve 72 saat muamele sonucu sirasi ile %35.30 ve
%42.38 oranlarinda kontrol grubuna goére anlamli diizeyde hiicre Oliimiiniin
gerceklestigi  saptanmistir  (p<0.05). 24 ve 48 saat inkiibasyon siirelerinde,
Hesperidin‘nin 50uM’dan daha diisiik konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde (p>0.05) hiicre 6liimiiniin gerceklesmedigi belirlenmistir. Bu sonuglar

WST-1 sonuglari ile uyum gostermektedir (Sekil 13).
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Sekil 13 Hesperidin'in ECC-1 Hiicre Hattinda Sitotoksik Etkisinin incelenmesi

Bulgular Kersitrin’nin ECC-1 hiicre hattinda konsantrasyon ve siireye bagimli
olarak hiicre 6liimiine neden oldugunu gostermektedir. Bu etki 6zellikle 50 uM Kersitrin
ile 48 ve 72 saat muamele edilen hiicrelerde sirasiyla %40.27 ve %50.1 oraninda
goriilmistir (p<0.05).  Kersitrin‘nin 50uM’dan daha diisiik konsantrasyonlarinda
kontrol grubuna gore anlamlhi diizeyde (p>0.05) hiicre Oliimiiniin gergeklesmedigi

belirlenmistir. Bu sonuglar WST-1 sonuglar1 ile uyum gostermektedir (Sekil 14).
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Sekil 14 Kersitrin'in ECC-1 Hiicre Hattinda Sitotoksik Etkisinin Incelenmesi
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4.3. Canlihg Etkileyen Hiicre Oliim Tipinin Belirlenmesi

Hiicre canliliglt deneylerinde kullanilan 0, 5, 10, 25,50 uM Hesperidin veya
kersitrin dozlar1 ile 48 saat inkiibe edilen ECC-1 hiicrelerinde gergeklesen hiicre
Oliimiintin agirlikli olarak apoptotik hiicre 6liimii olup olmadig1 Cell Death Detection
ELISAPLUS Kolorimetrik Apoptoz tayini, kaspaz-3, ,JC-1 mitokondriyel membran
potansiyel kaybi1 ve Akis Sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi analizleri

kullanilarak incelenmistir.

4.3.1. Cell Death Detection ELISAPLUS Kolorimetrik Kit ile Apoptoz Tayini

0, 5, 10, 25,50 uM Hesperidin,Kersitrin ve pozitif kontrol olarak DMSO ile 48
saat inkiibe edilen ECC-I hiicrelerinde tetiklenen apoptoz, Cell Death Detection
ELISAPLUS kolorimetrik apoptoz tayin kiti ile belirlendi. 96-well plaklarda kuyucuk
basina 5x10° hiicre 3’er kez ekilerek, hiicrelerin yapigmasi ve dublikasyonu i¢in 24 saat
beklendikten sonra 48 saatlik inkiibasyon siirecini takiben, iretici firmanin onerdigi
yonteme gore gerceklestirildi. DNA fragmantasyonunu ifade eden mono- ve oligo-
niikleozom zenginlesmesi OuM DMSO (kontrol hiicreleri) 6rnegi i¢in 1,00 kabul

edilerek diger 6rneklere ait zenginlesme faktorleri oransal olarak hesaplanmistir.

ECC-1 hiicreleri ile yapilan denemeler sonucu elde edilen bulgular, apoptozun
25 ve 50 uM Hesperidin ile 48 saat inkiibe edilen hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore
sirastyla 5.19 ve 6.07 kat olmak iizere anlamh diizeyde artis gostermektedir (Sekil 15)
(p<0.05)
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Sekil 15 ECC-1 Hiicre Hattinda CCD ile Hesperidin'in Apoptoz Etki Tayini
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ECC-I hiicreleri ile yapilan denemeler sonucu elde edilen bulgular, apoptozun
25 ve 50 uM Kersitrin ile 48 saat inkiibe edilen hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore
strastyla 4.56 ve 5.85 kat olmak ilizere anlaml diizeyde artis gostermektedir (Sekil 16)
(p<0.05).
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Sekil 16 ECC-1 Hiicre Hattinda CCD ile Kersitrin'in Apoptoz Etki Tayini

4.3.2. Kaspaz 3 Aktivitesinin Incelenmesi

50 uM Hesperidin’in 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirecinde kaspaz-3 aktivitesi

tizerine etkisi incelenmis olup, 48 saatte 1.5 kat anlamli artis tespit edilmistir (Sekil 17).

ECC-1 Hiicre Hatti
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Kontrol Hesperidin 48h Hesperidin 72h

Sekil 17 Hesperidin'in Kaspaz 3 Aktivitesi Uzerine Etkisi

50 uM Kersitrin’in 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirecinde kaspaz-3 aktivitesi

tizerine etkisi incelenmis olup, 48 saatte 1.4 kat anlamli artis tespit edilmistir (Sekil 18).
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ECC-1 Hiicre Hatti

&% Kaspaz 3 aktivitesi

Kontrol Kersitrin 48h Kersitrin 72h

Sekil 18 Kersitrin'in Kaspaz3 Aktivitesi Uzerine Etkisi

4.3.3. Mitokondri Zar Potansiyelinin Belirlenmesi

50 uM Hesperidin’in 48 ve 72 saatlik inkiibasyon silirecindemembran potansiyel
kayip aktivitesi lizerine etkisi incelenmis olup, 48 saatte 1.4 kat anlamli artis tespit

edilmistir (Sekil 19)

ECC-1 Hiicre Hatti

& % Membran Potansiyeli

Kontrol Hesperidin 48h Hesperidin 72h

Sekil 19 Hesperidin'in Mitokondriyel Membran Potansiyeli Uzerine Etkisi

50 uM Kersitrin’in 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirecinde membran potansiyel
kayip aktivitesi lizerine etkisi incelenmis olup, 48 ve 72 saatte yaklasik 1.3 kat anlaml
artig tespit edilmistir (Sekil 20)
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ECC-1 Hucre Hatti
140

120

60 M % Membran Potansiyeli

Kontrol Kersitrin 48h Kersitrin 72h

Sekil 20 Kersitrin'in Mitokondriyel Membran Potansiyeli Uzerine Etkisi

4.3.4. AnnexinV-FITC Yontemi ile Apoptoz/Nekroz Analizi

0, 5, 10, 25, 50 uM hesperidin,kersitrin veya pozitif kontrol olarak DMSO ile
48 saat inkiibe edilen ECC-1 hiicrelerinde tetiklenen hiicre olimiiniin tipi, Akis
Sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi ile belirlenmistir. Her bir ornek igin
akis sitometride 10.000 hiicre sayimi gergeklestirilmistir. Annexin-V (-) ve Pl (-)
hiicreler saglikli, Annexin-V (+) ve Pl (-) hiicreler erken apoptotik, Annexin-V (+) ve Pl
(+) hiicreler ge¢ apoptotik ve son olarak Annexin-V (-) ve PI (+) hiicreler nekrotik
olarak kabul edilmistir (Sekil 21 ve 22). BCDE

‘1 25.2 % 13.4
=

Sekil 21 ECC-1 hiicrelerine hesperidin uygulanmasi ile elde edilen hiicre dagilimlari

A) OuM (kontrol hiicreleri), B) 5 uM, C) 10 uM, D) 25 pM ve E) 50 uM hesperidin ile 48 saat muamele

edilen hiicreler
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Sekil 22 ECC-1 hiicrelerine Kersitrin uygulanmasi ile elde edilen hiicre dagilimlar

A) 0uM (kontrol hiicreleri), B) 5 uM, C) 10 uM, D) 25 uM ve E) 50 uM kersitrin ile 48 saat muamele

edilen hiicreler

Uygulanan hesperidin  ve

apoptotik/nekrotik hiicre 6liim oranlar1 karsilastirilmigtir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin 50

UM hesperidin veya kersitrin ile 48 saat muamele edilen hiicrelerde %20.2 ve %22.4

kersitrin  dozlarinda kontrol

oraninda goriildiigii belirlenmistir. (p<0.05) (Sekil 23 ve 24).

Sekil 23 Hesperidin’nin ECC-1 hiicrelerine apoptotik/nekrotik etkisi

Sekil 24 Kersitrin’nin ECC-1 hiicrelerine apoptotik/nekrotik etkisi

% Hiicre Dagiimlan
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4.4. Mikroarray Analizleri
4.4.1. istatistiksel Analiz

On analizin tamamlanmasindan sonra elde edilen veriler kullanilarak olusturulan
kontrol ve 50 pM hesperidin veya kersitrin ile muamele edilmis hiicreler
gruplandirilarak diferansiyel ekspresyon analizi yapilmistir. Fold Change degerlerinin
(+) olmasi1 gen ekspresyonunun artmasi, (-) olmasi gen ekspresyonun azalmasi anlamina

gelmektedir.

4.4.2. Hiyerarsik kiimeleme ve Heatmap

Iki grubun karsilastirmasinda anlamli degisim tespit edilen genler ve ekspresyon
seviyeleri kullanilarak yapilan hiyerarsik kiimeleme genlerin ve 6rneklerin ekspresyon
paternlerine gore gruplandirilmasini gostermektedir. Bu kiimelemede siitunlar 6rnekleri,
satirlar problar1 ifade etmektedir. Kiimeleme sonucu ile ekspresyon skalalar1 bir
‘heatmap’ olarak gosterilmistir. Bu problar kullanilarak hazirlanan sicaklik haritasi ve
tekrar edilen hiyerarsik kiimeleme ile asagida gosterilmistir. Kirmizi renk ekspresyon
seviyesindeki azalmay1 gosterirken yesil renk ise artist gostermektedir. Diferansiyel
ekspresyon gosteren problarin hiyerarsik kiimelemesi sonucunda tiimdr ve kontrol hiicre
orneklerinin ekspresyon profilleri bakimindan ayristigi goriilmektedir. Sekil 25°te
kontrol ile 50 uM hesperidin,Sekil 26’da ise kontrol ile 50 pM kersitrin kiyaslanmasi

sonucu ortaya ¢ikan heatmap analizleri verilmistir.



Color Key

0 05 1

—1
Row Z—-Score ’7“

Sekil 25 Hesperidin indiiklii ve normal hiicre 6rneklerinin heatmap haritasi

Color Key

-1 0 05 1
Row Z-Score

Sekil 26 Kersitrin indiiklii ve normal hiicre 6rneklerinin heatmap haritasi
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4.4.3. Biyolojik Fonksiyon ve Yolak Analizleri

Calisilan biitiin hiicre hatlar1 i¢in, hesperidin vs. kontrol ve kersitrin vs. kontrol
olmak tizere iki grup olusturulmus ve IPA (Ingenuity Pathway Analysis) programi

kullanilarak anlamli farklilik gosteren biyolojik fonksiyon ve yolak analizi yapilmustir.

4.4.3.1. Hesperidin’in ECC-1 Hiicre Hattinda Tiim Genom Uzerine Etkisinin

Incelenmesi

ECC-1 hiicre hattinda 50 puM hesperidin ve kontrol fold change degerleri
karsilastirilarak ile yapilan network analizi sonucu en yiiksek skorlu bulunan network
listesi Sekil 27°de verilmektedir. Bu analize gore 31 skor ile en yiiksek skorlu yolak

olarak gelisimsel ve metabolizma hastaliklar1 ile géze ¢carpmaktadir.

D Associated Network Functions Score
1 Auditory Disease, Developmental Disorder, Hereditary Disorder kil
2 Developmental Disorder, Hereditary Disorder, Metabolic Disease 3
3 Carbohydrate Metabolism, Post-Translational Modification, Cell Morphology 3
4 Behavior, Hereditary Disorder, Ophthalmic Disease 28

Sekil 27 Network Analizi

Elde edilen sonuglar ile biyolojik fonksiyon analizi yapilmis ve fizyolojik
sistemlerin hesperidin indiiklic endometrium kanser hiicreleri ile istatistiksel olarak
iliskili oldugu tespit edilmistir (Sekil 28).

Name p-value #
Molecules
Connective Tissue Development and Function 3,76E-06 - 1,14E-02 355
Organismal Development 4,77E-05- 1,08E-02 306
Tissue Morphology 1,08E-04 - 1,01E-02 204
Tumor Morphology 1,17E-04 - 1,12E-02 321
Tissue Development 6,03E-04 - 1,08E-02 156

Sekil 28 Biyolojik Fonksiyon Analizi

ECC-1 hiicre hattinda 50 pM hesperidin ve kontrol fold change degerleri
karsilastirildiginda en yiiksek ve en diisiik degeri veren genler Sekil 29 ve 30°da

gosterilmektedir.



Molecules Exp. Value
TN +124,740
UGT2BT* 462,749
DOK1 462,401
KCTD7 459,561
COL8AT* +47 871
APOF 438,561
SLC4A8 438,507
GOLGASI* 438,059
UCA1 437,087
SLC14A1 +36,861

Sekil 29 Fold-change degeri en yiiksek olan genler
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50 uM hesperidin ve kontrol fold change degerleri karsilagtiginda en yiiksek gen ekspresyon seviyesine
sahip olan genleri listesi. TTN,Cizgili Kas Geni; UGT2B7 UDP glikotransferaz 2 ailesi, polipeptid B;
DOK1,Docking protein 1; KCTD7, Potasyum kanali tetradimerizasyon proteini; COL8AL, Kollajen tip 8 alfa
1,;APOF, apolipoprotein F; SLC4A8, Sodyum bikarbonat tasiyicisi; GOLGASI, Golgin A8 ailesi ; UCAl,Uroteliyal

kanser iligkili protein; SLC14A1, Sodyum bikarbonat tastyicisi

Molecules Exp. Value
RPL12* -319,955
RPLP1* -224,689
RPS9* -204,316
RPS15A* -198,782
RPS25 -166,117
RPS8 -158,638
RPLPO* -139,363
RPL24 -135,277
EEF1AT* -120,372
EEF1G -117,545

Sekil 30 Fold-change degerleri diisiik olan genler

50 uM hesperidin ve kontrol fold change degerleri karsilagtiginda en diisik gen ekspresyon seviyesine

sahip olan genleri listesi. RPL,RPS;ribozomal protein, EEF,EF-1-alfa; elongasyon faktorii

ECC-1 hiicre hattinda 50 pM hesperidin ve kontrol fold change degerleri

karsilastirilarak ile yapilan yolak analizi sonucunda NF-kB sinyal iletim yolaginin 6strojen ve

Ras-Raf-MAPK sinyal iletim yolaklar ile koordineli olarak calistigi ve NF-xB sinyal iletim

yolunun aktivasyonunda 6nemli rol alan IKK genlerinin ekspresyon seviyelerinin azaldigi tespit

edilmistir (Sekil 31).
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Sekil 31 NF-kB Sinyal iletim Yolag

50 uM hesperidin indiiklii endometrium kanser hiicrelerinin kullanildig: ¢alismada NF-kB yolaginin RAS-RAF-
MAPK vyolagr ile capraz etkilesime girerek inaktif konumda oldugu tespit edilmistir.

Extraveluar space

Cyloplasm

-

.
2.

Nugkus

af—— @ wd—

Sekil 32 Ostrojen Sinyal fletim Yolag

50 uM hesperidin indiiklii endometrium kanser hiicrelerinin kullanildigi c¢alismada Ostrojen reseptdr (ER)
ekspresyonunun azaldigi, bu durumun Ras-MAPK sinyal iletim yolaginda bulunan ve ER hedef ekspresyon

seviyelerini etkileyebilcegi tespit edilmistir.
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4.4.3.2. Kersitrin’in ECC-1 Hiicre Hattinda Tim Genom Uzerine Etkisinin

Incelenmesi

ECC-1 hiicre hattinda 50 pM Kersitrin ve kontrol fold change degerleri
karsilastirilarak ile yapilan network analizi sonucu en yiiksek skorlu bulunan network ve
bu networkda gorev alan gen iliskisi Sekil 32 ve 33’de verilmektedir. Bu analize gore
41 skorla en yiiksek skorlu network olarak gelisimsel ve genetik hastaliklar ile 36 skorla

hiicre hiicre iligkisi ve molekiiler transport fonksiyonlari tespit edilmistir.

ID_ Associated Network Functions Score
1 Neurological Disease, Developmental Disorder, Hereditary Disorder 41
2 Cell-To-Cell Signaling and Interaction, Cell Signaling, Molecular Transport 36
3 Neurological Disease, Skeletal and Muscular Disorders, Connective Tissue Disorders 35
4 Hereditary Disorder, Metabolic Disease, Neurological Disease 35

Sekil 33 Network Analizi

50 uM kersitrin indiiklii endometrium kanser hiicrelerinin kullanildigi ¢aligmadan elde edilen mikroarray
verileri, ortaya gikan gen profilinin geligimsel hastalik ve molekiiler transport mekanizmalari ile iligkili oldugunu

gostermektedir.

\ GhR110"
x \ HCRTR1

Sekil 34 Gen-Gen iligkisi

Kirmizi renk gen ekspresyonunda artisi, yesil renk gen ekspresyonunda azalisi isaret etmektedir. Bu
networkda yer alan genlerin prolaktin salgilayict hormon reseptdr ailesine (GPR) ait olup, ortak ¢ikis noktalarinin G

protein esli reseptdr 2 oldugu tespit edilmistir.
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Elde edilen sonuglar ile fizyolojik,hiicresel ve hastaliklar ile iliskili biyolojik
fonksiyon analizi yapilmis ve inflamatuar yanitin Kersitrin indiiklii endometrium kanser
hiicre gelisimi ve tiimor morfolojisi ile istatistiksel olarak iligkili oldugu tespit edilmistir
(Sekil 35).

Diseases and Disorders
Name p-value #
Molecules
Inflammatory Response 5,23E-06 - 8,66E-03 307
Cardiovascular Disease 1,45E-05-8,23E-03 250
Cancer 1,59E-05- 8,49E-03 1247
Organismal Injury and Abnormalities 1,59E-05- 8 43E-03 503
Reproductive System Disease 1,59E-05 - 6,55E-03 380

Sekil 35 Hastalik ve Metabolizma Bozuklar ile iliskili Biyolojik Yolaklar

50 uM kersitrin indiiklii endometrium kanser hiicrelerinin kullanildig1 ¢aligmadan elde edilen mikroarray

verileri, ortaya ¢ikan gen profilinin inflamatuar yanit ve kanser iligkisi ile istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gostermektedir.

Molecular and Cellular Functions
Name p-value #
Molecules

Cellular Growth and Proliferation 3,36E-11-8,27E-03 678
Cellular Development 1,54E-08 - 8 46E-03 599
Cellular Movement 2,11E-07 - 8,66E-03 397
Carbohydrate Metabolism 1,63E-06 - 6,55E-03 176
Cellular Function and Maintenance 2,57E-06 - 8,44E-03 302

Sekil 36 Molekiiler ve Hiicresel Fonksiyonlar ile Tliskili Biyolojik Yolaklar

50 uM kersitrin indiiklii endometrium kanser hiicrelerinin kullanildig1 ¢aligmadan elde edilen mikroarray

verileri, hiicresel biiylime ve proliferasyonda rol alan genlerin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.

Physiological System Development and Function
Name p-value #
Molecules

Tumor Morphology 2,18E-05-6,55E-03 183
Tissue Development 3,05E-05-8,73E-03 273
Cardiovascular System Development and Function 597E-05-847E-03 268
Hematological System Development and Function 6,30E-05- 8,66E-03 337
Embryonic Development 8,04E-05-8,73E-03 331

Sekil 37 Fizyolojik Sistemler ile Iliskili Biyolojik Yolaklar

50 uM Kkersitrin indiiklii endometrium kanser hiicrelerinin kullanildig1 ¢alismadan elde edilen mikroarray

veriler,timdr morfolojisi ve doku gelisimde rol alan genlerin fizyolojik agidan istatistiksel olarak anlamli oldugunu

igsaret etmektedir.
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ECC-1 hiicre hattinda 50 uM kersitrin ve kontrol fold change degerleri karsilastirilarak
ile yapilan yolak analizi sonucunda NF-kB sinyal iletim yolaginin PI3K —Akt ve MAPK sinyal
iletim yolaklar1 ile koordineli olarak g¢alistigi ve NF-xB sinyal iletim yolunun aktivasyonunda

rol alan IkB gen ekpresyonunun arttig1 tespit edilmistir (Sekil 38-39).

aH)
Rl ggE ‘ el
vl T

i peg l:N ‘I‘\H‘ 16F-a dndol parr
; PN ’ ]

P-5
Extracetuer space - W
< e v -
opiasm
. X LTI [-are T ]
NYDES: = h @ j
Lok ' TRars
TR0k FA0D
2 \vanl! P /
» PELIg FE & 2 /
¥ /
b NG | 1 *
pley  UBEN ~Ra MR 7 LT3
Uk T ¥
4 MEKKS

v N
o el ¥ thea| :
gy 3 ¥ \ l ol
L =X —
AL fagf s
& ;i 4
F e Ml . Aternate patnvay
¥ o, \. ‘ IKKe ol NFhapoall
|

' iy s
¥y

- ¥
pie B —0 i 0B 5
NP1 g
o : | st e
wssmaly) / ‘SBSReIA *
" s T Protessomas
7 ~— BN | rocnsana
~ BESRel NP2,
8, o2
/ & (res)
=3 |
L KA8
[ ;
. / \\ " chPro30
G = : s,
nray Rl Proi—pesRet—HGacin =

250 y P
esiRain) ) = P .
;/» ' Do 7] < =t L/A, s
" -
(i), 1nfiafmaton 25 oel mahsation

 Sunival
ACel probderaton

Sekil 38 NF-kB Yolag

50 pM kersitrin indiiksiyonunun alternatif NF-xB  yolagmim tetiklenmesinde rol alan genlerin

ekspresyonunda artisa sebep oldugu ancak IkB gen ekpresyonunda artis nedeni ile uyarinin nukleusa transloke

olamadig: tespit edilmistir.

NF-kB-mediated
transcription

Macrophage
survival

KANOG

Vasodiation Angiogenesis

Regulation of
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Regulation of Energy Call
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pluripotency storage progression  Celdeath  gnproge Coll gowth  Cell sunvival

Sekil 39 PI3K Akt Yolag
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5. TARTISMA

Bu caligmada,literatiirde ilk kez,hesperidin ve kersitrin flavonoidlerinin ECC-1
endometrium kanser hatt1 tizerindeki apoptotik etkileri ve bu etkinin NF-«kB sinyal

iletim yolag ile iliskisi incelenmistir.

Bu calismada hesperidin ve kersitrinin doza ve zamana bagli ECC-I hiicre
hattinin canliligt WST-1 ve LDH testleri ile incelenmistir. 48 ve 72 saat siire ile 50 uM
hesperidin veya kersitrin uygulamasinda hiicre canliliginin yliksek oranda azaldigi
belirlenmistir. Literatiirde hesperin bilesiginin degisik kanser hiicre hatlar1 tizerinde
antiproliferatif ve apoptotik etki gosterebildigine dair g¢alismalar bulunmakta olup
caligmadan elde ettigimiz veriler ile korelasyon gostermektedir [216-220]. Park ve
arkadaslari, SNU-C4 kolon kanser hiicre hatti {izerinde yaptiklar1 ¢aligmada
hesperidin’in doz bagimli apoptotik etkilerini arastirmis ve 100 mM hesperidin’in
hiicre canliligini kontrole kiyasla %65 oraninda diisiirdiiglinii bildirmistir. Lee ve
arkadaslar1 ise androjen bagimsiz PC3ve DU3 prostat kanseri hiicre hatlari, androjen
bagimli LNCaP prostat kanseri hiicre hattt ve. MCF-7 6strojen bagimli meme kanseri
hiicre hatt1 lizerinde hesperidin etkisini incelemislerdir [217]. Hesperidin’in GFP ile
transfekte edilmis meme kanseri hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
ancak bu olayin antimitotik mekanizma ile gerceklesmedigi bildirilmistir. Hesperidin
ayn1 zamanda bazal ve testosteron indiiklii LNCaP hiicrelerinin proliferasyonunu da
inhibe etmistir. Bununla birlikte, hormon bagimsiz prostat hiicre hatlarimin (PC3 ve
DU9145) canlilig1 {izerinde herhangi bir etki tespit edilememistir [217]. Bu ¢alismadan
elde edilen verilerde, hesperidinin androjenik reseptorlerle olan iligkisi prostat kanseri
gelisiminde rol oynayan olasi sinyal mekanizmalarini etkileyebilecegini ortaya

koymaktadir.

Kersitrin, kersetin bilesiginin glikolize formu olup, dogada yaygin olarak
bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalar kersitrin bilesiginin giiclii antioksidant ve
antikarsinojenik etkilere sahip oldugunu gdstermekle birlikte, kersitrinin molekiiler
mekanizmast heniiz aydinlatilamamistir. Literatiirde Kersitrin’in antiproliferatif ve
antiapoptotik etkisini inceleyen ¢alisma az sayida bulunmaktadir. Browning ve
arkadaglarinin 2005 yilinda SSC-9 oral skuaméz kanser hiicreleri iizerinde yaptiklar
calismada, kersitrin’in hiicreler lizerinde minimum etkiye sahip oldugu belirlenmistir

[230]
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Kersitrin, kersetin bilesiginin glikolize formu halinde dogada yaygin olarak
bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalar kersitrin bilesiginin  giiclii antioksidant ve
antikarsinojenik etkilere sahip oldugunu gostermekle birlikte, molekiiler mekanizmasi
aydinlatilamamustir [227-230]. Literatiirde Kersitrin’in antiproliferatif ve antiapoptotik
etkisini inceleyen ¢alisma az sayida bulunmaktadir. Xu ve ark., PC3 prostat kanseri
tizerinde yaptiklart calismada kersitrin’in hiicre proliferasyonu iizerinde zayif oranda
etkili oldugu gosterilmistir [227-229]. Browning ve arkadaslarinin SCC-9 oral skuaméz
kanser hiicreleri lizerinde yaptiklart calismada ise Kersitrin’in hiicreler tizerinde
minimum etkiye sahip oldugu bildirilmistir [230]. Xu ve ark. 2012 yilinda PC3 prostat
kanseri iizerinde yaptiklar1 calismada kersitrin’in hiicre prolifeasyonu iizerinde zayif
oranda etkili oldugu gosterilmistir [227-229]. Elde ettigimiz verilerde ise kersitrinin
ECC-1 endometrial kanser hiicre hatt1 iizerinde antiprolifetatif ve apoptotik etkisi olup,

bu etkinin steroid ile iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Hesperidin ve kersitrin bilesiklerininin ECC-1 endometrium kanser hiicrelerinde
hangi mekanizma ile apoptozu tetikledigini gostermek icin apoptoz yolaklarinin
aktivasyonu incelenmistir. Bu nedenle ilk olarak, cesitli dozlarda (5-50 uM) hesperidin
ve kersitrin ile 48 saat inkiibe edilmis ECC-1 hiicrelerinde DNA fragmantasyonunu
ifade eden mono- ve oligo-niikleozom zenginlesmesi orani tespit edilmistir.Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda her iki bilesigin 50 uM dozlan i¢in zenginlesme oraninda
anlamli artis tespit edilmistir. Ikinci asamada apoptotik yolakalrda énemli role sahip
kaspaz sisteminin etkinligi, 50 uM hesperidin ve kersitrin ile 48 saat inkiibe edilmis
ECC-1 hiicrelerinde 48 ve 72 saatlerde kaspaz-3 aktivite degisimine bakilarak test
edilmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda her bilesik i¢in 48 saatlik etkide anlamli bir artig
tespit edilmis, boylece hesperidin ve kersitrinin kaspaz yolaklar1 iizerinden apoptozu
tetikleyebilecegi gosterilmistir. Kaspaz-3 aktivitesi Ol¢iimii yaninda mitokondriyal
transmembran potansiyeli degisimi de incelenmistir. 50 uM hesperidin ve kersitrin ile
48 ve 72 saat inkiibe edilmis ECC-1 hiicrelerde mitokondriyal transmembran
potansiyeli (MMP) degisimi JC-1 yontemiyle test edilmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 48 saatte MMP’de anlamli bir artis tespit edilmistir. Son asamada,
akim sitometrisi kullanilarak AnnexinV/FITC yontemi ile gesitli dozlarda (5-50 uM)
hesperidin ve kersitrin ile 48 saat inkiibe edilmis ECC-1 hiicrelerinde apoptoz ve nekroz
orani tespit edilmistir. En yiiksek apoptotik ylizdesinin 50 pM hesperidin ve kersitrin
etkisi altinda goriildiigii tespit edilmistir.
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Yapilan biitiin apoptoz deneyleri birbirini dogrular nitelikte olup, hesperidinin
literatiir ile uyumlu sekilde apoptotik etki gosterdigi tespit edilmistir [216-220]. Park ve
arkadaslari, hesperidin indiiklii apoptoz diizenleyici gen ekspresyonlarini inceleyerek B-
hiicre/lenfoma 2 (Bcl2) mRNA ekspresyonunun diistiigiinii ve BCL2-iligkili X proteini
(BAX) ve onemli bir apoptotik faktér olan kaspaz-3 ekspresyonunu arttirdigini tespit
edilmistir. Bu sonuglar Hesperidin’in kolon kanser hiicrelerinde kaspaz3 aktivasyonu
yolu ile apoptozu indiikleyebilcegini gostermektedir [226]. Ghorbani ve arkadaslari,
NALM-6 (yabani tip p53-pozitif insan pre-B hiicre hatti) proliferasyonu tizerinde
hesperidin etkisini PPAR inhibitorii olan GW9662 varliginda ve yoklugunda aragtirmas,
hesperidin’in diisiik dozlarinin 24 saatte minimal bir etkiye, ancak 48 saat muamele ile
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir diisiise neden oldugunu gostermistir
[219]. GW9662 ile muamele edilmis NALM-6 hiicrelerinde hesperidin’in diisiik
dozlariin antiproliferatif etkisini dnleyerek kismi olarak PPARc aracilig1 yapabilcegini
isaret etmektedir. Hesperidin’in farkli dozlardaki olasi apoptotik etkisi, PI boyama
yontemi ile hiicre siklusu dagilimi GW9662 varliginda ve yoklugunda incelenerek sub-
Gl hiicre fazinda artis tespit edilmistir. Bu sonuglar, hesperidin’in NALM-6
hiicrelerinde apoptotik etkiye sahip oldugunu gosterdigi i¢in, ayni ¢alismada apoptozun
kaspaz yoluna bagimliligit GW9662 varliginda ve yoklugunda western-blot yontemi ile
incelenmis ve hesperidin’in prokaspaz-3 ve prokaspaz-9 kesimini indiikledigini
gosterilmistir [219]. Bu ¢aligmadan elde dilen veriler ile hesperidin aracili proapoptotik
ve antiproliferatif etkinin PPARc-bagimli ve PPAR-c bagimsiz yollar ile

diizenlenebilecegi ileri stirtilmiistiir.
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Caligmamizda tespit ettigimiz apoptotik etkinin hangi yolaklar {izerinden
gerceklestigini incelemek amaciyla Illumina Platformu Human VT 4.0 ¢ipi ile tiim
genom gen ekspresyon analizi yapilmistir. ECC-1 hiicre hattinda 50 uM hesperidin ve
kontrol fold change degerleri karsilastirilarak ile yapilan biyolojik fonksiyon sonuglari
metabolizma bozuklar1 ile hesperidin indiiklii endometrium kanser hiicreleri ile
istatistiksel olarak iligkili oldugu tespit edilmistir. Yapilan yolak analizi sonucunda NF-
kB sinyal iletim yolaginin Ostrojen ve Ras-Raf-MAPK sinyal iletim yolaklar1 ile
koordineli olarak calistigi ve NF-«kB sinyal iletim yolunun aktivasyonunda énemli rol
alan IKK genlerinin ekspresyon seviyelerinin azaldigi tespit edilmistir. Bu sonuglar
hesperidin aracili etkinin immiin yanit {izerinden kanser ile Ostrojen bagimli iligki

kurdugunu gdstermektedir.

Elde edilen veriler, hesperidin’in endometrium kanser hiicreleri lizerinde
antiproliferatif etkisinin immiin sistem aracili olabilecegini isaret etmektedir.
Literatiirde, Hesperidin molekiiliiniin NF-kB yolagi iizerinden etki edebilecegini isaret
eden ve elde ettigimiz sonuglar ile korelasyon gosteren g¢alismalar bulunmaktadir
[217,220]. Lee ve arkadaslari, TPA indiikli (12-O-tetradekanoil forbol 13-asetat)
hepatoseliiler karsinoma hiicreleri ilizerinde yaptiklar1 ¢calismada, hesperidin bilesiginin
NF-xB translokasyonunun inhibisyonu yolu ile MMP-9 transkripsiyonunu baskilayarak
anti-invazif ve antimetastatik etki gosterebilcegini bildirmistir [217]. Nazari ve
arkadaglar1 ise Ramos Burkitt hiicre hattinda hesperidin indiiklii apoptoz siirecinde
transkripsiyon faktdrlerinin roliinii incelemistir. Hesperidin ile muamele edilen Ramos
hiicrelerinde inhibitor alt tnitelerinin (IkB) fosfolarilasyonunun inhibisyonu yoluyla
konstitiitif ve doksorubisin indiiklii NF-xB aktivasyonunun durduruldugu gosterilmistir
[220]. Yine ayni galigmada, hesperidin ile muamele edilen Ramos hiicrelerinde hiicre
canliliinin inhibisyonu ve apoptoz indiiksiyonunun PPARy bagimsiz yol ile

gergeklestigi ileri stiriilmistiir [220].

ECC-1 hiicre hattinda 50 uM Kkersitrin ve kontrol fold change degerleri
karsilagtirilarak ile yapilan biyolojik fonksiyon sonuglari Elde edilen sonuglar ile
fizyolojik,hiicresel ve hastaliklar ile iliskili biyolojik fonksiyon analizi yapilmis ve
inflamatuar yanitin kersitrin indiikli endometrium kanser hiicre gelisimi ve timor
morfolojisi ile istatistiksel olarak iliskili oldugu tespit edilmistir. ECC-1 hiicre hattinda

50 uM kersitrin ve kontrol fold change degerleri karsilastirilarak ile yapilan yolak
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analizi sonucunda NF-kB sinyal iletim yolaginin PI3K —Akt ve MAPK sinyal iletim
yolaklari ile koordineli olarak ¢alistigi ve NF-kB sinyal iletim yolunun aktivasyonunda
rol alan IkB gen ekpresyonunun Ostrojen bagimsiz sekilde arttifi tespit edilmistir

.Literatiirde benzer bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Sonug olarak, kersitrin ve hesperidin indiiklii kanser yolaklar1 analiz edildiginde
ortak mekanizma olarak NF-xB , immiin sistem ve kanser iliskisi one ¢ikmaktadir.
Calismadan elde edilen veriler, endometrium kanser hiicre hatlarinda flavonoid aracili
antiproliferatif etkinin NF-kB yolaginin inhibe edilerek apoptoza yonelim gosterdigini
isaret etmektedir. Yapilacak ileri analizler ile bu mekanizmanin aydinlatilmasi,
endometrium kanser tedavisi i¢in hedefe yonelik tedavi gelisimi i¢in 6nemli bir adim

olacag diisiiniilmekteyiz.
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