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OZET

KUMARIK ASITIN OVARYAN KANSER HUCRESI UZERINE ETKILERI

Amac: Serbest radikaller ve antioksidanlarla ilgili yapilan ¢aligmalarin 6nemi
her gecen giin daha fazla artmaktadir. Normal sartlarda canli metabolizmasinda serbest
radikaller devamli olarak tiretilmektedir ve bu durum antioksidanlarla denge halindedir.
Ancak bazi durumlarda bu denge serbest radikaller lehine degisir. Boyle durumlarda
organizma serbest radikallerin viicutta meydana getirdigi hasara karst savunma
yapabilmek i¢in antioksidanlara ihtiyag duyar. Antioksidanlarin en Onemli
ozelliklerinden biri serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresi dnlemektir. Son
yillarda antioksidan etkileri bakimindan fenolik bilesikler dikkat c¢ekmektedir. Bu
calismada kullandigimiz kumarik asit bir hidroksisinamik asit tiirevi olan fenolik
bilesiklerdendir. Yapilan bu tez calismamizda kumarik asitin ovaryan kanser hiicreleri

uzerindeki etkilerini inceledik.

Yontem: Hiicre kiltiirii ¢alismamizda OVCAR-3 hiicre hatt1 kullanildi. RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) besiyerlerinin igine %10 FBS ve %1 penisilin
streptomisin eklenerek OVCAR-3 hiicreleri ¢ogaltildi. Degisen dozlarda kumarik asit
uygulamasi sonras1 kumarik asitin hiicreler iizerine etkileri, sitotoksisite testleri (MTT,
Notral red), inverted mikroskop incelemeleri (Hematoksilen Eozin boyama,

immunohistokimyasal boyama) ve yara iyilesmesi testi ile arastirildi.

Bulgular: Yaptigimiz deneylerde kumarik asitin artan dozlarinda hiicre
canliliginin azaldigi, ¢ekirdek ve sitoplazma morfolojisinin bozuldugu, hiicre
migrasyonunun yavasladigi, apoptotik yolaklarda gérev alan proteinlerin ifadesinin

arttig1 tespit edildi.

Sonug¢: Sonug olarak kumarik asitin over kanseri hiicre serileri olan OVCAR-3
hiicrelerinde sitotoksik ve antimigratuar etkilerini ortaya koymus olup, tiimor

hiicrelerinde apopitozisi arttirdigini gozlemledik.

Anahtar Sozciikler: Over kanseri, kumarik asit, anti-oksidan, hiicre kiltiirli, serbest
radikal, OVCAR-3

Destekleyen Kurumlar: Bu ¢alisma ESOGU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

tarafindan B tipi proje olarak 2020-11A108 kodu verilerek desteklenmistir.
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ABSTRACT

EFFECTS OF COUMARIC ACID ON OVARIAN CANCER CELL

Aim: The importance of studies on free radicals and antioxidants is increasing
day by day. Under normal conditions, free radicals are constantly produced in living
metabolism and are in balance with these antioxidants. However, in some cases, this
balance shifts in favor of free radicals. In such cases, the organism needs antioxidants to
defend against the damage caused by free radicals in the body. One of the most
important properties of antioxidants is to prevent oxidative stress caused by free radicals.
In recent years, phenolic compounds have attracted much attention in terms of
antioxidant effects. The coumaric acid we used in the study is one of the phenolic
compounds, a hydroxycinnamic acid derivative. In our experiments, we examined the
effects of coumaric acid on ovarian cancer cells.

Method: We used the OVCAR-3 cell line in our cell culture study. OVCAR-3
cells were grown in the medium obtained by adding 10% FBS and 1% penicillin
streptomycin into RPMI (Roswell Park Memorial Institute) media. We investigated the
effect on cells after application of varying doses of coumaric acid by cytotoxicity tests
(MTT, Neutral red), inverted microscope examinations (Hematoxylin-Eosin staining,
immunohistochemical staining), and wound healing test.

Results: In our experiments, it was determined that increasing doses of
coumaric acid decreased cell viability, deteriorated the morphology of the nucleus and
cytoplasm, slowed down cell migration, and increased the expression of proteins
involved in apoptotic pathways.

Conclusion: As a result, we observed that coumaric acid showed cytotoxic and
antimigratory effects in OVCAR-3 cells, which are ovarian cancer cell lines, and

increased apoptosis in tumor cells.

Keywords: Ovarian cancer, coumaric acid, anti-oxidant, cell culture, free radical,
OVCAR-3

Supporting Institutions: This study was supported by ESOGU Scientific Research
Projects Commission as a B type project with the code of 2020-11A108.
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1. GIRIS

Giliniimiizde teknolojinin ilerlemesiyle, saglik alaninda basarili adimlar atilmis
ve hastaliklarin tedavisinde gozle goriilebilir ilerlemeler yasanmistir. Tan1 ve tedavi
yontemlerindeki onemli gelismeler, saglik hizmetlerine verilen 6nemin artmasi, kaza ve
akut hadiselere hizli miidahale olanagi, insan omriinii uzatip, erken yasta oliimlerin
azalmasini saglamistir. Bununla birlikte sehirlesme, sanayilesmenin her gegen giin
artmasi, insanlardaki stres faktoriinii arttirmistir. Yasanan tiim bu olaylarin sonucunda
strese bagli olarak ¢esitli kronik hastalik vakalar1 artmistir. Kronik hastaliklar arasinda
kanser, son donemde diinyanin ¢ok sayida iilkesinde ve iilkemizde kalp hastaliklarina

bagli oliimlerden sonra, Olim orani en yiiksek ikinci hastalik olarak yer almistir

(Kavradim ve Ozer, 2014).

Son yillarda tedavi yontemlerindeki iyilesme ve ilerlemelere karsin ne hastaligin
insidansinda ne de Olim oranlarinda degisme olmamustir. Kullanilan anti-kanser
ilaclariin ciddi yan etkilerinin olmas1 ve siirli etki gostermesinin disinda maliyetleri
de oldukca yiiksektir. Bu sebeple yan etki orani diisiikk, uygun maliyetli ve etkin
farmakolojik ajanlarin belirlenmesi gerekmektedir (Shanmugam vd. 2015). Giiniimiizde
kullanilan 1laglarin yan etkileri agir olabilmektedir. Bazi hastalar bu tedavi
komplikasyonlarina bagl kaybedilmektedir. Kanserin tedavi siirecinde, uygulanan dogal
tiriinlerle ilgili incelemeler gosteriyor ki bitkilerden elde edilen iirlinlerin tedavi edici

etkilerinde, toksisite ve yan etki yok denilecek kadar azdir (Zhang vd., 2019).

Canlilarin yasayabilmesi i¢in oksijenin var olmasi gerektigi yadsinamaz bir
gercektir. Fakat oksijenin canlilar iizerinde etkisi ¢ift yonliidiir. Canlilarin {izerinde
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) bir¢ok hastaliga sebep oldugu gosterilmistir (Shahidi ve
Naczk, 1995; Namiki, 1990). Son yillarda yapilan arastirmalarla, reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) dokuda sebep olduklari hasarlara, etki mekanizmalarina ve viicut
savunma sistemleri lizerindeki etkilerine yogunlasilmistir. Bu radikallerin etyolojisinde
rol aldig1 bilinen fizyopatolojik durumlarin basinda kanser, yaslanma, diabet, karaciger

hastaliklar1 gelmektedir (De groot ve Noll 1986).

ROT c¢esitleri canlilarin metabolizmasi sirasinda ortaya c¢ikan iriinler olup
saglikli hiicrelerde cesitli enzimler vasitasi ile ortadan kaldirilabilirler. Ancak cevresel
faktorlere bagli olarak (UV 1sinlar, sigara, stress, toksinler, agir metaller) bu

radilkallerin miktar1 enzimler tarafindan detoksifiye edilebilecek sinirlarin Gtesinde

1



uretilebilmekte ve dokularda birikmektedir. Bu da organizmanin lipid, protein,

karbonhidrat, DNA gibi yapisal bilesenlerine zarar vermektedir (Rice, 1991).

Antioksidanlar, viicutta serbest radikallerin sebep oldugu tahribatlar1 engelleme
kabiliyetine sahiptir. Serbest radikallerin bazi kimyasal veya fiziksel ajanlara maruz
birakilarak inaktive edilmesini saglayan, oksidatif stresi var eden etmenleri erteleyen ya
da engelleyen antioksidanlara talepte artis gozlenmektedir. Bu artigla birlikte yapilan
calismalarda aym1 oranda fazlalagmigtir. Bu ¢alismalarda bitkilerin bir¢ogunun
antioksidan Ozelliklere sahip oldugu gozler Oniine serilmistir. Bitkilerin yapisinda
bulunan fenolik bilesikler, bitkilerin zararli canlilardan korumanin yani sira insan sagligi
icinde viicutta antioksidan aktivitelerinden sorumludur. Fenolik bilesikler; antioksidan
ozelliklerinden dolay1 serbest radikalleri hapsedip oksidatif stresle ilgili kanser gibi

hastaliklardan korunmaya yardime1 olur (Bacanli 2015).

Biyomedikal teknolojiler ile antioksidan ve serbest radikal temizleyici etkileri
lizerine ¢ok genis kapsamli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu caligmalarin bir kismi lipid
oksidayonunun antioksidanlarla dnlenerek gida bozulmasinin 6nlenmesi ile ilgilidir. Bu
da gidalarin uzun siire dayanmasi i¢in onemlidir. Burada c¢esitli sentetik antioksidanlar
kulanilirken bunlarin insan viicudu iizerine etkileri konusunda endiseler vardir. Bu

yiizden ¢aligsmalar daha ¢ok dogal antioksidanlara yonelmistir (Harborne 94).



2. GENEL BILGILER
2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla sayida eslesmemis
elektron bulunduran, kararsiz yapida olan, aktivasyon enerjisi diislik, Omiirleri kisa olan
atom ya da molekiillerdir (Koca ve Karadeniz, 2013). Atom, bir ¢ekirdek, notron,
elektron ve protondan olugmaktadir. Atomun c¢ekirdeginde bulunan pozitif yiikli
protonlar, atomun etrafindaki negatif yiiklii olan elektronlarin sayisini belirlemektedir.
Elektronlarin kimyasal reaksiyona girmesiyle, atomlar birbirine baglanir ve yeni

molekiillerin olusmasi saglanir (Yurdakul, 2005).

Atomlarin dis orbitallerindeki elektron sayisi, onun kimyasal davranigin
belirleyen en oOnemli kriterdir (Anonim, 2005c¢). Kararli molekiillerin, en dis
orbitallerinde kovalent bag olusumunu saglayan ve zit yonde donen eslesmis iki
elektron bulunmaktadir. Bunlarin disinda bir elektronu eslesmemis olan veya en dis

orbitallerinde bir elektron i¢eren molekiiller kararsiz yapidadirlar (Rice-Evans, 1991).

Kuantum kimyasima gore iki elektron bir bag olusturur ve bu bag koptugunda
elektronlar ya birlikte kalir, ya da ikisi de ayrilir. Eger bu ayrilan elektronlarin ikisi de
ayni atomda kalirsa olusan bu yapiya iyon, birisi bir atomda, digeri diger atomda kalir

ise olusan yapiya serbest radikal denir (Glimriikgtioglu, 2005).

Serbest radikaller yag asitleri, proteinler ve DNA gibi viicudun temel yap: taslari
olan biyolojik molekiillerden hidrojen atomu alarak kararli hale gecerken, hidrojen
atomu kaybeden molekiil ise kararsiz hale gecer ve serbest radikal haline doniisiir. Bu
durum ise zincirleme reaksiyona neden olur (Anonim, 2005a; 2005d; Bagchi ve Puri,
1998).

Yeniden kararli durumuna gelmeye ¢alisan serbest radikaller bu siirecte viicut

dokularina zarar vermektedir (Anonim, 2005a; 2005¢; 2005d; Sherman, 1998).

Canli organizmada serbest radikaller devamli olarak firetilirler. Bu iiretim
antioksidan sistem tarafindan kontrol altina alinarak denge olusturulmaya calisilir. Bazi
hastalik durumlarinda ise bu denge bozulabilir ve dengenin bozulmasi ile viicutta
oksidatif stres olur. Organizmada oksidatif stresten etkilenen sistemler lipitler, niikleik

asitler ve proteinlerdir. Bunlarin etkilenmesi sonucu diger pek ¢ok sistem de olumsuz



olarak etkilenir (Onat, 2002; Lambeth, 2004) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat, 2002; Lambeth, 2004).

2.2. Serbest Radikallerin Olusumuna Neden Olan Faktorler

Organizmadaki serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri, hem endojen hem de

eksojen kaynaklar tarafindan meydana getirilebilir (Anonim, 2005d; Cadenas ve Packer,

2002; Sherman, 1998; Yurdakul, 2005).

2.2.1. Endojen (i¢sel) faktorler

1) Serbest radikaller ksantin, oksidaz, lipit peroksidasyonu ve mitokondriyel

sitokrom oksidaz gibi ¢esitli kaynaklardan olusabilirler.

2) Iltihaplanma durumunda sitokinler serbest birakilir ve bunun sonucunda da

notrofiller ve makrofajlar serbest radikaller liretmeye baslar.

3) Diiz kas hiicreleri, arsidonik metabolizmas1 ve plateletler tarafindan serbest

radikaller olusabilir.

4) Viicutta olusan stres, toksik yan {irlin olarak serbest radikal lretebilir. Ayrica

kortizol ve katekolamin gibi hormonlar da viicutta stres reaksiyonlarina yol acar.

Bu hormonlarin kendileri de serbest radikallere doniisebilirler.
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5) Mitokondride oksijenli solunum sirasinda elektron transport sistemi tarafindan

katalize edilen oksijenler serbest radikalleri yan {iriin olarak iiretebilirler.

6) Immun sistem hiicreleri patojenlere yanit olarak ROT ve oksi-radikaller

uretebilir.

7) Otooksidasyon reaksiyonlar1 sirasinda ksantin oksidaz (XQ) ile nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz gibi enzimlerle endoplazmik
retikulumda sitokrom p450 sisteminde meydana gelen elektron kagaklarindan

olusabilir.
2.2.2. Eksojen faktorler

8) Karbonmonoksit, formaldehit, tolven, asbest, ozon ve benzen gibi hava

Kirleticiler,
9) \olkanik faaliyetler,
10) UV 1sinlari, gamma 1s1nlari, mikrodalga 1sinlari, X-RAY
11) Alkol kullanimi, sigara kullanim1 ve dumani, egsoz dumani
12) Kloroform ve diger trihalometanlar gibi su kirletici maddeler,
13) Pisirme sirasinda gerceklesen organik maddelerin yakilmasi,

14) Cesitli kimyasallar. Ornek olarak; temizlik iiriinleri, tiner, boya, bocek ilaclari,

parfiimler ve tutkali 6rnek olarak verebiliriz.
2.3. Serbest Radikal Tiirleri

En fazla 6nem arz eden serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve
reaktif nitrojen tiirleridir (RNT). Bu molekiiller, sahip olduklar1 yiiksek reaktivite
Ozelliklerinden dolayr organizmadaki biyolojik makromolekiiller olan lipitlere,
proteinlere ve DNA’ya oksidatif hasarlar vererek hiicrelerin 6liimiine sebep olurlar (Yin,
2014). Bu iki serbest radikal tiirlerinden, ROT insan organizmasinda en fazla hasara

neden olan tiirdiir (Lobo, 2010) (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Cesitli serbest radikal ve radikal olmayan reaktif tiirleri (Halliwell ve
Gutteridge, 1990).

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) ~ Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) _

0. H.0,
HO- HOCI
RO;- HOBr
RO- 0
HO»» Ag 'O,
Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT) Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)
NO- HNO,
NO» NO'
NO-
N0,
N20s
ONOO"
ONOOH
NO-
ROONO
Reaktif Siilfiir Tiirleri (RST) Reaktif Siilfiir Tiirleri (RST)
RS- RSH
RSO- RSSR
RSO RSOH
RSSR~ RS(0)SR
RS(0):SR

2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Insan icin oksijen, vazgecilmez elementlerden biridir. Oksijen organizmada
bircok organik molekiiliin temel yap1 tasini olusturur (Pham-Huy., 2008). Hiicrede
meydana gelen metabolik reaksiyonlarda, oksijenin ¢ok biiyiik bir kismi oksidatif
fosforilasyon i¢in harcanir (Cankurtaran, 2005). Harcanan bu oksijenin % 2’si
mitokondride ROT’lar1 meydana getirir (Muller, 2004). ROT lar, radikal olan ve radikal
olmayan oksijen merkezli olarak iki baslik altinda incelenir. Radikal olan ROT’lar,
siiperoksit radikali (02--), alkoksil radikali (ROv¢), hidroksil radikali (HO¢) ve peroksil
(ROO-) radikalidir. Radikal olmayan ROT’lar ise hidrojen peroksid (H?0?) ve singlet
oksijen (O° 1Ag) dir (Halliwell, 1995; Simon, 2000). Oksijenin normal
metabolizmasinda bir, iki veya li¢ elektron ile tepkimeye girmesiyle birlikte en zararl

ROT olan hidroksil radikali, siiperoksit radikali ve H*O® meydana gelir (isbilir, 2008).



2.3.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)

RNT’ler peroksi nitrit ve azotun oksitleri gibi nitrik oksidin oksijen ve
stiperoksitle tepkimesi sonucu olusurlar (Saleem ve Ohshima, 2004). Nitrik Oksit

Radikali (NO¢) ve Peroksinitrit (ONOO™) olarak 2 baslikta incelenir.
2.3.3 Reaktif Siilfiir Tiirleri (RST)

Siilfir merkezli radikallerin biyolojik sistemlerdeki rolleri iizerine yapilan

aragtirmalarin sayis1 her gecen giin artmaktadir.

2.4. Serbest Radikallere Bagh Olarak Gelistigi Diisiiniilen Hastahklar

Serbest radikallerin iiretimi eger serbest radikallerin etkilerini engelleyen veya
azaltan antioksidanlarin kapasitesini asarsa, viicutta oksidatif stres olusmaktadir
(Scheibmeir ve ark., 2004; Paston ve Raijmakers, 2004; Junqueira ve ark., 2004; Abuja
ve Albertini, 2001; Sorg, 2004). Yapilan arastirmalar gosteriyor ki oksidatif stresten
dolay1 olan siirekli atak ¢ogu major hastaligin baslamasina ve ilerlemesine neden
olmaktadir. Yani serbest radikaller hastaligin ilk olusum yerinin nedenini olusuturup,

buradan da viicuda yayilimin tetiklemektedir (Anonim, 2005d;

Sherman, 1998).
ROT’larin viicutta yol actig1 baz1 hasarlar (Pisoschi ve Pop, 2015);
® Kanser
® Secker Hastalig1
® Kalp Hastalig1
® Astim
® Yaslanma
® Alzheimer Hastalig
® Merkezi sinir sistemi hastaliklari
® Alzhemimer

® Parkinson



® infertiliite
® Romatoid artrit

® Inflamasyon
2.5. Kanser

Kanser 21. yiizyilda da diinyanin her iilkesinde beklenen yasam siiresi kisalmasi
acisindan en 6nemli faktor ve baglica 6liim sebebidir. Globocan raporu gdstermistir ki
2018 yilinda 18.1 milyon yeni kanser vakasi ve 9.6 milyon 6liim goriilmiistiir (Bray vd.,
2020). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore diinyadaki 172 iilkenin 91 inde, 70 yas n-
cesi dliimlerin ilk veya ikinci siradaki sebebi kanserlerdir. Ulkelerin gelismislik diizey-
lerine gore goriilen kanser tipleri farklilik gostermekle beraber, en gelismis tilkelerde
bile kanserden Sliimler 6nemli bir saglik problemidir (Omran AR., 1971). Diinya gene-
linde her 8 erkekten biri, her 10 kadindan biri yasamlar1 boyunca kansere yakalanacak-
tir. Sik goriilen kanserlerin goriilme oranindaki bolgesel degisiklikler sosyal, ekonomik
ve hayat tarzindaki degisikliklerin 6nem arz ettigini isaret etmektedir. Son ¢aligsmalar
gostermistir ki bilinen hayat tarzina veya cevresel risk faktorlerine maruziyetin 6nlen-
mesi veya azaltilmasi sayesinde yeni kanser vakalarinin iicte biri ile beste birinin onle-
nebilecegini gostermistir (Islami F, 2017; Wilson LF, 2017; Brown KF, 2018 ). Maale-
sef global olarak bu 6nemli veri saglik sistemlerindeki karar vericiler tarafindan yeterin-
ce dikkate alinmamakta ve kanserlerin 6nlenmesi sayesinde olusabilecek sosyal ve eko-

nomik faydalardan mahrum kalinmaktadir.

Kadinlardaki kanser sikligi degerlendirildiginde akciger, meme ve kolorektal
kanserler ilk sirayr almaktadir. Over kanseri ise kanserlerin ylizde 3,3’linden sorumlu-
dur. Oliim sebebi olarak bakildiginda ise kanserler arasinda yiizde 4,4 oraninda goriil-

mektedir.

Oksidatif stres kanser gelisiminde 6nemli bir faktordiir. Tanimi oksidanlar ola-
rak bilinen serbest radilkaller ve metabolitler ile anti-oksidanlar olarak bilinen koruma
mekanizmalar1 arasindaki dengesizliktir. Bu dengesizlik kritik fonksiyonlardaki hiicre
harabiyetine ve bunun tiim organizma iizerine olumsuz etkilerine sebep olmaktadir

(Durackova Z. , 2010).



Kronik inflamasyonun kansere neden oldugu 5000 yil 6ncesi geleneksel tip veri-
lerinde bile gegcen genel gecer bir bilgidir. Bu kronik iltihap biyolojik, kimyasal veya
fiziksel irritatif faktorlerle gelisebilmektedir (Bartsch H, 2006). Bu iltahabi siiregten
kansere gecis onemli bir arastirma konusudur. Kronik inflamasyon sonucu karsinoge-
nez, hiicre transformasyonu, hayatta kalimin uzamasi, proliferasyonun uyarilmasi, in-
vazyon ve metastaz meydana gelebilmektedir (Coussens LM, 2002). Kanserin olusu-
mundaki {i¢ mekanizma olan baglangi¢, promotion ve progresyon asamalarinin her
tictinde de oksidatif stresin rolii vardir. Kronik inflamasyon ve kanser iliskisinin olus-

masinda reaktif oksijen radikalleri dnemli rol oynar.

2.5.1. Over Kanseri

Jinekolojik maligniteler igerisnde en sik goriilen endometrium kanseri olmakla
beraber over kanseri 6liim orani en yiiksek olanidir. Hastalarin %65'inden fazlasi tani
aninda ileri evrededir (Yaginuma,1992). En sik 50-60 yas arasindaki postmenapozal
kadmlarda goriilmekle beraber 70 yas sonrasi sikhign artmaktadir. Insidand
40/100.000'dir. Diinyada her yil 220 binin {izerinde yeni vaka goriilmektedir. Over
kanserinin Oliimciil olma sebeplerinden biri de ilerleyen evrelere kadar belirti
vermemeleri ve ge¢ tani almalaridir. Bu yilizden "sessiz katil" olarak da isimlendirilir.
Ilerlemis yumurtalik kanserinde kilo kayb1, agri, bulant;, kusma, karinda siskinlik, nefes
darlig1 sikayetleri yapmaktadir ki bu semptomlar da genelde gastrointestinal veya {iriner
sistem kaynakli patolojilerle karisabilmektedir. Bu da ge¢ taniya sebep olabilir.

Over kanserinde sagkalim diger malignetelerdeki gibi hastanin evresiyle
iligkilidir. Evre 1 ve 2 hastalikta sagkalim %70-90'larda iken,evre 3 veya 4
hastalikta %20-40" a kadar diismektedir. Tip teknolojilerindeki ve cerrahi tedavilerdeki
gelismelere ragmen over kanserindeki mortalite azalmamuistir.

Yukarida belirtilen mortalite oranlarindan anlagilacag: {izere, erken evrede tan
koyabilmek over kanserine bagli Oliimlerin azaltilmasinda kritik Oneme sahiptir.
Glinlimiizde over kanseri tanisinda ve taramasinda fizik muayene, goriintiileme
teknikleri, tiimdr belirtegleri kullanilabilmektedir. Derin yerlesimi ile fizik muayene ile
erken tan1 koymak oldukca zordur ve genelde ileri evre hastalarda belirgin bulgu verir.
Pelvik kitlelerin ultrason ile saptanmasi over kanseri tanisinda 6nem arz etmekle beraber,
iyi huylu ve koti huylu ayrimi bazen erken evrelerde zor olabilmektedir.

Ultrasonografik muayenede kitlenin iki tarafli olmasi, solid alan i¢cermesi, doppler kan

9



akimi caligmalarinda artmis kan akimi ve diisiik vaskiiler diren¢ saptanmasi kitlelerde
malignite ihtimalini yiikselten ultrasonografik parametrelerdir. Kanda saptanabilen
glikoprotein yapida bir tiimor belirteci olan Ca-125 de tanida yardimcer olabilmektedir.
Bu molekiille ilgili temel problem ise genelde erken evrede diisiik seviyelerde olup
siiphe uyandirmayacak Olgiimlerde saptanmasidir. Diger bir problem de bu belirteg
yumurtalik kanserine 6zgli olmayip endometriozis gibi iyi huylu kitlelerde, sigara i¢cimi
gibi durumlarda, menstruasyon sirasinda veya karin i¢ zarlarini ilgilendiren tiim
travmatik ve irritatif durumlarda da yiiksek ¢ikabilmektedir. Ca-125 disinda alfa feto
protein, human epididimal protein, human koryonik gonadotropin gibi farkli tiimor
belirtegleri de tanimlanmistir. Tiim bu degerlendirmelere ragmen halen over kanserlerini
erken evrede tanimakda giicliik ¢cekilmektedir.

Adenksial bir kitle saptandiginda over kanseri akilda tutulmasi gerekirken, bu
kitlelerin ayiric1 tanisinda fonksiyonel over kistleri, endometriozis, dermoid kist gibi 1yi
huylu kitlerler de ekarte edilmelidir. Adneksial alandaki kitleler her zamana
yumurtaliklara ait patolojilerle iliskili olmayip, uterusa, tiiplere, bagirsaklara ait de
olabilmektedir.

Fizik muayenede kitlenin yeri, biiyiikliigli, kivami, hareketli veya sabit olusu,
birlikte asit olup olmadig1 degerlendirilebilir. Bes santimetreden biiytik, fikse, ¢ift tarafl
ve assitin beraber izlendigi kitleler malignite diisiindiiren patolojileri diisiindiiriir. Bu

yiizden klinikte pelvik ve fizik muayene ile degerlendirme 6nem arzeder.

2.5.2. Over Kanseri Risk Faktorleri

Over kanserinde genetik ve cevresel bircok risk faktorii tanimlanmistir. Ailede
over kanseri 0ykiisii, ilk adetin erken yasta goriilmesi, menapozun ortalama yastan ileri
yaslarda goriilmesi, ileri yas, pelvik inflamatuvar hastalik Oykiisii, dogum yapmamis
olmak, yiiksek yumurtlama dongiisii, oviilasyon indiiksiyonu (6zellikle uzun siire
klomifen sitrat ile indiiklenmesi), baz1 genetik faktorler over kanseri riskini arttiran
faktorler olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Longuespée R, 2012). Bunlarin yaninda
hastanin infertil olmasi, menapozal yaslarda olmasi, obezite ve sigara kullanimi da riski
arttirabilir.

Over kanserlerinin %15 i ailesel %85'i sporadiktir (Romero |, 2012). Genetik
olarak BRCA 1, BRCA 2 ya da TP53 mutasyonlar1 over kanserine yatkinlikla iligkilidir.

Meme, endometrium ve kolon kanserleri ile bu genetik yatkinlik nedeniyle siklikla
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iliskilidirler.

Multiparite, oral kontraseptif kullanimi, tiiplerin baglanmis olmasi1 veya
histerektomi yapilmis olmasi ve emzirme over kanseri riskini azaltabilmektedir
(Whittemore, 1994). Bu faktorlerden bir kismi ovulasyonsuz donemler saglamasi ile
yumurtalik kanserini azaltmaktadir. Bu da over ylizey epitel hasarlanmasini azaltmis ve
kanser gelisimi azalmistir (Kramer , 2004). Yapilan dogum sayisi arttikca over kanseri
riskinin de orantili olarak azaldig1 genis vaka serilerinde gosterilmistir (Gross, 1994).

Obezite hormon bagimli tiimorler olan endometrium ve meme kanseri risklerini
arttirmaktadir. Obezitenin ve artmis viicut kitle endeksinin over kanseri ile iliskisi de
gosterilmistir (Schouten LJ, 2008 ; Olsen CM, 2007). Olsen ve arakadaslarinin
caligmasinda obez kadinlarda epitelial over kanseri riski yiizde 30 artmaktadir (Pavelka
JC, 2006). Ayn1 zamanda obezitesi olan kadinlarda over kanseri seyri daha kotii olmakta

ve sagkalim orani diismektedir (Goff BA, 2004).

2.6. OVCAR-3
Insan over kanseri hiicre hattt OVCAR-3; Kafkasya kokenli, 60 yasinda, ileri

evre over adenokanseri olan hastalarin asit sivisindan elde edilen hiicrelerden
olusturulmustur. Hiicreler epitelial morfolojiye sahip olup hem atimik farede hem de
agarozda klon formasyonu olusturabilmektedir. Kiiltiire edilebilen bu hiicrelerde
kendilerine 6zgii steroid reseptorleri olan sitoplazmik androjen, strojen (Hamilton TC,
1983) ve progesteron ( Hamilton TC,1982) baglanma makromolekiilleri igermektedir.
Anoploid bir disiden elde edilen bu hiicre hatti homojen boyanma bdlgesi ve
doubleminute kromozomu igeren anormal bir karyotip barindirir (Hamilton TC, 1983).
Kromozom analizinde kromozom sayilar1 andploid yapr gostermektedir. Sitogenetik
analizde belirte¢ olarak kullanilan N11, NI13, N14, NI5, N16, N17 ve N22
kromozomlart bulunmamaktadir. Bunun yaninda belirte¢ olarak kullanilmayan
kromozomlarin biiyiilk ¢ogunlugunda yapisal anomaliler, hiicreler arasinda sayisal ve
yapisal nomaliler saptanmistir. Dizi analizlerinde OVCAR-3 hiicre hattinda p53
geninde mutasyon (248, Arg--> Gln) saptanmustir. 743. niikleotidte nokta mutasyonu ile
Guanin'in Adenin'le degismis olmasi, 248. kodonda glutamin aminoasidinin arjinin

aminoasidinin yerine gegmesine neden olmustur (Yaginuma'y, 1992).
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2.7. Antioksidanlar

Tarihin ¢ok eski donemlerinden beri, insanlar gidalardan cesitli sekillerde
faydalanmiglardir. Baz1 sifali bitkilerden elde ettikleri 6ziitlerle birgok hastalig1 tedavi
etmeye calismiglardir. Bu ylizden arastirmacilar da gidalarin igerikleri hakkinda
arastirmalar yapmaktadirlar. Gidalarin sagliga olan faydalarindan dolayr bu sifali
bitkilerin molekiiler igerikleri hakkinda, oOzellikle antioksidan ozellikleri nedeniyle

birgok arastirma yapilmistir.

Antioksidanlar saglik alaninin disinda birgok endiistriyel alanda da
kullanilmaktadir. Kozmetik sektoriinde koruyucu katki maddesi olarak kullanilan
antioksidanlar aym1 zamanda yakitlara, petrole ve kauguga bozunumlarini ve
polimerizasyonlarin1 engellemek i¢in dengeleyici olarak eklenmektedir. Uluslararasi
Gida Kodeks Komisyonu’nun (CAC) taniminda antioksidanlar “gidada yagin
acillasmasmi ve renk degisimleri gibi oksidasyon tepkimeleri sonucunda olusan
bozulmalar1 Onleyerek raf Omriinii uzatan maddeler” olarak tanimlanmaktadir.
Antioksidanlar yaglarin oksidatif bozulmalarini1 diger bir deyisle renk, tat, goriiniis,
koku ve besin degeri gibi en 6nemli 6zelliklerinin kaybolmasini onleyerek besinlerin
kalitesini korumaktadir. Aym1 zamanda kiif ve bakterilerin neden oldugu gida

bozulmalarma kars1 da iyi bir koruyucudur (ikinci, 2010) (Tablo 2.2).

Antioksidanlarin en Onemli gorevi insan viicudunda metabolizma {iriinleri
sonrasinda ortaya ¢ikan, kisa Omiirlii fakat olumsuz etkisi fazlaca olan “serbest
radikalleri” nétralize ederek, onlar etkisiz hale getirmektedirler (Ozgen ve Scheerens,
2006). Normal sartlarda canli metabolizmasi saglikli iken serbest radikaller ile
antioksidanlar denge halindedir. Serbest radikal olusumu artar ve antioksidan sistem bu
kararsiz molekiilleri ortadan kaldirmada basarisiz olursa, serbest radikal saldiris1 ve lipit
cift tabakali hiicre membraninin zarar gérmesi ile oksidatif stres kaynakli hastaliklara
yatkinlik gozlenir (Moldovan ve Moldovan, 2004). Antioksidanlar canli hiicrelerde
bulunan protein, karbonhidrat, yag ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin
oksidasyonunu engellemek veya geciktirebilmek amaciyla serbest radikalleri yok
etmektedir. Fakat 6zellikle alkol ve sigara kullanimi, ¢evre kirliligi, UV 1smlar1 orman
yanginlar1 ve X-rays gibi serbest radikal kaynaklarmin artisi, bu temel bilesenlerin

zarar gormesine yol agarak oksidasyona neden olabilmektedir.
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Tablo 2.2. Bazi oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (Koca ve

Karadeniz, 2003).

Oksidan Antioksidan
Sigara dumani Superoksit dismutaz
Egzersiz Katalaz
Cevre Kirleticiler Glutatiyon peroksidaz
Atesli hastaliklar Glutatiyon
Radyasyon Ubikinon
Coklu doymamus yag asitleri ile zengin bir diyet |Selenyum
fskemi Urik asit
Karsinojenler E vitamini

C vitamini

B- karoten ve diger karotenoidler

Antioksidanlar, hiicreleri korunmak icin ilk savunma hatt1 gibi davranir.
Beslenmedeki antioksidanlarin aliminin artmasi, hiicre biitiinliigiiniin ve ayrica canli
sistemin normal biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarinin korunmasina yardimeci

olmaktadir (Kattappagari, Teja, Kommalapati, Poosarla, Gontu, Reddy, 2015).

Antioksidan 6zelligi kesfedilen birgok farkli madde vardir. Antioksidanlar viicut
tarafindan serbest radikallere kars1 bir savunma sistemi olarak {iretilebildigi gibi, bir
kismi da bitkilerle disardan alinir. Serbest radikallerin artmasiyla, viicudumuzda
bulunan antioksidanlar yetersiz kalabilmekte ve bu da disardan takviye antioksidanlarin
alinmasin1 gerektirebilmektedir. Viicudun serbest radikallere karsi savunma olarak
tirettigi antioksidanlar, katalaz, glutatyon peroksidaz ve SOD (superoksit dismutaz) gibi
enzimlerdir. Hem endojen hem de eksojen antioksidanlar serbest radikalleri stipiiriicii
etkiyle haraket ederler. Bu etkilerinden dolayr da viicut savunma sistemi artar ve

hastalik riski azaltilmis olur (Shinde A, 2012).

Antioksidanlar normal hiicre metobolizmasinin toksik yan {iriinii olan ROT
etkisiz hale getirerek koruyucu etki yapar (Sen S, 2010). Bunu da radikallerle oldukca
hizli bir sekilde reaksiyona girerek otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini
onleyerek yapar (Diindar Y, 1999). Antioksidanlarin serbest radikallerin fazlasini etkisiz

hale getirmek, toksik etkilerinden hiicreleri korumak ve hastaliklar1 6nlemede katk1
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saglamak gibi rolleri vardir (Pham-Huy LA, 2008).

Yapilan arastirmalarda, fazla antioksidan tiiketen ve kaninda antioksidan

maddelerin yogunlugu fazla olan kisilerde belli dejeneratif hastaliklarin daha diisiik

oranda ortaya ciktig1 gozlenmistir. Ayrica yapilan bazi klinik ¢aligmalarda antioksidan

vitamin konsantrasyonu fazla olan kisilerde, baz1 kanser ve kardiyovaskiiler

hastaliklarin ortaya ¢ikma olasiliginin da azaldigi goriilmistiir (Anonim, 2005e).

Antioksidanlar ROT’larin hasarini azaltmada dort farkli sekilde etki eder;

1.

Siipiirme etkisi (Scavenging): Serbest oksijen radikallerine etki ederek onlari
tutar ya da daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek etkisizlestirir. Antioksidan

enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.

Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktarip etkinliklerini
azaltir ya da inaktif hale getirir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol

bu sekide etki eder.

Zincir reaksiyonlarnm kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
seriiloplazmin ve agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve zincirlerini

kirarak fonksiyonlarin1 engeller.

Onarma etkisi (Repair): Reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu hasar gérmiis

biyomolekiilii onarirlar (Gokpinar, 2006).

2.7.1. Antioksidan Cesitleri

1.

2.

3.

Vitamin A ve 3-karoten

Vitamini C (askorbik asit)

Vitamin E ve tokoferoller
Stiperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz

Glutatyon (GSH)

Glutatyon Peroksidaz (Gpx)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Glutatyon Rediiktaz (GR)
Glutatyon-S-Transferaz (GST)
Melatonin
Urik asit
Alblimin
Biliriibin
Seruloplazmin
Ferritin
Transferin ve Laktoferrin
Haptoglobin ve Hemopeksin
Probukol
Deferoksamin (DFO)

Lipoik Asit
Polifenolik bilesikler
i) Flavonoidler
ii) Fenolik asitler
a) Hidroksibenzoik asit Tiirevleri
I) Gallik asit

Il) Protokatesik asit
I1) Salisilik asit
IV) Vaniilik asit
V) p-hidroksibenzoik asit

b) Hidroksisinnamik asit Tiirevleri
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1) Kafeik asit
I1) Ferulik asit
I11) Kumarik asit
IV) tr-sinnamik asit
22. Sentetik antioksidanlar
i) BHT
i) BHA
iii) Gallatlar
iv) TBHQ

Vitamin E ve C, karotenoidler ve fenolik bilesikler en ¢ok dikkat c¢eken
antioksidanlardandir. Vitamin C, hipoklorit, siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil ve
peroksil kokleri ile singlet oksijen formundaki aktif oksijenlerin temizlenmesinde en
etkili antioksidandir. Vitamin E ise hidroksil, alkoksil, peroksil kokleri ve singlet oksijen
gibi aktif oksijen formlarinin neden oldugu oksidasyonu onler. B-karoten antioksidan
Ozelligini singlet oksijen aktivitesi (viicudun 1s18a hassasiyet reaksiyonu) ve peroksil
koklerine karst gostermektedir(Yiicel ve Otles 2001). Ozellikle son zamanlarda
aragtirmacilar dogal antioksidan olarak degerlendirebilecegimiz, bitkilerde bulunan
polifenolik bilesiklere daha cok ilgi gostermektedirler (Frankel ve Finley 2008, Moon
ve Shibamoto 2009).

2.7.1.1. Polifenolik bilesikler

Benzen halkasi iceren organik maddeler genel olarak fenolik bilesikler olarak
adlandirilmakta olup bunlar bitkiler aleminde bulunan ikincil metabolitlerdir (Sekil 2.2.).
Kimyasal agidan flavonoidler ve fenolik asitler olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir.(Ho,
1991). Benzoik asitlerin esterlesmesi sonucu olusan hidrolize olabilen tanenler ve
proantosiyanidinler (kondense tanenler), tanenler kategorisinde degerlendirilebilir

(Ribéreau-Gayon, 2000).
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FENOLIK BILESIKLER

Fenolik Asitler Flavonoidler
‘ ” woile Hidroksimnamak
| Hidrokubenzoik Antouvanidenler Flavanonlar P
Asitler Autler R
B
Flavonlar ve Flavonoller g, sginler (favanoller Lzoflavonodler

Sekil 2.2. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi (Milli Egitim Bakanligi, 2013)

Fenolik bilesiklerin antioksidan ve antikarsinojenik etkileri, yapilan
epidemiyolojik ¢caligmalarda, koroner kalp hastaliklar1 ve kansere yakalanma riski ile bu
fenolik bilesikleri igeren sebze ve meyve tiiketimi arasindaki korelasyon gosterilmis

(Sekil 2.3) (Cadenas ve Packer, 2002).
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KANSER

HIPERTANSIYON t DIiYABET
\ /
POLIFENOLLERIN
KORUMA
ALANLARI
o ~
1 YASLANMA
ASTIM
ENFEKSIYONEL

HASTALIKLAR

Sekil 2.3. Polifenollerin faydali etkileri (Pandey ve Rizvi, 2009)

Sekil 2.4. Temel flavonoid yapis1 (Muhsiroglu, 2017).
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i. Flavonoidler

Flavonoidler (flavon tiirevleri) yapisinda C6-C3-C6 (difenilpropan) formunda iki
fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusur ve 15 karbon atomu igerirler
(Sekil 2.4). Flavonoidler kuvvetli antioksidan 6zellikler iceren ve bir ¢ok ¢esidi olan
bitkisel kokenli maddelerdir. Bunlar1 birbirinden ayiran temel 6zellikler hidroksi sayisi,
doymamislik derecesi ve ticlii karbon segmentinin oksidasyon diizeyidir (Ilgim, 1998).
Flavonoidler yapilarina gore 6 gruba ayrilir (Sekil 2.5). Bunlar antosiyaninler, kalkonlar,
flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar ve flavonollerdir. Flavonoidlere ait olan gruplar ve

bu gruplara dahil olan baz1 molekiiller Sekil 5’de verilmistir (Panche, 2016).

FLAVONOIDLERE AIT SINIFLAR

OH 0

-, | 0
HO oL/ AN AN A0 iy

‘ | ‘ ‘ H I | J ‘ | J { : W
Y OM 1 ) | I OH 0
OH 0 0 0

Antosiyaninler Kalkonlar Flavanonlar Flavonlar Flavonoller lzonavonlar

Flavonoidlerin Alt Simiflan

Antosivanin Alt Kalkon Alt Flavanon Alt Flavon Alt Flavonol Alt 1zoflavonoid Alt

Sunflary Sunflan Siniflary Sunflary Siniflary Suniflary

Sekil 2.5. Flavonoidlere ait olan gruplar ve bu gruba dahil olan baz1 molekiiller (Panche,

2016).

Bitkilerden elde edilen fenolik bilesiklerin en genis ve en yaygin grubunu
olusturan fenolik yapili bilesiklerdir. Bitkilerde yaklasik 4000'in iizerinde flavonoid
yapili bilesik bulundugu tespit  edilmistir. Flavon yapisindan tiirevlenmis bu

heterosiklik bilesikler oksidasyon durumlar1 ve substiitisyon 6zellikleri farkli ¢ok biiyiik
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bir siniftir. Basta pek ¢ok meyve (turunggiller, elma gibi) ve sebze olmak iizere kirmizi
sarap ve soyada yiiksek oranda flavonoid yapili bilesik bulunmaktadir (Zand ve ark.,
2002).

Antioksidan faaliyetleri tagidiklari hidroksil gruplarinin sayisi ve konumu ile
baglantilidir. LDL oksidasyonunun durdurulmasini saglamaktadirlar. Antioksidatif
etkileri yalnizca indirgeme potansiyeline bagli olmayip, protein baglama kapasitesiyle
de ilgilidir. LDL iistiinde, oksidasyona maruz kalacak alanin yapisina uygunlugu
sayesinde oksidatif atagi bloke etmekte ve LDL oksidasyonunu 6nlemektedir (Aviram
ve Fuhrman, 1998; Birt ve ark., 2001). Antioksidan 6zelliklerinin oldugu gibi pro-
oksidan ozellik de tasidiklar1 da bilinmektedir (Galati ve O'Brien, 2004).

ii. Fenolik Asitler

K1
A\
R2=—= —CO0H R2—</ >—LH= CH—COOH
3/ R3 (d)

Asit Rl |R2| R3 Asit Rl | R2| R3

p-Hidroksibenzoak | H OH| H |p Kumarik H OH H

Pirokate swk H OH| OH | Kafeik H |OH | OH
Vanilik CH,O |OH| H | Fenlik CH.,O| OH H

Siringik CIL,0 |OH|CH.O| sipik | CH,0[ oK | cH,0
Gallik OH |CH| OH

Sekil 2.6. Fenolik Asitlerin Genel Yapist (Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Fenolik asitler, kimyasal yonden hidroksisinnamik (sinamik) ve hidroksibenzoik
(benzoik) asitler olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 6). Hidroksibenzoik asitler
C6-C1 (fenilmetan), hidroksisinamik asitler ise C6-C3 (fenilpropan) yapisindadir (Sekil
2.6). Benzoik asit tiirevlerine ornek olarak, p-hidroksibenzoik asit, gallik asit, salisilik
asit protokatesuik asit ve vanilik asit verilebilir. Sinamik asit tlirevlerine ise kumarik
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asit, sinamik asit, ferulik asit ve kafeik asit verilebilir (Ribéreau-Gayon, 2000; Yiicel ve

Otles 2001; Nizamoglu ve Nas 2010).

Fenolik asit bitkiler aleminde yaygin olarak bulunur ve sekonder metabolitlerdir.
Genellikle glikozitlerin ya da organik asitlerin esterleri halinde ve bitkide proteinlere
veya hiicre duvar1 polimerlerine bagli olarak bulunmaktadirlar. Sadece az bir grubu
dogada serbest olarak bulunmaktadir. Fenolik asit gibi bilesiklerin gidalarda bulunmasi
besinlerin stabilitesini, kalitesini besin degerini rengini ve kokusunu belirgin olarak

etkilemektedir (Robbins, 2003).

Gida maddelerinin iginde 500-25000 arasinda degisen fitokimyasal
bulunmaktadir. Bunlarin 500 tanesini fenolik bilesikler olusturur ve saglikla olan bu
yakin iligkilerinden dolay1 en popiiler bilesik grubudur (Acosta-Estrada, 2014). Fenolik
bilesikler antioksidatif, antienflamatuvar, antimikrobiyal ve antiviral 6zellikler gdsterir.
Fenolik bilesiklerin oksidasyonun baslamasinit 6énleme, viicutta bulunan dejenere etki
gosteren oksijen konsantrasyonunu dengeleme veya direk serbest radikalleri tutup,

radikal oksijen tiirlerinin olusmasini engelleme gibi antioksidan 6zellikleri vardir

(Zhang, 2016).

Fenolik asitlerin kokii karbonhidratlardir. Fosfenol piruvik asit, glikolitik yolla
D-eritros fosfat ile birlesir ve pentos fosfat devresiyle 5-dehidrokuinik asite doniisiir.
Bunu klorogenik asit vasitasiyla saglar. 5-dehidrokuinik asit, 5-dehidrosikimik asit
sekline doniisiir ve protokatesuik asitle, gallik asit olusur. 5-Dehidrosikimik asit sikimik
asit sekline doniisiirken anthranilik asit ve katekol sentezlenir. Sikimik asit, prefenik asit
sekline doniistirken p-hidroksifenil, piruvik asit veya fenilpiruvik asite doniisiir. Tirozin
p-kumarik triinlerini, fenilalanin ise sinamik asit {irlinlerini verir. Sinamik asit ard arda
gelen, p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit sekline doniisiir. Kumarik
asit, umbelliferon iriiniinii verir, ferulik asitten ise skopoletin meydana gelir. Diger
taraftan Acetil Co-A, malonil Co-A sekline doniisiirken sinamik asit ilave edilmesiyle

beraber ¢esitli flavonoitler ve isokumarinler olusur (Harborne 1964), (Sekil 2.7).
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Karbohidrat

Fosfoenol piruvat

D-Entroz-4-fosfat

'Piruvab

( Asetil CoA )

‘ Malonil ('OA'

( Klomﬁ'enik asil'—( Kinik usit'— S-Dehidrokuinik asit

Gallik asit
— —

5-Dehidrosikimik asit

Protokatesuik asit

Prefenik asit

Hidroksifenil piirivik asit

lirozn

Fenilpiirivik asit

Kumarin

Kumarinik asit

~ginamik asi

Fenilalanin

Umbelliferon

Flavonoit

Isokumarin

Sekil 2.7. Fenoliklerin biyosentezi (Harborne, 1964).
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Fenolik asit iceren pek ¢ok bitki gastrointestinal, damar, mikrobiyal ve viral
hastaliklar ayrica iltihapli hastaliklar da tedavi edici olarak kullanilmaktadir (Robbins,
2003). Bugday kepegi (Yu ve Zhou, 2005; Ferguson ve Haris, 1999), sarap (Minussi ve
ark., 2003), greyfurt (Gorinstein ve ark., 2004b), iiziim kabuk ve ¢ekirdekleri (Yilmaz
ve Toledo, 2004), adagay1 (Salvia ssp.) (Bozan ve ark., 2002), Sideritis (Tunalier ve
ark., 2004) gibi bitkiler ve tar¢in, kimyon, sumak, karabiber gibi baharatlar (Bozan ve
ark., 2003), zeytinyag1 (Servili ve ark., 2004; Owen ve ark., 2000) gibi bitkisel liriinlerin
fenolik asitlerden kaynaklananan antioksidan aktivite gosterdikleri bildirilmigtir
(Minussi ve ark., 2003; Servili ve ark., 2004; Owen ve ark., 2000; Gorinstein ve ark.,
2004a; Yu ve Zhou, 2005; Ferguson ve Haris, 1999).

Biberiye, kozmetik sektoriinde, losyon, kolonya ve sampuan yapiminda
kullanilmaktadir. Ayrica, biberiyenin ¢ok giiclii bir antioksidan 6zellige sahip oldugu da
bildirilmektedir (Banyai et al. 2003). Antioksidan Ozellik bakimindan biberiyede
bulunan karnozik asit en giiglii antioksidan etkiye sahiptir ve bu etki yaklasik
karnosoldan ti¢ kat, biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve biitillenmis hidroksianisol

(BHA) dan yedi kat daha fazladir (Richheimer et al. 1996).

Adagay ise antioksidan etkiye sahip bir diger aromatik bitkidir. Yapisindaki en
onemli fenolik bilesikler karnosol, rosmadial, karnosik asit, rosmanol, epirosmanol ve

metil karnosattir (Cuvelier et al. 1994).

Kekige kendine 6zgii kokusunu verip (Baser 2001) ayrica ona antioksidan
ozelllik kazandiran bilesenlerde fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler ugucu yaglarin %78-
82’sini olusturmaktadir (Botsoglou et al. 2003).

Hardal da ¢ok miktarda fenolik bilesikler igerir. Fenolik asitler ve tiirevleri,
yogunlagtirilmis tannin formuyla ortaya ¢ikarlar. Hardal unu ve ekstraktlarinin giiglii
antioksidan o6zelillige sahip oldugu belirlenmistir. Pamuk tohumunun metanolik

ekstraktlarinda ise kuersetin vardir (Shahidi et al.1992).

Ayrica lilkemizde bol miktarda bulunan zeytin ve yapraklar1 da fenolik bilesikler
icerirler. Bu bitkinin meyve ve yapraklarindan elde edilen ekstraktin vazodilator,
antiromatizmal, hipotensif, hipoglisemik, diiiretik ve kolesterol diisiiriicii etkileri oldugu

bildirilmistir ve ekstraktta bulunan luteolin, apigenin gibi flavonoitlerin
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antikomplementer aktivite gésterdigi bildirilmistir (Pieroni et al. 1996).

Cay ise, fenolik maddelerce zengin iceceklerden birtanesidir. Cay yapraklarinin
bilesimi klimatolojik, genetik ve kiiltiirel faktorlere bagli olarak degisim gostermektedir
(Katiyar and Mukhtar, 1997). Cayda bulunan polifenoller kuru caymn %35’ini
olustururlar. Cayin fenolik bilesiklerde, lipit peroksidasyonunu onleyerek, serbest
radikal giderme Ozellikleriyle antioksidan etki gosterirler (Mukai et al. 2000). Yapilan
calismalarda cay tiikketiminin kalp krizi, baz1 kanserler, koroner kalp hastaliklar1 ve

karaciger rahatsizliklar riskini azalttig1 gosterilmistir (Wiseman et al. 1999).

Hidroksisinnamik asit tiirevlerinin, yapilan ¢esitli antioksidan aktivite
caligmalarinda, hidroksibenzoik asit tiirevlerine gore daha etkili oldugu gosterilmistir

(Marinova ve Yanishlieva, 2003).

Fenolik asitler antioksidan 6zelliklerini, hidrojen atomlarini vererek, (Sousa ve
ark., 2004) hidroksil, peroksil, singlet oksijen, peroksinitrit radikallerini siipiirerek veya
gecis metalleriyle selat olusturarak gerceklestirmektedirler (Cadenas ve Packer, 2002;
Lodovici ve ark., 2001; Sroka ve Cisowski, 2003; Javaninardi ve ark., 2003).

Fenolik asitlerin antioksidan etkileri kimyasal yapilariyla ilgilidir (Tapiero ve
ark., 2002). Etki aromatik halkada tasidiklar1 hidroksil gruplarmin baglanma yerine,
sayisina ve karsilikli pozisyonlarina baglidir (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Sroka ve

Cisowski, 2003; Peyrat-Maillard ve ark., 2000).

P-kumarik asit, vanilik asit, kafeik asit, salisilik asit, ferulik asit, gallik asit, p-
OH benzoik asit, ve prokatesik asit'in B-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan
etkileri ve DPPH (2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl) radikali iizerinden radikal siipiiriicii
etkileri test edilmis, -OH grubunun sayisinin artmasiyla antioksidan aktivitenin arttig
gozlenmistir (Peyrat-Maillard ve ark., 2000; Fukumoto ve Mazza, 2000). Metoksil
grubu bulunduran fenolik asit tiirevinin ise, bulundurmayan tiirevlere goére daha fazla
etkili oldugu tesbit edilmistir (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Fukumoto ve Mazza,
2000). Ayrica hidroksil gruplarinin orto-pozisyonundan birbirine bagli olmasi

aktiviteleri acisindan avantaj olarak goriilmektedir (Sroka ve Cisowski, 2003).

24



a-Hidroksibenzoik Asitler

4 1 COOH

3 2

Sekil 2.8. Hidroksibenzoik asitlerin molekiil yapis1 (Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Hidroksibenzoik asitler bitkisel gidalarin yapisinda genellikle ¢ok az miktarlarda
(10 ppm kadar) bulunur ya da hi¢ bulunmayabilirler (Sekil 2.8). Bunlar arasinda salisilik
asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik, p-hidroksibenzoik asit ve vanilik asit gibi asitler
ornek verilebilir. Hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitlerden yag asitlerinin

oksidasyonu ile analog olan bir reaksiyon zinciri sonucunda olugsmaktadir.

b-Hidroksisinamik Asitler

A
o)

4 l CH == CH — COOH

7
()

Sekil 2.9. Hidroksisinamik asitlerin molekiil yapis1 (Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Fenolik asitlerden olan hidroksisinamik asitler bitkisel gidalarda yaygin olarak
bulunurlar ve hidroksil grubunun, fenilpropan halkasina baglanma konumuna ve

sayisina gore farkli 6zellik gosterirler. Bunlar arasinda ferulik asit, o-kumarik asit , p-
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kumarik asit ve kafeik asit onem tasimaktadir (Sekil 2.9).

0 OH O, OH

O, OH

HO

OH OH

Sinnamik asit p-kumarik asit Kafeik asit

Sekil 2.10. Baz1 hidroksisinamik asit yapilar1 (Kog S, 2014).

Hidroksisinamik asitlerin ¢ok az bir miktar1 serbest halde bulunurlar, ¢ogunlukla

asit tiirevleri halindedirler. Gidalarda hidroksisinamik asitin esterleri de ¢ok yaygindir.

Hidroksisinamik asit glikozidleri ve amidleri de pek¢ok bitkide bulunmaktadir.
Bitkilerde hidroksisinamik asit biyosentezi dort farkli enzim katalizorliigiinde

fenilalanin ile baslar ve dort asamada reaksiyon tamamlanir (Sekil 2.10).
b.1. Kumarik asit

Sinnamik asitten tiiremis organik bilesik olan kumarik asit bitkilere rengini,
kokusunu ve tatlarin1 verir. Hidroksi grubunun yerine bagli olarak orto, meta ve para
olmak {lizere li¢ tane izomeri vardir. Molekiil formiili C9OH803, molekiil agirhigr ise

164,15 g.mol-1 *diir (Anonim, 2012) (Sekil 2.11).

26



X OH X OH

HO OH
p-kumarik asit o-kumarik asit
O

HO

X OH

m-kumarik asit

Sekil 2.11. Kumarik asit ve izomerleri (Kog S, 2014).

Sinnamik asidin yaygin bulanan izomeri olan kumarik asit portakal (Sousa ve
ark., 2004), kiraz (Cadenas ve Packer,2002), kahve, ¢ikolata ve sarapta (Abdel-Wahab
ve ark., 2003) ayrica fistik, domates ve havug gibi birgok bitkide bulunur. Kumarik
asidin timor Onleyici etkide ve apoptotik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir

(Jaganathan vd., 2013).

Ayrica strese karsi koruma sagladigi rapor edilmistir. Kanser hiicrelerini 6ldiirme
potansiyelinin yaninda DNA’da oksidatif hasara neden oldugu bildirilmistir. Kullanilan
doz yiiksek miktarda oldugu zaman toksik etki gostermektedir (Labieniec ve ark.,
2003). P-kumarik asidin ozellikle mide kanserine karsi oldukga faydali oldugu
bilinmektedir.

P-kumarik asitin, doksuribisin isimli kemoterapotik ilacin kalp dokusu iizerine
olan oksidatif strese bagli toksik etkisini azaltarak koruma sagladigi gosterilmistir

(Abdel-Wahab ve ark., 2003).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada, p-kumarik asidin kolon epitel hiicrelerine
(Caco-2) etkisi arastirilmistir. 1500 pmol/l konsantrasyonda p-kumarik asitin 24-72
saatlik uygulamasindan sonra Caco-2 hiicrelerinin ¢ogalmasint %43-75 oraninda
onledigi bulunmustur. Bununla birlikte, p-kumarik asitin kolon kanseri hiicrelerinde
apoptoz mekanizmasin1 mitokondriyal ROS sistemi {lizerinden aktive eder (Jaganathan

vd., 2013).
27



Janicke ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan bir calismada ferulik asit ve p-
kumarik asitin, Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonu ve hiicre dongiisii faz
dagilim {izerindeki etkileri arastirilmistir. Hiicreleri 1500 uM ferulik asit ile muamele
ettikten 2 ve 3 giin sonra Caco-2 hiicre canliliginin kontrole gore sirastyla %75 ve %43
oraninda azaldigini belirlemislerdir. Ayn1 sekilde Caco-2 hiicreleri 1500 uM p-kumarik
asit ile muamale edildikten 2 ve 3 giin sonra hiicre sayisi kontrole gore sirastyla %74 ve
%355 oraninda azalmistir. Her iki fenolik asit ile 1 giin sonra Gl fazindaki azalma, S
fazinda artis; 2 ve 3. giinlerde G, fazinda artis belirlenmistir (Rosa vd., 2016; Janicke
vd., 2005).

p-Kumarik asit hem in vitro hem de in vivo kolon kanseri modellerinde Grp
(Glucose Regulated Protein) down-regiile etmis, UPR aracili apoptozu da aktive
etmistir. Ayrica p-kumarik asitin sitokin COX-2, IL-6, TNF-a ve PGE2 ekspresyonunu
azaltarak inflamasyonu Onemli Olgiide azalttigini ve ayrica western blot yontemiyle
analiz edildigi lizere p-p65 ve plkBa ekspresyonunu azalttigi gézlemlenmistir. Ayrica,
p-kumarik asitin apoptoz indiikleyici etkisi sonucunda PERK-elF2a-ATF-4-CHOP
yolunun aktivasyonu yoluyla kanser hiicrelerinde Grp78 (78 kDa Glucose Regulated

Protein) up-regiilasyonunu inhibe ettigi agiklanmigtir (Sharma vd., 2018).

Hidroksisinamik asitlerden kafeik, ferulik, m- ve p-kumarik asitlerin
antioksidan, antifibréz, antiviral, antitiimdr, antitrombotik biyolojik aktiviteleri
nedeniyle biiyiik ilgi gérmesine ragmen; o-kumarik asitin biyolojik aktiviteleri ile ilgili

caligmalar sinirlidir (Sen vd., 2013).

o-kumarik asit c¢ay, kahve, findik, Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker
(Compositae), Mikania glomerata Spreng, Medicago sativa L. (Leguminosae), Caucalis
platycarpos L. (Apiaceae) ve Urtica urens gibi birgok gida ve bitkide bulunan bir
hidroksisinamik asittir. Yapilan ¢aligmalar o-kumarik asitin antilipidemik, antioksidan
ve antikanserojen gibi farkli biyolojik aktivitelerinin oldugunu gdstermistir (Sen vd.,

2015).

Kumarik asitin over kanseri lizerine etkileri ile ilgili literatiirde yeterli veri
yoktur. Yukarida belirtilen mekanizmalarla, farkli kanser tiirleri tizerinde gosterildigi
tizere kumarik asitin kanser iizerine olumlu etkilerinin over kanserinde de tespit

edilmesi muhtemeldir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu Bagkanligindan alinan 10.12.2019 tarih ve 19 karar numarali
etik kurul onayi ile yapilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismamizda kumarik asitin, tip 2 ileri
derecede serdz over kanserini modelleyen OVCAR-3 hiicre hatti {izerine olan anti-

proliferatif, invaziv ve morfolojik etkileri arastirilmak amaglanmistir
3.1. Hiicre Hatt1 ve Kullanilan Besi yeri

Calismamizda OVCAR-3 hiicre hatt1 kullanildi. Stok hiicre Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) besiyeri kullanildi. Bu besiyerine ayrica %10 FBS (Fetal
Bovine Serum) eklenerek hiicreler icin uygun besiyeri ortami yaratildi. Ayrica
mikrobiyal ve fungal enfeksiyonlar1 dnlemek i¢in %1 penisilin streptomisin de ilave
edildi. Donmus hiicreler ¢oziiliip, hazirladigimiz besiyeri i¢inde %5°lik CO;, ve 37 ° C
de inkiibatérde cogaltildi.

3.2. Hiicrelerin Biiyiitillmesi ve Pasajlanmasi

RPMI besiyeri icerisine ekilen hiicelerin ¢ogalmalar1 inverted mikroskopla takip
edildi. Besiyeri her 3 giinde bir yenilendi. Cogaltilan hiicrelerin yogunlugu flask
tabanininin %80-90’1na ulastiginda, hiicreler tripsin ile kaldirild: ve yeni flasklara ekildi.
Pasajlama islemi icin once flasklarin igerisindeki besiyeri dokiiliip, flask PBS
(phosphate  buffered saline) ile yikandi. Sonra sirasiyla PBS-EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic Acid) 1 dakika boyunca uygulandi. Ardindan hiicrelere 75
cm? flask i¢in 1000 ul, 25 cm?lik flask icin 500 ul énceden su banyosunda 37 °C de
bekletilen tripsin eklendi. Hiicreler 1 dakika boyunca 37°C %5 CO; ig¢eren inkubatorde
bekletildi. 1 dakika sonra hiicrelerin flask tabanindan kalkip kalkmadiklar1 inverted
mikroskopla kontrol edildi. Hiicerelerin tabandan ayrildigina emin olunduktan sonra
hiicrelerin tlizerine, eklenen tripsin miktarmin en az 2-3 katt medyum eklenerek tripsin
aktivitesi notralize edildi. Bu karisim Onceden hazirlanan besiyeriyle 10 ml'e
tamamlanarak 15 mm'lik falcon tiiplere alinarak 400 x G’de 7 dakika santirfiij edildi.
Santrifiij sonrasi, tlizerindeki siipernatan atilip, tabandaki hiicre ¢okeltisi ilizerine yeni
besiyeri eklenerek ve yeni flasklara alinarak %5°lik CO; ve 37°C ortamli inkiibatore
koyuldu.
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3.3. Hiicre Sayim

Hiicre sayiminda en ¢ok kullanilan yontemlerden biri olan negatif yiklii tripan
mavisi ile boyama yapildi. Canli olan hiicrelerin membranindan boya hiicre i¢ine girmez
ve hiicreler mikroskopta parlak renkte goriiliirler. Canli olmayan hiicrelerin membranlari

zarar gordiikleri i¢in, boyayi i¢ine alir ve mikroskopta mavi renkte goriiniirler.

Hiicre saymmi icin flasklardaki tabana yapisan hiicrelerin tekrar kaldirilmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in tekrar EDTA ve tripsin eklenerek flask tabanindaki hiicreleri
kaldirip iizerine 4 ml besiyeri eklenerek 1000 devir/dk’da 10 dk santrifiij edildi.
Uzerinde biriken siipernatant atildi. Dipte kalan hiicre peleti, yeni besiyerinde
homojenize edildikten sonra siispansiyondan 50 pl alinip 50 pl tripan mavisi ile 1:1
oraninda karistirildi. Daha sonra hiicre sayim cihazinin lamina aktarildi ve mililitredeki

canlt hiicre sayis1 hesaplandi.
3.4. MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazoliu bromid) Testi

Mossmann (Mosmann, 1983) tarafindan tanimlanmis bu yontem hiicre
canliligin1 tespit etmede yaygin olarak kullanili. MTT kolorimetrik testi canli
hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenaz enzim aktivitesine dayanir. Canli hiicrelerde
dehidrojenaz enzimi aktivitesi gbzlemlenirken, dlen hiicrelerde gozlemlenmemektedir.
Bu test MTT nin hiicre i¢ine girip mitokondrideki reaksiyon sonucu formazana
indirgenmesine dayanir. Formazan renkli ve suda ¢oziilmeyen bir maddedir. Daha az
hiicre ve canlilik igeren kuyularda daha az formazan tuzu, daha fazla canli hiicre iceren
kuyularda ise daha cok formazan kristali olusur. MTT nin formazana indirgenmesi
hiicre mitokondrisinde gergeklestigi i¢in bu reaksiyon orami hiicre canlilifini gosterir.
MTT boyasi1 PBS (phosphate buffered saline) icinde 5 mg/ml olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan MTT boyasi medyumla 1/10 oraninda seyreltilip kuyucuklara 100 mikrolitre
miktarinda ilave edildi. 3-4 saat %5’lik CO, ve 37°C de inkiibe edildi. Daha sonra
kuyucuklardaki boya uzaklastirildi ve DMSO (Dimetil siilfoksit) ilave edildi. ELISA
‘microplate’ okuyucuda 570 nanometre dalga boyunda, olusan formazan absorbansi
okutuldu. Farkli miktarlarda kumarik asit verilmis ve sadece besiyeri verilerek kontrol

olarak kullanilmis kuyucuklardan okunan optik yogunluga gore hiicre canlilig: tespit
edildi.
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3.5. Notral Kirmzis1 Yontemi

Notral kirmizis1 lizozomal aktivite yoluyla hiicre canliliginin belirlenmesinde
kullanilan canlilik testidir. Borenfreund ve Puerner tarafindan 1985 yilinda bulunmustur.
Notral kirmizis1 analizi, NICEATM (The National Toxicology Program (NTP)
Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods, 2003)
tarafindan hazirlanan yonteme gore yapilidi. 40 mg nétral kirmizisi, 10 ml PBS’de
¢Ozdiirtliip, stok olusturuldu. Bu stokta 1/100 oraninda seyreltilerek kullanildi. Hiicreler
5x10° hiicre/kuyucuk yogunlugunda 96 kuyucuklu plakalara ekilip, biiyiitiildiikten sonra
hazirlanan test madde dozlarindan eklenerek inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
hiicreler kuyucuk basi 100 mikrolitre PBS ile yikandiktan sonra %1 oranindaki nétral
kirmizist boyasi ile 3 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda besiyeri uzaklastirilip
hiicreler tekrar PBS ile yikandiktan sonra kuyucuklara formazan tuzlarinin ¢oziilmesi
icin 100 mikrolitre DESORB (%1 glasial asetik asit, %49 etanol) aktarilip, ELISA
cihazinda 540 nm dalga boyunda optik yogunluk degerlere gore hiicre canlilig1 tespit
edildi.

3.6. inverted Mikroskop Incelemesi

OVCAR-3 hiicreleri, altt kuyucuklu plakalarda lameller iizerinde ekilip inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 1250 ve 2500 puM dozunda kumarik asit ilave edildi. 24 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler inverted

mikroskopta incelendi ve kayda alind1.

3.7. Hematoksilen Eozin Incelemesi

Hematoksilin-eozin, hiicreleri ve dokulart boyama ve morfolojik farkliliklart
incelemede kullanilan ¢ok yaygin ve vazgecilmez bir yontemdir. Hematoksilin bazofilik
bir 6zellik gosterir ve daha ¢ok hiicrenin g¢ekirdegini boyarken, eozin asidofilik bir
Ozellik gosterir ve daha ¢ok hiicre sitoplazmasini boyamaktadir. Bizim bu ¢alismamizda,
altt kuyucuklu plakalarda lameller iizerine hiicreler biyiitiildii ve 1250 ve 2500 uM
kumarik asit ilave edildi. 24 saat inkiibasyondan sonra hiicreler soguk metanolle fikse
edildi ve PBS ile yikandi. Sonra 5 dakika hematoksilen uygulandi ve ¢esme suyunda
yikandi. Distile su ile yikanan ornekler eozinde 5 dakika bekletildi. Sonrasinda distile
su yikanip kurutuldu ve su bazli kapatma soliisyonu ile lam iizerine kapatildi. Isik

mikroskobunda hiicrelerdeki degisiklikler incelendi.
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3.8. Migrasyon (Yara Iyilesme) Testi

Alt1 kuyucuklu plakalar iizerinde hiicreler biiyiitiildii ve yapismalar1 saglandi.
Yapismalar1 saglandiktan sonra herbir kuyucuga sar1 pipet ucuyla dikey olarak boydan
boya esit biiyiikliikte ¢izgi cekilerek hiicreler arasi bosluk (yara) olusumu saglandi.
Takiben PBS’le plaka yikandi ve ylizeye c¢ikan hiicrelerin temizlenmesi saglandi.
Ardindan kumarik asitin belirledigimiz 1250 ve 2500 uM dozu uygulandi. Ayrica
kumarik asit uygulamadigimiz sadece yara olusturulan kontrol grubu olusturuldu.
Inverted mikroskopta 6’1 plakadaki yara (bosluk) kapanmasi, madde verildikten 24 saat
sonra verdigimiz maddenin hiicreler arasindaki bosluga nasil etki ettigi fotograflandi ve

goriintlilendi.
3.9. Caspase 9 Immiinositokimya

Tripsin-EDTA ile kaldirtlmis olan hiicreler 6'li plakalar lizerine ekildi. Hiicrelere
gerekli maddeler verildikten ve {lizerinden yeterli siire gectikten sonra hiicreler
tizerindeki besiyeri atildi. Hiicreler 6'l1 plaklar icerisinde PBS ile yikandi. Daha sonra
hiicreler %3.7 formaldehitle fikse edilip ve tekrar PBS ile 3 kez yikandi. Yikandiktan
sonra triton X ile muamele ettigimiz hiicre tizerlerindeki porlarin daha acgik hale gelmesi
saglandi. Hiicrelere Ultra V blok damlatildi. Sonrasinda Ultra V blok bosaltilip primer
antikor asamasina gecildi. Bir gece 4°C'de bekletilerek primer antikor uygulandi.
Ardindan PBS ile yikama yapilip, sekonder antikor uygulandi. Hiicreler AEC kromojen
ile muamele edildi. Renk degisimi goriildiikten sonra kromojeni dokiip, PBS ile tekrar
yikma yapildi. Hiicreler su bazli kapatma mediumu ile kapatma islemi yapilip

mikroskopta incelendi.

3.10. istatistiksel Analiz

Shapiro-Wilk normalite testi ile degiskenlerin normal dagilim izleyip izlemedigi
kontrol edilmistir. Anova testi kullanilarak normal dagilim gosteren veriler arasindaki
fark tek yonlii varyans analizi yapilmistir. Varyanslart ANOVA’da Levene’s testinde
homojen dagilan veriler Tukey ¢oklu karsilastirma testi, varyanslart homojen
dagilmayan veriler Tamhane c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yorumlandi. Normal
dagilimim takip etmeyen veri setlerinde Kruskal-Wallis testi yapilmistir. p<0.05 ise

istatistiksel anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Sonuclari

4.1.1. MTT Sonuclar

MTT deneyimizde OVCAR-3 hiicrelerine 39.1, 78.1, 156.3, 312.5, 625, 1250,
2500, 5000 uM seklinde degisen dozlar uygulandi. Dozlar 39.1, 78.1, 156.3, 312.5,
625 uM uygulanan OVCAR-3 hiicreleri ile kontrol grubu arasinda canlilik agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0.05) (Sekil 3.1). 1250, 2500, 5000
uM uygulanan gruplarda canlilik kontrole gore yiiksekti (p<<0.05, p<0.001, p<0.001).
1250 uM uygulanan grupta canlilik %80.7, 2500 pM uygulanan grupta canlilik %48.1,
5000 puM uygulanan grupta ise canlilik %2.5 olarak saptandi. Doz artis1 ile canlilikta

da belirgin azalma

grubunda saptanmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. MTT testi sonucuna gore farkli dozlarda kumarik asit uygulandiktan sonra

izlenmistir. En diisiik canlilik en yiiksek doz uygulanan hiicre

hiicre canlilik yiizdeleri (0-5000 uM)

Kumarik Asit Hiicre Canhihg (%) . .
Dozlar1 (uM) (Ortalama=SS) p degeri
Kontrol 100.0£9.3
39.1 99.3+£20.0 fy
78.1 105.3+£17.3 fy
156.3 107.7 £ 10.1 fy
312.5 102.2 £14.7 fy
625.0 104.2 £ 10.7 fy
1250.0 80.7+7.5 p<0.05
2500.0 48.1£15.6 p<0.001
5000.0 25+1.8 p<0.001
fy: Fark yok
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Sekil 3.1. Cesitli miktarlarda kumarik asit uygulanan OVCAR-3 hiicrelerinin MTT
sonuclar1 (* kontrol ile ilgili grup karsilastirildiginda p<0.05 diizeyinde an-
laml fark vardir. ***  kontrol ile ilgili grup karsilastirildiginda p<0.001

diizeyinde anlamli fark vardir).

4.1.2. Notral Kirmizist Sonuclari

39.1, 78.1, 156.3, 312.5, 625, 1250, 2500, 5000 uM seklinde degisen dozlar
uygulandi. Dozlar 39.1, 78.1, 156.3, 312.5, 625 uM uygulanan OVCAR-3 hiicreleri ile
kontrol grubu arasinda canlilik agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir
(p>0.05) (Sekil 3.2) (Tablo 3.2). 1250, 2500, 5000 pM dozlarinda kumarik asit
uygulandiginda ise canlilik yiizdeleri sirast ile %62.3, %43.9 ve %7.6 olarak saptanmis
olup kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda diisiikk saptanmistir
(strastyla p<0.001, p<0.001, p<0.001). Uygulanan doz arttik¢a notral red uygulamasinda

hiicrelerin canlilik oranlarinin orantili olarak azaldig izlendi.
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Tablo 3.2. Notral kirmizisi testi sonucuna gore farkli dozlarda kumarik asit

uygulandiktan sonra hiicre Canlilik yiizdeleri (0-5000 uM). fy: Fark yok.

. . Hiicre Canhlig: (%) p degeri
Kumarik Asit Dozlar (Ortalama=Ss)
(uM)
Kontrol 100.0 £ 17.1 memn
39.1 102.9 £ 11.5 fy
78.1 99.8+11.6 fy
156.3 101.2 £ 14.9 fy
312.5 103.7 £ 18.9 fy
625.0 98.5+16.6 fy
1250.0 62.3+84 p<0.001
2500.0 439+17.5 p<0.001
5000.0 7.6+3.3 p<0.001
1501
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Sekil 3.2. Cesitli dozlarda kumarik asit uygulanan OVCAR-3 hiicrelerinin nétral red
sonuglart (*** kontrol ile ilgili grup karsilastirildiginda p<0.001 diizeyinde

anlaml fark vardir).
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4.2. Inverted Mikroskop Sonuclari

Inverted mikroskop incelemelerimiz sonucunda kurmarik asitin artan dozlarda
uygulanmasina paralel olarak doz arttikca OVCAR-3 hiicre sayilarinda da belirgin
azalma gozlendi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. A. Kontrol grubu inverted mikroskop goriintiisii, B. 1250 pM dozunda
kumarik asit uygulanan hiicrelerin inverted mikroskop goriintiisii, C. 2500
uM dozunda kumarik asit uygulanan hiicrelerin  inverted mikroskop

goruntusti.

4.3. Hematoksilen Eozin boyama sonuclari

Calismamizin hematoksilen eozin boyama sonuglarina baktigimizda, kontrol
grubundaki hiicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdekleri normal goriinimdeydi. Artan dozla
beraber hiicrelerde hacimsel kiigiilme, piknotik ¢ekirdek sayisinda artma ve hiicre

yogunlugunda azalma tespit edildi (Sekil 3.4-3.6).
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Sekil 3.4. Kontrol grubunun hematoksilen eozin boyama goriintiileri. A ve B 10x
biiylitme, C ve D 40x biiyiitme goriintiileri (6lcek ¢cubugu A ve B’de 100 pum,
C ve D’de 50 pm).

Sekil 3.5. 1250 uM kumarik asit uygulanan hiicre grubunun hematoksilen eozin boyama

goriintiileri. A ve B 10x biiylitme, C ve D 40x biiylitme goriintiileri (6lgek
cubugu A ve B’de 100 pm, C ve D’de 50 um).
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Sekil 3.6. 2500 uM kumarik asit uygulanan hiicre grubunun hematoksilen eozin boyama

goriintlileri. A ve B 10x biiyiitme, C ve D 40x biiyiitme goriintiileri (6lgek
cubugu A ve B’de 100 pum, C ve D’de 50 pm).

4.4. Migrasyon Deneyi Sonuclar

Yaptigimiz migrasyon testinde kontrol grubunun (Sekil 3.7) ve kumarik asitin
1250 (Sekil 3.8) ve 2500 (Sekil 3.9) uM dozlarindaki sonuglar1 asagidaki gibi
gozlemlendi. Kumarik asitin 24 saatlik uygulamasinda hiicre hareketinin artan dozla

yavagladigi goriild.

Sekil 3.7. OVCAR-3 hiicrelerinin migrasyon deneyi sonuglari1 (Kontrol). A. Migrasyon
oncesi 10X, B. 24 saat sonraki migrasyon 10X.
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Sekil 3.8. OVCAR-3 hiicrelerinin migrasyon deneyi sonuglart (1250 uM kumarik asit

uygulamasi sonrasi). A. Migrasyon oncesi 10X, B. 24 saat sonraki migrasyon 10X.

Sekil 3.9. OVCAR-3 hiicrelerinin migrasyon deneyi sonuglar1 (2500 uM kumarik asit
uygulamasi sonrasi). A. Migrasyon oOncesi 10X, B. 24 saat sonraki

migrasyon 10X.

4.5. Caspase 9 Immiinohistokimya Sonugclari

Immiinohistokimya deneylerimizde kontrol, 1250 uM ve 2500 pM kumarik asit
uygulanan gruplar olusturuldu. Apoptotik protein caspase 9’un kontrole kiyasla 1250
uM ve 2500 pM kumarik asit uygulanan gruplarda daha yiliksek immiin reaksiyon
gosterdigi tespit edildi (Sekil 3.10-3.12).
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Sekil 3.10. Kontrol grubuna ait immiinhistokimya boyamalari. A ve B 10X biiyiitme, C
ve D 40X biiyilitme (6lgek ¢ubugu A ve B’de 100 um, C ve D’de 50 um).

Sekil 36.11. 1250 uM kumarik asit uygulanan hiicrelerin caspase 9 immiinhistokimya
boyamalari. A ve B 10X biiyiitme, C ve D 40X biiyiitme (6l¢ek cubugu A
ve B’de 100 pm, C ve D’de 50 pm).



Sekil 3.12. 2500 pM kumarik asit uygulanan hiicrelerin caspase 9 immiinhistokimya
boyamalar1. A ve B 10X biiyiitme, C ve D 40X biiyiitme (6l¢ek cubugu A
ve B’de 100 pm, C ve D’de 50 pm).



5. TARTISMA

Tip alanindaki gelismeler sayesinde uzayan yasam siirelerinin sonucunda kronik
hastaliklar ve malignitelerin siklig1 giderek artmaktadir. Tiim diinyada ve iilkemizde
kalp hastaliklarindan sonra en 6nemli 6liim sebebi kanserdir. Tedavi yontemlerindeki
iyilesmeye ragmen kanser insidansi ve 6liim oranlari iyilesmemistir (Omran AR., 1971).
Giliniimiizde kullanilan kemoterapdtik ajanlar ciddi komplikasyonlar ve yan etkilere
sebep olabilmektedir.

Over kanseri kadinlarda goriilen kanserler arasinda 7. sirada olup 6nemli bir
mortalite sebebidir. Prognozu oldukca kotiidiir. 5 yillik sag kalim oranlar %45’in
altindadir (Bray vd., 2020). Hali hazirda rutin bir tarama programi olmadigi ve
hastalarin bircogu ileri evrede tani alabildigi i¢in dnemli bir saglik problemi olarak
kadin sagligini tehdit etmektedir. Genellikle evre 3’de tan1 almaktadir. Sinsi olarak karin
boslugunda bu evrelere kadar biiylimekte, hastada bu asamaya kadar belirgin bir klinik
olusturmamaktadir (Whittemore, 1994).

Giliniimiiz yumurtalik kanseri tedavileri cerrahi ve kemoterapi agirliklidir. Klasik
kemoterapi protokollerine katkisi olan alternatif immiinmodiilator tedaviler de giindeme
gelmisti.  Kemoterapinin temellerini  sitotoksik ve anti-anjiogenez tedaviler
olusturmaktadir. Bu tedavileri destekleyebilecek molekiil arayislar1 halen siirmektedir.
Her ne kadar bu tedaviler hastaliksiz sag kalimi arttirsalar bile ozellikle ileri evre
hastalikta tam iyilesme saglayamamaktadir. Hastalar devam eden kemoterapi ve cerrahi
tedaviler ile daha uzun yasatilmaya ¢alisilmaktadir. Bu tedavilerin yan etkileri ¢ok agir
olabilmekte, zaten seyreden bir malignite nedeniyle genel durumu iyi olmayan hastalar
bu tedavilerin yan etkilerine bagli olarak kaybedilebilmektedir. Bu noktada yan etkileri
azaltma yoniinde yapilabilecek ek(adjuvan) tedaviler de 6nemli hale gelmektedir. Gerek
primer tedavinin olumsuz etkilerini ndtrazlie edecek gerekse kendi Ozgiin etki
mekanizmalar1 ile timor tedavisinde kullanilabilecek ek tedaviler veya yardimei
molekiiller hasta konforunu ve yasam siirelerini uzatabilecektir. S6z konusu ek
tedavilerin dogal molekiillerden secilmesi yan etki ihtimalini azaltip, s6z konusu
molekiiliin eldesi acisindan da avantaj saglayabilecektir Bu molekiillerden
beklenebilecek etki bagli basina antitiimdr ve anti-migrason etkiler ile timor sagaltimi
saglamasi olabilecegi gibi gliniimiizde kullanilan tedavilere aditif veya summatif bir etki
gostererek hasta sag kalimina olumlu etkide bulunmalar1 olabilir. Ayrica kullanilacak

kemoterapi doz ve siireleri azaltabilirlerse hastanin yagsam kalitesi ve siiresi iizerine

42



yadsinamayacak katkilar saglayacaklardir.

Reaktif oksijen radikalleri viicutta bir ¢ok metabolik faaliyette gorevli olmakla
beraber bu radikallerin asir1 aktivitesi bir ¢ok kronik hastaliga ve kansere sebep
olabilmektedir. Bu radikalleri artiran en Onemli etkenler c¢evresel faktorler olup
ultraviyole 1sinlar, sigara, toksinler ve agir metaller asir1 liretimlerine sebep olmaktadir.
Reaktif oksijen radikallerinin asir1 birikimini 6nleyen antioksidan maddeler bu nedenle
Oonem arz etmektedir (Anonim, 2005d, Sherman, 1998).

Bu baglamda kanserin dnlenmesi ve prognozu iyilestirici etkileri nedeniyle diet
ve saglikli besinler giin gectikge dnemini arttirmaktadir. Giiniimiizde kanser hiicrelerinin
apoptozisini arttiran ve ¢ogalmasini engelleyen dogal yaklasimlar 6nemli hale gelmistir.
Son yillarda besin maddelerinin anti tiimor etkileri ilgi uyandirmakta ve iizerine ¢ok
sayida bilimsel ¢alisma dizayn edilmektedir (Benot-Dominguez, 2021). Ozellikle
akdeniz diyeti gibi saglikli beslenme sekilleri ile kronik hastaliklarin ve kanserin
sikliginda azalma, beklenen yasam siirelerinde uzama gibi olumlu etkiler gézlenmistir
(Barak, 2017). Diyetin over kanseri Onlenmesi ve kanserin tekrarlamasindaki rolleri

izerine ¢alismalar yapilmistir (Smits, 2015).

Fenolik bilesikler de dogal antioksidanlardir ve bir¢ok arastirmada ve kanser
modelinde antioksidan etkileri aragtirmaya deger bulunmustur (Frankel ve Finley 2008,
Moon ve Shibamoto 2009). Antiinflamatuvar, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikler
gosteren fenolik bilesikler oksidayonun baslamasini onleyerek, direkt serbest radikalleri
tutarak ve radikallerin olusumunu engelleyerek bu etkileri saglamaktadir (Zhang ,
2016). Polifenollerin pro-oksidan etkilerinin kanser Oncesi hiicreler ve kanser
hiicrelerinde kimyasal yolaklar iizerine etki ederek, anti-proliferatif ve pro-apopitotik
etkileri ile oldugu gosterilmistir (Ledn-Gonzalez, 2015). Pro-oksidan bilesikler kanser
hiicrelerinde reaktif oksijen radikallerinin miktarini arttirarak o hiicrelerde hasara sebep
olabilmektedir. Reaktif oksijen radikallerinin olusumunu regiile eden yolaklar1 anlamak
lizerine yapilan ayn1 zamanda mitokondiriyal biogenezis, yag asidi oksidasyonu ve
redoks homeostazisi gibi konular tizerindeki ¢ok sayida calisma, polifenoller ve benzer
molekiillerin pro-oksidan etkilerinin selektif olarak tiimor hiicrelerini nasil yok ettigini
ortaya koymay1 hedeflemektedir (Panieri, 2016).

Hidroksisinnamik asit tiirevlerinin, yapilan ¢esitli antioksidan aktivite

caligmalarinda, hidroksibenzoik asit tiirevlerine gore daha etkili oldugu gosterilmistir
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(Marinova ve Yanishlieva, 2003). Calismamizda kullandigimiz kumarik asit de
hidroksisinamik asit grubun iiyesi olan fenolik asitlerdendir. Kumarik asitin kanser
tizerine etkileri kolon, akciger kanserleri, ndroblastom gibi bir ¢ok kanserde c¢aligilmis
olmasma ragmen over kanseri ile ilgili veri bulunmamaktadir (Janicke vd., 2005,
Sharma vd., 2018, Peng W vd. 2015, Shailasree S vd. 2015).

Calismamizda artan dozlarda kumarik asitin  OVCAR-3 hiicre serilerine
uygulanmasi sonucunda kanser hiicreleri iizerine etkileri test edilmistir. Sitotoksik
etkileri siras1 ile 39.1, 78.1, 156.3, 312.5, 625, 1250, 2500, 5000 uM dozlarinda
uygulanarak test edilmistir MTT analizinde kontrol grubundaki hiicreler ile
karsilastirtildiginda 1250 uM ve istiindeki dozlarda anlamli sitotoksisite saptanmistir.
Yine noétral kirmizis1 uygulanarak yapilan karsilastirmalarda da 1250 uM ve iistiindeki
dozlarda benzer sitotoksik etki gdzlenmistir. Inverted mikroskop bulgularimizda
sitotoksisite calismalarina paralel olarak, belitilen dozlarda hiicre sayisinda azalma
saptanmistir. Yine hematoksilen eozin ile yapilan boyamalarda belirtilen dozlar
sonrasinda, hiicre serilerinde hiicre sayis1 ve yogunlugunda azalma, piknotik cekirdek

sayisinda artis izlenmistir.

Literatiir incelendiginde kolon kanseri hiicre serilerinde (Caco-2 hiicre serileri)
bizim sonuglarimiza benzer seklilde 1500 uM dozunda %43-75 oraninda sitotoksik etki
gozlenmistir (Jaganathan vd., 2013). Janicke ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan
bir ¢alismada ferulik asit ve p-kumarik asitin, Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde 1500

UM dozunda sitotoksik etkisi gosterilmistir (Janicke, 2005).

Calismamizda hiicre migrasyonunun 1250 ve 2500 uM dozlarinda belirgin
olarak inhibe oldugu saptanmistir. Bilindigi iizere tiimor gelisimi ve yayillmasinda timor
hiicrelerinin migrasyonu kritik nem arzetmektedir. Bu mekanizma ile de kumarik asitin
timor gelisimi ve gelisim sonrasi progresyonunu engelleyebilecegi diisiiniilebilir. Ayni

etki kolon ve akciger kanseri hiicre serilerinde de gosterilmistir (Bouzaiene NB, 2015).

Immiinohistokimyasal olarak tiimdr hiicrelerini artan kumarik asit maruziyeti
sonrasinda Caspaz 9 immiinreaktivitesi acisindan degerlendirdigimizde; 6zellikle 1250
ve 2500 pM dozlarda, yine artan dozla belirginlesen Caspaz 9 immiinreaktivitesi
saptadik. Bu da kumarik asitin apoptotic yolaklar1 aktive ederek tiimdr hiicresi
aktivitesini azalttigin1 ortaya koymaktadir. Literatiirde p-kumarik asitin kolon kanseri ve

noroblastom tiimor hiicrelerinde apoptoz mekanizmasini mitokondiral ROS sistemi
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tizerinden aktive ettigi gosterilmistir (Jaganathan, 2013, Shailasree S., 2015).

Cesitli caligmalarda gosterilen doz bagimli OVCAR-3 hiicrelerindeki anti timor
etkinlik bu hiicre hatlarindaki pro-oksidan sitotoksik etkiye baglanmistir. Bu etki
amentoflavon, atalantoflavon, isoliensinine, ziyuglikozid, krokin gibi bir¢ok molekiille
de benzer seklide gosterilmistir (Benot-Dominguez R. 2021). Bitki kaynakli
fitokimyasallar etkisiyle olusan pro-apopitotik etki bu anti-tumér aktiviteden sorumlu
tutulmustur. Bu da temelde apoptotik prosesler ve hiicre dongiisii blokaji ile

saglanmaktadir (Nasimian, 2020).

Calismamizda da ortaya koyuldugu gibi kaspaz 9 gibi mitokondrial apoptotik
proteinlerde artis ile mitokondri bagimli intrinsik apoptotoik yolaklar kumarik asitle
aktive edilmistir. Yine benzer baska molekiillerle yapilan ¢aligmalarda reaktif oksijen
radikallerinin iiretimi OVCAR-3 hiicrelerinde anti-tiimoral etki yapan ilk mekanizma
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Benot-Dominguez, 2021). Pro-oksidan molekiillerin
normal hiicrelere gore tiimdr hiicrelerinde daha belirgin olarak reaktif oksijen
radikallerini kritik seviyelerin tstiine c¢ikardigi da gosterilmistir. Bu da timor
hiicrelerine spesifik sitotoksisitenin anlasilabilmesi acisindan 6nem arz etmektedir
(Reczek, 2017). Kanser hiicreleri artmis oksidatif stres durumlarinda reaktif oksijen
radikallerine daha duyarli hale gelmektedir. Bu sayede kumarik asit gibi pro-oksidatif
molekiillerin reaktif oksijen radikallerini arttirmasi timor hiicrelerini 6ldiirmektedir.
Cok yiiksek seviyelerdeki radikaller DNA hasarina, lipid peroksidayonuna ve protein

denatiirasyonuna sebep olarak sitotoksisiteye sebep olur (Ramsey, 2006).

Calismamizda diger kanser tilirlerinde oldugu gibi kumarik asitin over kanserinde
de benzer dozlarda benzer anti-tiimdoral, apoptotik ve anti-migratuvar etkilere sahip

oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz dogal antioksidanlardan olan ve bir¢ok kanser tiiriinde etkisi
gosterilmis olan kumarik asitin over kanseri hiicre serileri olan OVCAR-3 hiicrelerinde
sitotoksik ve antimigratuar etkilerini ortaya koymus olup, apoptozisi tiimor hiicrelerinde
arttirdigin1 géstermistir. Over kanseri {izerine yapilan ilk ¢alisma olmasi agisindan bu
veri onem arzetmektedir. Bu caligma ve Otesinde yapilacak caligmalar, hem dogal
antioksidanlarin over kanseri tedavisinde yer alabilmesi, hem de mevcut tedavilerin
etkinliginin arttirabilmesi, miimkiinse kullanilan kemoterapi miktarin1 ve siiresini
azaltarak yikict yan etkileri Onleyebilmesi potansiyelini ortaya koymak acgisindan
onemlidir. Over kanseri gibi agresif bir kanser tiiriinde dogal antioksidanlarin da
tedavide yer alabilmesi agisindan benzer klinik o6ncesi ve daha ileri klinik ¢aligmalara

ihtiya¢ vardir.
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