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OZET

MCF-7 VE MDA-MB-231 MEME KANSERI HUCRELERININ METASTATIK
KARAKTERINE SILYMARIN’IN ETKIiSINiN 2 BOYUTLU VE 3 BOYUTLU
KULTUR YONTEMLERIYLE KARSILASTIRMALI OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Tugce ALADAG
Doktora Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Hiilya Cetin
Eyliil 2024, 126 Sayfa

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin kanser tiirlerinden biridir ve
metastaz, kanserin 6liimciil hale gelmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Bu ¢alismada,
Silymarin'in iki farkli meme kanseri hiicre hattt (MCF-7 ve MDA-MB-231) tizerindeki
etkileri incelenmistir. Hiicreler, hem iki boyutlu (2D) hem de {i¢ boyutlu (3D) kiiltiirlerde
yetistirilmis ve Silymarin ile tedavi edilmistir. Arastirmada, Silymarin'in hiicrelerin
yayilmasini ve metastazla iliskili gen ve proteinlerin ekspresyonunu nasil etkiledigini
belirlemek i¢in ¢esitli analizler yapilmistir. Bu ¢alismanin amaci, meme kanseri hiicre
hatlar1 olan MCF-7 ve MDA-MB-231'de, silymarin'in metastatik ozellikler tizerindeki
etkilerini arastirmak ve bu etkilerin iki boyutlu (2D) ve ii¢ boyutlu (3D) hiicre kiiltiir
modellerinde nasil farklilastigini degerlendirmektir. Calismada silymarin’in etkin dozunu
belirlemek amaciyla MTT hiicre canlilig1 analizi hem 2D hemde 3D kiiltiir metodlari
kullanilarak tayin edildi. Belirlenen dozlar ile 2D kiiltiir metodlar1 olan yara iyilesme
deneyi, PCR, Western Blot ve immiinohistokimyasal analizler kullanilarak epitelyal
mezenkimal gecis (EMT) proteinlerinin ifadeleri degerlendirildi. Es zamanli olarak 3D
kiiltiir yontemiyle sferoid olusturularak transwell hiicre gogii, PCR, Western blot ve
immiinohistokimyasal analizler gergeklestirildi. Genetik analizleri ve histokimyasal
analizler i¢in hiicrelere uygulamalar yapildi. Sonug olarak, silymarin’in hem 2D hem de
3D hiicre kiiltiir modellerinde meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu, gogiinii ve
EMT siirecini etkili bir sekilde modiile edebildigi bulunmustur. 3D kiiltiirler, silymarin’in
anti-kanser etkilerini kapsamli bir sekilde yansitmakta ve in vivo ortami daha iyi taklit
ederek gercekci sonuglar elde etmektedir. Calismamizin bulgulari, silymarin’in meme
kanseri tedavisinde potansiyel bir ajan olarak degerlendirilebilecegini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: EMT; Meme Kanseri; Metastaz; Silymarin; 2D ve 3D hiicre kiiltiirii

Bu calisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2022SABEQ08)
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ABSTRACT

COMPARATIVE EVALUATION OF THE EFFECT OF SILYMARIN ON THE
METASTATIC CHARACTER OF MCF-7 AND MDA-MB-231 BREAST
CANCER CELLS WITH 2D AND 3D CULTURE METHODS

ALADAG, Tugge
PhD Thesis in Histology and Embryology
Advisor: Prof. Hiilya CETIN (PhD)
September 2024, 126 Pages

Breast cancer is one of the most common cancers among women worldwide and
metastasis plays a critical role in the lethality of cancer. In this study, the effects of
Silymarin on two different breast cancer cell lines (MCF-7 and MDA-MB-231) were
investigated. Cells were grown in both two-dimensional (2D) and three-dimensional (3D)
cultures and treated with silymarin. In the study, various analyses were performed to
determine how Silymarin affects the spread of cells and the expression of genes and
proteins associated with metastasis. The aim of this study was to investigate the effects
of Silymarin on metastatic properties in breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-
231 and to evaluate how these effects differ in two-dimensional (2D) and three-
dimensional (3D) cell culture models. In order to determine the effective dose of
silymarin in the study, MTT cell viability was determined using both 2D and 3D culture
methods. The expressions of epithelial mesenchymal transition (EMT) proteins were
evaluated using 2D culture methods such as wound healing assay, PCR, Western blot and
immunohistochemical analyses with the determined doses. Simultaneously, spheroids
were formed with the 3D culture method and transwell cell migration, PCR, Western blot
and immunohistochemical analyses were performed. Applications were made to the cells
for genetic and histochemical analyses. As a result, it was found that silymarin can
effectively modulate the proliferation, migration and EMT process of breast cancer cells
in both 2D and 3D cell culture models. 3D cultures comprehensively reflect the anti-
cancer effects of silymarin and obtain realistic results by better mimicking the in vivo
environment. The findings of our study support that silymarin can be evaluated as a
potential agent in the treatment of breast cancer.

Keywords: Breast Cancer; EMT; Metastasis; Silymarin; 2D and 3D cell culture

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through Project number 2022SABEOQ08.
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1. GIRIS

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik teshis edilen kanser tiirlerinden
biridir ve bu nedenle onemli halk sagligi sorunlarinin basinda gelmektedir. Kanserin
mortalite oranini artiran en 6énemli faktorlerden biri, tiimor hiicrelerinin viicudun farkl
bolgelerine yayilmasi olarak tanimlanan metastazdir. Metastatik meme kanseri, tedavisi
daha zor ve prognozu daha kétii olan bir hastaliktir. Bu nedenle, metastazi 6nleyebilecek
veya yavaslatabilecek yeni terapétik yaklasimlar iizerinde yogunlagiimaktadir. Son
yillarda, bitkisel kokenli bilesikler kanser tedavisinde potansiyel birer ajan olarak biiyiik
ilgi gormektedir. Bu bilesiklerden biri olan silymarin, siit devedikeni ya da meryemana
dikeni (Silybum marianum) bitkisinden elde edilen bir flavonoid kompleksidir. Silymarin,
antioksidan, anti-enflamatuar, anti-fibrotik ve antikanserojenik etkileri ile bilinmektedir.
Literatiirde, silymarin’in ¢esitli kanser tiirlerinde hiicre ¢ogalmasini inhibe edici etkileri
rapor edilmistir. Ancak, silymarin’in meme kanseri hiicreleri lizerindeki etkileri

konusunda daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Bu tez c¢alismasinda, silymarin’in meme kanseri hiicrelerinin metastatik
ozelliklerine etkileri 2 ve 3 boyutlu hiicre kiiltiirii yontemleri kullanilarak karsilastirmali
olarak incelenmistir. Bu amagla, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 kullanilarak 2D
ve 3D hiicre kiiltiir modelleri olusturulmustur. MCF-7, dstrojen reseptorii pozitif, diisiik
metastatik potansiyele sahip bir hiicre hattidir, MDA-MB-231 ise Ostrojen reseptorii
negatif, yiiksek metastatik potansiyele sahip bir hiicre hattidir. Bu iki hiicre hattinin
kullanimi, silymarin’in  farkli  meme kanseri hiicre tiplerindeki etkilerinin
karsilastirilmasina olanak tanimaktadir. 2D ve 3D hiicre kiiltiir yontemleri arasinda
onemli hiicresel farkliliklar bulunmaktadir. 2D Kkiiltiirler, hiicrelerin diiz bir ylizeyde
biiytidiigii klasik bir modeldir ve hiicrelerin dogal mikroyapisindan uzak kalmasina neden

olabilir. 3D hiicre kiiltiirleri ise hiicrelerin dogal ortamina yakin, {i¢ boyutlu bir yapida



biliylimesi ve ¢ogalmasina olanak tanir ve bu sayede hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesimleri daha gercekei bir sekilde simiile edilebilir. Metastaz, kanser hiicrelerinin ana
tiimorden ayrilarak kan veya lenf yolu ile viicutta farkli organlara yayilmasi siirecidir. Bu
siireg, hiicrelerin ¢evresel dokulara invazyonunu ve yeni yerlesim alanlarina gog¢iinii
icerir. E-kaderin ve N-kaderin, hiicreler aras1 yapisal baglantilar1 diizenleyerek metastatik
hiicrelerin ayrilmasini ve yayilmasini etkilerken, vimentin ve fibronektin hiicrelerin
matriksten ayrilmasini ve ¢evresel dokulara invazyonunu kolaylastirir. MMP-9 proteaz
enzimi ise ekstraseliiler matriksi parcalayarak hiicre gogiinii destekler. Bu proteinlerin
etkilesimleri, metastazin invazyon basamaginda yani hiicre go¢ii asamasinda kritik bir rol

oynar, bu da metastatik tiimorlerin viicutta yayilma ve yerlesme yetenegini belirler.

Bu calismada, silymarin’in 2D ve 3D kiiltiirlerdeki etkileri karsilagtirilarak, bu
bilesigin metastatik proteinlerin  6zellikleri {izerindeki olas1 etkileri, rtPCR,
immunohistokimyasal boyama ve Western Blot yontemleri kullanilarak, ayrica hiicrelerin
gdc ve metastaz kabiliyetlerine olasi etkileri ise yara yeri yontemi ve insert go¢ yontemleri

kullanilarak degerlendirilmistir.

1.1. Amac¢

Calismamizda, MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 2D ve 3D
hiicre kiiltiirii yontemleri kullarak 24 saat silymarin uygulamasi sonrasinda, silymarin’in
meme kanseri hiicreleri lizerinde epitelyal-mezenkimal karaktere olan etkilerini ve hiicre

gocline olan etkilerini degerlendirmek amaglanmastir.
Amaglar dogrultusunda belirledigimiz hedefler;

1. Silymarin’in 2 ve 3 boyutlu hiicre kiiltiirinde meme kanseri hiicrelerine 6ldiiriicii

etkiye sahip dozunu MTT yo6ntemi kullanarak belirlemek ve karsilastirmak.

2. Belirlenen silymarin dozlarinin 24 saat uygulanmasi sonrasinda, 2D hiicrelerde
yara yeri modeli ile ve 3D hiicrelerde insert transwell yontemleri ile hiicrelerin

invazyon yani go¢ kabiliyetini degerlendirmek.

3. 24 saat silymarin uygulanmasi sonrasinda 2D ve 3D hiicrelerde metastatik

karakterde etkili oldugu bilinen E-kaderin, N-Kaderin, vimentin ve fibronektin



proteinlerinlerindeki degisimleri rtPCR, immunohistokimyasal boyama ve

Western-Blot yontemleri ile degerlendirmek.

24 saat silymarin uygulanmasi sonrasinda 2D ve 3D hiicrelerde, hiicre invazyonu
ve goglinde etkili olan MMP-9 proteinindeki degisimleri rtPCR,

Immunohistokimyasal boyama ve Western-Blot yontemleri ile degerlendirmektir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Meme Kanseri

Kanser, bir hiicrenin veya hiicre grubunun, normalde var olan kontrol
mekanizmalariin digina ¢ikarak kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasidir. Bu mekanizmalarin
diizgiin c¢alismamasi durumunda, normal hiicreler yap1 ve islevlerinde degisiklikler
yasayarak tiimor hiicrelerine doniisebilirler (Hanahan & Weinberg, 2011a). Bu nedenle
kanser, hiicrelerde meydana gelen genetik veya epigenetik degisikliklerin birikmesi

sonucunda gelisen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Ponder, 2001).

Kanser hiicrelerinin temel 6zelligi, stirekli olarak ¢ogalma yetenegine sahip
olmalaridir. Kanserin belirgin 6zellikleri, insan tiimorlerinin evrimi sirasinda elde edilen

alt1 temel biyolojik yetenegi kapsar (Sekil 2.1.).
Bunlar;

Proliferatif sinyallemeyi siirdiirmek,
Biiyiime baskilayicilardan kaginmak,
Hiicre oliimiine direnmek,
Replikatif 6liimsiizliigii saglamak,

Anjiyogenezi indiiklemek,

© o k~ w e

Invazyon ve metastazi aktive etmektedir (Hanahan & Weinberg, 2011a).



Proliferatif sinyallemeyi
siirdiirmek

Hiicre oliimiine Biiyiime baskilayicilardan
direnmek kacmmak

Anjiyogenezi invazyon ve metastaz:
indiiklemek aktive etmekte

Replikatif oliimsiizligii
saglamak

Sekil 2.1. Timorlerin Gelisim Asamalari (Modifiye edilmistir.) (Hanahan & Weinberg, 2011a).

Meme kanseri, diinya genelinde 6nemli bir saglik sorunu olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Akciger kanserinden sonra kansere bagl 6liimler arasinda ikinci siradadir (Saip et al.,
2011). Bu hastalik, epitel kokenli hiicrelerin kanserlesmesi sonucu meydana gelir ve
kadinlarda en sik rastlanan malign timor olarak bilinir. ABD ve Kanada gibi iilkelerde
akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer alirken, diger tilkelerde en ¢ok 6liime yol agan
kanser tiirii olarak kabul edilmektedir (H. Sung et al., 2021). Meme kanseri, y1lda yaklasik
400.000 oliime neden olmaktadir. Bu dliimlerin %55'1 gelismis iilkelerde, %45'1 ise
gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir ve meme kanserinden kaynaklanan 6liimler, tim
kanser oliimlerinin %6'sin1 olusturur. Diinya genelinde her yil ortalama 10 milyon yeni
kanser vakasi bildirilmektedir ve bu vakalarin bir milyonu (%10) meme kanseridir (Eser,

2003).



- Meme

o 2261419 (11.7%)

Akciger
2206 771 (11.4%)

Diger kanserler

~ Kolorektum
1931 590 (10%)

Prostat

© Mide
Serviks - Karaciger

Total : 19292 789

Sekil 2.2. Diinya capinda 2020 Yilinda 36 Kanser ve Tiim Kanserlerde Yeni Vaka ve Oliimler
(Modifiye edilmistir.) (H. Sung et al., 2021).

Meme kanseri olusumunda bir¢ok risk faktorii tanimlanmistir. Bu faktorler; yas
ve cinsiyet, itk ve etnik koken, iyi huylu meme hastaliklari, meme kanseri 6ykiisii, yasam
sekli ve beslenme aligkanligi, reproduktif ve hormonal faktorler, iyonize radyasyona
maruz kalmak, sigara igmek ve gevresel faktorler gibi cogaltilarak siralanabilir. Meme
kanserine yakalanma riski yasin ilerlemesine bagli olarak artmaktadir ancak bu artis
menopoz sonrasinda yavaslamaktadir. Bu durum, meme kanserinin hormon bagimli bir
hastalik oldugunu ve post-menopoz evresindeki kadinlarda Ostrojen ve Ozellikle
progesteron oranlarinda azalma oldugunda ortaya g¢ikmaktadir (Libson & Lippman,
2014). Ulkemizde de bu durum genel tablodan farkli degildir (Sekil 2.2.). Tiirkiye
Cumhuriyeti Saglik Bakanligi'nin son kanser raporuna gore yetiskin Tiirk kadinlarinda
meme kanseri orant %24,9'dur (Halk Saglig1 Genel Midiirliigii, 2021).

Meme kanseri riskini artiran genetik faktorler arasinda A1 geni (BRCA1), A2 geni
(BRCA2) ve tiimor protein 53 (TP53) gibi DNA onarmmiyla iligkili genlerdeki



mutasyonlar bulunmaktadir. Bu genlerin anormallikleri genetik olabilir ve bu genlerdeki
degisikliklere sahip bireyler, meme kanseri riskine maruz kalir ve diizenli tarama
testlerine ihtiya¢ duyarlar (Kamel & Al-Amodi, 2017). BRCAL, ¢ok islevli bir proteindir
ve BRCA1 mutasyonlari sirasinda ortaya ¢ikan onemli etkilerden biri, DNA onariminin
kaybidir. DNA onarimi fonksiyonunun yani sira, BRCA1 son zamanlarda meme kanseri
hiicrelerinin invazyonunu diizenleyen bir molekiil olarak da tanimlanmistir. Bu molekiil,
DNA ¢ift zincirli kiriklarinin onarimi, gen ekspresyonunun diizenlenmesi, hiicre
dongiisiiniin  kontrolii, apoptoz ve kemoterapiye diren¢ gibi siireglerle iligkilidir
(Concolino et al., 2018). invazyon, hiicrelerin birincil bélgeden ikincil bir bdlgeye
yayilmasini ifade eder ve hastaligin ne kadar agresif oldugunu ve derecesini belirleyen
onemli bir olaydir. Bu baglamda, BRCA1’in kanserli hiicrelerde ekspresyonu yapilan ve
metastazi artirdig bilinen membran protein kompleksi olan Ezrin, Radiksin ve Moesin’in
diizenlenmesinde rol oynadig1 rapor edilmistir (Sengodan et al., 2018). BRCA2 geni de
BRCAL gibi, homolog rekombinasyon yoluyla ¢ift iplikli DNA hasarlarinin onarimi i¢in
gerekli olan tiimor baskilayici bir gendir (Narod & Salmena, 2011). BRCA?2 geni, kalitsal
kanser vakalarmin %35-40’indan sorumlu tutulmaktadir (Kumar et al., 2013).
Arastirmalar hem BRCA1 hem de BRCA2 genlerinde mutasyon tespit edilen ve 70 yasin
altinda olan kadinlarda meme kanseri riski yaklasik %80 olarak belirlenmistir. Sadece
BRCA1 geninde mutasyon tagiyan kadinlarda ise meme kanseri gelisme riski %60 olarak
belirtilmistir. TP53, DNA hasar1 olustugunda seviyeleri artan ve apoptozu veya hiicre
dongiisiiniin durmasini tetikleyen bir proteindir (Haydaroglu & Ozyigit, 2013). TP53
geni, tiimor baskilayici protein olan p53°ii kodlar ve meme kanseri de dahil olmak iizere
pek cok kanser tiiriinde en sik mutasyona ugrayan genlerden biridir. Bu gen, invaziv erken
evre meme kanserlerinin %30-35'inde mutasyona ugramaktadir (Duffy et al., 2018). TP53
genindeki yapisal mutasyonlar, tiim meme kanseri vakalarinin %30’unda ve {i¢lii negatif

meme kanseri vakalariin %80’inde gériilmektedir (Yamaguchi et al., 2018).

Ailede meme kanseri oykiisii, meme kanseri gelisimi ig¢in Onemli bir risk
faktoriidiir. Ozellikle annenin veya kiz kardesin meme kanseri dykiisii olan bir kadinin
meme kanseri gelistirme riski yiiksektir (Tablo 2.1.). Hormonal faktérler de meme kanseri
riskini artirir. Ostrojen hormonu, meme hiicresinin {iremesini ve gogalmasini saglayan bir

hormondur (Treeck et al., 2020).



Tablo 2.1. Meme kanseri risk faktorleri.

Risk Faktorleri
1 Cinsiyet
2 Irk
3 Genetik Etkenler
4 Aile Oykiisii
5 Beslenme
6 Alkol
7 Laktasyon
8 Erken Menars
9 Geg¢ Menapoz
10 Ostrojen Replasmani
11 Hormon Tedavisi
12 Sosyoekonomik durum
13 Radyasyon

Uclii negatif meme kanseri (TNBC), dstrojen (ER), progesteron (PR) ve insan
epidermal bitylime faktorii reseptorii-2'nin (HER2) negatif ekspresyonuna sahip bir meme
kanseri tiirii olarak tanimlanir (Sekil 2.3.) (Treeck et al., 2020; Wolff et al., 2013).

Meme Kalllseﬂsmllndlmaﬁ —I

ER+ ER+ ve/veya ER-PR-  ER-PR- ER+ PR+
velveya PR+ HER2-  HER2+ HER2-
PR+ HER2- Derece 3 Derece 2/3  Derece 1/2/3
HER2- Derece 2/3 Kotit Kot Orta seviye
Derece 1/2 Orta seviye / sonug sonug sonug
Tyi sonug kotii sonug
Bazal Bazal
Olmayan

Sekil 2.3. Meme kanseri siniflandirilmasi (Modifiye edilmistir.) (Durrani et al., 2021).



Tiim meme kanseri vakalarinin yaklasik %15'1 li¢lii negatif meme kanserleridir
(TNBC'ler), meme kanseri 6liimlerinin %50'sinden fazlasindan sorumludurlar (Morris et
al., 2007; Yin et al., 2020). TNBC'ler geng hastalarda daha sik goriiliir ve tiimdrlerin
boyutu genellikle daha biiyiiktiir (Dent et al., 2007). Ustelik, TNBC'ler diger meme
kanseri tiirlerine gore daha agresif bir klinik gidisata sahiptir ve tan1 aninda genellikle
daha yiiksek dereceli olup, sik lenf nodu tutulumu vardir (Sekil 2.4.) (Dent et al., 2007;
Haffty et al., 2006; Morris et al., 2007; Treeck et al., 2020). Metastatik TNBC'li kadinlarin
ticte birinden az1 5 yil hayatta kalabilmekte ve adjuvan kemoterapiye ragmen hemen

hemen hepsi hastaliklar1 sebebi ile 6lmektedir (Dent et al., 2007; Treeck et al., 2020).

g—

Mature
miRNA
y Androgen
BRCA1/2 ) b Receptor

Meme
kanseri
hiicresi

OThefﬁio State University

Sekil 2.4. Uglii negatif meme kanserinde sinyal iletimi ve timér olusumunun temel
mekanizmalar1 (Modifiye edilmistir.) (Sukumar et al., 2021).

Tek iplikli Cift iplikli
Kirllma Kirllma
homolog rekombinasyon eksikligi

mikrosatellit kararsizhigi/uyumsuzluk
onarimi timor mutasyon yuka

T—
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2.2. Metastaz

Metastaz, tiimor hiicrelerinin birincil bélgeden viicut i¢indeki yeni bir ikincil
bolgeye tanimlanmig birkag asamay1 igeren bir siiregle yayilmasidir (N. Singh et al.,
2019). Primer timorden dokiilen milyonlarca hiicreden kanser hiicrelerinin yaklagik
%901 metastazin erken asamalarindan birini veya birkagini tamamlama kapasitesine
sahiptir ve bu hiicrelerin yaklasik %2'si mikro-metastatik biiylime olusturabilmektedir.
Bununla birlikte, bu hiicrelerin yalnizca %0,01'inin tam makro-metastatik tiimorler
tiretmek icin tiim metastatik dongii boyunca hayatta kalabildigi gdosterilmistir, bu durum
bu karmasik hastaligin verimsiz dogasimi ortaya koymaktadir (M. Singh et al., 2018) Bu
nadir metastatik hiicre popiilasyonunun, kanser kok hiicrelerinin (CSC'ler) bir alt grubu
oldugu teorize edilmistir (Babaei et al., 2021; Pachmayr et al., 2017). Metastaz siireci,
epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) araciligiyla, tiimor hiicrelerinin epitelyal 6zelliklerini
kaybedip mezenkimal 6zellikler kazanarak viicutta daha kolay hareket etmelerini ve yeni
organlara yayilmalarini saglar. Metastatik hiicreler, bitisik kan veya lenfatik damarlara
intravaze olmak i¢in lokal neoanjiyogenezi baslatir ve hiicrelerin trans endotelyal
migrasyonda (TEM) kolayca gegebilecegi zayif endotelyal hiicre baglantilarina sahip
damarlarin olusumuna izin verir. Timor hiicrelerinin yalnizca kiigiik bir kismi1 dolasim
sisteminde hayatta kalip metastaz yapabilir. Cogu tiimor hiicresi, hemodinamik kuvvetler,
anoikis ve sitotoksik bagisiklik hiicrelerinin saldiris1 nedeniyle dolagimdan temizlenir.
Metastatik hiicreler, hedef organlarin damar sistemine ulastiklarinda, damar liimeninde
bliytiyerek mikro koloniler olustururlar ve sonunda damar duvarini asarak parankimal
dokuya gecerler. Bu noktada MET (mezenkimal-epitelyal gegis) siireci baslar ve hiicreler
dokuda kolonilesir (Reymond et al., 2013; M. Singh et al., 2018). Metastatik kaskad;
invazyon, intravazasyon ve ekstravazasyon dahil olmak {izere ikincil bir bolgede
bliylimeye yol agan bir dizi basamaklardan olusur. Tiimér hiicreleri normal dokuya,
genellikle lenfatik veya kan damarlari yoluyla invaze olur. Damara ulagtiktan sonra bu
hiicrelerin endotel bariyerini gecmeleri ve dolasima girmeleri gerekir (Chiang et al.,
2016).

Metastatik ilerlemede EMT'nin indiiksiyonu, metastatik kanser kok hiicrelerin
(MCSC) birincil bolgeden viicuda yayilarak hayatta kalmalar1 i¢in sayisiz 6zellik
kazandirabilen bir siirectir ve MET'in ters siireci, hiicrelerin ikincil ortami

kolonilestirmesini saglayabilir. Bu gegisler, metastatik bir fenotipi tesvik etme nihai
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hedefi ile morfoloji, hiicre iskeleti, yapisma ve hareketlilikteki cesitli dinamik

degisiklikleri takip eder (M. Singh et al., 2018).

EMT'nin indiiksiyonunun ardindan MCSC'ler metastatik kaskadi baglatarak,
hiicre-hiicre ve ekstraselliiler matriks (ECM) baglantisinda bozulma meydana gelir ayni
zamanda bunlarin timér kitlesinden kopmasina gevredeki dokuya gog¢ etmesine olanak
tantyacaktir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Metastaz Asamalar1 (Modifiye edilmistir.) (M. Singh et al., 2018).

2.2.1. invazyon

EMT siirecinde, hiicre ylizeyinde belirgin degisiklikler meydana gelir; hiicreler
arasindaki adezyon, hiicrelerin ekstraseliiler matrikse (ECM) baghhigi c¢oziiliir ve
hiicrelerin polaritesi kaybolur. Bu durum, komsu hiicrelerle olan temasin zayiflamasina
ve hiicrelerin bazal membran1 ve lamina propria’y1 asarak bag dokusuna sizmasina yol
acar (Sekil 2.6.)(Shankar & Nabi, 2015). Bazal membran, integrin aracili hiicre-matriks
adezyonlarinin sinyal iletiminde 6nemli bir rol oynar ve bu nedenle invazyon siirecinde
kritik bir 6neme sahiptir(Valastyan & Weinberg, 2011). EMT siirecinde, protein kinaz C
(PKC) yolunun aktivasyonu veya belirli onkojenik mutasyonlar, okludin ve claudin
proteinlerinin ekspresyonunun azalmasina neden olabilir; bu da siki baglantilarin

gecirgenlesmesine yol acar (Kyuno et al., 2021; Lamouille et al., 2014). Kanser
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hiicrelerinde EMT'nin merkezi bir 6zelligi, gegis siirecinde E-kaderin ekspresyonu
kaybolurken, N-kaderin ekspresyonunda artis goriiliir. E-kaderin ekspresyonundaki
kaybolma epitel hiicreleri arasindaki baglantilarin, apiko-bazal hiicre polaritesinin ve
epitel doku yapisinin bozulmasina neden olurken, N-kaderin ekspresyonundaki artis ise
kanser hiicrelerinin primer dokudan serbestlesmesini, invaziv kapasite kazanmasini
kolaylastirir. Bu olaya ise literatiirde ‘kaderin anahtar’’ veya ‘kaderin degisimi’ olarak
adlandirilmis ve tiimériin invazivligi ve kétii prognoz ile iliskilendirilmistir (Ozkara et
al., 2020). Meme, pankreas, akciger ve mesane gibi kanser hiicre hatlarinda yapilan
aragtirmalar, normal E-kaderin ekspresyonu gosteren hiicrelerin epiteloid bir fenotip
sergileyip invaziv olmadigini, buna karsin diisik E-kaderin ekspresyonu gosteren
hiicrelerin ise fibroblast benzeri bir fenotip gosterdigini ve invaziv oldugunu ortaya
koymustur (Farahani et al., 2014; Gheldof & Berx, 2013). Ayrica, ECM (ekstraseliiler
matriks) degradasyonunu saglayan Matriks Metalloproteinaz (MMP) proteinlerinin,
tiimdr hiicreleri tarafindan salgilanarak ECM’i agmalarina ve stroma igine ge¢melerine
yardimet oldugu bildirilmistir. Burada tiimor hiicreleri ¢ogalmaya devam eder (Farahani
et al., 2014; Gheldof & Berx, 2013; Ozkara et al., 2020; Sékeland & Schumacher, 2019).
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Sekil 2.6. invazyon (Modifiye edilmistir.) (Conceicdo et al., 2021).

2.2.2. intravazasyon

Metastatik kaskaddaki bir sonraki adim, kanser hiicrelerinin kan veya lenfatik
dolagima girmesidir (Sekil 2.7.). Timor hiicrelerinin salgiladigit MMP-1, -2 ve -9 ile
birlikte proteolitik {irokinaz-tip plazminojen aktivator sisteminin (uPA/uPAR)
aktivasyonu sayesinde, hiicrelerin kan ve lenf damarlarina girmesi siirecine
“intravazasyon” denir (Pachmayr et al., 2017). Urokinaz tipi plazminojen aktivatér (uPA)
sistemi, bir serin proteaz olan uPA ve bunun yiizey reseptorii uPAR'dan olusur. Serpin
plazminojen inhibitorleri PA-1 ve PA-2, uPA aktivitesini siki bir sekilde inhibe etmek
icin uPAR" geri dondiiriilemez sekilde baglar. Metastazda uPA'nin asir1 tiiretimi,
inhibitorlerin iistesinden gelebilir ve uPA'nin proteoliz, hiicre sinyali, hayatta kalma ve
anjiyogenez yoluyla ECM'nin yeniden sekillenmesine aracilik etmesine olanak tanir
(Brooks et al., 2010). intravazasyon sirasinda kanser hiicreleri endoteli gecer ve birincil

bolgeyi terk ederek kan dolagimina girer. Tiimor hiicreleri bu siirecte tek basina hareket
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edemez, bunun yerine ECM ve tiimor mikro ortamini (TME) olusturan ¢evredeki normal
hiicrelerle etkilesime girmek zorundadir (Tomasik et al., 2023). Timor kaynakl
anjiyogenez ve lenfanjiyogenez, tiimor biiylimesinin ve metastazin desteklenmesinde
onemli bir rol oynar (Sundar & Ganesan, 2007). Devam eden tiimor biiyiimesi siklikla
neovaskiilarizasyonla iligkilidir. Intratiiméral hipoksi, anjiyogenezi indiikleyen vaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) ekspresyonunu artirir, hiicre yayilmasi icin
gerekli yollar1 sunar, vaskiiler biitiinligii ve gegirgenligi degistirir ve intravazasyon ve
ekstravazasyonu tesvik eder (Gilkes & Semenza, 2013). Intravazasyon, tiimor
hiicrelerinin perisit ve endotel bariyerlerini agmasini kolaylastiran TGF-p ve VEGF gibi
molekiiller tarafindan hizlandirilir (Reymond et al., 2013; Sokeland & Schumacher,
2019). VEGF gibi molekiiller, anjiyogenez siirecini bagslatarak yeni damarlarin
olugmasini saglar ve bu sayede tiimor hiicrelerinin daha fazla besin ve oksijen almasina
olanak tanir (Hanahan & Weinberg, 2011c). Hipoksi, anjiyogenez ile ilgili molekiiler
yollart tetikleyen bir faktordiir. Hipoksik kosullarda aktive olan hipoksi ile indiiklenen
faktor-1 (HIF-1), anjiogenez uyaric1 faktorleri, anaerobik metabolizmayi, hiicre
hareketliligini ve apoptoza karst diren¢ saglayan faktorleri aktive eder. Ayrica HIF-1,
timor hiicrelerinin organ spesifik yayilimmi destekleyen bir kemokin reseptorii olan
CXCR4 gen ekspresyonunu artirir ve kollajen metabolizmasinda 6nemli rol oynayan lizil

oksidaz (LOX) enzimi ile etkilesir (Erler et al., 2006; Koztowski et al., 2015).
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Sekil 2.7. intravazasyon (Modifiye edilmistir.) (Kalluri & Weinberg, 2009).

Endotel bariyerinden gecis aktif veya pasif gog ile saglanir. Aktif go¢ sirasinda,
TEM' ve intravazasyonu tesvik etmek i¢in metastatik hiicre veya c¢evresindeki stromal
hiicreler tarafindan gesitli enzimler salgilanir (Brooks et al., 2010). Pasif gog, hiicrelerin
proteolitik aktivite olmadan bariyerlerden kayabildigi ameboid istilasinin tipik bir
ornegidir. Kasilma aktin-miyozin ¢ekirdek aglari, hareketli kuvvetlerin {iretilmesi i¢in

hayati 6neme sahiptir. Yiiksek RhoA/ROCK aktivitesi, hiicresel kontraktiliteyi, biiyiik
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hiicre deforme edilebilirligi tiretecek bir dereceye kadar korur ve hiicrenin hiicre
iskeletini, hiicreler arasi bosluklarin arasina ve ¢evresine sikistiracak sekilde kokten
ayarlamasina olanak tanir (Friedl & Wolf, 2003). Katepsinler, tek basina bazal membran
(BM) ve ECM bilesenlerini bozabilen ve ayn1 zamanda uPA'y1 aktive edebilen matriks
proteazlardir. Bunlarin endojen inhibitdrleri olan sistatinlerle etkilesimleri katepsinlerin
proteolitik aktivitesini diizenler, ancak ekspresyon veya dagilima bagli olarak inhibitor-
katepsin oranlarindaki degisiklik, katepsinlerin EMT'deki fonksiyonel rollerini destekler
(Brooks et al., 2010) .

2.2.3. Ekstravazasyon

Ekstravazasyon, CSC'lerin dolasimdan c¢ikip distal dokuya girdigi siiregtir.
CSC'ler, hedef belirleme mekanizmalari ve dolagim yollarinin bir kombinasyonu yoluyla
uzak organlarin damar yapisinda lokalize olacaktir (Strilic & Offermanns, 2017).
Ekstravazasyon sirasinda, CSC'ler mikrokapillerler iginde tutulur ve transendotelyal goce
maruz kalabilecekleri vaskiiler endotelyal hiicrelerle birlesir (Sekil 2.8.). CSC'ler ya
kiigiik caplart nedeniyle kilcal yatakta fiziksel olarak sikigip kalabilirler ya da CSC'ler,
endotel hiicreleri, bagisiklik hiicreleri ve trombositler iizerindeki transmembran
reseptorleri yoluyla endotele aktif olarak yapisabilirler (Kai et al., 2019). Arastirmalar,
dolagimdaki metastatik hiicrelerin, kendilerine benzer boyuttaki kilcal damarlarda
yavagladigin1 ve genellikle endotel boyunca yuvarlandigini gostermistir. E-selektin ve
ilgili ligandlarin, kok hiicre benzeri kanser hiicreleri (CSC'ler) tizerindeki ekspresyonu,
endotel boyunca go¢ etmelerine katkida bulunur. CSC'lerin endotele baglanmasi,
metastatik hiicrede ifade edilen integrinler, CD44 ve MUCI'in endotel hiicrelerinde
bulunan selektinlere, hiicreler arasi yapisma molekiilii (ICAM1) ve galektin 3'e
baglanmasi ile saglanir (Stoletov et al., 2010). CSC'ler, endotel hiicre baglantilarinin
acilmasini tetiklemek amaciyla sinyal yollarini aktive eden faktorler salgilar ve bu siirec,
epitelyal-mezenkimal gegis siirecini baslatir. Ornegin, erken EMT asamasinda goriildiigii
gibi, metastatik hiicrelerin VEGF veya TGF-B1 salgilamasi, endotel hiicreleri arasindaki
E-kaderin-p-katenin kompleksini bozar (Miles et al., 2008). Bu durum, ECM'yi isgal
etmek i¢in intravazasyon benzeri hiicre iskeleti yeniden diizenlemelerine yol agar

(Reymond et al., 2013).
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Sekil 2.8. Ekstravazasyon mekanizmasi (Modifiye edilmistir.) (Di Russo, 2024).

2.2.4. Kolonizasyon

Metastatik siirecte, daha once gerg¢eklesmis olan EMT'nin tersine donmesiyle
MET siireci baglar ve tiimor hiicreleri, organda makro koloniler olusturarak cogalir
(Sokeland & Schumacher, 2019). MET, metastatik hiicrenin epitelyal o6zelliklerini
yeniden kazanarak yeni ikincil ortama uyum saglamasi ve bu ortamda yerlesip
yayllmasinit ifade eder (M. Singh et al., 2018). Kanser hastalarinin %50'sinde
makroskopik metastazlar gelisir. Bu mikrometastazlar, farkli dokulara yayilabilir ve

zamanla makroskopik metastazlara doniisebilir (Pachmayr et al., 2017).
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2.3. Epitelyal Mezenkimal Gecgis

Epitelyal-mezenkimal gecis, epitelyal karakterdeki hiicrelerin epitelyal
fenotiplerini kaybettigi ve mezenkimal karakterdeki hiicrelerin 6zelliklerini kazandigi
geri doniistimlii bir siiregtir (Sha et al., 2019). EMT'nin kokeni, epitel hiicrelerinde apikal-
bazal polaritenin kaybiyla iligkilidir. EMT embriyonik gelisim, doku onarimi ve hiicresel
temel yapinin korunmasinda gerekli bir fizyolojik siirectir. Bununla birlikte, patolojik bir
stirecte, uygunsuz sekilde diizenlenen EMT, kanser hiicreleri tarafindan ele gegirilir ve
karsinogenez ve fibrozda 6nemli bir rol oynar (Basu & Ghosh, 2022; Liu et al., 2023,
Marconi et al., 2021). EMT siirecinde epitel hiicreleri, hiicre baglantilarinin pargalanmasi
ve yapisinin bozulmasi nedeniyle yavas yavas hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybeder ve
zamanla mezenkimal hiicrelerin belirli 6zelliklerini kazanirlar (lllam et al., 2017). Bu
mezenkimal hiicreler, gelismis go¢ kabiliyeti ve hiicre 6liimii sinyallerine kars1 direng
gosterir. EMT gerceklesen kanser hiicrelerinin hem morfolojisi hem de hareketi degisir,
buna artan istila ve metastaz potansiyelinin yani sira tedavi direnci de eslik eder (Xu et
al., 2022). Bu nedenle EMT son yillarda kanser tedavisinde ileriye yonelik bir hedef
olarak ortaya ¢ikmistir. Kanser hiicrelerinin EMT siirecini dnlemek, kanser tedavisinde

cekici bir strateji haline gelmistir.

Klasik EMT, epitel hiicrelerinin hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybettigi ve
mezenkimal oOzellikler kazandigr molekiiler bir siire¢ olsa da EMT sirasinda hiicre
proliferasyonu, apoptoz ve immiin baskilama dahil olmak tizere EMT ile iligkili gesitli
degisiklikler meydana gelir (Pastushenko & Blanpain, 2019). Bu degisiklikler
cogunlukla, EMT'nin yiiriitilmesinde 6nemli roller oynayan Akt2 ve TWIST1 dahil
olmak iizere EMT transkripsiyon faktorleri (EMT-TF) tarafindan tetiklenir ve diizenlenir
(Taki et al., 2021). Hiicre dis1 sinyaller (TGFB, EGF, PDGF, VEGF, WNT ve Notch),
cevresel faktorler (UV 15181 veya alkol) ve timor mikrogevresindeki hipoksi gibi patolojik
durumlar EMT-TF’leri aktive edebilir. EMT-TF’ler, klasik EMT’de aciklandig1 gibi
hiicre-hiicre adezyonunu, hiicre gogiinii ve hiicre dis1 bozulmay1 diizenler; iistelik, bu
TF’leri aym1 zamanda hiicre proliferasyonu, apoptoz, canlilik ve immiinosupresyon gibi
diger hiicresel fonksiyonlarda yer alir; bu, EMT-TF’lerin kanser baslangicinda,

metastazda ve terapi direncinde pleiotropik roller oynadigini ve hem epitelyal hem de
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epitelyal olmayan tiimorlerde kotii prognoz ile iligkili oldugunu gosterir (Taki et al.,
2021).

2.3.1. EMT ve kanser iliskisi

EMT programinin kanserdeki rolii tartigmalidir. Tiimor mikrogevresi, kanserle
iligkili fibroblastlardan, endotelyal hiicrelerden ve gesitli tipte bagisiklik hiicrelerinden
olusur. Primer timoriin baslamasi, ilerlemesi ve metastazinda EMT ve mezenkimal-
epitelyal gecis (MET) gibi ge¢is durumlarinda kanser hiicresi kimligi ve plastisitesi
gereklidir. EMT, MET ve kismi durumun fonksiyonel rolleri, tiimdriin tipine, yayilma
durumuna ve metastatik kolonizasyon derecesine gore degisebilir (Sekil 2.9.). Bagisiklik
hiicreleri de dahil olmak tizere hiicrelerin ¢ogu, tiimdriin ilerlemesi i¢in EMT’yi
diizenlemek {tizere sitokinler ve kemokinler salgilar. EMT gerg¢eklesen tiimor hiicreleri,
timor mikrogevresinin immiinosiipresif durumunu baskilamak i¢in immiinosiipresif
sitokinler veya kemokinler de liretebilir, bu da kanser gelisimine katkida bulunur (Bakir

et al., 2020; Taki et al., 2021).

Epithelial Cell Mesenchymal Cell

.

Sekil 2.9. EMT Molekiilleri (M. Singh et al., 2018).
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EMT siirecinde hiicreler epitelyal karakterlerini kaybederek mezenkimal karakter
kazanmaya baslarlar. Epitel hiicresinin genel sekli diiz ve ¢okgendir. Hiicresel yapi, aktin
hiicre iskeleti, bir mikrotiibiil ag1 ve yapiy1 saglamak ve hiicre seklini sekillendirmek i¢in
sinerjistik olarak c¢alisan ara filamentlerden olusur (Axelrod et al., 2006). Aktin
filamentleri, uzun ve ince lifler seklinde polimerize olan, hiicreye hem mekanik hem de
kasilma giicli saglayan ve transmembran proteinleriyle baglanti kuran globiiler aktin
monomerlerinden olusur. Mezenkimal hiicreler, epitelyal hiicrelerin aksine, go¢ etme ve
dokular istila etme yeteneklerine sahip Ozellikler gosterir. Bu hiicreler, homojen bir
bilesime veya hiicresel yapismaya sahip degildir ve onden arkaya dogru polarite
sergilerler. Morfolojik olarak diizensiz olan mezenkimal hiicreler, uzun, ig benzeri bir
sekil alarak daha az kat1 topolojik islevsellige olanak tanir (Pasquier et al., 2015). Aktin
filamentleri, stres lifleri halinde diizenlenir ve ¢esitli hareket tiirlerini destekleyen, aktin
acisindan zengin yeni membran projeksiyonlart olusturur. Ayrica, hiicre iskeletinin
dayanikliligini artirmak amacuyla, keratinler asagiya dogru ve vimentinler yukariya dogru
diizenlenir; bu diizenleme, hiicre iskeletini daha esnek hale getirir ve go¢ sirasinda hasara

kars1 direncini artirir (M. Singh et al., 2018).

Farkli iglevlerden sorumlu olan ii¢ tip EMT tanimlanmaktadir. Tip 1 EMT;
implantasyon, embriyogenez ve organogenez sirasinda, Tip 2 EMT; yara iyilesmesi, doku
rejenerasyonu ve organ gelisimi sirasinda ve Tip 3 EMT ise tiimor metastazi sirasinda
gergeklesir (Sekil 2.10.). Diger EMT tiirlerinde gozlemlenen hafif ve diizenli hareketlerin
aksine, timor olusumunda EMT genellikle agresif ve kontrolsiiz bir sekilde gerceklesir.
Kanserin ilerlemesinde hem EMT'min hem de ters MET'in kazanilmasi, metastatik
yayllim gosteren tiimor hiicrelerinin belirgin bir 6zelligidir ve bu siirecler kanserin
ilerleyisinde kritik bir rol oynar (Babaei et al., 2021). EMT, metastatik hiicrelerin
viicudun ikincil bolgelerine sizmasini ve gé¢ etmesini saglamak i¢in metastatik ilerleme
sirasinda erken bir asamada baslar. Daha sonra, hiicrelerin epitel hiicre 6zelliklerine geri
donmesi i¢in MET siireci aktive edilir (Pasquier et al., 2015). Kanser hiicrelerinin
metastazinin, CSC'ler olarak adlandirilan, kok hiicrelerin en karakteristik 6zelliklerine
sahip hiicrelerden basladigin1 gésteren 6nemli kanitlar vardir (Babaei et al., 2021; Tang
et al., 2016).
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Sekil 2.10. EMT tipleri (Kalluri & Weinberg, 2009).

2.3.2. EMT belirtecleri

Epitelyal hiicre-hiicre baglantilar1 doku biitlinliigiinii saglar ve hiicre polaritesini
destekler (Pérez-Moreno et al., 2001). Baglant1 kompleksi siki baglantilardan, yapiskan
baglantilardan ve desmozomlardan olusur (Sekil 2.11.) (Tsukita et al., 2001; Wheelock
& Johnson, 2003). Yapiskan baglanti noktalari, tiim baglanti kompleksinin aktivitesinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve yapiskan baglanti noktalarindaki ana yapisma
molekiilleri kaderinlerdir. Epitel hiicreleri bir doku igindeki goéreceli pozisyonlarini
degistirdiginde hareketli hiicreler haline gelirler, hiicre-hiicre baglantilari bozulur ve aktin

hiicre iskeleti yeniden diizenlenir (Boyer et al., 2000; Gumbiner, 2005; Keller, 2002).

EMT siireci, epitel hiicrelerinin polarizasyonu ve mezenkimal o6zellikler elde
etmek i¢in epitel belirteglerinin (a-katenin, E-kaderin ve y-katenin) diisiik ekspresyonu
ile sik1 baglantinin gevsemesi, mezenkimal belirteglerin, fibronektin, N-kaderin (CDH2)
ve vimentinin yliksek ekspresyonu yani yiiksek hareketlilik, invazivlik ve programlanmis

hiicre 6liimii direng ile baslar (Kalluri & Weinberg, 2009).
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Sekil 2.11. EMT biyobelirteleri (Babaei et al., 2021).

2.3.2.1. E-Kaderin

Kaderinler, Ca?*'ya bagimli bir sekilde spesifik hiicre-hiicre yapismasima aracilik
eden, cesitli organlarin morfogenezinde anahtar molekiiller olarak islev goren genis bir
transmembran veya membranla iligkili glikoprotein ailesini igerir. Kaderin ailesi en az
bes ana alt aileden olusur. Bunlar, tip I klasik kaderinleri, yakindan iligkili tip II
kaderinler, dezmozomal kaderinler (desmokollinler ve desmogleinler), protokaderinler ve
kaderinle ilgili gesitli molekiillerdir (Hulpiau & van Roy, 2009; Redies et al., 2005; Van
Roy & Berx, 2008). Bir tip-1 kaderin olan E-kaderin, erken donem yapisi nedeniyle genel
olarak tiim kaderinlerin prototipi olarak kabul edilir. E-kaderin (E-CAD), morfogenez,
dokunun yeniden sekillenmesi ve doku bariyerlerinin korunmasi i¢in vazgegilmezdir. Bu
molekiil bir invazyon baskilayici olarak kabul edilir (Corso et al., 2018). Kaderinler,
hiicre dis1 alanlar1 araciligiyla hiicre-hiicre yapismasina aracilik eder ve sitozolik alanlari
aracilifiyla kateninlerle birleserek aktin hiicre iskeletine baglanir. Epitel hiicreleri tipik
olarak E-kaderini eksprese ederken mezenkimal hiicreler, N-kaderin, R-kaderin ve

kaderin-11 dahil olmak tizere cesitli kaderinleri eksprese eder (Na et al., 2020).

Kaderinler, embriyonik gelisim sirasinda hiicre polaritesinin ve hiicre
siiflandirmasimin olusturulmasinda 6nemlidir (Wheelock et al., 2008). E-kaderin
proteini, timor metastazinda 6nemli bir role sahip olan bir tiimor baskilayicidir (Bracke

et al., 1996), ancak karmasik rolii nedeniyle bunu terapotik miidahale i¢in hedeflemek
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zordur (Na et al., 2020). EMT sirasinda E-kaderin ekspresyonu kaybinin siklikla kanser
hiicrelerinin ayrigmasina ve invazyonuna izin vererek metastazi tesvik ettigi
diistiniilmektedir (Hanahan & Weinberg, 2011b; Kang & Massagu¢, 2004; Valastyan &
Weinberg, 2011). Bununla birlikte, epitelyal mezenkimal ge¢is sadece E-kaderin
ekspresyonunun kaybi ile asir1 basitlestirilmistir ¢iinkii birgok metastatik hiicre hala
yiiksek diizeyde E-kaderin igerir ve E-kaderin eksprese eden epitel hiicreleri, mezenkimal
karakterin azalmasiyla, kanserlerde tam bir EMT'ye girmeden invaziv hale gelebilir ve
metastaz yapabilir (Bukholm et al., 2000; Hollestelle et al., 2013; Lou et al., 2008;
Querzoli et al., 2010). Ayrica, dolasimdaki meme tiimor hiicrelerinin yapisik kiimeleri,
tek tek tiimor hiicrelerinden daha metastatiktir ve E-kaderin, istilayr ve metastazi
kolaylastiran kolektif hiicre go¢ii davranislarinda rol oynar (Cheung et al., 2013; Cheung
& Ewald, 2016). E-kaderinin, hiicre hayatta kalmasinin arttirilmasindan kaynaklanan

metastazdaki pozitif rolii de yakin zamanda rapor edilmistir (Padmanaban et al., 2019).

2.3.2.2. N-Kaderin

Kaderin ailesi, esas olarak cesitli epitelyal dokularda bulunan ve heterotipik
hiicreler arasindaki yapismaya aracilik eden, hiicreler arasi yapigsma molekiillerinin bir
sinifidir. Bu aile, viicut gelisimi, doku ve organ olusumu siire¢leriyle yakindan iliskili
olan ¢ok sayida yapisma molekiiliinden olusur. CDH2 olarak da bilinen N-kaderin,
embriyolarda yaygin olarak eksprese edilir. Diger klasik kaderinlere benzer sekilde N-
kaderin, hidrofobik bir transmembran bdlgesi, bir hiicre dis1 bolge ve yiiksek oranda
korunmus bir C-terminal hiicre i¢i bolgeden olusur. Hiicre i¢i alan genellikle p120-
katenin, a-katenin ve -katenin yoluyla hiicre iskeleti ile iligkilidir (Angst et al., 2001).
N-kaderin sinir sisteminde genis ¢apta eksprese edilir ve noronal hiicrelerin hiicreler arasi
yapismasina aracilik ederken, diger normal hiicrelerde diisiik seviyelerde eksprese edilir.
Bununla birlikte, son yillarda N-kaderinin meme kanseri, prostat kanseri, akciger kanseri,
karaciger kanseri ve iirotelyal kanser gibi cesitli insan malignitelerinde anormal bir
sekilde eksprese edildigi bulunmustur (Drivalos et al., 2016; Hui et al., 2013; Muramaki
et al., 2011; Saadatmand et al., 2013; Seo et al., 2008). Kanser hiicrelerinde N-kaderinin
ekspresyonu, tiimor olusumu ve metastaz ile yakindan iliskilidir (Cao et al., 2019;
Sanchez-Tillo et al., 2011). EMT'nin ortak 6zelligi, N-kaderin ifadesinin yukari
regiilasyonunun eslik ettigi epitelyal kalmodulin (E-kaderin) ifadesinin kaybidir. Kaderin

ekspresyonundaki bu degisiklik, timor hiicrelerinin uzak bolgeleri istila etme ve metastaz
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yapma yetenegini arttirir, bu da kotli prognozu 0Ongériir. Anormal N-kaderin
ekspresyonunun prognostik etkilerinin 6tesinde, N-kaderinin timdr metastazindaki rolii
yalnizca iliskisel degildir. Aslinda, gesitli ¢calismalar artan N-kaderin ekspresyonunun,
coklu epitelyal kanser hiicre tiplerinin in vitro go¢ ve invaziv kapasitelerini arttirdigini
gostermistir.  Ayrica, N-kaderin ekspresyonu ile tiimoriin uzak metastazinin
kolaylastirilmasi, meme kanseri, pankreas kanseri, prostat kanseri ve melanom gibi
malignitelerin fare tiim6r modellerinde in vivo olarak dogrulanmistir (Hazan et al., 2000;
Islam et al., 1996; Klymenko et al., 2017; G. Li et al., 2001; Nieman et al., 1999; Shintani
et al., 2006; Tanaka et al., 2010). Bu nedenle N-kaderin, kanser metastazi i¢in 6nemli bir

biyobelirteg gorevi gorebilir.

2.3.2.3. Fibronektin

Fibronektin, integrinlere ve diger ECM proteinlerine baglanan bir hiicre dis1
matriks (ECM) proteinidir (Lieverse et al., 2020). 230-250 kDa agirliginda iki kiigiik
monomerden olusan, 440 kDa biyiikliigiinde bir glikoproteindir. Embriyogenez
stirecinde fibronektin, yapisal bir iskele olarak hayati bir rol oynar (de Almeida et al.,
2016; Pulina et al., 2011). Fetal gelisimin erken doneminde, fibronektin birikimi olduk¢a
dinamiktir ve farkli kaynaklar bu molekiilii salgilayip uzaklastirir (Pulina et al., 2011).
Kanser stirecinde fibronektinin yonelimi ve tiimor yanlis1 bir sekilde iskele gérevi goriip
goremeyecegi Erdogan ve arkadagslar tarafindan arastirilmistir (Erdogan et al., 2017).
Calismanin sonucunda tiimor invazyon bdlgelerinde fibronektinin anizotropik lifler
halinde organize oldugunu gostermislerdir. Bu lifler bircok farkli yonde tiimér disina
dogru uzanir ve hiicreleri birincil timor bolgesi disina ¢ekmesi i¢in gerilme destegi
sagladigim gérmiislerdir (Erdogan et al., 2017). Fibronektin, hiicre-matriks ve hiicre-
hiicre yapismasi, hiicre gogii, morfogenez, farklilasma ve onkogenik transformasyonda
onemli roller oynar (loachim et al., 2002). Meme ve akciger kanserleri de dahil olmak
tizere ¢esitli kanserlerde PI3K/Akt yolunu, integrin reseptorii a5B1'e baglanarak aktive
ettigi bilinmektedir (Han et al., 2006; Korah et al., 2004). Epitelyal kanser hiicrelerinde
EMT siireci sirasinda yukari regiile edilen fibronektin, kanserin EMT fenotipinin
saptanmasi i¢in mezenkimal bir belirteg¢ olarak kullanilmistir (Foroni et al., 2012; C. O.
Sung et al., 2011).
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2.3.2.4. Matriks metalloproteazlar (MMP-9)

Matriks metalloproteazlar (MMP), tiim BM ve ECM molekiillerini pargalayabilen
cinko ve kalsiyuma bagimli endopeptidazlardir (Murphy & Nagase, 2009).
Omurgalilarda meydana gelen 28 MMP'den 24'ii insanlarda bulunur (Cui et al., 2017;
Jackson et al., 2010; Mittal et al., 2016). Dizi benzerliklerine, alan organizasyonuna ve
substrat spesifikligine gore kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, matrilisinler,
transmembran tip I, transmembran tip I, glikosilfosfatidilinositol baglantili (GPI
baglantili) ve diger MMP'ler olarak siniflandirilabilirler (Cui et al., 2017; Gonzalez-Avila
et al., 2019; Jackson et al., 2010; Mittal et al., 2016; Murphy & Nagase, 2009).

Timor mikro ortaminda, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9,
MMP-10, MMP-11 ve MMP-14 dahil olmak iizere ¢esitli MMP'lerin aktivitesi, yukari
regiile edilir (Tablo 2.2). Bu MMP'ler timor ¢ogalmasina, hayatta kalmasma ve
anjiyogeneze katilarak replikasyonun siirekliligini, invazyon/hiicre gogii, bagisikliktan
kagmay1 ve diger siiregleri miimkiin kilar (Cabral-Pacheco et al., 2020; Raeeszadeh-
Sarmazdeh et al., 2020). Ayni zamanda bu tipteki MMP’ler biiyiime faktoriiniin
ektodomainlerini serbest birakarak, biiyiime faktorlerinin biyoyararlanimini diizenler. Bu
durum ise hiicre g¢ogalmasiyla ilgili sinyal yollarim1 diizenleyerek tiimor hiicresi

biiytimesini kontrol eder (Peschon et al., 1998).

Tablo 2.2. Matriks metalloproteaz tipleri (Niland et al., 2022).

Kollajenazlar MMP-1,-8,-13,-18
Jelatinazlar MMP-2, -9
Stromelisinler MMP-3, -10, -11
Matrilisinler MMP-7, -26
Transmembran Tip | MMP-14, -15, -16, 24
Transmembran Tip 1l MMP-23

GPI Baglantili MMP-17, -25

Diger MMP’ler MMP-12, -19, -20, 27
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MMP'ler, kanser hiicrelerinin vaskiiler ve lenfatik sistemleri istila etmesi i¢in bir kanal
saglayan ve ayni zamanda metastazi tesvik eden ECM'nin ve bazal membranlarin protein
bilesenlerini bozar (He et al., 2023; Peschon et al., 1998). Artan matriks bozulmasi ise
MMP aktivitesi ile birlikte siki baglantilarin ve yapiskan baglantilarin kaybina ve boylece
metastaz i¢in temel bir gereklilik olan hiicrelerin gog¢ etme ve invazyon yetenegini arttirir
(Antony et al., 2019; Quintero-Fabian et al., 2019; Thiery & Sleeman, 2006). EMT'de
kanitlanmis rolii olan MMP'ler; MMP'ler -1, -2, -3, -7, -9, -14 ve -28'dir (Niland et al.,
2022). Timor biiytimesi siirecinde MMP'ler yukari regiilasyonu vaskiiler endotel
hiicrelerinin  gegirgenligini gliglendirir, bdylece hiicre ¢ogalmasini, gogiinii ve
anjiyogenezi arttirir (Setia et al., 2014). Meme kanserinde rol oynadigi en kapsamli
sekilde galisilan MMP'lerden biri MMP-9'dur. 270 negatif meme kanseri tizerinde yapilan
bir calismada, IHC ile MMP-2 ve -9 boyamasi1 degerlendirildi ve her ikisinin de dncelikle
tiimor hiicreleri tarafindan eksprese edildigi ve her ikisinin de daha kisa niikssiiz sagkalim
igin prognostik oldugu bulunmustur (H. C. Li et al., 2004). MMP-9 en yiiksek diizeyde
meme kanserinin bazal benzeri molekiiler alt tipindeki tiimorlerde eksprese edilir;
bunlarin gogu 6strojen, progesteron ve HER2 reseptdrii i¢in tiglii negatiftir (Mehner et al.,
2014; Yousef et al., 2014). Ozellikle, yiikksek MMP-9 ekspresyonunun (MMP-11 ile
birlikte) iiclii negatif meme kanserinde uzak metastaz ilerlemesi ile nemli 6lgtide iligkili

oldugu goriilmiistir (Zhao et al., 2013).

2.3.2.5. Vimentin

57 kDa'lik bir protein olan Vimentin, tip III ara filaman (IF) protein ailesinin en
yaygin sekilde eksprese edilen ve yliksek oranda korunan proteinlerinden biridir (Sekil
2.12). EMT'nin kanonik bir belirteci olarak biiyiik 6nem kazanmustir (Larsson et al.,
2004). Mezenkimal belirtegler arasinda, gelisim siiregleri sirasinda birgok doku tiiriinde
mevcut olan ve hiicre-doku biitlinliigiinii koruyan tip III ara filaman olan vimentin
bulunmaktadir (Coulombe & Wong, 2004). EMT'in ters siireci sirasinda, hiicreler
epitelyal fenotip edinmeye baslar ve daha diisiik motilite oranlariyla birlikte azalmis bir
vimentin ekspresyonu gosterir (Chaffer et al., 2006). Vimentin ekspresyonu, timor
farklilasmasinin nihai asamalarin1 ve yiiksek tiimor invazyon olasiligini ortaya koyan
EMT'nin bir géstergesi olarak kabul edilir (Thiery & Sleeman, 2006). Prostat kanseri,
meme kanseri, endometrial kanser, merkezi sinir sistemi tiimorleri, malign melanom,

pankreas, kolorektal ve hepatik kanserler, gastrointestinal tiimorler dahil olmak iizere
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cesitli tiimdr hiicre dizileri ve dokularinda vimentin ekspresyonunun arttigi rapor
edilmistir (Satelli & Li, 2011). Vimentin, hiicre iskeletinin bir yapisal proteini olarak
genellikle hiicrenin sitozolik kisminda bulunmasi beklenir; ancak, vimentinin hem hiicre
dis1 bir protein olarak hem de niikleer bolgede bulundugu gosterilmistir. Traub ve ark.
yaptig1 bir ¢alismada, ara filaman (IF) proteinlerinin sadece sitozolik fonksiyonlara
katilmakla kalmayip ayni zamanda g¢ekirdekteki belirli DNA, RNA ve histonlar gibi
niikleer bilesenler icin 6nemli in vitro afiniteler sergilerler ve yapisal olarak niikleer
matriks proteinleri ve transkripsiyon faktorleriyle iliskilidirler, bu da onlarin DNA-bazli
niikleer olaylara katildiklarini diistindiirtir (Traub & Shoeman, 1994). Daha sonra yapilan
bir calismada vimentini g¢ekirdege tasiyabilen tasiyicilarin arastirilmasinda, ¢esitli
DNA'lara sahip FITC-vimentin kompleksleri, kiiltiirlenmis hiicrelerin sitoplazmasina
enjekte edilmis ve proteinin hiicre i¢i dagilimi, es odakli lazer tarama mikroskobu ile takip
edilmis. FITC-vimentin kompleksi olarak tek sarmall1 oligodeoksiriboniikleotidler oligo
(dG) 25 fibroblastlara dnceden enjekte edildiginde ve endojen vimentin filaman sistemi
icerisinde birlesmesi saglaninca, az diizeyde de olsa enjeksiyon sonrasi g¢ekirdege

aktarildigin1 gostermislerdir (Hartig et al., 1998).

Vimentin ekspresyonunun cesitli agresif meme kanseri hiicre dizilerinde
yiikseldigi gosterilmistir ve bu asir1 ekspresyon, meme kanseri hiicrelerinin artan
migrasyonu Ve invazyonu ile iyi bir sekilde iliskilendirilmistir (Gilles et al., 2003;
Korsching et al., 2005). Ayrica, vimentinin asiri ekspresyonu iizerine invaziv olmayan
MCF-7 hiicreleri, artan hareketlilik ve istilacilik sergiledigi ve bu 6zelliklerle, vimentini
yapisal olarak eksprese eden MDA-MB-231 hiicrelerindeki vimentin agag1 regiile edildigi
gosterilmistir (Korsching et al., 2005). Son ¢aligmalar, vimentinin meme kanserlerinin

EMT siirecinde 6nemli bir rol oynadigini bildirmektedir.
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invaziv fenotip ile epitelyal kanserlerde EMT kotii prognozla
iliskilidir icin bir belirte¢ gorevi goriir iliskilidir

Sekil 2.12. Vimentin etki mekanizmasi (Modifiye edilmistir.) (Satelli & Li, 2011).

2.4. Silymarin (Silybum marianum)

2.4.1. Silymarin tarihgesi ve kullanim alanlari

Deve dikeni bitkisi olarak bilinen Silymarin, bu bitkinin tohumlarindan elde
edilen bir bitkisel ekstrakt olup, karmasik bir flavonolignan karisimini icerir. I¢indeki
aktif bilesenler arasinda en dnemlileri silybinin diastereomerleri (silybin A ve silybin B),
izosilybinin, silydianin, silykristin ve silymarin bulunur (Sekil 2.13.) (Fallah et al., 2021).
1970'lerde silymarin, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan hepatoprotektif etkileri olan resmi
bir ilag olarak siniflandirildi (Wesotowska et al., 2007). Silybum marianum (SM), yaygin
olarak bilinen adlar1 "devedikeni, meryemana dikeni, gengel, ¢oban ¢antas1" veya "siit
dikeni" olarak bilinir ve Asteraceac (Compositac) familyasina ait tibbi bir bitkidir.
Bitkinin yapraklarinda kirilma durumunda siit benzeri bir 6zsuyu agiga ¢ikaran siit beyazi
damarlarin varlig1 nedeniyle genellikle 'siit devedikeni' olarak adlandirilir (Soleimani et
al., 2019). Devedikeni otunun standartlastirilmis tohum ekstrakti olan Silymarin, ¢ok uzun
bir siiredir genis spektrumlu bir sifali bitki olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Saller
et al., 2001). Etnofarmakolojik a¢idan bakildiginda silymarin, karacigeri ¢esitli toksik
maddelerden korumak, hepatik hasar1 tedavi etmek ve hepatitin yani sira sirozun tedavisi
icin bitkisel bir tedavi olarak iki yiizyildan fazla bir siiredir kullanilmaktadir (Nawaz et
al., 2023; Vargas-Mendoza et al., 2014).
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Sekil 2.13. Silymarin bilesenleri (Modifiye edilmistir.) (Koltai & Fliegel, 2022).

Hayvanlarda ve insanlarda gergeklestirilen c¢esitli caligmalar, silymarin ve
genellikle c¢aligmalarda kullanilan ve aktif bileseni olan silybin'in, serbest radikal
temizleme ve lipit peroksidasyonunun inhibisyonu nedeniyle belirgin antioksidan etkiler
gosterdigi bildirilmistir (Mayer et al., 2005; Saller et al., 2001). Lipid peroksidasyonunu
inhibe eder ve hepatik hastaliklarin deneysel modellerinde karacigeri yenileyebilmesinin
yani sira antioksidan, anti-inflamatuar, anti-fibrotik, immiinomodiilatér ve membran
stabilize edici etkiler gosterdigi gorilmustir (Ladas & Kelly, 2003). Giivenilirligi,
koruyucu etkileri ve iyi farmakokinetik Ozellikleri nedeniyle silymarin, Parkinson
hastaligi, Alzheimer hastaligi, sepsis, osteoporoz, yaniklar, diyabet, kolestaz, iilseratif
kolit, c¢esitli kanser tiirleri, hiperkolesterolemi, nefrotoksisite, norotoksisite,
kardiyotoksisite, Amanita phalloides zehirlenmesi, akciger ve karaciger hastaliklari,
prostat sorunlari, depresyon ve tiip bebek (IVF) gibi genis bir yelpazede kullanilmaktadir.
Silymarin’in karaciger koruyucu etkileri klinik ¢aligmalarla da kanitlanmistir (Gazak et
al., 2007; Kandemir et al., 2017; Kaveh Baghbahadorani & Miraj, 2017; Stolf et al.,
2017).
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2.4.2. Silymarin farmokinetigi

Yapilan farmokinetik ¢aligmalar bitkinin ana bileseni olan silybin (silybin A,
silybin B) iizerinde yogunlasmaktadir (Sekil 2.14.). Giliniimiizde bilim insanlari
silymarindeki silybin ve diger flavonoliganlarin oral igerigi, ¢oziinmeleri ve oral
biyoyararlanimdaki ortak kaynaklarma ragmen silymarin’in belirgin yararl etkilerine
katkida bulunabilecek ve dahasi bunlardan sorumlu olabilecek varyasyonlarinin kayit
altina alinmasi1 gerekmektedir. Bu yiizden ¢alismalar arasindaki karsilagtirmalar dikkatle
yapilmalidir ¢iinkii silymarinde birden fazla bilesik bulunur ve ayni1 bulunmayan bu
bilesenler, calismadaki biyoyararlanim agisindan biiyiik 6neme sahip olabilirler

(Chambers et al., 2017; Choi et al., 2011).
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Sekil 2.14. Silybin kimyasal yapis1 (Delmas et al., 2020).

2.4.3. Silymarin’in anti-kanserojenik etkisi

Silymarin’in kanserdeki olasi faydalarina iliskin ilk ¢alisma Mehta ve Moon
tarafindan 1991 yilinda yapilan yaymdir. DMBA (dimetilbenzantrasen) ve TPA
(tetradekanoilforbol asetat) uygulanan fare meme bezlerinde silymarin’in kanserin
Onleyici (antipromoter) olarak hareket edebildigini gdstermislerdir (Mehta & Moon,
1991). Sonrasinda silymarin’in anti-kanserojenik etkisi ile ilgili olarak hayvanlarda ve

-
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insanlarda yapilan bir¢ok in vitro ¢alisma bildirilmistir ve 6zellikle hepatokarsinomda
etki mekanizmalarinin, antioksidan aktiviteleri vasitasi ile oksidatif stres tarafindan
indiiklenmis reaktif tiirlerin rahatlatilmasini ve prostoglandini modiile ederek stirekli
olarak hepatik inflamasyonun baskilanmasini sagladigi goriilmiistiir (Federico et al.,
2017; Feher & Lengyel, 2011; Won et al., 2018). Silymarin; kolorektal kanser, mesane
kanseri, meme kanseri, mide kanseri, prostat kanseri, cilt kanseri, akciger kanseri,
hepatoseliiler karsinom, laringeal karsinom, glioblastoma ve 16semi dahil olmak {izere
birgok in vitro ve hayvan kanseri ¢alismalarinda goriildiigii tizere etkili anti-neoplastik,
anti-inflamatuar, anti-kanser gibi birgok etki mekanizmasina sahip olduklari rapor
edilmistir (F. Li et al., 2015; Post-White et al., 2007; Wadhwa et al., 2022; Zeng et al.,
2011). Farkli hiicresel degisiklikler araciligiyla, silymarin’in fibréz doku olusumu,
inflamasyon, oksidatif stres, apoptoz ve ilag tastyicilarinin diizenlenmesi gibi alanlarda
yararlt etkileri oldugu c¢esitli c¢aligmalarla bildirilmistir (Federico et al., 2017).
Silymarin’in kanser karsiti etkileri {izerine yapilan in vitro g¢alismalar ve hayvan
denemelerinde, hepatokarsinomda silymarin’in antioksidan aktiviteleri araciligiyla
oksidatif stres tarafindan tetiklenen reaktif tiirleri notralize ettigi ve prostaglandin
modiilasyonu ile hepatik inflamasyonu siirekli olarak baskiladigi goézlemlenmistir.
Ayrica, Silymarin’in anti-tiimor etkilerinin kaynagi, anormal hiicre proliferasyonunun
engellenmesi, i¢sel ve digsal mitokondriyal yollar iizerindeki etkiler ve hiicre dongiisii
bozukluklar1 yoluyla apoptozun tetiklenmesi olabilir (Mastron et al., 2015). Silybin ve
silymarin’in mesane, meme, mide, prostat, cilt ve akciger kanseri gibi ¢esitli in vitro ve
hayvan modeli kanser c¢alismalarinda etkili antineoplastik bilesikler oldugu rapor
edilmistir (Deep & Agarwal, 2010; Feher & Lengyel, 2011; Khorsandi et al., 2017;
Ramasamy & Agarwal, 2008; Won et al., 2018). Bu arastirmalar, Silymarin’in siklin
bagimli kinaz inhibitérleri olan p21, pl5 ve p27’yi artirarak G1/S fazinda hiicre
dongiisiinii durdurabildigini gostermistir. Ayrica, Silymarin proapoptotik protein Bax’1
yukari regiile eder, anti-apoptotik protein Bcl-2’yi asag1 regiile eder ve hiicre kinazlarimi
(PKC, AKT ve MAPK) ve inflamatuar transkripsiyon faktorleri, 6rnegin NF-xB'yi inhibe
eder. Silymarin ayrica, ERK1/2 ve STAT3 sinyal yollarin1 baskilayarak hiicre
proliferasyonunu, hiicre gogiinii, onkogenezi ve iNOS gen ekspresyonunu engelleyebilir
ve malign hiicrelerde kaspaz aktivasyonu yoluyla apoptotik hiicre 6liimiinii tesvik edebilir
(Agarwal et al., 2007; Gharagozloo et al., 2013). Bu nedenle, silymarin’in anti-
kanserojenik etkileri, NF-kxB'ye bagli gen ekspresyonunun baskilanmasi, NF-kB'nin

TNF-a ile aktive edilmesinin engellenmesi ve STAT3 sinyalinin inhibe edilmesi yoluyla



31

ortaya c¢ikabilir (Gharagozloo et al., 2013). Silymarin’in kemopreventif 6zellikleri
genellikle, apoptoz ve hiicre sag kalimi arasindaki dengesizligi diizenleyerek apoptoza
dahil olan proteinler ve hiicre dongiisii diizenleyicilerinin ekspresyonunu etkileyen anti-
metastatik ve anti-inflamatuar aktiviteleri ile iliskilidir (Ramasamy & Agarwal, 2008).
Arastirmalar, Silymarin’in kemoterapi ve radyasyona bagli toksisiteleri azaltma ve
onleme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Silymarin ve icerdigi biyoaktif
bilesenler, G1/S fazinda hiicre dongiisiinii durdurarak, siklin bagimli kinaz (CDK)
inhibitorlerinin aktivasyonunu saglayarak, anti-apoptotik gen {riinlerinin iiretimini
azaltarak, hiicre sag kalim kinazlarin1 baskilayarak ve inflamatuar transkripsiyon
faktorlerini asag1 regiile ederek cesitli timor hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebilir.
Ayrica silymarin, farkli tiimor hiicrelerinin proliferasyonu, invazyonu, metastazi ve
anjiyogenezi ile iliskili gen triinlerinin ekspresyonunu da degistirebilir (Hosseinabadi et
al., 2019; Ramasamy & Agarwal, 2008).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gruplarmn Belirlenmesi

Calismamizda meme kanseri kaynakli MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme
kanseri hiicre hatlar1 temin edildi. Her iki hiicre hatti, 2D ve 3D boyutlu hiicre kiiltiirii
ortamlarinda incelenmek tizere kontrol (KONT) ve silymarin (SLY) gruplarina ayrildi.
Toplamda 8 grup elde edildi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Deney ¢alisma gruplari.

2D HUCRE KULTURUO 3D HUCRE KULTURU

MCF-7 MDA-MB-231 MCF-7 MDA-MB-231

Kontrol | Silymarin | Kontrol | Silymarin Kontrol Silymarin | Kontrol | Silymarin

Yara yeri | Yarayeri Yara yeri Yara yeri Sferoid Sferoid Sferoid Sferoid
Deneyi Deneyi Deneyi Deneyi insert+ insert+ insert+ insert+

Matrigel Matrigel Matrigel Matrigel

IHC IHC IHC IHC IHC IHC IHC IHC

Western Western Western Western Western Western Western Western
Blot Blot Blot Blot Blot Blot Blot Blot

PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR PCR




3.2 Kimyasallar

Tablo 3.2. Deneyde kullanilan kimyasallar.

Silymarin
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S2358, Selleckchem

RPMI 1640

11875093, Gibco

Streptomycin

PS-3, Capricorn

Fetal bovine serum

FBS-HI-11A, Capricorn

L-glutamin GLN-B, Capricorn
Tripsin EDTA 325-043-EL, Multicell
DMSO 190046, Serva

MTT A015B, ABP Biosciences

%4 Paraformaldehit

Sc-281692, Chemcruz - Santa

Hidrojen Peroksit

K48739200714, Merck

PBS

P3A82970, Biobasic

Mayers Hematoksilen

HX14931949, Sigma

IHC Sekonder Antikor

PHL129127, Thermo

Matrigel Corning, REF:356234

Beta Actin AC026 , Abclonal

E-Kaderin sc-8426, Santa Cruz Biotechnology
MMP-9 sc-393859, Santa Cruz Biotechnology
Fibronektin sc-8422, Santa Cruz Biotechnology

Western Sekonder Antikor

HRP Goat Anti-Rabbit IgG (H+L),
Catalog No.: AS014, ABclonal

Western Sekonder Antikor

3.3. Hiicre Kiiltiira

HRP Goat Anti-Mouse IgG (H+L),
Catalog No.: AS071, ABclonal

Calismamizda kullanilan hiicreler Pamukkale Universitesi Fen Fakiiltesi Genel

Biyoloji anabilim dalinda daha 6nceki ¢alismalardan temin edilen MCF-7 ve MDA-MB-

231 meme kanseri hiicre hatlarinda calisildi. Hiicreleri RPMI 1640 besi yerine, %10 Fetal
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bovine serum (FBS), %1 L-Glutamin ve %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin)
eklenerek hazirlanmig medyum ile %5 COz igeren, 37 C nemli inkiibatorde inkiibe edildi.
%80 konfluensi oranina ulasildiginda hiicreler iki gruba ayrildi. Bu gruplar 2D ve 3D

boyutlu hiicre kiiltiirii agamalarinda kullanildi.

3.4. 2D Hiicre Kiiltiirii Uygulamalari

3.4.1. 2D hiicre kiiltiiriinde MTT metodu ile hiicre canlih@ tayini

2D hiicre kiiltlirlerinde Silymarin'in farkli dozlarmin hiicreler {izerindeki
sitotoksik etkilerini degerlendirmek ve IC50 dozunu belirlemek amaciyla MTT (3-(4,5-
methylthiazol-2-yl)-2,5- diaphenyltetrazolium-bromide) testi kullanildi (Sekil 3.1.).
Hiicreler, 96 kuyucuklu kiiltiir plakasina her bir kuyucuga 5x10° ile 4x10* hiicre gelecek
sekilde dagitildi. Hiicreler yapistiktan sonra, silymarin'in 10, 30, 60, 90 ve 120 uM dozlari
24 saat siireyle uygulandi. Uygulama siiresinin ardindan, her kuyucuga {ireticinin
talimatlarina gore hazirlanmigs MTT (Sigma-Aldrich) soliisyonu 20 pL eklenerek 4 saat
37°C’de inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda, MTT ¢ozeltisi uzaklastirildi ve her kuyucuga
200 pL dimetilsiilfoksit eklendi. Dimetilsiilfoksit ile karistirma islemi karanlik ortamda
5 dakika boyunca bir ¢alkalayici tizerinde yapildi. Absorbans degerleri 570-690 nm dalga
boyu araliginda mikroplaka okuyucuda (Shimadzu UV-1601) olgiildi. Her bir
konsantrasyon i¢in iiger kuyucuk kullanilarak deney ii¢ kez tekrarlandi. Kontrol
hiicrelerinin canlilig1, tedavi uygulanmayan durumda %100 olarak kabul edildi ve deney
hiicrelerinin canlilik oranlar1 bu referansa gore ylizde olarak ifade edildi. Bu deneyler,
IC50 dozunu belirlemek amaciyla uygulandi ve calismanin ilerleyen asamalarinda

kullanilacak olan doz bu sekilde belirlendi.
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Sekil 3.1. MTT deneyi semasi.

3.4.2. 2D hiicre kiiltiiriinde yara yeri metodu

Yara yeri deneyinde hiicreler 24 gozlii kiiltiir kabina ekildi ve tam bir konfluent
goriiniim saglanana kadar beklendi. Kuyucuklarin orta hattindan 10 pm’lik pipet ucuyla
yara yeri acilarak yara bolgesi olusturuldu (Sekil 3.2.). Bu hiicreler iki gruba ayrilip
uygulama yapilmayan kontrol grubuyla birlikte silymarin uygulanan grup 24 saat siireyle
inkiibe edildi. Hiicrelerin yara alanina dogru go¢ ederek yara bolgesini kapatma egilimleri
ve bu gog sirasindaki hizlarii karsilastirmak i¢in gruplardan 6’sar saat araliklarla faz
kontrast mikroskop ile fotograflar ¢ekildi ve karsilastirmali olarak degerlendirildi. Yara
bolgelerinden alinan fotograflardan yara alani hesaplanmasi yapildi. Elde edilen veriler

SPSS analiz programinda degerlendirildi.
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Sekil 3.2. Yara yeri deneyi.

3.4.3. 2D hiicre kiiltiiriinde immiinohistokimya metodu

12 gozli kiiltiir kaplarina ekilen hiicreler iki gruba ayrildi. Kontrol grubu ve
uygulama yapilan silymarin gruplart 24 saat siireyle inkiibe edildi. Uygulamasi
tamamlanan hiicre gruplar1 %4 liikk Paraformaldehit soliisyonunda 30 dk fikse olduktan
sonra PBS ile 3x5 dk olacak sekilde yikandi. Permeabilizasyon icin %0,1°lik Triton-X
100 ile 15 dk inkiibe edilip ve tekrardan PBS ile yikandiktan sonra hidrojen peroksit
(H202) uygulamasi yapildi (5 dk). Yikama yapilip 10 dk protein blok isleminin ardindan
da hiicre metastazini ve invazyonunu degerlendirmek igin anti-MMP9, anti- E-Kaderin,
anti- N-Kaderin, anti-fibronektin ve anti-Vimentin antikorlar1 ile 1 gece inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra  sekonder antikorlar uygulanip DAB  kromojeniyle

immunoreaktivitelerin goriiniirliigii saglandi ve kapatma mediumu ile kaplanarak
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kapatilip 151tk mikroskobu altinda degerlendirildi. Isik mikroskobu altinda rastgele
belirlenen 10 alanda 500 hiicre sayilarak H-Score degerlendirmesi yapildi. Elde edilen

veriler SPSS veri analizi programinda degerlendirildi.

3.5. 3D Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar

3.5.1. Hanging drop metodu ile sferoid olusturma asamasi

Petri kabinin kapagina RPMI-1640 besiyeri icerisinde siispanse edilmis hiicreler
birbirlerine temas etmemesi i¢in belirli mesafe araliklarinda 20 pl’lik damlalar halinde ve
her bir damla icinde 1x10° hiicre olacak sekilde gruplar icerisinde ortalama 30 adet asili
damlalar olusturuldu (Sekil 3.3.). Petri kabinin alt kismina ise hidrasyon odas1 gorevi
gormesi amactyla steril PBS konuldu. Petri kapagi steril PBS eklenmis alt bolmeye temas
etmeyecek sekilde, besi yeri damlaciginin u¢ kisminda hiicrelerin kiimelenerek yigin
olusturmasi amaciyla ters ¢evrildi ve 37°C, %5 CO2, %95 nemde 20 giin inkiibe edildi.
Damlalar giinliik olarak izlendi ve hiicre kiimelerinin olusumu, Faz-kontrast mikroskop
kullanilarak degerlendirildi. 20. giin sonunda olusan hiicre kiimelerine 10, 30, 60, 90 ve
120 uM dozlarinda silymarin uygulamasi yapildi ve g¢alismanin diger asamalarinda

kullanilacak olan IC50 dozu MTT canlilik testi ile belirlendi.

Sekil 3.3. Asili damla sferoid modeli ile olusturulan sferoidler.
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3.5.2. 3D hiicre kiiltiiriinde immiinohistokimya boyamasi

Doz belirlendikten sonra sferoidler kontrol (KONT) ve silymarin (SLY) grubu
olmak {izere 2 gruba ayrildi. Her bir damla igerisindeki sferoid pipet yardimi ile toplandi
ve polilizinli lam iizerine alind1 (Sekil 3.4). Her antikor i¢in en az 6 sferoid bir kuyucuga
yerlestirildi ve %4’liik paraformaldehit ile fiksasyonu saglandi. Permeabilizasyon i¢in
TritonX 100°de buz iizerinde 15 dk bekletildi. 2 kez 2’ser dk PBS ile yikandiktan sonra
%3’lik H20:> ile endojen peroksidaz inaktivasyonu saglandi. 2 kez 2’ser dk PBS ile
yikanip Blocking soliisyonunda 10 dk bekletildi. Primer antikorlar 1/250 oraninda olacak
sekilde anti E-kaderin, anti-MMP-9, anti-Vimentin, anti- Fibronektin ve anti- N-kaderin
antikorlari ile 37°C’de 1 saat inkiibasyonu saglandi. Inkiibasyondan sonra kesitler 2 kez
2’ser dk PBS ile yikandi. Sekonder antikor asamasinda 30 dk Biotin uygulandi. 2 kez
2’ser dk PBS ile yikandiktan sonra Sekonder antikor agamasinin ikinci agsamasi olan 30
dk avidin ile muamele edildi. 2 kez 2’ser dk PBS ile yikandi. Kromojen olarak DAB
Substrat kullanilarak renklendirme yapildi. Distile su ile yikandiktan sonra Mayer’s
hematoksilen ile zit boyama yapildi ve musluk suyu ile yikanip ardindan su bazli kapatici
ile kapatildi. Isik mikroskobu altinda rastgele belirlenen 10 alanda 500 hiicre sayilarak H-
Score degerlendirmesi yapildi. Elde edilen veriler SPSS veri analizi programinda

degerlendirildi.
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Sekil 3.4. Petri kapag: lizerinden mikropipet yardimiyla toplanan sferoidler.
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3.5.3. 3D hiicre kiiltiiriinde insertler kullanilarak hiicre gocii metodu

Her bir hiicre hatt1 i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde deney planlandi. -20 °C’de bulunan
matrigel, bir gece dncesinde +4°C’de bekletildi ve sivilasmasi saglandi. Serumsuz besi
yeri igerisinde 1:1 oraninda seyreltildi. 0,8 wm por capina sahip insertlerin tabani her
kuyucukta 100 pl olacak sekilde kaplandi ve 24 gozlii kiiltiir kaplarina yerlestirildi. 1 saat
37°C’de inkiibe edilip jellesmesi saglandi. Siire sonunda kontrol grubu igin alt
kuyucuklara 1000 pl serum igeren besi yeri, silymarin grubuna ise 1000 pl serum ve etken
madde igeren besi yeri eklendi. Ust kuyucuklara ise 100 pl igerisinde bulunan hiicre
sayilarak 1x10° hiicre birakildi. Daha sonra icerisinde matrigel bulunan 24 kuyucuklu
kiiltiir kaplarinin {izerlerine igerisinde meme kanseri hiicreleri bulunan insertler
yerlestirilerek hiicreler 37°C, %5 CO2 kosullarina sahip nemli inkiibatorde inkiibasyona
birakildi (Sekil 3.5.). Hiicreler kontrol ve silymarin grubu olacak sekilde iki gruba ayrildi
ve silymarin grubuna IC50 dozu uygulandi. 24. saatin sonunda besi yerinde kalan hiicreler
sayilarak go¢ eden hiicre sayisi belirlendi (Stoellinger & Alexanian, 2022). Hiicre sayimi1
TC20™ otomatik hiicre sayim cihaz1 kullanilarak teyit edildi. Elde edilen veriler SPSS

veri analizinde degerlendirildi.

Sekil 3.5. Transwell invazyon deneyi.
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3.6. 2D ve 3D Hiicre Kiiltiiriinde Real-Time PCR Analizi

3.6.1. Hiicrelerden RNA izolasyonu

2D ve 3D hiicre kiiltiirii 6rneklerinden RNA izolasyon kiti TRIzol Reagent (A.B.P.
Biosciences, Cat No: FP312) ile total RNA izolasyonu gergeklestirildi.

3.6.2. cDNA sentezi

Elde edilen RNA’lar NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre cihazinda 6lgiilerek
mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi. cDNA’lar, cDNA sentez kiti (A.B.T.™
cDNA Synthesis Kit, Cat no: C03-01-20) kullanilarak total RNA’dan elde edilmistir.
Reaksiyon karisimi Tablo 3.3’te, reaksiyon protokolii Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.3. cDNA reaksiyon karigimiu.

10X reaksiyon karisimi 2 ul
RANTP mix (2.5 mM each) 1 ul
Random hexamer (50 nM) 2 ul
Reverse transkriptaz (200 u/pl) 1 ul
RNase inhibitor 0.5 ul
RNase free water 3.5ul
RNA Template (1ng) 10 ul
Toplam 20 ul

Tablo 3.4. cDNA sentezi reaksiyon protokolii.

Priming 10 dakika 25°C
Reverse Trankripsiyon 120 dakika 37°C
RT inaktivasyon 5 dakika 85°C

Hold oc 4°C
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Elde edilen cDNA’lar Real-Time PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’lik derin

dondurucuda saklanda.

3.6.3. CDH1, CDH2, VIM ve MMP9 gen ekspresyonlarinin real-time PCR ile él¢iimii

Ilgili hiicre drneklerinde eksprese olan CDH1, CDH2, VIM ve MMP9 genlerinin
mRNA miktarlari, Real-Time PCR yontemi ile Step-One-Plus Thermocycler (Applied
Biosystems) cihaz1 kullanilarak yapildi. Amplifikasyonlar 20 pL toplam tepkime hacmi
igerisinde; cDNA, bolgeye 6zgli primerler (Oligomer, Ankara) (Tablo 3.5), iTaq
Universal SYBR Green Supermix (Biorad, USA, Kat. No: 1725122) ve nuklease free su
kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 3.6.).

Tablo 3.5. Genlere ait baz dizileri.

Gen ismi Baz dizisi 5’23’

CDH1-Forward CCCTTCCTCAAAACACACTCC
CDH1-Reverse TGGCAGTGTCTCTCCAAATC
CDH2- Forward TTTTGCCCCCAATCCTAAGA
CDH2-Reverse CAGCGTTCCTGTTCCACTCAT
VIM- Forward CTCTGGCACGTCTTGACCTT
VIM-Reverse TTGCGCTCCTGAAAAACTGC
MMP9-Forward TCTATGGTCCTCGCCCTGAA
MMP9-Reverse TTGTATCCGGCAAACTGGCT
GAPDH-Forward CATTGCCCTCAACGACCACTTT

GAPDH-Reverse GGTGGTCCAGGGGTCTTACTCC
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Tablo 3.6. Real-Time PCR tepkime karigimi.

Icerik Hacim

iTaq Universal SYBR Green Supermix 10 pl

cDNA 2 ul

Forward ve Reverse primerler (250-500nm her bir primer) 1+1 toplam 2 pl
Nuclease free water o6ul

Total Hacim 20 ul

Real-Time PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra 0.1 ml'lik 8’1i strip PCR tiiplerine
dagitildi ve lizerine cDNA’lar eklendi ve cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 3.7. ve Tablo
3.8.’de belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR tepkimesi gerceklestirildi.
Reaksiyon sonucunda, genlerin mRNA diizeylerini gdsteren treshold Cycle (Ct) degerleri

belirlendi. Genlerin ifade diizeyleri GAPDH ifade diizeyine gore normalize edildi.

Tablo 3.7. CDH1, CDH2, MMP9 ve GAPDH genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in
kullanilan Real Time PCR tepkime programi.

Dongii Zaman Sicakhik
1 30 saniye 98°C
5 saniye 98°C
40 30 saniye 60°C

+ Melting Curve

Tablo 3.8. VIM ve GAPDH genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan Real Time
PCR tepkime programi.

Dongii Zaman Sicakhk
1 30 saniye 98°C
5 saniye 98°C
40 30 saniye 58°C

+ Melting Curve
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3.7. 2D ve 3D Hiicre Kiiltiiriinde Western Blot analizi

3.7.1. Protein izolasyonu

Uygulama yapilan ve yapilmayan hiicre gruplart soguk PBS kullanilarak
flasklardan kazima metodu ile kaldirildi. Ependorf tiipleri igerisine alinan hiicrelerden
santrifiij edildi. Sonraki asamalarda her zaman buz {izerinde ¢alisildi. Santrifiij sonrasi
tizerinde kalan PBS ¢ekildi ve lizasyon i¢in {izerine 100 pul RIPA mix (100 pl RIPA +1
ul + Protease inhibitdr coctail) eklendi. Buzun iizerinde 30 dk inkiibasyon saglandi.
Karisim buz iizerinde bekletildikten sonra iizerine 1,4 mm zirkonyum boncuklar
eklenerek doku homojenizatoriinde 10. seviyede 10-15 sn kadar pargalama islemi yapildi.
Parcalama islemi bittikten sonra 6rnekler sogutmali santrifiijde 14.000 g devirde +4°C'
de 15 dk. siire boyunca santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra karisim yeni
bir tiipe alinarak tekrar santrifiij islemine tabi tutuldu. Elde edilen lizatlardaki protein
yogunlugunun 6l¢iilmesinde Qubit 2.0 Fluorometre cihazi ile Qubit protein assay kit
kullanildi. Protein miktar1 6l¢iimii i¢in Qubit Buffer mix hazirlandi. 199 pl Qubit buffer
+ 1 pl protein reagent eklendi ve ok hafif vortex yapildi. Ornekler dH,O ile 1/10 oraninda
dilue edildi. Ol¢iim i¢in 0,5’lik Qubit dl¢iim ependorfuna 198 ul Qubit Buffer mixi + 2
ul protein eklendi ve ¢ok hafif bir vortex yapildi. Ornekler 2 dk inkiibe edildi ve dlgiim
yapildi. Degerler dillisyon katsayisi ile ¢arpilarak protein miktar1 tespit edildi. Protein
varligini teyit etmek igin Pierce™ Coomassie (Bradford) Protein Testi de yapildi. Kit
icerisinde bulunan BSA kullanilarak cesitli konsantrasyonlarda kontrol kuyucuklar
olusturuldu. Bunlar 2000 pg/ml, 1500 pg/ml, 1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250
png/ml, 125 pg/ml, 25 pg/ml ve 0 pg/ml (blank) olacak sekilde uygulandi. Her bir 6rnekten
5 pl aliarak toplamda 155 pl’lik total 6rnekten 6l¢iim yapildi. Absorbans degeri 595 nm
olacak sekilde okuma yapildi.
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Bradford Testi Qubit Analizi

Sekil 3.6. Protein izolasyonunda protein miktarlarinin iki ayri test ile dl¢limii.

3.7.2. Western Analizi

Yiikleme islemi yaparken kuyucuklara esit miktarda protein yiiklemesi yapilabilmesi i¢in
orneklerden alinmasi gereken hacimler hesaplanip her 6rnek i¢in toplamda 50 pg/ml

hacimde karisim kuyucuklara yiiklendi (Tablo 3.9).

Tablo 3.9. Protein 6l¢iim miktarlar1 ve hesaplanmasi.

GRUPLAR QUBIT | BRADFORD | ORT 50 ug dHz0 R.A S.B
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
MDA-MB-231, 2D SLY 14,9 5,6 10,25 49 1,6 1 2,5
MDA-MB-231, 2D 15,6 5,6 10,6 47 1,8 1 2,5
KONT
MDA-MB-231, 3D SLY 10,8 1,8 6,3 79 5,1 2 5
MDA-MB-231, 3D 15,2 23 8,75 5,7 0,8 1 2,5
KONT
MCF-7,2D SLY 15,9 6,0 10,95 4,6 1,9 1 25
MCF-7, 2D KONT 19,9 6,7 13,3 3,75 2,75 1 2,5
MCF-7,3D SLY 12,8 35 8,15 6,1 04 1 25
MCF-7, 3D KONT 12,4 33 7,85 6,37 0,13 1 2,5
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Ort: Ortalama, KONT: Kontrol, SLY: silymarin uygulama grubu, 3D: 3 boyutlu kiiltiir, 2D: 2 boyutlu kiiltiir, dH20 :
distile su, R.A: Reducing agent, S.B: sample buffer

200 voltta yaklasik olarak 20-25 dk yiiriitme islemi yapildi. Ornekler invitrogen
Mini Gel Tank kullanilarak, hazir olarak temin edilen Bolt ™ %4 -12 Bis-Tris Plus Jel
kullanildi. Yiiriitme islemi Running Buffer 1X soliisyonu ile gergeklestirildi ve birinci
kuyucuga marker konuldu (Sekil 3.7.). Ilk olarak 100 voltta 10 dk siireyle yiiriitiildii. 10.
dk’dan sonra 200 voltta yaklasik 25-30 dk kadar yiiriitme islemi yapildi. Stirenin sonunda

jeller uygun sekilde ¢ikarilarak blotlama cihazina yerlestirildi.

Sekil 3.7. Proteinlerin jele yiiklenmesi.

3.7.3. Goriintiileme

Elektroforezi tamamlanan jeli haznesinden ¢ikarmak i¢in i¢i saf su dolu kiivette
sudan gecirildi. Koselerinden spatula ile kaldirilarak yavasga iist kapak ¢ikarildi ve
dikkatlice ayrildi. PVDF membrana (IBlot™ 2 Transfer Stacks) aktarimi IBlot 2 cihazinin
kendine ait sandvi¢ seklindeki membran aktarim sistemi (IBlot™ 2 Transfer Stacks)
kullanilarak 20 voltta 7 dk da jelden membrana aktarim islemi gerceklestirildi. iBind™
Flex Solution Kitinden Blocking soliisyonu hazirlamak i¢in; 40 ml saf su + 10 ml 5X
Buffer + 500 ul 100X Additive Soliisyonu kullanilarak hazirlandi. Transfer islemi
bittikten sonra jel atildi. Transfer kagidindaki jel goriintiisii kesilerek alindi1 ve hazirlanan

Blocking soliisyonu igerisine koyuldu. 5 dk bekletildi (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. Elekroforezi tamamlanan jel'in PVDF membrana aktirilmast.

Antikor uygulama iglemi Invitrogen™ iBind™ Flex Western cihazinda
gerceklestirildi. Bunun i¢in cihaza uygun soliisyonlar kullanildi. Antikor, yikama ve
Blocking soliisyonlar1 bu kimyasallardan hazirlandi. iBind™ Flex’ e 6zel olan kart
tizerinde first ve seconder antikorlar 2,5 saat gibi kisa bir siire i¢erisinde baglama islemi
gerceklestirilerek baglama islemi sona erdirildi. Yikama isleminden sonra membran,
primer antikorlar olan anti E-Kaderin, anti-MMP-9 ve anti Fibronektin hazirlanarak
uygulama yapildi. iBind™ Flex kart1 Blocking soliisyonu ile (10 ml) islatildi. Membrani
yerlestirecegimiz yere ayni soliisyondan 1ml daha eklendi. Membran karta yerlestirilirken

bekletildi (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. Membran {izerine primer ve sekonder antikor uygulamasi ve inkiibasyonu.
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Goriintiileme islemi i¢in kemiliiminesans goriintiilleme sistemi kullanildi. Bu
goriintiileme sisteminin temeli kimyasal luminol oldugu i¢in seconder antikora 6zgii
substrat (ECL) kullanildi. ECL soliisyonu 1 ml Luminol/Enhancer soliisyonu + 1 ml
Peroksidaz soliisyonu eklenerek hazirlandi. iBind™ Flex’den ¢ikarilan membran
sollisyona yatirildi ve karanlik ortamda membran ile 5 dk muamele edilip sonrasinda

membran, goriintiileme sistemine alinarak bant goriintiileri alindi.

3.8. istatistiksel analiz

Deneysel calismalardan elde edilen veriler SPSS (Stastistical Package for Social
Sciences) istatistiksel veri analiz programinda Nicel veriler igin Kruskal-wallis analizi
ile Nitel verilerin analizi i¢in ise Ki-Kare Testi yapilarak degerlendirildi. Istatistiksel

olarak p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. 2D Hiicre Kiiltiiriinde MTT sonuclar:

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde farkli dozlarda SLY verilerek ilacin
konsantrasyonunu hiicre canlilig1 testi ile belirlenmistir. Yapilan MTT testinde, Her iki
hiicre hatti i¢in de SLY ¢esitli konsantrasyonlarda (10uM, 30uM, 60puM, 90uM, 120uM)
24 saat siireyle uygulanmigtir. MDA-MB- 231 hiicrelerinde SLY nin ICso degeri 24.
saatte 60 uM olarak saptandi. MCF-7 hiicrelerinde ise SLY ’nin ICso degeri 24. saatte 90
uM olarak saptandi. SLY uygulamasinda doza bagli olarak her iki hiicre hatti i¢in
hiicrelerin sayisinda konsantrasyona bagli azalma gézlenmistir. Hiicre proliferasyonunun
yartya diistiigii deger asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Her iki hiicre hattinda

silymarin’in degisen doz araliklar1 etkisi Sekil 4.1’de goriilmektedir.

IC50 = 100—[(kontrol—ilagli grup)/kontrol*100] (kontrol, ila¢ verilmeyen gruptaki hiicre
sayisidir, ilachi grup, farkli konsantrasyonlarda silymarin’in uygulanan gruptaki hiicre

sayisidir.
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Sekil 4.1. 2D hiicre kiiltiiriinde MTT testi sonuglart.

4.2. 3D Hiicre Kiiltiiriinde MTT sonuglari

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde, hanging drop yontemiyle olusturulan
sferoidlere farkli dozlarda SLY verilerek ilacin konsantrasyonu hiicre canlilig1 testi ile
belirlenmistir. Yapilan MTT testinde, her iki hiicre hatti i¢in de SLY ¢esitli
konsantrasyonlarda (10uM, 30uM, 60uM, 90uM, 120uM) 24 saat siireyle uygulanmaistir.
MDA-MB- 231 hiicrelerinde SLY’nin ICso degeri 24. saatte 120 uM olarak saptandi.
MCF-7 hiicrelerinde ise SLY nin ICso degeri 24. saatte 60 uM olarak saptandi. SLY
uygulamasinda doza bagli olarak her iki hiicre hattt i¢in hiicrelerin sayisinda
konsantrasyona bagli azalma gozlenmistir. Hiicre proliferasyonunun yariya diistiigii
deger asagidaki formiile gore hesaplanmigtir. Silymarin’in degisen doz araliklari etkisi
Sekil 4.2°de goriilmektedir.

IC50 = 100—[(kontrol—ilagli grup)/kontrol*100] (kontrol, ila¢ verilmeyen gruptaki hiicre
sayisidir, ilachi grup, farkli konsantrasyonlarda silymarin uygulanan gruptaki hiicre

sayisidir.
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Sekil 4.2. 3D hiicre kiiltiiriinde MTT testi sonuglart.

4.3. Silymarin’in MDA-MB-231 Hiicrelerinde Migrasyon Uzerine Etkisi

MDA-MB-231 hiicrelerine 60 uM Silymarin uygulanmasinin ardindan migrasyon
tizerindeki etkisini gozlemledik. Yara iyilesme deneyi ile olusturulan yara alanlar1 6’sar
saat araliklarla kameral1 invert mikroskop ile fotograflandi. Kontrol grubundaki yara alani
24. saat sonunda tam bir kapanmanin gergeklestigi goriildii. Silymarin verilen grupta
hiicre gé¢iiniin engellendigi ve olusturulan yara alaninin kapanmadigi goriildii. Bu veriler
SPSS 20.0 analiz programinda Mann-Whitney U testi yapilarak degerlendirildi. Yapilan
degerlendirme sonucunda yara alaninin olusturulmasindan sonra gegen 12. saat sonunda
veriler kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu gorildi
(p<0,05) (Tablo 4.1). Yara bolgesinin alan1t ZEN 0.3 goriintiileme cihaz1 kullanilarak
oOl¢iildii ve zamana bagli olarak yara alaninda ki anlamli degisim sekil 4.3 ile gosterildi.

Sonug olarak silymarin’in hiicrelerin migrasyonunu engelledigi goriilmiistiir.
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18.SAAT

24.SAAT

MDA-MB-231

Sekil 4.3. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde 0. ile 24. saat arasindaki her 6 saat araliktaki
yara alani goriintiileri.
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Tablo 4.1. MDA-MB-231 hiicrelerinde yara iyilesme deneyinde istatistiksel analiz sonuglart.

MDA-MB-231
SAAT GRUP Ort. ¥ SS
KONT 79417477 F 91914,26"
0.SAAT SLY 742814,14 T 81376,01°
KONT 668351,57 F 117593,57
6.SAAT SLY 653708,29 T 121491,34
KONT 285624,16 T 203763,23
12.5AAT SLY 536492,20 F 169782,10"
KONT 288921,13 T 195758,02
18.SAAT SLY 523889,12 T 206245,02"
KONT 0F0
24.SAAT SLY 466100,23 T 219570,48"

Ort: Ortalama, SS: standart sapma, p degeri: istatistiksel anlamlilik, “p<0.05 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik vardir, KONT: Kontrol, SLY: silymarin uygulama grubu

4.4. Silymarin’in MCF-7 Hiicrelerinde Migrasyon Uzerine Etkisi

MCF-7 hiicrelerine 90 pM silymarin uygulanmasinin ardindan migrasyon
tizerindeki etkisini gozlemledik. Yara alani 6’sar saat araliklarla kamerali invert
mikroskop ile fotograflandi. Silymarin uygulanmayan kontrol grubundan 24. saat
sonunda yara alanmin kapandigi goriildii. Silymarin verilen grupta hiicre gog¢iiniin
engellendigi olusturulan yara alaninda bir miktar daha agiklik oldugu goriildii (Sekil 4.4.).
12. saat sonrasinda yara alanlar1 arasinda kontrol grubuna kiyasla silymarin grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 4.2.). Yara bdlgesinin
alam1 ZEN 0.3 goriintiileme cihazi kullanilarak 6lciildii ve zamana bagli olarak yara

alanindaki anlamli degisim grafik ile gosterilmistir.
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Sekil 4.4. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 0. ile 24. saat arasindaki her 6 saat araliktaki yara
alam goriintiileri.
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Tablo 4.2. MCF-7 hiicrelerinde yara iyilesme deneyinde istatistiksel analiz sonuglari.

MCEF-7
SAAT GRUP Ort. T SS
KONT 961797,62 T 135860,06
0.SAAT SLY 823804,81 T 96885,77"
KONT 896299,53 T 96642,33
6.SAAT SLY 792504,54 T 118756,48
KONT 521545,67 T 261111,50
12.5AAT SLY 457482,58 T 181276,78"
KONT 434022,20 T 283222,73
18.5AAT SLY 301273,93 F 229293,14"
KONT 0F0
24.SAAT SLY 338220,07 F 166953,02"

Ort: Ortalama, SS: standart sapma, p degeri: istatistiksel anlamlilik, “p<0.05 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik vardir, KONT: Kontrol, SLY: silymarin uygulama grubu

4.5. Silymarin’in MCF-7 Hiicrelerinde Hiicre gogiine etkisi

Transwell migrasyon deneyinde iki grup i¢in ayri ayri olacak sekilde kuyucuk
icerisine 0,8 um capindaki insertler eklendi ve {izerine serumsuz besi yeri igerisinde
1,32x10° MCF-7 hiicresi 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Kontrol grubunda 24.
saatin sonunda iist kuyucukta bulunan hiicrenin %28’inin go¢ ettigi goriildi. SLY
grubunda ise uygulama sonunda %4 hiicrenin alt kuyucuga goc¢ ettigi belirlendi.
Sonuglara bakildiginda 24 saat silymarin uygulamasinin hiicrelerin invazyon yetenegini

inhibe ettigini gostermektedir (Tablo 4.3.) (Stoellinger & Alexanian, 2022).
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Tablo 4.3. MCF-7 hiicrelerinde transwell invazyon deneyi sonuglari.

MCF-7

Tekrarlanan 0.saat (iist kuyucuga birakilan 24.saat (goc eden canh
deney sayisi toplam hiicre sayisi) hiicre sayisi)
Kontrol 1 1,32x10° 3,80x10*
Kontrol 2 1,32x108 3,92x10*
Kontrol 3 1,32x106 4,01x10*
Kontrol 4 1,32x10° 3,74x10*
Kontrol 5 1,32x10° 3,91x10*
Kontrol 6 1,32x10° 3,84x10*
SLY 1 1,32x10° 5,43x10°
SLY 2 1,32x10° 5,56x103
SLY 3 1,32x10° 6,14x10°
SLY 4 1,32x10° 5,37x10°
SLY 5 1,32x10°8 5,81x10°
SLY 6 1,32x10° 5,69x103

4.6. Silymarin’in MDA-MB-231 Hiicrelerinde Hiicre gociine etkisi

Transwell migrasyon deneyinde iki grup igin ayr1 ayri olacak sekilde kuyucuk
igerisine 0,8 um capindaki insertler eklendi ve {izerine serumsuz besi yeri icerisinde
1,32x10° MDA-MB-231 hiicresi 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Kontrol
grubunda 24. saatin sonunda {ist kuyucukta bulunan hiicrenin %55’inin gog ettigi gortildii.
SLY grubunda ise uygulama sonunda %32 hiicrenin alt kuyucuga goc ettigi belirlendi.
Sonuglara bakildiginda 24 saat silymarin uygulamasinin hiicrelerin invazyon yetenegini

inhibe ettigini gostermektedir (Tablo 4.4.) (Stoellinger & Alexanian, 2022).



Tablo 4.4. MDA-MB-231 hiicrelerinde transwell invazyon deneyi sonuglari.

MDA-MB-231
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Tekrarlanan
deney sayisi

0.saat (iist kuyucuga birakilan
toplam hiicre sayisi)

24.saat (goc eden canlh
hiicre sayisi)

Kontrol 1 1,17x108 6,52x10*
Kontrol 2 1,17x10° 5,86x10*
Kontrol 3 1,17x108 6,16x10*
Kontrol 4 1,17x108 6,03x10*
Kontrol 5 1,17x108 5,93x10*
Kontrol 6 1,17x108 6,44x10*
SLY 1 1,17x10° 3,80x10*
SLY 2 1,17x10°8 3,72x10%
SLY 3 1,17x108 3,01x10%
SLY 4 1,17x10°8 3,65x10%
SLY 5 1,17x108 3,97x10*
SLY 6 1,17x10°8 3,86x10%
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4.7. 2D immunohistokimyasal boyama ekspresyonlarinin degerlendirilmesi

Meme kanseri hiicreleri olan MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde 24 saat
silymarin uygulamas: sonrasinda EMT proteinlerine etkisi degerlendirmek igin
immiinohistokimya metodu ile boyama gergeklestirdik. Boyama sonucunda MMP-9 ve
vimentin protein ekspresyonlarinda 2D yontemle elde edilen MCF-7 hiicrelerinde kontrol
grubuna gore SLY grubunda anlamli bir azalma goriildii (p<0,05). Epitelyaleliyal protein
olan E-kaderin protein ekspresyonunda SLY grubunda goériilen azalma istatiksel olarak
anlamli bulunmamustir. Buna karsin N-kaderin ve fibronektin protein ekspresyonlarinda
MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla SLY grubuna anlamli bir artis oldugu
goriildii (Tablo 4.5.) (p<0,05). MDA-MB-231 hiicrelerinde ise 2D yontemle elde edilen
hiicrelerde E-kaderin, N-kaderin ve MMP-9 protein ekspresyonlarindaki artig anlaml
olarak goriildii. 24 saatlik silymarin uygulamasinda MDA-MB-231 hiicrelerinde
fibronektin protein seviyesinde bir degisiklik kaydedilmedi. Bununla birlikte vimentin
protein ekspresyonunda kontrol grubuna gére SLY grubunda anlamli bir azalma goriildii
(p<0,05). 2D kiiltiir metoduyla uygulama yapilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
EMT proteinleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriildii. Bu proteinler kontrol
grubunda N-kaderin, fibronektin ve MMP-9 immiino pozitif hiicre degisimleri iki hiicre
hatt1 arasinda istatistiksel olarak anlamli goriildii (p<0,05). SLY grubuna baktigimizda
ise iki hiicre hatt1 arasinda MMP-9 protein’i haricinde tiim proteinlerde anlamli farklilik

goriildi (Tablo 4.6.) (p=0,004).
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Tablo 4.5. 2D kiiltir yontemiyle elde edilen MCF-7 hiicrelerinde Immiinohistokimyasal

parametrelerin istatistiksel analiz sonuglari.

2D - MCF-7

ANTIKOR GRUP ort. ¥ SS P Degeri
KONT 242,38 T 14,83

E-CAD SLY 230,66 T 3,17 p=0,631
KONT 281,96 T 9,61

N-CAD SLY 330,01 F 3,27 p=0.,04
KONT 172,76 T 5,24

FIBRO SLY 197,06 F 3,05 p=004
. KONT 307,73 T 4,12

ViM SLY 281,55 T 4,30 p=0,04
KONT 250,21 T 4,46

MMP-9 SLY 209,00 F 2,61 p=0,04

Ort: Ortalama, SS: standart sapma, p degeri: istatistiksel anlamlilik, “p<0.05 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik vardir, KONT: Kontrol, SLY: silymarin uygulama grubu

Tablo 4.6. 2D kiiltiir yontemiyle elde edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde Immiinohistokimyasal

parametrelerin istatistiksel analiz sonuglari.

2D - MDA-MB-231

ANTIKOR GRUP ort. ¥ SS P Degeri
KONT 250,90 T 3,50

E-CAD SLY 265,41 T 2,55 p=0,04
KONT 266,83 T 2,95

N-CAD SLY 276,53 T 2,74 p=0,04
KONT 278,60 T 3,28

FIBRO SLY 278,80 F 2,14 p=7,49
_ KONT 306,23 T 7,46

viM SLY 173,00 T 4,62 p=0,04
KONT 14841 T 2,36

MMP-9 SLY 204,03 F 3,13 p=0,04

Ort: Ortalama, SS: standart sapma, p degeri: istatistiksel anlamlilik, p<0.05 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik vardir, KONT: Kontrol, SLY: silymarin uygulama grubu
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Sekil 4.6. N-kaderin protein ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama goriintiileri.
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Sekil 4.7. Vimentin protein ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama goriintiileri.
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Sekil 4.8. Fibronektin protein ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama goriintiileri.
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Sekil 4.9. MMP-9 protein ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama goriintiileri.

4.8. 3D Immunohistokimyasal boyama ekspresyonlarinin degerlendirilmesi

Calismamizda olusturulan MDA-MB-231 ve MCF-7 sferoidlerinde EMT
proteinleri olan E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, MMP9 ve fibronektin ekspresyonlari,
immiinohistokimyasal boyama yontemiyle semi-kantitatif olarak belirlendi. Sferoidlerin
boyama islemleri i¢cin baska bir ortama transfer edilmesi gerekmektedir. Bu aktarim
sirasinda sferoidlerin goriiniir sekilde alinmasi ve zarar gormeden taginmasi, deney
sirasinda karsilagilan zorluklardan biridir. Fiksasyon isleminden sonra sferoidler
genellikle transfer edildikleri kuyucuklarda yiizeyde kalmaktadir. Bu durum, boyama
sirasinda sferoidlerin pipet ucuna kagmasina veya kuyucugun duvarlarina yapismasina
yol acabilmektedir. Bu sebeple bircok sferoidin kaybolmasi, deneyin tekrarlanmasinm
zorunlu kilmistir. Boyama islemi tamamlandiktan sonra, goriintiileme icin sferoidler
lamin tizerindeki lamel ile kapatilmistir. Yapilan boyama sonucunda MCF-7 hiicrelerinde
kontrol grubuna kiyasla SLY grubunda E-kaderin (Sekil 4.10), fibronektin (Sekil 4.12),
vimentin (Sekil 4.13) ve MMP-9 (Sekil 4.14) protein ekspresyonlarinda anlamli bir
azalma goriildi (Tablo 4.7.) (p<0,05). Mezenkimal biyobelirteg olan N-kaderin protein
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ekspresyonunda artis istatistiksel olarak anlamli goriilmedi (Sekil 4.11) (p=0,522). MDA-
MB-231 hiicrelerinde ise kontrol grubuna gére SLY grubunda E-kaderin ve vimentin
immiinoreaktivitesinde azalma istatistiksel olarak anlamli goriildii (p<0,05). N-kaderin,
MMP-9 ve fibronektin imminoreaktivitelerinde ise kontrol grubuna gére SLY grubunda
istatistiksel olarak anlaml1 bir artis goriildii (Tablo 4.8.) (p<0,05). 3D yontemde iki hiicre
hatti arasinda kontrol grubunda E-kaderin, fibronektin, vimentin ve MMP-9
proteinlerindeki degisimler istatistiksel olarak anlamli gériiliirken (p= 0,004) N-kaderin
immiin pozitif hiicrelerde degisim istatistiksel olarak anlamli gériilmedi (p=0,055). SLY
grubunda ise iki hiicre hatt1 arasinda E-kaderin, N-kaderin, fibronektin ve MMP-9 protein

ekspresyonlarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamli goriildii (p=0,004).

Tablo 4.7. 3D Kkiiltiir yontemiyle elde edilen MCF-7 sferoidlerinde Immiinohistokimyasal
parametrelerin istatistiksel analiz sonuglari.

3D - MCF-7

ANTIKOR GRUP Oort. ¥ SS P Degeri
KONT 258,86 T 1,80

E-CAD SLY 248,50 T 2,48 p=0,04
KONT 225,65 T 8,98

N-CAD SLY 256,75 T 3,04 p=0,522
KONT 277,30 T 3,31

FIBRO SLY 260,76 T 4,54 p=0,04
. KONT 289,03 T 2,06

ViM SLY 265,40 T 4,04 p=0,04
KONT 259,21 T 4,46

MMP-9 SLY 266,86 T 3,01 p=0,04

Ort: Ortalama, SS: standart sapma, p degeri: istatistiksel anlamlilik, “p<0.05 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik vardir, KONT: Kontrol, SLY: silymarin uygulama grubu
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Tablo 4.8. 3D kiiltiir yontemiyle elde edilen MDA-MB-231 sferoidlerinde Immiinohistokimyasal

parametrelerin istatistiksel analiz sonuglari.

3D - MDA-MB-231

ANTIKOR GRUP ort. ¥ SS P Degeri
KONT 268,66 T 3,14

E-CAD SLY 235,80 T 3,90 p=0,04
KONT 247,25 F 3,14

N-CAD SLY 268,25 T 2,54 p=0,04
KONT 197,28 T 2,67

FIBRO SLY 239,35 T 3,87 p=0,04
. KONT 310,41 T 2,44

ViM SLY 267,63 T 3,65 p=0,04
KONT 198,70 T 2,15

MMP-9 SLY 236,65 F 3,11 p=0,04

Ort: Ortalama, SS: standart sapma, p degeri: istatistiksel anlamlilik, “p<0.05 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik vardir, KONT: Kontrol, SLY: silymarin uygulama grubu
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Sekil 4.10. 3D kiiltiirde E-kaderin protein ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama
goriintiileri.

MCF-7

Sekil 4.11. 3D kiiltirde N-kaderin protein ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama
goriintiileri.
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Sekil 4.12. 3D kiiltiirde vimentin protein ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama goriintiileri.
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Sekil 4.13. 3D kiiltiirde fibronektin protein ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama
goriintiileri.
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Sekil 4.14. 3D kiiltiirde MMP-9 protein ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama goriintiileri.

4.9. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Hiicrelerde ekprese olan ilgili genlerin mRNA diizeyleri, housekeeping gen olan
GAPDH mRNA ifade diizeyi temelinde normalize edilerek Real-Time PCR ile

degerlendirilmistir. Rolatif gen ifadesi her bir uygulamaya gore degerlendirildiginde;

MCF-7 2D kiiltiir ortaminda silymarin uygulamasinda CDH1, CDH2, Vimentin ve
MMP9 mRNA seviyeleri ilgili kontrole gore analiz edilmistir. CDHI mRNA’s1 1.2 kat,
CDH2 mRNA’s1 2.14 kat (p<0.001), Vimentin mRNA’s1 1.42 kat, MMP9 mRNA’s1 4.11
kat (p<0.001) kontrole gore artmistir. MCF-7 3D Kkiiltiir ortaminda ise silymarin
uygulamasinda CDHI, CDH?2, Vimentin ve MMP9 mRNA seviyeleri ilgili kontrole gore
analiz edilmistir. CDHI mRNA’s1 6.5 kat (p<0.001) ve CDH2 mRNA’s1 5.81 kat artarken

(p<0.001), Vimentin mRNA’s1 0.013 kat (p<0.001) ve MMP9 mRNA’s1 (.48 kat kontrole
gore azalmistir (Sekil 4.15).
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MDA-MB-231 2D Kkiiltiir ortaminda silymarin uygulamasinda CDHI, CDH?2,
Vimentin ve MMP9 mRNA seviyeleri ilgili kontrole gore analiz edilmistir. CDHI
mRNA’s1 8 kat (p<0.001), CDH2 mRNA’s1 1.36 kat, Vimentin mRNA’s1 1.59 kat, MMP9
mRNA’s1 6.41 kat (p<0.001) kontrole gore artmistir. MDA-MB-231 3D kiiltiir ortaminda
olusturulan sferoidlere silymarin uygulamasinda CDHI, CDH2, Vimentin ve MMP9
mRNA seviyeleri ilgili kontrole analiz edilmistir. CDHI mRNA’s1 1.36 kat, CDH2
mRNA’s1 3.92 kat (p<0.001), Vimentin mRNA’s1 4.9 kat (p<0.001) artarken ve MMP9
mRNA’s1 0.043 kat (p<0.001) kontrole gore azalmistir (p<0.001) (sekil 4.16).

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda hem 2D hem de 3D Kkiiltiir
ortamlarindaki gen ekspresyon degisimleri kontrole gore kiyaslamali olarak Sekil 4.17 ve

Sekil 4.18’de verilmistir.

MRNA seviyesi

0,5

CDH1 CDH2 VIM MMPS
-0,5

-1,5

Rolatif kat degeri Log(10)

-2,5

B MCF7 layer MCF7 spheroid

Sekil 4.15. Silymarin uygulamasinda MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 2D ve 3D kiiltiir
ortamlarinda kontrole gore mRNA kat degisimlerinin logaritmik olarak gdsterilmesi (p<0.001).
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MRNA seviyesi
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Sekil 4.16. Silymarin uygulamasinda MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin 2D ve 3D kiiltiir
ortamlarinda kontrole gére mRNA kat degisimlerinin logaritmik olarak gdsterilmesi (p<0.001).

MRNA seviyesi

CDH1 CDH2 VIM MMP9

o o
0 W -

Rélatif kat degeri Log(10)
o o 2o 0 o o
= N w Y (6] o))

o

® MCF7 layer = MDA layer

Sekil 4.17. Silymarin uygulamasinda MCF-7 ve MDA-MB-231 2D kiiltiir ortaminda kontrole
gore mRNA kat degisimlerinin logaritmik olarak gosterilmesi (p<0.001).
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MRNA seviyesi
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Sekil 4.18. Silymarin uygulamasinda MCF-7 ve MDA-MB-231 3D kiiltiir ortaminda kontrole
gore mRNA kat degisimlerinin logaritmik olarak gosterilmesi (p<0.001).

4.10. Western Blot Analizinin Degerlendirilmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri 6rneklerinde yapilan western blot analizi
sonucunda hem 2D hem de 3D yontemlerinde kontrol ve silymarin gruplarinda EMT
biyobelirtegleri olan E-kaderin, MMP-9 ve Fibronektin proteinlerinin diizeylerde
eksprese edildigi konfirme edildi. Immunohistokimyasal incelemelerimizde bu
proteinlerin ekspresyon alanlar1 incelendi ve kontrol ile silymarin gruplar1 arasindaki
farkliliklar g6z Oniinde bulunduruldu. Western blot analizimiz sonucunda da bu
proteinlerin gesitli diizeylerde, her iki grupta yer alan hiicrelerde hem 2D hem de 3D

ortamlarinda eksprese oldugu gozlemlendi.

MCF-7 hiicrelerinde 2D kiiltiir ortaminda Kontrol grubu ile karsilastirildiginda E-
kaderin, MMP-9 ve fibronektin birbirlerine benzer oranda bant kalinhiginda azalma
sonucuna ulasildi. Ancak 3D kiiltiir metodu ile olusturulan hiicrelerde kontrol grubuna

kiyasla E-kaderin protein ekspresyon diizeyinin bant kalinliginda artis oldugu fibronektin
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protein seviyesindeki bant kalinliginda azalma goriildii. Bunlardan farkli olarak ise 3D
hiicrelerde MMP-9 protein seviyesi kontrol grubuyla kiyaslandiginda bantlagsmanin

goriilmedigi sonucuna ulasildi.

MDA-MB-231 hiicrelerinde 2D Kkiiltiir ortaminda kontrol ile uygulama grubu
arasinda E-kaderin ve MMP-9 protein seviyelerinde bant kalinliginda bir degisiklik
goriilmedi. Fibronektin protein seviyesinde ise kontrol grubuna gére uygulama grubunda
bant kalinliginda azalma oldugu goriildii. 3D kiiltiir metodu ile olusturulan sferoidlere
baktigimizda kontrol grubuna kiyasla E-kaderin protein seviyesinde belirgin bir
degisiklik goriilmezken, MMP-9 ve fibronektin protein seviyelerinde kontrol grubuna

kiyasla uygulama gruplarinda bant seviyelerinde artis oldugu gortildii.
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5. TARTISMA

Kanser, hiicrelerin ¢esitli nedenlerle anormal bigimde ¢ogalmalar ile karakterize
global bir hastaliktir. Meme kanseri, kadinlarda farkli sekillerde ortaya ¢ikan bir kanser
turtidiir (Nagarajan & McArdle, 2018). Molekiiler kanitlara gére, meme kanseri ti¢ gruba
ayrilir. Bunlar; Gstrojen reseptorii (ER +) veya progesteron reseptorii (PR +) eksprese
eden meme kanseri, hormon reseptorii olan insan epidermal reseptéri 2 (HER2 +)
eksprese eden ve liglii negatif meme kanseridir (TNBC) (ER-, PR—, HER2-) (Lehmann
et al., 2011; Liedtke et al., 2008). Metastatik karakteri fazla olan tiglii negatif meme
kanserinde bes y1llik sagkalim orani, adjuvan kemoterapiyle desteklense dahi %30'dan az
oldugu bildirilmistir (Riggio et al., 2021). Meme kanseri tedavisi i¢in cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi, endoterapi ve immiinoterapi dahil olmak {lizere ¢cok sayida tedavi mevcuttur
(Nounou et al., 2015; Sharma et al., 2010). Bu tedavilerin varligina ragmen meme kanseri
insidans1 ve mortalitesi yliksek olmaya devam etmektedir (Kashyap et al., 2022). Son
yillarda dogal kemopreventif ve kemoterapotik ajan olarak gosterilen silymarin’in,
saglikl hiicrelere kars1 daha az yan etki ve toksisite gostermesi nedeniyle kanser tedavisi
caligmalarmin ilgi odagi haline gelmistir (Ramasamy & Agarwal, 2008; Tuli et al., 2021).
Calismamizda MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde silymarin’in etkin
dozunu belirlemek i¢in MTT testi kullanildi. Sitotoksititeyi belirlerken iki farkli hiicre
kiiltird teknigi kullanildi. Her hiicre grubu i¢in hem 2D hem de 3D asili damla metodu
ile etkin doz belirlemesi yaptik. Hiicre kiiltiir caligmalari, giiniimiizde siklikla kullanilan
2D yontemle, kiiltir kabi yiizeyine yapigik halde besi yerleri ile baslamistir. 2D kiiltiir,
uygun maliyetli bir analiz yontemi sunmasina karsin, viicuttaki 3D ortamin aksine
hiicrelerin morfolojilerini degistirerek diiz bir ylizeye yapismaya zorlamaktadir. Bu
nedenle 2D kiiltiirler, viicut igindeki ortami taklit etmede ve hiicrelerin mikrogevreleri ile
olan etkilesimlerini agiklamada yetersiz kalmaktadir (Souza et al., 2018). 3D kiiltiirdeki

hiicrelerle yapilan analizler 2D ile kiiltiirlenen c¢alismalara oranla daha saglikli sonuglar
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saglamaktadir (Habanjar et al., 2021; Ryu et al., 2019). 3D Kkiiltiirlerde yaygin olarak
kullanilan teknikler arasinda sferoid veya organoid sistemleri, mikroakiskanlar,
hidrojeller ve 3B biyobaski (3D Bioprinting) bulunmaktadir (Habanjar et al., 2021).
Calismamizda sferoid teknigini kullanildi ve sferoid olusturmak i¢in diisiik maliyetli olan

asili damla metodonu tercih edildi.

Literatiir incelendiginde genellikle 2D kiiltiir metodu kullanilarak sitotoksitite
belirleme c¢alismalarinin oldugunu goriildii. 2015 yilinda F. Li ve ark. 2D hiicre
kiiltiiriinde CCL-228-SW 480 Kolon Kanseri hiicrelerinde 24., 48. ve 72. saat silymarin
uygulamasi gerceklestirmis ve hemasitometri yontemi ile hiicreleri sayarak silymarin i¢in
ID50 (inhibisyon dozu %50) dozunu 100 pM olarak saptanmustir (F. Li et al., 2015). 2021
yilinda Rugamba ve ark. ise yaptiklari ¢alismada, 2D hiicre kiiltiiriinde NSCLC kiigiik
hiicreli akciger dis1 kanser hiicrelerinde (A549, H292, H460) 48 saat siireyle 50-400 uM
doz araliginda silymarin uygulamasi yapmig ve IC50 degeri 100 uM olarak belirlemistir
(Rugamba et al., 2021). Es zamanl olarak yapilan 2D ve 3D kiiltiir ortamlarinda etkin
doz belirleme ¢aligmalari ise 2014 yilinda Abdollahi ve ark. MDA-MB-468 meme kanseri
hiicrelerinde silymarin etkisini belirli zaman araliklar1 ile uygulamislardir. 2D kiiltiirler
icin 1. giinde ve 3D sferoidler i¢in 4. giinde tamamlanmis. Uygulama sonunda, 3D
kiiltiirdeki IC50 dozu (1500 pumol/l), 2D kiiltiirdeki degerden (500 umol/l) li¢ kat daha
yiiksek oldugu goriilmiis (Abdollahi et al., 2014). 2018’de yapilan bir ¢alismada 2D ve
3D hiicre kiiltiirtinde T47D meme kanseri hiicrelerinde silymarin etkisi farkli zaman
araliklari ile 2D kiiltiirde uygulamanin 1. giintinde ve 3D'de ise sferoid olusumuna takiben
4. giinde uygulamalar1 yapilmistir. Siire sonunda yapilan uygulamada 3D’nin IC50'si 2D
kiiltiirdekinden daha biiyiik oldugu ve bu da sferoidlerin 3D modelde ilaca karsi daha
fazla dirence sahip oldugunu gosterdigini belirtmislerdir (Yazdi Rouholamini et al.,
2018).

Calismamizdaki sitotoksitite testinde, 2D hiicre kiiltiir ortaminda hiicre ekiminden
sonraki 1. giinde, 3D hiicre kiiltiiriinde ise asili damla yontemiyle sferoid olusumunun
basladig1 5. giinde silymarin uygulamasi yapildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde 24. saat
sonunda 2D kiiltiirde etkin doz 60 uM, 3D kiiltiirde ise 120 uM doz belirlenirken, MCF-
7 hiicrelerinde 2D kiiltiirde belirlenen doz 90 uM, 3D kiiltiirde ise doz miktarinin azalarak
60 uM olarak etki ettigi goriildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde gordiigiimiiz 3D kiiltiir

metodundaki doz etkinliginin 2 kat artmasi1 abdollahi ve ark. yaptig1 ¢aligma verileri ile
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uyumlu olarak goriildii (Abdollahi et al., 2014). Boo ve ark. MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde Karboplatin ve Doksorubisin ile tedaviden sonra 2 boyutlu kiiltiirlerdeki
IC50 degerleri 3 boyutlu kiiltiirlerdekilerden daha diisiik oldugunu gostermislerdir (Boo
etal., 2017). Biz de ¢alismamizda literatiirdeki bu bilgelerin de yer aldig1 doz araliklarini
MTT yontemi ile uyguladik ve IC50 degerlerini belirledik. Boo ve ark. yaptig1 ¢alisma
verisi ile uyumlu olarak biz de MCF-7 hiicrelerinde 2D kiiltiirdeki IC50 dozunu 3D
kiiltiire gore daha ytiksek oldugu goriildii.

Metastaz, kanser kaynakli 6liimlerin ilk sirada yer almasinin sebebidir (Park et al.,
2022). Kat1 timorlerden 6liimlerin %90 metastatik yayilma kaynaklidir (Kramer et al.,
2013). Metastaz siirecinde ilk adim, kanser epitel hiicrelerinin tipik 6zelliklerinin gé¢
eden ve istilaci hiicrelere gecici doniisiimiidiir; bu siire¢ ayn1 zamanda EMT olarak da
adlandirilir (Huang et al., 2020). Hiicre gog¢ii, timor hiicrelerinin hiicre-hiicre yapisma
proteinlerinin kaybiyla baglar ve genellikle hiicrelerin hiicre dig1 matriksi agsmasini ve
cevreleyen dokulara yayilmasi ile gerceklesen istila ve goc¢ siireclerini baglatir.
Calismamizda metastazin invazyon basamagini 2D kiiltiirde yara iyilesme modeli
olusturarak 3D kiiltiirde ise transwell deneyi ile degerlendirdik. 2D kiiltiirler igin
kullanilan yara iyilesmesi modeli hiicre go¢ kabiliyetini zaman-alan karsilastirmasi
yaparak degerlendiren bir yontemdir (Martinotti & Ranzato, 2020). Teknige adin1 veren
‘yara iyilesmesi’ siireci bes asamaya ayrilir; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon,
migrasyon ve yeniden yapilanmadir. Yara iyilesmesi sirasinda hiicrelerin yara alanina
dogru ¢ogalmasi ve go¢ etmesi gerekir. Bu asamada yara iyilesmesinde hiicrelerin yara
alanina goglinde hiz degerlendirilir (Martinotti & Ranzato, 2020). 3D kiiltiir ortaminda
hiicre gogilinii taklit etmek i¢in yaygin olarak kullanilan tekniklerden biri transwell
analizidir (Falasca et al., 2011). Bu yontemde belli bir por ¢apina sahip membran {izerine
ECM’1 taklit etmek i¢in matrigel uygulamasi yapilir. Hiicrelerin hem matrigel i¢inden
hem de membran porlarinda diger tarafa gegmelerine izin verilir. Bu teknik kemotaksiyi
kullanarak arastirmacilarin hiicre go¢ hizin1 degerlendirmesine izin verir (Gau & Roy,
2020). Calismamizda 2D kiiltiir i¢in 0., 6., 12., 18. ve 24. saatlerde 151k mikroskopi ile
alan 6l¢timii yapilarak hiicre gogii yara iyilesmesi teknigi ile degerlendirildi. Calismalara
bakildiginda benzer olarak Lingling ve ark. 2D kiiltirde MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerine 12 ve 24 saat silymarin uygulamislar ve doza baglh olarak goc karsiti
etkilerinin 30 ila 90 uM arasinda oldugunu belirtmislerdir (Si et al., 2020). 2021 yilinda
Sung Hung Kim ve ark. yaptigi ¢alismada, Silymarin uygulamasinin (MDA-MB-231
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hiicreleri, 100 ve 200 pg/ml ve MCF-7 hiicreleri 50 ve 100 pg/ml), her iki meme kanseri
hiicresinin proliferasyonunu doza bagli bir sekilde inhibe ettigi ve 24. saat sonunda yara
alanmin halen agik oldugunu yani hiicre go¢ hizimi yavaslattigini séylemislerdir (S. H.
Kim et al., 2021). Baska bir ¢alismada Sun ve ark. 24 saat 50 pg/mL silybinin uygulamasi
yapilan 4T1 meme kanseri hiicrelerinde kontrol grubunda yara alaninda tamamen
kapanma oldugunu belirtmislerdir. Buna karsilik, silybinin ile tedavi edilen hiicrelerde
hala belirgin bir yara alan1 oldugu goriilmiistiir (Sun et al., 2016). 2020 yilinda MDA-
MB-231 hiicrelerinde yapilan yara yeri deneyinde 24. saat sonunda kontrol grubunda tam
bir kapanma goriliirken 40 pM, 80 pM ve 160 uM dozlarda uygulanan silymarin
gruplarinda yara alanlarinda doza bagli olarak en az kapanma yiiksek dozda oldugu
goriilmistiir (Lashgarian et al., 2020). Yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak 2D hiicre
kiiltiirinde biz de, silymarin’in MDA-MB-231 hiicrelerin 60 uM MCF-7 hiicrelerinde 90
UM dozda hiicre gocilinii kontrol grubuna goére anlamli derecede engelledigini gordiik.
Ekstraselliiler matriks alanindan gegis, kanser hiicrelerinin primer timoriin uzak
alanlarina yayilmasi yani metastasi i¢in kritik bir basamagidir. Hiicrelerin gi¢ kabiliyetini
kazanmasi, birincil bolgeden hedef organa gb¢ igin anahtar 6zelligidir. Bu ozellikte
herhangi bir degisiklik metastatik kaskadi kesintiye ugratacaktir (Chen & Thompson,
2003). Gog, EMT ve ilag direnci, in vivo TNBC'nin agresif ve metastatik fenotiplerinin
ayirt edici ozellikleridir. 2020 yilinda yapilan ¢caligmada, MDA-MB-231 sferoidlerinin
EMT'ye ve toksikolojik tepkiye karst yiiksek dirence sahip oldugu gosterilmistir (Huang
et al., 2020). Calismamizda silymarin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
sferoidlerinde, metastatik yetenegi degerlendirmek igin transwell migrasyon tahlili
yapildi. Deneyimizin sonuglarina gére MCF-7’de hiicrelerin %4 {iniin, MDA-MB-231"de
ise hiicrelerin %55’inin gog¢ ettigi goriilmistiir. 3D yontemde, 2D ile kiyaslandiginda
silymarin’in uygulanan dozunun hiicre gog¢iinin MDA-MB-231 hiicre sferoidlerinde
ancak %45’ini engelledigi, MCF-7 hiicre sferoidlerinde ise bu oranin %96’ya ciktigi
goriilmiistiir. Bilimsel literatiire baktigimizda benzer sekilde Lashgarian ve ark. MDA-
MB-231 hiicrelerinde 40, 80 ve 160 uM silymarin uygulamasinin 3D kiiltiir yonteminde
strastyla %36,2, %64,6 ve %87,3 oranlarinda hiicre go¢iinii engelledigini gostermislerdir
(Lashgarian et al., 2020). Yapilan galismalarla uyumlu olarak silybin B’nin 2D
yontemlerde agresif karakterli kanser hiicrelerinde diisiik dozlarda daha etkili olurken
epitelyal karakterli kanser hiicrelerinde daha yiiksek dozlarda etkili oldugu goriilmiis ve
bu farkliligin silybinin B’nin hiicre yapisma proteinleri iizerinde potansiyel etkisinden

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir. 3D kiiltiir yonteminde kullanilan diisiik dozda bile hiicre
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goc kabiliyetinin yiiksek oranlarda etkilenmesi silybin B’nin yapigma proteinleri

tizerinden anti metastatik etki ettiginin kanit1 olarak kabul edilebilir.

EMT birden fazla hiicresel aktivitenin oldugu bir siiregtir. Hiicre fenotipinin ve
polaritesinin  kaybi, E-kaderin ekspresyonunun asagi regiilasyonu, N-kaderin
ekspresyonunun yukari regiilasyonu ve invaziVv kapasitenin arttirtlmasi dahil olmak iizere
epitelyal durumdan mezenkimal duruma gectigi siireci ifade eder (Bakir et al., 2020;
Huang et al., 2020; Marconi et al., 2021; M. Singh et al., 2018). EMT'nin asamali
ilerlemesi ve tersine gevrilebilirligi; parsiyel (Kismi) EMT, tam EMT ve MET durumlarin
goriilmesi ile sonuglanir (Saitoh, 2018). Kismi EMT ya da Parsiyel EMT olarak da
isimlendirilen EMT siirecinde hem epitelyal hem de mezenkimal 6zellikte hiicreler
goriiliir (Pastushenko & Blanpain, 2019b; Saitoh, 2018). Intravazasyondan sonra, EMT
gegiren hiicreler kan dolasiminda dolasan tiimor hiicreleri (CTC'ler) olarak bulunurlar ve
uzak organlara dogru ekstravaze olur (Jie et al., 2017). Hiicreler, kaderin anahtariyla
temsil edilen embriyogenez sirasinda tam EMT gecirmesine ragmen, kanser hiicreleri
kismi EMT olarak adlandirilan sekilde epitel ve mezenkimal belirtegleri
(epitelyal/mezenkimal (E/M) fenotipi) es zamanli olarak ifade eder (Shibue & Weinberg,
2017). Kanda yasayan CTC'ler E/M fenotipleri sergiler, anoikise direngli hale gelir ve
kan dolasimindan bir sekilde ¢ikarlar (Yu et al., 2013). Ek olarak, etkili metastaz, epitel
morfolojisini tamamen kaybetmeyen ve mezenkimal morfolojiyi tamamen edinmeyen
kanser hiicreleri tarafindan meydana gelir. Bu nedenle, kismi EMT edindikten sonra, E/M
fenotiplerine sahip kanser hiicreleri kalan epitel karakterleri araciligiyla kolektif hiicre
gdcline ugrayabilir ve mezenkimal karaktere ulasarak ECM'ye baglanmay1 artirabilir. Bu
nedenle, yakin zamanda kanser hiicrelerinin tam EMT yerine kismi EMT'ye (E/M
fenotipi) ugrama yeteneginin daha yiiksek bir metastatik risk olusturdugu fark edilmistir

(Saitoh, 2018).

2D Kkiiltiirlerle karsilagtirildiginda, 3D hiicre kiiltiiri  modelleri  birincil
timorlerdeki mikro ortami daha iyi taklit edebilir. Ciinkii 3D kiiltiir sartlarinda mikro
ortamin, hipoksi, proliferasyon, yasayabilirlik, go¢, farklilasma (EMT) ve ila¢ duyarlilig
dahil olmak tizere ¢ok sayida hiicresel ve fonksiyonel aktiviteyi degistirdigi kanitlanmistir
(Friedrich etal., 2009; Huang et al., 2020; Lovitt et al., 2013; M. Singh et al., 2015; Wang
et al., 2014; Wenzel et al., 2014). 2D hiicre kiiltiirleri, klinik Oncesi ¢aligmalarda

kullanilan yiiksek verimli tarama yaklasimina uyarlanabilir ve ilag taramasi i¢in hizli,
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nispeten diisiik maliyetli bir yaklagim sunar. Bunun aksine, timor ilerlemesini diizenleyen
temel bir bilesen olan hiicre dis1 matriks ve ii¢ boyutlu diizenlenme gibi iki temel
faktorden yoksun olduklari igin bazi sinirlamalar1 bulunmaktadir (Villasante & Vunjak-
Novakovic, 2015). Kat1 tiimorler in vivo olarak {i¢ boyutlu yapilarda biiyiirler. Sferoidler,
hiicre-hiicre etkilesiminin hiicre-substrat etkilesimlerine baskin oldugu bir ortamda
kiiltiirlenen, birka¢ bin hiicreden olusan kendi kendine bir araya gelmis hiicresel
kiimelerdir. Iglerinde bulunan oksijen ve besin derisimleri ile avaskiiler tiiméorleri taklit
ederler. Bu tiir sferoidler sekil, hiicre morfolojisi, biiyiime kinetigi, gen ekspresyonu ve
ilac tepkisi agisindan in vivo tiimorlere benzerler (Sokolova et al., 2019). Buna karsin,
3D sferoid kiiltiirlerinde hiicreler, ¢ap1 yiizlerce mikronu bulan kiiresel yapilar igerisinde
cok daha sikisik halde konumlanmaktadirlar. Bu durum hiicrelerin seklini etkiledigi kadar
immiin boyama siirecini de etkilemektedir. Sferoid, in vivo tiimdr mimarisini 6zetledigi
icin en yaygin kullanilan ve ¢ok yonlii 3 boyutlu kanser modellerinden biridir (Weiswald
etal., 2015). Cesitli ¢alismalar, kiiresel modelin basitligini ve yiiksek tekrarlanabilirligini
ortaya koymus olup, bu da ilag tarama testleri i¢in uygun kilmaktadir (LaBarbera et al.,
2012; Lal-Nag et al., 2017). Ug boyutlu hiicre kiiltiirii sistemlerinde gelistirilen kanser
modelleri, 6zellikle metastaz ve anjiyogenezi incelemek i¢in iyi tanimlanmis hastalik

modellerinin bulunmamasi nedeniyle ilgi gormektedir (Yildiz-Ozturk et al., 2017).

Adezyon molekiilleri sadece hiicreler ve gevreleri arasindaki fiziksel baglantiy1
degil ayn1 zamanda ¢esitli hiicre i¢i sinyal yollarmin aktivasyonunu da igeren bir role
sahiptir. Hem hiicre-hiicre hem de hiicre-matriks yapismasindaki degisiklikler, kanser
ilerlemesinin ¢ok agsamali kademesi boyunca meydana gelir (Sousa et al., 2019). Her
hiicrenin yapigsmast dort ana yapisma molekiilii ailesinin {iiyeleri tarafindan
gerceklestirilir. Bunlar; kaderinler, immiinoglobulin siiper ailesi (IgSF), selektinler ve
integrinlerdir. (Ghasemi et al., 2019; Stockmann et al., 2014; von Lersner et al., 2019).
Hiicrenin lateral kisminda yer alan desmozomlar ve zonula baglantilari kaderin proteinleri
igerir. Kaderinler, doku biitiinliigiiniin korunmasi, hiicre-hiicre tanima ve sinyalleme,
hiicreler arasi iletisim, gelisim ve anjiyogenez ile iligkilidir (Schmidt et al., 2016).
Calismalarin sonucuna bakildiginda kanser sferoid modelini olustururken hiicrelerin ilk
temas ettikleri alanda kaderin ekspresyonunun arttig1 goriilmektedir (X. Cui et al., 2017,
Santini et al., 2000; Takebe et al., 2011). Yapilan bir ¢calismada E-kaderin ekspresyon
seviyelerinin kiiresel form olusturma egilimine paralel oldugu gosterilmistir. MCF-7

hiicrelerinde E-kaderin ekspresyonu susturuldugunda sferoid olusmadigi, ancak
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normalde sferoid olusturmayan bir hiicre hatti olan SKBR3 hiicrelerinde E-kaderinin asir1
ekspresyonun sferoid olusumunu destekledigi goriilmistiir (Manuel Iglesias et al., 2013).
2017 yilinda Boo ve ark. yaptig1 ¢calismada MDA-MB-231 sferoidlerinin olusumuna E-
kaderinden ziyade N-kaderinin katki sagladigini gdstermislerdir. Ilag direnci, kotii huylu
tiimdriin fenotiplerinden biridir ve tiimdr hiicreleri, geleneksel 2D kiiltiirde ilag direncini
ve islevini kolayca kaybedebilir. Bu calismada da 3D kiiltiir yontemiyle olusturulan
MCF-7 ve MDA-MB-231 sferoidlerinde ilaga karsi direncin arttigini gérmiislerdir (Boo
et al., 2017). Literatiirdeki calismalar incelendiginde, 2D Kkiiltiirle karsilastirildiginda
sferoidlerde E-kaderin kaybimi ve N-kaderin kazanimini oldugu bildirilmistir. Bu
calismalardaki sonuglar ise, MDA-MB-231 hiicrelerinin sferoid olusumundan sonra
agresif fenotip kazandigini desteklemektedir (X. Cui et al., 2017; Huang et al., 2020;
Pastushenko & Blanpain, 2019b; Takebe et al., 2011; Wenzel et al., 2014). Calismamizda
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin silymarin uygulamasi yapilan ve yapilmayan 2D
ve 3D modellerde immiinohistokimyasal olarak, Western blot yontemiyle ve rtPCR
yontemiyle E-kaderin ve N-kaderin proteinlerindeki degisimler degerlendirilmistir.
Yukarida sunulan literatiir ¢alismalar1 ile uyumlu olarak kontrol gruplarinda ve 3D
yontemle gelisen sferoid formasyonuyla birlikte E-kaderin ve N-kaderin ifadelerinin
arttig1 immiinohistokimya ve western blot yontemiyle gosterilmistir ve bu artigin anlamli
oldugu kanitlanmistir. Ancak rtPCR sonuglari detayli incelendiginde kontrol gruplarinda
E-kaderin proteini kodlayan CDH1 geninin ekspresyon kat sayis1 yliksek seyrederken,
silymarin uygulamasinin ardindan MDA-MB-231 3D sferoidlerinde kontrole gore
ekspresyon kat sayisinin anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir. Ayni azalisin MCF-7
hiicrelerinde goriilmeyisinin sebebi dogal olarak ifade edilen E-kaderin seviyelerinin
zaten MDA-MB-231’den daha yiiksek seyretmesinden kaynakli olabilecegi
diistiniilmektedir. Silymarin’in MDA-MB-231 hiicrelerinde E-kaderin protein azaltici

etkisi oldugu goriilmiistiir.

Vimentin, fibronektin ve integrin gibi hiicre iskeleti proteinleri 2D olarak
kiiltiirlenen hiicrelerde 3D kiiltiirlenen hiicrelerden daha fazla ifade vermektedir. Hiicre
iskelet proteinleri canli dokudaki dogal morfolojik yapilarinda genellikle ince iplikler
halinde goriilmektedir. Bu sayede hiicrenin esnekligini saglayarak deformasyonlara karsi
korumaktadir. Ancak 2D olarak kiiltiirlenen hiicrelerde hiicrelerin tek diizlemde
tutunmalar1 dolayisiyla hiicreler ylizey alanimi artirmaktadir. Bu da hiicre iskelet

proteinlerinin ekspresyonlarmin artmasima filamentlerin kalinlasmasina ve esnekligi
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kaybetmesine neden olmaktadir (Burridge & Guilluy, 2016; Cesarz & Tamama, 2016;
Pasztorek et al., 2019; Yeh et al., 2012). Si ve ark. 2020 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda
MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde EMT proteinlerinin ifadesine
silibin’in etkisi incelemislerdir. 24 saatlik uygulama sonunda mezenkimal karakter olan
N-Kaderin, vimentin ve fibronektin ekspresyon seviyelerinde azalma gormiislerdir.
Sameri ve ark. 2021 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada ise silibin’in E-kaderin/beta katenin
yolunu diizenlemesi ile kolerektal kanseri iizerine kemopreventif etkisini arastirmayi
amaglamiglardir. Bu ¢alismaya gore silibinin N-kaderin ve vimentin ekspresyonlarinda
azalma ve E-kaderin ekspresyonunun artmasi yoluyla EMT'yi inhibe ettigini bulmuslardir
(Sameri et al., 2021). 2022 yilinda yapilan baska bir ¢alismada ise silibin’in tedavisinden
sonra, cesitli kanser hiicre hatlarinda E-kaderin ekspresyonunu indiikleyerek ve N-
kaderin ve vimentin ekspresyonunu azaltarak EMT mekanizmasini tersine cevirdigini
gostermislerdir (Maleki et al., 2022). S. Kim ve ark. 2014 yilinda yaptiklar ¢aligmada
MDA-MB-231 ve MCF-7 kanser hiicrelerinde fibronektin ekspresyonunu STAT3
fosforilasyonunu inhibe ederek azalttigini gostermislerdir (S. Kim et al., 2014).
Literatiirdeki son verilere baktigimizda silybinin, papiller tiroid kanseri (PTC)
hiicrelerinde FN1/AKT sinyal yolunu diizenleyerek, EMT siirecini inhibe ettigini
bildirmiglerdir. PTC hiicreleri silybin ile tedavi edildiginde mezenkimal belirte¢lerden
olan CDH2, vimentin, Snail, Slug ve PD-L1 ekspresyonlarini 6nemli 6l¢iide azaltirken
E-kaderin ekspresyonunu énemli 6lgiide arttirdigini bildirmislerdir (Xie et al., 2023).
Literatiir taramasinda mezenkimal karakteri yorumlamak igin kullanilan vimentin
proteini ile 3D ¢aligmalarin sinirli oldugu ve silybinin uygulamasi ile 3D ¢alismanin
heniiz yapilmadigi gériilmistiir. Calismamiz bu yoniiyle de 6zgiinliik tasirken silymarin
3D kidiltiir yontemiyle ifadesindeki degisikliklerin tartigmasini sinirlandirmustir. Silymarin
uygulamasindan sonra vimentin proteinin ifadesindeki azalisin immiinohistokimyasal
yontem ile anlamli oldugu gosterilmistir. rtPCR sonuglarimiz degerlendirildiginde 2D
kiiltir yontemiyle uygulama ve kontrol gruplar1 Kkarsilastirildiginda silymarin
uygulamasinin her iki hiicre i¢in de vimentin mRNA seviyelerinde anlamli bir degisiklige
sebep olmadigi goriilmiistir. MDA-MB-213 hiicrelerinin 3D yonteminde silymarin
uygulamasi sonrasinda vimentin mRNA seviyesinin kontrole gére anlamli derecede
arttigl, MCF-7’nin 3D sferoid modelinde ise vimentin mRNA seviyesinin anlaml
derecede azaldig1 goriildii. Sferoid formasyonu sirasinda MCF-7 hiicrelerinin olusturdugu
sferoidlerin daha diizenli kiire benzeri yapilar olmasi ve E-kaderin protein miktarinin

daha yiiksek olmasi sebebiyle hiicrelerin zaten epitelyal karaktere sahip olduklari ve daha
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az agresif egilim gostermeleri nedeniyle silibin’in uygulamasinin mezenkimal karaktere
vimentin iizerinden etkili olmadiginmi diistindiirdii. Ancak MDA-MB-231 hiicrelerinde
silibinin uygulamasinin 3D yontemde vimentin proteinin ifadesinde azalisa sebep olurken
mRNA seviyesinde artisa yol agmasi, MDA-MB-231 hiicrelerinin sferoid formunda
mezenkimal karakterini etkileyebilecegini gostermistir. mRNA seviyelerindeki artis
heniiz proteinin ifadesinde artisa yeterince zaman olmamasi yani 24 saat siymarin
uygulamasinin vimentin proteinini arttirmada yeterli gelmeyisinden kaynakli olabilir.
Literatiirde 3D yontemle silibin’in uygulamasi sonrasinda vimentin proteini degisimlerini
tartisgan caligma simrhidir. Fibronektin proteini ile ilgili yapilan literatiir ¢aligmalar
degerlendirildiginde  silymarin  uygulamasi1 sonrasinda ¢eliskili  sonuglardan
bahsedilmektedir. 2020 yilinda Si ve ark. (Si et al., 2020) silymarin uygulamasi
sonrasinda fibronektin protein ifadesindeki azalisi gostermislerdir. Calismalarimizda
MCF-7 hiicrelerinde silymarin uygulamasindan sonra 2D kiiltiir yontemiyle fibronektin
miktarinin benzer sekilde azaldigt MDA-MB-231 hiicrelerinde ise degismedigi
goriilmiistiir. 3D kiiltlir yontemiyle yaptigimiz ¢alismalarda ise fibronektin miktarinin
silymarin uygulamasi sonrasinda arttig1 goriilmiis ve bu artisin sferoid yapisindaki kanser
hiicrelerinde gelisen artmig mezenkimal karakter ile agiklanabilecegi diistiniilmektedir.
Literatiir caligmalarina bakildiginda 2D kiiltlir yontemlerinde bahsedilenden farkli olarak,
3D kiiltiir yontemleriyle elde edilen sferiod modellerde kismi EMT’nin gelismesi
mezenkimal ve epitelyal proteinlerin kodlanmasi ve ifade edilmesinde degiskenlik oldugu
goriilmektedir. Kismi EMT olarak ifade edilen asamada hiicrelerin hem epitelyal hem
mezenkimal proteinleri yliksek derecede eksprese ettikleri ve bu siirecte metastatik
egilimlerinin daha fazla oldugu bilinmektedir (Saitoh, 2018; Shibue & Weinberg, 2017).
Mezenkimal ya da epitelyal proteinlerin es zamanli ifadesindeki olusturulacak
dengesizligin EMT siirecini yavaslatmak ya da engellemek agisindan avantaj
olusturabilecegini diistinmekteyiz. Silymarin uygulamasi sonrasi hiicrenin E-kaderin
proteinindeki artig, epitelyal karakteri desteklerken, N-kaderin ifadesindeki artisda
mezenkimal karakteri desteklemektedir. Silymarin kismi EMT icin gerekli epitelyal
mezenkimal karakter dengesindeki tek yonlii artis ya da azalis1 saglamakta E-kaderin, N-
kaderin, vimentin ve fibronektin proteinleri bakimindan degerlendirildiginde tek basina

yeterli goriilmemektedir.

ECM'nin aracilik ettigi sinyallesme, hem bagimsiz olarak hem de bir dizi sinyal

kaskadi ile epitelyal hiicre kaderinin kritik bir diizenleyicisidir. Epitelyal hiicrelerin belirli
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matriks elemanlarina baglanmasi sadece hiicre ici sinyallesme basamaklarini baglatmakla
kalmaz, ayn1 zamanda go¢ fenotipine katkida bulunan ek sinyallesme yollarini aktive
etmek i¢in matriksin yeniden sekillenmesiyle de sonuglanir (Kalluri & Weinberg, 2009).
EMT sirasinda mezenkimal hiicreler tip IV kollajen ve lamininin bazal laminasini keserek
kendi tip I kollajen ve fibronektin matriksini birakirlar. Hiicre ylizeyinde lamellipodia
olusumu ve filopodianin ¢ikmasi, hiicreye yonsel hareketlilik saglar ve MMP'lerin
salinmasi, hiicre istilasin1 kolaylastirmak i¢in matriksi bozar (McNiven, 2013; Ridley,
2011). Epitelyal baglantilarin ¢oziinmesi, aktin stres liflerinin olusumuna ve MMP'lerin
salindig1 hiicrenin go¢ eden 6n kisminda integrinlerin kiimelenmesine neden olur
(Nelson, 2009). EMT sinyal yollarinin, altta yatan dokularin EMT sonrasi istilasini tesvik
etmek igin bazal laminadaki tip IV kollajeni parcalayan MMP-2 ve MMP-9'u kodlayan
genlerin ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir (Kalluri & Weinberg, 2009; Potenta et
al., 2008). Ek olarak MMP'ler, hiicre zarindaki E-kaderini parcalama, yapisik baglantilari
bozma ve epitel tabakasini zayiflatma kapasitesine sahiptir (Nistico et al., 2012). Bu siireg
hiicrelerin mezenkimal fenotip kazanmasini ve matrikse goc etmesini saglar. 2020 yilinda
yapilan ¢alismada ise MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde EMT
proteinlerinin ifadesine silibin’in etkisi incelemislerdir. 24 saatlik uygulama sonunda
hiicre matriks proteini olan MMP-9 ekspresyon seviyesinde de kontrol grubuna kiyasla
azalma oldugunu gérmiislerdir (Si et al., 2020). Meme kanseri hiicre hatt1 lizerine yapilan
bir ¢alismada, MCF-7 hiicrelerinde ¢6ziiniir E-kaderinin biyobelirte¢ olarak uygunlugu
ile ilgili arastirmalar yapilmistir. Calisma sonucunda ¢oziinlir E-kaderinin artmasi ile,
adherens baglantilara miidahele sonucu metaloproteaz (ADAM) ve MMP'larn
aktivitesinin arttig1 ve birka¢ sinyal yolunun manipiilasyonu ile kanser hiicrelerinin
gociiniin, proliferasyonunun ve hiicre sag kaliminin arttig1 belirtilmistir (Hu et al., 2016).
Bagka bir ¢alismada silibin’in, meme kanseri hiicreleri olan MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde COX-2 ekspresyonunu inhibe ederek TPA kaynakli MMP-9 ekspresyonunu
azalttigim1 gostermislerdir (S. Kim et al., 2009). 2017 yilinda yapilan ¢alismada ise
silibin'in 24 saat’lik 50 uM dozdaki uygulamasinda MDA-MB-21 hiicrelerinde
MEK/ERK sinyal yolag: iizerinde rtPCR analizinde MMP-9'un ekspresyonunu asagi
diizenledigi bildirilmistir (Byun et al.,, 2017). MMP-9 proteinindeki degisimlere
bakildiginda rtPCR sonuglarina gére MMP-9 ifadesi 2D yontemle her iki hiicre tipi i¢in
artig gosterirken 3D yontemle yapilan incelemeler sonucunda MMP-9 protein
ekspresyonunda azalig goriilmiistiir. Bu azalisin silymarin’in ¢6ziinmiis E-kaderin

miktarini 2D hiicrelerde arttirma yoniindeki egiliminden kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Silymarin 24 saat boyunca 3D yontemle uygulandiginda c¢oziinmiis E-kaderin
miktarindaki artigi, 2D yonteme gore yaklasik 8/1°1 kadar azaltmis oldugu ve MMP-9
ifadesindeki azalisin da buna bagh gelistigi diisiiniilmektedir. Silymarin tek basina MMP-
9 ifadesinde 3D hiicre sferoidlerinde bir artisa sebep olmustur. Bu sonuglara gore
silymarin’in anti-metastatik bir ajan olarak tek basina kullanilmasi uygun olmamakla
birlikte MMP-9 ifadesinde azalisa sebep olmasi nedeniyle destekleyici ajanlar ile matriks
metallaproinazlar1 inhibe etmek siiretiyle anti metastatik olarak etki edebilecegi

distiniilmektedir.
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6. SONUC

Silymarin’in, MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde anti-kanser
etkilerini 2D ve 3D hiicre kiiltiir modellerinde degerlendirdik. Elde edilen bulgular,
silymarin’in her iki hiicre tipi lizerindeki etkisinin hiicre kiiltiirii modeline bagl olarak
degisiklik gosterdigini ortaya koymustur. 2D kiiltiirlerde, MDA-MB-231 hiicrelerinde
silymarin’in etkin dozunun 60 uM, MCF-7 hiicrelerinde ise 90 uM oldugu goriilmiistiir.
3D kiltiirlerde ise, MDA-MB-231 hiicrelerinde etkin doz 120 uM, MCF-7 hiicrelerinde
ise 60 uM olarak belirlenmistir. Bu bulgular, silymarin’in 3D kiiltiirlerde MDA-MB-231
agresif tipteki meme kanseri hiicrelerinde daha yiiksek dozlarda etkili oldugu, 3D
kiiltiirde doz etkinliginin 2 kat arttigin1 gosterilmisltir. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde

ise kiiltiir yontemi 3D oldugunda etkin dozun 90 uM’dan 60 uM’a azaldig1 goriilmiistiir.

Silymarin’in 2D kiiltiirlerde hiicre gogiinii her iki hiicre tipinde de anlamli
derecede azalttig1 gosterildi. 3D kiiltiirlerde ise silymarin, kontrollere gore MDA-MB-
231 hiicre sferoidlerinde %45 oraninda, MCF-7 hiicre sferoidlerinde ise %96 oraninda
hiicre gogiinii engelledigi tespit edildi. Buna gore silymarin 3D kiiltiir yonteminde hiicre

gb¢ egilimini azaltmada daha etkilidir.

Her iki hiicre tipinde silymarin uygulamasinin ardindan, E-kaderin ve N-kaderin
proteinlerindeki degisimler rtPCR, Western ve immiinohistokimyasal analizler ile
degerlendirildi. Bu yontemlerin sonuglarina gore silymarin, mezenkimal proteinler olan
N-kaderin, vimentin, fibronektin ve epitelyal protein olan E-kaderini protein ve mRNA
seviyelerinde es zamanli ve ayn1 yonde degisiklige sebep olmustur. Ancak bu degisiklik
epitelyal-mezenkimal karakter 6zellikleri arasindaki dengeye etki etmeyerek metastatik
ozellikleri degistirmemistir. Ancak silymarin uygulamast MMP-9 proteini iizerinde
azaltic1 etkiye sahip olarak hiicrelerin metastatik goc karakteri ya da epitelyal mezenkimal

gecis siirecini engelleyici yonde etkilemistir.
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Sonug olarak; silymarin, meme kanseri hiicreleri MD-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri
tizerinde, 2D ve 3D yontemlerle 24 saat uygulama sonrasinda, EMT siirecinde epitelyal-
mezenkimal karakter dengesinde degisiklige sebep olmamis ancak hiicre gociinde ve

metastatik karakterinde MMP-9 proteini iizerinden engelleyici etkide bulunmustur.
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The aim of the study was to evaluate whether high-fructose comn syrup (HFCS) intake
(20% beverages) impacts antioxidative structures and inflammation in the gingival tis-
sue and masseter muscle of rats. Kefir was tested for its potential utility on changes
induced by HFCS. Animals were randomly divided into four groups as control, kefir,
HFCS, and HFCS plus kefir. HFCS was given as 20% solutions in drinking water while
kefir supplementations were given by gastric gavage for 8 weeks. It has been clearly
determined that the HFCS diet increased expressions of interleukin (IL)-6, IL-1p, and
tumor necrosis factor-a proinflammatory structures via lymphocyte infiltration by
suppressing antioxidant enzymes such as catalase, supermade dismutase, and glu-
tathione peroxidase in both tissues. Kefir improved these undesirable changes in rats
fed with HFCS. The results of this current study, the first investigation to examine the
effects of kefir on masseter muscle and gingival tissue, may provide new access to
the restorative effects of kefir consumption on oral health disorders caused by high
fructose in the diet.

Practical applications

In this study, at an early age, the effects of kefir on improving inflammation via an-
tioxidation in the masseter muscle and gingival tissue were investigated for the first
time. We showed that kefir feeding ameliorates lymphocyte infiliration on the high-
fructose corn syrup (HFCS)Hnduced masseter muscle and gingival tissue inflamma-
tion in rats. The mRNA expressions of inflammatory parameters measured in the
study were supported by protein measurements via ELISA or immunchistochemistry.
In the present study, kefir may play an important role in the antioxidation and inflam-
mation process on the masseter muscle and gingival tissue against HFCS.
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antioxidants, gingiva, HFCS, inflammation, kefir, masseter muscle
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ABSTRACT

Motivation/Background: The metastasis of tumor cells consists of steps such as
epithelial-mesenchymal transition, transendothelial migration and the formation of
metastatic colonization. E-Cadherin and vimentin are main proteins associated with EMT,
‘whereas MMP-9 is associated with migration.

Method: We aimed to investigate effects boric acid and resveratrol comparatively on
metaatatic behaviors on MCF-7. 30uM boric acid and 50uM resveratrol were
administered to BA, BA+RES, and RES groups 48hours. Cells stained
immunocytochemically by Anti-E-Cadherin, Anti-Vimentin, and Anti-MMP-9 antibodies
and H-Score analysis carried out and migration analyzed by woundhealing,
morphologically.

Results and Conclusions: It's been observed that boric acid doesn't affect the EMT
capability of the MCE-7 cells in terms of E-Cadherin and vimentin expression; whereas
it's affected migration both by decreasing the MMP-9 expression and also by inhibiting
migration.

Heywords: Boric Acid, MCF-7 Breast Cancer. Epithelial-Mesenchymal Transition,
Metastasis, Resveratrol.

1. INTRODUCTION

Breast cancer is a type of cencer which has the highest mortality rates and is
the mest common cancer in women Global Cancer Obzervatory (2021). There are
novel therapeutic approaches being developed in breast cancer treatment
nowadays Mahjoubin-Tehran et al. (2020). Despite this, there is still need for
effective methods in terms of cencer treatment. In general, deaths based on
cancer is mainly caused by metastasis Dillekas et al. [2019). Banfalvi [2012)
believes that the development of breast cancer is mainly metastasis rather than
the primary tumor and states that the main reason of death caused by breast
cancer is tumeor invasion and metastasis Banfalvi (2012). 10-15% of patients
usually have metastasis during the three years following the first treatment.
Metastasiz includes stages such as local invasion (Epithelial-Mesenchymal
Transition (EMT)), intravasation, survival in the circulation, extravasation
(transendothelial migration (TEM/diapedesis)), the development of
micrometastasis and the development of metastatic colonization Reymond et al.
[2013). Metastasis in cancer cells is a complex process directed by a great
number of biochemical and molecular factors. Although this process and the
mechanisms of action are not completely enlightened, the chance to eliminate the
disease will arise if the cancer cells can be stopped in the invasion stage.

How to cite this article (AFA): Firat, F., and Aladag, T., (202Z). Comparative Effects of Boric Acid and Resveratrol on MCF-7 Breast
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AESTRACT ARTLE HIS TRy
Purposez YWitamin A has multiple furctions in the human body, being irealved in growth, Received 23 Dciobar
epithelial differentiation, vison, immune furction and While normal spermatogenesis 2042
s influenced by several fachars, i requires vitamin A Systemic isotretingin ks a witamin A derivative  Fevisnd 4 lanuary 2003
that ks used in the teatment of many dermatological diseases, especially aone wulgaris AN, Accopled b Apel 22
These ks limited ressarch on the changes in semen parameters after systemic sotretinon therapy  KEYWoRDS
in humars. Our study inwestigates the presence of vancoceles in pathents undergoing systemic  Aces valgaris:
Batretincén therapy for AY and examines whether there were amy changes in the semen tnoaratinein; semen
parameters before and after treatment. PR VAo
Mathods: Included in the study were 46 men patients who were scheduled for systemic
Botretinoin thesapy for A Before treatment, the patents underwent a physical examanaticn
and ultrasonography for vancoceles assessment. The patents underwent spermiogam before
treatment and after & months of treatment The spermicgram assessments included semen
wolume, sperm concentration, total spesm count, progressive matility, viabdty and sperm
Results: After treatment, theve was an increase in semeen wolume, sperm concentration, total

‘caurt, motility and from the t values, but a deterioration
I e sy pecepietomy (5« T, Compmsbm Pt whts s wihcast dcocais mevested
more changes in semen parameters after treatment in those with waricoceles. There was a
statisticalty difference in sperm concentration (p < O01L
Conclusions: Systemic atretinain therapy negatively affects sperm moephology, but has pasitive
effect on other semen parameters, and these changes in semen parameters ooour more freguesty
in patients with varcooekes.

KEY MESSAGES
= Amme vulgaris is 3 wery common disease and systemic isotretincen iz used as the mast effective
agent in its treatment.

= Systemic ksotretinoin posithvely affects semen parameters except sperm morphology.
= Changes in semsn parameters are more comman in patients with vancooeke.

Intraduction Ao spermatogensasis [3] 10 is known that blood-testis
barrier connections and RA signals play an impoertant
rale in the spermatogenesis process [4]. There are lim-
ited studies investigating the effect of retinoids and
vitamin A on spermatogenssis in humans. Most studies
are conducted on rats due to their similarities o
humans [3].

Acne vulgaris (AV] is a chronic skin condition of

Vitarnin A had multiple functions in the human body,
being invalved in growth, epithelial differentiation,
vidion, immune function and reproduction [1]. Retinoic
acid (RA], & vitamin A metabalite, is critical for oocye
and sperm production in mammals. The germ cells in
the foetal ovary initiate meiodis when exposed to RA,
while thode in the foetal tedtis are protected from RA

and do not initiste meiosis, After birth, spermatogonial
wem cells initiate spermatogenesis through periodic
RA [2], and 5o males nesd distary retinaids ar vitamin

pilosebaceaus Tollicles that s most common in ada-

lascents, affecting approxirmately 85% of young people
I6]. The pathogenesis of acne involves excessive ssbum
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Abstract: Lung cancer 15 one of the most common types of cancer
worldwide and 15 responaible for the loss of more than 1 mmlhon
people each vear. It has been reported that the 5-vear suwrvival rate of
hing cancer 15 appro;mmately 15 % or less due to cell metastasis.
Therefore, there 1= 2 need to develop admvant therapies to prevent
death from hing cancer cell metastasis. The aim of this study 15 to
evaluate the effects of bonc acid and bevacimumab on the
vasculanzation, apoptotic, and metastasis steps of A549 hng cancer
cells, such as wasion, migration, and eprthelial mesenchymal
transition (EMT) abibities, exther alone or m combmation. The study
was divided mnfo 4 groups as control{CONT) and bonc acd (BA),
Bone acid+alivzan (BA+ATT) and alivean (ALT). The IC50 dose of
boric acid was determined by the MTT method. 30pM bonic acid and
T p Altuzan were apphied to BA BA+ATT and ALT groups for 24
hours. Ant-WEGF for vasculanzaton, Awnh-Vimentn for EMT,
Ann-MMP9 for mvasion, and Ant-Bax, Anfi-Bel-? and Anh-
Caspase-3 antibodies for  apoptosis were stamed
mmnecytochemically and H-Score analysis was performed. Cell
nugraton was evaluated by the wound bealmp assay. It was
observed that MMP-2 imemumoreactvity and apoptotic markers
mereased 1m the dmection of Cas-3 in the BA mroup, whale the
mmmnoreactivity of Vim and VEGE did not change significantly
(p=0,03). When the mapration was evaluated, it was observed that
the cells did not mmprate m the BA and BA+ALT groups at the end
of the 24% hour, and the wound areas were closed mn the other groups.
It was observed that while BA affected the mmgration, mvasion and
apoptotic characters of A549 cells mdependently of bevacizumab, it
had no effect on their vasculanization properties © 2022 NTMS.

Keywords: A549; Apoptosis; Bevacizumab; Borie Acid; EMT.

1. Introduction

Because hmmg cancer 1= an agpressive fype of
carcmoma, 1t 15 1o the fivst place of cancer-related

different treatment options such as anbanmogenic,

immunotherapy and radiation therapy are applied for

deaths (1: 2:} An estimated 1.1 million deaths due to ].I.I:I:lg cancer, survival rates are quire low. Becauze of

hmg cancer ocour worldwide each year (3). Although

metastases, the swvival rate of hng cancer remams

Cite thiz article as: Firat F and Aladag T. In Vigo Effects of Boric Acid and Beveciznmab in Mon-Small Call Lung Cancer.
Mew Trend Med Sci 2022; 3(2: §1-61. Doi: 1056766/ nms. 11475628
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AMAC: Gonlok yasantida yaygin olarak kullanilan bor bi-
lesiklerinin uzun soreli kullaniminda dedisik organlarda
doza bagimh toksik etki olabilecedi yontnde bulgular
mevcuttur. Bu amacla calismamizda degisik dozlarda bo-
raks kullamlan ratlanin testislerinde kan-testis bariyeri ya-
pisinda ve leydig hilcre savisinda gordlebilecek dedisimi
belirlemeyi amagladik.

GEREC VE YONTEM: Calismada her grupta 6'5ar erkek rat
buluman toplam 4 grup olusturuldu. Her gruptaki ratla-
ra boraksin farkh dozlan oral yoldan uygulandl. Deney
sonrasi alinan sol testisler histolojik olarak takip edilerek
immunohistokimyasal olarak Claudin-1, Pan Cadherin ve
Calretinin ile boyandi ve 15k mikroskobu ile dederlendi-
rildi.

BULGULAR: Testis trmmeklerinde Cadherin ekspresyo-
nunun artan doza badimh azaldigr gozlendi. Bununla
birlikte Claudin 1 ekspresyonunun gruplar arasinda ¢ok
degisiklik gostermedidi gtzlendi. Leydig hicre sayisinin
ise bir kez LDS0x2 doz boraks uygulanan ratlarda azalma
gosterdidi gozlendi.

SONUC: Elde edilen bulgular boraks kullanimimin doza
bagimh olarak testislerde kan-testis bariyer bilesenlen
tzerine zararh etkiler clusgturabilecegini gostermektedir.
Bu atkiler uzun donemde infertilite sorunlanna neden
olabilme potansiveline sahiptir. Bu nedenle bilhassa bor
bilesenleri Oretim merkezler cevresinde olmak Ozere
gevre kirliligi yononden tmnemli kormunma tedbirlen
alinmasinin gerekli oldugunu dosinmekieyiz.

AMAHTAR KELIMELER: Boraks, Infartilite, Kan-Testis bari-
yeri, Claudin, Lewdig hicresi
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ABSTRACT

OBJECTIVE: The long-term use of boron compounds
commonly used in daily life has some dose-dependent
toxic effects on different organs For this purpose, inour
study, we aimed to determine the change in blood-testis
barmier structure and the number of leydig cells in
the testis of rats in which were given borax at different
dosas.

MATERIAL AND METHODS: In ocur study, 4 groups, in
each have & male rats were made. Different doses of
borax were given orally to rats in each groups. After
the experiment, the left testis was excised,
histologically processed and stained with Claudin-1,
Pan cadherin and Calretinin immunohistochemically
and evaluated under light microscopy.

RESULTS: In testis slides, it was determined that Cadhe-
rin expression decreased parallel to borax doses. Howe-
wver, it was obsarved that the expression of Claudin 1 did
not change much between the groups. The number of
Leydig cells was observed to decrease in rats administe-
red once with an LD50x2 dose.

CONCLUSIONS: The findings suggest that the use of
borax may be deleterious to the blood-testis barrier
components in the testes. These effects have the potential
to cause long term infertility problems. For this reason, we
consider that it is necessary to take important preventive
measures in terms of environmental pollution, especially
around boron components production centers.

KEYWORDS: Eorax, Infertility, Blood-Testis Barrier, Cla-
udin, Leydig cell
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Kefir Prevents Adipose Tissue Growth Through the Induction
of Apoptotic Elements in High-Fructose Corn Syrup-Fed Rats
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Consumption of high-fructose corn syrup (HFCS) in the diet is a causal factor in the development of abdominal obesity;
however, the molecular mechanism behind this association is still up for debate. This study evaluated the metabolic distur-
bances that are caused by HFCS on adipose tissue as well as the possibility of kefir as a therapy to prevent these metabaolic
disturbances. Male Wistar rats were divided into four groups: contral, kefir, HFCS, and HFCS+kefir. HFCS (209, w'v) was given
in drinking water and kefir (1 mL/100 g body weight) by gastric gavage daily for 8 weeks. Levels of insulin signaling, inflam-
mation, and apoptosis-associated proteins of adipose tissues were determined with Western biot and immunohistochemn-
ical technigues. Gene expressions were evaluated with semi-quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR).
The indirect terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling (TUNEL) method was used to assess changes
in apoptotic cells, and hematoxylin/eosin staining to deterrnine adipocyte number and diameter. Accordingly, HFCS boosted
protein kinase B (Akt) and p-Akt while reducing nuclear factor kB (NF-xB), and tumor necrosis factor alpha (TNFa) levels
and kefir treatment restored Akt induction in HFCS-treated rats despite raising NF-xB, and TNFa. Increased expression of Akt
and B-cell lymphoma-2 gene (Bcl?) was contrasted with decreased expression of Nfkb, Tnfia, tumor protein 53 gene (p53),
and caspase-8 gene (Casp8). Furthermore, while there was a marked reduction in TUNEL-positive cells in the HFCS group,
the number of such cells was greater in the HFCS +kefir group. These results show that HFCS intake suppresses apoptosis
in adipose tissues, which may be responsible for tissue development and abdominal cbesity and may be reversed with kefir
administration due to the activation of apoptosis-assodated genes and proteins.

Key words: adipose tissue, fructose, kefir, apoptosis, inflammation

INTRODUCTION

Okesity is a form of chronic disease that s experiencing a rise
in indidence and is now being recognized on a worddwide scale
as an epidemic [Hill et al, 2022] Recent research suggests that
differences in lifestyle and eating habits are the most significant

contributors [Khorshidian et af, 2021}, and carbohydrate consump-
tion, especially from refined sources, might kzad to the develop-
ment of chronic diseases including obesity, insulin resistance,
metabolic syndrome, and diabetes [Stanhope, 2016]. Research
evaluating the negative impacts of various forms of carbohydrates,
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ARTICLE INFQ ABSTRACT

Edicar: Lawrence Lash The critical developmental stages of the embryo are strongly infloenced by the distary composition of the

mather. Acrylamide is a food contaminant that can form in Grbohydrate-rich fods that are heat-treated. The

Keywonds: aim of this study was to investigate the toxicity of a relatively low dose of acrylamide an the development of the
Acrylamide nenral tube in the early stage chick embryos. Specific pathogen-free fertilized eggs (n = 100) wens treated with
;:::E;iu acrylamide (0.1, 0.5, 2.5, 12.5 mg/kg) between 28-30th hours of incubation and dissected at 48th hours, In
Chick B addition to morphological and histopathological examinations, proliferating cell noclear antigen (PCHAD and
Caspase 3 caspase 3 were analyzed immumohistochemically. The brain and reprodoctive expression gene (BRE) was

analyzed by RT-PCR. Acrylamide exposare had a negative effect on nearal tube statug sven at a very low dose
(0.1 mgkgd (p < 0.05). Doess of 0.5 mgkg and above caused a delay in neeral tube development {p < OS5
Crown-rump length and somite count decreased dose-dependently, while this decrease was not significant in the
very low dose group (p > LO5), which was maost proocunced at doses of 2.5 and 125 mg/kg (p < 0.001).
Acrylamide exposure dose-dependenily decreased PCNA and increased caspase 3, with this change being sig
mificant at doses of 0.5 mg/kg and above (p < (L001). BRE was downregubated at all acrylamide exposures except
in the very low dose group (0.1 mg/kgh In conclusion, we find that acrylamide exposare (at 0.5 mg/kg and
above]) in post-gastrulation delays nearal tube closure in chicken embryos by suppressing proliferation and
apaptosis mduction and downregulating BRE gene expression.

Proliferating Gell Huclear Antigen

1. Introduetion Understanding thiz relarionship allows marernal nutrivion to be asgezged

with appropriate ctrategies to reduce the rick of teratogenicity and can

The mother's distary habitz during periconception can affect em-
bryonic development and increaze the rizk of congenital malformations
such an nenral tube defectz (Gobanogullari et al., 2023; Montagnoli
et al | 2022). Neural tube defacts can lead to J.ifrjung disabilities, |ug|1
care costn and perinatal and infant deaths (Kancherls 2023). Therefore,
it iz important to understand the relationship between preventable rick
factors such 2z nutrition and the development of nevral tube defecm.

help reduce the costz that may be incurred in the healtheare system
{Barhane amd Belachew, 2023).

Neural tube defects are one of the most common congenital mal-
formations worldwide. They develop around day 28 of pregnancy due to
defects in newrulation and changes in the morphogeneriz or histogeneaszia
of neural tiszue (Kancherla, 20231 A community-based study in Norway
in 2024 chowed 2 high prevalence of newral mbe defects of 17%a. Thiz

Abbredations: BRE, Brain and reproductive expression gene; GAPDH, Glyceraldehyde-3-phaosphate dehydrogenases; [ARC, International Agency for Ressarch an
Cancer, JECFA, Jaint Food and Agricabure Organization,World Health Organization Expent Committee on Food Additives; NOAEL, Mo observed adverse effect Level;

PCNA, Profiferating cell nuclear antigen.
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transition in rat model: Histopathological
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Abstract

The wound is the distuption of the normal structure, integrity, and function of the skin and suboutaneous tissue.
It is known that qurrent wound management strategies applied in the treatment of acute and chronic wounds both
canse anincrease inhealth costs and do not achieve the desired level of success. Therefore, more effective and easily
applicable freatment methods are needed. SMis an agent known to have hepatoprotective, anticancer, antidiabetic,
cardioprotective, neurcprotective, antimicrobial and anficeddant effects. And it is also used in dermatological
applications. However, the therapeutic effects of Silymarin (SM) on wound healing are still unknown. In this shady,
the effects of Sh were investigated by comparing it with dexpanthencl (Dup), whose favorable effects on wound
healing are Inown. Sham, Dhep, and SM groups were formed. 18 animals were used for each group. Two droular
full-thickness skin wounds were taken from the nape of the neck (1.5 an) using a six-mm punch biopsy teol S
and Decp was applied once daily for 15 days, In suffident amounts to cover the entire wound and the effects of the
drugs were investigated immunchiste-chemically on the 5, 10, and 15* days in rats. Inflammation, collagenization
and epithelialization were evaluated in histochemical H-E and Masson trichrome staining. E-cadherin, N-cadherin,
Occludin, Vimentin, FGF-1 and MMP-9 expression levels were examined immunchistechemically. Based on
histological and immunchistochemical results, SM and Dup enhanced epithelialization and reduced inflammation
more than the sham group. Furthermore, there was no significant difference in the effects on the epithelial-
mesenchymal ransition between SM and Decp. Results indicated that SM is a useful therapeutic agent at least as
much as Dxp in wound healing. The wound re-epithelization and anti-inflammatory effects of SM may be a new
approach to the treatment of wound healing.

Keywords: Silymarin, wound healing, epithelial-mesenchymal fransition, cadherin, NixE
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