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TURKCE OZET

Arn siitl, antitimorik, antibakterial, antiallerjik, antikanserojenik ve
immiinomodiilator gibi pek c¢ok biyolojik aktiviteye sahip dogal bir birlesiktir.
Ovaryum kanseri, en sik goriilen kanser tiirleri arasinda dordiincii sirada yer almakta
ve oOzellikle epitelyal over kanseri, tim ovaryum malign hastaliklarin yaklasik %
90'1n1 olusturmaktadir.

Sunulan g¢alismanin amaci, ari siitiiniin farkli doz ve siirelerinin, epitelyal
ovaryum kanserleri i¢inde goriilme siklig1 en fazla olan serdz tipte epitelyal over
kanseri tlizerine proliferatif veya apoptotik etkilerinin arastirilmasidir.

Bu amagla, Skov-3 insan over adenokarsinoma hiicre soyundaki hiicreler,
McCoy besiyerinde c¢ogaltildi ve 6’11 well platelere ekildi. Ari siitiiniin stok
sollisyonu hazirlandi (1000mg ar1 siitii 10ml distile suda ¢ézdiirtilerek) ve hazirlanan
stok cozeltiden 1mg/ml, S5Smg/ml, 10mg/ml, 20mg/ml ve 50mg/ml ar1 siitii dozlar
medyum i¢ine eklenerek 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edildi. Ar siitii
uygulamasi sonrasinda, yapilan hiicre canlilik testini (Tripan Blue) takiben, ari
stittinlin proliferatif etkisini belirlemek amaciyla Ki-67, apoptotik etkisini belirlemek
amaciyla aktif caspase-3 ve aktif PARP-1R ifadeleri immunositokimyal ve
immunfloresan yontemle incelendi. Ayrica apoptozisin belirlenmesi i¢in kullanilan
TUNEL yontemi ile immunositokimyasal ve immunfloresan bulgular desteklendi.

Deneylerin sonucunda, ar1 siitiinlin 1mg/ml ve 24 saat uygulamasinin hiicre
proliferasyonu ve apoptozis iizerine etkili olmadigi, ancak genel olarak 50 mg/ml’lik
72 saat ar siitiiniin kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi, apoptozisi ise
indiikledigi belirlendi.

Sonug olarak, ovaryum kanseri iizerine alternatif bir tedavi olarak ar1 siitliniin,
gerek monoterapik gerekse kombine kullaniminin yeni deneysel protokollere temel
olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Apoptozis, A siitii, Ovaryum kanseri, Proliferasyon
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INGILIZCE OZET

Effects of Royal Jelly on Ovary Cancer Cells Proliferation and Apoptosis

Royal jelly is a natural compound with many biological activities such as
antitumor, antibacterial, antiallergic, anticarcinogenic and immunomodulatory.
Ovarian cancer ranks fourth among the most common cancer types, and especially
epithelial ovarian cancer accounts for approximately 90% of all ovarian malignant
diseases.

The aim of the present study is to investigate the proliferative or apoptotic
effects of different doses and durations of royal jelly on serous type epithelial ovarian
cancer, which is the most common epithelial ovarian cancer.

For this purpose, cells of the Skov-3 human ovarian adenocarcinoma cell line
were grown in McCoy medium and seeded in 6-well plates. Royal jelly was prepared
as a stock solution (by dissolving 1000mg royal jelly in 10ml distilled water) and
Img/ml, 5mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml and 50 mg/ml royal jelly doses from the
prepared stock solution were added to the medium for 24, 48 and 72 hours.
incubated. After the application of royal jelly, after the cell viability test (Tripan
Blue), Ki-67 to determine the proliferative effect of royal jelly, active caspase-3 and
active PARP-1R expressions to determine its apoptotic effect were examined by
immunocytochemical ~and  immunofluorescence  methods. In  addition,
immunocytochemical and immunofluorescent findings were supported by the
TUNEL method used for the determination of apoptosis.

As a result of the experiments, it was determined that 1mg/ml and 24 hours
application of royal jelly did not have any effect on cell proliferation and apoptosis,
but generally 50 mg/ml royal jelly for 72 hours inhibited proliferation in cancer cells
and induced apoptosis.

As a result, it is thought that the use of royal jelly as an alternative treatment
for ovarian cancer, both monotherapeutically and in combination, can form the basis
for new experimental protocols.

Key words: Apoptosis, Royal jelly, Ovarian cancer, Proliferation
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1. GIRIS

Kanser, koken aldiklar1 hiicre tiplerine bagli olarak degisik davraniglar
gosteren, yiize yakin sayida kompleks hastaliklar1 kapsayan, hiicrelerin kontrolsiiz
bliyiime egilimi ve anormal yayilimini tanimlamak ig¢in kullanilan bir terimdir.
Kanser, insan saghigini tehdit eden olim nedeni olarak, kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir (Ozliik, Oytun, & Giineng, 2017).
Bu kanser tiirlerinden biri olan ovaryum kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser
tirleri arasinda dordiincii sirada yer almakta ve yiiksek O6lim oranlari nedeniyle
klinikte 6nem tasimaktadir (Liu, Liu, Gong, & Guo, 2018; Shi, & Wang, 2018). Over
kanserleri, epitelyal over kanserleri (EOC), gonadal stromal tiimdrleri ve germ hiicre
tiimorleri olmak tlizere 3 grupta siniflandirilmaktadir. Epitelyal over kanseri, tiim
ovaryum malign hastaliklarinin yaklasitk % 90'mi olusturmakta ve jinekolojik
kanserlerin 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir (Choi, Wong, & Huang, 2007;
Zhang, Ahmed, & Riley, 2005). Epitelyal over kanserleri, ireme sisteminde bulunan
hiicre tiplerine gore; serdz (insidans: 7/10), miisindz (insidans: 1/10), endometrioid
(insidans: 1/20), seffaf hiicre (insidans: 3/100) ve transisyonel hiicre (insidans: 1/10)
olmak {izere bes grupta siniflandirilir (Al-Alem, & Curry, 2015). Tedavisi ise, cerrahi
ve kemoterapi kombinasyonuna dayanmaktadir. Ileri evre over kanseri hastalarinin
cogunda cerrahi sonrasi kullanilan kemoterapik ilaglara karsi hastada direng
gelismesi ve zaman ig¢inde tiimor rekiirrensi olusmaktadir (Shi, & Wang, 2018).

Tedavi esnasinda kanserli hiicrelerin ¢evre dokulara invazyonu, kemoterapik
ilaglara kars1 hastalarda direng gelismesi ve zaman iginde tiimor rekiirrensi gibi
durumlar, arastirmacilar1 kemoterapik ajanlarin yaninda ya da dncesinde koruyucu
olabilecek giiclii antioksidan, antitiimérik ya da antikanserojenik ozelliklere sahip
dogal bir bilesik kullanim arayisina sevketmektedir. Antioksidan ve antosiyanin
Ozelliklere sahip Aronia melanocarpa (siyah kus kirazi) meyvesinin kolon
kanserinde antiproliferatif etkilere neden oldugu (Bermudez-Soto, Tomas-Barberan,
& Garcia-Conesa, 2007; Jurikova, Mlcek, & Skrovankova, 2017), Hypericum
olympicum (Uludag kantoronu) ve Hypericum adenotrichum (Kizilcik otu) tiirlerinin
ise insan akciger kanseri hiicre hatlarinda (A549 ve PC3) sitotoksik, genotoksik ve
apoptotik ozellikler gosterdigi bildirilmektedir (Aztopal, Erkisa, Celikler, Ulukaya,
& Ferda Ari, 2016).



Son zamanlarda, ar1 siitiiniin, antitimorik (Bincoletto, Eberlin, & Figueiredo,
2005; Nakaya, Onda, & Sasaki, 2007), antiviral (Stocker, Schramel, & Kettrup,
2005), antibakterial (Bachanova, Klaudiny, & Kopernicky, 2002; Fratini, Cilia &
Mancini, 2016), antialerjik (Arzi, Olapour, & Yaghooti, 2015; Mannoor,
Shimabukuro, Tsukamotoa, Watanabe, & Yamaguchi, 2009), antikanserojenik
(Yang, Chou, & Widowati, 2018), immiinomodiilator (Gasic ve ark., 2007; Sver ve
ark., 1996), ostrojenik (Abd-Allah, 2012; Ghanbari, Khazaei, & Khazaei, 2018) ve
antidiabetik (Nomura ve ark., 2007) gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmektedir. Ar siitii, kralige bal arisi (Apis Mellifera) larvalarinin seckin
besinleri olup yasamlarinin altinci ve on ikinci giinleri arasinda, is¢i bal arilarinin
hipofarengeal ve mandibular bezlerinden salgilanir (Schmid, 1996 & Tamura ve ark.,
2009). An siitl, viskoz yapida, kendine has bir kokuya, yakici bir tada sahip ve
kemik renginde bir maddedir. Kimyasal olarak ar1 siitli, %50-60 su, % 18 proteinler
(Glutamik asit, Aspartik asit, Serin, Losin, Fenilalanin, Tirozin, Treonin, Lizin,
Valin, Glisin, Metiyonin, Izolésin, Prolin, Sistin), % 15 karbonhidrat (Fruktoz,
Glukoz, Siikroz), %3-6 lipitler ve diger yag asitleri %1.5 mineral (Potasyum,
Kalsiyum, Magnezyum, Cinko, Demir, Bakir, Sodyum, Selenyum) ve cok sayida
vitamin (Tiamin, Riboflavin, Pantotenik asit, Pridoksin, Niasin, Folik asit, Inositol,
Biotin) igerir (Sabatini ve ark., 2009). Ayrica ar1 siitli, major ve essiz bir yag asidi
olan diger ar1 iiriinlerinde (propolis, polen) bulunmayan 10-hidroksi-2-dekenoik asit
(10-HDA) igermektedir. 10-HDA'nin anti-tiimér (Izuta ve ark., 2009), anjiyogenez
inhibisyonu (lzuta ve ark., 2009) ve immiinomodiilator aktiviteler (Sugiyama,
Takahashi, & Mori, 2012) gibi pek ¢ok potansiyel farmakolojik etkileri
bulunmaktadir. Insan kolon kanser hiicrelerine uygulanan 5 mM'lik 10-HDA
dozunun sitotoksik etkili oldugu ancak, 3 mM'lik konsantrasyonun antikanserojenik
bir etki gosterdigi bildirilmektedir (Yang ve ark., 2018). Pankreas kanser hiicreleri
tizerinde ise 100 mg/ml ve 50 mg/ml 10-HDH dozlarinin sitotoksik etkili, ancak 25,
12.5, 6.25 ve 3.125mg/ml dozlarinin, yiiksek dozda doxorubicin'nin sitotoksik
etkilerini baskiladig belirtilmektedir (Abandansari ve ark., 2018). Ayrica Filipi¢ ve
arkadaglar1 ar1 siiti ve interferon-alfa (HUlFN-aN3) kombinasyonunun, insan
kolorektal adenokarsinom hiicrelerinde (CaCo2) antiproliferatif bir etki gdsterdigini

gozlemislerdir (Filipi¢ ve ark., 2015). MCF-7 kanser hiicreleri lizerine, ar siitiiniin



diger kemotrepatik ila¢ kombinasyonlariyla yapilan pek ¢ok c¢alisma bulunmaktadir.
An siitii ve Bisphenol A (Nakaya ve ark., 2007), ayrica ar1 siitii ve Tamoxifen
(Mishima ve ark., 2005) ile kombinasyonlarin MCF-7 Kkanser hiicrelerinin
proliferasyonunu baskiladigi bildirilmektedir. Glioblastoma multiform (U87MG)
hiicre hatt1 ile yapilan bir baska ¢alismada, 30 mg / mL art siitiiniin 20 mM
temozolomid (TMZ) ile kombinasyonunun, kanser hiicrelerinde DNA sentezini
inhibe ettigi gosterilmistir (Borawska ve ark., 2014). In vivo yapilan bir ¢calismada
ise, fibrokarsinomali deney hayvanlarima 100, 200 ve 300 mg/kg dozlarinda oral
yolla verilen ar1 siitiiniin, kontrol grubuna oranla deney grubunda tiimdr boyutlarini
kiigiilttiigi (Shirzad, Kordyazdi, Shahinfard, & Nikokar, 2013), ayrica ar1 siitliniin
16semi hiicreleri lizerinde terapdtik etkileri oldugu belirtilmistir (Taniguchi ve ark.,
2003). Bincoletto ve arkadaslari, Ehrlich-Lettre asit karsinomlu farelere 500, 1000 ve
1500 mg / kg'lik dozlarda 33 giin boyunca uygulanan ar1 siitliniin, hem anti-tliimorik
etkili oldugunu hem de viicut bagisiklik sistemini modiile ettigini bildirmislerdir
(Bincoletto ve ark., 2005).

Ar siitlinlin kanser hiicreleri lizerine olumlu etkilerinin yan1 sira, reprodiiktif
sistemde de oosit ve sperm kalitesini arttirarak hem disi hem de erkeklerde fertiliteyi
olumlu yonde etkilemektedir (Lewis, 2004). Kridli ve akadaslari koyunlarda
yaptiklar bir ¢caligmada, ar1 siitiiniin strojenik etkisiyle disi fertilitesinde 6nemli bir
rol oynadigimi (Kridli, Husein, & Humphrey, 2003), diger bir calismada ise ar1
stitiiniin  sperm hacmi, spermatozoon mobilitesi ve konsantrasyonunu arttirarak
spermatogenezisi indiikledigi belirtilmistir (Gorpichernko & Gurjenko, 2013). An
sitii, Iimmatur disi si¢anlarda ovaryum hormon seviyelerini etkileyerek,
progesteron/dstrojen seviyelerini arttirir ve follikiilogenezisi indiikler (Ghanbari ve
ark., 2018). Bununla birlikte, oosit olgunlagsmasi iizerinde de ar siitiiniin olumlu
etkileri bulunmaktadir (Abd-Allah, 2012).

Son yillarda gerek reprodiiktif sistem iizerine gerekse farkli tiirlerdeki
kanserlerin tedavisinde kullanilan ari siitiiniin, ovaryum kanser hiicreleri iizerine
etkisi ile ilgili bir caligmaya rastlanmamistir. Dolayisiyla sunulan tez ¢alismasinin
amaci, ilk kez ovaryum kanser hiicre hatlarindan biri olan Skov-3 {izerine ar1 siitiiniin

stire ve doza bagimli etkilerini hem proliferatif bir belirteg¢ olan Ki-67, hem de



apoptotik parametreler géz oniine alinarak apoptoz belirteglerinden aktif caspase-3,
aktif PARP-1R ve TUNEL yontemi araciligiyla belirlemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ovaryum Kanseri

Ovaryum kanseri, gelismis iilkelerdeki kadinlarda kansere bagl oliimlerde
dordiincii sirada yer almaktadir. On yillik sagkalim olasiligi %35'in altinda olan
ovaryum kanseri jinekolojik maligniteler arasinda en yiiksek vaka/6liim oranina
sahiptir (Baldwin ve ark., 2012; Coleman ve ark., 2011). Ovaryum kanserinin erken
teshisi nadirdir ve vakalarin %75'inden fazlas1 yalnizca evre III veya IV'te rapor
edilmektedir. Bu nedenle hastalik, jinekolojik kanserler arasinda en yiiksek Oliim
oranlarindan biri ile karsimiza ¢ikmaktadir (Coleman ve ark., 2011). Bunun nedeni,
cogunlukla erken semptomlarin klinik olarak spesifik olmamasi ve rahim agzi
kanseri (pap smear), prostat kanseri (prostat muayenesi ve prostat spesifik antijen
icin kan testi) ve meme kanseri (mamogramlar) i¢in mevcut olanlar gibi uygun
tarama testlerinin bulunmamasidir. Ayrica ovaryum tiimorleri, hastalar arasinda
histoloji ve patogenezde genis heterojenlik gosterir. Diinya Saglik Orgiitii'niin
(WHO) siiflandirmasina gore, cogu ovaryum tiimdrii normal olarak koken aldiklar
anatomik dokuya gore ti¢ ana kategoriye ayrilmistir;

-Epitelyal over kanserleri (EOC)
-Gonadal stromal tiimoérleri ve

-Germ hiicre tiimorleri (Kaku ve ark., 2003).

2.1.1. Epitelyal Over Kanserinin (EOC) Histotipleri ve Patogenezi

Klinik olarak rapor edilen ovaryum kanser vakalarmin biiyiik ¢ogunlugu,
ovaryum yiizey epitelinden (OSE) kaynaklanmaktadir. Epitelyal over kanserleri,
tireme sisteminde bulunan hiicre tiplerine gore; serdz (insidans: 7/10), miisindz
(insidans: 1/10), endometrioid (insidans: 1/20), seffaf hiicreli (insidans: 3/100) ve
transisyonel hiicre (insidans: 1/10) olmak iizere bes grupta siniflandirilir (Al-Alem &
Curry, 2015; Bast, Hennessy, & Mills, 2009).

Seroz tipteki ovaryum kanseri, primer tiimoriin ilerlemesine baglh olarak klinik
olarak dort asamada siniflandirilir;
Evre 1; kanser biiylimesinin bir veya her iki ovaryumda sinirlt oldugu zamandir.

Evre Il; kanserin pelvik bolgeye yayilmasini igerir.



Evre I11; pelvisin 6tesinde karin zarina ve periton boslugu i¢indeki organlara ve/veya
lenf diigiimlerine tiimdriin ilerlemesini igerir.

Evre 1V: lokal ve viseral organlara yaygin metastazin goézlendigi ser6z ovaryum
kanserinin en ileri evresini icerir (Bast ve ak., 2009; Morrison, 2005; Vang, Shih, &
Kurman, 2009).

Serdz ovaryum kanserinin alternatif bir siniflandirmasi; patolojisine, genetik
degisikliklerine ve ilerlemesine dayanmaktadir. Cogunlukla adenofibromlardan veya
diisitk malignite potansiyeline sahip (LMP) tiimdrlerden kaynaklanan diistik dereceli
serdz karsinomlar (LGSC'ler) daha az mitotik figiirlere sahipken, yliksek dereceli
serdz karsinomlar (HGSC'ler), ¢ok sayida mitotik figiire sahip olup, hizla metastatik
hastaliga ilerler ve nispeten daha yiiksek bir 6liim oranina sahiptir (Auersperg ve
ark., 1998; Vang ve ark., 2009). LGSC'ler ¢cogunlukla invaziv degildir ve yiiksek
dereceli tiimorlerden daha iyi sonuglara sahiptir. HGSC'ler, bildirilen tim serdz
ovaryum kanseri vakalarinin yaklasik iicte birini ve tim ovaryum neoplazmlarinin
yaklagik %50'sini olusturur (Coleman ve ark., 2011; Kaku ve ark., 2003).

Genetik olarak, LGSC'ler, iyi huylu durumdan koéti huylu duruma yavas
gecislerinde kademeli bir somatik mutasyon birikimi gdsterir. Bu mutasyonlar en
yaygin olarak biiyiime kontroliinde ve hiicre béliinmesinin diizenlenmesinde rol
oynayan K-Ras (Kirsten rat sarcoma virus), BRAF (v-raf murine sarcoma viral
oncogene homolog B1l) ve PPP2R1A (Protein Phosphatase 2 Scaffold Subunit
Aalpha) yollarinda gozlenir (Shih ve ark., 2011). Ote yandan HGSC'ler, ¢ogunlukla
tiimor baskilayici p53 (Tp53) veya meme kanseri duyarlilik proteinleri tip 1 ve 11
(BRCA1 / BRCA2) DNA onarim yolaklarindaki mutasyonlardan sekillenir (Crum ve
ark., 2007; Geisler, Hatterman-Zogg, Rathe, & Buller, 2002; Tone ve ark., 2008).
Ayrica teshis edilen tiim HGSC vakalarinin %10'u kalitsal BRCA1/BRACA2 germ
hattt mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (Risch ve ark., 2006).

2.1.2. Epitelyal Ovaryum Kanseri - Hastalik Biyolojisi

Baslangic
Ser6z yumurtalik kanserinin kokeninde ve baslamasinda, anatomik olarak

farkli, ancak birbirine yakin bélgeler rol oynamaktadir.



Ovaryum vyiizey epiteli (OSE), uzun siiredir ser6z yumurtalik kanserinin en
yaygin kaynagidir. Bunun nedeni OSE'in ovulasyonu takiben, ovaryum yiizeyindeki
yarayr Ortmek i¢in tekrarlayan biiyiime ve onarim dongiileridir, bu da malign
doniisiime yol agan iyi huylu kist olusumuna neden olur (Auersperg, Edelson, Mok,
Johnson, & Hamilton, 1998). Buna karsilik, fallop epiteli, tamamen farklilagsmis tek
katli silli, prizmatik epitel hiicre tabakasidir. OSE gelisimsel olarak sélomik
epitelden koken alirken, buna yakin uterus, serviks ve fallop tiipleri, mezodermden
kaynaklanan paramezonefrik kanallardan koken alir. Buna ragmen OSE'den kdken
alan ovaryum kanserinin histolojisi, normal fallop tiipii ve endometriyumdaki
hiicrelere benzerdir, bu da basit epitel hiicrelerinin paramezonefrik kanaldan koken
alan dokularin epitellerine malign olarak doniistimiidiir (Dubeau, 2008).

Diger bir teori ise, dinamik ovulasyon siirecinin OSE'de fallop tiirevli
hiicrelerin birikmesine yol agmasidir, bu da daha sonra iyi huylu inkliizyon kistleri

olusturmaya devam eder ve ardindan maligniteye yol acar (Kurman, & Shih, 2010).

Ilerleme

Epitelyal over kanserinin klinik asamalar boyunca ilerlemesi, genellikle
meme, prostat ve kolon karsinomlarinda yaygin olarak gbzlenen klasik hematojen ve
lenfatik metastaz yollarindan farkli bir biyoloji gosterir. Spesifik olarak, kanser
hiicrelerinin tek hiicreler veya malign asitler olarak dogrudan periton bosluguna
yayildig1 diisiiniildiigiinde, organize ¢ok asamali intravazasyon ve ekstravazasyon
stireci EOC'de daha az onemlidir (Gupta & Massague, 2006; Cannistra, 2004;
Dubeau, 2008). Ovaryum kanseri periton boslugunun doku ve organlarinda etkili bir
sekilde yayilir ve biiylirken, viseral organlara ilerleme, ¢cogunlukla ¢ok ileri evre IV
hastalarda ortaya ¢ikan ancak nadir goriilen bir durumdur (Bast ve ark., 2009; Rosen
ve ark., 2009). Hematojen metastaz, EOC metastazinin ilk yolu olmasa da, EMT
(epitelyal-mezenkimal gecis) metastatik ilerleme icin ¢ok onemlidir. EMT, gelisme
ve kanserin merkezinde yer alan karmasik ve doniistiiriicli bir siirectir. Normal veya
dontistiriilmiis  epitel hiicrelerinin  hiicre-hiicre yapismasin1  ve apikal-bazal
polaritesini kaybetmesi ve hiicre hareketliligi, ve apoptoza kars1 direng kazanmasiyla
sonuglanan bir dizi molekiiler ve hiicresel olaydan olusur (Kalluri & Weinberg,

2009). Dondistiiriilen hiicreler, gecirdigi molekiiler degisiklikleri temsil eden



karakteristik bir "fibroblastik" veya "mezenkimal" sekle biiriiniir. Bunlar spesifik
olarak E-cadherin'in ifadesi gibi dnemli epitelyal 6zelliklerin kaybin1 ve N-cadherin,
vimentin ve fibronektin gibi mezenkimal belirteglerin es zamanli kazanimini igerir
(Christiansen & Rajasekaran, 2006; Guarino, Rubino, & Ballabio, 2007).

Mikrogevrenin, c¢esitli solid epitelyal kanser formlarinda EMT siirecini
tetiklemedeki roli gosterilmistir (Lee, Dedhar, & Erik, 2006; Vergara ve ark., 2010).
Ozellikle TGFB (Déniistiiriicii Biiyiime Faktiirii Beta) sinyal yolu ve bununla iliskili
sitokinler, kanser patogenezinde EMT'nin indiikleyicileri olarak kapsamli bir sekilde
aragtirtlmistir (Massague, 2008; Xu, Lamouille, & Derynck, 2009). Ayrica, gelisen
solid tiimorlerin ¢ekirdeklerinde EMT'yi tetikleyebilen bir siire¢ olarak hipoksinin
roli, ¢esitli kanser tiirlerinde de gosterilmistir (Kalluri, & Weinberg, 2009). Spesifik
olarak, tiimor damarlarindaki anjiyojenik stres veya terapdtik obliterasyon nedeniyle
tiimor ¢ekirdeklerindeki hipoksik kosullar, hipoksi ile indiiklenebilir biiyiime faktori
1 alfa (HIF-la), VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii) ve PDGF (Trombosit
Kaynakl1 Biiylime Faktor) gibi proanjiyogenik molekiillerin yukari regiilasyonunu
isaret eder, bu da tiimor hiicrelerinin EMT'sini ve hizli yayilmasini saglar (Tsai &
Wu, 2012). EOC'nin evre I/II'den evre I1I'e ilerlemesi, solid tiimoér kapsiillenmesinin
bozulmasma ve timor hiicrelerinin hiicresel agregatlarinin yayilmasina iliskin
anahtar siireci icermektedir. Bu nedenle, EOC baglaminda EMT, hiicre-hiicre ve
hiicre-matris yapismasin1 diizenleyen dezmozomlarin gevsemesine izin vererek
hiicrelerin hareketli ve istilact olmasinin yolunu agmasi bakimindan dnemlidir. Genel
olarak, asit sivisinda yayilan kanser hiicrelerinde E-cadherin ekspresyonunun ya
kayboldugu ya da birincil tiimor i¢indeki hiicrelerden 6nemli dlglide daha diisiik
oldugu gosterilmistir. Diisiik E-cadherin ekspresyonuna sahip EOC hiicreleri daha
istilacidir (Veatch, Carson, & Ramakrishnan, 1994). Ek olarak, EOC hastalarinda E-
cadherin kaybi, zayif sagkalimi 6ngérmektedir (Darai ve ark., 1997).

Peritonda malign asit hiicrelerin varligi ovaryum kanserinin bir baska
benzersiz Kklinik o6zelligidir ancak asitin ikincil organlara ilerlemis daha ileri bir
hastaligin belirtisi olup olmadigi veya gergekten de birincil timdrden ilk yayilma igin
bir biyobelirte¢ olup olmadig1 agik degildir. Ayrica, tek tek yayilmis hiicrelerin
sferoidler olusturmak i¢in bir araya gelip toplanmadiklar1 veya hiicrelerin toplu

kiimeler halinde ayrilip ayrilmadigi da kesin degildir (Cannistra, 2004). Proteolitik



aktivite, kanser hiicrelerinin, ovaryum yiizey epitelindeki bazal membrandan
ayrilmasinda da olduk¢a onemlidir. MMP'ler (matriks metalloproteinaz), ozellikle
MMP-2 ve MMP-14, bu proteolitik bozunma siirecinin belirtegleri olarak
gosterilmigtir. MMP-2, EOC hiicrelerinin kiiltlirlerinden ziyade sferoidlerde ifade
edilirken (Davidson ve ark.,, 2001), aktive edilmis MMP-14in, matriksin
bozulmasina katkida bulunan a3-integrini pargaladigi gosterilmistir (Moss ve ark.,
2009).

Mezotelyum, EOC metastazinin tercih edilen ana hedefidir. Oncelikle,
periton, bagirsak serozasi, omentum ve diyafram gibi periton boslugu organlarinin
bazal membranina bagli hiicreler mezotelyal tabakadir ve sonug olarak evre III/IV
ovaryum kanseri metastazinin en yaygin bolgeleridir (Cannistra, 2004). Mezotelyum,
fibroblastlar ve makrofajlar tarafindan salgilanan kollajen tip I ve IV, laminin ve
fibronektin agisindan zengindir. Serbest dolasan tek tlimor hiicreleri veya sferoidler,
mezotelyal tabakaya yapismak ve onu istila etmek i¢in bu faktorleri kullanir (Kenny
ve ark., 2009). Mezotelyal hiicrelerden gelen vaskiiler hiicre adezyon molekiiliiniin
(VCAM-1) tiimor hiicreleri tizerindeki a4B1 integrine baglandigi gosterilmistir
(Lossner, Abou-Ajram, Benge, & Reuning, 2008). Ayrica ¢ogu ovaryum kanseri
hiicresinde ifade edilen hyaluronik asit i¢in bir hiicre yiizeyi reseptorii olan CD44'lin
de yapismaya yardimce1 oldugu belirtilmistir (Cannistra, 2004).

Mezotel tabakasina ve buna bitisik organlarda yapisma ve proteolitik
bozunma mekanizmas1 erken metastaz1 tetiklese de, ovaryum kanserlerinde
metastazinin  ileri asamalara ilerlemesini yoneten siiregler tam olarak
anlagilamamaktadir. Bu oncelikle, hastaligin klinik ilerlemesi ile korelasyon gdsteren
deneysel modellerin  bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Bazi  genomik
caligmalar, ilerlemis metastatik hastaliga iliskin bilgiler igerir. Ovaryum
kanserlerinin kiiresel genomik verilerini analiz eden ilk ¢alismalardan biri, EOC'lerin
onemli bir boliimiiniin, ilerledik¢e ¢ok fazla genomik degisiklige ugramadigini ve
biiyiik ol¢lide klonal olduklarini bildirmistir (Jacobs ve ark., 1992). Bunu takip eden
caligmalar, bu gozlem i¢in daha fazla kanit saglayarak primer ve metastatik
bolgelerden tiimorlerin karsilastirmali gen ekspresyonunun (mRNA) sadece 64
(Hibbs ve ark., 2004) ve 35 (Adib ve ark., 2004) gen ile farklilik gosterdigini

belirtmistir. Bu calismalar, karsilastirmali genomik hibridizasyon (israil ve ark.,



2004) ve SNP analizi (Tek Niikleotid Polimorfizmleri) (Haverty, Hon, Kaminker,
Chant, & Zhang, 2009) ile daha da dogrulanmistir. Bu, tiimorlerin 6nemli genomik
heterojenlik gosterdigi ve metastatik hastaliga dogru ilerledik¢e evrimlestigi, meme
kanseri (Ding ve ark., 2010; Poplawski ve ark., 2010) ve melanomdan (Riker ve ark.,
2008; Turajlic ve ark., 2012) biyolojik olarak oldukc¢a farkli oldugu goriilmektedir.
Bununla birlikte, EOC'deki yayilma mekanizmasinin oldukga pasif olmasi ve timor
hiicrelerinin hematojen metastaz igin gerekli olan adimlardan ge¢miyor olusu,

EOC'nin temel biyolojisine de uygundur.

2.1.3. Epitelyal Ovaryum Kanseri -Tedavi ve Prognoz
2.1.3.1. Tani, Tedavi ve Direng

Daha once de belirtildigi gibi, EOC'nin erken tespiti nadirdir ve ¢ogu hasta
Klinik olarak evre Il/1ll'te, lokal olarak periton, omentum, abdominal ve genital
organlara metastazi sonrasinda tedaviye bagvurur (Cannistra, 2004). Gastrointestinal
sistemin peritonel veya omental tiimorler tarafindan tikanmasi nedeniyle, hafif ile
major rahatsizlik durumunda ilk semptom teshis edilir. Daha onceki yillarda,
EOC'in 'ilk tedavisi', etkilenen yerlerdeki iireme organlarimin ve kolon boliimlerinin
toplu rezeksiyonu ve primer veya metastatik tiimdriin cerrahi miidahale ile kitlesel
olarak ¢ikarilmasiyla sinirli kaldi. Bu tiir cerrahi miidahaleler, yalnizca periton
stvisindaki yayillmis hiicrelerin  karm/periton boslugu iginde kaldigi ve ikincil
organlara invazyonun yiizeysel kaldigi durumlarda etkilidir. Ek olarak, tam
rezeksiyon genellikle imkansizdir ve kalint1 primer tiimor daha fazla invaziv hastaligi
da tetikler (Ledermann, & Kristeleit, 2010). Aslinda klinik agidan cerrahi olarak
timor rezeksiyonu (optimal debulking) primer tiimoériin lcm’den kii¢iik oldugu
durumlar ifade eder (Schorge, Garrett, & Annekathryn-Goodman, 2011). Bununla
birlikte, bu sinirlamalara ragmen, ¢alismalar, primer hastaligin cerrahi miidahalesinin
hasta sagkalimmi 6nemli Olgiide iyilestirdigini gostermistir (Bristow, Tomacruz,
Armstrong, Trimble, & Montz, 2002; Winter ve ark., 2007). Ameliyat sonrasi1 tedavi,
platin bazli kemoterapi ajanlarindan (carboplatin veya cisplatin) ve taksanlardan
(paklitaksel/taxol veya docetaxel) olusur (Ledermann, & Kiristeleit, 2010).
Kemoterapinin intraperitonel (i.p.) uygulanmasi yiiksek derecede abdominal

toksisiteye yol agsa da, Ill. evre EOC hastasinda, intravenéz (i.v.) uygulama
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yollarina kiyasla progresyonsuz sagkalimda (PFS) orta derecede bir artis
gostermektedir (Armstrong ve ark., 2006). Geleneksel carboplatin/paklitaksel
uygulamasinin ilk yanit oranlar1 yaklasik %70-80'dir; ancak hastalarin biiyiik
cogunlugunda hastalik yeniden niiks eder. Bu nedenle, bu tiir tedavi nadiren PFS'de
onemli bir fark yaratirken, genel sagkalim oranlari, muhtemelen daha iyi bir bakim
standard1 ile artmaktadir (Kyrgiou, Salanti, Pavlidis, Paraskevaidis, & loannidis,
2006).

Birinci basamak tedaviden sonra hastalik tekrarinin baglica nedenlerinden biri
platin direncidir (Cree ve ark., 2007). Bununla birlikte, yapilan g¢alismalar,
carboplatin ve haftalik paklitakselin doz fraksiyonlu tedavisinin platin direncini
belirli bir dereceye kadar yenebilecegini gostermistir (Cadron ve ark., 2007; Sharma
ve ark., 2009). Platin direnci olan ve kemoterapiye toleransi diisiik olan hastalarda
hormon tedavisi diger bir alternatiftir (Makar, 2000). Bununla birlikte, klinik
deneyler, EOC hastalarinda geleneksel kemoterapiye kiyasla, tamoksifen veya
leuprorelin  gibi hormon tedavilerinin 6nemli bir hayatta kalma avantaji

saglayamadigin1 gostermistir (Du Bois ve ark., 2002; Kristensen ve ark., 2008).

2.1.3.2. Prognoz - Anahtar Belirtecler ve Molekiiler Alt Tipler

Hastanin sagkalimi ile 6nemli 6lciide iliskili olan epidemiyolojik fenotiplere
"prognostik" faktorler denir. Yas, parite durumu, histolojik alt tip, timor derecesi,
sunum ve/veya cerrahi sirasindaki hastalik evresi ve cerrahi debulking sonras1 kalan
timor hacmi, EOC'de bagimsiz prognostik faktorlerdir (Berman, 2003; Clark,
Stewart, Altman, Gabra, & Smyth, 2001; Winter ve ark., 2007).

1981'de tamimlanan ve yiiksek molekiiler agirlikli bir glikoprotein olan
Kanser Antijeni 125 (CA125), EOC'nin en ¢ok c¢alisilan molekiiler prognostik
belirteglerinden biridir (Bast ve ark., 2009). CA125'n yiiksek serum ekspresyonu,
ilerlemis EOC hastalarinin ~%90'inda ve evre I 'deki hastalarin ~%50'sinde gozlenir
(Nustad ve ark., 1996). Bu nedenle, her kemoterapi seansindan sonra serum
CA125'in degerlendirilmesi, standart bakim tedavisi olarak kabul edilir (Guppy &
Rustin, 2002; Markman, 2003).
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Sitokinler ve bagisiklik hiicreleri de EOC'nin prognostik belirtegleri olarak
gosterilmistir. Spesifik olarak, serum IL-6 ve yiiksek IL-6 ekspresyonu, kotii prognoz
ve azalmig PFS ile ilgilidir (Lane, Matte, Rancourt, & Piche, 2011; Scambia ve ark.,
1995). Yiiksek CSF-1 (clony stimulated factor 1) (Chambers, Kacinski, lvins, &
Carcangiu 1997) ve FGF18 (Fibroblast biiylime faktorii 18) (Wei ve ark., 2013)
seviyeleri de 6nemli olgiide sagkalima yol a¢maktadir. Bunlarin aksine, CD20
(cluster of differentiate 20), FoxP3 (forkhead box P3) ve TIA-1'in (T-cell
intracytoplasmic antigen-1) bir anti-enflamatuar bagisiklik belirteci olmalarina

ragmen gelismis 6liim oranlariyla iliskileri bulunmustur (Milne ve ark., 2009).

Genomik analiz tekniklerindeki hizli ilerlemeler, EOC'nin yeni molekiiler

tabanl alt tiplerini tanimlamaya yonelik arastirmalari da kolaylagtirmigtir (Bowtell,
2010).

2.2. An Siitii
2.2.1. An Siitii Icerigi

Arn siitl, geng is¢i bal arilarmin hipofaringeal ve mandibular bezleri
tarafindan tiretilen ve larvalar ti¢ giine kadar, kralige ar1y1 ise larva ve ergin donem
boyunca beslemek ic¢in kullanilan siit beyaz1 renkli bir salgidir (Munstedt, & Von
Georgi, 2003). Bu ozel yiyecek, kralige arinin, is¢i arilardan farklilagmasi, geligimi
ve liremesinde dnemli bir rol oynar. Ar siitli, benzersiz kimyasal bilesimi nedeniyle
en onemli ar1 Uriinlerinden biridir. Yogunlugu 1.1 g/mL olan ve suda kismen
¢oziinen an siitli, bekledik¢e sarimtirak bir renge doniiserek keskin kokulu ve
eksimsi bir tat alir. Optimum kalite i¢cin donmus halde saklanmalidir (Takenaka,
Yatsunami, & Echigo, 1986).

Arn siitiiniin  ana igerigi % 60-70 oraninda su, kuru maddeleri ise
karbonhidratlar, proteinler, amino asitler ve yagdan olusur. Daha az miktarda mineral

ve vitamin mevcuttur (Tablo 1).
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Tablo 1. Ar siitiiniin igerigi (Sabatini ve ark., 2009)

Taze Liyofilize
Su% 60-70 <5
Yaglar % 3-8 8-19
10-hydroxy-2-decenoic acid% >14 >35
Protein% 9-18 27-41
Fruktoz, glukoz, sukroz% 7-18 -
Fruktoz % 3-13
Glukoz % 4-8
Sukroz% 05-2.0 -
Kiil igerigi % 0.8-3.0 2-5
pH 34-45 34-45
Asidite (ml) 0.1N NaOH/g 3.0-6.0 -

Proteinler ve peptitler
Ar sitiniin kuru agirliginin %17-45'ini proteinler ve peptidler olusturur

(Lercker, Caboni, Vecchi, Sabatini, & Nanetti, 1992). Bunlarin ise yaklasik %97-
98'ini azotlu maddeler olusturur ve bunlarin yaklasik % 60" suda ¢oziiniir (Lee ve
ark., 1999). En belirgin amino asitler prolin ve lizindir (Boselli ve ark., 2003).
Yapilan ¢alismalarda 4°C'de 10 ay depolamanin ardindan amino asitlerde 6nemli bir
degisiklikle karsilagilmamistir ancak oda sicakliginda depolamadan sonra prolin ve
lizin iceriginin arttig1 gorilmiistiir (Boselli ve ark., 2003). Bunun proteolitik enzim

aktivitesinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Lipidler

Arn siitiiniin kuru agirligi'nin % 3-19'una sahip lipidler, proteinlerden hemen
sonra gelmektedir (Boselli ve ark., 2003). Lipid fraksiyonunun % 80-90"1 serbest yag
asitlerinden olusur, geri kalan1 ise notr lipidler, steroller ve hidrokarbonlardir (Kodai
ve ark., 2008; Lercker ve ark., 1992).

Serbest organik asitlerin modelleri ve kantitatif analizi ar1 siiti ile ilgili
kriterlerin belirlenmesinde 6nemlidir (Caboni, Sabatini, & Lercker, 2004).

Ari siitiiniin ana asiti olan 10-hidroksi-2-dekenoik (HDA), ar1 siitiine has olan
antibakteriyal ozellikte doymamis bir asittir. HDA’nin antibakteriyel ve immiin
aktive edici (Bachanova ve ark., 2002; Bilikova, Wu, & Simuth, 2001) bagisiklik
diizenleyici, kanser onleyici (Filipi¢ ve ark., 2015), anti-inflamatuar (Chen, Wang,
Zhang, Zheng, & Hu, 2016), diyabet 6nleyici (Okuda ve ark., 1998), kollajen tesvik
edici ve cilt koruyucu (Koya-Miyata ve ark., 2004), iilser énleyici (Fang, Zhou, Xu,
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& Xing, 1994), beyin hiicrelerinin farklilagsmasini kolaylastirici (Hattori, Nomoto,
Fukumitsu, Mishima, & Furukowa, (2007), fare deneylerinde antidepresan (Ito ve
ark., 2011; Ito ve ark., 2011), antihipertansif, antihiperlipoidemiyi destekleyici (Izuta
ve ark., 2009; Matsiu ve ark., 2002), Ostrojenik (Moutsatsou ve ark., 2010), anti-
romatizmal (Yang ve ark., 2010) gibi biyoaktif etkileri bulunmaktadir.

Karbonhidratlar
An siitlinlin, agirlikli olarak fruktoz, glikoz ve sakkarozdan olusan {igiincii
Oonemli bilesenidir. Ayrica eser miktarda maltoz, trehaloz, melibioz, riboz ve erlos da

igermektedir (Lercker ve ark., 1996).

Mineraller

Mineraller, ar1 siitiiniin taze maddesinin % 0,8-3'inii olusturur. Ana
elementler K, P, S, Na, Ca, Al, Mg, Zn, Fe, Cu ve Mn'dir ancak eser miktarda (0.01-
1 mg/100 g) Ni, Cr, Sn, W, Sb, Ti ve Bi bulunmaktadir. Ar siitiiniin sodyum igerigi
100 g'da 11-14 mg arasinda degisir (Stocker ve ark., 2005).

Vitaminler

Arn siitindeki vitamin konsantrasyonlar1 genis bir spektruma dagilmistir;
olduk¢a homojen degerler gosteren vitaminler riboflavin, tiamin, niasin ve folik
asittir. Aym sekilde piridoksin, biotin, pantotenik asit ve inositol de mevcuttur.
Sadece eser miktarda C vitamini bulunurken, A, D, E ve K vitamini gibi yagda

¢ozilinen vitaminler icermez (Schmith, & Buchmann, 1992).

Az miktarda diger bilesenler
An sitiinde c¢esitli kimyasal kategorilere ait ¢ok sayida kiigiik bilesik

tanimlanmistir. Bunlar arasinda sirasiyla 25 ve 5 pg/g taze agirlikta biopterin ve
neopterin olmak tizere iki heterosiklik madde vardir (Rembold, & Dietz, 1965). Bu
bilesikler is¢i ar1 larvalarinin gidalarinda da bulunur, ancak bu konsantrasyonun
yaklasik onda biri kadardir. Tanimlanan diger maddeler arasinda serbest bazlar

(adenosin, tiridin, guanozin, iridin ve sitidin) olarak birkag¢ niikleotid, AMP, ADP ve
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ATP, asetilkolin ve glukonik asit bulunmaktadir (Nagai, 2001). Ayrica benzoik asit,
az miktarda malik, laktik ve sitrik asit de icermektedir (Matsuka, 1993).

Tim bu zengin igeriginden dolay1 ari siitiiniin, antioksidan ve noroprotektif
etkileri, enflamasyon ve oksidatif stres tizerine etkileri, iireme sistemi {iizerine

destekleyici etkileri bulunmaktadir.

2.2.2. An Siitiiniin Antioksidan ve Noroprotektif Etkileri

Ar sitiniin antioksidan ve noroprotektif etkileri arasindaki iligkiye
odaklanan bir¢ok arastirma bulunmaktadir. Mohamed ve arkadaslari, yaygin olarak
kullanilan sentetik bir azo boyasi olan tartrazininin olast norotoksik etkisini ve ar1
stitiiniin potansiyel modiilator roliinii arastirarak, tartrazin alan sigcan grubunda
antioksidan biyobelirtegclerde bozulmalarin yani sira beyin korteksinde ¢ok sayida
apoptotik hiicre ve beyin nérotransmitter konsantrasyonunda siddetli bir azalma
gozlerken, ar1 siitii ile birlikte yapilan tedavinin, antioksidan biyobelirtegleri ve
norotransmiter seviyelerini iyilestirdigini goézlemislerdir (Mohamed, Galal, & Elewa,
2015). Aslan ve arkadaslari, ar1 siitlinlin oksidatif stres iizerindeki noétralize edici
etkisi ile norotoksisite arasindaki iliskiyi inceleyerek, tavsanlarda deneysel omurilik
yaralanmasindan sonra ar1 siitliniin ikincil noronal hasar1 azalttigini1 bildirmislerdir.
(Aslan ve ark., 2012). Bu calismada ar siitii ile tedavinin, lipid peroksidasyonu
onledigi ve endojen enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidatif savunma
sistemlerinin diizeylerini arttirdig1, omurilik yaralanmasinin neden oldugu apoptotik
hiicre sayisinin 6nemli Ol¢lide azaldigini gozlemislerdir. Ayrica arastirmacilar,
kontrol grubuna kiyasla ar1 siitii grubunda istatistiksel olarak daha yiiksek askorbik
asit seviyeleri kaydettigi igin, ar1 siitiiniin oksidatif strese karst koruyucu etkisinin
askorbik asit ile iligkili olabilecegini 6ne stirmiiglerdir (Aslan ve ark., 2012). Teixeira
ve arkkadaglari, ar1 siitlinlin antioksidan ve noroprotektif etkilerinin varligin1 ancak
direngli ve soguk stres kosulunda gosterebilecegini One siirmiistiir. Arastirmacilar
striatum bolgesinde gozlemlenen art siitiiniin antioksidan aktivitesinin, agirlikli
olarak striatumda ifade edilen reseptorler (A2A adenosin reseptorleri) araciliiyla
noronal fonksiyonlar1 diizenleyebilen adenosin monofosfat N1-okside (ar1 siitliniin

essiz bilesigi) karsilik gelebilecegini belirtmislerdir. Bunun yanisira bu reseptor
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aktivasyonlarinin apoptozu da onleyebilecegini bildirmislerdir (Teixeira ve ark.,
2017).

Arn sitiiniin noérolojik bozukluklar tizerindeki etkilerini arastirmak igin
hayvan modelleri iizerinde de cesitli calismalar yapilmistir. Yaslanma siireci
nedeniyle, zayif zihinsel performans durumu ve Alzheimer hastaligi gibi
norodejeneratif hastaliklar yashilar arasinda en yaygin olanlaridir. Ar siitiiniin,
noroprotektif etkisi ile zihinsel islevleri uyardig diisiiniilmektedir. Glinliik ar1 siitii
alimmin, bal arilart ve sicanlarda hafiza yeteneklerini ve G6grenme becerilerini
pekistirdigi bildirilmistir (Zamani, Reisi, Alaei, & Pilehvarian, 2012). Ayrica, bu
dogal {irlin, noron gelisimini de uyararak hipokampiisteki graniil hiicrelerinin
yenilenmesini indiikler ve merkezi sinir sistemini oksidatif yaralanmalara kars1 korur
(Cihan, Arsav, & Gocen, 2012; Hattori, Nomoto, Fukumitsu, Mishima, & Furukawa,
2010). An sitii alimi, menopoza bagli norolojik bozukluklarin hafifletilmesinde de
etkilidir. Bununla birlikte, kolesterol ve beta-amiloid diizeylerini azaltmasi, dstrojen
diizeylerini arttirmasi ve kan-beyin bariyerini iyilestirmesi, ar1 siitiiniin néroprotektif
etkileri arasindadir (Hattori ve ark., 2006). Zhang ve arkadaslari, Kkolesterolle
beslenen tavsanlarda saflastirilmis ar1 siitii peptitlerinin beta sekretazin diizenlenmesi
yoluyla B-amiloid 40 ve 42'yi inhibe edebilecegini ve Alzheimer hastaligi gibi
hastaliklar1 iyilestirmede faydali olabilecegini, ayrica kolin asetiltransferazin
artmasiyla iligkili olarak viicut agirligi, lipid, beta-amiloid ve asetil-kolinesteraz
diizeylerinin azaldigin1 gozlemislerdir (Zang ve ark., 2019). Pyrzanowska ve
arkadaslari, yash sicanlara 8 hafta boyunca giinde iki kez 50 veya 100 mg/kg art siitii
tozu gastrik gavaj yoluyla uygulayarak, kontrol gruplarina gore 50 mg/kg toz ile
tedavi edilen siganlarda, hafiza performansinda 6nemli bir gelisme gozlemislerdir
(Pyrzanowska ve ark., 2014). Sunulan bir diger calismada, 82 giinliik ar1 siiti
alimindan sonra ovaryumlar1 alinmis siganlarda uzamsal hafiza ve depresyon benzeri
davraniglar degerlendirilmis ve bu dogal iriiniin, hafiza performanslarmi ve

depresyon benzeri davranislari iyilestirdigini gézlemlemislerdir (Ito ve ark., 2011).

2.2.3. Ar siitiiniin Enflamasyon ve Oksidatif Stres ile Tliskisi

Enflamasyon ve oksidatif stres, kanser onleyici ajanin neden oldugu

toksisitelerle yakindan iligkilidir (Hajra, Patra, Basu, & Bhattacharya, 2018;
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Pugazhendhi, Edison, Velmurugan, Jacob, & Karuppusamy, 2018). Ar siitiiniin
cesitli fizyolojik ve patolojik kosullar altinda inflamasyon ve oksidatif stresin
diizenlenmesinde 6nemli rolii oldugu ve ilgili molekiillerdeki olumlu degisikliklerin
ar1 siitii tarafindan modiile edildigi bildirilmektedir (Kolayli ve ark., 2016; Yang ve
ark., 2018).

Oksidatif stres, ¢esitli organ ve doku bozukluklar1 dahil olmak iizere patolojik
durumlarla iliskilidir (Daenen ve ark., 2018; Matsuzaki, & Ochiya, 2018) bununla
birlikte antioksidanlarin oksidatif stresin neden oldugu hasari Onledigi tahmin
edilmektedir (Schmidt ve ark., 2015; Valko, Rhodes, Moncol, Izakovic, & Mazur,
2006). Glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz
(SOD) ve glutatyon-S-transferaz (GST) bilinen endojen antioksidanlar ve
antioksidan parametreleridir (Schmidt ve ark., 2015).

Yapilan calismada, yaygin olarak oksidatif stresin biyobelirtegleri olarak
kullanilan malondialdehit (MDA) diizeylerinin Cis (cisplatin/cis-
diamminedichloroplatinum) ve ari siitii ile tedavi edilen sigcanlarin bobrek veya
karaciger dokularinda, yalniz Cis ile tedavi edilenlere kiyasla 6nemli 6l¢iide diistik
oldugu gosterilmistir (Khoubnasabjafari, Ansarin, & Jouyban, 2015). Bir diger
aragtirmada, farelerin bobrek dokularindaki GSH ve MDA diizeylerinde benzer
anlamli degisiklikler gozlemislerdir (Yapar, Cavusoglu. Orug, & Yalgin, 2009).
Ayrica, art slitiinlin anti-kanserojenik ajan olan bleomisin ile tedavi edilen siganlarin
akciger dokusunda, artan MDA seviyesini diisiirdiigii bildirilmistir (Zargar ve ark.,
2017). Bununla birlikte, Siklofosfamid ve ar1 siitii uygulanan siganlarda, prostattaki
glutatyon peroksidaz-(GSH-Px) diizeyinin yalnizca siklofosfamid uygulananlara gore
anlamli olarak daha yiiksek oldugu (Abdel-Hafez, Rifaai, & Abdelzaher, 2017),
bleomisin ile tedavi edilen siganlarin akcigerinde de benzer bulgularin gbzlendigi
bildirilmistir (Zargar ve ark., 2017). Metotreksat (MTX) ile tedavi edilen sicanlarda,
MTX ve an siitii ile kombine tedavi edilen gruptaki plazma MDA seviyeleri,
yalnizca MTX ile tedavi edilen gruptakilerden 6nemli Olclide daha diisiik, plazma
siiperoksit dismutaz (SOD) ve GSH-Px seviyelerinde ise anlamli bir artis gozlenir
(Kaynar ve ark., 2012). Bu sonuglar ¢esitli kanser dnleyici ajanlarin neden oldugu

oksidatif strese kars1 ar1 siitiiniin bir antioksidan olan roliinii desteklemektedir.
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Sigan prostat dokularinin endotelyal hiicrelerinde, siklofosfamid ve art siitii
ile tedavi edilen gruptaki eNOS ifadesi, siklofosfamid grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide
daha diisiik bulunmustur (Chen ve ark., 2018).

Enflamasyon ile ilgili olarak, siklofosfamidin (CP) sicanlarda c-reaktif
protein (CRP) ve tiimoér nekroz faktorii (TNF)-a'nin serum seviyelerini arttirdigi;
bununla birlikte, tedavi 6ncesi, mide tiipii ile 14 giin boyunca oral ar1 siitii (300 mg)
uygulanan ve sonrasinda siklofosfamidin uygulanan sicanlarda bdyle bir artis
gozlenmedigi bildirilmistir (Abdel-Hafez ve ark., 2017). Bununla birlikte, bleomisin
ile tedavi edilen siganlarin bronkoalveolar lavaj sivisindaki (BALF) TNF-a
seviyelerinde benzer bir sonug bildirilmistir (Zargar ve ark., 2017).

An siitiiniin insan ve hayvan diabetes mellitus modelinde de antioksidan
etkileri belirlenmistir. Ancak ar1 siitiinlin hem in vitro hem de in vivo modellerde
bulunan antioksidan o6zelliklerine ragmen, etkinligini dogrulayan insan iizerinde
sadece birka¢ ¢alisma mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada, tip 2 diyabetli goniillii 50
kadina 8 hafta boyunca rastgele ar1 siitii (glinde bir kez 1000 mg) veya plasebo
verilmistir. Tedavi Oncesi ve sonrasi glisemik ve antioksidatif/oksidatif kan
parametreleri belirlenerek, plaseboya kiyasla ar1 siitii destekli grupta aglik kan sekeri
(FBG) ve serum glikosillenmis hemoglobin (HbAlc) seviyelerinde azalma ve artan
insiilin ~ konsantrasyonu belirlenmistir  (Pourmoradian, Mahdavi, Mobasseri,
Faramarzi, & Mobasseri, 2014). Benzer sekilde, tip 2 diyabetli 46 hastaya ar1 siitli (8
hafta boyunca 1000 mg, giinde 3 kez) veya plasebo verilerek, ar1 siitli grubunda,
plasebo grubuna kiyasla antioksidan kapasitesinin arttig1 kaydedilmistir (Shidfar ve
ark., 2015).

Ayrica diyabet hayvan modeli kullanilarak, ar1 siiti takviyesi sonrasi
oksidatif-antioksidan ve biyokimyasal parametrelerin yani sira histopatolojik
degisikliklerde iyilesmeler gozlenmistir (Ghanbari, Nejati, & Khazaei, 2016).
Sonuglar tip 2 diyabetin patogenezinde dolayl1 olarak reaktif oksijen tiirlerinin roliinii
dogrulamistir. Bu durumda ari siitiiniin, antioksidan etkisiyle insiilin direncini
tyilestirebilecegi ve ar siitii ile takviyenin diyabetik hastalar i¢in faydali olabilecegi
distiniilmektir. Ancak ar siitii etkisinin diyabetik parametreler tizerindeki kesin

mekanizmasini netlestirmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.
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2.2.4. An Siitiiniin Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Disilerde Ostrojen, genital organlarin farklilasmasi, gelismesi ve ovogeneziste
anahtar role sahiptir (Shirwalkar, Modi, & Maitra, 2007). Ar siitdi, 5 ila 15 giinlik
isci bal arilan tarafindan salgilanan en Onemli iirlinlerden biridir (Fujita ve ark.,
2013). Yukarida da belirtildigi gibi, antitimor etkisi, antioksidan aktivite ve
menopoz semptomlarmin ve infertilitenin iyilestirilmesi gibi sagligi tesvik edici
Ozelliklere sahiptir (Pavel ve ark., 2011). Ar siitiinde Ostrojen reseptdrlerine (ER'ler)
B-baglanma aktivitesi gosteren dort doymamis yag asidi bilesigi vardir (10H2DA,
2DEA, 10HDA ve 24MET) ve bu bilesikler, gen ekspresyonu ve hiicre
proliferasyonunda degisikliklere yol acan ER'ler ile etkilesimlerin aracilik ettigi,
ostrojenik etkiler sergiler (Suzuki ve ark., 2008). Bununla birlikte, ar1 siitii eksojen
Ostrojenin erkek tireme sistemi lizerindeki zararli etkilerini engeller (Nakaya ve ark.,
2007).

Yapilan ¢alismalar, ar1 siitii tedavisinin, koyunlarda plazma progesteron
seviyelerini arttirdigi, gebelik orani ve kuzulama oranmi iyilestirmede etKkili
oldugunu bildirmektedir (Husein, & Kiridli, 2002; Kridli, & Al-Khetib, 2006).
Ancak, ari siitiiniin lireme fonksiyonu lizerindeki etki mekanizmasi tam olarak agik
degildir, hormon sekresyonlarini degistirerek veya hormon benzeri bilesikler icererek
etkilerini gosterebilecegi diistiniilmektedir (Husein ve ark., 2002). Bununla birlikte,
in vitro fertilizasyon (IVM) sirasinda koyun oositlerinin 10 mg/mL art siitii ile
muamelesinin, hem oosit hem de kumulus hiicrelerinde antioksidan enzimlerin
artmasina bagl olarak, oosit maturasyon hizinin, déllenme hizinin ve blastosist
olusumunun arttigin1 goézlemislerdir (Eshtiyaghi, Deldar, Pirsaraei, & Shohreh,
2016). Bal ile birlikte ar1 siitii tedavisinin astenozoospermiye bagli infertilite
tedavisinde etkili bir yaklagim olabilecegi de bildirilmistir (Abdelhafiz, & Muhamad,
2008).

Sunulan bir ¢alismada, olgunlagsmamis disi sicanlara farkli dozlarda art siitii
verilmesi, serum steroid hormonlarinda, viicut, genital kanal ve ovaryum
agirliklarinda dikkate deger artisa yol agmistir. Bu sonuglar, 6strojenik etkilerinin bir
sonucu olarak, ar1 siitiiniin hem ovaryum hem de genital kanallar iizerinde yararh
iireme etkisine sahip olabilecegini diistindiirmektedir (Mishima ve ark., 2005). Daha

once yapilan arastirmalar, ergin olmayan kemirgenlerde diyette ostrojenik
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bilesiklerin tliketilmesinin disinin cinsel olgunlagmasin1 destekledigini gostermistir
(Thigpen ve ark., 2003). Boceklerde, an siitiinde farkli biyoaktif bilesiklerin, hiicre
biliyiimesini, hiicrenin hayatta kalmasin1 ve hiicre farklilasmasimi destekledigi
bildirilmistir (Ramadan, & Al-Ghamdi, 2012). Sunulan bagka bir ¢alismada ise, ar1
stitii ile tedavinin, luteal fazda progesteron seviyelerindeki bir artig ile iligkili olarak
ovulasyon oranin1 olumlu yonde etkileyebilecegi gosterilmistir (Husein, & Kridli,
2002).

Kridli ve arkadaglari, ar1 siiti uygulamasinin, Ostrusun baslangicina kadar
olan aralikta folikiiler gelisim ve biiylime iizerindeki etkilerinin az oldugunu
bildirmistir (Kridli ve ark., 2003). Ayrca ar siitii, folikiil gelisimini ve biiylimesini
artirarak davranigsal Ostrus, liiteinizan hormon (LH) dalgalanmasi ve ovulasyonu
uyarmak i¢in gerekli dstradiol sekresyonunu saglamaktadir (Husein, & Kridli, 2002;
Ghanbari ve ark., 2018) .

Arn siitiiniin antioksidan etkisi de erkek iireme sistemi iizerinde genis capta
incelenmistir (Ghanbari ve ark., 2016).

Ovaryumda nitrit oksit (NO) iretiminin, 00sitin olgunlasmasinda ve
ovulasyonda 6nemli bir rol oynar. Ayrica, ovulasyon sirasinda NO, ovulasyon i¢in
gerekli olan folikiil duvarmmin somatik hiicreleri i¢in bir sinyal islevi gérmektedir
(Jablonka-Shariff, & Olson, 1998). Ancak sunulan bir ¢alismada (Ghanbari ve ark.,
2018) ergin olmayan disi sicanlarda serum NO seviyelerinin, ar1 siitii uygulamasiyla
onemli olgiide azaldigi bildirilmistir. Serum NO'daki bu azalmanin, serumda artan
Antioksidan giicii (FRAP) ile iliskili olabilecegi diisiinilmektedir. Silici ve
arkadaglari, Cisplatin ile tedavi edilen siganlara ari siitii (100mg/kg) verilmesinin
antioksidan enzim aktivitelerini (SOD), katalazi (CAT) ve glutatyon-peroksidazi
arttirdigini, malondialdehit  diizeylerini ise azalttigi1  gostermistir  (Silici,
Ekmekcioglu, Eraslan, & Demirtas, 2009). Sonugta ar1 siitiiniin uygun sekilde
uygulanmasinin, antioksidan ve dstrojenik etkileri nedeniyle kadinlarda dogurganlig

etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

2.2.5. Ostrojenik EtKi

Ar siitliniin Ostrojenik etkisi hem in vitro hem de in vivo yapilan pek ¢ok

calismada gosterilmistir. Bu etki, ar1 siitiinliin Ostrojen reseptor (ER) etkilesimiyle
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saglanir. Sicanlarda giinliik ar1 siitii uygulamasi, ovaryum hormonlarini ve folikiiler
gelisimi destekleyerek dogurganlik parametrelerini iyilestirir ve oosit maturayonunu
destekler (Eshtiyaghi ve ark., 2016). Ayrica, ekzojen progesteron ile birlikte ar siitii
uygulamasinin, Ivesi koyunlarinda gebelik oranini1 ve dstrojenik yanit1 benzer sekilde
arttirdig1 gosterilmistir (Husein, & Kridli, 2002).

Ar siitiiniin, hayvanlarda dol verimini  arttirdiginin -~ kanitlanmasiyla,
insanlarda da dogurganligi olumlu yonde etkileyebilecegi diisiiniilmektedir
(Abdelhafiz, & Muhamad, 2008).

Arn sitiiniin - erkeklerde sperm, kadinlarda oosit kalitesini arttirarak
dogurganligi olumlu yonde etkiledigi (Lewis, 2004), kadin ve erkek infertilitesi
acisinda onemli oldugu bildirilmistir (Ghanbari ve ark., 2018). Ayrica bal ve ar1 siitii
karisiminin intravajinal uygulamasi, spermlerde motiliteyi arttirmakta ve fetal
membranlar iizerinde kollajen benzeri bir tesvik edici etki ile kadin infertilitesini
tedavi etmedeki etkisi vurgulanmistir (Abdelhafiz, & Muhamad, 2008).

An sitiniin diyetlerle tiiketiminin, yag asitleri, 6zellikle 10-hidroksil-2-
dekenoik asit igerigi nedeniyle ovogenezis iizerinde olumlu bir etki gosterdigi
bildirilmistir. Bu bilesik Ostrojen sentezini arttirir ve serum FSH ve LH seviyelerini
diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica, 10-hidroksil-2-dekenoik asit, yaslanmaya baglh
follikiil rezervini korunmasinda ve hormonal regiilasyonun saglanmasinda oldukca
etkilidir (Imai ve ark., 2012).

Ovarektomi uygulanan siganlar iizerinde yapilan arastirma, ar siitiiniin ERa
ve ERP'y1 baglamak i¢in E2 ile rekabet ettigini, ancak afinitesinin fitodstrojenler
veya dietilstilbestrol ile karsilastirildiginda daha zayif oldugunu gosterdi (Lercker,
Capella, Conte, Ruini, & Giordani, 1982). Ayrica MCF-7 hiicrelerinde 100 mg/ml ar1
stitiinlin, gen transkripsiyonunu arttirarak VEGF ifadesini diizenledigi, 20 mg/kg
dozdaki ar1 siitiiniin ise hem uterusta hem de beyinde 17p-estradiol ifadesini
etkiledigi belirlenmistir (Mishima ve ark., 2005).

Klinik bir ¢alisma, ar1 siitiniin (1 g/giin) oral yoldan verilmesinin, ergin
kadinlarda adet Oncesi sendromun siddetini azaltabildigini ve yasam Kkalitesini
tyilestirebildigini géstermistir (Taavoni, Barkhordari, Goushegir, & Haghani, 2014).

Ayrica menopoz siiresince Ve menopoz sonrast donemdeki kadinlarda ar1 siitiiniin,
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kadinlarin en sik sikayetlerinden biri olan genitoiiriner sendromunu iyilestirdigi
bildirilmistir (Seyyedi, Rafiean-Kopaei, & Miraj, 2016).

Ar siitii takviyesinin amaglarindan biri de menopoz sonrasi donemde yasam
kalitesini iyilestirmektir. Sharif ve arkadaslari, yaslar1 45 ile 60 arasinda degisen
toplam 200 kadinin dahil oldugu calismada, 2 ay boyunca bir gruba ar siitii kapsiilii
(glinliik 1 g), diger bir gruba ise plasebo ilaglar1 vererek. 8 haftalik ar1 siitii alimindan
sonra menopoz belirtilerinin plasebo grubuna kiyasla énemli bir diisiis kaydettigini
belirlediler (Sharif, & Darsareh, 2019). Ayrica 42 postmenopozal kadinlardan
rastgele bir gruba 800 mg dekstrin, diger bir gruba 800 mg enzim igeren ar1 siitii 3 ay
boyunca verildiginde, ar1 siitii grubunda hem kaygi diizeyi hem de sirt agrisinin

plasebo grubuna gore 6nemli 6lglide azaldig1 goriilmistiir (Asama ve ark., 2018).

2.2.6. An Siitii ve Kanser iliskisi
2.2.6.1. Anti kanser etkisi

Arn siitiinin - diger faydali etkileri, timor hiicrelerinin  biiyiimesinin
inhibisyonu, tiimorle iligkili anjiyogenez ve bagisiklik  fonksiyonlarinin
aktivasyonundan olusur. Kanser, yasli popiilasyonda sik goriilen bir patolojidir ve
kansere bagli yorgunluk, bu hastalarin yasam Kkalitesini daha da disiiren bir
komplikasyondur. Bu durumlarda, semptomlart minimum yan etki ile iyilestirmek
icin tamamlayict tip degerli bir se¢cimdir. Mofid ve arkadaslari, kanser hastalarinin
%350'sinin kansere bagli yorgunluk yasadigini ve hem ar siitii hem de islenmis bal
uygulanmasinin semptomlar: hafifletebilecegini bildirmislerdir. 26 hastaya bir ay
boyunca giinde iki kez 5 ml ar1 siitii, 5 ml islenmis bal ve bunlardan olusan kombine
tedavi uygulanmis ve arastirmanin sonucunda, bal alimmin a1 siti ile
desteklenmesinin kansere bagli yorgunlugun iyilestirilmesinde daha etkili oldugu
bildirilmistir (Mofid ve ark., 2016).

Kadinlarda en sik goriilen kanserler jinekolojik kanserlerdir. Menopozda ise
en sik goriilen kanser tiirli meme kanseridir ve ar1 siitli kanserde tamamlayici tedavi
olma ozelligindedir. Bisfenol A (BPA), 6strojenlerle yapisal bir benzerlik gosteren,
diinya capinda en yaygin kimyasallardan biridir. Bu 6zellik, BPA'nin insan dstrojeni
ile iliskili reseptdr y'ye (ERRY) giiclii bir sekilde baglanmasina izin verir (Takayanagi

ve ark., 2006). Bu kosullarda BPA, zamana ve doza bagli olarak meme kanseri i¢in
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bir risk faktoridiir. Nakaya ve arkadaslari, MCF-7 hiicre hatlarma ar1 siiti
uygulayarak BPA'nin hiicre ¢ogalmasini tesvik edici etkisini inhibe ettigini, BPA'nin
yoklugunda ise ar siitiiniin hiicresel ¢ogalmay1 etkilemedigini bildirmistir. Ek olarak,
ar1 siitiiniin bu anti-kanser etkilerine, ostradioliin Ostrojen reseptoriine baglanmasi
yoluyla degil, hiicre proliferasyonunda &stradiol ile ilgili sinyallesmenin
baskilanmasi yoluyla aracilik etmistir ( Nakaya ve ark., 2007).

RJP30, amonyum siilfat ile ¢okeltilerek elde edilen bir ar1 siitii fraksiyonudur.
In vitro olarak bu fraksiyon insan servikal karsinom hiicreleri (HeLa hiicre soyu) i¢in
sitotoksiktir. Yapilan bir ¢aligmada, insan servikal karsinom hiicrelerine RJP3o
uygulamasindan 7 giin sonra, hiicresel yogunlugun yaklagik 2,5 kat azaldigi
goriilmistiir (Salazar-Olivo, & Paz-Gonzalez, 2005). Shirzad ve arkadaslari, 28
erkek Balb/c faresinde tiimor olusturarak hayvanlara farkli dozlarda ar siitii (100,
200 veya 300 mg/kg) uygulamiglar ve timor boyutunun, 5. giinden itibaren her 2
giinde bir Olgerek, timor boyutunda onemli bir azalma goézlemislerdir (Shirzad ve
ark., 2013).

Arn siitiinin rahim agzi kanserinde hormona bagli anti-kanser etkisi
belirsizdir, ancak baska bir ari iriinii olan ar1 ekmeginin rahim agzi kanseri
hiicrelerinin tiimdr olusturmasini engelledigi rapor edilmistir (Sobral ve ark., 2017).
Bununla birlikte, sadece ar1 siitii uygulamasinin kanser iizerine direkt bir inhibisyon
etkiside heniiz bildirilmemistir. Sunulan bazi ¢alismalar, ar1 siitiiniin astrositom,
glioblastoma multiforme ve astroglia kanser hiicrelerinde, timor gelisimini
baskilama egiliminde oldugunu gosterse de, bu anti-kanser etkileri yeterli sayida
calisma yapilmamasindan dolayi birincil dncelikli olarak kabul edilemez ve ar1 siitii
monoterapisi Onerilemez (Borawska ve ark., 2014; Filipi¢ ve ark., 2015). Bununla
birlikte ar1 siitiiniin ve IFN-a'nin kombine tedavisinin kolorektal kanser hiicre hatti
(CaCo-2) i¢in anti-proliferatif bir aktivite gosterdigi bildirilmistir (Filipi¢ ve ark.,
2015).

Meme kanserinin fare modelinde yapilan in vivo bir ¢alismada, oral yolla
verilen ari siitlinilin, bir profilaktik-terapdtik yontem olarak tiimor biiylimesini 6nemli
Olclide engelledigi, bununla birlikte tiimdr hiicresi inokiilasyonunun ardindan verilen

ar1 siitiiniin bdyle bir anti-kanser etkisi gostermedigi belirlenmistir (Zhang, Shao,
Geng, & Su, 2017).
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Arn siiti uygulamasi ve hayatta kalma arasindaki iliski ile ilgili olarak; ar1
stitii uygulamasinin kontrol grubu hayvanlara kiyasla fare Ehrlich asit timor
modelinde doza bagli olarak hayatta kalma siiresini uzatabilecegi bildirilmistir
(Bincoletto ve ark., 2005).

An siitiiniin  kendine has bilesiklerinden biri olan ve cesitli biyolojik
aktivitelere sahip 10-Hidroksi-2-Dekenoik Asitin de (10-HDA) anti-kanser
etkisinden sikga bahsedilmektedir (Makino ve ark., 2016) (Sekil 1).

0]

" \/\/\/\/\/\
OH

Sekil 1. I0HDA’nin molekiiler yapisi

Arn stitiindeki 10-HDA igeriginin %0.8-6.5 oldugu bildirilmektedir, ayrica 10-
HDA diger ar tirlinleri de dahil olmak {izere baska hi¢bir dogal hammaddede tespit
edilmedigi i¢in ar siitiiniin benzersiz bir bileseni olarak bilinir (Honda ve ark., 2015;
Kanelis ve ark., 2015; Kolayli ve ark., 2016). 10-HDA'nin 16semi ve asit
timorlerinde anti-kanser etkileri ilk olarak yaklasik 60 yil once rapor edilmistir
(Townsend ve ark., 1960). Fare 16semi, 6CSHED lenfosarkom, TAS meme
karsinomu ve Ehrlich karsinomlu farelerde yapilan ¢alismada 10-HDA'nin dort tip
malign hiicrede tiimdr olusumunu tamamen 6nledigi belirtilmistir (Townsend ve ark.,
1960). Ayrica, 10-HDA'min inflamatuar fonksiyonlar1 ve oksidatif stresin
diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugu bildirilmektedir (Borawska ve ark., 2014).
Buna karsilik, daha 6nce de belirtildigi gibi ar siitiiniin meme kanser hiicrelerinde
Bisfenol A ile indiiklenen proliferasyonu inhibe ettigini gdsteren ¢aligmalar olsa da,
10-HDA'nin benzer anti-proliferatif aktivite gostermedigi belirtilmistir (Nakaya ve
ark., 2007). 10-HDA'nin anti-kanser etkileri veya biyolojik aktiviteleri hakkinda
caligmalar yetersizdir. Bu nedenle, terapdtik bir ajan olarak 10-HDA'nin faydasini ve
sinirlamalarin1 dogrulamak icin daha fazla malignite tiirlinde, molekiiler seviyelerde

daha ayrintili bir analiz gerekmektedir.
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2.2.7. An Siitiiniin Kanser Tedavisine Bagh Toksisiteye Kars: Etkileri

Kemoterapi, timor 6zgiinliigiiniin olmamas1 ve bunun sonucunda normal
dokular iizerindeki etkileri nedeniyle, genellikle kemik iligi baskilanmasi,
gastrointestinal sistem bozukluklari, bobrek ve karaciger fonksiyon bozuklugu gibi
cesitli olumsuz olaylara yol agar. Semptomlar ve etki siddetinin bireye baglh
olmasma karsin, sistematik kanser tedavisinin neden oldugu yan etkiler
kagimilmazdir. Anti-kanser tedavilerinin neden oldugu olumsuz olaylarin insidansini
ve siddetini azaltmak, kanserli hastalarin yasam kalitesi agisindan biiyiik onem
tasimaktadir. Bazi anti-kanser ajanlarinin, diisik dozda uygulandiklarinda bile,
onemli yan etkilere neden oldugu bildirilmektedir (Khan ve ark., 2004; Porta ve ark.,
2014). Bu nedenle, toksisiteleri azaltan ajanlarin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir ve
giiniimiizde de kanser arastirmalarmin ana konularindan biridir. Buna ek olarak,
birgok arastirmaci, terapotik dogal maddeler ile farmakoterapiye 6zel olarak dnem
vermektedir.

Bleomisin ile tedavi edilen hastalardaki en ciddi yan etkilerden biri olan
pulmoner fibroz, yalmzca yasam Kkalitesinin azalmasiyla degil, ayn1 zamanda
oliimciil solunum rahatsizligiyla da iligkilidir. Siganlarda, bronkoalveolar lavaj
stvisindaki  proinflamatuar ve profibrotik sitokinlerin hiicre sayis1 ve igerigi,
intratrakeal bleomisin (7.5 1U/kg) uygulanmasiyla arttirilmigtir ancak bleomisin
uygulamasindan 6nce ardisik 7 giin boyunca ar1 siitiiniin (50 ve 100 mg/kg) oral yolla
verilmesiyle tersine ¢evrilmistir (Zargar ve ark., 2017). Ar siitiiniin ayrica bleomisin
ile tedavi edilen siganlarda serum testosteron seviyesini ve sperm parametrelerini
iyilestirdigi de bildirilmistir (Amirshahi, Najafi, & Nejati, 2014).

Cisplatinin sentetik spektrumlu bir anti- nérotoksisite, alopesi ve yorgunluk
gibi gdzlemlenen ¢ok ¢esitli yan etkileri nedeniyle klinik yararlilik agisindan etkileri
sinirlidir. Bu yan etkilerden nefrotoksisite ve hepatotoksisite kanserli hastalar igin
oliimciil olabilmektedir (Cersosimo, 1993; Taguchi, Nazneen, Abid, & Razzaque,
2005). Sonug olarak, Cis'in neden oldugu bu biiyiik olaylarin baskilanmasi, ilacin
anti-kanser etkisini olumlu yonde etkiliyebilir. Nefrotoksisite ile ilgili olarak yapilan
calismalarda, deney hayvanlarinda ar1 siitiiniin Cis tedavileri sirasinda bobrek
fonksiyonu tizerine koruyucu etkiler gosterdigi bildirilmistir (Ibrahim, Eldaim, &

Abdel-Daim, 2016; Karadeniz ve ark., 2011; Silici, Ekmekcioglu, Kanbur, & Deniz,
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2001). Sunulan bir ¢alismada tek doz intraperitonal Cis enjeksiyonunu (7 mg/kg)
(2.15 £ 0.55 mg/dL) takiben 15 giin boyunca ardisik olarak oral yolla verilen ar1 siitii
dozu (300 mg/kg), sicanlarda serum kreatin seviyelerini tek basina Cis uygulananlara
gore (3.15 £ 0.50mg/dl) 6nemli 6l¢iide diistirmiistiir (p < 0.05) (Karadeniz ve ark.,
2011). Benzer sonuglarin elde edildigi baska bir ¢alismada, 6n tedavi olarak (1
mg/kg Cis intraperitoneal uygulamasindan 1 saat 6nce) 100 mg/kg ar1 siiti
uygulamasi tek basina verilen Cis tedavisinden sonra gozlenen iire, kreatinin ve tirik
asit dahil olmak iizere serum parametrelerindeki degisiklikleri olumlu yonde
etkilemigstir (Ibrahim ve ark., 2016). Ayrica, a1 siitliniin bir sigan modelinde Cis'in
neden oldugu testis hasarini da baskiladig: bildirilmistir (Silici ve ark., 2009). Bu
calismada, ar1 sitii verilmesi malondialdehit seviyesinde azalmaya ve siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon-peroksidaz aktivitelerinde artisa yol agtigi; ek olarak,
ar1 siitliniin antioksidan aktiviteleri nedeniyle Cis'in neden oldugu sperm toksisitesini
baskilayabilecegi bildirilmistir (Silici ve ark., 2009).

Bir bagka anti kanser ajani olan Siklofosfamid, kanser tedavisinde siklikla
kullanilan sitotoksik etkili alkilleyici bir ajandir. Bir sigan modelinde, ar1 siiti,
siklofosfamidin neden oldugu prostat kanseri hasarina (Abdel-Hafez ve ark., 2017)
ve folat yoluyla anti-kanser etkileri olan MTX tarafindan indiiklenen ince bagirsaga
verilen histolojik hasara karsi siganlarda antagonist aktivite ile onemli koruyucu
etkiler gostermistir (Kaynar ve ark., 2012).

Anti kanser aktivite gosteren bir baska bilesik Paklitaksel, Pasifik porsuk
agac1 Taxus brevifolia'dan ekstrakte edilir ve mikrotiibiillerin ayrilmasini engellemek
i¢in tiibiilin baglanmasi yoluyla aktivitesini gosterir. Geleneksel tedaviler i¢in yaygin
olarak ve gesitli malignite tiirlerinin tedavisi i¢in klinik denemelerde kullanilir
(Miyata ve ark., 2015). An siitii uygulamasinin yaygin 6dem, kanama, tikaniklik,
hiyalin ekstidalar1 ve nekroz gibi paklitaksel kaynakli histopatolojik hasara ve kreatin
kinaz seviyesinin kardiyak biyobelirteglerine karsi oksidatif ve nitrozatif stresin
baskilanmasi yoluyla korudugu bildirilmektedir (Malekinejad ve ark., 2016).

Ancak, hayvan modellerinde molekiiler hedefli terapi veya immiin kontrol
noktasi inhibitorleri tarafindan indiiklenen toksisitelere karsi ari siitiiniin koruyucu

etkileri hakkinda yeteri kadar bilgi bulunmamaktadir.
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2.2.8. An Siitiiniin Apoptoz ve Proliferasyon ile iliskisi

Apoptoz, hiicre biiziismesi, niikleer parcalanma, kromatin yogunlagmasi ve
kromozomal DNA pargalanmasi ile karakterize programlanmis bir hiicre olimi
tiridir (Wyllie, 1997). Birgok kemoterapotik ajan tiirii, sadece malign hiicrelerde
degil, ayn1 zamanda normal hiicrelerde de apoptozu indiikler. Cisplatin, siganlarin
bobrek ve Kkaracigerinde apoptozun oOnemli bir aracis1 olan kaspaz-3'in
ekspresyonunu 6nemli Ol¢lide artirir. Bununla birlikte, ar1 siitii tedavisi bobrek ve
karaciger dokularinin proksimal tiibiillerinde kaspaz-3 aktivitesini azaltmaktadir
(Karadeniz ve ark., 2011). Sunulan bir ¢alismada, bir apoptoz inhibitorii olan Bcl-
xL'nin, Cis ile tedavi edilen siganlarin bobrek ve karacigerinde kontrol siganlarina
gore daha diisiik oldugu ve bu azalmanin, Cis ve art siitii kombine tedavisi soucunda
geri kazanildigi gosterilmektedir (Karadeniz ve ark., 2011). Diger arastirmacilar,
siklofosfamidinin, siganlarin prostatik asinilerinin ¢gogunda apoptozun uyaricisi olan
Bax'in ekspresyonunu arttirdigini, Bax ekspresyonundaki bu artisin Cis ve ari
stitiiniin  birlikte uygulanmasiyla desteklemislerdir (Abdel-Hafez ve ark., 2017).
Ayrica, Bax immiinoreaktivitesinin modiilasyonu aracilig1 ile Cis‘in neden oldugu
bazi patolojik degisikler ar1 siitii tarafindan baskilanmistir (Abdel-Hafez ve ark.,
2017).

Yaygin olarak hiicre proliferasyonunun bir belirteci olarak kullanilan
bromodeoxyuridine (BrdU) ekspresyonunun, si¢anlarda Cispalatin uygulamasi ile
renal tiibiiler epitel hiicrelerinde baskilandigini bildiren ¢aligmalara karsin bu
degisikligin diyetle alinan ar1 siitli uygulamasi ile desteklendigi goriilmiistiir (Ibrahim
ve ark., 2016). Bu nedenle, hayvan modellerinde, ar1 siitii, proapoptotik aktiviteden
ve birka¢ normal dokuda gesitli anti-kanser ajanlarinin neden oldugu anti-proliferatif

etkilere kars1 koruyuculuk gosterir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Deneysel Prosediir

Hiicre Kiiltiirii ve Deneyin Uygulanmasi: Calismamizda kullanilan an siitii B.U.U
Aricilik Gelistirme-Uygulama ve Arastirma Merkezinden saf olarak temin edildi.
Skov-3 insan over adenokarsinoma hiicre soyundaki hiicreler yeterli sayida ¢ogalana
kadar %10 FBS ve %0,1 penicillin-streptomycin igeren McCoy (Alonso- Alconada
ve ark., 2020) besiyerinde, 37 °C ve %5 CO: igeren inkiibatdrde inkiibe edildi.
Hiicreler yeterli diizeyde ¢ogaldiklarinda 6’1 well platelere ekilerek ve %30
yayginliga ulasinca, 1000 mg ar1 siitii 10 ml distile suda ¢ézdiiriilerek hazirlanan stok
soliisyondan (Filipi¢ ve ark., 2015) uygun konsantrasyonlarda (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10
mg/ml, 20 mg/ml, 50 mg/ml) medyuma eklendi. Hiicreler ar1 siitii iceren

medyumlarda 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edildi.

3.1.1. Hiicre Canhhg Testi

Canlilik testi i¢in kontrol ve deney gruplarindaki hiicreler Tripsin (Gibco
25300054) ile ekili olduklar1 kuyucuklardan kaldirildi ve mL’de bulunan hiicre
sayis1, iizerinde {iclii gizgilerle ayrilmis 16 biiyiik kareden olusan 1mm? lik alan ve
0,1 mm derinlige sahip Thoma lam1 yardimiyla sayilarak 10.000 calisma faktorii ile
carpildi ve toplam hiicre sayisi belirlendi. Tripan Blue (Sigma T6146) ile 1:1
oraninda hiicre siispansiyonu hazirlandi ve Thoma lami iizerinde hiicreler sayilip

canli hiicre say1s1 tespit edildi.

Toplam hiicre sayisi- Olii hiicre sayist = Toplam canli hiicre sayist x 10.000

Toplam hiicre sayisi Toplam canli hiicre sayisi
100 X

Hiicre Canlilig1 %
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3.1.2. Iimmunositokimyasal Analiz

Canlilik testi sonucunda ar1 siitii dozlarinin, ovaryum kanser hiicre hatti

tizerindeki proliferatif ya da apoptotik etkilerinin belirlenmesi amaciyla;

-Proliferatif etkinin belirlenmesi i¢in; proliferasyon markirlarindan Ki-67 (Lab
Vision SP6) ve

-Apoptotik etkinin belirlenmesi i¢in; apoptoz markirlarindan aktif caspase-3 (Cell
Signaling ASP175-9661) ve aktif PARP-1R (Santa-Cruz Biotechnology, sc-23461-
R) kullanilarak, farkli doz ve siirelerde ar1 siitii uygulanan hiicrelerdeki ifadeleri
immunositokimyasal yontemle belirlendi. Ayrica hiicrelerdeki aktif caspase-3‘iin
ifadesi, DNA iizerindeki kiriklar ve apoptotik sinyallerin tespit edilmesi ydntemi
olarak bilinen TUNEL yontemi ile de dogrulandi.

Immunositokimyasal boyamanin uygulanmasi igin, yuvarlak lamel
yerlestirilmis 24 kuyucuklu plakalarm her bir kuyucuguna, 4x10* adet hiicre ekildi.
Hiicrelerin ekilmesinden sonra hiicrelerin tutunma durumlari kontrol edilerek,
medyumlarina farkli konsantrasyonlarda (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 50
mg/ml) hazirlanan ar siitii ilave edildi (Abandansari ve ark., 2018; Valiollahpoor-
Amiri, Deldar, & Pirsaraei, 2016). Hiicrelerin 24, 48 ve 72 saat sonra invert
mikroskop altinda morfolojik durumlari incelendi ve hiicrelerin medyumlari
cekilerek hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra hiicrelere immunositokimya boyama

prosediirii uygulandi (Yaba, Bianchi, Borini & Johnson, 2008).

o Yikama (PBS) 3x5

o Yuvarlak lamelleri well platelerden ¢ikarma ve hiicreler iiste gelecek sekilde lam
lizerine yerlestirme

Tespit (Paraformaldehit (Sigma: P6148) 15dk

o Yikama (PBS) 3x5

o Permeabilizasyon (% 0,1 Triton X-100 Sharlow TR0447) 10 dk

o Yikama PBS 3x5

o Bloklama 20 dk (Anti-rabbit IgG /MP 7401)

o Primer Antikor (Ki-67 (1/500), Aktif caspase-3 (1/200) , Aktif PARP-1R
(1/300)) 1 gece +4°C

(@]
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o Yikama (PBS) 3x5

o Sekonder Antikor (Anti-rabbit 1IgG /MP 7401) 30 dk

o Yikama PBS 3x5

o 3,3’- Diaminobenzidine (DAB) ( Invitrogen:00-2020) 5dk
o Zit Boyama (Harris Hemotoksilen) 30 saniye

o Cesme suyunda yikama (mavilesinceye kadar)

o Distile suda yikama 3dk

o  Well platelerden yuvarlak lamelleri ¢ikarma

o Hizlica seri alkollerlerden gegirme ve ksilolde parlatma

o Yuvarlak lamelleri entellan damlatilan lamlarin iizerine ters kapatma
o Isik mikroskobunda degerlendirme

3.1.3. Iimmunfloresan Boyama

Immunositokimyasal yontemin sonuglarina ek olarak ari siitii uygulanan
Skov-3 kanser hiicre hattinda Ki-67, aktif caspase-3 ve aktif PARP-1R’{in ifadeleri
immunfloresan (IF) boyama yontemiyle de desteklendi. Bu amagla;

Yuvarlak lamel yerlestirilmis 24 kuyucuklu plakalarin herbir kuyucuguna 4X10*
adet hiicre ekildi. Hiicrelerin tutunma durumlar1 kontrol edildi (1-2 giin) ve medyuma
farkli konsantrasyonlarda (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 50 mg/ml) ar
sitii ilave edilerek 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere

immunfloresan (IF) boyama protokolii uygulandi (Yaba ve ark., 2008).

o Yikama (PBS) 3x5

o Yuvarlak lamelleri well platelerden ¢ikarma ve hiicreler iiste gelecek sekilde
lam {izerine yerlestirme

o Tespit (Paraformaldehit (Sigma P6148) 15dk

o Yikama (PBS) 3x5

o Permeabilizasyon (% 0,1 Triton X-100) 10 dk

o Bloklama (% 0.5 BSA sc-2323) 1 saat

o Primer Antikor (Ki-67 (1/500), Aktif caspase-3 (1/200), Aktif PARP-1R
(1/300)) 1 gece +4°C

o Yikama (PBS) 3x5

30



o Sekonder Antikor (Alexa Fluor 488 Conjugate 4412S (1/2000)) 1 saat

karanlikta

o Yikama (PBS) 3x5
o Yuvarlak lamelleri Mounting Medium (DAPI-Ultracruz sc-24941) damlatilan

lamlarin lizerine ters kapatma

o Floresan mikroskobu altinda degerlendirme

3.1.4. TUNEL Yontemi

Hiicrelerdeki aktif caspase-3 ve aktif PARP-1R‘lin ifadesini dogrulamak
amactyla, DNA {izerindeki kiriklar ve apoptotik sinyallerin tespit edilmesi yontemi
olarak bilinen TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP
Nick End Labeling) yontemi, TUNEL Apoptozis Kit (Elabscience E-CK- A320)
icerisindeki protokole gore uygulandi.

Yuvarlak lamel yerlestirilmis 24 kuyucuklu plakalarin herbir kuyucuguna
4X10* adet hiicre ekildi. Hiicrelerin tutunma durumlar1 kontrol edildi (1-2 giin) ve
medyuma farkli konsantrasyonlarda (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 50
mg/ml) ar siitli ilave edilerek 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere

TUNEL yontemi uygulandi.

o Yikama (PBS) 3x5

o Yuvarlak lamelleri well platelerden ¢ikarma ve hiicreler iiste gelecek sekilde lam
lizerine yerlestirme

o %10 formaldehit ile fiksasyon 20dk

o Yikama (PBS) 15 dk

o Proteinaz K (Oda sicakligi) 10dk

o Yikama (PBS) 2X5 dk

o Triton X 100 (%0.1 lik) buz iizerinde 5 dk

o Karanlik chamber icerisinde TUNEL enziminin 1/3 oraninda diliisyon buffer ile
dilusyonu (5 pl’ye 45 ul label) 37°C 1saat.

o Pozitif kontrol preparatlarina DNase uygulamasi 37 °C, 10dk
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o Negatif kontrol preparatlara enzim (terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT))
ilave edilmeden sadece label solusyonunda karanlik etiiv igerisinde inkiibasyonu
(37°C 1 saat)

o Yikama (PBS) 2x5

o POD soliisyonu (ROCHE In Situ Cell Death Detection Kit POD 11684817910)
inkiibasyon 37 °C, 30 dk

o Yikama (PBS) 2x5

o 3,3’- Diaminobenzidine (DAB) 5dk

o Zit Boyama (Harris Hemotoksilen) 30 saniye

o Cesme suyunda yikama (mavilesinceye kadar)

o Distile suda yikama 3dk

o Well platelerden yuvarlak lamelleri ¢ikarma

o Hizlica seri alkollerlerden gegirme ve ksilolde parlatma

o Yuvarlak lamelleri entellan damlatilan lamlarin tizerine ters kapatma

o Isik mikroskobunda degerlendirme

3.2. Degerlendirme

Her bir doz ve siire sonunda ar siitii uygulanan hiicreler, immunositokimya,
immunfloresan ve TUNEL boyama sonrasi, bagimsiz iki goézlemci tarafindan
degerlendirildi.

-Proliferasyon indeksin hesaplanmasi; Ki-67 pozitif ve negatif hiicreler en az 3
lamelde rastgele secilen 5 farkli alanda sayilarak; Ki-67 pozitif hiicrelerin sayisi/total
hiicre sayis1 X100 olarak hesaplandi.

-Apoptotik indeksin hesaplanmasi; TUNEL, aktif caspase-3 ve aktif PARP-1R
pozitif ve negatif hiicreler en az 3 lamelde rastgele secilen 5 farkli alanda sayilarak;
apoptotik hiicrelerin sayisi/total hiicre sayisi X100 olarak hesaplandi (Birchall,
Winterford, Allan, & Harmon, 1995; Jain, Maheshwari, Alam, Mehdi, & Sharma,
2009; Macluskey ve ark., 2000).

3.3. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS 23.0 (Statiscal

Package For Social Sciences) programi kullanilarak yapildi. Istatistiksel farkliliklar
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Non-Parametrik Kruskal Wallis testi ile arastirildi. Gruplar arasindaki farkliligin
hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini belirlemek i¢in 2’1i bagimsiz degisken
arasinda istatistiki 6nemi analiz eden Mann-Whitney U testi kullanildi. Giiven
diizeyini gostermede p< 0,001, p< 0,05 simgeleri kullanildi (Godbole, Srinivasaiah,
& Skiena, 2007).
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4. BULGULAR

Sunulan tez ¢alismasinda art siitiiniin Skov-3 epitelyal over kanser hiicre hatti
tizerine gosterdigi proliferatif ve apoptotik etkiler incelenmis olup ¢alisma esnasinda;
-Hiicre canlilig: testi (Tripan Blue ile)

-Immunositokimya (Ki-67, Aktif caspase-3, Aktif PARP-1R )
-Immunfloresan (Ki-67, Aktif caspase-3, Aktif PARP-1R )
-TUNEL yontemleri uygulandi ve elde edilen sonuglar istatistiki olarak

degerlendirildi.

4.1. Hiicre Canhihg Testi

Skov-3 ovaryum kanser hiicrelerine 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml
ve 50 mg/ml ar siitii ilave edildi ve 24, 48, 72 saatlerde inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda tripan blue ile canlilik testleri yapildi. Kontrol ve deney gruplarinin canlilik
oranlart 10.000 ¢aligma faktorii ile ¢arpilarak canlilik degerleri % olarak belirlendi.

Buna gore tiim gruplarin canlilik degerlerinin yiizdeleri Tablo 2‘de belirtildi.

Tablo 2. An siitiiniin zamana ve doza bagimli hiicre canlilik degerleri (%).

Zaman/ Kontrol Img/mi 5mg/ml 10mg/ml 20mg /ml 50mg /ml
Doz (ul) Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE
24 saat 79,30+2,56 80,98+3,29 81,00+3,44 83,56+2,01 79,84+2,08 80,78+3,52
48 saat 79,80+2,12 80,56+2,71 80,40+2,79 82,52+1,99 82,16+2,30 78,58+1,82
72 saat 79,00+1,18 76,88+1,32 75,56+1,92 78,52+0,73 78,06+0,74 76,94+1,66

Siireye ve doza bagimli yapilan istatistiki degerlendirmede, tim gruplarda doz ve
stireye bagli olarak istatistiki 6nem gozlenmedi (p>0,05).

4.2. immunositokimyasal ve Immunfloresan Bulgular

4.2.1 Hiicre Proliferasyon Bulgulari

Skov-3 kanser hiicre hattinda ar1 siitiniin doza ve silireye bagimh
proliferasyon indeksi Ki-67 immunositokimya ve immunfloresan boyama yontemi
ile degerlendirildi. Immunositokimyasal ve immunfloresan boyamada Ki-67 ifadesi

hiicrelerin ¢ekirdeklerinde (Sekil 2, 3, 4, 5, 6, 7) gozlendi.
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Deneyin sonunda gruplararasi farkliliklar ve proliferatif indeks hem zamana hemde

doza bagimli olarak sirasiyla Tablo 3, 4, Grafik 1 ve 2’de sunuldu.

Doza bagimh yapilan degerlendirmede, Img/ml ar1 siiti dozunun 24 ila 48 saat
uygulamasi arasinda ve 48 ila 72 saat arasinda istatistiki bir fark gozlenmezken
(p=0,05), 72 saatlik ayn1 dozun uygulamasinin 24 saatlik uygulama siiresine kiyasla
hiicre proliferasyonunda anlamli bir azalmaya neden oldugu goézlendi (p< 0,05). Ar
sitiiniin Smg/ml, 10mg/ml ve 20 mg/ml’lik dozlarinin, siireye bagimli olarak hiicre
proliferasyonunu baskiladig belirlendi (p< 0,05). Ar siitiiniin 50mg/ml’lik dozunun
72 saat uygulamasinda ise, hiicre proliferasyonunun tiim doz ve zamanlar i¢inde en
diisiik proliferatif etkiyi gosterdigi gozlendi (p <0,05). (Tablo 3, Grafik 1, Sekil 2, 3,
4,5,6,7).

Tablo 3. Farkli zamanlarda doza bagimli Ki-67 immunreaksiyonu. Ayni siitunda farkli harfler istatistiki olarak énemlidir (p <
0,05).

Zaman/ Kontrol 1 mg/mi 5 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml 50 mg/ml
Doz (ul) Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE

24 saat 84,17+0,85 83,51+£0,47* | 83,75+1,64% 79,75+1,272 81,42+0,45° 69,79+,2,84°

48 saat | 82,55+1,91 79,08+41% 75,63+0,84° 74,92£1,59° 71,92+1,06° 70,45+4,07%

72saat | 80,68+1,72 76,15+1,28" 65,58+3,12° 68,27+1,55¢ 62,83+0,97 ¢ 51,33+0,82°
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Grafik 1. Farkli zamanlarda doza bagimli Ki-67 immunreaksiyonu. Dozlarda farkli harfler istatistiki olarak 6nemlidir (p <
0,05). s: saat.
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Sekil 2. 24 saat an siitii uygulamasi sonucu Ki-67 ifadesi. A: Kontrol grubu B: 1 mg/ml doz ari siitii, C: 5 mg/ml doz ar1 siitii,
D: 10 mg/ml doz an siitii, E: 20mg/ml doz ar siitii, F: 50 mg/ml doz ar siitii. Ok: Ki-67 negatif reaksiyon, ok basi: Ki-67
pozitif reaksiyon. Immunositokimyasal boyama. Bar 50 pm.

DAPI Ki-67 Cakistirma

Sekil 3. 24 saat ar siitil uygulamas: sonucu Ki-67 ifadesi. . A-B-C: Kontrol grubu, D-E-F: 50mg/ml doz ar1 siitii. A-D: DAPI
ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri, B-E: Ki-67 protein ifadesi C-F: Cakistirma. Immunfloresans boyama. Bar 50 pm.
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Sekil 4. 48 saat ar1 siitii uygulamasi sonucu Ki-67 ifadesi. A: Kontrol grubu B: 1 mg/ml doz ar siitii, C: 5 mg/ml doz ar siitii, D:
10 mg/ml doz ar1 siitii, E: 20mg/ml doz ar1 siitii, F: 50 mg/ml doz ar siitii. Ok: Ki-67 negatif reaksiyon, ok basi: Ki-67 pozitif
reaksiyon. Immunositokimyasal boyama. Bar 50 um.

DAPI Ki-67 Cakistirma

Sekil 5. 48 saat ar siitii uygulamasi sonucu Ki-67 ifadesi. A-B-C: Kontrol grubu, C-D-E-F: 50mg/ml doz ar siitii. A-D:
DAPI ile boyanan hiicre cekirdekleri, B-E: Ki-67 protein ifadesi C-F: Cakistirma. Immunfloresans boyama. Bar 50 pm.
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Sekil 6. 72 saat ar siitii uygulamasi sonucu Ki-67 ifadesi. A: Kontrol grubu B: 1 mg/ml doz ari siitii, C: 5 mg/ml doz ar siitii,
D: 10 mg/ml doz an siitii, E: 20mg/ml doz an siitli, F: 50 mg/ml doz an siitii. Ok: Ki-67 negatif reaksiyon, ok basi: Ki-67
pozitif reaksiyon. Immunositokimyasal boyama. Bar 50 pm.

DAPI Ki-67 Cakistirma

F

Sekil 7. 72 saat ar siitii uygulamasi sonucu Ki-67 ifadesi. A-B-C: Kontrol grubu, D-E-F: 50mg/ml doz ar1 siitii. A-D: DAPI ile
boyanan hiicre gekirdekleri, B-E: Ki-67 protein ifadesi C-F: Cakistirma. immunfloresans boyama. Bar 50 pm.

Arn siitii dozlarinin 24 saat uygulamasinin hiicre proliferasyonu iizerine etkisi;
Kontrol grubu ile 1 mg/ml ve 5 ml/mg’lik dozlar arasinda istatistiki bir fark
gbzlenmezken (p>0,05), 5Smg/ml’nin 50 mg/ml ile, 10 mg/ml ve 20 mg /ml’lik
dozlarin ise kontrol ve 50 mg/ml’lik dozlarla arasinda istatistiki bir 6nem belirlendi
(p< 0,05). Doz artisiyla hiicre proliferasyonun baskilandigi gézlendi (Tablo 4, Grafik
2,Sekil 2,3,4,5, 6,7).
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An siitii dozlarinin 48 saat uygulamasinin hiicre proliferasyonu iizerine etkisi;
Kontrol grubu ile 5mg/ml, 10mg/ml, 20mg/ml ve 50 mg/ml’lik dozlar arasinda
istatistiki bir 6nem belirlenirken (p< 0,05), 5 mg/ml art siiti dozunun 20mg/ml
arasinda istatistiki onem belirlenmistir. 10 mg/ml, 20 mg/ml ve 50 mg/ml a1 siitii
dozlar1 arasinda istatistiki énem gozlenmezken (p> 0,05), en diisiik proliferasyon
diizeyi sayisal olarak 50mg/ml ar1 siitli dozunda belirlendi (Tablo 4, Grafik 2, Sekil
2,3,4,5,6,7).

Arn siitii dozlarimin 72 saat uygulamasinin hiicre proliferasyonu iizerine etkisi;
Kontrol grubu ile 5mg/ml, 10mg/ml, 20mg/ml ve 50 mg/ml’lik dozlar arasinda
istatistiki bir fark belirlenirken (p< 0,05), en diisiik proliferasyon diizeyi 50mg/ml ar1
stitii dozunda gozlendi (p< 0,05) (Tablo 4, Grafik 2, Sekil 2, 3, 4, 5, 6, 7).

Tablo 4. Farkli dozlarin zamana bagimli Ki-67 immunreaksiyonu. Ayni siitunda farkl harfler istatistiki olarak énemlidir

(p=<0,05).
Zaman / Doz 24 saat 48 saat 72 saat
(1)) Mean+SE Mean+SE Mean+SE
Kontrol 84,17+0,852 82,55+1,912 80,68+1,72°
1 mg/ml 83,51+0,47% 79,08+4,13%° 76,15+1,282
5 mg/ml 83,75+1,64% 75,63+0,84° 65,58+3,12°
10 mg/ml 79,75+1,27° 74,92+1,59" 68,27+1,55°
20 mg/ml 81,42+0,45P 71,92+£1,06° 62,83+0,974
50 mg/ml 69,79+,2,84° 70,45+4,07 51,33+0,8°
B Kontrol =1 mg/ml & 5 mg/ml
< 100 - % 10 mg/ml T 20 mg/ml # 50 mg/ml
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Grafik 2. Farkli dozlarin zamana bagimli Ki-67 immunreaksiyonu. Dozlarda farkl harfler istatistiki olarak 6énemlidir (p <

0,05). s: saat.
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4.2.2. Apoptozis Bulgular:

A siitlinlin Skov-3 kanser hiicreleri {izerine apoptotik etkileri, aktif caspase-
3 ve aktif PARP-1R’iin ifadeleri immunositokimyasal ve immunfloresan yontem ile
belirlendi (Sekil 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19). Ayrica ar siitiiniin
apoptotik etkilerini belirlemek amaciyla TUNEL yontemi uygulandi (Sekil 20, 21,
22, 23).

4.2.2.1. Aktif Caspase-3 ve aktif PARP-1R’iin Immunositokimyasal ve
Immunfloresan Bulgular:
Aktif Caspase-3

Aktif caspase-3 immunreaksiyonu, immunositokimyasal ve immunfloresan
boyamada hem hiicre ¢ekirdeginde hemde sitoplazmada gozlendi (Sekil 8, 9, 10, 11,
12, 13).

Deneme sonunda gruplararas: farkliliklar ve apoptotik indeks hem zamana
hemde doza bagimli olarak sirasiyla Tablo 5, 6, Grafik 3 ve 4’de sunuldu.
Doza bagimh an siitii uygulamasinin, Skov-3 ovaryum kanser hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkisi incelendiginde, 1mg/ml ar1 siiti dozunun 24, 48 ve 72 saat
uygulamalari arasinda istatistiki bir fark gézlenmedi (p> 0.05). Smg/ml ar1 siitii dozu
i¢in, 24 saat uygulama siiresi ile 48 ve 72 saatlik uygulama stireleri arasinda anlaml
bir fark gozlenirken (p< 0,05), 48 ve 72 saatlik uygulama siireleri arasinda anlaml
bir fark belirlenmedi (p> 0,05). 10 mg/ml an siitii dozu i¢in 24 ve 72 saat uygulama
stireleri incelendiginde, aktif caspase-3’iin 72 saatteki ifadesinin arttig1 (p< 0,05), 20
mg/ml art siiti dozunun ise tiim zamanlar arasinda istatistiki onem gosterdigi
belirlendi (p< 0,05). 50mg/ml art siitii dozu, 48 ve 72 saat sonunda Skov- 3 hiicreleri
tizerinde doza bagimli olarak en yiiksek aktif caspase-3 ifadesini gosterdi (Tablo 5,
Grafik 3, Sekil 8, 9, 10, 11, 12, 13).
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Tablo 5. Farkli zamanlarda doza bagimli aktif caspase-3 immunreaksiyonu

. Aym siitunda farkli harfler istatistiki olarak

6nemlidir (p <0,05).
Zaman/ Kontrol 1 mg/ml 5 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml 50 mg/ml
Doz (ul) Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE
24 saat | 30,77+1,35% 34,43+0,51 33,33+1,92° 35,65+0,89° 42,22+1,60% 44,00+1,58%
48saat | 3545+2,11% | 34,12+1,21 | 47,73+£2025° | 42,14+5,11® | 51,00+1,80° 71,05+3,97
72saat | 37,50+1,27° 38,54+334 42,92+2 67° 48,94+1,25° 69,29+3,06° 77,14+3,36°
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Grafik 3. Farkli zamanlarda doza bagimli aktif caspase-3 immunreaksiyonu. Dozlarda farkli harfler istatistiki olarak énemlidir
(p <0,05). s: saat.
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Sekil 8. 24 saat ar siitli uygulamasi sonucu aktif caspase-3 ifadesi. A: Kontrol grubu B: 1 mg/ml doz ar siitii, C: 5 mg/ml doz
ar1 siitii, D: 10 mg/ml doz ar siitii, E: 20mg/ml doz ar siiti, F: 50 mg/ml doz ar siitii. Ok: aktif caspase-3 negatif reaksiyon,
ok basi: aktif caspase-3 pozitif reaksiyon. Immunositokimyasal boyama. Bar 50 pm.
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DAPI Aktif Caspase-3 Cakistirma

Sekil 9. 24 saat art siitii uygulamast sonucu aktif caspase-3 ifadesi. A-B-C: Kontrol grubu, D-E-F: 50 mg/ml doz art siitii. A-
D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri, B-E: Aktif caspase-3 protein ifadesi C-F: Cakistirma. Immunfloresan boyama. Bar
50 pm.

l a “ ‘ I‘,‘

W

' Ly 02_“'\
= a3

Sekil 10. 48 saat ar1 siitii uygulamasi sonucu aktif caspase-3 ifadesi. A: Kontrol grubu B: 1 mg/ml doz ar siitii, C: 5 mg/ml doz
art siitii, D: 10 mg/ml doz ari siitii, E: 20mg/ml doz an siitii, F: 50 mg/ml doz ar siitii. Ok: Aktif caspase-3 negatif reaksiyon,
ok basi: aktif caspase-3 pozitif reaksiyon. immunositokimyasal boyama. Bar 50 pm.
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DAPI Aktif Caspase-3 Cakistirma

Sekil 11. 48 saat ar1 siitii uygulamasi sonucu aktif caspase-3 ifadesi. A-B-C: Kontrol grubu, D-E-F: 50mg/ml doz ar siitii. A-
D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri, B-E: Aktif caspase-3 protein ifadesi C-F: Cakistirma. Immunfloresan boyama. Bar
50 um.

Sekil 12. 72 saat an siitii uygulamasi sonucu aktif caspase-3 ifadesi. A: Kontrol grubu B: 1 mg/ml doz ar siitii, C: 5 mg/ml doz
ari siitii, D: 10 mg/ml doz ar1 siitii, E: 20mg/ml doz a1 siitii, F: 50 mg/ml doz ar siitii. Ok: aktif caspase-3 negatif reaksiyon,
ok basi: aktif caspase-3 pozitif reaksiyon. Immunositokimyasal boyama. Bar 50 pm.
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DAPI Aktif Caspase-3 Cakistirma

Sekil 13. 72 saat ar1 siitii uygulamasi sonucu aktif caspase-3 ifadesi. A-B-C: Kontrol grubu, D-E-F: 50mg/ml doz ar1 siitii. A-
D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri, B-E: Aktif caspase-3 protein ifadesi C-F: Cakistirma. Immunfloresan boyama. Bar
50 um.

An siitii dozlarimn 24 saat uygulamasimin apoptozis iizerine iizerine etkisi;
Kontrol grubu ile Img/ml, 10mg/ml, 20mg/ml ve 50mg/ml ar1 siitii dozlar1 arasinda
istatistiki 6nem gozlendi (p< 0,05). 20mg/ml ve 50 mg/ml’lik ar siitii dozlarinda
diger tim dozlardan daha yiiksek bir aktif caspase-3 ifadesi belirlendi (p< 0,05).
(Tablo 6, Grafik 4, Sekil 8,9,10,11,12,13).

An siitii dozlarimn 48 saat uygulamasimin apoptozis iizerine iizerine etkisi;
Kontrol grubu ile Img/ml ve 10 mg/ml arasinda anlamli bir fark gézlenmezken
(p=0,05), kontrol grubunun diger gruplarla arasinda istatistiki 6nem belirlendi (p<
0,05). En yiiksek aktif caspase-3 ifadesi 50 mg/ml ar siitiiniin 48 saat uygulamasi
sonunda belirlendi (p< 0,05) (Tablo 6, Grafik 4, Sekil 8, 9, 10, 11, 12, 13).

An siitii dozlarimin 72 saat uygulamasinin apoptozis iizerine iizerine etkisi;
Kontrol grubu ile 10 mg/ml, 20mg/ml ve 50mg/ml ar1 siitli dozlar1 arasinda istatistiki
acidan onem gozlendi (p< 0,05). 20mg/ml ve 50 mg/’lik ar siitii dozlar1 arasinda
anlamli bir fark gézlenmezken (p> 0,05), bu iki doz ile diger tiim dozlar arasinda
(kontrol grubu, 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml) anlaml bir fark belirlendi (p< 0,05).
(Tablo 6, Grafik 4, Sekil 8, 9, 10, 11, 12, 13).
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Tablo 6. Farkli dozlarin zamana bagimli aktif caspase-3 immunreaksiyonu. Ayni siitunda farkli harfler istatistiki olarak
6nemlidir (p <0,05).

Zaman/ Doz (ul) 24 saat 48 saat 72 saat
Mean+SE Mean+SE Mean+SE
Kontrol 30,77+1,35% 35,4542,11° 37,50+1,27°
1 mg/ml 34,43+0,51° 34,12+1,21° 38,54+334%
5 mg/ml 33,33+1,92%® 47,73420,25° 42,9242,67%®
10 mg/ml 35,65+0,89" 42,14+5,11% 48,94+1,25°
20 mg/ml 42,22+1,60° 51,00+1,80° 69,2943,06°
50 mg/ml 44,00+1,58¢ 71,05+3,97¢ 77,14+3,36°
B Kontrol =1mg/ml =5 mg/ml
100 + 2.10 mg/ml F 20 mg/ml # 50 mg/ml
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Grafik 4. Farkli dozlarin zamana bagimli aktif caspase-3 immunreaksiyonu. Dozlarda farkli harfler istatistiki olarak onemlidir
(p <0,05). s: saat.

Aktif PARP-1R

Aktif PARP-1R immunreaksiyonu, immunositokimyasal ve immunfloresan
boyamada hem hiicre ¢ekirdeginde hemde sitoplazmada goézlendi (Sekil 14, 15, 16,
17,18, 19).

Deneme sonunda gruplararas: farkliliklar ve apoptotik indeks hem zamana
hemde doza bagimli olarak sirasiyla Tablo 7, 8, Grafik 5 ve 6’da sunuldu.

Doza bagimh an siitii uygulamasinin, Skov-3 ovaryum kanser hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkisi apoptozis yolagmin farkli bir basamaginda yer alan aktif PARP-
IR’iin ifadesi incelenerek belirlendi. Kontrol grubu, 1mg/ml ve 10 mg/ml ar1 siitii
doz uygulamalarinda tiim zamanlar igin istatistiki bir 6nem gozlenmedi (p> 0,05). 5

mg/ml ar1 siitii dozu i¢in, 24 saat ve 48 saat uygulama siiresi arasinda istatistiki bir

45



fark gozlenirken (p< 0,05), 20 mg/ml’lik ar1 siitii dozunun tiim uygulama siireleri
arasinda istatistiki 6nem gosterdigi belirlendi (p< 0,05). 50mg/ml an siitii dozu, 24
saate gore, 48 ve 72 saat sonunda Skov- 3 hiicreleri lizerinde doza bagimli olarak en
yiiksek aktif PARP-1R ifadesini gosterdi (p< 0,05) (Tablo 7, Grafik 5, Sekil 14, 15
16, 17, 18, 19).

Tablo 7. Farkli zamanlarda doza bagimli aktif PARP-1R immunreaksiyonu. Ayni siitunda farkli harfler istatistiki olarak
6nemlidir (p <0,05).

Zaman/ Kontrol 1 mg/ml 5 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml 50 mg/ml
Doz (pl) | Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE
24 saat 41,52+1,80 48,92+3 .98 50,34+3,24% 49,17+2,43 61,38+2,497 63,62+2,18%

48 saat | 40,65+2,42 41,41+1,89 39,46+0,53° 42,19+1,27 4537+1,18° 68,15£1,61®

72saat | 38,09+0,72 40,69+0,88 44,43+1,80° 45,99+1,27 50,81+1,64° 73,76+1,98°
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Grafik 5. Farkli zamanlarda doza bagimli aktif PARP-1R immunreaksiyonu. Dozlarda farkli harfler istatistiki olarak énemli (p
<0,05). s: saat.
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Sekil 14. 24 saat ar1 siitii uygulamasi sonucu aktif PARP-1R ifadesi. A: Kontrol grubu B: 1 mg/ml doz ari siitii, C: 5 mg/ml doz
ari siitii, D: 10 mg/ml doz an siitli, E: 20mg/ml doz a1 siitii, F: 50 mg/ml doz art siitii. Ok: aktif PARP-1R negatif reaksiyon,
ok basi: aktif PARP-1R pozitif reaksiyon. Immunositokimyasal boyama. Bar 50 um.

DAPI PARP-1R Cakistirma

Sekil 15. 24 saat ari siitii uygulamasi sonucu aktif PARP-1R ifadesi. A-B-C: Kontrol grubu, D-E-F: 50mg/ml doz ar siitii. A-
D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri, B-E: aktif PARP-1R protein ifadesi C-F: Cakistirma. immunfloresan boyama. Bar 50
pm.
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Sekil 16. 48 saat ar1 siitii uygulamasi sonucu aktif PARP-1R ifadesi A: Kontrol grubu B: 1 mg/ml doz ar siitii, C: 5 mg/ml doz
ar1 siitll, D: 10 mg/ml doz an siitli, E: 20mg/ml doz an siitii, F: 50 mg/ml doz an siitii. Ok: aktif PARP-1R negatif reaksiyon,
ok basi: aktif PARP-1R pozitif reaksiyon. Immunositokimyasal boyama. Bar 50 pm.

DAPI PARP-1R Cakistirma

Sekil 17. 48 saat ar siitli uygulamast sonucu aktif PARP-1R ifadesi. A-B-C: Kontrol grubu, D-E-F: 50mg/ml doz ar siitii. A-
D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri, B-E: aktif PARP-1R protein ifadesi C-F: Cakigtirma. Immunfloresan boyama. Bar 50
pm.
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Sekil 18. 72 saat ar1 siitii uygulamasi sonucu aktif PARP-1R ifadesi. A: Kontrol grubu B: 1 mg/ml doz ari siitii, C: 5 mg/ml doz
ari siitii, D: 10 mg/ml doz an siitli, E: 20mg/ml doz a1 siitii, F: 50 mg/ml doz art siitii. Ok: aktif PARP-1R negatif reaksiyon,
ok basi: aktif PARP-1R pozitif reaksiyon. Immunositokimyasal boyama. Bar 50 um.

DAPI PARP-1R Cakistirma

Sekil 19. 72 saat ar1 siitii uygulamasi sonucu aktif PARP-1R ifadesi. A-B-C: Kontrol grubu, D-E-F: 50mg/ml doz ar1 siiti. A-
D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri, B-E: aktif PARP-1R protein ifadesi C-F: Cakistirma. immunfloresan boyama. Bar 50
pm.
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An siitii dozlarinin 24 saat uygulamasinin apoptozis iizerine iizerine etkisi;
Kontrol grubu ile 5 mg/ml, 20mg/ml ve 50 mg/ml ar siitii dozlar1 arasinda istatistiki
acidan O6nem gozlendi (p< 0,05). 20 mg/ml an siiti dozu ile 10 mg/ml ve 50
mg/ml’lik ar siitii dozlar1 arasinda anlamli bir fark goézlenmezken (p> 0,05), 50
mg/ml’lik ar1 siitii dozu ile kontrol grubu, 1mg/ml, Smg/ml ve 10mg/ml ar1 siitii
dozlar1 arasinda istatistiki dnem belirlendi (p< 0,05) (Tablo 8, Grafik 6, Sekil 14, 15,
16, 17, 18, 19).

An siitii dozlarimin 48 saat uygulamasinin apoptozis iizerine iizerine etkisi;

Ar siitiiniin 5 mg/ml ‘lik dozu ile 10 mg/ml, 20mg/ml ve 50mg/ml ar1 siitii dozlar
arasinda istatistiki acidan 6nem gozlendi (p< 0,05). 50mg/ml ar1 siitii ile tiim dozlar
arasinda anlaml bir fark belirlendi (p< 0,05) (Tablo 8, Grafik 6, Sekil 14, 15, 16, 17,
18, 19).

An siitii dozlarimin 72 saat uygulamasinin apoptozis iizerine iizerine etkisi;
Kontrol grubu ile diger tiim dozlar arasinda istatistiki agidan 6nem go6zlendi
(p<0,05). Hem 20mg/ml hem de 50mg/ml art siitii dozunun diger tiim gruplarla
arasinda anlamli bir fark belirlenirken (p< 0,05), soz konusu olan dozlar arasinda da
istatistiki onem gozlendi (p< 0,05). 72 saat igin en yiiksek PARP-1R ifadesi 50mg/ml
ar1 siitii dozu i¢in tespit edildi (p< 0,05) (Tablo 8, Grafik 6, Sekil 14, 15, 16, 17, 18,
19).

Tablo 8. Farkli dozlarin zamana bagimli aktif PARP-1R immunreaksiyonu. Ayni siitunda farkli harfler istatistiki olarak
6nemlidir (p <0,05).

Zaman/ Doz (ul) 24 saat 48 saat 72 saat
Mean+SE Mean+SE Mean+SE
Kontrol 41,52+1,80? 40,65+2,42% 38,09+0,72°
1 mg/ml 48,92+3,98® 41,41+1,89%® 40,69+0,88°
5 mg/ml 50,34+3,24° 39,46+0,532 44,43+1,80%
10 mg/ml 49,17+2,43%¢ 42,19+1,27° 45,99+1,27°
20 mg/ml 61,38+2,49% 4537+1,18° 50,811,649
50 mg/ml 63,62+2,184 68,15+1,61¢ 73,76+1,98¢
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Ari Siitii Uygulama Sureleri

Grafik 6. Farkli dozlarin zamana bagiml aktif PARP-1R immunreaksiyonu. Dozlarda farkli harfler istatistiki olarak nemlidir
(p <0,05). s: saat.

4.2.2.2.TUNEL Bulgular:

TUNEL pozitif reaksiyon hiicre ¢ekirdeklerinde gozlendi (Sekil 20 B, 21, 22,
23). TUNEL negatif ve pozitif reaksiyon sirasiyla Sekil 20 A- B’ de sunuldu.
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Sekil 20. 24 saat ar siitii uygulamasi sonucu; A: Enzim (TdT) ilave edilmeden sadece label soliisyonu uygulanan TUNEL
negatif kontrol grubu, B: DNase uygulanan TUNEL pozitif kontrol grubu. Ok: TUNEL negatif reaksiyon, ok basi: TUNEL
pozitif reaksiyon. Bar 50 pm.

51



Sekil 21. 24 saat ar1 siitii uygulamasi sonucu TUNEL reaksiyonu. A Kontrol grubu, B: 1 mg/ml doz ar siitii, C: 5 mg/ml doz ar1
siitli, D: 10 mg/ml doz ari siitii, E: 20 mg/ml doz art siitii, F: 50 mg/ml doz ar siitii. Ok: TUNEL negatif immunreaksiyon, ok
basi: TUNEL pozitif immunreaksiyon. Bar 50 pm.
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Sekil 22. 48 saat ar siitii uygulamas: sonucu TUNEL reaksiyonu. A: Kontrol grubu, B: 1 mg/ml doz ar siitii, C: 5 mg/ml doz
ar1 siitii, D: 10 mg/ml doz an siitii, E: 20 mg/ml doz ar siitii, F: 50 mg/ml doz an siitii. Ok: TUNEL negatif immunreaksiyon,
ok basi: TUNEL pozitif immunreaksiyon. Bar 50 pm.
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Sekil 23. 72 saat ar siitii uygulamasi sonucu TUNEL reaksiyonu. A: Kontrol grubu, B: 1 mg/ml doz ar siitii, C: 5 mg/ml doz
art siitil, D: 10 mg/ml doz an siitii, E: 20 mg/ml doz ar siitii, F: 50 mg/ml doz ar siiti. Ok: TUNEL negatif immunreaksiyon,
ok bagi: TUNEL pozitif immunreaksiyon. Bar 50 pm.

Diisiik doz ar siitiiniin (1mg/ml, Smg/ml) 24 saat ve 72 saat uygulamasi sonucunda
TUNEL pozitif hiicre yogunlugunun (Sekil 21 A, B, C, 23 A, B, C), yiiksek doz ar
siiti uygulanan gruplara (10 mg/ml, 20mg/ml 50mg/ml) gore daha az yogunlukta
oldugu gozlendi (Sekil 21 D, E, F, 23 D, E, F). Bununla birlikte apoptotik hiicre
yogunlugunun, 48 saat uygulama sonucunda 20mg/ml ve 50mg/ml ar1 siitii dozlarinda
(Sekil 22 E, F) TUNEL pozitif hiicre yogunlugu, kontrol grubu, Img/ml, Smg/ml ve
10 mg/m1’lik ar siitii gruplarina (22 A, B, C, D) gore daha yogun gozlendi.

Tiim zamanlarda uygulanan 50mg/ml ar siitii dozu, en yogun TUNEL pozitif
reaksiyonunun goriildiigii doz olarak belirlendi (21 F, 22 F, 23 F).
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5. TARTISMA ve SONUC

Kemoterapi, kanser tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmakta ancak
kemoterapi ajanlarinin yan etkileri, normal hiicrelere verdigi zararlar ve tiimor
hiicrelerinin bu ajanlara kars1 direng gostermesi bu tedavi yonteminin en biiyiik
sinirlamalaridir. Bu nedenle, bu sinirlamalarin iistesinden gelmek i¢in daha etkili

olabilecek destekleyici dogal bilesiklere ihtiyag duyulmaktadir.

Arn siitiiniin antitimorik (Nakaya ve ark., 2007), antiviral (Stocker ve ark.,
2005), antibakterial (Fratini ve ark., 2016), antialerjik (Arzi ve ark., 2015),
antikanserojenik (Premratanachai, & Chanchao, 2014) immiinomodulatuar, (Gasic
ve ark., 2007), ostrojenik (Ghanbari ve ark., 2018) ve antidiabetik (Nomura ve ark.,
2007) gibi pek cok biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir. in vivo/invitro
ortamlarda farkli canlilar ve hiicreler iizerinde kullanilan dozlar ve uygulama siireleri
farkli olsa da ar siitii ile yapilan ¢aligmalarda pek ¢ok olumlu sonug¢ ortaya
konmustur. Ancak kanser ilizerine yapilan ¢alismalarda, ovaryum kanseri ile ilgili
herhangi bir g¢alismaya rastlanilmamistir. Bu sebeple sunulan tez c¢alismasinda
epitelyal ovaryum kanserleri i¢inde goriilme sikligi en fazla olan seroz tipte epitelyal
over kanser hiicre hatti (SKOV-3) iizerine art siitiiniin proliferatif ve apoptotik

etkileri arastirmustir.

An siitiinlin farkli kanser tiirlerinde antiproliferatif etkisi incelendiginde, ar1
slitiiniin yavas biiyliyen kanserlerde onemli bir antiproliferatif aktivite gosterdigi,
ancak hizli biyiiyen kanser tiirlerinde ayni dizeyde bir etki gostermedigi
bildirilmektedir (Tamura, Fuji, & Kuboyama, 1987). Nakaya ve arkadaslari, ari
stitiinlin, cevresel bir Ostrojen olan Bisphenol A'nin (BPA) MCF7 hiicreleri
tizerindeki biiylimeyi tesvik edici etkisini inhibe ettigini ve an siitiiniin Ostrojen
kaynakli hiicre proliferasyon sinyallerini bozdugunu belirtmislerdir (Nakaya ve ark.,
2007). SW480 (kolon kanser hiicreleri) ve EAhy 926 (normal insan endotelyal kanser
hiicre soyu) hiicre soylariyla yapilan bir ¢alismada, hiicreler tizerine uygulanan
GE132+Natural kombinasyonunun (Reishi mantari, Ar siitli, Resveratrol, Likopen
ve Sulforaphane igeren), 1-4 saat 750 pg/ml uygulamasmin hiicre hatlar1 tizerinde
antiproliferatif etkiler gosterdigi bildirildi  (Okic-Djordjevic ve ark., 2013).

GE132+Natural kombinasyonu uygulanmasindaki doz ve siirenin, sunulan tez
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calismasinda kullanilan 1mg/ml ve 24 saat uygulama siiresinden daha az olmasina
ragmen, goOstermis oldugu antiproliferatif etkinin  kullanilan ar1  siiti
kombinasyonundan ileri geldigini diistinmekteyiz. Calismamizda en diisiik doz ve
stirede ar1 siitiiniin antiproliferatif etkisi gozlenmezken, siire ve doz artisiyla birlikte

ar1 siitiiniin ovaryum kanser hiicreleri iizerine antiproliferatif etkileri belirlendi.

An siitiiniin igerdigi ve kendine has bir protein bilesigi olan 10HDA'nin
1.5mM ve 5mM dozunun B16F10 melanoma kanser hiicrelerine 24 saat
uygulanmasinin hiicreler iizerinde sitotoksik etki yarattig1 ancak ayni siirede 0.1, 0.5
ve 1mM 10-HDA konsantrasyonlarinin kanser hiicrelerinde sitotoksik etkili olmadig1
bildirilmektedir (Peng, Sun, Lin, Kuo, & Li, 2017). Ancak ¢alismamizda kullanilan
dozlarin Peng ve arkadaglarimin kullandigi dozlardan daha diisiik olmasi sebebiyle

yapilan hiicre canlilik testinde benzer bir sonuca rastlanilmamustir.

Arn siitiintin (0.1g/ml) insan interferon-alfa (HulFN-aN3) (1000 1.U. mL-1)
ile 2:1 oranindaki kombinasyonunun, insan kolorektal adenokarsinom hiicreleri
tizerindeki antiproliferatif etkisinin, tek basina uygulanan ari siitii dozuna karsin daha
giiclii oldugu bildirilmektedir (Filipi¢ ve ark., 2015). Calismamizda kullanilan en
yiikksek dozun (50mg/ml) antiproliferatif etkinligini destekleyen bu calisma, ari
sitiiniin  kombine ila¢ tedavileri ile denenmesinin daha etkili sonuglar

olusturabilecegini diislindiirmektedir.

Apoptoz, kromatin yogunlagsmasi, DNA parcalanmasi ve apoptotik
cisimciklerin olusumunu igeren karakteristik morfolojik degisikliklerle baglantili
hiicresel 6liimiin ana bigimlerinden biridir (Wyllie, 1997). Apoptotik mekanizmaya
katkida bulunan ve kaspaz enzimleri (6zellikle kaspaz 3, 8 ve 9) olarak adlandirilan
sistein proteazlar1 ve Bcl-2 ailesi bu siirecte aktif rol oynamaktadir. Kaspaz ailesinin
en onemli iyesi olan kaspaz-3, niikleer ve sitozolik substratlarin boliinmesine,
kromatin yogunlasmasina, DNA'nin parcalanmasina ve apoptotik cisimciklere yol
acan apoptozun bir¢ok biyokimyasal mekanizmasindan sorumludur (Salvesen, &
Dixit, 1997; Zhan, Van-deWater, Wang, & Stevens, 1999). An iriinlerinin prostat,
akciger ve karaciger kanserleri dahil olmak tizere ¢ok sayida kanserli hiicre soyunda
in vitro hiicresel apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (Ayna ve ark., 2021).

Biyolojik olarak aktif bu dogal tirtinler, meme ve kolon kanserleri de dahil olmak
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tizere ¢esitli kanser tirleri igin yenilik¢i bir tedavinin de pargasi olarak kabul
edilmektedir (Premratanachai, & Chanchao, 2014). Ar siitiiniin farelerde potansiyel
bir antitimor aktiviteye sahip oldugu (Kimura, 2008), tiimor hiicrelerinde apoptotik
ve antiproliferatif yolaklar1 indiikledigi dolayisiyla antikanserojenik bir aktiviteye
sahip oldugu pek c¢ok farkli calismada kanitlanmistir (Kocot, Kietczykowska,
Luchowska-Kocot, Kurzepa, & Musik, 2018; Tamura ve ark., 1987; Zhang ve ark.,
2017). Sunulan tez galismasinda ari siitiiniin farkli doz ve siireleri uygulanarak,
apoptozisin farkli yolaklarinda yer alan aktif caspase-3 ve aktif PARP-1R
proteinlerinin ifadeleri incelenmistir. Ar siitiinlin doz konsantrasyonunun artmasi ve
uygulama siiresinin uzamasi ile ovaryum kanser hiicreleri tizerindeki apoptotik
etkileri diger kanser hiicreleri ile yapilan ¢aligmalar1 destekler nitelikte bulunmustur

(Bincoletto ve ark., 2005; Izuta ve ark., 2009 ; Nakaya ve ark., 2007).

Ovaryum kanseri tedavisinde cerrahi yontem birincil yaklagim olmasina
karsin kemoterapi, cerrahinin miimkiin olmadigi durumlarda, ileri ve tekrarlayan
ovaryum kanser tedavisinde kullanilan yaygin bir yontemdir (Jemal ve ark., 2009).
Bununla birlikte, platin analoglari (cisplatin ve karboplatin), taksanlar (paklitaksel ve
docetaxel) ve doksorubisin gibi kemoterapétik ilaglarin  klinik  performans,
duyarlilik, diren¢ ve yan etkiler nedeniyle sinirhidir (Coleman, Monk, Sood, &
Herzog, 2013; Fung ve ark., 2007). Bu sebeple, mevcut ovaryum kanseri tedavisini
tyilestirmek i¢in yeni ilaglar veya gelismis entegre kemoterapétik stratejilere ihtiyag

duyulmaktadir.

Kolon, meme, akciger veya diger kanser tiirlerinde, antioksidan bakimindan
zengin ari triinlerinin, kanser hastalar1 i¢in hastaligin rekiirrens ihtimalini ve/veya
yan etkilerini azaltmasi agisinda biyoterapdtik bir ajan olarak kullanildigi
bildirilmektedir (Turan ve ark., 2015). Ovaryum kanseri i¢in de, kemoterapinin
Klinik performansinin siirli oldugu ve yan etkilerinin bulundugu bilinmektedir
(Pokhriyal, Hariprasad, Kumar, & Hariprasad, 2019). Kanser tedavilerinde mevcut
kemoterapotik ilaglari, yeni antitimor dogal bilesenlerle entegre etmek, ovaryum
kanserinin Kklinik performansmi arttirir (Borawska ve ark., 2014; Wang ve ark.,
2015). SKOV-3 kanser hiicre hattiyla yapilan c¢alismada, ar1 siitii gibi dogal bir

bilesen olan Solanum nigrum yapraklariin (AE-SN) sulu 6ziitiiniin aktif caspase-3'i
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indiikledigi belirtilmistir (Wang ve ark., 2015). Glioblastoma multiform (U87MG)
hiicre hattina, calismamizda kullanilan doza benzer olarak 30 mg / mL ar1 siitiiniin 20
mM temozolomid (TMZ) ile kombinasyonunun kanser hiicrelerinde DNA sentezini
inhibe ettigi bildirilmektedir (Borawska ve ark., 2014). Sunulan tez ¢alismasinda da

benzer dozlarin ovaryum kanser hiicre hatti {izerinde apoptozu indiikledigi belirlendi.

Arn siitli, in vitro c¢alismalarin yaninda in Vvivo c¢alismalarda da
kullanilmaktadir. Fibrokarsinomali deney hayvanlarina 100, 200 ve 300 mg/kg
dozlarinda oral yolla verilen ar1 siitiiniin timor boyutlarini kiictilttiigti goriilmektedir
(Shirzad ve ark., 2013). Ayrica Bincoletto ve arkadaslari, Ehrlich-Lettre asit
karsinomlu farelere 500, 1000 ve 1500 mg / kg'lik dozlarda 33 giin boyunca
uygulanan ar1 siitiiniin, hem anti-timorik etkili oldugunu hem de viicut bagisiklik
sistemini modiile ettigini bildirmislerdir (Bincoletto ve ark. 2005). in vivo
calismalarda kullanilan doz ve siireler ¢alismamizdaki doz ve siirelere gore farklilik
gosterse de calismamizdan elde edilen sonuglar yukaridaki gerek in vivo gerekse in

vitro ¢alismalarla tutarhdir.

Sunulan ¢alismada, ar siitiiniin farkli doz ve siirelerinin antikanserojenik
etkisi hem hiicre proliferasyonu hem de apoptozis agisindan degerlendirildi ve ilk kez
ovaryum kanseri tizerinde ar1 siitiiniin antikanserojenik etkisi ortaya konuldu.
Calismamizda kanser hiicre hatti iizerine uyguladigimiz an siitiinde en yiiksek doz ve
stire hiicre proliferasyonunu baskiladi ve dolayisiyla hiicrelerde apoptozisi indiikledi.
Elde edilen bulgular 1s1ginda gelecekteki ¢alismalarda, alternatif bir tedavi olarak ar1
slitiiniin ovaryum kanseri {lizerine, gerek monoterapik gerekse kombine kullaniminin

yeni deneysel protokollere temel olusturabilecegini diisiinmekteyiz.
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