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Bu tez caligmasinda, karragenanin belirlenen dozlarda MCF-7, MDA-MB-231, SKBR-3
meme kanseri hiicre hatlar1 ve sagliklt meme epitel hiicre hatt1 olan SVCT tizerinde doza

ve zamana bagli olarak sitotoksik etkileri incelenmistir.

Karragenan, deniz yosunlarindan elde edilen, galaktoz ve anhidrogalaktoz alt birimlerinin
glikozidik baglar ile birlesmesinden olusan, siilfatlanmis polisakkarit yapisinda biiyiik
molekiil agirlikli bir molekiildiir. Karragenanlar gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmakla beraber, son yillarda farmasotik ve medikal amagl kullanimlar da
yayginlagsmaktadir. Yapilan ¢alismalar, karragenanin, immiinomodiilatdr, antikoagulant,

antitrombotik, antiviral ve anti-tiimoral etkilerinin de oldugunu gostermektedir.

Bu tez ¢alismasinda, karragenanin olasi anti- tiimoral etkilerinin incelenmesi i¢in in vitro
modelde bir sitotoksisite ¢aligsmasi yapilmistir. Hiicre canliligi, (3-(4,5- dimethylthiazol-
2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide) MTT yontemi ile test edilmis; akridin
orange/proidium iodide (AO/PI) boyama yontemi ile 6lii ve canli hiicreleri florasan

boyama yontemi ile incelenmistir.



Tez ¢aligmasinda 1929 fare fibroblast hiicreleri 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarinda alt1
tekrarlt olacak sekilde inkiibe edilerek, belirlenen dozlarda (I. Diltisyon: 1000 pg/ml, I1.
Diliisyon: 250 pg/ml, III. Diliisyon: 62.5 pg/ml, IV. Diliisyon: 15.62 ug/ml ve V.
Diliisyon: 3.90 pg/ml) besi ortami i¢inde hazirlanan karragenan, MCF-7, MDA-MB-231,
SKBR-3 ve sagliklt meme epitel hiicre hatti olan SVCT ile inkiibe edilmistir. Karragenan
uygulanmayan grup kontrol olarak belirlenmis; inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde

MTT analizi ve AO/PI boyamalar1 yapilmistir.

Elde ettigimiz sonuglarda karragenanin yiiksek dozlarda sitotoksik etkisinin oldugu
gosterilmistir ve bu hiicrelerde apoptotik hiicre o6liimiine dogru bir etki gosterdigi
bulunmustur. Bu sonuglar dogrultusunda, karragenanin kanser olusumu ve ilerlemesinin
Onlenmesi i¢in terapilerde giivenli, daha az toksik bir madde oldugu sonucuna
ulasilabilmektedir. Ancak bu konuda kuskusuz in vitro ve in vivo ¢alismanin yapilmasi
gerektigi acgiktir. Diinyada ve iilkemizde yaygin olarak goriilen meme kanseri icin
kullanilabilirliginin arastiritlmasinda in vitro basamak olarak ilk adimi olusturacagi
disiiniilmektedir. Klinik a¢idan kullanilabilmesi i¢in in vivo ve in vitro calismalarla

desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karragenan, Meme Kanseri, Sitotoksite, MCF-7, MDA-MB-231,
SKBR-3, SVCT Hiicre hatti.
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In this thesis stage, the dose and time dependent cytotoxic effects of carrageenan on
MCF-7, MDA-MB-231, SKBR-3 breast cancer cell lines and healthy breast epithelial
cell line SVCT were investigated.

Carregenan is a sulfated polysaccharide molecule of high molecular weight, which is
formed from the combination of galactose and anhydrogalactose subunits with
glycosidic bonds obtained from seaweeds. Although carrageenans are widely used in
the food industry, their use for pharmaceutical and medical purposes has become

widespread in recent years. Studies have shown that carregenan also has

immunomodulatory, anticoagulant, antithrombotic, antiviral and anti-tumoral effects.
Cytotoxicity in cells (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide)

MTT test; dead and viable cells were determined by acridine orange / propidium iodide
v



(AO / PI) staining. The concentrations determined for application to the cells in the
experiment were added to the wells with 200 pl of prepared stock solution and DMEM
F-12 media. The cell lines used were prepared as carrageenan concentrations and control

groups.

Carrageenan was not administered to the control group. Carrageenan MCF-7, MDAMB-
231, SKBR-3 breast cancer cell lines and healthy breast epithelial cell line SVCT cells
1000 pg / ml, 250 ug / ml, 62.5ug / ml, 15.62 pg / ml, 3.90 ug / ml and DMEM F- 12

medium were applied to the control group and incubated for 24, 48 and 72 hours.

In our results, it has been shown that carrageenan has a cytotoxic effect at high doses, and
it has been found that it has a direct effect on apoptotic cell death in these cells. However,
it is obvious that in vitro and in vivo studies need to be done on this subject. Based on
these results, it can be concluded that carrageenan is a safe, less toxic substance in
therapies to prevent cancer formation and progression. It is thought to constitute the first
step in the investigation of its usability for breast cancer, which is common in the world
and in our country, as an in vitro step. In order to be used clinically, it must be supported

by in vivo and in vitro studies.

Keywords: Carrageenan, Breast Cancer, Cytotoxicity, MCF-7, MDA-MB-231, SKBR-
3, SVCT cell line
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1. GIRIS

Kanser, viicudun doku ve organlarindaki hiicrelerinin kontrol dis1 boliiniip ¢ogalmasiyla
meydana gelen hastalik olarak tanimlanmaktadir. Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiyiime
ve yayilmasina neden olan onkogenlerle, tiimor baskilayici genlerin karsilikli etkilesimi

ile karakterize edilmektedir.

Diinya iizerinde her ii¢ insandan birine, yasaminin bir déneminde kanser tanisi
konulmaktadir. Kanser tiirleri arasinda en ¢ok oliimle sonuglanani akciger kanseri olup;
bunu meme, prostat ve kolon kanserleri takip eder. Meme kanseri ise diinyada en yaygin

ikinci, kadinlar arasinda ise ilk sirada yer alan kanser tiirtidiir.

Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan karragenan molekiilii son yillarda farmasotik
ve medikal alanlarda da kullanilmaktadir. Karragenan molekiiliiniin, 6zellikle kanser
hiicreleri lizerinde antitiimdral ve anti- proliferatif etkileri arastirilmaktadir. Karragenan,
deniz yosunlarindan elde edilmis, galaktoz ve anhidrogalaktoz birimlerinden olusan,
siilfatlanmis polisakkarit yapida bir molekiildiir. Ayrica; immiinomodiilatér,
antikoagiilan, antiviral ve anti-timoral biyolojik aktivitelere de sahip oldugu
bilinmektedir. Karragenanin kolay elde edilmesi ve toksik etkisinin diisiik olmas1 son

yillarda bu 6zellikleri nedeniyle de kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda karragenanin MCF-7, MDA-MB-231, SKBR-3 meme kanseri hiicre
hatlar1 ve saglikli meme epitel hiicre hatt1 olan SVCT {izerinde doza ve zamana bagh
olarak hiicre canliligina olan etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglar, karragenanin bu
hiicreler lizerinde sitotoksik etkisini gostermistir. Bu sonuglar ve literatiirdeki ¢calismalar
dogrultusunda karragenanin kullanilan meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde anti-
timorejenik etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, bu calismanin yaygmn
etkisinin degerlendirilebilmesi i¢in ¢ok daha fazla in vitro ve in vivo g¢alisma ile

desteklenmesi gerekmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Hiicrenin normal biiyiime ve farklilasmasini saglayan mekanizmalar {izerindeki
kontroliin kaybolmasi ve buna bagli olarak hiicrenin sinirsiz boliiniip ¢ogalmasi kanser

hiicrelerinin sekillenmesine neden olur [1].

Kanser hiicrelerini saglikli hiicrelerden ayiran bir¢ok farklilik vardir. Saglikli hiicrelerde
boliinme, biiylime ve hiicre dongiisiiniin kontrolii hiicreler arasi sinyal iletimi ile diizenli
bir sekilde gerceklesir [2]. Kanserli hiicreler ise hiicre bdliinmesi ve apoptozis
olaylarindaki baslama sinyallarini bloke edip, tliimor yapilarininin biiyiimesi i¢in gerekli
olan oksijen ve besin ihtiyacinin karsilanmasi amaciyla kan damar ag yapilart meydana
getirerek bulunduklar1 dokuya zarar verir ve ¢evrelerinde bulunan saglikli hiicreleri de

olumsuz yonde etkiler [1].

Kanser hiicrelerinin hiicre zar1 ylizeyinde bulunan karbonhidratlar da durumdan olumsuz
yonde etkilenir ve molekiiler yapilart bozulur [1]. Hiicredeki kontrolsiiz boliinmenin
sonucu olarak hasar gormiis ve uzaklastirilmasi gereken hiicreler viicuttan
uzaklagtirilamadigi igin, kontrol dig1 hiicre bolinmesi meydana gelir ve yeni kanser
hiicreleri olugur [1,2]. Olusan kanser hiicrelerinin yogunlagmasiyla tiimor yapilart

meydana gelir [1].

Sekil 2.1. a. Saglikli doku, b. Cevreye yayilmis kanserli doku [1]



Kanser hiicrelerinin viicudun bagka kisimlarina lenf ya da kan damarlar1 yoluyla taginip
o bolgede tiimor olusturmalarina metastaz adi verilir. Metastaz bulundugu dokuya zarar
verdigi gibi, ¢cevre dokulari da istila edip zarar verir [3]. Metastaz siirecinde hiicre-hiicre
ve hiicre-matriks arasindaki baglantilar ¢6ziiliip, hiicre biitiinliigii bozulmaya
baslamaktadir [4]. Bu olay; anjiyogenez, invazyon, hiicre gogili ve proliferasyon gibi
kompleks ve uzun bir siire¢ sonucunda meydana gelir. Kanserli hiicreler ilk 6nce vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve transforme edici bliyiime faktori-p (TGF- B)
molekiilleri aracilig1 ile anjiyogenez saglayarak tiimor hiicrelerinin besin kaynagi
saglayabilecegi yeni damar olusumunu tetiklerler. Bunun sonucunda tiimor hiicreleri,
yakinindaki ¢evre dokulara ya da dolasim sistemine gegerek zarar verir [4]. Metastazin
meydana gelmesinde hiicre adezyon molekiillerinden integrin, laminin, kadherin ailesinin
onemli modiilatdr etkileri vardir. Ozellikle apikal-bazal hiicre biitiinliigiiniin ve epitel
hiicreler arasindaki bagin bozulmasinda E-kaderin miktarindaki azalma etkili olurken, N-
kaderin miktarindaki artis sonucunda tiimér hiicreleri ekstraseliiler matrikse gegip burada

ilerleyerek, kanser hiicrelerinin invaziv 6zellik kazanmasina neden olur [5].
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Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinin bulunduklar1 yerden kan ve lenf damarlar1 yoluyla

viicuttaki diger dokulara giderek yeni tiimorler olusturmasi [1]



2.2. Kanser Olusumuna Etki Eden Faktorler

Kanser; hiicre biiylimesi, yaslanmasi, 6liimii sirasinda meydana gelen bozulmalar, genetik
degisimlerle meydana gelmesinin yani sira hiicrelerin karsinojenlere maruz kalmasi
sonucunda da olusabilmektedir. Karsinogenezin temel mekanizmasinda hiicrede genetik
hasar (mutasyon) adi verilen olay ger¢eklesir. Mutasyon radyosyan, kimyasallar ve
viriisler gibi eksojen kaynakli olabilir ve germ hiicreleri araciligiyla da genetik olarak
aktarilir [6]. Bunun yani sira kanserin meydana gelmesinde genetik ve ¢evresel faktorlerin

rol aldig1 bilinmektedir.
2.2.1. Kanser Olusumuna Etki Eden Cevresel ve Fiziksel Faktorler

Kansere neden olan baslica ¢evresel ve fiziksel faktorler ultraviyole 1sinlar, radyasyon,

sigara, alkol, kimyasal karsinojenler ve viriis diir.

2.2.1.1.Ultraviyole Isinlarin Etkisi: Bu 1smlar yiiksek enerjiye sahip olduklari icin
makromelekiil yapilarinda iyon degisikligine yol agarak DNA’da zincir kiriklar
ve bazlarda transformasyona neden olur. Bu nedenle agik tenli insanlar gilines
1s181na korunmasiz bir sekilde ¢ok fazla maruz kaldiginda cilt kanseri daha fazla

goriilmektedir [7].

2.2.1.2. Radyasyonun Etkisi: Radyasyona maruz kalmak 6zellikle epitel kokenli kanser

ve 16seminin olugsmasina sebep olmaktadir [7].

2.2.1.3. Sigaranmn Etkisi: Sigara kullaniminin akciger kanseri ile yakindan iligkili olup,

mesane, pankreas, yutak kanseri riskini de arttirdig1 bilinmektedir [7].

2.2.1.4. Alkoliin Etkisi: Alkol kullanimi da kanser olusumuna neden olan faktorler
arasinda yer almaktadir. Alkol kulanimi yutak, yemek borusu kanser riskini de

artirmaktadir [7].

2.2.1.5. Kimyasal Karsinojenlerin Etkisi: Insanlarin g¢alisma ortamlarida kanser
olusumuna neden olan cevresel faktorler arasinda yerini almaktadir. Kiifler
(aflatoksinler), madeni yaglar, krom, benzen gibi maddelerle temas eden
insanlarda kanserin olusabilecegi bildirilmistir. Ozellikle plastik sanayisinde
calisan insanlarin karaciger kanseri, boya sanayisinde c¢alisan insanlarin mesane

kanseri oldugu goriilmektedir [7].



2.2.1.6. Viriisiin Etkisi: Helicobacter pylori, insan papilloma viriisii (HPV), Hepatit B,

T hiicreli 16semi viriisii de saglikli hiiceleri etkileyerek kansere neden olurlar [7].
2.2.2. Kanser Olusumuna Etki Eden Genetik Faktorler

Hiicre boliinmesi ve kontrolii, genlerin kontrolii ile gerceklestirildiginden kanser genlerle
iliskili kompleks bir hastaliktir. Genlerde meydana gelen bir hasar sonucunda DNA
onarim sistemi genin kaybettigi islevini tekrar kazandirmaya c¢alissa da bu her zaman
miimkiin olmamaktadir [8]. Bunun sonucunda da gen {iriinii olan proteinlerin hatal1 ya
da eksik iiretilmesine neden olmaktadir. Sonug olarak, onkogenler, tiimdr baskilayici

genler ve DNA onarim genleri kanser siirecinde etkilidir. [9].

2.2.2.1. Protoonkogenler ve Onkogenler: Hiicrelerdeki biiyiime, ¢ogalma, farklilasma
ve apoptoz olaylarindaki sinyal mekanizmalarinda yer alip, protein sentezinden gorevli
olan genler protoonkogenlerdir. Protoonkogenler ve onkogenler transkripsiyon faktorleri,
biiylime faktorleri ve biiylime faktorlerinin reseptorlerinin sentezini gergeklestirir [10].
Hiicre iletim yollarinda sis, ras, erb-Bl, erb-B2, hst-1, cyclin D vb. proteinlerin
kodlamasin1 yapan protoonkogenlerin mutasyonu sonucunda; hiicre zar1 ve cekirdek
arasmin kontrolsiiz bir sekilde uyarilmasi, hiicre boliinmesinin kontroliinii kaybetmesi,

biiytime faktorlerinin asir1 tiretilmesi gibi olaylar meydana gelir [11].

Protoonkogenlerin onkogen formuna doniismesi kanser hiicrelerinin  boliinme
mekanizmalarin1  bozarak kontrolsiiz ¢ogalip bdliinmelerine neden olmaktadir.
Onkogenezin aktivasyonu sonucunda hiicrede yer alan biiylime ve farlilagmay1 saglayan
enzimlerde mutasyon olusur [10]. Bcl-2 ailesi, Ras, Rb, Raf ve p53 bilinen onkogenler
arasinda yer almaktadir. Kanserin molekiiler yapisinin incelenmesinde onkogenler ve

tiimdr baskilayici genler 6nemli bir rol oynamistir [12].

Myc geni insan tiimorlerinde en ¢ok bulunan gen olup sinyali aldig1 zaman hiicrelerin
hizli bir sekilde boliinmesine neden olur. Hiicre dongiisii baglamadan 6nce normal myc
geni bazal membrana yakin bir sekilde dururken onkogenik myc geni ise asiri

uyarilmasindan dolay1 devamli proliferasyon goriiliir [10].



Ras geni mutasyonu insan tiimoérlerinde en ¢ok goriilen onkogen anomalisidir.
Normalde aktif olmayan formda bulunan ras proteini GDP’ye baglanir ve hiicre
biiytime faktorleri tarafindan sinyal iletimi ger¢eklestiginde GDP formu GTP’ye
dontigiir [11]. Aktif hale gelen ras proteini proliferasyon diizenleyicileri basta
olmak {iizere, sitoplazmik kinazlarida etkileyerek hiicrenin ¢ogalmasi i¢in uyari
alir. GTPaz aktivitesi sonucunda aktif olan GTP formu hidroliz ile inaktif formuna
doniistr [11].

BlyOme faktord
Biyume faktdrl resepton

"MUTASYONA | Stoptazmik kinaz
[ UGRAMIS g‘:gvawonu
|_rasda BLOK

Transkripsiyon akiivasyonu

Ao A 7ANY
ANV TARVI AN |

VA7 )

HOcro skiusu lorlemesi  e—— YT /

prot@in /

Sekil 2.2.2.1 ras geninin mekanizmasi [11]

[k olarak hiicre biiyiime faktdrii reseptdrii araciligiyla uyarilir. Inaktif formda
bulunan GDP bagli ras geni GTP molekiiliiniin baglanmasi ile aktif forma
dontigiir. Bu aktif form ras 1 yapisimt uyarip, MAP-kinaz yolunun
aktiflestirilmesini gergeklestirir. Bunun sonucunda mutasyona ugramis olan ras

proteini GTP formunun devamli olarak hidroliz olmasina yol agar [11].



2.2.2.2. Tiimor Baskilayic1 Genler

Kanser mekanizmasinin aydinlatilmasinda onkogenlerin ve tiimor baskilayic1 genlerin
onemli bir rolii vardir. Mutasyona ugramis genlerin bulundugu yerin belirlenmesi ve
onkogenezde tiimor baskilayict genlerin 6nemi biiyliktir. Esas gorevi hiicre
boliinmesinde baskilayici proteinlerin sentezini yapan timor baskilayict genler ayni
zamanda hiicrede biliylime inhibitér mekanizmasindaki genlerin de sentezinden

sorumludur. Bu genlerde mutasyon olmasi halinde timdr yapilart olusur [13].

Hiicre biiylimesinin baskilanmasini engelleyen pRB, p21 veya p53 proteinleri kodlayan
genlerin her iki kopyasinda mutasyon olugmasi sonucunda tiimor yapilart meydana gelir.
Kalitsal kanserlerde ilk defa tiimor suppressor genler hakkinda bilgi verilmistir.
Retinoblostama (Rb) geni, kanser baskilayici gen 6zelliginde ilk belirlenen gendir.
Heterozigot olan Rb lokiisiinde hiicre normaldir. Bu heterozigot yapisinin kaybolmasi
sonucunda kanser meydana gelir ve bu genler kanser genleri olarak adlandirilir. Kiside
kotli huylu timor gelisimin sebep olan sey, mutant p53 alelinin kalitim yoluyla
gecmesidir. Cekirdekteki DNA hasarinda ilk olarak p53 geni etkili olur [11,14].

2.2.2.3. DNA Onarim ve Apoptoz Genleri

Protoonkogenler, tiimor baskilayici genleri ve apoptoz genleri DNA’daki hasarlar
onararak hiicre proliferasyonunu etkilemektedir. Kalitimsal olarak DNA onarim
genlerinde mutasyon olan bireylerde kanser olma riski daha yiiksektir. iki protein gen
ailesi hiicredeki apoptozun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu gen aileleri kaspazlar;

kaspaz-8, 9, 3 ve kaspaz aktivasyonunu diizenleyen Bcl-2 gen ailesidir [14].

Kanserin kalitsal yol ile meydana gelme olasilig1 ¢evresel ve fiziksel faktorlere kiyasla
daha diisiiktiir [15]. Insanlarda baz hastaliklarin genler ile iliskili olup olmamas1 hala
arastirmalar arasinda yer almaktadir [16]. Ornegin yumurtalik ve meme kanserinde
kanserin kalitsal yol ile aktarilabilecegine dair BReast CAncer gene 1(BRCA1) ve BReast
CAncer gene 2 (BRCA2) genleri belirlenmistir [16]. Retinoblostama ve Wilm tiimérleri
de genetik olarak aktarilir [15]. Ayn1 zamanda kalin bagirsakta meydana gelen polip
olusumlar1 da kolon kanseri olusumunda etkili olup genetik yatkinlikla yakindan

iliskilidir [16].
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2.3. Meme Kanseri

Meme kanseri, diinyadaki ikinci en yaygin ikinci kanser tiirii olup; kadinlarda ise en sik
goriilen kanser tirtidir [17]. Meme kanseri ¢ok kompleks bir hastalik olup, nokta
mutasyonu, kromozom yapilarindaki degisimler ve genetik bozulmalardan kaynaklanir.
Meme kanserlerinin %10’unu germ hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar olusturur
[18]. Ozellikle meme kanserinde risk faktdrleri arasinda bulunan aile dykiisii kanserin
%20’lik 6nemli bir kismini olustursa da meme kanseri ile ilgili genlerin yapilar1 tam
olarak bilinmemektedir. Hiicre dongiisiiniin kontrolii, DNA onarimi ve transkripsiyon
olaylarinda proteinlerin kodlanmasi BReast Cancer (BRCA) genleri tarafindan
gerceklestirilir [19]. Meme kanserinde BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinde mutasyon
meydana gelir. Meydana gelen mutasyonlar BRCA-1 genine gére BRCA-2 geninde daha
fazladir. BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinde meydana gelen mutasyon sonucunda over, meme
ve prostat kanseri goriilmektedir. Ostrojen reseptdriiniin sinyal mekenizmasinda 6zellikle

BRCA-1 geni 6nemli rol almaktadir [20].

Buna bagli olarak progesteron reseptorii (PR), dstrojen reseptorii (ER) ve insan epidermal
biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER-2) eksikliginde BRCA-1 geni ile ilgili tiimdrojenik
yapilar meydana gelir. Meme epitel hiicrelerinin farklilasmasinda ise BRCA-2 geni rol
alir [21]. Kan damarlari, bagisiklik sistemi hiicreleri, fibroblastlar ve sinyal molekiilleri
timor yapisinin ¢evresinde bulunan hiicresel ortami olusturmaktadir [22]. Meydana gelen
timor yapilart kan damarlari sayesinde beslenip, ekstraselliiler matriks tarafindan da
cevrelenir. Kromatin degistirici faktorler, histon degisimleri, DNA metil transferazlarin
etkinligindeki degisimler timor yapilarini etkileyerek meme kanseri hiicrelerin

cogalmasina neden olur [23].



2.3.1. Meme Kanseri Tipleri

ER ve PR’nin pozitif veya negatif olmasi, HER-2’nin ekspresyonu meme kanserinin

siniflandirilmasinda kullanilir. Meme kanseri molekiiler olarak Luminal A, Luminal B,

HER-2 ve bazal benzeri olmak tizere dort sinifa ayrilmaktadir [24].

SINIFLANDIRMA iMMUNPROFIL

Luminal A ER (+/), PR (+)),
HER-2 ()

Luminal B ER (+/), PR (+)),
HER-2 (+)

HER-2 ER (), PR (-), HER-
2 (+)

Bazal ER (), PR (+/),
HER-2 ()

DIGER OZELLIKLER

Ki67 disiik, endokrin yanit

kemoterapiye yanit verir.

Ki67 yiiksek, genellikle endokrin
yanit kemoterapi icin degisken,

HER-2 (+) trastuzumab duyarli.

Ki67  yiiksek, trastuzumab

duyarli, kemoterapiye duyarh

Ki67 yiiksek, endokrin yanit
vermeyip genellikle

kemoterapiye yanit verir.

Cizelge 2.3.1. Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasi [24]

2.3.1.1 Luminal A Meme Kanseri

HUCRE HATLARI

MCF-7, T47D,
SUM185

BT474, ZR-75

MDA-MB-453,
SKBR-3

MDA-MB-468,
SUM190

ER(+), HER-2 resptorii negatif ve diisiik oranda da Ki67 belirtecini ifade eden timorler

luminal A meme kanseridir. Luminal A meme kanseri %30-70 oraninda en sik goriilen

meme kanseri tipidir [25]. Hiicre proliferasyon hiz1 diger alt tiplere oranla Luminal A

tiimoriinde en diiiiktiir. Luminal A meme kanserlerinin tedavisi ¢cogunlukla hormon ile

yapilmaktadir. ER’nin pozitif olmasi tedavi i¢in iyi bir alternatiftir. Diger alt tipleri

arasinda niiksetme orani karsilastirildi§i zaman en diisiik oran Luminal A tiimorleridir

[26].

10



2.3.1.2 Luminal B Meme Kanseri

ER(+), Ki67 belirtecini yiiksek oranda ifade eden ve HER-2 reseptdriiniin pozitif veya
negatif Ozellikte olmast Luminal B tiimorlerini tanimlamak i¢in kullanilir [25].
Insanlarda gériilme siklig1 agisindan Luminal B tiimérleri, Luminal A tiimérlerine oranla
daha geng yaslarda erken teshis edilir. Luminal B meme kanserinin goriilme oran1 % 10
ila % 20 arasinda degismektedir. Luminal B tiimoérlerinde hastaligin ilerlemesi Luminal

A meme kanserlerine oranla daha hizli olup, hastanin kurtulma orani daha diisiiktiir [26].
2.3.1.3. HER-2 Tip Meme Kanseri

HER-2 molekiil yapist meme kanseri tedavi segeneginde kullanilmayip, HER-2 pozitif
reseptOr yapist ile ayn1 6zellige sahip degildir. Bu tiimdrlerin yaklasik %30’u HER-2
negatif yapiya sahip olup, ¢cogunlugu pozitiftir ve HER-2 tipi tiimor olarak adlandirilir
[27]. HER-2 tip timdr yapilart meme kanserlerinin %35-15’ini olusturur. ER, PR’nin
negatif olmasi ve lenf nodunun pozitif olmast HER-2 tiimér yapisinin 6zelligidir [28].
Luminal A ve Luminal B tiimoérlerine oranla HER-2 tiimdr yapilar1 daha erken yasta teshis

edilir [26].
2.3.1.4. Bazal Benzeri Meme Kanseri

Uclii negatif bazal benzeri meme kanseri ve iiglii negatif olmayan meme kanseri olarak
iki gruba ayrilmaktadir. Bazal benzeri meme kanseri Ostrojen ve progesteron reseptorleri
negatif olan kanserlerde HER-2 reseptériiniin  mutasyon durumuna ve BRCA
genlerindeki mutasyon durumuna gore iki gruba ayrilir. HER-2 reseptoriiniin genetik
materyalindeki ¢ogalma ve buna bagl olarak genin ifade edilmesi li¢lii negatif bazal

benzeri meme kanserinin 6zelligidir [29].

ER negatif, PR negatif, HER-2 reseptoriiniin negatif olmasi ii¢lii negatif meme kanserinin
ozelligidir. Diger kanser alt tiplerine oranla geng¢ yasta ortaya ¢ikip daha direncgli bir
yapiya sahiptir. Metastatik 6zellik gosteren direncli bir yapiya sahip olmasi hedef odakli
tedaviyi zorlastirir. Meme kanserlerinin %15-20’sini ti¢lii negatif meme kanseri olusturur

[29,30].
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2.4. Meme Kanseri Hiicre Hatlar:

Farkli meme kanseri tiirlerinden elde edilmis hiicre hatlar1 deneysel ¢alismalarda iyi birer
model olusturmaktadir. Bu tez ¢alismasinda ise MCF-7, SKBR-3, MDA-MB-231 meme

kanseri hiicre hatlar1 ve saglikli meme epitel hiicre hatt1 olan SVCT kullanilmistir.
2.4.1. MCF-7 Hiicre Hatti

MCF-7 hiicre hatti, 1970 yilinda beyaz irktan olan bir kadinin duktal karsinom
dokusundan elde edilmistir. MCF-7 meme kanseri hiicre hattt adin1 Michigan Kanser
Vakfi-7'nin kisaltmasindan almaktadir [31]. MCF-7 meme Kanseri hiicreleri 17f-
ostradiol (E2)’e duyarli hiicreler olup, gogalmak igin dstrojene bagl hiicrelerdir. Ostrojen
reseptorii alfa (ERa) ifadesi yiiksek olup, dstrojen reseptorii beta (ERP) ifadesi ise diisiik
oranda ifade edilmektedir [32]. MCF-7 meme hiicreleri yiiksek miktarda E2 reseptorii
igcermektedir. MCF-7 meme Kkanseri hiicrelerinde biiylime plazma zarina bagli olarak
bulunan biiylime faktorii reseptorleri tarafindan kontrol edilmektedir. MCF-7
hiicrelerinde miRNA’larin regiilasyonunda insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1)’in
sinyal mekanizmasinda 6nemli bir rolii vardir. Bu islemi gerceklestirirken de IGF-1’1

aktive eden otokrin bir sistem oldugunu gostermektedir [32].

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde B-katenin, sitokeratin (CK18), E-kaderin ve Vimentin
belirtegleri igin pozitif 6zellik gostermektedir. MCF-7 meme kanseri ve hiicrelerinde
HER-2 geninin ifadesi normal, WNT7B onkogen yapisinin ifadesi mevcuttur [31].
Epiteliyal bir morfolojik yapiya sahip olup, ER pozitif ve HER-2 geninin ifadesi
negatiftir. Ayrica p53, p21 genlerinin ifade edilmesi normal olup, MCF-7 meme kanseri

hiicrelerinde Bcl-2, kaspaz-6,-7,-9’un ekspresyonu normaldir [31].

MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 Liiminal A meme kanseri tipidir. MCF-7 meme kanseri
hiicreleri noninvaziv 6zellik gosteren, metastatik aktivitesi de diisikk olan bir hiicre
hattidir [33]. Bunun yan1 sira MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin bir¢ok farkli alt grubu
ve farkl kiiltiir kosullarina bagli olarak genomik kararsizlik 6zelligi gosterir. MCF-7
hiicrelerinin farkli gruplar1 arasinda RNA ekspresyon seviyeleri ve de genomik
farkliliklar mevcuttur [33]. MCF-7 meme kanseri hiicreleri kolay kiiltiire edilip, hedef bir
tedavi seceneginde kullanildiginda ER’nin pozitif fonksiyonunu korudugu icin anti
hormon tedavisinde direng ¢alismalarinda tercih edilen bir modeldir. Giinlimiizde meme

kanseri ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan bir hiicre hattidir [33].
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F. Namvar ve ark. yaptig1 calismada ise MCF-7 ve MDA-MB 231 meme kanseri hiicre
hatlar1 iizerinde Eucheuma cottonii alg tiiriinden elde edilen ekstrakt kullanilmistir. Meme
kanseri hiicrelerinde morfolojik olarak degisikler gdzlenmistir. Zamana ve doza baglh
olarak MCF-7 ve MDA-MB 231 meme kanseri hiicrelerinin ¢gogalmasini inhibe etmistir.
Ozellikle MCF-7 meme kanseri hiicrelerine karsi daha etkili olan karragenan
molekiiliiniin kanser hiicresinde apoptotik morfolojik degisiklikleri (hiicre biiziilmesi,

mikrovillus yapilarinin azalmasi veya kaybolmasi) gozlenmistir [34].
2.4.2. SKBR-3 Hiicre Hatt1

SKBR-3 hiicre hatt;; HER-2 gen yapisi asir1 ifade edilmektedir. HER-2 hedefli
caligmalarda tercih edilen hiicre hattidir. Hiicre kiiltiiriinde epitelyal bir morfolojiye

sahiptir. HER-2(+), ER(-) ve PR(-) yapidadir [35].

G.Salhi ve ark. yaptig1 calismada HeLa, SKBR-3 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlari iizerinde
S. coronopifolius kirmizi alg tiiriiniin etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda S. coronopifolius 'un doza ve zamana bagli olarak kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu 6nemli dl¢lide inhibe edip, sitotoksik etki gostererek apoptoza yol agtigi

ve anti-inflammatuar etki gosterdigi sonucu elde edilmistir [36].
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2.4.3. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

MDA-MB-231 hiicre hatti; HER-2 (-), ER(-) ve PR(-) oldugu igin t¢lii negatif meme
kanseri sinifina ait hiicre hattidir. Ayrica WNT7B onkogen, EGF ifadesi yiiksek olurken
Ki67 belirtecinin ifadesi diisiiktiir [37].

M. Jazzara ve ark. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti {izerinde yaptigi bir
caligmada Trypan Blue testi ile 1.0 mg/ml’lik yiiksek konsantrasyonda A-karragenan
uygulanmasina ragmen hiicre canliligmmin %380’in {izerinde oldugu sonucu elde
etmislerdir [38]. Bu sonucta A-karragenan molekiiliiniin tiimor hiicrelerine diisiik
sitotoksisite gosterdigini isaret etmektedir. Ayrica MTT analizlerinde de benzer sonuglar
elde edilmistir. Timor hiicrelerinin karragenan ile inkiibasyonundan 24 saat sonra hiicre
cogalmasinda bir fark goriilmemis olup , 48.saatte A-karragenan konsantrasyonu arttikca
hiicre canliligi bir miktar azalmistir. Sonug olarak A-karragenanin in vitro timor

hiicrelerine kars1 sitotoksisitesinin diisiik oldugu sonucu elde edilmistir [38].
2.4.4.SVCT Hiicre Hatti

SVCT saglikli meme epitel hiicre hatt1 simian viriisii 40 (SV 40) kullanilarak elde
edilmistir. SVCT hiicre hatt1 i¢in Keratin- 19 ifadesi i¢in negatif olup, Keratin-7, -8 ve
18’in ifadesi icin pozitiftir. Hiicre kiiltiiriinde epitel 6zellikte olup, kubbe seklinde

goriiniimi vardir [39].

Katie P. ve ark. yaptig1 calismada 0.5, 1,2,3,4,10 ve 12 J/cm? belirlenen lazer fototerapi
dozlarinin 780, 830 ve 904 nm dalga boylarinda MCF-7, MDA-MB-435S, SVCT ve
Bre8OhTERT hiicre hatlar1 tizerindeki in vitro olarak karsilastirilmistir. Calismada tercih
edilen lazer fototerapi meme kanserinin klinik tedavisinde kullanilmaktadir. Hiicre hatlari
belirlenen dalga boylarinda 1s1na maruz birakilmistir. Uygulanan lazer fototerapinin hiicre
hatlar1 iizerindeki proliferatif etkisi 24 saat sonra degerlendirilmistir. Uygulanan lazer
dozlarmn (0.5, 1,2,3,4,10 ve 12 J/cm?) MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonu

artirdigini, ancak diger hiicreler lizerinde bir etki gostermedigi sonucuna ulagilmistir [40].
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2.5. Karragenan

Karragenan molekiilii kirmizi deniz alg tiirlerinden elde edilip, jel olusturma 6zelligine
sahip polisakkarit grubunun ismidir [41]. Algler, uzun bir fosil ge¢mise sahip heterojen
bir bitki grubudur. Bir hiicreden olusan kolonilerde veya bircok hiicreli organizmalarda

gruplandirilmis klorofil igeren organizmalardir [42].

Algler 2 ana gruba ayrilmaktadir. Birincisi deniz yosunu veya makro alg olarak
adlandirilir, ikincisi ise hem bentik hem de okyanus sulari boyunca bulunan mikro
alglerdir [42]. Algler bulundurduklari pigmentasyona bagli olarak ti¢ sinifa ayrilmaktadir:
Kirmizi algler, kahverengi algler ve yesil algler. Siiflar arasindaki farklili§in sebebi ise
alglerin hiicre duvarlarinda bulunan polisakkarit miktarlarinin birbirlerinden farkli

olmasidir [42].

Kirmiz1 deniz alglerinden elde edilen siilfatlanmis polisakkaritler, streokimyasal
yapilarina gore agrenanlar ve karragenanlar olmak {izere iki gruba ayrilirlar [42].
Agrenanlar, L-bagli, karragenanlar ise D-bagl a-galaktoz rediziileri i¢eren polisakkarit
molekiillerdir. Bu polisakkaritler doniisiimlii olarak 3-bagli-B-D-galaktopiranoz, 4-bagli-
a-D galaktopiranoz veya 3,6-anhidrogalaktoz birimlerini tekrarlayan disakkarit
omurgasindan olusur. Bu yapilar; enerji kaynagi, i¢ matris olusumu ve segici katyon

emilimini saglamaktadir [42].

Karragenan o0zellikle Kuzey Amerika ve Atlantik kiyillarinda yogun olarak
bulunmaktadir. Ester siilfat gruplarmin sayist ve pozisyonu karragenan tipinin
ozelliklerini etkileyen 6nemli faktorler arasinda yer almaktadir. Ester siilfat miktar1 ne
kadar yiiksek ise karragenanin ¢oziiniirliigii daha diisiik ve buna bagl olarak da diisiik
oranda jel {iretimi meydana gelmektedir [43]. Karragenan, D-galaktoz ve D-
anhidrogalaktozun uzun dogrussal zincir yapilar1 ve ester siilfat gruplarindan
olusmaktadir. Bu nedenle anyonik 0Ozellige sahiptir. Yapisinda siilfat gruplarinin
bulunmasi nedeniyle Na*, K*, Ca*? gibi katyonlar tarafindan nétralize edilmektedir [44].
Karragenan tiirleri hem hidrofilik yapiya sahip olmalar1 hem de yiiksek oranda
iyonlagabilen sodyum, potasyum, kalsiyum iyonlar1 igerdikleri i¢in sudaki ¢oziintirliikleri
yiiksek olup, organik ¢oziiciiler, yag ve kat1 yaglarda ¢6ziinmez [45]. Karragenan tiretimi
icin kullanilan kirmiz: alg tiirleri: C. crispus, C. ocellatus, G. stellata, G. radula, G.
acicularis, G. skottbergii, E. cottoni, E. spinosum, F. fastigata ve H. muscifonis tiirleridir
[46].
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Sekil 2.5. Karragenan molekiiliiniin yapis1 [47].
2.5.1. Karragenan Tipleri

En az 15 farkl: tipte karragenan molekiilii tanimlanabilir ancak, ticari olarak onemli 3 tipi
vardir. Bunlar: mono siilfat (1), di-stilfat (k) ve tri-siilfat (A) dir [43]. Kappa Karragenan
(k-karragenan), K. alvarezii kirmizi algden elde edilir. 3-bagli B-D-galaktoz 4 siilfat ve 4-
bagli-anhidrogalaktoz birimlerinden olusur. Potasyum iyonlarinin varliginda giiclii, sert
jeller meydana getirirler. K-karragenan yaklasik %25-30 oraninda ester siilfat grubu ve
%28-35 oraninda da 3,6 anhidrogalaktoz igerigine sahiptir. K-karragenan ayrica sicak
suda ¢oziinmektedirler [42]. Iota Karragenan (1-karragenan), E. spinosum tiirii kirmizi
alglerden elde edilmektedir. Kalsiyum iyonlarinin varliginda da yumusak, berrak ve
elastik jeller olustururlar. I-karragenan yaklasik %28-30 oraninda ester siilfat grubu ve
%25-30 oraninda da 3,6 anhidrogalaktoz igerigine sahiptir [42]. Lambda-karragenan (A-
karragenan) ise Gigartina ve Chondrus kirmizi alg tiirlerinden elde edilir. A-karragenan,
jel olusturmaz ve siit iiriinlerini kalinlagtirmak igin kullanilir. A-karragenan yaklasik %32-
39 arasinda ester siilfat grubu icerir, ancak 3,6 anhidrogalaktoz yapisini icermez. A-

karragenan hem sicak hem de soguk suda ¢oziinebilmektedir [42].
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Sekil 2.5.1. a.Kappa karragenan b. lota karragenan c. Lambda-karragenan [48].
2.5.2. Karragenanin Kullanim Alanlari

Karragenan molekiiliiniin yapisinda bulunan anyonik ester siilfat gruplar proteinlerdeki
pozitif yiiklere baglanarak gidalarin kivamli olmasini saglarken stabilize edilmesinde de
onemli rol oynar. Bu 0zelligi sebebiyle gida endiistrisinde iirlinleri kalinlastirma,
lezzetlendirme ve jellesme asamalarinda tercih edilmektedir [49]. Karragenan 6zellikle
peynir sertliginin olusturulmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Peynirin sert ve
yumusak ozellikte olup, rendelenmesi igin kalinlastirici olarak kullanilmaktadir. Islem
gbrmiis peynirlere karragenanin eklenilmesi sonucunda peynir yapisinin bir arada tutulup
kalinlastirdig1 sonucuna ulasilmistir [49]. Ornek olarak k-karragenan ve 1-karragenan
konsantrasyonlarinin artirilmas: islem gormiis Hollanda peynirinin sert bir yap1
kazanmasmna neden olmustur. Bu etkisininde karragenan ve kazeinin etkilesimi
sonucunda ortaya ¢iktig1 belirtilmistir. Karragenanin peynir yapiminda kullanilmasinin

bir diger avantajida inorganik iyon dengesinin korunmasinda rol oynamasidir [49].
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Yapilan ¢aligmalar hidrokolloid ve fosfat tuzlarinin yerine kullanilip, k-karragenan ve 1-
karragenanin birlikte kullanilmasi sonucunda peynir i¢indeki siit yagi molekiillerinin
stabilize edildigi bulunmustur [49]. Karragenan ¢ikolatali siit, siizme peynir, dondurma,
yogurt, eksi kremanin yani sira mayonez, bebek mamasi, islenmis etlerde de stabilize
etme Ozelliginden dolay1 kullanilmaktadir. Ayni zamanda puding, siitli tathilarm
viskozitesi, sizme peynirinin yogunlugu, sosis ve hamburger iiretimi i¢in baglayici ve

stabilizator olarak kullanilmaktadir [50].

Karragenanin giinliilk doz kullanimina iligkin kesin bir bilgi olmamasina karsin 20-200
mg/giin olarak tahminler mevcuttur. Karragenanlar, endiistriyel gida uygulamalarinin
yan1 sira dis macunu, hava spreyi jelleri, yangin séndiirme kopiigii, kozmetik kremler,

sampuan ve ayakkabi cilasinda da kullanilmaktadir [50].

Karragenan: antikoagiilan ve antitrombotik, antiviral, immiinomodiilator, antioksidan ve

antitiimorejenik etkileri igeren ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir.
2.5.3. Karragenanin Biyolojik Fonksiyonlar:

2.5.3.1. Antikoagiilan ve Antitrombotik Etki: Bu aktivitelerin temeli tam olarak
anlasilamamustir, fakat bircok arastirma trombin inhibitdrlerinin (Orn: Antitrombin ve
heparin kofaktor II) aktivasyonu yoluyla dogrudan ve dolayli olarak trombin
inhibisyonunu igeren birden fazla etki mekanizmalarinin oldugunu gdstermektedir
[51,52]. Pihtinin antikoagiilasyon aktiviteleri agisindan onemli rol oynayan faktorler
arasinda karragenan molekiiliiniin; seker bilesimi, molekiil agirlig, siilfasyon seviyesi ve
seker yapisinin lizerinde bulunan siilfat gruplarinin pozisyonu etkin rol oynamaktadir.
Antikoagiilan aktivite i¢in seker lizerinde bulunan siilfat gruplarinin konumlar: da 6nemli
rol oynamaktadir. Kirmizi algler, yiiksek antikoagiilan aktiviteye sahip olup, siilfatlanmis

polisakkarit yapilar bulundurmaktadir [53].

Kirmizi alg tiirlerinden birisi olan B. occidentalis’te siilfatlanmis bir galaktan {izerinde
yapilan calismalar bu konu iizerinde agiklayicidir. B. occidentalis’ten 2,3-di-O-
stilfatlanmig-D-galaktan yapisinin trombin ve faktdr X’un inhibe edilmesine bagli olarak

heparine benzer antikoagiilan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. [54].
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2.5.3.2. Antiviral Etki: Alglerden elde edilen siilfatlanmis polisakkaritler, herpes
simpleks viriisii (HSV), insan immiin yetmezligi viriisii (HIV), sitomegaloviriis (CMV),
dang viriisii ve solunum sinsityal viriislerinin ¢ogalmasini engellemektedir. Negatif yiiklii
molekiiller, viriis lizerindeki veya hiicre yiizeyindeki pozitif yiiklerle etkileserek ve
bdylece viriisiin konak¢1 hiicrelere niifuz etmesini Onleyerek inhibitor etki gosterirler

[55].

Glukoronik asit ve siilfatlanmis fukoz birimlerinden olusan Cladosiphon okamuranus
tirliniin baby hamster bobrek fibroblastlari (BHK-1) ile dang viriis tip 2 (DENV2)
cogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir, ancak dang viriisiin diger tipleri lizerinde etkisi
fazla goriilmemistir. DENV2’niin diger tiplerine oranla etkili olmasinin nedeninin ise

arginin-323’iin fukan ile etkilesiminin 6nemli rol oynadig1 olarak belirtilmistir [55].

Talarico ve ark. Kirmiz1 alglerden iiretilmis siilfatlanmis polisakkarit 6rnegi olan G.
griffithsiae tiirii karragenan ve C. crenulata galaktan tiirliniin vero hiicrelerinde (Maymun
hiicrelerinde hazirlanan ve viroloji ¢alismalarinda sik olarak kullanilan hiicre hatti) dang
viriisii serotipi (DENV2) cogalmasini inhibe ettigini bildirmislerdir. Karragenan ve
galaktandan elde edilen polisakkarit 6rneginin dang viriis tip 3 (DENV3) ve dang viriis
tip 4 (DENV4) ne karsi etkileri daha az goriiliirken, dang viriis tip 1 (DENV1) ne karsi
etkisiz oldugu belirtilmistir [55].

Genel olarak siilfatlanmis polisakkaritlerin antiviral aktivitesinin molekiiler agirlig: ile
arttig1 goriilmiistiir. Kahverengi ve kirmizi alglerin yapist (galaktanlar, fukanlar ve
galaktofukanlar), siilfat ester igerigi ve molekiiler agirliklarindaki artis miktar1 gibi

farkliliklar HSV-1 ve HSV-2 enfeksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [55].
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2.5.3.3. Immiinomodiilator Etki: Siilfatlanmis polisakkaritler bagisiklik tepkisinin
uyarilmast veya enflamasyon ile iligkili negatif etkilerin azaltilmasi sirasinda
immiinomodiilator etki gostermektedir [56]. Silfatlanmis polisakkaritler, timor ve
metastaz dahil olmak {izere hastalik sonucu etkili olabilecek immiin ve inflamatuar
sistemlerde ¢oklu hedefleri etkileyebilir. Karragenanlarin NK hiicreleri, lenfosit ve

makrofajlarin timorlere karsi sitotoksisitesini artirdigi yonde kanitlar vardir [56].

Alg kokenli polisakkaritlerin immiinomodiilator etkileri c¢esitli calismalar ile
gosterilmistir. Ornegin farede menenjit modelinde kirmizi alg bilesenlerinden olusan
fukoidanlarin intravendz invazyonu, ayrica sicanlarda yapilan c¢alismada periton
bolgesindeki enflammasyonu 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi gdsterilmistir. Fukoidanlarin
inhibe edici ozelligini selektin L ve P’ye baglanarak gerceklestirdigi sonucuna
ulagilmigtir. Ayrica siilfatlanmis polisakkaritlerin  bazal membran Dbiitlinliigliniin

bozulmasinda rol alan heperanaz ve elastaz enzimlerini de inhibe ettikleri gosterilmistir

[55].

Niikleer manyetik rezonans (NMR) calismalar1 dallanma yapisi gosteren fukoidanlarin,
diiz yap1 gosterenlere oranla inhibe edici 6zelliginin daha yiiksek oldugu sonucu elde
edilmistir. Alglerin uyarici etkilerini indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve pro-
inflammatuar sitokin/kemokin yoluyla gergeklestirdigini ifade etmislerdir. Ornegin F.
vesiculosus tiirtinden elde edilen fukoidanlarin RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde iNOS’u

indiikleyerek nitrik oksit {iretiminin artmasina neden olmustur [55].

2.5.3.4. Antioksidan Etki: Karragenanin, siiperoksit radikali ve hidroksil radikallerinin
ortadan kaldirilmasinda rol oynadigi belirlenmistir. Yapilan c¢aligmalarda, A-
karragenan’in k-karragenan ve 1-karragenan ile karsilastirildiginda daha giiclii bir
inhibitor aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, daha diisiik molekiil agirligina
sahip olan karragenanlarin daha 1iyi antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 da

gosterilmistir [55].
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2.5.3.5. Anti-tiimorejenik Etki ve in vitro Calsmalar: Karragenan ile yapilan
calismalar hiicrelerin kontrolsliz boliinmesini Onleme 0Ozelligine sahip oldugunu
gostermektedir. Karragenanin terapotik ajanlarla birlikte hem in vitro hem de in vivo
caligmalarda kullanilmasinin sonucunda umut vadedecek bir madde oldugu
distintilmektedir [55]. Karragenanlarin, in vitro olarak kanser hiicre hatlarinda anti-
proliferatif aktiviteye ve in vivo olarak timdr biiyiimesinin inhibe edici aktivitesine sahip
oldugu ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir. Kanser hiicreleri ve bazal membran arasindaki
etkilesimleri bloke ederek c¢esitli substratlara timor hiicresi proliferasyonunu ve tiimor
hiicresi yapismasini inhibe ederek antimetastatik aktiviteye sahiptir [57]. Karragenanin,
antitimor  aktivitesi molekiiler agirligi ile yakindan iliskilidir. Karragenan
oligosakkaritlerinin kimyasal modifikasyonunun antitimér etkilerinde artisina neden

olup, antitiimor bagisikligini da artirdigi gosterilmistir [58].

F. Namvar ve ark. yaptig1 ¢alismada MCF-7 ve MDA-MB 231 meme kanseri hiicre hatlar1
tizerinde Eucheuma cottonii alg tiiriinden elde edilen ekstrakt kullanilmigtir. Sonugta
meme kanseri hiicrelerinde morfolojik olarak degisikler gozlenmistir. Karragenanin
zamana ve doza baglh olarak MCF-7 ve MDA-MB 231 meme kanseri hiicrelerinin
cogalmasimi inhibe ettigi gosterilmistir. Ozellikle MCF-7 meme kanseri hiicrelerine kars1
daha etkili olan karragenan molekiiliiniin kanser hiicresinde apoptotik morfolojik
degisiklikler (hiicre biiziilmesi, mikrovillus yapilarinin azalmasi veya kaybolmasi)

olusturdugu da gozlenmistir [34].

M. Jazzara ve ark. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti {izerinde yaptigi bir
calismada trypan blue testi ile 1.0 mg/ml’lik yiiksek konsantrasyonda A-karragenan
uygulanmasina ragmen hiicre canliliginin %80’in tizerinde oldugu sonucu elde edilmistir
[38]. Bu sonu¢ A-karragenan molekiiliiniin tiimor hiicrelerine diisiik sitotoksisite
gosterdigine isaret etmektedir. Bu ¢alismada MTT analizlerinde de benzer sonuglar elde
edilmistir. Timor hiicrelerinin karragenan ile inkiibasyonundan 24 saat sonra hiicre
cogalmasinda bir fark goriilmemis olup , 48.saatte A-karragenan konsantrasyonu arttikca
hiicre canlilig1 bir miktar azalmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda A-karragenanin in

vitro tiimdr hiicrelerine karsi sitotoksisitesinin diisiikk oldugu sonucuna vartlmigtir [38].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Hiicrelerin Kiiltiirii

Bu tez calismasinda MCF-7, SKBR-3, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 ve
saglikli meme epitel hiicre hattt olan SVCT kullanilmistir. Bu hiicre hatlar
laboratuvarimizin stoklarinda bulunan hiicre hatlaridir ve ¢esitli amaglarla 6nceki
calismalarimizda kullanilmistir. Tez ¢aligsmasi sirasinda hiicrelerin her biri kendileri i¢in

uygun besi yerleri iginde kiiltiire edilmis, yeterli sayida ¢ogaltilmis, bir bolimi de

dondurularak stoklara dahil edilmistir.

Hiicre hatlari igin kullanilan besi yerlerinin bilesimi su sekildedir:

Hiicre Besiyeri Serum Penisilin-Streptomisin
Hatn
MCF-7 Dulbecco’s Modified Eagle’s %10 Fetal Bovine 1000 pg/ml Penisilin-
Medium/Ham’s F12 Serum Streptomisin (Biochrom AG,
(DMEM/F-12, Biochrom AG, (FBS,Biochrom AG, Germany)
Germany) Germany)
SKBR-3 Mc Coy (Biochrom AG, %10 Fetal Bovine 1000 pg/ml Penisilin-
Germany) Serum (FBS, Streptomisin (Biochrom AG,
Biochrom AG, Germany)
Germany)
MDA-MB- = Dulbecco’s Modified Eagle’s %10 Fetal Bovine 1000 pg/ml Penisilin-
231 Medium/Ham’s F12 Serum (FBS, Streptomisin (Biochrom AG,
(DMEM/F-12, Biochrom AG, Biochrom AG, Germany)
Germany) Germany)
SVCT Dulbecco’s Modified Eagle’s %10 Fetal Bovine 1000 pg/ml Penisilin-
Medium/Ham’s F12 Serum (FBS, Streptomisin (Biochrom AG,
(DMEM/F-12, Biochrom AG, Biochrom AG, Germany)
Germany) Germany)
Cizelge 3.1. Hiicre hatlar1 i¢in kullanilan besi yerleri
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Hiicreler uygun besiyerleri iginde ve 75 cm?’lik kiiltiir kaplarinda ve 37 °C’de %5 CO-

%95 hava kosullarinda inkiibe edilmistir.

Sekil 3.1 Hiicre hatlarinin 75 cm?’lik flasklara ekimi

Kiiltiire edilen hiicreler istenilen morfoloji ve say1 i¢in uygun hale geldikten sonra
hiicrelerin bir kismi stoklar i¢in dondurulup yeterli sayida hiicre ile deneylere gegilmistir.
Bu tez calismasinda kullanmis oldugumuz hiicrelerin inkiibasyonun baslangicinda

saglikli morfolojileri asagidaki gibidir (Sekil 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5).

Sekil 3.2 MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin morfolojik goriintiisii (x20)
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Sekil 3.4 MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin morfolojik goriintiisii (x20)
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Sekil 3.5 SVCT saglikli meme epitel hiicre hattinin morfolojik goriintiisii (x20)

3.2. Karragenan Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi ve Hiicreler ile Muamele

Karragenan, suda ¢6ziinen bir molekiildiir ve hiicre kiiltiirii ortami i¢inde hazirlanmistir.
Ancak, yogun karragenan iceren stok ¢ozeltisi hazirlanirken, serumlu besiyeri
kullanildiginda bir miktar ¢okelme oldugu goriilmiistiir. Bunu 6nlemek i¢in stok ¢ozeltisi
serum igermeyen besi yeri iginde hazirlanmig, vorteks ile karigtirilarak iyi bir
homojenizasyon saglanmig ve diliisyonlar serumlu besiyeri ig¢inde hazirlanarak
caligmalara devam edilmis, bundan sonra da herhangi bir ¢dkelme problemi

yasanmamistir.

Oda 1s1sindaki karragenan, 20.000 pg/20 ml olacak sekilde stok ¢ozelti olarak serumsuz
besiyeri i¢inde hazirlanmig ve 0.22 pum filtrelerden gecirilerek steril edilmistir.
Karragenan diliisyonu literatiirdeki farkli calismalar dikkate alinarak calismamizda
baslangic dozu olarak 1000 pg/ml alinmis ve diliisyon ile bes farkli karragenan soliisyonu
hazirlanmistir. Karragenan igermeyen sadece besiyeri ile muamele edilen hiicreler,

kontrol grubu olarak alinmistir.
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KONSANTRASYON

STOK 20 mg/ml
l. KONSANTRASYON 1000 pg/ml
Il. KONSANTRASYON 250 pg/ml
1. KONSANTRASYON 62.5 pg/ml
V. KONSANTRASYON 15.62 pg/ml
V. KONSANTRASYON 3.90 pg/ml

Cizelge 3.2. Karragenan konsantrasyonlari

Her bir grup igin baslangi¢ hiicre sayis1 20.000 hiicre/200 ul besi yeri olacak sekilde 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarinda standart besi yerlerinde 24 saat boyunca inkiibe edilmis, bu
siirenin sonunda hiicrelerin {izerindeki besiyeri alinarak, belirlenen karragenan

konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde

analizler yapilmistir.
R
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Sekil 3.6 Karragenanin hiicre hatlarina uygulanmasi
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3.3. Hiicre Canhliginin incelenmesi
3.3.1. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) Testi

MTT testi hiicrede tetrazolyum tuzu kullanarak canli hiicrelerin metabolik aktivitesinin
Olclilmesini saglar. Elektron alarak indirgenip, formazen yapilara doniisiimiini
gerceklestiren tetrazolyum tuzlarinda buna bagli olarak renk degisimi meydana gelir. Bu
renk degisimi, sadece canli hiicrelerin tetrazolyum halka yapisinin aktif mitokondri
tarafindan kirilmasiyla olur ve buna bagl olarak siiksinat dehidrogenaz enzim aktivitesi
gortiltirken, ol hiicrelerde ise herhangi bir enzim aktivitesi ve renk degisimi gézlenmez.
Siiksinat dehidrogenaz enzimi canli hiicrelerin mitokondrisinde bulundugu igin MTT
boyasindaki tetrazolylim halkasini pargalayarak sar1 renkte olan MTT sollisyonunu mor
renkteki formazen kristallerine doniistiiriir. Canli hiicre miktarina bagl olarak olusan renk
degisimi de absorbans (OD) degeri olarak 560 nm dalga da 6lgiiliir. Calismamizda
karragenan uygulanmayan grup kontrol grubu olarak belirlenmis ve karragenanin bes
farkli konsantrasyonu olmak tizere toplamda alt1 grup yer almaktadir. Deney diizenegi ii¢
tekrarl sekilde tasarlanmistir. Bu prensible ¢alisan MTT testi igin asagidaki adimlar
gerceklestirilmistir:

1- Hiicrelerin 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir kuyucukta 20.000 hiicre olacak
sekilde ekimi yapilmistir

2- Inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde hiicrelerin iizerindeki besiyeri alinmustir.

3- Uzerlerine 100 ul MTT soliisyonu (0.36 ml MTT soliisyonu, 3.24 ml serumsuz
besiyeri) eklenmistir

4- Kiiltiir kaplar1 aliiminyum folyo ile sarilarak dort saat 37 °C’de inkiibe edilmistir

5- Inkiibasyonun sonunda MTT soliisyonu alinmis, 100 ul izopropil alkol
eklenmistir.

6- Absorbans degeri 560 nm’de 6l¢iilmiistiir.
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3.3.2. Hiicrelerin Morfolojik Olarak Incelenmesi

Canli ve 6li hiicre oranlarinin belirlenmesi i¢in kullanilan ydntemlerden bir tanesi
Acridine Orange (AO)/ Propidium lodide (PI) yontemidir. AO / PI boyalari DNA’ya
spesifik olarak baglanan boyalar olduklari i¢in hiicredeki 6lii ve canli hiicrelerin
belirlenmesi i¢in kullanilmistir. AO yagda ¢dziinen ve iyonik yapiya sahip oldugu i¢in
hiicre membranindan gegme 6zelligi gosteren bir boyadir. Bu 6zelliginden dolayr hem
canli hem de oOli hiicrelere etki etmektedir. Canli hiicreler yesil renkte goriiniip,
hiicrelerdeki erken apoptoz donemleri de koyu parlak yesil renkte gériinmektedir. PI ise
hiicre membranindan gegemedigi i¢in canli olmayan hiicrelerin DNA’sina baglanarak geg
apoptotoik ve oOlii hiicrelere etki etmektedir. PI ile boyanan hiicreler turuncu/kirmizi
renkte gdriinmektedir. Inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde farkli diliisyonlardaki
hiicre morfolojileri belirtilen zamanlarda (AO/PI) florasan boyama ile incelenmistir.

AO/PI boyama yontemi asagidaki sekilde uygulanmistir:

1- Hiicrelerin 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir kuyucukta 20.000 hiicre olacak
sekilde ekimi yapilmistir.

2- Inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde hiicrelerin iizerindeki besiyeri alinmis ve
hiicreler iki kez 100 pl PBS ile yikanmustir.

3- 1/1 (600 mg/ml AO, 600 mg/ml PI) oranindaki AO/PI 20 sn muamele edilmistir.

4- 20 sn sonunda hiicrelerin iizerindeki boya ¢ozeltisi alinmis ve iki kez PBS ile
yikanmustir.

5- Hiicreler floresan mikroskopta fluorescein (FITC) filter (520-560 nm)’de yesil
renkte ve Pl ile boyanmis hiicreler, thodamine filter (510-560 nm)’de kirmizi

renkte boyanarak incelenmistir.

3.4. istatiksel Analiz

Tez kapsaminda yapilan deneyler ii¢ tekrarl sekilde yapilmistir. Istatiksel analizler IBM
SPSS statistics 23 programi kullanilarak yapilmistir. Karragenanin belirlenen dozlarda
MCF-7, MDA-MB231, SKBR-3 meme kanseri hiicre hatlar1 ve saglikli meme epitel
hiicre hatt1 olan SVCT hiicrelerinde zamana (24., 48. ve 72. saat) ve doza baglh olarak
hiicre canlilig1 tizerinde gosterdigi farklilik parametrik olmayan bir test olan Kruskal
Wallis testi ile incelenmis, gruplar arasindaki fark igin ise post-doc testi olan Bonferroni

testi kullanilmistir. Bulunan sonuglar p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Hiicre Canhliginin incelenmesi

4.1.1. MTT Testi

Tiim hiicre hatlari i¢in 24., 48., 72. saatlerde yapilan MTT analizi sonuglari ve p degerleri
Cizelge 4.1.1.,4.1.2. ve 4.1.3’te verilmistir. Sonuglarimiz karragenan konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte hiicreler tizerinde toksik bir etkinin olustugunu; ancak bu etkinin hiicre

tipine ve zamana bagli olarak bazi farkliliklar icerdigini gostermistir. Bu nedenle

sonuglar, tim hiicreler i¢in her bir zaman diliminde ayr1 ayr1 verilmistir.

Zaman Diliisyonlar

24

K

Cizelge 4.1.1 24. saatte karragenanin hiicre hatlar1 iizerinde hiicre canliligina etkisinin

MCF-7
Ortalama = Standart
Sapma
0.185 0.023
0.192 0.051
0.154 0.031
0.156 0.026
0.159 0.030
0.160 0.018
MDA-MB-231
Ortalama = Standart
Sapma
0.724 0.089
0.595 0.128
0.515 0.098
0.410 0.056
0.370 0.052
0.337 0.027

zamana ve doza bagli degisimi (* p<0,05).

P

0.065
0.065
0.065
0.065

0.065

P

0.000*
0.016"
0.133
1.000

1.000

Ortalama

0.350

0.418

0.338

0.360

0.348

0.331

Ortalama

0.409

0.433

0.404

0.380

0.379

0.376

SKBR-3

Standart

Sapma

0.046

0.062

0.097

0.081

0.113

0.054

SVCT

Standart

Sapma

0.050

0.047

0.075

0.057

0.051

0.043

0.278

0.278

0.278

0.278

0.278

0.500

0.500

0.500

0.500

0.500



Zaman Diliisyonlar Ortalama
1 0.269
2 0.306
3 0.340
4 0.341
5 0.320
K 0.304
48 Ortalama
1 0.844
2 0.535
3 0.803
4 0.529
5 0.557
K 0.460

MCF-7

Standart

Sapma

0.016

0.032

0.025

0.034

0.029

0.027

MDA-MB-231

Standart

Sapma

0.185

0.031

0.255

0.105

0.108

0.114

1.000

0.995

0.010 *

0.009 *

0.123

0.014 *

1.000

1.000

1.000

1.000

Ortalama

0.723

0.679

0.803

0.622

0.582

0.657

Ortalama

0.534

0.514

0.509

0.508

0.494

0.502

SKBR-3

Standart

Sapma

0.238

0.208

0.255

0.221

0.152

0.267

SVCT

Standart

Sapma

0.022

0.027

0.072

0.085

0.054

0.032

0.482

0.482

0.482

0.482

0.482

0.748

0.748

0.748

0.748

0.748

Cizelge 4.1.2 48. saatte karragenanin hiicre hatlari tizerinde hiicre canliligina etkisinin

zamana ve doza bagl degisimi

(* p<0,05).



MCF-7
Zaman Diliisyonlar ~ Ortalama = Standart P
Sapma
1 0.338 0.025
2 0.374 0.036
3 0.372 0.031
4 0.376 0.067
5 0.370 0.058
K 0.358 0.054
MDA-MB-231
72
Ortalama Standart
Sapma
1 0.819 0.094
2 0.493 0.065
3 0.478 0.080
4 0.529 0.159
5 0.414 0.058
K 0.350 0.037

0.655

0.655

0.655

0.655

0.655

0.000*

0.257

0.344

0.221

1.000

Ortalama

1.197

0.885

0.982

0.837

0.721

0.703

Ortalama

0.318

0.350

0.413

0.447

0.465

0.483

SKBR-3

Standart

Sapma

0.528

0.270

0.477

0.377

0.307

0.406

SVCT

Standart

Sapma

0.019

0.048

0.054

0.056

0.091

0.069

Cizelge 4.1.3 72. Saatte karragenanin hiicre hatlar1 {izerinde hiicre canliligina etkisinin

zamana ve doza bagli degisimi (* p<0,05).

P

0.163

0.163

0.163

0.163

0.163

0.002*

1.000

0.221

0.018 *

0.021 *



MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231 kanser hiicre hatlar1 ve SVCT (saglikli meme epitel
hiicre hatt1) hiicre hatlarinda hiicre canliligt bakimindan 24. Saatte tiim
konsantrasyonlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamais
olup; hiicre canliligi kontrol grubuna benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte, MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hattinin I. ve II. konsantrasyonunun kontrol grubu ile
arasinda anlamli bir fark bulundugu ve ortalama degerlerine bakildigi zaman MDA-MB-

231°de hiicre canliliginin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

48. saatte MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin III. ve IV. konsantrasyonun kontrol grubu
ile arasinda anlamli fark bulunup, bu konsantrasyonlarda hiicre canliligi kontrol
grubundan daha fazladir. Diger konsantrasyonlarinda ise kontrol grubu ile arasinda
anlamli bir fark bulunmayip, hiicre canlilig1 kontrol grubuna benzerlik gostermektedir.
SKBR-3 ve SVCT hiicrelerinde ise tiim karragenan kontrasyonlarinin kontrol grubu ile
arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin 1.
konsantrasyonunun kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark bulunup, hiicre canlilig
kontrol grubundan daha fazladir. Diger gruplar ile kontrol grubu arasinda bu farklilik

bulunmamaktadir.

72. saatte MCF-7 ve SKBR-3 hiicrelerinin tim konsantrasyonlarda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamis olup, hiicre canliligi kontrol grubuna
benzerlik gostermektedir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin L
konsantrasyonun kontrol grubu ile arasinda anlaml bir fark olup, hiicre canliligi kontrol
grubuna gore daha yiiksektir. SVCT hiicrelerinin I., IV. ve V. konsantrasyonlarinin
kontrol grubu ile arasindaki fark anlamli olup, hiicre canliligi kontrol grubundan daha

dustiktiir.



Zaman

24

Zaman

48

Zaman

72

Cizelge 4.1.4. Karragenan konsantrasyonlarinin zamana ve doza bagli olarak hiicre

hatlar1 lizerinde hiicre canliligina etkisinin degisimi (* p<0,05).

Diliisyonlar

MCF-7 / SKBR-3
MCF-7 /SVCT

MCF-7 / MDA-MB-231
SKBR-3/SVCT
SKBR-3/ MDA-MB-231
SVCT/ MDA-MB-231

Diliisyonlar

MCF-7 / SKBR-3
MCF-7 /SVCT

MCF-7 / MDA-MB-231
SKBR-3/SVCT
SKBR-3/ MDA-MB-231
SVCT/ MDA-MB-231

Diliisyonlar

MCF-7/ SKBR-3
MCEF-7 /SVCT

MCF-7 / MDA-MB-231
SKBR-3/SVCT
SKBR-3/ MDA-MB-231

SVCT/ MDA-MB-231

0.883

0.053

0.000*

1.000

0.053

0.883

0.009*

0.434

0.001*

0.990

1.000

0.247

0.041*

1.000

0.247

0.004*

1.000

0.039*

0.148

0.086

0.000*

1.000

0.362

0.565

0.003*

0.103

0.031*

1.000

1.000

1.000

0.004*

1.000

0.222

0.005*

1.000

0.220

0.247

0.033*

0.000*

1.000

0.300

1.000

0.000*

0.165

0.068

0.362

0.725

1.000

0.001*

1.000

0.435

0.015*

0.330

1.000

0.100

0.037*

0.007*

1.000

1.000

1.000

0.059

0.130

0.050*

1.000

1.000

1.000

0.003*

1.000

0.186

0.204

0.875

1.000

0.756

0.004*

0.010*

0.355

0.772

1.000

0.035*

0.236

0.001*

1.000

1.000

0.648

0.004*

0.403

0.689

0.987

0.600

1.000



Karragenanin belirlenen dozlarda MCF-7, MDA-MB-231, SKBR-3 meme kanseri hiicre
hatlar1 ve saglikli meme epitel hiicre hatti olan SVCT hiicrelerinde zamana (24., 48. ve
72. saat) ve doza bagli olarak gruplar arasindaki fark incelenmistir. 24. Saatte tiim
konsantrasyonlarin hiicre hatlar ile karsilastirildigi zaman 1. ve 1l. konsantrasyonlarda
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlari arasinda anlamli bir fark
bulundugu, diger hiicre hatlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. III., IV. ve

V. konsantrasyonlarda MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 ile MCF-7
ve SVCT hiicreleri arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir. Diger hiicre hatlar1 arasinda

anlaml bir fark bulunmamaktadir.

48. Saatte 1., 1. ve V. konsantrasyonlarda MCF-7 / SKBR-3 meme kanseri hiicreleri ve
MCF-7 / MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir,
diger hiicre hatlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. III. konsantrasyonda
MCF-7 /| SKBR-3 meme kanseri hiicre hatlari, IV. konsantrasyonda ise MCF-7 / MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlari arasinda anlamli bir fark bulunup, diger hiicre hatlari

arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.

72. saatte |. konsantrasyonda MCF-7 / SKBR-3, SKBR-3/ SVCT ve SVCT / MDA-MB-
231 hiicreleri arasinda anlamli bir fark bulunup, diger hiicreler arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Il. ve Ill. konsantrasyonlarda MCF-7 / SKBR-3 ve SKBR-3 / SVCT
hiicreleri arasinda anlamli fark bulunmaktadir. IV. ve V. konsantrasyonlarda MCF-7 /
SKBR-3 hiicreleri arasinda anlamli bir fark bulunup, diger hiicre hatlar1 arasinda anlamli

bir fark bulunmamaktadir.



4.1.2 Hiicrelerin Morfolojik Olarak Incelenmesi

4.1.2.1 MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinin Morfolojik Olarak incelenmesi

Inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde yapilan AO/PI boyamasi ile canl1 ve 6lii hiicreler

goriintiilenmistir. Hiicreler x40’lik biiyiitmede hiicre yogunlugunun fazla oldugu alan

belirlenerek, alandan 100 hiicre sayimi gerg¢eklestirilmistir. Belirlenen alanda 6lii ve canli

hiicreler sayilarak Cizelge 4.1.5.’te gosterildigi gibi 6lii ve canli hiicrelerin yiizdeleri

verilmistir.

Inkiibasyonun 24. saatinde MCF-7 karragenanin artan doz miktarma bagl olarak hiicre

yogunlugunun kontrole gore az ve kirmizi renkte boyanmis 6lii hiicrelerin ¢ogunlukta

oldugu, ancak karragenan konsantrasyonun azalmasina bagli olarak hiicrelerin saglikli

epiteliyal yapilarim kazanmaya basladiklar1 gériilmiistiir. Inkiibasyonun 48. ve 72.

saatlerinde de benzer goriintiiler elde edilmistir.

MCF-7

1.Konsantrasyon
2.Konsantrasyon
3.Konsantrasyon
4 Konsantrasyon
5.Konsantrasyon

Kontrol

24. Saat

Canl1 Hiicre %

63.8

89.1

94.2

94

80.7

76

Olii Hiicre %

36.1
10.8
5.7
5.5
19.2

24

48. Saat

Canl1 Hiicre %

78.9

71.69

78.29

95.1

91.4

89.01

Ol Hiicre %

21.05
28.3
21.7

4.8
8.5

10.98

72. Saat

Canl1 Hiicre %

87.5

86.7

75.9

96.29

97.8

97.6

Ol Hiicre %

12.5
13.2
24.07
3.70
2.15

2.30

Cizelge 4.1.5. MCF-7 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama sonucunda elde edilen

canli ve 6lii hiicre yiizdesi



24. Saat

Sekil 4.1.2.1 24. saatte MCF-7 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama goriintiileri
(x40)

(1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canl1 hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



48. Saat

Sekil 4.1.2.2 48. saatte MCF-7 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama goriintiileri
(x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canli hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



72. Saat

Sekil 4.1.2.3 72. saatte MCF-7 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama goriintiileri
(x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canli hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



41.22 MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hattimn Morfolojik Olarak

Incelenmesi

Inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde yapilan MTT analizi sonuglari ile uyumlu olarak
kontrol grubu ile benzerlik gostermektedir. Hiicreler x40’lik biiylitmede hiicre
yogunlugunun fazla oldugu alan belirlenerek, alandan 100 hiicre sayimmi
gerceklestirilmistir. Belirlenen alanda 6lii ve canli hiicreler sayilarak Cizelge 4.1.6.’te

gosterildigi gibi 6l ve canli hiicrelerin yiizdeleri verilmistir. Saglikli epiteliyal hiicre

morfolojisii tiim diliisyonlarda baskin olarak goriilmektedir.

MDA-MB-231 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Canli Hiicre % = Olii Hiicre % Canli Hiicre % = Olii Hiicre % = Canli Hiicre % = Olii Hiicre %

1.Konsantrasyon 86.8 131 70.96 29.03 86.2 13.79
2.Konsantrasyon 87.7 12.2 89.28 10.71 51.51 48.48
3.Konsantrasyon 85.05 14.94 87.5 125 83.3 16.6
4. Konsantrasyon 95.8 4.16 80 20 72.09 27.90
5.Konsantrasyon 89.18 10.81 80 20 90.32 9.67

Kontrol 84.61 15.38 93.3 6.6 86.20 13.79

Cizelge 4.1.6. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama sonucunda

elde edilen canli ve 6lii hiicre ytlizdeleri



24. Saat

Sekil 4.1.2.4 24. saatte MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama

goriintiileri (x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canl1 hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



48. Saat

Sekil 4.1.2.5 48. saatte MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama

goriintiileri (x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canli hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



72. Saat

Sekil 4.1.2.6 72. saatte MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama

goriintiileri (x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canl1 hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



4.1.2.3 SKBR-3 Meme Kanseri Hiicre Hattinin Morfolojik Olarak incelenmesi

Hiicreler x40’1lik biiylitmede hiicre yogunlugunun fazla oldugu alan belirlenerek, alandan

100 hiicre saymmi gergeklestirilmistir. Belirlenen alanda 6lii ve canli hiicreler sayilarak

Cizelge 4.1.7.te gosterildigi gibi 6lii ve canli hiicrelerin yiizdeleri verilmistir.

Inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde SKBR hiicrelerinin morfolojileri hiicre canlilig

sonuglari ile benzerlik gostermekte, farkli konsantrasyonlar ile kontrol grubu arasinda

belirgin bir farklilik gériillmemektedir.

SKBR-3

1.Konsantrasyon
2.Konsantrasyon
3.Konsantrasyon
4. Konsantrasyon
5.Konsantrasyon

Kontrol

24. Saat

Canl1 Hiicre %

44.68

32.69

77.46

44.1

81.3

64.28

Ol Hiicre %

55.31

67.30

22.53
55.8
18.7

35.71

48. Saat

Canl1 Hiicre %

65.1

69.04

69.84

50.58

85

81.13

Ol Hiicre %

34.8
30.95
30.15
49.41

15

18.86

72. Saat

Canl1 Hiicre %

93.24

62.37

60

78.26

81.1

75.14

Ol Hiicre %

6.75
37.62
40
21.73
18.89

24.85

Cizelge 4.1.7. SKBR-3 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama sonucunda elde

edilen canli ve 6lii hiicre yiizdeleri



24. Saat

Sekil 4.1.2.7 24. saatte SKBR-3 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama goriintiileri
(x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canli hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



48. Saat

Sekil 4.1.2.8 48. saatte SKBR-3 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama goriintiileri
(x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canl1 hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



72. Saat

Sekil 4.1.2.9 72. saatte SKBR-3 meme kanseri hiicrelerine ait AO/PI boyama goriintiileri
(x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canli hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



84.1.2.4. SVCT Meme Epitel Hiicre Hattinin Morfolojik Olarak incelenmesi

Hiicreler x40’1lik biiylitmede hiicre yogunlugunun fazla oldugu alan belirlenerek, alandan

100 hiicre saymmi gergeklestirilmistir. Belirlenen alanda 6lii ve canli hiicreler sayilarak

Cizelge 4.1.8.te gosterildigi gibi 6lii ve canli hiicrelerin yiizdeleri verilmistir.

Inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde hiicre morfolojileri benzer olup, saglikl epitel

hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre morfolojilerinde belirgin bir

farklilik goriillmemektedir.

SVCT

1.Konsantrasyon
2.Konsantrasyon
3.Konsantrasyon
4. Konsantrasyon
5.Konsantrasyon

Kontrol

24. Saat

Canl1 Hiicre %

e

92

88.63

82.5

80.64

69.23

Oli Hiicre %

22.2
8
11.36
17.5
19.35

30.76

48. Saat

Canl1 Hiicre %

80.95

70.37

89.18

100

97.72

92.3

Olii Hiicre %
19.04
29.62
10.81

0
2.27

7.69

72. Saat

Canl1 Hiicre %

84.61

69.23

81.08

70.45

95.34

80.48

Olii Hiicre %
15.38
30.76
18.91
29.54
4.65

19.51

Cizelge 4.1.8. SVCT saglikli meme epitel hiicrelerine ait AO/PI boyama sonucunda elde

edilen canli ve 6lii hiicre yiizdeleri



24. Saat

Sekil 4.1.2.10 24. saatte SVCT saglikli meme epitel hiicrelerine ait AO/PI boyama

goriintiileri (x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canli hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



48. Saat

Sekil 4.1.2.11 48. saatte SVCT saglikli meme epitel hiicrelerine ait AO/PI boyama

goriintiileri (x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canli hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



72. Saat

Sekil 4.1.2.12 72. saatte SVCT saglikli meme epitel hiicrelerine ait AO/PI boyama

goriintiileri (x40)

a. (1000 pg/ml), b. (250 pg/ml), c. (62.5 pg/ml), d. (15.62 pg/ml), e. (3.90 pg/ml), f.

(Kontrol) Canl1 hiicreler Olii hiicreler ile gosterilmistir.



Karragenan gida endiistrisindeki yaygin kullaniminin yani sira; birgok ozelliginden
dolay1 son on yilda ilag teknolojilerinde de dikkat ¢ekmis olup, farmasotik ve medikal
amaglh kullanimi giderek yayginlasmakta [59], giiglii negatif yiik 6zelligi sayesinde jel
olusturma ve viskozite 6zelligi kontrollii ila¢ salinimi sistemlerinde tercih edilmesine
imkan tanimaktadir [59]. Tiim diinyada ve iilkemizde artan kanser vakalar1 ve bunlarin
tedavisinde yeni ¢Oziim arayislari, karragenanin kanser tedavisinde de bir alternatif

olabilecegini diisiindiirmekte, bu konuda ¢alismalar yapilmaktadir.

Karragenanin kolay elde edilebilen, daha az toksik bir madde olmasi kanser
calismalarinda son zamanlarda tercih edilmesine sebep olmustur [60]. Karragenan gida
endiistrisinde ¢ikolatali siit, stizme peynir, dondurma, yogurt, eksi krema gibi birgok siit
iriiniinde stabilize etme 6zelliginden dolay1 kullanilmaktadir [50]. Ticari ismi E407 dir.
Karragenanin vizkosite ozelligi yogurt irlinlerinde kivam artirict ve yogurdun su
tutulumunda 6nemli rol oynamaktadir [71]. Yogurt iiretiminde kullanilan karragenan
miktar1 %0.05- 0.6 araligindadir [72]. Karragenanin giinliik doz kullanimina iligkin kesin
bir bilgi olmamasina karsin 20-200 mg/giin olarak tahminler mevcuttur. Gida tirtinleri ile
aldigimiz karragenan miktarlarinin molekiiler agirliklarimin diisiik olmasi sebebiyle
viicudumuzda emilim gostermeyip, gastrointestinal sistem ile viicudumuzdan disari
atilmaktadir. Tez ¢alismamizda kullandigimiz en ytiksek doz miktar1 (1000pg/ml) giinliik

alinmasi gereken karragenan miktar1 araligindan ¢ok diistiktiir.

Diinyada ve iilkemizde yaygin olarak goriilen meme kanseri ve diger bazi kanser
tiplerinde karragenanin etkisinin incelendigi in vitro ve in vivo galismalarda artig
goriilmektedir. Kirmiz1 alg tiirii olan Laurencia papillosa ekstratinin MCF-7 meme
kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksisitesi XTT testi ile incelenmis ve Laurencia
papillosa ekstratinin hiicrelerin proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe edip, hiicre

canliliginda azalma meydana getirdigi ve apoptozu indiikledigi sonucuna varilmistir [60].



F. Namvar ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada ise MCF-7 ve MDA-MB 231 meme kanseri
hiicre hatlar1 lizerinde bagka bir kirmiz1 alg tiirii olan Eucheuma cottonii’den elde edilen
ekstraktin hiicreler tizerindeki morfolojik ve sitotoksik etkilerini incelemis, sonugta
karragenanin zamana ve doza bagli olarak, hiicre morfolojisinde degisiklige yol a¢ip
apoptotik hiicre goriiniimiiniin belirginlestigini (hiicre biizilmesi, mikrovillus yapilarin
azalmasit veya kaybolmasi), hiicre c¢ogalmasinin baskilandigini gostermislerdir.
Arastirmacilar ayn1 zamanda MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde bu etkilerin daha
belirgin oldugunu ve ekstraktin bu hiicre tipinde daha sitotoksik etkiye neden olabilecegi

ifade etmislerdir [34].

Literatiirde karragenanin c¢esitli kanser hiicre hatlari {izerinde sitotoksik etkilerinin
incelendigi farkli ¢alismalar da bulunmaktadir. E.S Prasedya ve ark. serviks kanser hiicre
hatt1 (HeLa) ve insan umbilikal ven endotel hiicre hatt1 (HUVEC) hiicre hatlar tizerinde
A-karragenan ve k-karragenan etkileri ile ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada karragenanin
hiicre dongiisiiniin kontrolii {izerindeki etkisini incelemisler ve dongiiniin G1 ve G2/M
evrelerinde baskilayici etkisinin oldugunu gostermiglerdir. Bunun gii¢lic bir anti-

proliferatif etkiye yol agarak anti-timor etkisin olabilecegini vurgulamiglardir [61].

G. Zhou ve ark. ise yaptiklar1 calismada hepatoseliiler kanser hiicresi- Karaciger timori
(H22) hiicre hatt1 kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki A-karragenan orneklerinin
H22 hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigini gostermislerdir [63]. Ayni1 zamanda
karragenanin molekiil agirlhi@inin antitimor aktivitesi ile iligkili olabilecegi, molekiil

agirhiginin artmasina bagl olarak sitotoksik etkisinin de arttig1 sonucuna varmislardir
[63].

M. Luo ve ark. A-karragenanin in vitro ve in vivo etkilerini ayn1 anda incelemisler ve
karragenanin tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi ve in vivo da bagisiklik
sistemini diizenleyici etkisi oldugunu gostermislerdir [62]. Bu ¢alismada fare melanoma
hiicre hatt1 (B16-F10) ve fare meme tiimor hiicre hatti (4T1) tiimor hiicre hatlarinda farkl
dozlarda uygulanan karragenanin Trypan Blue ve MTT testi ile yaptiklar1 analizlerde
hiicre proliferasyonunu baskiladig1 gosterilmistir. Diger yandan fare timik lenfoma (E.67-
OVA) modelinde intratiimoral karragenanin enjeksiyonunun timdr bilylimesini inhibe
edip, T yardimeci hiicrelerinin bir grubu olan Thl7 hiicreleri tarafindan salgilanan
proinflammatuar IL17A ve TNF-a’nin ekspresyonunu arttirdigi sonucuna varmislardir
[62].



Ayrica A-karragenanin oral veya intraperitoneal olarak uygulanmasi sonucunda da
antitimdor ve immiinomodiilator etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Karragenanin zamana
ve doza bagl etkisi incelendiginde de 24. saatte yiiksek dozda (1000ug/ml) diisiik bir
sitotoksik etkinin goriildiigii, 48 saat sonucunda bu etkinin bir miktar daha artis gosterdigi

sonucuna varilmistir [62].

Karragenanin farkli konsantrasyonlarinin meme kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki
etkilerinin incelendigi bu tez calismasindan elde ettigimiz sonuglarda konsantrasyonunun
artmastyla birlikte hiicreler lizerinde toksik bir etkinin olustugunu; ancak bu etkinin hiicre
tipine ve zamana bagli olarak bazi farkliliklar igerdigini gdstermistir. Calismamizda
inkiibasyonun 24. saatinde MCF-7, SKBR-3 ve SVCT hiicre hattinin tiim
konsantrasyonlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre proliferasyonu agisindan
anlamli bir fark bulunmamistir, ancak MDA-MB-231 hiicre hattinda 1. ve II.
konsantrasyon ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulundugu, bu iki yiiksek
konsantrasyonda dahi hiicre proliferasyonunun kontrol grubundan daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Inkiibasyonun 48. ve 72. saatlerine bakildiginda MDA-MB-231 icin bu
durumun devam ettigi ve yliksek konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunda bir azalma
olmadigi goriilmiistir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina uygulanan karragenan
doz miktarlar1 degerlendirildiginde ise; en yiiksek doz miktarmin (1000 pg/ml) MDA -
MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 lizerinde herhangi bir baskilayici, hiicresel canliliginda
azalma ve morfolojik olarak bir degisiklik gozlenmemistir. MCF-7 ve SKBR
hiicrelerinde inkiibasyonun 48. se 72. saatlerinde kontrol grubu ile aralarinda anlamh
farkin bulundugu gruplarda hiicre canliligir kontrol grubundan daha yiiksektir. MCF-7
hiicre hattinin III. ve IV. konsantrasyonlar1 i¢in bu durum gecerli olup; karragenanin
diisiik dozlarda kanser hiicreleri tizerinde proliferasyonu arttirdig1 ve zamana bagl olarak
ortamdaki ¢Oziinen karragenan miktarinin artmasiyla birlikte bu etkinin artabilecegi
sonucuna varmak miimkiindiir. inkiibasyonun 72. saatinde SVCT hiicrelerinin 1., IV. ve
V. konsantrasyonlarinin kontrol grubu ile arasindaki fark anlamli olup, hiicre canliligi

kontrol grubundan daha diistiktir.



Karragenanin belirlenen dozlarda MCF-7, MDA-MB-231, SKBR-3 meme kanseri hiicre
hatlar1 ve sagliklt meme epitel hiicre hatt1 olan SVCT hiicrelerinde zamana (24., 48. ve

72. saat) ve doza bagli olarak gruplar arasindaki fark incelenmistir.

24. Saatte tiim konsantrasyonlarin hiicre hatlar1 ile karsilastirildigi zaman 1. ve II.
konsantrasyonlarda MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 arasinda
anlamli bir fark bulundugu, diger hiicre hatlar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktadir. III., IV. ve V. konsantrasyonlarda MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlar1 ile MCF-7 ve SVCT hiicreleri arasinda anlamli bir fark

bulunmaktadir. Diger hiicre hatlari arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.

48. Saatte 1., 1. ve V. konsantrasyonlarda MCF-7 / SKBR-3 meme kanseri hiicreleri ve
MCF-7 / MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir,
diger hiicre hatlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. III. konsantrasyonda
MCF-7 /| SKBR-3 meme kanseri hiicre hatlari, IV. konsantrasyonda ise MCF-7 / MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlari arasinda anlamli bir fark bulunup, diger hiicre hatlari

arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.

72. saatte |. konsantrasyonda MCF-7 / SKBR-3, SKBR-3/ SVCT ve SVCT / MDA-MB-
231 hiicreleri arasinda anlamli bir fark bulunup, diger hiicreler arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktadir. II. ve III. konsantrasyonlarda MCF-7 / SKBR-3 ve SKBR-3 / SVCT
hiicreleri arasinda anlamli fark bulunmaktadir. IV. ve V. konsantrasyonlarda MCF-7 /
SKBR-3 hiicreleri arasinda anlamli bir fark bulunup, diger hiicre hatlar1 arasinda anlamli

bir fark bulunmamaktadir.

Bunun nedeni olarak MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin ER (-), PR (-) ve HER
(-) negatif olmasi sebebiyle en direngli tipteki kanser hiicre hatti oldugu sonucuna
varilmigtir. Tlim bu sonuglar, karragenanin inkiibasyonun devam eden giinlerinde hem
diisiik hem de yiiksek dozlarda saglikli epitel hiicreleri iizerinde daha toksik bir etkiye yol

actigini sdylemek miimkiindiir.



Calismamizda kullandigimiz A-karragenanin jel olusturmamasina ragmen i¢ermis oldugu
%32-39 ester siilfat gruplar1 nedeniyle ¢oziiniirliigii diisiiktiir. Bu nedenle besi ortami
icinde inkiibasyon siiresinin uzamasiyla birlikte ¢6ziinen miktarinin artmis olmasi ve
buna bagli olarak toksik etkisinin artmis oldugunu séylemek miimkiindiir. Literatiirde A-
karragenan ile yapilan ¢aligmalar da karragenanin yiiksek konsantrasyon ve devam eden
inkiibasyon siirelerinde sitotoksik etkisinin arttigimni gostermektedir. M. Luo ve ark. her
ne kadar farkli bir hiicre kullanmis olsalarda kanser hiicre hattinda 1000 pg/ml

konsantrasyonda A-karragenanin 48. saatte sistotoksisitesinin arttigini gostermislerdir.

Karragenanin biyolojik etkileri, molekiil agirligi, siilfat derecesi, glikozidik bag yapisi,
seker tiirli ve yiikii ile iligkilidir [69]. Bu 6zellikleri sayesinde karragenan molekiiliiniin
yapisinda bulunan 3,6-anhidrogalaktoz birimlerinin tekrari, seker omurgasinda
bulundugu konumu ve siilfatlasma derecesi karragenanin etkililigi agisindan 6nemli rol
oynamaktadir. Digiik molekiil agirligina sahip olan karragenanlarda ozellikle A-
karragenanin siilfatlagsma seviyesi daha yiiksektir. Bu nedenle karragenanin tiimorlere

kars1 kullanilmasinda tercih edilmektedir [70].

Sonuglarimiz hiicre morfolojileri agisindan degerlendirildiginde ise, proliferasyon
sonuglariyla uyumlu olarak karragenanin yiiksek dozlarda 6li hiicre ve apoptotik niikleus
goriintiileri vermeye basladigi goriilmistiir. AO/PI boyamalarda goriilen 6lii ve canli
hiicre niikleuslar: siirecin bu yonde isledigini gostermektedir. Apoptotik hiicre 6liimii,
dogal bir hiicre 6liimii olup, 6len hiicreler makrofajlar tarafindan fagosite edilerek yok
edildigi i¢in cevre dokulara zarar vermeyen ve bu nedenle kanser ilaglarinin
hazirlanmasinda istenilen bir etkidir. Bu da karragenanin apoptotik sinyal yollarini
indiikledigi formulasyonlarinin hazirlanmasiyla anti-timor etkisinin farkli kanser

turlerinde kullanilabilmesini miimkiin kilabilecektir.

Karragenanin farkli biyolojik formlar1 ve bunlarin farkli konsantrasyonlar1 farkli kanser
hiicre tipleri ve saglikli hiicre tipi tizerinde farklilik gostermektedir. Ancak burada 6nemli
olan bir bagka konu karragenanin anti-timor etkilerinde hangi sinyal yollarni
kullandigini bilinmesidir. Son yillarda yapilan ¢alismalar karragenan molekiiliiniin anti-
timor etkilerinin sinyal yolu diizeyinde mekanizmasini arastirmaya yoneliktir. Tiim
meme kanseri hiicrelerinde Notch reseptorleri ve reseptor tirozin kinaz miktarlarinin agiri

ifadesinin oldugu yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir.



Insan epidermal biiyiime faktdr reseptor 1 (HER1) ve insan epidermal biiyiime faktor
reseptor 2 (HER2) yapilarinin asiri miktarda sentezlenmesi sonucunda hiicre i¢i ikinci
haberci mekanizmalar1 aktive edilmekte, bu da meme kanserinin meydana gelmesi ve

apoptozun engellenmesinde rol oynamaktadirlar [36].

Fosfotidilinozitol kinaz (P13K) / Protein kinaz B (Akt) /Mtor sinyal yolu meme kanseri
de dahil tiim kanser tiirlerinde metastaz, proliferasyon, apoptozun engellenmesi gibi
olaylar sonucunda kanserin olugsmasini ve kanser ilaglarina karst bir direng
mekanizmasinin meydana gelmesine sebep olur [64]. Ozellikle bu sinyal yolunun aktive
edilmesindeki 6nemli faktorler; reseptor tirozin kinazlarin asirt uyarilmasi, fosfataz &
tensin homolog (PTEN) yapisinin kaybi, Mtor ve Akt miktarlarindaki artis olarak
sOylenebilir [65,66].

mTORC1 ve mTORC2 olarak iki farkli protein tiiriinii icerisinde bulunduran mTOR
PI3K/Akt /Mtor sinyal yolu i¢in 6nemli bir molekiil olup, Bcl-xl, c-myc, Bcl-2 genlerin
asir1 miktarda uyarilarak kanserin meydana gelmesinde 6nemli rol oynar [67]. Kanserin
meydana gelmesinde, gelismesinde etkili bir rol alan PI3K / Akt /Mtor, Notch sinyal
yollarinin gliniimiizdeki kanser tedavisi agisindan 6nemli bir yere sahiptir. Sinyal yollari
tizerinde etkili olabilecek inhibitorlerin daha diisiik toksik etkiye sahip, kolay elde
edilebilen ve dogal oOzellik gosteren maddelerle birlikte kanser tedavisinde

kullanilmasinin daha etkili sonuglar verebilecegi ongoriilmektedir [68].

Bu anlamda karragenanin 6zellikle hiicre proliferasyonu ve dongiisiiyle ilgili etkilerinin
incelendigi calismalar yapilmaktadir. Ornegin; E.S Prasedya ve ark. serviks kanser hiicre
hatt1 (HeLa) ve insan umbilikal ven endotel hiicre hatti (HUVEC) hiicre hatlari {izerinde
A-karragenan ve k-karragenan etkileri ile ilgili yapmis olduklar1 ¢aligmada karragenanin
hiicre dongiisiiniin kontrolii tizerindeki kontroliinii incelemisler, dongiiniin G1 ve G2/M
evrelerinde baskilayict etkisinin oldugunu gostermislerdir. Bu sekilde giiclii anti-

proliferatif etkisinin olabilecegini diistinmiislerdir.

Bu sekilde yapilacak olan ¢alismalar ile meme kanserinin aktif olarak kullandig1 sinyal
yollar1 bloke edilerek hiicre bdliinmesinin engellenmesi, hastalifin metastaz yaparak
diger dokulara yayilmasi baskilanabilir Karragenanin farkli formlarmin bu sekilde farkli
yollar tizerinde etkili olabileceginin ongorilmesi, dogal bir {iriin olan karragenanin

kanserde ilag ile tedavi yaklasimlari i¢in umut vaad edici olabilir.



Bu tez galismasinda elde ettigimiz sonuglar da karragenanin farkli dozlarda ve hiicreler
ile muamele siiresine bagl olarak hiicre morfolojisi ve proliferasyonu iizerinde etkisinin
oldugunu gostermistir. Calismamizda farkli kanser hiicre tipleri ve saglikli epitel
hiicreleri ile yaptigimiz analizlerde hiicre canliliginin zamana bagl olarak, farkli hiicre
gruplart icin olduk¢a degisken oldugu sonucuna varilmigtir. Ancak tiim sonuglarimiz

incelendiginde asagidaki degerlendirmeleri yapmak miimkiindiir:

e Karragenanin MDA-MB-231 hiicreleri harig, MCF-7, SKBR ve SVCT hiicreleri
tizerinde sitotoksik bir etkisi vardir. Ancak bu sitotoksik etki yiiksek dozda ve
inkiibasyonun 48. ve 72. saatlerinde daha belirgindir.

e Karragenanin MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde yiiksek dozda bile sitotoksik bir
etkisinin goriilmemesi, bu hiicre tipinin en direngli kanser tiiriinden elde edilmis
bir hiicre hatt1 olmasi seklinde yorumlanabilir.

e Inkiibasyonun ilerleyen zamanlarinda sitotoksik etkinin artmasina ragmen, MCF-
7 ve SKBR hiicre hatlarinda diisiik karragenan konsantrasyonlar1 hiicre canliligin
olumlu yonde arttirmistir. Bu da karragenan derisiminin kritik oldugu ve diistik
dozlarda ve hafif seyreden kanser tiplerinde aksine hiicre biiylimesini tesvik
edebilecegi seklinde yorumlanabilir.

e (Calismamizda kullandigimiz A-karragenan, suda c¢Oziinebilmesine ragmen,
icerdigi ester siilfat gruplar1 nedeniyle ¢oziiniirliigii diger gruplara gore nispeten
diisiiktiir. Bu da kiiltiir ortaminda kaldig1 siirece ortamdaki ¢oziinlir miktarin
artmasina ve buna bagl olarak etkisinin (olumlu/olumsuz) artmasma yol
acmaktadir.

e Inkiibasyonun 72. saatine gelindiginde ise saglikli meme epitel hiicrelerinde
diisik dozlarda bile bir sitotoksik etkinin ortaya ¢iktigi goriilmiistir ki bu da
karragenen konsantrasyonun son derece Oonemli oldugunu ve tedavilerde hig
istenmeyen saglikli hiicre Oliimlerinin de ortaya cikabilecegi sonucunu

diistindiirmektedir.

Biitiin bu degerlendirmeler 15181nda, ¢ok fazla tipinin olmasi ve kolay elde edilebilir bir
tirtin olmasina ragmen karragenanin, hem saglikli hem de kanser hiicreleri iizerinde farkli
etkiler gostermesi nedeniyle dikkatle incelenmesi gereken bir madde oldugu sdylenebilir.
Bu nedenle, gida endiistrisinde oldugu gibi, saglhk alaninda da yaygin olarak
kullanilabilmesi ya da kanser tedavilerinde yeni bir yaklasim olarak diisiiniilebilmesi i¢in

¢ok daha fazla in vitro ve in vivo ¢alisma ile sonuglarin desteklenmesi gerekmektedir.
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