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Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olup, erken teshis
hayatta kalma sansin1 Onemli Olgiide artirmaktadir. Geleneksel sitotoksik tedavi
yontemlerinin ciddi yan etkileri, hedefe yonelik ve dogal bilesiklerle kombinlenen tedavi
yaklagimlarinin 6nemini artirmaktadir. Bu ¢alismada, siilfatlanmis bir polisakkarit olan
fucoidanin, MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki antikanser 6zellikleri ve kaveolin-1
proteininin ekspresyon diizeylerine olan etkileri arastirilmistir. Fucoidan ve pozitif
kontrol grubu olarak kullanilan kemoterapéotik ajan tamoxifenin sitotoksik etkileri, MTT
analizi ile degerlendirilmis ve her iki maddenin doza bagl sitotoksik etkiler gosterdigi,
yiiksek dozlarda ise hiicre canliligini azalttig1 tespit edilmistir. 72 saat sonunda IC50
degerleri fucoidan i¢in 1.174 pg/mL, tamoxifen igin ise 9.76 ug/mL olarak belirlenmistir.
LDH analizi, her iki maddenin de hiicre membran biitiinliigiinii bozarak hiicre 6liimiine
neden oldugunu gostermistir. Kaveolin-1 proteininin ekspresyon seviyeleri ELISA
yontemiyle incelenmis ve fucoidan ile tamoxifenin bu proteinin ekspresyonunu anlamli
sekilde azalttigi bulunmustur. Apoptotik aktivite, caspase 3/7 aktivite analizi ile
degerlendirilmis, tamoxifenin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir aktivite gosterdigi,
ancak fucoidanin anlamli bir etkisinin olmadigl gézlemlenmistir. Bu sonug, fucoidanin
caspase 3/7 enzimlerinden bagimsiz, alternatif sinyal yolaklar1 kullanabilecegine isaret
etmektedir. Hiicrelerin hayatta kalma ve proliferasyon kapasitelerini incelemek igin
yapilan koloni olusum testi, fucoidanin koloni sayisini %61,92, tamoxifenin ise %33,97
oraninda azalttigin1 ortaya koymustur. Metastaz potansiyelini inceleyen hiicre
migrasyon analizi ise fucoidanin hiicre gociinii %43,9, tamoxifenin ise %50,36 oraninda
inhibe ettigini gostermistir. Sonu¢ olarak, bu c¢alisma, fucoidanin kaveolin-1
ekspresyonunu baskilayarak tiimor progresyonu iizerinde etkili olabilecegini ve dogal
bir bilesik olarak terapotik bir potansiyel tastyabilecegini gostermektedir.
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Anahtar Kelimeler: Kanser, Kaveolin-1, Fucoidan, Apoptoz, MCF-7 hiicre hatt1



ABSTRACT

Master Thesis

EFFECT OF FUCOIDAN, A SULFATED POLYSACCHARIDE, ON CAVEOLIN-1
LEVELS IN BREAST CANCER CELL LINE MCF-7
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Ankara University
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Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Nesrin OZSOY ERDAS

Breast cancer is one of the most common cancer types among women, and early diagnosis
significantly improves survival rates. The severe side effects of traditional cytotoxic
treatment methods have highlighted the importance of targeted therapies combined with
natural compounds. In this study, the anticancer properties of fucoidan, a sulfated
polysaccharide, and its effects on the expression levels of caveolin-1 protein were
investigated in the MCF-7 breast cancer cell line. The cytotoxic effects of fucoidan and
the chemotherapeutic agent tamoxifen, used as a positive control, were evaluated using
an MTT assay. Both compounds demonstrated dose-dependent cytotoxic effects,
significantly reducing cell viability at higher concentrations. The IC50 values after 72
hours were determined to be 1.174 pg/mL for fucoidan and 9.76 pg/mL for tamoxifen.
LDH analysis revealed that both substances disrupted cell membrane integrity, leading to
cell death. Caveolin-1 protein expression levels were examined using an ELISA method,
and both fucoidan and tamoxifen were found to significantly reduce its expression.
Apoptotic activity was assessed through caspase 3/7 activity analysis, which showed that
tamoxifen exhibited significant activity compared to the control group, while fucoidan
had no significant effect. This suggests that fucoidan may utilize alternative signaling
pathways independent of caspase 3/7 enzymes. A colony formation assay conducted to
evaluate cell survival and proliferation capacities revealed that fucoidan reduced colony
numbers by 61.92%, while tamoxifen reduced them by 33.97%. Furthermore, a cell
migration assay examining metastasis potential demonstrated that fucoidan inhibited cell
migration by 43.9%, while tamoxifen achieved an inhibition rate of 50.36%. In
conclusion, this study suggests that fucoidan may exert an effect on tumor progression by
suppressing caveolin-1 expression and holds therapeutic potential as a natural compound.

December 2024, 79 pages
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1. GIRIS

Kanser, ekonomik olarak gelismis ve gelismekte olan iilkelerde hala 6nde gelen 6liim
nedenlerinden biri olan ve anaplastik hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize
cesitli hastalik gruplarini temsil eden patolojik bir durumdur (Doglioni vd. 2019). Kanser,
insan sagligi ve yasami i¢in gercek bir tehdit olusturan en ciddi patolojilerden biri olmasi
nedeniyle aragtirmacilarin oldukga ilgisini ¢eken en 6nemli alanlardan biridir. Ne yazik
ki, glinlimiizde antikanser tedaviler icin kullanilan neredeyse tiim ilaclar genellikle
toksiktir ve sadece tlimor hiicrelerini degil, normal saglikli hiicreleri de olumsuz
etkilemektedir. Bu nedenle, dogal kaynaklarda yeni, etkili ve toksik olmayan bilesiklerin
aragtirtlmasi, modern farmakoloji ve biyoteknolojinin Onemli bir gorevidir

(Khotimchenko vd. 2020).

Diinya ¢apinda, 2024 yilinda tahmini 20 milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik 9.7 milyon
kanser dliimii meydana gelmektedir. Ozellikle kadinlarda meme kanseri, en sik teshis
edilen kanser olarak akciger kanserini agsmig, tahmini 2, 3 milyon yeni vaka (%11,7), bunu
akciger (%11,4), kolorektal (%10), prostat (%7,3) ve mide (%5,6) kanserleri izlemistir.
Akciger kanseri, tahmini 1,8 milyon 6liimle (%18) kanser 6liimiiniin 6nde gelen nedeni
olmaya devam ederken, bunu kolorektal (%9,4), karaciger (%38,3), mide (%7,7) ve kadin
meme (%6,9) kanseri izlemistir (“Cancer Statistics - NCI”, 2024).

Insan viicudunda kanser hiicrelerinin olusumu, serbest radikaller ve dogal antikanser
ilaglar1  tarafindan dogrudan indiikklenebilmektedir. Bu nedenle, siilfatlanmis
polisakkaritler gibi radikal siipiiriicii bilesikler, insan viicudundaki kanser olusumunu
azaltmak i¢in dolayli olarak kullanilabilmektedir. Stilfatlanmis Polisakkaritler, siilfat
gruplart iceren bir polisakkaritler smifidir ve hiicre dongiisii, apoptoz, glikoliz,
anjiyogenez, invazyon ve metastaz gibi pek ¢ok hiicresel siireci kontrol eden ¢esitli sinyal
mekanizmalarin1 hedefleyerek antitiimor etkiye aracilik etmektedirler (Li vd. 2008).
Stilfatlanmis polisakkaritlerden fucoidan, esas olarak bir glikosidik bag ile dogrusal veya
dall1 bir zincire baglanan siilfatlanmis a-Fuc kalintilar tarafindan olusturulmaktadir (L1

vd. 2008).



Fucoidanlar; g¢esitli kimyasal konformasyonlar1 ve giiclii antioksidan aktiviteleri
sayesinde anti-inflamatuar, anti-koagiilan, anti-anjiyojenik, immiinomodiilator, anti-
adezyon, anti-kanser, anti-diyabetik, anti-viral ve anti-nérodejeneratif 6zellikleriyle

tiimor baskilayici olarak bilinmektedirler (Pradhan vd. 2020).

Kaveola; Ilk kez 1953'te gdzlemlenen ve hiicre zarmin 60-80 nm capinda kiigiik "kese
seklindeki" invaginasyonlardir (Palade, 1953). Bu yapilar, baz1 hiicre yiizey reseptorleri
de dahil olmak {izere cesitli sinyal molekiilleri ile zenginlestirilmistir. Kaveollerin ana
membran bilesenleri, kaveolinler olarak bilinen bir integral membran proteinleri ailesidir.
Kaveolinler endositoz, transitoz, lipid homeostazi, sinyal iletimi ve tiimdrigenez gibi
cesitli hiicresel siireglerde rol oynarlar (Lai vd. 2021; Yang vd. 2021; Reshkin vd. 2022).
Kaveolin ailesi ii¢ liyeden olusur: kaveolin-1, kaveolin-2 ve kaveolin-3. Kaveolin-1 ¢esitli
biiylime faktorlerinin yan1 sira mekanik veya oksidatif stresin, kaveola aracili endositozu
baslattig1 ve boylece hiicre i¢i yolaklar araciligiyla hiicre disi sinyalleri ileterek ¢ok sayida
hiicresel siireci diizenledigi gosterilmistir (Sun vd. 2009; Ortiz vd. 2016). Kaveolin-1 'e
bagli sinyal iletiminin hiicre dongiisii, hiicresel yaslanma, hiicre proliferasyonu,
invazyonu, hiicre Olimii ve ayrica membran bilesimini, lipid homeostazini ve
metabolizmasini diizenledigi gosterilmistir (Baudrand vd. 2016; Hart vd. 2016; Ketteler
ve Klein, 2018.)

Yapilan calismalar, timor progresyonu siirecinde kaveolin-1'in 6nemini ortaya koymus
ve farkli tiimdr tiplerinde farkli ekspresyon seviyeleri ile tespit edilmistir (Williams vd.
2005; Diaz-Valdivia vd. 2022). Bir¢ok raporda, kaveolin-1 ekspresyonunun tiimor
derecesi, biiytikliigli ve evresi ile iligkili oldugu belirtilmistir (Raja vd. 2019; Teruel vd.
2024; Wang vd. 2024). Bununla birlikte, kaveolin-1'in ayn1 zamanda bir timor baskilayici
olarak da islev gordiigii calismalar bulunmaktadir (Sunaga vd. 2004; Diaz vd. 2020;
Gokani vd. 2022; Pang vd. 2022; Chai vd. 2024). Kaveolin-1'in bu ikili roliiniin tiimor
tiplerindeki ekspresyon diizeylerine bagli oldugu ifade edilmistir. Bu bilgiler
dogrultusunda bu tez ¢calismasinda; siilfatlanmis polisakkaritlerden fucoidan ile muamele
edilen MCF-7 kanser hiicrelerinde, kaveolin-1 ekspresyonunun hangi yonde etkilendigi
ve bu etkilerin tiimor progresyonu ile olan baglantisi degerlendirilmistir. Bu sayede meme

kanseri prognozuna yeni bir bakis agisinin gelistirilmesi hedeflenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Kanser

Kanser, Hiicrelerin DNA hasarlar1 sonucu kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize ¢esitli
hastalik gruplarini temsil eden patolojik bir durumdur. Kanser, fiziksel ve zihinsel insan
sagligi icin ciddi bir tehdittir ve diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda ikinci
sirada yer almaktadir. Global Cancer Observatory (GLOBOCAN)’ a gore, 2024 yilinda
diinya genelinde yaklasik 20 milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik 9.7 milyon kanser
kaynakli 6liim gerceklesecegi tahmin edilmektedir. Akciger kanseri, diinya genelinde en
stk goriilen kanser tiirli olmay1 siirdiirmekte ve en fazla 6liime neden olan kanser tiirii
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Akciger kanserini, insidans acisindan meme kanseri ve kolorektal
kanser izlemektedir. Mortalite agisindan ise kolorektal ve karaciger kanserleri 6nemli bir
yer tutmaktadir. Bu kanser tiirlerinin yayginligi, 6zellikle diistik ve orta gelirli tilkelerde

erken teshis ve tedavi olanaklarinin yetersizligi nedeniyle daha da artmaktadir.

Mutlak sayilar, Insidans, Her iki cinsiyet, 2022
Kitalarda

Akciger
2480 675 (% 12.4)

Meme
2296 840 (11.5%)

Digerleri
9969 785 (% 49.9)

Kolorektum
1926 425 (% 9.6)

Prostat
1467854 (% 7.3)

Mide
968784 (4.8%)
aracige
866 136 (% 4.3)

Toplam : 19 976 499

Sekil 2.1 2022 yilinda kanser tiirlerine gére tahmini kanser insidans1 (GLOBOCAN 2024)



Kanser insidansindaki artisin ardinda yatan en 6nemli faktdrler arasinda yaslanan niifus,
sagliksiz yasam tarzi aligkanliklari ve cevresel risk faktorleri bulunmaktadir. Tiitiin
kullanimi, sagliksiz beslenme, fiziksel hareketsizlik ve alkol tiikketimi gibi yasam tarzi
faktorleri, kanser riskini artiran baslica etkenlerdir. Bu nedenle, kanserle miicadelede en

etkili ve siirdiiriilebilir strateji, onleme ve erken teshis ¢abalarinin artirilmasidir.

Ozellikle diisiik gelirli iilkelerde, kanser &liimlerinin yiiksek olmasinin nedenlerinden
biri, yeterli erken teshis ve tedavi hizmetlerinin bulunmamasidir. Bu durum, kanserle
ilgili saglik hizmetlerinin gelistirilmesi ve herkesin esit erisim saglayabilecegi bir saglik

sistemi olugturulmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Mutlak sayilar, Oliim orani, Her iki cinsiyet, 2022

Tam kanserler Okyanusya

Kita 73776 (0.76%)
Kuzey Amerika
706 427 (7.2%)

Latin Amerika ve Karayipler
749242 (% 7,7)

Afrika

763 843 (7.8%)

Avrupa
1986 093 (% 20.4)

Asya
5464 451 (% 56.1)

Toplam : 9 743 832

Sekil 2.2 2022 yilinda kitalara gore tahmini kanser 6liim sayisi (GLOBOCAN 2024)

Kanser oliimlerinin sayisinin 2030 yilina kadar yaklasik 13,1 milyona yiikselecegi tahmin
edilmektedir. Son birka¢ on yilda, cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, molekiil hedefli
tedaviler ve hiicre bazli tedaviler gibi kanser tedavilerinin gelistirilmesi de dahil olmak

tizere onkolojide 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir.



cogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
sirdiiriilmesi kagma

enerji bagisikhik
metabolizmasini sisteminden
degistirme kagma

hiicresel hiicresel
oliime oliimsuzliigiin
direng etkinlegtirilmesi
genetik kanserlesmeyi

destekleyen
inflamasyon

kararsizlik ve
mutasyonlar

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.3 Kanserin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2015)

Kanserlerin gelisim siirecinde kazandig: islevsel yetenekler, pek ¢ok kanser tiiriine yol
acan c¢ok asamali karsinogenez siirecinde kazanilir. Bu belirleyici 6zelliklerin hangi
sirayla kazanildig ve hastaligin prognozuna olan katkilarinin 6nemi, insan kanserlerinin

tiirlerine gore degisiklik gosterebilmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2015).

Kanser, genlerde bir dizi ardisik mutasyonla ortaya ¢ikar, bdylece bu mutasyonlar hiicre
fonksiyonlarmi degistirmektedir. Kimyasal bilesikler, gen mutasyonlar1 ve kanser
hiicrelerini olusturmada belirgin bir role sahiptir. Ek olarak, sigara igmek akciger
kanserine yol acan birka¢ kanserojen kimyasal bilesigi icermektedir. Ilging bir sekilde,
kanserojen Ozelliklere sahip g¢evresel kimyasal maddeler, hiicrelerin sitoplazmasini ve
cekirdegini dogrudan veya dolayli olarak etkiler ve genetik bozukluklara ve gen
mutasyonlarina yol agmaktadir. Viriisler, bakteriler ve radyasyon 1sinlari, tiim kanserlerin
yaklasik %7'sini olusturan diger karsinogenez faktorleridir (Hassanpour ve Dehghani,
2017). Genel olarak, kanser hiicresel iliskileri bozar ve hayati genlerin islev bozukluguna
neden olmaktadir. Bu patolojik durum hiicre dongiisiinde etkilidir ve anormal
proliferasyona yol ag¢maktadir. Proto-onkogenler, normal kosullar altinda hiicre

boliinmesinden ve bliylimesinden sorumludur; ancak genetik mutasyonlar sonucunda



hiicre varlig1 i¢in en tehlikeli olan onkogenlere doniisebilmektedir. Ek olarak, timor
baskilayict genlerin eksikligi, kontrolsiiz hiicrelerin boliinmesini tetiklemektedir.
Normalde, onarim genleri, onarim 6zelliklerine ve 30'dan fazla tespit edilen onarim
proteini tiirline sahip protein ve enzimlere doniismektedir (Hassanpour ve Dehghani,

2017).

LY
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Sekil 2.4 Kanseri olusturan DNA hasarina sebep olan etmenler ve onarim semast

2.2 Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve tiim kanserler arasinda ikinci 6nde
gelen 6liim nedenidir. Diinya ¢apinda yilda yaklasik 2 milyon yeni vaka teshis edilmekte

ve 0,5 milyon kisi yasamin yitirmektedir. (Siegel vd. 2019).

2.2.1 Genel ozellikleri

Meme kanseri insidansi, bolgelere gore cesitli farkliliklar gostermektedir. Geligmis
iilkelerde daha yiiksek oranlar goriiliirken, daha az gelismis iilkelerde oranlar daha
diisiiktiir. Bu farkhiliklarin, tarama programlarinin yayginligi, yasam tarzi faktorleri ve
genetik predispozisyon gibi bir¢ok faktore bagli oldugu bilinmektedir (Bray vd. 2024).
Meme kanseri riski yasla birlikte artmaktadir ve en yaygin olarak 50 yas iistii kadinlarda

teshis edilse de her yasta ortaya ¢ikabilmektedir.



2.2.2 Meme kanserinin nedenleri

Meme kanseri, ¢esitli etmenlerin etkilesimi sonucunda geligen bir hastaliktir ve genellikle
cok sayida faktoriin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Genetik yatkinlik, meme
kanseri riskini artiran onemli bir faktorlerden biridir. Ozellikle BRCA1 ve BRCA2
genlerinde meydana gelen mutasyonlar, bu hastaliga yakalanma olasiligini 6nemli dl¢iide
artirabilmektedir. Ailede meme kanseri Oykiisii bulunan bireylerin, genetik egilimler
nedeniyle daha yiiksek risk altinda oldugu diisiiniilmektedir (Michailidou vd. 2015).
Ayrica, daha once meme kanseri gecgirmis bireylerde, hastaligin tekrar etme riski
bulunmaktadir. Yas, meme kanseri riski {lizerinde belirgin bir etkiye sahiptir. Kanser
siklig1, genellikle 50 yas ve tizerindeki bireylerde artig gostermektedir. Bu durum, yasa

bagl biyolojik degisimlerle iliskilendirilmektedir (DeSantis vd. 2019).

Meme kanseri, kadinlarda erkeklerden daha yaygin olarak goriilmektedir. Ancak nadir de
olsa erkeklerde de meme kanseri riski s6z konusu olabilmektedir. Bu bilgilere ek olarak,
uzun siireli hormonal tedavi kullanimi, erken yasta regl ve ge¢ menopoz gibi durumlar,
meme kanseri riskini artirabilmektedir. Hormonal dengesizlikler, sigara kullanimi, asir1
alkol tiikketimi, fiziksel aktivite eksikligi ve dengesiz beslenme gibi yasam tarzi faktorleri
de meme kanseri riskine neden olabilmektedir. Cevresel etmenler ve kisisel aligkanliklar,
hastalik riskinin artmasina katkida bulunabilmektedir (Satpathi vd. 2023). Bu risk
faktorlerinin bir araya gelmesi, meme kanseri gelisimi i¢in belirleyici olabilmektedir. Her
bireyin risk faktorleri farklidir ve kisisel saglik ge¢misinin yan1 sira genetik ve ¢evresel

etmenler de dikkate alinarak kapsamli bir degerlendirme yapilmalidir.

2.2.3 Meme kanseri cesitleri

Meme kanseri, bir¢cok farkl tiirde ortaya g¢ikabilen kompleks bir hastaliktir. Temelde,

kanser hiicrelerinin ortaya ¢iktig1 dokulara gore siniflandirilmaktadir.

Duktal Karsinom: Meme kanserlerinin en yaygin tiirlidiir ve genellikle siit kanallarinda

baslamaktadir. iki ana alt tiirii vardir;



Duktal Invasiv Karsinom (IDC): Siit kanallarinin disma c¢ikarak cevre dokulara
yayilabilmektedir.

Duktal In Situ Karsinom (DCIS): Siit kanallarinin icinde smirl kalir ve cevre dokulara
yayilmaz.

Lobiiler Karsinom: Meme lobiillerinde gelisir ve genellikle lobiiler hiicrelerde baslar.
Iki ana tiirii bulunmaktadir;

Lobiiler invasiv Karsinom: Lobiillerden ¢evre dokuya yayilabilmektedir.

Lobiiler in Situ Karsinom (LCIS): Genellikle bir timér olusturmaz ama kanser riskini
artirmaktadir (National Cancer Institute, 2022).

inflamatuar Meme Kanseri: Meme derisinin kizariklig1 ve sismesi ile karakterize
edilmektedir ve hizla ilerleyebilmektedir. Bu tiir, meme kanserinin nadir ama agresif bir

formudur (National Cancer Institute, 2022).

Bazi meme kanserleri hormon reseptorlerine veya genetik mutasyonlara bagli olarak
farkli sekillerde siniflandirilabilir:

ER-pozitif (Ostrojen Reseptdr Pozitif) Kanserler: Bu tiir kanserler, hiicrelerinde dstrojen
hormonunu taniyan reseptérlere sahiptir. Ostrojen, bu kanser hiicrelerinin biiyiimesine ve
cogalmasma katkida bulunabilmektedir. Tedavi genellikle hormon tedavileri
icermektedir. Aromataz inhibitorleri ve selektif Ostrojen reseptor modiilatorleri

(SERM'ler) gibi ilaclar kullanilarak dstrojenin etkisi azaltilmaktadir (Allison vd. 2020).

PR-pozitif (Progesteron Reseptér Pozitif) Kanserler: Progesteron hormonunu taniyan
reseptorlere sahip olan bu tiirde, progesteronun da kanser hiicrelerinin biiyliimesini tesvik
edebilecegi diislinilmektedir. Tedavi genellikle hormon baskilayici tedaviler igerir. ER-
pozitif ve PR-pozitif kanserler genellikle daha iyi prognoz gostermektedir ve hormon

tedavilerine olumlu yanit verebilmektedir (Allison vd. 2020).

HER2-pozitif Kanserler: HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), meme
kanseri hiicrelerinin yiizeyinde bulunan bir proteindir. HER2 pozitif kanserlerde bu
proteinin asir1 Uretimi gozlemlenmektedir, bu da hiicrelerin hizla biiylimesine ve
boliinmesine neden olabilmektedir. HER2 pozitif kanserler genellikle daha agresif

olabilmektedir. Tedavi genellikle HER2'yi hedefleyen monoklonal antikorlar



(trastuzumab gibi) ve HER2 inhibitorleri icermektedir. Bu tedaviler HER2'nin etkisini
bloke ederek kanser hiicrelerinin biiylimesini yavaslatmakta veya durdurmaktadir

(Fernandes vd. 2023).

Triple-negatif Kanserler: Triple-negatif Meme Kanseri (TNBC), dstrojen reseptorii (ER),
progesteron reseptorii (PR) ve HER2 proteini agisindan negatif test edilen meme
kanseridir. Bu tiir kanserler, diger alt tiirlerin aksine hormon tedavilerine veya HER2
hedefli tedavilere yanit vermemektedir (Collignon vd. 2016). Genellikle daha agresif bir
davranis sergilediginden tedavi segenekleri daha sinirli olabilmektedir. Tedavi genellikle
kemoterapi, radyoterapi ve bazi durumlarda immiinoterapiler icermektedir. Son yillarda

immiinoterapinin etkinligi lizerine arastirmalar yapilmaktadir.

2.2.4 Meme kanseri evreleri

Meme kanseri evrelemesi, kanserin viicutta ne kadar yayildigini belirlemeye yardimci
olan 6nemli bir tan1 aracidir. Evreleme, tedavi planlamasi ve prognozun belirlenmesinde
kritik bir rol oynamaktadir. Meme kanseri evreleri, kanserin boyutunu, lenf diigiimlerine
yayllma derecesini ve diger organlara yayilip yayillmadigimi belirlemek ig¢in
kullanilmaktadir. Bu evreleme genellikle TNM (Tiimor, Nod, Metastaz) sistemi
kullanilarak yapilir. TNM sistemi ii¢ ana bilesenden olugmaktadir (““Cancer Staging -

NCI”, 2024).

T (Timor): Primer tiimoriin boyutu ve lokal invazyon derecesini belirtmektedir;

TX: Primer tiimor degerlendirilemez.

TO: Primer tiimor belirlenemez.

Tis: Karsinoma in situ (kanser heniiz yayllmamis).

T1-T4: Primer tiimoriin boyutu ve/veya lokal invazyon derecesi arttitkga numara
artmaktadir. (T1 kiictik, T4 biiyiik ve ¢evre dokulara yayilmis).
N (Nod): Bolgesel lenf diiglimlerine yayilimi1 belirtmektedir.

NX: Bolgesel lenf diigimleri degerlendirilemez.

NO: Lenf diigiimlerine yayilim yok.



N1-N3: Lenf diigiimlerine yayilim derecesine gore numaralandirilir. (N1 az yayilim,
N3 ¢ok yayilim).
M (Metastaz): Uzak organlara yayilimi belirtmektedir.

MX: Uzak metastaz degerlendirilemez.

MO: Uzak metastaz yok.

M1: Uzak metastaz var.

Evre 0: Karsinoma in Situ: Evre 0, kanserin siit kanallar1 veya lobiiller i¢cinde sinirl

oldugu ve cevre dokulara yayilmadigi erken bir evredir.

Ductal Karsinoma in Situ (DCIS): Bu evrede kanser hiicreleri sadece siit kanallarinda
bulunur. Cevre dokulara yayilmamistir ve genellikle mamografi ile tespit edilmektedir
(Timbres vd. 2023).

Lobular Karsinoma in Situ (LCIS): Kanser hiicreleri siit {ireten lobiillerde bulunur, ancak
cevre dokulara yayilmamistir. LCIS, genellikle invaziv meme kanseri riskini artirir, ancak

kendi basina kanser olarak kabul edilmez (Timbres vd. 2023).

Evre I: Erken Evre Meme Kanseri: Evre I, kanserin kiiciik oldugu ve lenf diiglimlerine

yayillmadig1 veya ¢ok az yayildigi erken bir evredir.

Evre IA: Timor 2 cm veya daha kiiciiktiir ve lenf diiglimlerine yayilmamastir.

Evre IB: Memede ya da lenf diiglimlerinde ¢ok kiigiik (0.2 mm'den biiyiik ancak 2
mm'den kiigiik) kanser hiicreleri bulunmaktadir (Partin, 2022).

Evre II: Lokal ileri Meme Kanseri: Evre II, kanserin daha biiyiik oldugu veya

yakindaki lenf diiglimlerine yayildig1, ancak uzak organlara yayilmadig: evredir.

Evre IIA: Tiimor 2-5 cm arasinda olabilir, lenf diigtimlerine yayillmamis veya 2 cm veya
daha kii¢iik olabilir ve en fazla {i¢ lenf diiglimiine yayilmis olabilmektedir.

Evre 1IB: Tiimor 2-5 cm arasinda ve en fazla ii¢ lenf diiglimiine yayilmis veya 5 cm'den
biiyiik ve lenf diiglimlerine yayilmamis olabilmektedir (“Chemotherapy for breast cancer

- Mayo Clinic”, 2024).

Evre III: ileri Evre Meme Kanseri: Evre 111, kanserin biiyiik oldugu ve meme disinda

cevre dokulara ve lenf diiglimlerine yayildig: evredir.
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Evre IIIA: Tiimor 5 cm'den biiyiik olabilir ve koltuk alt1 lenf diiglimlerine yayilmig
olabilir veya meme digina yayilmis ancak uzak organlara yayilmamis olabilmektedir.
Evre IIIB: Tiimor herhangi bir boyutta olabilir, ancak meme cildine veya gogiis duvarina
yayilmis olabilir. Ayrica yakindaki lenf diiglimlerine de yayilmis olabilmektedir.

Evre IIIC: Tiim6r meme cildine, gogiis duvarina veya yakin lenf diigiimlerine yayilmis
olabilir. Ayrica kopriiciik kemigi alt1 veya tistii lenf diigiimlerine de yayilabilmektedir

(“Treatment of Breast Cancer Stages I-III | American Cancer Society”, 2024).

Evre 1V: Metastatik Meme Kanseri: Tiimor, meme ve cevre dokularin Otesine

yayilmis, uzak organlara (kemikler, karaciger, akcigerler, beyin gibi) metastaz yapmaistir.

2.2.5 Meme kanserinin molekiiler biyolojisi

Meme kanserinin gelisimi ve ilerlemesi, hiicre sinyal yollarindaki bozukluklar, genetik

mutasyonlar ve epigenetik degisikliklerle yakindan iligkilendirilmektedir.

1. Hiicre Sinyal Yollar1 ve Onkogenler: Meme kanseri, hiicre sinyal yollarinda
bozulmalara neden olmaktadir. En yaygin olarak etkilenen sinyal yollar1 arasinda
PIBK/AKT/mTOR, MapK/ERK ve JAK/STAT yollar1 bulunmaktadir. Bu sinyal
yollarindaki aktivasyon, hiicre biiylimesini, cogalmasini ve hayatta kalmasini tesvik
etmektedir (Peng vd. 2022).

2. Timor Supresor Genler: Meme kanserinde, tiimor supresor genlerin (TP53, PTEN,
BRCA1/2) mutasyonlart yaygindir. Bu genler normalde hiicre dongiisiinii diizenler
DNA onarimini saglar ve apoptozu tesvik etmektedir (Mylavarapu vd. 2018).

3. Epigenetik Degisiklikler: DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi
epigenetik degisiklikler, meme kanserinde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
kritik rol oynamaktadir. Bu degisiklikler, genlerin susturulmasina veya aktivasyonuna
yol agarak kanser gelisimine katkida bulunmaktadir (Pathak vd. 2023).

4. Hormon Reseptorleri: Meme kanseri hiicrelerinde 0Ostrojen ve progesteron
reseptorlerinin (ER ve PR) varligi, tiimoriin davramigini ve tedaviye yanitini
belirlemektedir. Hormon pozitif meme kanserleri, hormon terapileri ile tedavi

edilebilmektedir (Allison vd. 2020).
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5. HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2): HER2 pozitif meme kanseri,
HER2 geninin asir1 ekspresyonu veya amplifikasyonu ile karakterizedir. Bu tip meme
kanseri, hedeflenmis tedavi yontemleri ile tedavi edilebilmektedir (Swain vd. 2023).

6. MikroRNA'lar (miRNA'lar) ve Diger Non-Kodlayict RNA'lar: miRNA'lar, yaklasik
22 niikleotid uzunlugunda kiiciik, non-kodlayict RNA molekiilleridir. miRNA'lar, gen
ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Meme kanserinde, miRNA'larin anormal ekspresyonu, timdr baskilayicit genlerin
susturulmasina veya onkogenlerin aktivasyonuna yol agarak kanser progresyonuna
katkida bulunabilmektedir. Non-kodlayict RNA'lar (ncRNA'lar), protein kodlamayan
RNA molekiilleridir ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir

(Wang vd. 2021).

2.2.6 Meme kanseri tedavi yontemleri

2.2.6.1 Cerrahi tedavi

Cerrahi Tedavi, meme kanseri tedavisinde siklikla kullanilan ve temel bir yaklasim olan
bir yéntemdir. Bu tedavi, genellikle iki ana tiir cerrahi islemi icermektedir. Ilk olarak,
lumpektomi olarak bilinen yontem, tiimor ve cevresindeki kiigiik bir saglikli doku
parcasinin ¢ikarilmasini kapsamaktadir. Erken evre meme kanseri olan hastalar igin
uygun bir segenektir; bu yontem, tiimoriin meme dokusuna gore kiigiik oldugu
durumlarda tercih edilmektedir ve genellikle radyoterapi ile tamamlanmaktadir (Admoun
ve Mayrovitz, 2021). Diger yandan, mastektomi, tiim memenin cerrahi olarak
c¢ikarilmasini igermektedir. Bu yontem, tiimoriin biiyiik oldugu, meme dokusunun genis
bir kismini etkiledigi veya ¢oklu tiimorlerin varliginda uygulanabilmektedir. Mastektomi
tiirleri arasinda basit mastektomi, tiim meme dokusunun ¢ikarilmasini fakat lenf
nodlarimin alinmamasini igerirken, modifiye radikal mastektomi, meme dokusunun yani
sira aksiller lenf nodlariin da c¢ikarilmasimi kapsamaktadir. Radikal mastektomi ise,
meme dokusu, aksiller lenf nodlar1 ve gogiis duvari kaslarinin ¢ikarilmasini igerir ve

giiniimiizde nadiren uygulanmaktadir (Admoun ve Mayrovitz, 2021).
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2.2.6.2 Radyoterapi

Radyoterapi, kanser hiicrelerini hedef almak ve yok etmek amaciyla yiiksek enerjili
1sinlar kullanmaktadir. Bu tedavi yontemi, 6zellikle cerrahi islemler sonrasi kalan kanser
hiicrelerinin etkisiz hale getirilmesinde sikc¢a tercih edilmektedir. Radyoterapi, iki ana
formda uygulanmaktadir. Eksternal radyoterapide, radyasyon, bir cihaz araciligiyla
disaridan dogrudan meme bdlgesine yonlendirilir ve tedavi genellikle haftada bes giin,
birkag hafta siiresince gerceklestirilmektedir. Diger bir tiir olan internal radyoterapi veya
diger adi ile brakiterapi ise, radyasyon kaynaklarini dogrudan tiimdriin bulundugu
bolgeye veya meme dokusunun igine yerlestirmektedir. Bu yontem, genellikle daha kisa
bir siire i¢cinde uygulanir ve hedefe yonelik olmasi sayesinde daha az yan etki riski

tagimaktadir (Shah vd. 2021).

2.2.6.3 Kemoterapi

Kemoterapi, kanser hiicrelerini hedef alarak yok etmek i¢in ¢esitli anti-kanser ilaglarinin
kullanildig: bir tedavi yontemidir. Bu yontem hem cerrahi 6ncesi hem de cerrahi sonrasi
donemlerde uygulanabilmektedir. Neoadjuvan kemoterapi, timoriin boyutunu kiigiiltmek
ve cerrahiyi daha etkili hale getirmek amaciyla cerrahiden 6nce uygulamaktadir. Adjuvan
kemoterapi ise, cerrahiden sonra kalan mikroskobik kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak
icin kullanilmaktadir (Lim vd. 2014). Ayrica, metastatik meme kanseri olan hastalarda da
bu tedavi yontemi, timorlerin viicudun diger bolgelerine yayilmasini kontrol altina almak
icin tercih edilmektedir. Kemoterapide sik¢a kullanilan ilaglar arasinda doksorubisin,

siklofosfamid, paklitaksel ve karboplatin bulunmaktadir.

2.2.6.4 Hormonal terapi

Hormon reseptorii pozitif meme kanseri olan hastalarda hormonal terapi, Gstrojen ve
progesteron hormonlarinin etkilerini azaltarak kanser hiicrelerinin biiylimesini
durdurmay1 hedeflemektedir. Bu tedavi genellikle cesitli ilaglarla uygulanmaktadir.
Tamoxifen, 0Ostrojen reseptorlerini bloke ederek hem premenopozal hem de

postmenopozal kadinlarda kullanilmaktadir ve genellikle 5-10 yil siiresince devam
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etmektedir. Aromataz inhibitorleri ise, Ostrojen iiretimini azaltarak calismaktadir ve
genellikle postmenopozal kadinlarda tercih edilmektedir; anastrozol, letrozol ve
eksemestan bu grubun 6rneklerindendir (Bradley vd. 2022). GnRH agonistleri (leuprolid
ve goserelin), premenopozal kadinlarda yumurtaliklarin = Gstrojen  {iretimini
baskilamaktadir ve genellikle kemoterapi ile kombinasyon halinde kullanilmaktadir
(Huerta-Reyes vd. 2019). Son yillarda, hormonal tedaviye ek olarak CDK4/6 inhibitdrleri
gibi yeni ajanlar da gelistirilmistir; bu ilaglar, hiicre dongiisiinii kontrol eden proteinleri
hedef alarak tedavi sonuclarini iyilestirmeyi hedeflemektedir (Finn vd. 2016; McAndrew
ve Finn, 2022). Bu ¢esitli tedavi yaklagimlari, hormon reseptorii pozitif meme kanserinin
yonetiminde Onemli bir rol oynamaktadir ve hastalarin tedavi segeneklerini

genisletmektedir.

2.2.6.5 Hedefe yonelik tedavi

Hedefe yonelik tedavi, meme kanseri tedavisinde kanser hiicrelerinin belirli molekiiler
Ozelliklerini hedef alarak daha etkili ve genellikle daha az yan etkiye sahip bir tedavi
yaklasimi sunmaktadir. Bu tedavi tiiri, kanser hiicrelerinin biiylime ve yayilma

mekanizmalarini hedef alan ilaclar kullanmaktadir.

HER2-pozitif meme kanseri hastalarinda trastuzumab (herceptin) gibi ilaglar, hiicre
yizeyindeki HER2 proteinini hedef alarak kanser hiicrelerinin biiylimesini
durdurmaktadir. Pertuzumab ve ado-trastuzumab emtansine (kadcyla) gibi diger ilaglar
da HER2'yi hedef alarak tedavi etkinligini artirmaktadir (Zhu vd. 2024). CDK4/6
inhibitorleri olan palbociclib, ribociclib ve abemaciclib, hiicre dongiisiinii kontrol eden
proteinleri hedef alarak kanser hiicrelerinin ¢gogalmasini engeller ve hormonal tedavi ile
kombine edildiginde 6zellikle hormon reseptorii pozitif metastatik meme kanserinde
etkilidir (Li vd. 2022). PARP inhibitorleri (olaparib ve talazoparib) ise BRCA1 veya
BRCA2 mutasyonlar1 tagiyan hastalarda DNA onarim mekanizmalarini hedef alarak

etkili olmaktadir (Xiong vd. 2024).
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2.2.6.6 immiinoterapi

Immiinoterapi, bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerine karsi dogal savunma
mekanizmalarini giiclendiren bir tedavi yontemidir ve belirli genetik 6zelliklere sahip
meme kanseri tiirlerinde kullanilmaktadir. Pembrolizumab (Keytruda), bagisiklik
sisteminin kanser hiicrelerine saldirmasina yardimci olan PD-1 proteinini hedef
almaktadir ve ozellikle triple negatif meme kanseri (TNBC) olan hastalarda etkili
olabilmektedir (Sunshine ve Taube, 2015). Benzer sekilde, Atezolizumab (Tecentriq),
PD-L1 proteinini hedef alarak bagisiklik yanitin1 artirmaktadir ve TNBC hastalarinda
kullanilabilmektedir. Bu tedavi yontemleri, bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini
tanimasini ve yok etmesini saglayarak, hastaligin ilerlemesini durdurmayi veya

yavaglatmay1 amaglamaktadir (Schmid vd. 2020).

Bu tedavi yaklasimlari, kanser hiicrelerinin spesifik zayif noktalarini hedef alarak saglikli
hiicrelere minimum zarar verirken kanser tedavisinde daha iyi sonuglar elde edilmesini
amaglamaktadir. Bu tiir tedaviler, molekiiler testlerle belirlenen uygun hastalarda
kullanilmaktadir ve kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin 6nemli bir pargasini

olusturmaktadir.

Bu tedavilerin kansere karsi kullanimini ve etkinligini zayiflatan smirlamalar
bulunmaktadir. Kanser tedavisinde en yaygin kullanilan tedavi tiiri kemoterapi, saglikli
hiicrelere de zarar vermekte veya 6ldiirmektedir, bu da hastalar arasinda ciddi yan etkilere
neden olmaktadir. Bu nedenle, normal hiicreler iizerinde daha az olumsuz etkisi olan
kanser hiicrelerini hedef alan ve ayn1 zamanda kanser hastalarinin yasam kalitesini artiran
yeni anti-kanser bilesiklerini kesfetmek gerekmektedir. Dogal {iriinler, kanserin
onlenmesinde ve tedavisinde yardimci olabilecek bilesiklerin kesfi icin nemli bir kaynak

haline gelmistir (Yao vd. 2022).

Son yillarda yapilan invitro ve invivo ¢alismalar, ¢ok ¢esitli kanser hiicre hatlarinda
polisakkaritlerin miikemmel anti-kanser aktivitelerini ortaya koymaktadir. Ozellikle bazi
polisakkaritler, tiimor hiicresi proliferasyonunu inhibe etmede ve olumsuz etkilere neden

olmadan kanser hiicrelerine zarar vermede etkilidir, boylece geleneksel kemoterapinin
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baslica dezavantajlarin1 gidermektedir. Polisakkaritlerin anti-kanser aktivitesi uzun
zamandir biliniyor olmasina ragmen, anti-kanser etkileri ve terapétik etkilerinin altinda
yatan mekanizmalar hakkinda ¢ok az g¢alisma bulunmaktadir. Polisakkaritlerin anti-
kanser aktivitelerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin daha i1yi anlasilmasi, anti-
kanser tedavilerinin tanimlanmasina ve gelistirilmesine siiphesiz katkida bulunacaktir

(Yao vd. 2022).

2.3 Siilfatlanms Polisakkaritler

Polisakkaritler dogal makromolekiiler bilesiklerdir. Glikosidik baglarla baglanmis tek
veya ¢oklu ¢esitli monosakkarit birimlerinden olusmaktadirlar. Deniz algleri zengin bir
polisakkarit kaynagidir. Hiicre duvari yapisinin ve enerji rezervlerinin ana bilesenleri olan
polisakkaritler, deniz alglerinin kuru agirliginin %50'sinden fazlasini1 olusturmaktadir.
Siilfatlanmig polisakkaritler (SP’ler) olarak da bilinen deniz alglerinden ekstrakte edilen
polisakkaritler, bilesimleri ve yapilar1 bakimindan bitki kokenli diger tim
polisakkaritlerden farklidir ve spesifik olarak biyolojik islevleri bulunmaktadir (Yao vd.
2022).

Deniz yosunlari olarak da bilinen deniz algleri, okyanustaki en bol biyolojik kaynaklardan
biridir ve insan diyetinin 6nemli bir parcas: haline gelmektedir. Antik c¢aglardan beri,
deniz algleri bir¢ok iilkede, 6zellikle Cin, Japonya, Tayland ve Kore gibi Asya tilkelerinde
gida ve ilag olarak kullanilmaktadir. Proteinler, peptitler, mineraller, vitaminler,
polifenoller ve polisakkaritler gibi ¢esitli biyoaktif maddelerin zengin kaynaklar1 olan
deniz algleri, diyet takviyeleri, fonksiyonel gidalar, ilaglar ve kozmetikler olarak

kullanilmak tizere biiyiik bir potansiyele sahiptir (Yao vd. 2022).

Siilfatlanmis Polisakkaritler, siilfat gruplar1 iceren bir polisakkaritler sinifidir ve seker
birimlerinin hidroksil gruplar1 iizerinde siilfat gruplar1 iceren polisakkaritleri ifade
etmektedir. Polisakkaritlerin siilfatlanmasindan sonra, siilfatlanmig hidroksil gruplari,
sterik engelleme ve elektrostatik itmede degisiklikler gostermektedir; ayrica polisakkarit
zincirinin esnemesi, uzamasit ve suda c¢oziinirliigii artarak biyolojik aktivitelerin

degismesine neden olmaktadir (Zhang vd. 2005). Cok sayida bilimsel c¢alisma,
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stilfatlanmis polisakkaritlerin, stilfatlanmayanlardan daha iyi biyolojik 0Ozellikler
sergiledigini gostermektedir; ayrica bagisiklik, anti-viriis ve anti-oksidasyon gibi énemli
biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir (Wang vd. 2014; Xie vd. 2016). Bu essiz yapisal
Ozellikleri nedeniyle, siifatlanmis polisakkaritler ¢esitli matris ve hiicresel proteinlerle
etkilesime girerek ¢esitli fizyolojik tepkilere yol agmaktadir (De Araujo vd. 2011; Kang
vd. 2022).

Siilfatlanmis polisakkaritler genellikle deniz alglerinde, deniz omurgasizlarinda ve deniz
mikroorganizmalarinda yaygindir (Nunes vd. 2019). Deniz algleri, esas olarak
Chlorophyceae (yesil algler), Rhodophyceae (kirmizi algler) ve Phaeophyceae
(kahverengi algler) dahil olmak {izere en bol SP kaynaklaridir. SP'lerin molekiiler yapis1
alg tiirlerine, yaslarina ve ekstraksiyon yoOntemlerine gore degismektedir. Deniz
alglerinde bulunan baslica SP'ler, kahverengi alglerden fucoidan, kirmizi alglerden
karragenan ve agar, yesil alglerden ulvan olarak bilinmektedir (Gupta ve Abu-Ghannam,
2011; Kang vd. 2022). SP’ler, deniz alg gruplarinin {i¢ ana bdliimiinde, Rhodophyta,
Phaeophyta ve Chlorophyta'da farkli miktarlarda bulunmaktadir. Rhodophyta'da bulunan
bu bilesikler, tamamen galaktoz veya modifiye galaktoz birimlerinden olusan
galaktanlardir. Phaeophyta'nin genel stilfatlanmis polisakkaritlerine, siilfatlanmis 1-
fukoza dayanan polidispers molekiil ailelerini iceren fucoidanlar denmektedir.
Chlorophyta'da baslica polisakkaritler polidispers heteropolisakkaritlerdir, ancak
homopolisakkaritler de bulunabilmektedir. Siilfatlanmis polisakkaritler genellikle
antikoagiilan, antioksidan, antiproliferatif, antitiimoral, antiinflamatuar, antiviral,
antipeptik ve antiadesive aktiviteler gibi 6nemli farmakolojik aktivitelere sahiptir. (Costa

vd. 2010).

2.3.1 Siilfatlanms Polisakkaritlerin kimyasal yapisi

Polisakkaritler glikosidik baglarla baglanmis tek veya ¢coklu monosakkarit birimlerinden
olugmaktadirlar. Dikkate deger bir kesif olarak; molekiiler agirlik, monosakkarit alt
birimleri ve glikosidik baglar gibi SP'lerin kimyasal 6zellikleri, anti-kanser aktivitelerini
etkileyebilmektedir. Arastirmalar, fucoidan'in molekiiler agirliginin anti-kanser etkileri

ile iliskili olabilecegini gostermektedir.
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Ayrica, (1 — 3) ve (1 — 4) baglh a-1-fukopiranoz kalintilarindan olusan siilfatlanmig ve
kismen asetillenmis fucoidan'in, melanom hiicrelerinde koloni olusumunun ilerlemesini
onemli 6l¢iide baskiladigi bilinmektedir. Bu nedenle, pek ¢ok ¢alismada arastirma konusu
olan SP’lerin tam karakterizasyonu i¢in sadece etkilerin ve ¢oklu mekanizmalarin degil,
ayni zamanda yapilariin da tanimlanmasi gerekmektedir. Pek ¢cok SP, karasal bitkilerde
bulunanlardan farkli olarak benzersiz yapilara sahiptir. Ayni zamanda {i¢ filumdan elde
edilen SP'lerin de kimyasal yapilarinda farkliliklar gzlemlenmektedir (Sekil 3) (Yao vd.
2022). Kirmiz1 alglerde, agar, agaroz ve karrageenan basglica polisakkaritlerdir. Buna
karsilik, kahverengi alglerdeki baslica polisakkaritler laminarin, fucoidan ve aljinattir,
ulvan, seliiloz, mannan ve siilfatlanmig rhamnan ise yesil alglerde en bol bulunan

polisakkaritlerdir (Yao vd. 2022).
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Sekil 2.5 Siilfatlanmis polisakkaritlerin kimyasal yapilar1 (Yao vd. 2022)
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2.3.2 Alglerden elde edilen 6nemli siilfatlanms polisakkaritler

Deniz algleri, hayvansal olmayan siilfatlanmis polisakkaritlerin en énemli kaynagidir.
Ayrica, alglerden elde edilen siilfatlanmis polisakkaritlerin yapist alg tiirlerine gore
degismektedir. Bu nedenle, bir deniz yosunundan saflastirilan her yeni siilfatlanmis
polisakkarit, benzersiz yapilara ve dolayisiyla potansiyel yeni biyolojik aktivitelere sahip

yeni bir bilesiktir.

Algler kahverengi (Phaeophyta), kirmizi (Rhodophyta) ve yesil (Chlorophyta) algler
olarak siniflandirilabilmektedir (do-Amaral vd. 2020). Polisakkaritlerin icerigi farkli
tiirler arasinda degismektedir (kahverengi alglerde %35-70, kirmiz1 alglerde %38-76 ve
yesil alglerde %15-65) (Saravana ve Chun, 2017). Kahverengi alglerden fucoidan,
kirmiz1 alglerden karragenan ve agar, yesil alglerden ulvan dahil olmak iizere baz1 tipik

alg polisakkaritleri hakkinda pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir (Morelli vd. 2017).

2.4 Fucoidan Tanimi ve Tarihgesi

Fucoidan, baglica kahverengi deniz yosunlarinda bulunan kompleks bir siilfatlanmis
polisakkarittir. Bu bilesik, L-fukoz ve siilfat gruplarinin yani sira galaktoz, mannoz ve
glukuronik asit gibi diger monosakkaritleri de icerebilmektedir. Fucoidanin kimyasal
yapisi, kaynagina ve ekstraksiyon yontemine bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir
(Anisha vd. 2022). Bu polimer, biyolojik aktiviteleri nedeniyle tip ve saglik bilimlerinde
biliyiik ilgi gormektedir. Antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, antikoagiilan ve
antikanserojen Ozellikleriyle dikkat c¢eken fucoidan, cesitli hastaliklarin tedavisinde

potansiyel bir ajan olarak incelenmektedir. (Jayawardena vd. 2022).

Fucoidan ilk olarak 1913 yilinda Isvecli kimyager Harald Kylin tarafindan kesfedilmistir.
Kylin, kahverengi deniz yosunlarindan fucoidami izole etmis ve kimyasal yapisini
incelemistir. Kesfinden sonra, fucoidanin biyolojik etkileri lizerine yapilan arastirmalar
yavas ilerlemistir. Ancak, 20. yilizyilin sonlarina dogru fucoidanin biyomedikal

potansiyeli lizerine yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir.
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1990'l yillardan itibaren, 6zellikle Asya'da, fucoidanin saglik iizerindeki olumlu etkileri
tizerine bir¢ok arastirma yapilmistir. Japonya, Giliney Kore ve Cin gibi iilkelerde yapilan
bu caligmalar, fucoidanin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve immiin sistem
bozukluklar1 gibi c¢esitli saglik sorunlarinin tedavisinde kullanim potansiyelini ortaya
koymustur (Li vd. 2008). Son yillarda, modern bilim ve teknoloji kullanilarak fucoidanin
daha detayli yapisal ve biyolojik analizleri yapilmig, bdylece bu bilesigin terapotik
uygulamalar1 hakkinda daha fazla bilgi edinilmistir. Fucoidanlar gibi dogal biyoaktif
bilesiklerin antiproliferatif potansiyeli daha iyi bilinmektedir ve bu aktivite, dogal
biyogesitlilik ile birlestiginde, kansere kars1 yeni nesil terapdtiklerin gelistirilmesine izin

verecektir (Malyarenko ve Ermakova, 2017).

2.4.1 Fucoidan yapisi ve ozellikleri

Fucoidan, esas olarak bir glikosidik bag ile dogrusal veya dalli bir zincire baglanan
stlfatlanmis a-Fuc kalintilar1 tarafindan olusturulmaktadir (Andryukov vd. 2020).
Genellikle kahverengi alglerin hiicre duvar1 matrislerinde bulunmaktadir. Ayn1 zamanda
bazi deniz kestanesi ve deniz hiyari tiirlerinde de mevcut oldugu bilinmektedir (Pradhan
vd. 2020). Farkli omurgasizlardan ekstrakte edilen fucoidan'in benzer bir yapiya sahip
oldugu bildirilmektedir. Kahverengi alglerden elde edilenlerinin ise farkl: tiirler ve yaslar
arasinda cesitlendirilmis molekiiler yapilara sahip oldugu bilinmektedir (Etman vd.
2020). Siilfatlanmis polisakkaritlerde stilfat gruplarinin varligr ve dagilimi, fucoidanin

biyolojik aktivitelerini belirleyen 6nemli kritik faktrlerdendir.

Fucoidanlarin kimyasal bilesimleri ve molekiiler yapilari, ¢esitli kahverengi alg tiirleri
arasinda farklhidir (Vo 2020). Fucoidan esas olarak siilfatlanmis Fuc igermektedir
(%60'tan fazla). Mannoz, galaktoz, glikoz, ksiloz ve iironik asitler dahil olmak tizere diger
monosakkaritlerin kii¢iik bir yiizdesini de igerdigi rapor edilmektedir (do-Amaral vd.
2020). Fucoidan'daki siilfat igerigi, %7,66 ila %38,3 arasinda kaynaklarina gore farklilik
gostermektedir (Wen vd. 2021). Fucoidan ayrica tiirlere, hasat mevsimlerine ve cografi
bolgelere bagli olarak 7 kDa ile 2379 kDa arasinda degisen genis bir Mw aralig1
gostermektedir (Lim ve Wan Aida, 2017). Farkli alg tiirlerinden Fucoidan, farkli kimyasal

bilesimler icermektedir. Genel olarak deniz kaynaklarindan elde edilen dogal fucoidan iki
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tip kimyasal yapiya sahiptir. Tip I fucoidan, Fuc'un O-2 ve O-4 pozisyonlarinda siilfat
gruplart ile 1,3-a-L-Fucp'den olusmaktadir. Tip II fucoidan, Fuc'un O-2, O-3 ve O-4
pozisyonlarinda stilfat gruplariyla degisen 1,3- ve 1,4-a-L-Fucp'den olusmaktadir.
(Shang, 2020; Chi ve Wang, 2023). Son zamanlarda, tip I ve II fucoidana kiyasla farkl
stilfat ikameleri, Mw, dallanma ve seker kalintilar1 ile bazi farkli fucoidan tiirleri de rapor

edilmektedir (Etman vd. 2020).

Yapilarindaki tim bu farkliliklar farkli biyolojik sonuglara yol acabilmektedir.
Fucoidanin en dikkat ¢ekici biyolojik aktivitelerinden biri antikoagiilan etkisidir. Kan
pihtilagmasini 6nleme yetenegi, siilfat gruplarinin trombin ve diger pihtilagma faktorlerini
inhibe etmesi ile iligkilidir. Bu o6zellik, damar tikanikliklar1 ve diger pihtilasma
bozukluklarinin tedavisinde fucoidanin kullanimini desteklemektedir (Nagahawatta vd.
2023). Ayrica, fucoidanin yapisindaki siilfat gruplarmin viral partikiillerle etkilesime
girerek viriislerin hiicrelere baglanmasini ve girisini engelledigi gosterilmistir. Ozellikle
HIV ve influenza gibi zarfli viriislere kars1 etkili olan fucoidan, viral enfeksiyonlarin
onlenmesinde ve tedavisinde potansiyel bir ajan olarak degerlendirilmektedir

(Nagahawatta vd. 2023).

Fucoidanin immiinomodiilator etkileri, bagisiklik sistemi hiicrelerinin aktivitesini modiile
ederek bagisiklik yanitlarini giiclendirmesini igermektedir. Bu etki, enfeksiyonlarla
miicadelede ve bagisiklik sistemi zayiflamis bireylerin tedavisinde olduk¢a 6nemlidir ve
fucoidan'in farkli alg tiirlerinden elde edilen versiyonlarmin yapisal farkliliklari ve
kimyasal bilesimlerinin, anti-inflamatuar ve immiinomodiilator aktiviteleri iizerinde

belirleyici oldugu belirtilmektedir.

Fucoidan'n  farmakokinetik ozellikleri, uygulama yOntemine gore degisiklik
gosterebilmektedir. Nanopargaciklar i¢inde enkapsiile edilmesi, hiicre gecirgenligini

artirarak sitotoksik aktivitesini ylikseltebilir (Apostolova vd. 2020).
Fucoidanin antitimor aktiviteleri de genis bir arastirma alanmi olusturmaktadir. Cesitli

kanser hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif ve apoptotik etkiler géstermektedir. Kanser

hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurma ve programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptoz) tetikleme
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yetenegi, fucoidanin antitiimor etkinliini ortaya koymaktadir. Bu o6zellik, kanser
tedavisinde destekleyici bir ajan olarak kullanilmasini saglamaktadir. Yapisindaki siilfat
gruplarinin yogunlugu, bu biyolojik aktivitenin etkinligini artirmaktadir (Li vd. 2008).

Buna ek olarak, fucoidan antioksidan ozellikleri ile de dikkat ¢ekmektedir. Serbest
radikalleri notralize ederek hiicreleri oksidatif strese karsi korumaktadir. Bu antioksidan
aktivite, hiicrelerin yaslanma siirecini yavaslatmada ve oksidatif stresle iligkili
hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kronik hastaliklarin tedavisinde
ve yaslanma karsit1 irlinlerde fucoidanin kullanimi bu baglamda degerlendirilmektedir

(Patel, 2012).

Son yillarda yapilan arastirmalar, fucoidan'in osteoporoz tedavisinde ve kemik
metabolizmasinin diizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymustur.
Ayrica, antiinflamatuar 6zellikleri sayesinde iltihaplanma siireclerini azaltmada etkin
olabilecegi belirtilmektedir (Luthuli vd. 2019). Bu biyolojik aktiviteler, fucoidan't hem

farmasotik hem de gida takviyeleri alaninda da degerli kilmaktadir.

2.4.2 Fucoidanin kullanim alanlari ve kanserle iliskisi

Fucoidan, genis biyolojik aktivitelere sahip bir bilesik olarak ¢esitli tibbi ve saglik
uygulamalarinda kullanilmaktadir. inflamasyonu azaltic1 6zellikleri sayesinde, artrit ve
diger kronik inflamatuar hastaliklarin tedavisinde Onemli bir ajan olarak
degerlendirilmektedir. Ozellikle, fucoidanmn inflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe
ederek inflamasyonu azaltabilecegi bulunmustur (Oliyaei vd. 2022). COVID-19
pandemisi sirasinda fucoidanin antiviral etkileri de 6nemli bir arastirma konusu olmustur.
Fucoidanin SARS-CoV-2'ye karst potansiyel koruyucu etkileri incelenmis ve viriis
replikasyonunu inhibe edebilecegi ve bagisiklik yanitin1 modiile edebilecegi belirtilmistir
(Ogodo vd. 2022). Bu bulgular, fucoidanin viral enfeksiyonlara karsi etkili bir savunma

mekanizmasi olabilecegini gostermektedir.
Fucoidanin antikoagiilan ve anti-trombotik o6zellikleri, kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde de 6nemli rol oynamaktadir. Fucoidanin kan pihtilagmasini inhibe ederek

tromboz ve diger kardiyovaskiiler rahatsizliklarin 6nlenmesinde etkili olabilecegi
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belirtilmistir (Phull ve Kim, 2017). Bagisiklik sistemi iizerindeki olumlu etkileri
sayesinde, fucoidan immiin yaniti giiclendirmek i¢in de kullanilmaktadir. Fucoidanin
bagisiklik hiicrelerini aktive ederek ve inflamatuar yanitt modiile ederek immiin sistemi

giiclendirdigi gosterilmistir (Oliyaei vd. 2022).

Kanser hiicreleri iizerinde farmasotik ve terapotik yaklasimlar acisindan potansiyel bir
etkiye sahip olabilecegine isaret eden siilfatlanmis polisakkaritler, deniz makrofitleri,
polisakkaritler, yag asitleri, biyoaktif peptitler, vitaminler, mineraller, antioksidanlar ve
digerleri dahil olmak tizere degerli ve yapisal olarak degisken biyolojik olarak aktif
bilesiklerin kaynagi olarak bilinmektedir (Yao vd. 2022).

Fucoidanin kanser tedavisindeki potansiyeli, son yillarda yapilan bir¢ok arastirma ile
desteklenmistir. Bu bilesigin cesitli kanser tiirleri iizerinde antiproliferatif, pro-apoptotik
ve anti-anjiyogenik etkiler gosterdigi kanitlanmistir. Fucoidanin farkli kanser
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptotik yollar1 aktive ettigi

belirtilmistir (Duan vd. 2020).

Ozellikle meme kanseri iizerine yapilan arastirmalar, fucoidanin bu kanser tiiriinde etkili
olabilecegini gostermektedir. Fucoidanin meme kanseri hiicrelerinin migrasyon ve
invazyonunu inhibe ederek metastazi 6nleyebilecegi ortaya konmustur (Lin vd. 2020). Bu
calisma, fucoidanin metastazla iligkili genlerin ekspresyonunu diizenleyerek kanser
hiicrelerinin yayilmasini engelleyebilecegini gostermektedir. Kolon kanseri hiicreleri
tizerinde yapilan ¢alismalar da fucoidanin antikanser etkilerini desteklemektedir.
Fucoidanin kolon kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurarak ve apoptotik yollari

aktive ederek hiicre 6liimiinii indiikledigi gosterilmistir (Lin vd. 2020).

Fucoidanin kanser tizerindeki etkileri, hiicresel sinyal yollarim1 modiile etmesi ve
bagisiklik sistemini giliglendirmesi ile iliskilidir. Bu bilesik, kanser hiicrelerinde oksidatif
stresi artirarak ve antioksidan savunma mekanizmalarini bozarak hiicre 6liimiinii tesvik
eder. Fucoidanin oksidatif stres ve apoptoz yoluyla kanser hiicrelerini 6ldirdiigi
belirtilmistir (Shiau vd. 2022). Ayrica, fucoidan, tiimor mikrogevresinde inflamasyonu

azaltarak ve immiin yanit1 artirarak timor biiylimesini engelleyebilir. Fucoidanin immiin
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yanitt modiile ederek ve inflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe ederek tiimor

biiyiimesini baskiladigi gosterilmistir (Phull ve Kim, 2017).

2.5 Kaveolin-1 Proteini Yapisi ve Ozellikleri

Kaveola; Ilk kez 1953'te gozlemlenen ve hiicre zarmin 60-80 nm capinda kiigiik "kese
seklindeki" invaginasyonlardir (Palade, 1953). Bu yapilar, baz1 hiicre yiizey reseptorleri
de dahil olmak iizere g¢esitli sinyal molekiilleri ile zenginlestirilmistir. Kaveola,
fibroblastlarda, vaskiiler endotel hiicrelerinde, adipositlerde ve epitel hiicrelerinde
belirgin sekilde bulunmaktadir. Kaveol’lerin ana membran bilesenleri, kaveolinler olarak
bilinen bir integral membran proteinleri ailesidir. Kaveolinler endositoz, transitoz, lipid
homeostazi, sinyal iletimi ve tiimorigenez gibi ¢esitli hiicresel siireglerde rol oynarlar (Lai
vd. 2021; Yang vd. 2021; Reshkin vd. 2022). Kaveolin-1, arastiricilar tarafindan
kaveolanin 6nemli bir bileseni olarak kesfedilen, plazma membrani, Golgi cisimcigi ve
trans-Golgi tiirevi tagima vezikiillerinde lokalize olan bir proteindir (Glenney ve Soppet,

1992; Kurzchalia vd. 1992; Schlegel ve Lisanti, 2000).

Kaveolin-1 yaklasik 22 kDa molekiiler agirliga sahiptir ve merkezi transmembran bolgesi
ile hem N-terminal hem de C-terminal uglan sitoplazmada bulunmaktadir. Bu 6zellik,
proteinin plazma membranina sikica baglanmasini saglamaktadir. Kaveolin-1, hiicre
membraninda lipid raftlar1 ad1 verilen mikrodomain stabilizasyonunda kritik bir rol oynar.
Bu mikrodomainler, hiicresel sinyal iletimi, endositoz ve kolesterol homeostazi1 gibi
bircok dnemli hiicresel siirecte yer alir (Goetz vd. 2008). Kaveolin-1, hiicre tipine bagl
olarak ¢Oziiniir bir sitoplazmik formda veya salgilanan bir formda eksprese edilmektedir.
(Rudick ve Anderson, 2002). Kaveolin ailesi ii¢ iiyeden olusur: kaveolin-1, kaveolin-2 ve
kaveolin-3. Kaveolin-1 ¢esitli dokularda yaygin olarak eksprese edilirken, kaveolin-3
kaslara Ozgiidiir. Stabilizasyon ve plazma membran lokalizasyonu i¢in kaveolin-1

gereklidir (Parolini vd. 1999).
Kaveolin-1, ¢esitli sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Bu sinyal
yolaklar1 arasinda Ras, Src kinaz ve eNOS gibi 6nemli proteinler bulunur. Kaveolin-1'in

bu proteinlerle etkilesimi, hiicresel biiylime, farklilasma ve apoptoz gibi siirecleri

24



etkileyebilir. Hiicre tipi ve dokuya bagli olarak Kaveolin-1'in islevi degiskenlik
gosterebilir ve Ozellikle kanser biyolojisinde hem tiimdr baskilayict hem de tiimor

destekleyici roller iistlenebilir. (Goetz vd. 2008).

2.5.1 Tiumér baskilayici rolii ve kanserle iliskisi

Son yillarda yapilan ¢alismalar, Kaveolin-1'in kanser, diyabet, ateroskleroz, restriktif
akciger hastalifi, pulmoner fibrozis, kardiyomiyopati, kas distrofisi ve mesane
disfonksiyonu dahil olmak iizere bir dizi insan hastaliginda kaveolinin 6nemli rolii
gosterilmistir (Hnasko ve Lisanti, 2003). Birgok ¢alisma, timor progresyonu siirecinde
kaveolin-1'in Onemini ortaya koymus ve farkli tiimor tiplerinde farkli ekspresyon
seviyeleri ile tespit edilmistir (Williams vd. 2005; Diaz-Valdivia vd. 2022). Bir¢ok
raporda, kaveolin-1 ekspresyonunun tiimor derecesi, biiyiikliigli ve evresi ile iliskili

oldugu belirtilmistir (Raja vd. 2019; Teruel vd. 2024; Wang vd. 2024).

Ozellikle meme kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde, Kaveolin-1 seviyeleri tiimor
progresyonu ve metastaz ile iligkilidir. Kaveolin-1'in diisiik ekspresyonu, daha agresif
tiimor fenotipleri ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir. Onceki c¢alismalarda meme
kanseri hastalarinda prognozu belirlemek i¢in hem epitelyal hem de stromal kaveolin

tespit edilmistir (Witkiewicz vd. 2010).

Bununla birlikte, kaveolin-1'in ayn1 zamanda bir tlimoér baskilayici olarak da islev
gordiigl calismalar bulunmaktadir (Diaz vd. 2020). Kaveolin-1'in bu ikili roliinlin timor
tiplerindeki ekspresyon diizeylerine bagli oldugu ifade edilmistir. Bu bilgiler
dogrultusunda bu tez ¢aligmasinda stilfatlanmis polisakkaritlerden fucoidan ile muamele
edilen MCF-7 kanser hiicrelerinde, kaveolin-1 ekspresyonunun hangi yonde etkilendigi

ve bu etkilerin tiimor progresyonu ile olan baglantis1 degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tez calismasinda kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik madde olarak kullanilacak
stilfatlanmis polisakkarit olan fucoidan ticari olarak temin edilmistir (Katalog No: C4038,
ApexBio, Houston, USA). DMSO ’da 50 mg/ml konsantrasyonunda c¢ozdiiriilerek
fucoidan ¢oOzeltisi hazirlanmistir. Ek olarak hazirlanan fucoidan ¢ozeltisi, deneylere
uygun olarak kullanilacak sekilde DMEM besiyeri ile farkli konsantrasyonlara
seyreltilmistir. Benzer sekilde pozitif kontrol grubu olarak kullanilmis kemoterapdtik bir
ajan olan tamoxifen ticari olarak satin alinmistir (Katalog No: B5965, ApexBio, Houston,
USA). DMSO ‘da 25 mg/ml konsantrasyonunda c¢ozdiiriilerek tamoxifen c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda yapilacak deneyler i¢in meme kanseri MCF-7
hiicre hatt1 kullanilmistir. MCF-7 hiicreleri, %10 FBS ve %] penicillin/streptomycin
iceren yiiksek glukozlu DMEM besi yeri ortaminda, 37°C sicaklikta ve %5 CO2 ihtiva

eden ortamda kiiltiirlenmistir.

Sekil 3.1 MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin inverted mikroskop altinda 10x biiyilitme ile
elde edilen goriintiisii
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3.1.1 MCF-7 hiicre hatti ve ozellikleri

Tez c¢alismasi kapsaminda yapilan deneyler i¢in meme kanseri MCF-7 hiicre hatti
kullanilmistir. MCF-7 hiicre hatti, 1970 yilinda Michigan Kanser Vakfi tarafindan
olusturulmus ve adin1 buradan almistir (Soule vd. 1973). Bu hiicre hatti, invaziv duktal
karsinoma tipi meme kanseri hiicrelerinden tliretilmistir ve meme kanseri
arastirmalarinda en ¢ok kullanilan hiicre hatlarindan biridir. MCF-7 hiicre hatti meme
kanseri hiicre hatt1 alt tiplemesi icin olduk¢a Onemli olan Ostrojen reseptorii (ER),
progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiylime faktor 2 (HER2) degerlerine gore

belirlenmistir.

MCF-7 hiicre hatti ER (+), PR (+) HER2 (-) degerlerine sahiptir (Dai vd. 2017). Bu
ozellik MCF-7 hiicrelerini 0Ostrojen ve progesteron hormonlarina duyarli hale
getirmektedir ve bu sayede hormon tedavileri ile yapilan ¢alismalarda ideal bir model
olusturmaktadir. Kanser hiicrelerinin dstrojen ve progesteron reseptorlerini tagimasi
kanserin, nispeten daha az agresif oldugu ve negatif degerlere gbre daha iyi
seyredebilecegi anlamima gelmektedir. Dolayisiyla proje kapsaminda MCF-7
hiicrelerinin sitotoksik madde olarak uygulanacak olan fucoidan’a daha az direng
gostermesi ile birlikte daha olumlu sonuglar alinmas1 amaglanmistir. Fucoidan, deniz
yosunlarindan elde edilen bir polisakkarit olarak cesitli kanser tlirlerinde antiproliferatif
etkileri ile bilinirken, tamoxifen meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
Ostrojen reseptor modiilatoriidir ve bu c¢alismada pozitif kontrol olarak
degerlendirilmistir. Yapilan pek ¢ok c¢alismada, fucoidan'in, doza bagimli birsekilde
MCF-7 hiicreleri iizerinde gii¢lii sitotoksik etkileri ile antiproliferatif ve antikanser
ozellikleri gosterilmistir. Bununla birlikte, fucoidan, normal insan meme epitel hiicreleri
tizerinde sitotoksik etki gdstermemistir (Lu vd. 2018; Xue vd. 2013; Yamasaki-Miyamoto
vd. 2009; Zhang vd. 2011). Literatiir arastirmalar1 sonucunda fucoidanin insan meme
kanseri i¢in umut verici bir terapdtik ajan olabilecegi diisiiniilmektedir (He vd. 2019; Hsu

ve Hwang, 2019).
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3.1.2 Kullanilan cihazlar

Cihaz olarak: CO2’li inkiibator (Niive, Tirkiye), Santrifiij (Niive, Tiirkiye), Calkalayici
(MIU Lab, Cin), Sicak su banyosu (Niive, Tiirkiye), Mikroplaka okuyucu (BioTech,
ABD), Hiicre sayim cihazi (Bio-Rad, ABD), Inverted mikroskop (Olympus, Japonya),

Vortex karistirict (Helma, Almanya) kullanilmistir.

3.1.3 Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Kimyasal olarak: DMEM High Glucose, Fetal Bovine Serum, Trypsin-EDTA,
Dulbecco’s PBS, Penicillin/Streptomycin, MTT powder, L- glutamine, Fucoidan,
Tamoxifen, Dimethyl Sulfoxide, Lactate Dehydrogenase (LDH) Activity Assay Kit,
Caspase3/7 Activity Assay Kit, Human CAV1 (Caveolin 1) ELISA Kit, Crystal Violet,
Trypan Blue kullanilmstir.

Sarf malzeme olarak: 25 ‘lik ve 75 ‘lik Hiicre Kiiltiir Flasklari, 6 ‘11 ve 96’11 Kuyulu
Hiicre Kiiltiiri Plakalari, 15 ml ve 50 mL ’lik Falkon Tipler, 1,5 ml ve 2 mL ’lik
Ependorflar, Cryo Tiipler , 10 ve 25 mL ‘lik Serolojik Pipet, 10, 100, 1000 pL ‘lik pipet

uclar kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Hiicre kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii, izole edilmis hiicrelerin kontrollii laboratuvar kosullarinda biiyiitiilmesini
ve cogaltilmasini saglayan bir tekniktir. Bu yontem, biyolojik ve tibbi aragtirmalarda
genis bir kullanim alanina sahiptir. Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin dogal ortamlarindan
alinarak, steril ve besin agisindan zengin bir ortamda biiyiitiilmesi siirecini icermektedir.
Boylece, hiicrelerin bliylimesi, gelismesi ve davranmiglart detayli bir sekilde

incelenmektedir.
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Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda, invaziv duktal karsinoma tipi meme kanseri
hiicrelerinden tiiretilmis MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmistir. MCF-7 hiicre hatt1 %10 fetal
bovine serum ve %1 penicillin/streptomycin igeren yliksek glukozlu DMEM besi yeri
ortaminda, 37°C sicaklikta ve %5 CO2 ihtiva eden ortamda kiiltiirlenmistir. Yeterli
yogunluga ulasarak konfluans hale gelen hiicreler, hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi igin
tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Bu islem, hiicrelerin birbirinden
ayrilmasini ve siispansiyon haline gelmesini saglamaktadir. Ayrilan hiicreler daha sonra
T-75 kiiltiir flasklarina transfer edilerek uygun yogunluklarda pasajlanmistir. Devam eden
deney siireglerinde hiicrelerin proliferasyonu, pasajlari ve izleme islemleri diizenli

araliklarla inverted mikroskop kullanilarak gozlemlenmistir.

3.2.1.1 Hiicre sayim

Canli hiicre sayimimi1 belirlemek icin, flasktan kaldirilan hiicreler besiyerinde
¢ozdiiriilmiis homojenize bir karisim elde edilmistir. Hiicre sayimi i¢in 10 L Tryphan
Blue boyast, 10 pL hiicre siispansiyonuna eklenmis ve bu sayede 6lii hiicreler mavi renkte
boyanarak canli hiicrelerden ayrilmistir. Canli hiicrelerin sayimi i¢in olusturulan
karisimdan 10 pL alinmip otomatik hiicre sayim cihazi (TC20™ Bio-Rad) kullanilarak
hassas bir sekilde gerceklestirilmistir.

Bununla birlikte ¢alismamizda pozitif kontrol grubu olarak kemoterapdtik bir ajan olan
Tamoxifen kullanilmistir. Tamoxifen, 6zellikle Ostrojen reseptdr pozitif (ER+) meme
kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir antidstrojen ilagtir. Bu ilag, meme
kanserinde Ostrojen reseptorlerine baglanarak, Ostrojenin bu reseptorlerle etkilesimini
engeller ve bu sayede kanser hiicrelerinin biiylimesini kisitlayarak tiimorlerin bilylimesini

engellemeye yardimer olmaktadir (Jordan, 2003).
Tez calismasinda kullanilan MCF-7 hiicre hattinda besiyeri olarak High Glukoz DMEM

kullanilmistir. High Glukoz DMEM; 5 mL FBS, 1 mL penicillin/streptomycin ve 44 mL
DMEM eklenerek 50 mL olacak sekilde hazirlanmustir.
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3.2.2 Fucoidan ve Tamoxifen muamelesi

Fucoidan soliisyonu hazirlamak i¢in, fucoidan DMSO igerisinde 50 mg/ml olacak sekilde
¢Ozdiriilmiistiir. Fucoidan’in kanser hiicreleri tlizerindeki etkilerini belirlemek igin, 96
kuyulu hiicre plakalarin her bir kuyusuna yaklasik 10.000 hiicre ekilmistir ve uygun
dozu belirlemek i¢in hiicreler farkli konsantrasyonlarda (100, 200, 400, 800, 1600, 3200
ng/ml) fucoidan ile muamele edildikten sonra 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Benzer
sekilde, pozitif kontrol grubu olan hiicreler, farkli konsantrasyonlarda (2.83, 5.65, 11.30,
22.60 pg/ml) kemoterapdtik bir ajan olan tamoxifen ile muamele edildikten sonra 24, 48
ve 72 saat inkiibe edilmistir. Sadece besiyeri iceren kuyular ve kemoterapdtik ajan iceren
kuyular kontrol gruplart olarak kullanilmistir ve etken maddeleri MCF-7 hiicre hatti

tizerindeki degisimlerinin tespiti yapilmastir.

3.2.3 Hiicre canhlik testi

Hiicre canliligini takip etmek amaciyla metabolizmaya dayali hiicre proliferasyonu testi
olarak da bilinen MTT testi kullanilmistir. MTT testinde esas amag hiicre cogalmasi ve
hiicre canliligr 6l¢iimiidiir. Prensip olarak, MTT testi, canli hiicrelerin mitokondriyal
aktivitesinin sabit kaldigi varsayimina dayanir ve canli hiicrelerin sayisindaki
degisikliklerin dogrudan mitokondriyal aktivite ile iliskili oldugunu gostermektedir. Bu
nedenle, mitokondriyal aktivite, tetrazolyum tuzunun mor renkli formazan kristalleri
sekline doniistiiriilmesiyle tespit edilmektedir (Mosmann, 1983). Hiicre canliliklart MTT

tozu kullanimiyla spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

MCF-7 hiicreleri biiylime besiyeri ortaminda 37°C' de %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiire
edilmistir. Fucoidan’in kanser hiicreleri lizerindeki etkilerini belirlemek igin hiicre
canliligin degerlendirilmesinde, trypan blue boyasi kullanarak sayim yapilarak 96 kuyulu
hiicre plakalarinin her bir kuyusuna yaklasik 10.000 hiicre ekilmistir hiicreler plakaya
tutunmalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra hiicreler, 100, 200, 400,
800, 1600, 3200 ng/ml konsantrasyonlarda fucoidan ile muamele edildikten sonra 24, 48
ve 72 saat inkiibe edilmistir. Benzer sekilde pozitif kontrol grubu olan hiicreler

kemoterapotik bir ajan olarak tamoxifen ile 2.83, 5.65, 11.30, 22.60 upg/ml
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konsantrasyonlarda edildikten sonra 24, 48 ve 72 saat 37 °C'ye ayarlanmis %5 CO2
inkiibatoriinde IC50 degerini belirlemek amaciyla inkiibe edilmistir. Istenilen zaman
noktasindan sonra, ortamdaki her bir kuyucuga 10 pL MTT c¢ozeltisi eklenmistir.
Formazan kristalleri olusana kadar 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra kuyucuk
basma 100 pL. DMSO eklenerek formazan kristalleri ¢ozdiiriilmiistiir. Plakalar, 540 nm
dalga boyunda absorbans degerleri alinarak, her bir konsantrasyon i¢in 3 tekrar olacak
sekilde mikroplaka okuyucuda okunmustur. Hem fucoidan hem de tamoxifen i¢in, yari-

maksimum inhibisyon konsantrasyonu (IC50) hesaplanmustir.
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Sekil 3.2 MCF-7 hiicrelerine uygulanan MTT testinde (a) 24 saat, (b) 48 saat, (c) 72 saat
inkiibasyon sonras1 96 kuyulu plaka goriintiileri ve formazan olusumu

3.2.4 Sitotoksisite analizi

Sitotoksisite analizi LDH sitotoksisite test kiti kullanilarak yapilmistir. Laktat
dehidrojenaz, tiim hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir. Hiicreler, toksik etkilere
maruz kaldiginda plazma membran biitiinliikkleri bozulur ve LDH enzimi hiicrelerden
sizarak vasata gecger. Boylece maruziyet sonrast LDH enzim aktivitesi Ol¢iilerek hiicre
hasar1 degerlendirilebilmektedir. (Lappalainen vd. 1994; Riss ve Moravec, 2006).

Hiicre sitotoksisitesini biyokimyasal olarak degerlendirmek i¢in asagida verilen LDH

sitotoksisite test kiti protokol basamaklar1 uygulanmaistir.

3.2.4.1 Ornek hazirh@

Ornek gruplarii olusturmak icin hiicreler fucoidan ve tamoxifen icin belirlenen 1C50
dozlar1 ile muamele edilmistir. Sadece besiyeri bulunan grup kontrol grubu olarak

belirlenmistir.

e LDH enzim analizi i¢in en az 1x10° hiicre gerekmektedir.

e Hiicreler kaldirma islemleri i¢in 3 mL 1x PBS ile yikanda.
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e PBS uzaklagtirildiktan sonra 1 mL tripsin eklenip 3 dk 37°C’de inkiibatore birakildi.

e Hiicrelerin kalkmasi inverted mikroskopta gézlemlendi.

e 3 mL inaktivasyon besiyeri Tripsin EDTA’I1 hiicrelere eklendi ve 15 mL’lik falkona
aktarilarak 200 xg’de 5 dk santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi slipernatant ile birlikte eski besiyeri atildi ve 1 mL taze besiyeri
eklendi.

e 1x10° hiicre 300uL PBS iginde 4°C'de ile ultrasonikator ile homojenize edilmistir.
(PBS: homojenize ortami olarak kullanilmistir.)

e (oziinmeyen materyalin uzaklastirilmasi i¢in 4°C'de 10000xg'de 10 dakika boyunca

santrifiijlenmistir, siipernatant toplanmistir ve analiz adimina gecilmistir.

3.2.4.2 Reaktif hazirhg:

e Kullanim sirasinda Koenzim I buzda tutulmustur ve diger reaktifler kullanilmadan
once oda sicakligina getirilmistir.

e Koenzim I uygulama soliisyonunun hazirlanmasi: Bir tiip Koenzim I 1.33 mL cift
distile su ile ¢oziilmiistiir.

e Alkali uygulama soliisyonunun hazirlanmasi: 20 pL alkali reaktifi ve 180 pL cift
distile su karigtirllarak her kuyu i¢in, 200 pL alkali uygulama soliisyonu
hazirlanmstir.

e Standart egrisinin hazirlanmasi: 2 pmol/mL piriivik asit standart ¢ozelti ¢ift distile su

ile bir dizi konsantrasyona kadar seyreltilmistir. Tavsiye edilen seyreltme gradyani

asagidaki gibidir;

Item 1 2 3 1 5) € 7 8
Concentration (pmol/mL) 0 0.05 0.1 0.2 04 | 06 | 0.8 | 1O
2 pmol/mL standard (pL) 0 10 20 40 80 120 | 160 | 200
Double distilled water (pL) 400 390 380 [ 360 | 320 | 280 [ 240 | 200
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3.2.4.3 LDH enzim aktivite analizi

e Enzim Aktivitesini belirlemek i¢in 3 grup olusturulmustur.

Standart grubu: Standart grubu kuyularina 5 pL ¢ift distile su ve 20 pL 0.2 pmol/mL

piriivik asit standart uygulama soliisyonu eklendi.

Ornek grubu: Ornek kuyularma 20 pL drnek eklendi.

Kontrol grubu: Kontrol kuyularina 5 pL ¢ift distile su ve 20 pLL 6rnek kontrol soliisyonu

eklendi.

e Her bir kuyuya 25 pL substrat buffer eklendi.

e Ornek kuyularma 5 puL koenzim I uygulama soliisyonu eklendi.

e Tamamen karistirildi ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi.

e Her bir kuyuya 25 pL kromojenik ajan eklendi. Tamamen karigtirild1 ve 37°C'de 15
dakika inkiibe edildi.

e Her bir kuyuya 200 pL reaktif alkali uygulama soltisyonu eklendi.

e Tamamen karistirild1 ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Mikroplaka okuyucuda

her kuyunun 450 nm'de OD degerlerini 6l¢iildii ve sonuglar her 6rnek i¢in hesaplandi.

3.2.5 Apoptoz analizi

Apoptoz analizi kaspaz 3/7 aktivite kolorimetrik test kiti kullanilarak spektrofotometrik
yontemle tespit edilmistir. Erken ve ge¢ apoptoz evrelerinde Onemli biyokimyasal
olaylardan biri sistein proteazlari olarak da bilinen kaspazlar’in aktivasyonudur. Doku ve
hiicrelerde kaspaz-3 aktivitesinin saptanmasi ve degerlendirilmesi apoptoza neden olan
cesitli apoptotik sinyallerin tespit edilmesi i¢in dnemli bir yontem olarak bilinmektedir

(Wang vd. 2021).

Kaspaz aktivitesi i¢in enzimatik reaksiyon asagida verilen kaspaz 3/7 aktivite

kolorimetrik test kiti protokol basamaklar1 uygulanarak degerlendirilmistir.
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3,.2.5.1 Ornek hazirhg

Ormek gruplarimi olusturmak icin hiicreler fucoidan ve tamoxifen icin belirlenen IC50
dozlar1 ile muamele edilmistir. Sadece besiyeri bulunan grup kontrol grubu olarak
belirlenmistir.

e 1x10° hiicre sayilarak daha 6énce LDH kiti érnek hazirhiginda belirtilen yontemlerle
toplanmustir.

e 1x10° hiicre PBS ile siispanse edildikten sonra 600xg'de 5 dakika santrifiijlenmistir
ve siipernatant1 atilarak ve hiicre pelleti tutulmustur.

e Hiicre pelleti dnceden sogutulmus Hiicre Lizis Tamponu ile, 1x10° hiicre basina 100
uL olacak sekilde muamele edildi ve buz banyosunda her seferinde 10 saniye olmak
tizere 3-4 kez kanistirilarak 30 dakika inkiibe edildi.

e Ardindan lizis islemi yapilmig 6rnek 4°C'de 11000xg'de 10-15 dakika santrifiijlendi.

e Siipernatam1 dikkatlice yeni bir ependorf tiipiine aktarildi ve kullanmak {izere buz

uzerinde bekletildi.

3.2.5.2 Reaktif hazirhg:

pNA Standart Egrisinin Hazirlanmast:

1) Standart seyreltici hazirlama: Standart seyreltici hazirlamak i¢in Hiicre Lizis Tamponu
ve 2xReaksiyon Tamponu 1:1 oraninda alindi1 ve tamamen karistirildi.

2) Seyreltme yontemi: 6 adet ependorf tlipli alindi, ilk tiipe 294 pL standart seyreltici
eklendi ve diger her tiipe 150 pL standart seyreltici eklendi. ilk tiipe 6 pL pNA (10 mM)
eklendi ve 200 uM pNA calisma ¢6zeltisi elde etmek icin karistirildi. Bir 6nceki tiipten
150 pL ¢ozelti alarak sonraki tiipe eklendi. Son tiip, blank olarak kabul edildi ve dnceki
tiipten ¢ozelti eklenmedi. Farkli konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltilerden 100 pL

alarak 96 ‘l1 plaka kuyularma eklendi.
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3.2.5.3 Caspase 3/7 enzim aktivite analizi

e Lizis islemi yapilmis 6rnek c¢ozeltisinden 50 pL alind1 ve asagidaki tabloya gore

reaksiyon sistemi kuruldu.

Blank Experimental group

Cell Lysis Buffer 50 uL 0L
2 XReaction Buffer 45 L 45 ul
Sample 0 pL 50 L
Ac-DEVD-pNA SuL SuL
Total Volume 100 L 100 L

e Reaksiyon sistemi kurulurken, dnce 2xReaksiyon Tamponu, ardindan 6rnekler, son
olarak AC-DEVD-pNA eklendi ve kabarcik olusumundan kaginmak i¢in nazikge
karistirildi.

e Renk degisimi belirgin hale gelene kadar 37°C'de 1-2 saat inkiibe edildi.

e 405 nm'de OD degerleri 6l¢iildii ve sonuglar hesaplandi.

3.2.6 Kaveolin-1 ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

Kaveolin-1 ekspresyon seviyeleri, kaveolin-1 kolorimetrik ELISA kit kullanilarak
tireticinin talimatlarina uygun sekilde tespit edilmistir. Kit test prensibi, Sandwich enzim
immiinosorbent ydntemi iizerine kuruludur. Kaveolin-1 ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi, hiicre veya doku orneklerinde bu proteinin miktarini 6lgmek i¢in kullanilan
bir yontemdir. Test prensibinde, orneklerdeki Kaveolin-1 protein seviyesi, antikorlar
kullanilarak saptanmaktadir ve oOlgiilen degerler standart bir egriyle karsilastirilarak

kantitatif bir sonuca ulasilmaktadir.
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3.2.6.1 Ornek hazirhg

Ormek gruplarmi olusturmak icin hiicreler fucoidan ve tamoxifen icin belirlenen IC50

dozlar1 ile muamele edilmistir. Sadece besiyeri bulunan grup kontrol grubu olarak

belirlenmistir. Deneye baslamadan 6nce hiicreler asagidaki talimatlara gore lizis islemi

gerceklestirilmistir:

1)

2)
3)

4)

Adherent MCF-7 hiicreleri soguk PBS ile nazik¢e yikanmistir. Ardindan tripsin ile
kaldirilmistir ve 1000 xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek toplanmistir.
Hiicreler 3 kez dnceden soguk PBS ile yikanmustir.

Daha sonra, hiicreler taze lizis tamponunda 107 hiicre/MI konsantrasyonunda yeniden
sispanse edilmistir. Cozelti berrak olana kadar hiicrelere ultrasonikasyon
uygulanmastir.

Ardindan 2-8°C’de 10 dakika boyunca 1500 x g’de santrifiij edilmistir ve analize

hazirlanmastir.

3.2.6.2 Reaktif hazirhg:

Deneye baslamadan once tiim kit bilesenleri ve drnekler oda sicakligina getirilmistir.
25% Yikama Tamponunu ¢ift distile su ile 1x Yikama Tamponuna seyreltilmistir.
Standart Calisma Soliisyonu hazirlamak i¢in standart 1000 xg 'de 1 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Standart 1 mL Standart Diluent Buffer ile yeniden ¢ozdiiriilmiis
ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilerek nazikg¢e calkalanmistir. Stok ¢ozeltideki
standartin konsantrasyonu 15 ng/mL'dir.

0.5 mL Standart Diluent Buffer iceren 7 tiip hazirlanmistir ve seri diliisyon olusturmak
icin; 15 ng/mL, 7.5 ng/mL, 3.75 ng/mL, 1.88 ng/mL, 0.94 ng/mL, 0.47 ng/mL, 0.24
ng/mL konsantrasyonlarinda diliie standart ayarlanmistir ve son ependorf tiipii 0
ng/mL olacak sekilde bos birakilmstir.

Biotinylated Antibody ve Streptavidin-HRP kullanmadan 6nce kisa bir siire santrifiij
edilmistir. Sirasiyla Biotinylated Antibody Diluent ve HRP Diluent ile g¢aligma

konsantrasyonuna 100 kat seyreltilmistir.
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3.2.6.3 Kaveolin-1 ekspresyon analizi deney prosediirii

1)

2)

3)

4)

5)

Kit bilesenleri oda sicakligina getirildikten sonra belirlenen 100 pL Standard Working
Buffer (talimatlara gére agsamali olarak seyreltilmis) ve 100 uL numune eklenmistir
ve 37°C'de 80 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Plakadaki sivi uzaklastirilmistir, her kuyuya 200 pL 1x Wash Buffer eklenmistir ve
plaka 3 kez yikanmistir. Temiz emici kagitla kuruladiktan sonra, her kuyuya 100 pL
Biotinylated Antibody Work (1x) eklenmistir ve 37°C'de 50 dakika boyunca inkiibe
edilmistir.

Plakadaki sivi uzaklastirildiktan sonra tekrar her kuyuya 200 pL 1x Wash Buffer
eklenmistir ve plaka 3 kez yikanmistir. Temiz emici kagitla kuruladiktan sonra, her
kuyuya 100 pL 1x Streptavidin-HRP Working Solution eklenmistir ve 37°C'de 50
dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Plakadaki sivi uzaklastirildiktan sonra her kuyuya 200 pL 1x Wash Buffer ekleyerek
5 kez yikama yapilmistir. Kuruladiktan sonra, her kuyuya 90 pL TMB Substrate
Solution eklenmistir ve karanlikta 37°C'de 20 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Son agsamada her kuyuya 50 pL Stop Solution eklenmistir ve 1 dakika boyunca
karistirmak i¢in plaka sallayicida ¢alkalanmigstir. Daha sonra 450 nm'de OD okumasi

alinmist1 ve sonuglar hesaplanmaistir.

3.2.7 Koloni olusum testi

Koloni olusum testi Fucoidan ve Tamoxifen maddelerinin MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonu {izerine etkisini ve klonal biiylime yeteneklerini belirlemek amaciyla

yapilmistir.

500 hiicre 6 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna ekildi ve ekilen hiicrelerin tutunabilmesi

i¢in 37°C' de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonras1 eski besiyeri atilmis ve belirlenen IC50 dozlar1 dikkate alinarak Fucoidan ve

Tamoxifen iceren besiyeriler kuyulara eklenmistir. Fucoidan ve Tamoxifen igermeyen

besiyeri negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir. 72 saat inkiibasyondan sonra

Fucoidan ve Tamoxifen igeren besiyerleri uzaklastirilip taze besiyeri ile degistirilmistir.
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7. Giin tamamlandiktan sonra hiicreler PBS ile yikanmis ve ardindan metanol ile 5 dakika
muamele edilerek fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Hiicreler 0,5 mL %0,5’lik kristal
viyole ile 30 dakika boyandiktan sonra yikanmistir ve morfolojik goriintiileri
fotograflanmistir. Her bir test grubundaki 50’den fazla hiicre igeren koloniler mikroskop
altinda sayilmis ve sonuglar kontrol grubuna gore normalize edilerek hiicre sayisi olarak

ifade edilmistir.

3.2.8 Hiicre gocii analizi

Hiicre gocli olarak da bilinen hiicre migrasyonu analizi, yara iyilesmesi veya kanser
hiicrelerinde metastaz gibi cesitli fizyolojik aktivitelerin mekanizmalarini aydinlatmak

amactyla in vitro olarak Slgiilen bir testtir.

Uygulama protokolii olarak 6 kuyulu plakaya 1.000.000 hiicre ekilmis ve inkiibasyona
birakilmigtir. Steril 1000 pL’lik pipet ucu kullanilarak kuyularda bir ¢izik
olusturulmustur. IC50 degeri belirlenmis konsantrasyonlarda fucoidan ve tamoxifen
cozeltileri igeren besiyerleri kuyulara eklenmis, kontrol grubu olarak sade besiyeri
eklenmis ve inkiibasyona birakilmistir. 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 saatler olacak sekilde belirli
araliklarla fotograf ¢cekilmis ve araligin iki kenar1 arasindaki mesafeler belirlenen referans

noktalarinda 6l¢iilmiis, ImageJ (NIH, ABD) yazilim1 kullanilarak analizi yapilmistir.

3.2.9 istatistiksel analizler

Sunulan tez ¢aligmasinda hiicre canlilig1 sonuglar1 ortalama + standart sapma (SEM)
olarak ifade edilmistir. Tiim analizlerde elde edilen veriler, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA), Dunnett ve Tukey analizleri ile birlikte GraphPad Prism v.10.1.0 (GraphPad
Yazilimi, San Diego, CA, ABD) yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Tim

istatistiksel analizlerde p < 0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Fucoidanin Hiicre Canhihg Uzerindeki Etkileri

Stlfatlanmis polisakkarit Fucoidanin ve pozitif kontrol olarak kullanilan Tamoxifenin

MCEF-7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72 saat sonra MTT testi ile
belirlenmistir. ~ Sitotoksik  etkilerinin  belirlenebilmesi  i¢in  hiicrelere  farkl
konsantrasyonlarda (50, 100, 250, 500, 1000 pg/ml) fucoidan ve 1.115, 1.857, 3.715,
5.573, 11.145 pg/ml) tamoxifen DMSO ‘da ¢oziinerek uygulanmistir. Ancak MTT
sonuglari ile gerekli analizler yapildiginda dozlarin yiikseltilerek optimum saat olan 72

saatte deney tekrar1 yapilmasina karar verilmistir.

100, 200, 400, 800, 1600, 3200 pg/ml fucoidan ve 2.83, 5.65, 11.30, 22.60 pg/ml
tamoxifen DMSO’ da ¢oziinerek uygulanmistir. Farkli dozlarla islem goren mikro
plakalar, optimum saat olarak belirlenen 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda, MCF-7 hiicrelerinin canlilik oranlarim1 belirlemek amaciyla MTT
analizi yapilarak mikroplaka okuyucusunda 540 nm'de 6l¢iimler yapilmistir. MTT analizi
ile elde edilen verilerden sitotoksik dozlari belirlemek i¢in fucoidan ve tamoxifenin

hiicreleri en ¢ok 6ldiirdiigii degerin yarisi olan IC50 degeri hesaplanmistir.
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Sekil 4.1 24 saatte Fucoidan ve Tamoxifen’in MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkilerini gosteren grafikler (Veriler, ortalama + SEM olarak verilmis ve
istatistiksel anlamlilbik tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir, ns: anlamli olmayan fark).

24 saatlik fucoidan uygulamasinda, 50-1000 pg/mL aralifindaki farkh
konsantrasyonlarin hiicre canlilig1 tizerinde anlamli bir etkisi gézlenmemistir. Uygulanan
dozlar kontrol grubuna benzer absorbans degerleri gostermistir. Benzer sekilde
tamoxifenin 24  saatlik  uygulamasi  sonrasinda, 1.115-11.145  nug/mL
konsantrasyonlarindaki gruplarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiicre canlilig

tizerinde anlamli bir degisiklik saptanmamustir.
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Fucoidan 48h Tamoxifen 48h
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Sekil 4.2 48 saatte Fucoidan ve Tamoxifen’in MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkilerini gosteren grafikler (Veriler, ortalama + SEM olarak verilmis ve
istatistiksel anlamlilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir, ns: anlamli olmayan fark, p <0.05: *, p <0.01: *%*).

Fucoidan'in diisiik konsantrasyonlar1 (50 ve 100 ug/mL) ile kontrol grubu arasinda hiicre
canlili1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Bu, fucoidan'in bu
dozlarda hiicre canlilig1 iizerinde belirgin bir etkiye sahip olmadigin1 gostermektedir.

250 pg/mL ve iizeri konsantrasyonlarda (500 ve 1000 pg/mL) ise hiicre canliliginda
anlamli  bir azalma tespit edilmistir. Bu durum, fucoidan'm daha yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik bir etki olusturdugunu ortaya koymaktadir. Benzer sekilde,
tamoxifenin en diigiik konsantrasyonu olan 1.115 pg/mL’de hiicre canlilifinda belirgin

bir azalma gozlenmemistir.
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Sekil 4.3 72 saatte Fucoidan ve Tamoxifen’in MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkilerini gosteren grafikler (Veriler, ortalama + SEM olarak verilmis ve
istatistiksel anlamlilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir, ns: anlamli olmayan fark, p < 0.05: *, p < 0.01: **, p <
0.001: *** p <0.0001: ****),
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Cizelge 4.1 MCF-7 hiicre hattinda, farkli konsantrasyonlarda Fucoidan ve Tamoxifen’in
24, 48 ve 72 saatte Olgiilen absorbans degerleri (Mean = S.E.M., n = 3)

Konsantrasyon 24 Saat Fucoidan 48 Saat Fucoidan 72 Saat Fucoidan
(mg/mL) Mean = SEM Mean = SEM Mean + SEM
Kontrol 0,9117 +0,0146 1,178 +£0,0397 1,672 +0,1448
50 0,9107 + 0,0269 1,196 + 0,0664 1,471 £0,2115
100 0,911 +0,0275 1,154 £ 0,0746 1,353 +£0,0599
250 0,806 + 0,0378 1,1807 +0,0997 1,404 +0,1107
500 0,855 + 00,0186 0,9857 + 0,0987 1,310 = 0,0334
1000 0,8353 +£0,0118 0,8123 +0,0627 1,059 = 0,0053
Konsantrasyon 24 Saat Tamoxifen | 48 Saat Tamoxifen | 72 Saat Tamoxifen
(M) Mean £ SEM Mean £ SEM Mean £ SEM
Kontrol 0,833 + 0,0287 1,157 +0,0934 1,646 +0,0835
1.115 0,841 +0,0160 0,954 +0,0731 1,265+ 10,0725
1.857 0,811 £0,0134 0,8917 + 0,0673 1,162 +0,0443
3.715 0,7923 + 0,0215 0,8703 + 0,0577 1,167 +£0,0246
5.573 0,8293 +0,0303 0,888 = 10,0526 1,240 +0,0809
11.145 0,8163 £ 0,0198 0,9187 + 0,0310 1,298 +0,0551

72 saat sonunda yapilan MTT analizi sonucunda hem fucoidan hem de tamoxifenin MCF-
7 meme kanseri hiicre hatt1 iizerinde doza bagimli bir sitotoksik etki gosterdigi
gozlemlenmistir. Fucoidan, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda hiicre canliligini
anlaml derecede azaltmistir (p <0.01). Bununla birlikte, 500 ve 1000 png/mL gibi yiiksek
konsantrasyonlarda fucoidanin, hiicre canliligini belirgin sekilde baskiladigi ve ciddi bir

sitotoksik etki olusturdugu tespit edilmistir (p < 0.0001).

Tamoxifen ise, diisiikk konsantrasyonlarda hiicre canliligini kademeli olarak azalttigi
halde, belirgin sitotoksik etkisini daha yiiksek konsantrasyonlarda gostermistir. 1.115 -
3.715 pg/mL araliginda tamoxifenin, MCF-7 hiicre canliligin1 anlamli sekilde diistirdiigi
(p < 0.05), ancak etkisinin fucoidana kiyasla daha diisiik oldugu saptanmistir. Yiiksek
tamoxifen konsantrasyonlari, hiicre canlilifini azaltmis, ancak bu azalma p < 0.05
seviyesinde anlamli olmustur. Bu, tamoxifenin doza bagli olarak sitotoksik bir etkiye
sahip oldugunu, ancak bu etkinin uygulanan en yiiksek konsantrasyonlarda bile belirgin

sekilde gii¢lii olmadigin1 gostermektedir.
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Elde edilen bulgular dogrultusunda, fucoidan ve tamoxifenin MCF-7 hiicre hatt1
tizerindeki sitotoksik etkilerini daha kapsamli incelemek amaciyla, daha yiiksek
konsantrasyonlar kullanilarak deney tekrarlanmistir. Onceki analizlerde 72 saatin en etkili
zaman dilimi oldugu gézlemlendigi i¢in, bu silire yeniden deneyde tercih edilmistir. Bu
sayede, her iki sitotoksik maddenin doza bagl etkilerini daha net bir sekilde

degerlendirme ve hiicre canlilig1 tizerindeki maksimum sitotoksik etkiyi belirleme imkan1

saglanmustir.
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Sekil 4.4 Yeni dozlar ile deney tekrar1 yapildiktan sonra 72 saatte Fucoidan ve
Tamoxifen’in MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini gdsteren
grafikler (Veriler, ortalama £ SEM olarak verilmis ve istatistiksel anlamlilik
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir, ns: anlaml
olmayan fark, p < 0.0001: ***%*),
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Cizelge 4.2 MCF-7 hiicre hattinda, farkli konsantrasyonlarda Fucoidan ve Tamoxifen’in
72 saatte Olgiilen absorbans degerleri (Mean = S.E.M., n = 3)

Konsantrasyon (mg/mL) 72 Saat Fucoidan
Mean =+ SEM
Kontrol 1,671 £ 0,056
100 1,174 + 0,044
200 1,298 + 0,072
400 1,244 + 0,062
800 0,987 £ 0,073
1600 0,706 + 0,045
3200 0,145+ 0,033
Konsantrasyon (uM) 72 Saat Tamoxifen
Mean + SEM
Kontrol 1,671 +£0,054
2.83 1,168 + 0,054
5.65 1,603 £ 0,108
11.30 0,336 + 0,055
22.60 0,0067 + 0,0040

Yeni dozlar ile 72 saatte yapilan MTT deneyi sonucunda, fucoidan doz arttik¢a hiicre
canliligin1 belirgin sekilde azaltmis ve bu etki her bir doz artisinda istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p < 0.0001). Ozellikle 100 pg/mL'den itibaren hiicre canliliginda
belirgin bir azalma gozlenmis, ve 3200 pg/mL gibi

konsantrasyonlarda bu azalma neredeyse tamamen baskilayici bir diizeye ulagsmustir (p <

0.0001).

Bu bulgular, fucoidanin yiiksek dozlarda giiclii bir antikanser potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Benzer sekilde pozitif kontrol grubu olan tamoxifenin, MCF-7 hiicre hatt1
tizerindeki sitotoksik etkisi doza bagimli olup, 11.30 pg/mL'den itibaren etkili bir hiicre
canlilig1 baskilanmasi gézlemlenmistir. Ozellikle 22.60 pg/mL dozunda, hiicre canlilig
neredeyse tamamen ortadan kalkmistir, bu da tamoxifenin yliksek dozlarda ¢ok giiclii bir
sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu sonuglar fucoidanin MCF-7 hiicre
hatt1 lizerinde doza bagiml giiclii sitotoksik etkileri ile potansiyel antikanser bir ajan

olarak degerlendirilebilecegini gdsterirken tamoxifenin bilinen klinik basarisini bir kez

daha dogrulamaktadir.

1600 pg/mL
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Yapilan tez caligmasinda, fucoidanin MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla tamoxifen pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Tamoxifen,
bilinen bir antikanser ajani olarak hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri 1yi tanimlanmis bir
bilesiktir. Bu nedenle, fucoidanin sitotoksik etkilerini dogru bir sekilde
degerlendirebilmek ve karsilastirabilmek i¢in gilivenilir bir referans noktasi saglamaistir.
Deney sonuglari, fucoidanin 6zellikle yiiksek dozlarda tamoxifene benzer, hatta bazi

dozlarda onun kadar gii¢lii bir sitotoksik etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Tamoxifenin farkli konsantrasyonlarda MCF-7 hiicre hatt1 izerinde gézlemlenen etkileri,
fucoidanin etkinligini kiyaslamak i¢in bir temel olusturmustur. Tamoxifenin, 6zellikle
yiiksek dozlarda gosterdigi giiclii sitotoksik etki, fucoidanin ayn1 hiicre hatt1 izerindeki
etkilerini daha anlamli bir sekilde analiz etmeye olanak tanimistir. Bu sayede, fucoidanin
potansiyel antikanser 6zellikleri tamoxifen ile karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve
fucoidanin doza bagimli sitotoksik etkileri ortaya konulmustur. Tamoxifenin pozitif
kontrol olarak kullanilmasi, fucoidanin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik
etkilerinin daha giivenilir ve karsilastirilabilir sonuglar vermesine yardimci olmus ve

calismanin bilimsel gecerliligini artirmistir.

4.1.2 IC50 degerinin belirlenmesi

MCF-7 hiicre hattinda analizi yapilan Fucoidan ve Tamoxifenin sitotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla MTT testi analizinden elde edilen absorbans degerleri kullanilarak
hiicre inhibisyon yiizdeleri belirlendi ve hedef hiicre popiilasyonunda hiicrelerin
%50sinin proliferasyonunu inhibe eden konsantrasyon (IC50) degeri hesaplandi.
Fucoidan ve Tamoxifen i¢in uygun IC50 degeri GraphPad Prism 10.2.2. programi
kullanilarak sirastyla 1.174 pg/mLve 9.76 pg/mL seklinde belirlenmistir.
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Sekil 4.5 GraphPad Prism 10.0.1 programi ile fucoidan ve tamoxifenin IC50 degerlerinin
hesaplanmasi

Hiicre inhibisyonu, Inhibisyon (%) = (A kontrol — A 6rnek) / A kontrol x100 formiilii ile

hesaplanmustir.

4.2 Sitotoksisite Analizi Sonuclar

Fucoidan ve pozitif kontrol grubu olarak kullanilan tamoxifenin, MCF-7 hiicrelerinde
hiicre membrani biitiinliigiinii ne dl¢lide etkiledigini belirlemek i¢in uygun bir yontem

olarak tercih edilen LDH enzim aktivite deney sonuglar1 analiz edilmistir.
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Cizelge 4.3 LDH Enzim aktivite deneyi standart grafigi

LDH Enzim aktivitesi standart grafigi
1,2

1 y =0,895x + 0,0884
R?=0,998

OD 450

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon ( pmol/mL)

LDH Enzim aktivite test kiti kullanilarak gergeklestirilen deney sonrast kolorimetrik
6l¢iim sonucu elde edilen standart degerleri kullanilarak Excel uygulamasinda standart
grafigi c¢izilmistir. Grafik sonu¢ degerleri LDH enzim aktivitesi hesaplanirken

kullanilmistir.

LDH Enzim Aktivitesi (U/L)

%k %k %k %k

257 * % % %

| ® 1.174 ug/mL Fucoidan

20
® 9.76 yg/mLTamoxifen

154

10

=3

1
Kontrol Fucoidan Tamoxifen

Sekil 4.6 MCF-7 hiicre hattinda LDH enzim aktivite deney sonucu (Veriler, ortalama +

SEM olarak verilmis ve istatistiksel anlamlilik tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirilmistir, p < 0.0001: ***%*),
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Cizelge 4.4 Fucoidan ve Tamoxifen’in MCF-7 hiicre hattinda LDH enzim aktivitesi
tizerindeki etkileri (Mean + S.E.M., n = 3)

Grup Mean + SEM
Kontrol 18.88 £ 0.45
Fucoidan 6.16 £ 0.67
Tamoxifen 3.87+0.99

LDH enzim aktivitesi testi sonuglari, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Yapilan ANOVA analizi sonucunda, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu goézlemlenmistir (p < 0.0001). Hem fucoidan hem de
tamoxifenin MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerinde belirgin bir sitotoksik etkiye sahip
oldugunu gosterilmistir Fucoidan ve tamoxifen uygulamalarinin etkileri, yapilan
istatistiksel testlerle dogrulanmis olup, her iki tedavinin de hiicre membran biitiinliiglini
bozarak hiicre 6liimiine neden oldugu goriilmiistiir. Analizler, bu iki maddenin kanser
hiicreleri tizerinde etkili oldugunu ve kontrollii ortamlarda degerlendirilmesinin,

potansiyel antikanser ajanlar olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymustur.

4.3 Fucoidanin Kaveolin-1 Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Bu tez caligmasinda, dogal bir biyomolekiil olan fucoidan ve pozitif kontrol olarak
kullanilan tamoxifenin, MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda, Ozellikle kanser
hiicrelerinde proliferasyon, apoptoz ve metastaz gibi siiregleri etkileyen sinyal
yolaklarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan kaveolin-1 proteininin ekspresyon
diizeyleri lizerindeki etkileri incelenmistir. Calismada, MTT testi ile belirlenen 1C50
degerlerine dayali olarak 1.174 pg/mL fucoidan ve 9.76 ng/mL tamoxifen uygulanan
hiicrelerde, insan kaveolin-1’e 6zgili bir antikorla onceden kaplanmis mikroplakalarin
kullanildig1 sandvi¢ enzim immiinoassay prensibine dayali bir kit aracilifiyla analiz

edilmistir.
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Cizelge 4.5 Kaveolin-1 Ekspresyon ELISA deneyi standart grafigi

Kaveolin-1 Ekspresyonu standart grafigi
16
14 y=8,6361x-0,7102
12
10

Kav-1 Konsantrasyon (ng/mL)

N O N A O

OD 450

Kaveolin-1 Ekspresyon ELISA test kiti ile gerceklestirilen deneyde elde edilen standart
degerler kullanilarak Excel programinda bir standart egrisi olusturulmus ve bu egri,

Kaveolin-1 ekspresyon seviyelerinin hesaplanmasinda temel alinmistir.

Kaveolin-1 Ekspresyon Diizeyleri (ng/mL)

* % % %

0.4+ | % %k % *k ® 1.174 pg/mL Fucoidan
— | ® 9.76 pg/mL Tamoxifen

0.3 P

0.2

0.1

0.0

T T
Kontrol Fucoidan Tamoxifen

Sekil 4.7 MCF-7 hiicre hattinda Kaveolin-1 ekspresyon diizeyleri belirleme deney sonucu
(Veriler, ortalama = SEM olarak verilmis ve istatistiksel anlamlilik tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir, p <0.0001: ****),
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Cizelge 4.6 Fucoidan ve Tamoxifen’in MCF-7 hiicre hattinda Kaveolin-1 proteini
ekspresyon diizeylerine olan etkileri (Mean = S.E.M., n = 2)

Grup Mean + SEM
Kontrol 0.345 £ 0.001
Fucoidan 0.2865 £+ 0.0005
Tamoxifen 0.1465 £ 0.0005

Calismamizda, Kaveolin-1 protein ekspresyon diizeylerinin degerlendirilmesi amaciyla
Graphpad Prism programi kullanilarak cesitli analizler gergeklestirilmistir. Ilk olarak,
fucoidan ve tamoxifen uygulamalarinin kaveolin-1 ekspresyonu iizerindeki etkilerini
belirlemek i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yontemi uygulanmistir. Bu analiz,
tedavi gruplar1 arasinda anlamli farklar oldugunu gostermistir. Hem fucoidan hem de
tamoxifen uygulamalari, kontrol grubuna kiyasla kaveolin-1 ekspresyon diizeylerinde
belirgin azalmalara yol a¢cmistir. Brown-Forsythe testi, grup i¢indeki varyanslarin
esitligini test ederek, tedavi gruplari arasindaki varyanslarin anlamli bir farklilik
gostermedigini belirlemistir. Bu, gruplar arasindaki varyanslarin benzer oldugunu ve

ANOVA sonuglarinin giivenilir oldugunu desteklemektedir.

Son olarak, Dunnett's Multiple Comparisons ¢oklu karsilastirma testi ile tedavi
gruplarinin kontrol grubuyla karsilastirilmasi1 yapilmistir. Analiz sonuglari, fucoidan
uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla kaveolin-1 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir
azalma sagladigini gostermektedir. Ortalama farkin ve diisiik p degerinin yan1 sira, 95%
giiven araliginin sifirdan uzak olmasi, fucoidanin kaveolin-1 iizerindeki etkisinin yiiksek

derecede istatistiksel olarak anlamli oldugunu desteklemektedir (p < 0.0001: ****),

Benzer sekilde tamoxifen uygulamasinin da kontrol grubuna kiyasla kaveolin-1
ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma sagladig1 gézlemlenmistir
(p < 0.0001: ****) Elde edilen bu bulgular, bu tedavilerin kaveolin-1 araciligiyla

hiicresel siireclerdeki potansiyel etkilerini anlamada 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Yapilan tez calismamizda, fucoidanin MCF-7 meme kanseri hiicre hattindaki etkileri,
Ozellikle kaveolin-1 proteininin ekspresyonu {izerindeki etkileri detayl bir sekilde analiz

edilmistir. Kaveolin-1, hiicre membranlarinda mikrodomain olusumunda ve hiicresel
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sinyal iletiminde kritik rol oynayan bir protein olup, kanser hiicrelerinin biiyiime ve
metastazin1  etkileyen Onemli bir biyomarkerdir. Bu baglamda, kaveolin-1
ekspresyonunun degerlendirilmesi, fucoidan uygulamasinin hiicresel islevler tizerindeki

etkilerini anlamada temel bir adimdir.

Deney sonucumuzda tek yonlii varyans analizi (ANOVA), fucoidan ve tamoxifen
uygulamalarinin kaveolin-1 diizeylerinde belirgin bir azalmaya yol agtigini ortaya
koymustur. Bu azalma, fucoidanin hiicresel diizeyde onemli degisikliklere neden
olabilecegini ve bu degisikliklerin biyolojik siire¢ler ilizerindeki etkilerini yansittigini
gostermektedir. Fucoidan ve tamoxifen uygulamalar1 sonrasi kaveolin-1’in bu sekilde
ifade edilmesi, hiicrelerin canliligl, migrasyonu ve apoptotik yanitlari gibi ¢esitli hiicresel
stireclerle dogrudan iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir ve bu da tiimor progresyonu

ile iliskili 6nemli bir parametredir.

Fucoidanin LDH enzim aktivitesi tzerindeki etkileri, hiicresel hasar ve toksisite ile
iliskilidir; kaveolin-1 ekspresyonundaki degisikliklerin bu siireclerle baglantili
olabilecegi diislinlilmektedir. Kaveolin-1’in bu tiir degisikliklere yanit olarak nasil rol
oynadigim1 ve bunun hiicresel davraniglarla nasil etkilesime girdigini vurgulamak,
fucoidanin kanser tedavisindeki potansiyelini ve mekanizmalarin1 anlamak agisindan
kritik dneme sahiptir. Kaveolin-1'in azaltilmasi, hiicrelerin proliferasyonunu ve metastaz
potansiyelini etkileyebilir. Kaveolin-1'in diisiik ekspresyonu, hiicrelerin migrasyon
kabiliyetini azaltabilir, ¢linkii bu proteinin hiicre gocii ve invazyon ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Ayrica, kaveolin-1'in azalmasi, hiicresel hayatta kalma ve apoptoz
diizenlemesini etkileyebilir; bu durum, fucoidan ve tamoxifenin tedavi edici potansiyelini

aciklayabilir.

Diger deney sonuglariyla baglantili olarak, MTT testi ile belirlenen IC50 degerleri,
fucoidan ve tamoxifenin hiicre canliligin1 azalttigini gosterirken, bu tedavilerin kaveolin-
1 ekspresyonundaki azalma ile iliskilendirilmesi, hiicresel toksisite ve hasar {izerindeki
etkilerini vurgulamaktadir. Bu sonugclar, fucoidan uygulamasinin kaveolin-1 araciligiyla

hiicresel siireclerdeki potansiyel etkilerini daha iyi anlamak i¢in onemli bir temel
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olusturmaktadir. Kaveolin-1 diizeylerindeki degisimlerin bu siireglerle olan iliskisi,

tedavi stratejilerinin daha iyi anlagilmasini saglamaktadir.

Sonug¢ olarak, dogal bir biyomolekiil olan fucoidan ve kemoterapdtik bir ajan olan
tamoxifenin MCF-7 hiicrelerinde kaveolin-1 ekspresyon diizeylerini azaltmasi, bu
tedavilerin hiicresel siireglerdeki potansiyel etkilerini anlamak i¢in 6n veri olusturan
onemli bir bulgudur. Kaveolin-1'in bu degisikliklere yanit olarak nasil rol oynadigini ve
bunun hiicresel davraniglarla nasil etkilesime girdigini detayli bir sekilde ele almak,
tedavi stratejilerinin optimizasyonu ve tiimdr biyolojisinin anlasilmasi agisindan oldukga

Onemlidir.

4.4 Apoptotik Etkinin Belirlenmesi

Apoptotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesinde deney, caspase 3/7 aktivite kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. Caspase 3/7 aktivitesi, hiicrelerde apoptotik siirecin basladigini ve
hiicre 6liimiiniin ger¢eklestigini gosteren dnemli bir biyokimyasal belirtectir. Bu deneyde,
fucoidan ve tamoxifenin IC50 degerlerine gére uygun doz tedavisi yapilmis ve MCF-7

hiicrelerinde apoptotik yanitlar1 ne dlgiide tetikledigi analiz edilmistir.

Cizelge 4.7 Caspase 3/7 Enzim aktivite deneyi standart grafigi

Caspase 3/7 Enzim aktivitesi standart grafigi

0,5
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Caspase 3/7 enzim aktivite test kiti ile yapilan deneyin ardindan, kolorimetrik 6l¢iimden
elde edilen standart veriler Excel'de bir standart egri olusturmak i¢in kullanilmis ve bu

egri, Caspase 3/7 enzim aktivitesinin hesaplanmasinda referans alinmistir.

Caspase 3/7 Enzim Aktivitesi (uM)

%k %k
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Sekil 4.8 MCF-7 hiicre hattinda Caspase 3/7 enzim aktivite deney sonucu (Veriler,
ortalama + SEM olarak verilmis ve istatistiksel anlamlilik tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir, p < 0.01: **).

Cizelge 4.8 Fucoidan ve Tamoxifen’in MCF-7 hiicre hattinda Caspase 3/7 enzim
aktivitesi iizerindeki etkileri (Mean = S.E.M., n = 2)

Grup Mean £ SEM
Kontrol 20.5775 £ 0.1924
Fucoidan 18.28 £0.2399
Tamoxifen 23.9625 +£0.0125

Apoptotik etkinin belirlenmesinde Caspase 3/7 aktivite kiti kullanilarak gergeklestirilen
analizde, elde edilen sonuglar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir.
Test sonuglari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda fucoidan uygulamasinin apoptotik
aktivite lizerinde anlamli bir etkisi olmadigini gostermistir. Ancak, tamoxifen grubunun
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek apoptotik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar, tamoxifenin MCF-7 hiicrelerinde anlamli bir apoptotik etki yarattigini,

fucoidanin ise kontrol grubuna kiyasla anlamli bir etkisi olmadigini ortaya koymaktadir.
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Fucoidanin MCF-7 hiicre hattinda apoptotik etkileri oldugu bilinmesine ragmen, Caspase
3/7 aktivite kitinin sonuglarinda belirgin bir degisiklik gozlemlenmemistir. Bu durumun
birkag olas1 nedeni bulunmaktadir. Ilk olarak, fucoidanin apoptotik etkileri, Caspase 3 ve
Caspase 7 disindaki apoptotik sinyal yollar1 araciligiyla gergeklesiyor olabilir.
Fucoidanin, hiicrelerde farkli mekanizmalar1 aktive edebilmesi ve bu mekanizmalarin
Caspase 3/7 ile iligkili olmamasi sebeplerden bir digeri olabilmektedir. Ayrica, Caspase
3/7 'nin yeterince aktive edilmemis olmasi, bu enzimlerin aktivite kitinde tespit
edilememesine yol agabilir. Hiicre tipi 6zellikleri de dnemli bir faktordiir; MCF-7 hiicre
hatt1, fucoidanin apoptotik etkilerine karsi farkli bir duyarliliga sahip olabilir. Ayrica,
kullanilan yontemsel yaklasimlarin sinirlamalar1 da g6z onilinde bulundurulmalidir;
Caspase 3/7 aktivite kitinin, tiim apoptotik siirecleri tespit etme hassasiyeti sinirh
olabilmektedir. Bu nedenlerle, fucoidanin apoptotik etkilerinin daha kapsamli bir sekilde
degerlendirilmesi i¢in farkli analiz yontemlerinin ve hiicre modellerinin kullanilmasini

iceren ek caligsmalar yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

4.5 Fucoidanin MCF-7 Hiicre Koloni Olusumu Uzerine Etkisi

Koloni olusum deneyi, hiicrelerin uzun siireli proliferasyon yetenegini ve hayatta kalma
kapasitesini 6lgen kritik bir in vitro analiz yontemidir. Bu ¢alismada, MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinin fucoidan ve tamoxifen uygulamalarina maruz kaldiktan sonra koloni
olusturma yetenegini degerlendirerek, tedavinin sitotoksik ve antiproliferatif etkileri
incelenmistir. Deneyde, fucoidan ve tamoxifen, MCF-7 hiicrelerine IC50 degerlerine gore
uygulanmis ve canli hiicreler kristal viyole ile boyanarak mor renkte koloni olusumlari
gozlemlenmistir. Bu sayede, her iki ajanin hiicre canliligina ve uzun vadeli proliferasyon

potansiyeline etkileri Image J yazili kullanilarak detayl1 bir sekilde analiz edilmistir.
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Kontrol Fucoidan (1.174 pg/mL) Tamoxifen (9.76 pg/mL)
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Sekil 4.9 Kristal viyole ile boyanmis koloni goriintiileri
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Sekil 4.10 Fucoidan ve tamoxifenin MCF-7 hiicrelerinde koloni olusumuna etkisi
(Veriler, ortalama = SEM olarak verilmis ve istatistiksel anlamlilik tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir, p < 0.0001: ***%*),
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Cizelge 4.9 Fucoidan ve Tamoxifen’in MCF-7 hiicre hattinda koloni olusumu tizerindeki
etkileri (Mean = S.E.M., n = 2)

Grup Mean =+ SEM
Kontrol 364.5+0.5
Fucoidan 138.0+1.0
Tamoxifen 240.0+ 1.0

Fucoidan uygulamas1 yapilan grupta, kontrol grubuna kiyasla koloni sayisinda yaklasik
%61,92 oraninda anlamli bir azalma goézlemlenmistir. Benzer sekilde, tamoxifen
uygulamasi da kontrol grubuna goére koloni sayisini koloni sayisini yaklasik %33,97
oraninda 6nemli Ol¢lide azaltmistir. P degerinin <0.0001 olmasi, bu farklarin oldukca
anlamli oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, fucoidan ve tamoxifenin MCF-7
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu inhibe edici etkileri oldugunu ve bu etkinin oldukca

giiclii oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.11 Fucoidan ve tamoxifenin MCF-7 hiicrelerinde koloni olusturma yetenegi
(Veriler, ortalama + SEM olarak verilmis ve istatistiksel anlamlilik tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir, p < 0.0001: ****),
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Cizelge 4.10 Fucoidan ve Tamoxifen’in MCF-7 hiicre hattinda koloni olusturma yetenegi
tizerindeki etkileri (Mean + S.E.M., n =2)

Grup Mean = SEM
Kontrol 72.95 £0.05
Fucoidan 272+04
Tamoxifen 48.1 £0.1

Plating Efficiency (PE) olarak da bilinen koloni olusturma yetenegi grafigine gore ise;
kontrol grubunda hiicrelerin %73'i hayatta kalirken, tamoxifen, meme kanseri
tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilag olup, %48.2'lik survival orani ile hiicreler
tizerinde belirgin bir sitotoksik etki gdstermistir. Buna karsilik, fucoidan uygulamasi
yapilan grup en diisiik survival oranina (%27.8) sahip olup, hiicreler iizerinde en giiclii
sitotoksik etkiye neden olmustur. Bu veriler, 6zellikle Fucoidan'in Tamoxifen'e kiyasla
daha giiclii bir hiicre oldiiriicii etki gosterdigini ortaya koymakta ve bu iki ajanin
sitotoksik potansiyellerini karsilagtirmali olarak degerlendirmektedir. Bu sonuglar,
fucoidanin potansiyel bir antikanser ajami olarak degerlendirilmesi agisindan 6nemli

veriler sunmaktadir.

Koloni olusturma yetenegi = (Kontrol grubundaki koloni sayis1/ Baslangigta ekilen hiicre

sayist) X 100 formiilii kullanilarak hesaplanmistir.

4.6 Fucoidanin MCF-7 Hiicre Gocii Uzerine EtKisi

Hiicre migrasyonu olarak da bilinen hiicre go¢ii deneyi, hiicrelerin hareket kabiliyetini ve
tedaviye yanitlarin1 degerlendirmek amaciyla yapilan kritik bir testtir. Bu deneyde, MCF-
7 meme kanseri hiicrelerine IC50 degerlerine gore belirlenen konsantrasyonlarda
fucoidan ve tamoxifen uygulanarak hiicre migrasyon kapasitesi mikroskop altinda
incelenmistir. Hiicrelerin 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 saatler boyunca nasil goc ettigi
gozlemlenmistir ve bu siirecte hiicrelerin hareket alanlari, tedavinin hiicresel motiliteye

olan etkisini ortaya koymak i¢in Image J yazilim1 kullanilarak dl¢tilmiistiir.
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Kontrol

Fucoidan

Tamoxifen

0. saat 3. saat 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.12 MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 1.174 pg/mL fucoidan ve 9.76 pg/mL
tamoxifen uygulamalarinin hiicre migrasyonu {izerindeki etkilerinin
mikroskop altinda goriintiilenmesi

100
80

60—

(%) Alan Kapanmasi

3 6 12 24 48 72
Zaman (saat)

HE Kontrol El Fucoidan E=E Tamoxifen

Sekil 4.13 MCF-7 hiicrelerinde zamana bagli olarak kontrol, fucoidan ve tamoxifenin
hiicre migrasyonuna etkisi
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Fucoidan ve tamoxifen gruplarindaki hiicre gocii sonuglart birlikte degerlendirildiginde,
kontrol grubunda hiicre gogii siirecinde alan kapanma yiizdeleri zamanla artarak 72 saat
sonunda %91.95'e ulasmistir. Fucoidan uygulanan grupta ise kapanma yiizdeleri daha
diisiik seviyelerde kalmis ve 72 saat sonunda %43.9'a ulasmistir. Tamoxifen grubunda ise
72 saat sonunda %350.36 kapanma yiizdesi hesaplanmistir. Ozellikle 24 ve 48 saatlerde
fucoidan grubundaki kapanma yiizdeleri sirasiyla %4.8 ve %30.24 olarak hesaplanmastir,
bu degerler kontrol grubuna kiyasla belirgin bir sekilde diistiktiir. Tamoxifen grubunda

ise bu oranlar %29.92 ve %32.63 olarak hesaplanmistir.

Bu bulgular, hem tamoxifen hem de fucoidanin hiicre gociinii yavaslatarak hiicresel
hareketliligi inhibe ettigini gostermektedir. Tedavi gruplarinda hiicresel go¢ oranlarinin
belirgin sekilde diisiik olmasi, her iki maddenin de hiicre go¢ii {lizerindeki olumsuz
etkilerini vurgulamaktadir. Alan kapanma ytizdesi = (Baslangi¢ alani — Belirli zamandaki

alan) / Baslangi¢ alan1 x 100 formiilii kullanilarak hesaplanmastir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve tiim kanserler arasinda ikinci 6nde
gelen 6liim nedenidir (Siegel vd. 2019). Son yillarda meme kanseri tedavisinde yapilan
arastirmalarda, hastalarin yagam kalitesini olumsuz etkileyen geleneksel sitotoksik tedavi
yontemlerinden ziyade, dogal bilesiklerden elde edilen fucoidanin kanser hiicreleri
tizerinde farmasotik ve terapotik yaklagimlar agisindan potansiyel bir etkiye sahip
olabilecegi ifade edilmistir (Lin vd. 2020; Minhas vd. 2024; Yu vd. 2024). Fucoidan,
stilfatlanmis polisakkarit yapisiyla bilinen ve antikoagiilan, antiviral, antiinflamatuar ve
antikanser gibi birgok dnemli biyolojik aktiviteye sahip dogal bir bilesiktir (Luthuli vd.
2019; Pradhan vd. 2020; Zaitseva vd. 2022; Sanniyasi vd. 2023). Ayrica, mevcut
calismalarda fucoidanin saglikli hiicrelere zarar vermeden yalnizca kanser hiicrelerini
hedefleyerek etkili oldugu bildirilmistir (Yan vd. 2015; Turrini vd. 2023; Yunianta vd.
2024). Fucoidanin kanser tlizerindeki etkileri, hiicresel sinyal yollarini modiile etmesi ve
bagisiklik sistemini gliglendirmesi ile iligkilidir. Oksidatif stresi artirarak ve antioksidan
savunma mekanizmalarini bozarak hiicre 6liimiinii tesvik etmektedir (Shiau vd. 2022).
Ayrica, timor mikrogevresindeki inflamasyonu azaltarak ve immiin yaniti artirarak timor

biiyltimesini engelleyebilmektedir (Phull ve Kim, 2017).

Literatiir ¢alismalar1 dikkate alindiginda fucoidanin 6zellikle meme kanserinde hiicre
proliferasyonunu 6nemli dlciide inhibe ettigi bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmaya gore,
sitotoksisite testi MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 {lizerinde inhibitdr etkinin A549
akciger kanseri hiicre hattina kiyasla ¢cok daha etkili oldugunu gdstermektedir (Santhanam
vd. 2022). Bu durum, fucoidanin MCF-7 meme kanseri hiicre hattin1 6ldiirme
potansiyeline sahip oldugunu, A549 hiicre hattina gore daha giiglii bir etki sergiledigini
isaret etmektedir. Benzer sekilde calismamizda elde ettigimiz bulgular, mevcut
literatlirdeki bulgularla paralellik gostererek fucoidanin hiicre canliligi iizerindeki
etkilerinin doza bagimli bir sekilde arttigin1 ve bu etkinin 6zellikle yiiksek dozlarda
belirginlestigini gostermektedir. Fucoidan, 100 pg/mL konsantrasyonundan itibaren
istatistiksel olarak anlamli bir hiicre canlilig1 azalmasina neden olmus ve 1600 ug/mL ile
3200 pg/mL gibi yiiksek konsantrasyonlarda neredeyse tamamen baskilayici bir etki

gostermistir. Benzer sekilde, pozitif kontrol grubu olarak kullanilan tamoxifen de 11.30

62



ug/mL’den itibaren anlamli bir sitotoksik etki yaratmig ve 22.60 pg/mL dozunda hiicre

canlilig1 neredeyse tamamen ortadan kalkmustir.

Sitotoksik etki, yaptigimiz LDH enzim aktivite testi ile de desteklenmistir. Hiicre canlili1
ve sitotoksisiteyi degerlendirmek amaciyla hiicre i¢i LDH enzim aktivitesi 0l¢tilmiistiir.
Bu dogrultuda, ¢aligmamizda elde edilen diisiik LDH aktivitesi, fucoidan ve tamoxifen
uygulamalar1 sonrasinda kanser hiicrelerinin membran biitiinliigliniin bozularak LDH
enziminin kiiltlir ortamma gectigini ve hiicre i¢cinde aktif LDH enziminin azaldigini
gostermektedir. Deney sonuglari, fucoidan ve tamoxifenin MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde giiglii bir sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Fucoidan’in
yiiksek dozlarda sitotoksik bir etki gdstermesi, dogal bilesiklerin kanser tedavisinde
potansiyel bir alternatif olarak degerlendirilebilecegini desteklerken, tamoxifen’in etkileri
ise bu ajanin bilinen klinik basarisini bir kez daha dogrulamaktadir. Literatiirdeki
calismalar, hiicre 6liimii ve membran biitiinligliniin bozulmastyla birlikte kiiltiir ortamina
saliman LDH enzim aktivitelerinin degerlendirildigini ve benzer sonuglar elde edildigini

gostermektedir (Palanisamy vd. 2018; Wang vd. 2018; Deepika vd. 2019).

Yapilan ¢aligmalarda meme kanseri hastalarinda prognozu belirlemek i¢in hem epitelyal
hem de stromal kaveolin-1 ekspresyonu tespit edilmistir (Witkiewicz vd. 2010). Bircok
caligma, tiimor progresyonu siirecinde kaveolin-1'in dnemini ortaya koymus ve farkli
timor tiplerinde farkli ekspresyon seviyeleri ile tespit edilmistir (Williams vd. 2005;
Diaz-Valdivia vd. 2022; Godina vd. 2024). Bir¢ok raporda, kaveolin-1’in asir1
ekspresyonunun tiimdr derecesi, biiyiikliigii ve evresi ile iliskili oldugu belirtilmistir (Raja
vd. 2019; Teruel vd. 2024; Wang vd. 2024). Bununla birlikte, kaveolin-1'in ayn1 zamanda
bir timor baskilayici olarak da islev gordiigii calismalar bulunmaktadir (Sunaga vd. 2004;
Diaz vd. 2020; Gokani vd. 2022; Pang vd. 2022; Chai vd. 2024). Kaveolin-1'in bu ikili
rolliniin timor tiplerindeki ekspresyon diizeylerine baglh oldugu ifade edilmistir.
Fucoidan’in hiicre sinyalleme ve tiimdr progresyonunda kritik bir rol oynayan kaveolin-
1 proteini iizerindeki etkileri hala tam olarak aydinlatilmamistir. Literatiir incelemesinde,
fucoidan ve kaveolin-1 ile ilgili ayr1 ayr1 ¢alismalar mevcuttur ancak fucoidanin kaveolin-
1 ekspresyon seviyelerini dogrudan diizenledigine dair herhangi bir arastirmaya

rastlanmamistir. Bu nedenle, bu ¢aligsma, yapilan ilk arastirmalardan biri olarak literatiire
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katki saglama potansiyeline sahiptir. Fucoidanin etkilerine benzer sekilde kaveolin-1,
hiicre transformasyonu, tiimdr biiyiimesi, apoptoz, hiicre sagkalimi, ¢oklu ila¢ direnci,
anjiyogenez, hiicre gocii, gibi kanser ile iligkili pek c¢ok siireci diizenlemektedir ve
Ozellikle meme kanserinde, ekspresyon diizeylerine bagli olarak hem tiimor baskilayici
hem de tesvik edici rolleri oldugu ifade edilmistir (Gupta vd. 2014; Pang vd. 2022; Singh
vd. 2024).

Calismamizda kaveolin-1 protein ekspresyon diizeyleri GraphPad Prism programi
kullanilarak detayli bir sekilde analiz edilmistir. Tek yonli varyans analizi (ANOVA),
fucoidan ve tamoxifenin MCF-7 hiicrelerinde kaveolin-1 ekspresyon seviyelerini grubuna
kiyasla anlamli derecede azalttigini gostermektedir (p < 0.0001). Brown-Forsythe testi
ise grup icindeki varyanslarin esitligini dogrulayarak ANOVA sonuglarinin
giivenilirligini desteklemistir. Bu bulgular, kaveolin-1'in timor baskilayict roliiniin,
ekspresyon seviyelerindeki azalma yoluyla gergeklestigini ve bu mekanizmanin
antikanser etkilerin artirilmasinda nasil bir rol oynayabilecegini vurgulamaktadir. Ayrica,
calismamizda, kemoterapotik bir ajan olan tamoxifenin de kaveolin-1 ekspresyonunu
azalttigi bulunmustur. Bu durum, tamoxifenin etkilerinin yalnizca Ostrojen reseptor
blokaj1 ile smirli olmadigini, aym1 zamanda hiicre sinyalleme yollarinda belirgin
degisikliklere yol agtigini ortaya koymaktadir. Bu bilgilere ek olarak, fucoidanin etkileri,
pozitif kontrol olarak kullanilan tamoxifenin etkileri ile karsilastirildiginda oldukga giiglii
bulunmustur. Tamoxifen, Ostrojen reseptor blokaji yoluyla kanser hiicrelerinin
bliylimesini inhibe ederken, fucoidanin kaveolin-1 iizerindeki etkileri ve kanser
hiicrelerinde canliligi azaltma kapasitesi, bu dogal bilesigin kemoterapdtik ajanlarla

kiyaslanabilir bir etki potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Fucoidanin kaveolin-1 ekspresyonunu azaltmasinin yan sira, apoptotik etkileri, hiicre
migrasyonu ve koloni olusturma yetenegi iizerindeki sonuclar1 da dikkate alindiginda,
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, fucoidan, apoptozu indiikleyen morfolojik
degisikliklere ve hiicre aracili 6liime neden olmaktadir (Fernando vd. 2020). MCF-7
meme kanseri hiicreleri lizerinde yapilan bagka bir ¢alismaya gore, fucoidanin kaspaz-3
ve kaspaz-9 aktivitelerini artirdigi, Poli-ADP riboz polimeraz (PARP) pargalanmasini

indiikledigi, pro-apoptotik genlerin aktivasyonu ve anti-apoptotik genlerin inhibisyonu
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ile hiicre proliferasyonunu baskilayarak apoptoza yol actigi ifade edilmistir. (Kong vd.
2009). Ayrica, Fucoidanin SMMC-7721 insan hepatoselliller karsinom hiicrelerinde,
ROS iiretiminin artis1, niikleer fragmentasyon, mitokondriyal vakuolizasyon,
mitokondriyal membran potansiyel depolarizasyonu, mitokondriyal sitokrom ¢ salinimi1
ve kaspaz aktivasyonunun eslik ettigi ROS aracilt mitokondriyal yolaklar tizerinden
apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Yang vd. 2013). Baska bir ¢alismada ise fucoidanin,
U937 insan 16semi hiicrelerinde kaspaz 3/7 aktivasyonuna bagimli yolaklarla apoptozu
indiikledigi, ek olarak kaspaz 3/7 'nin aktivasyonuna ve PARP'in zamana ve doza bagiml

bir sekilde parcalanmasina neden oldugu bildirilmektedir (Teruya vd. 2007).

Ancak literatlirde yer alan Onceki ¢aligmalardan farkli olarak bizim calismamizda elde
edilen Caspase 3/7 aktivite sonuglarina gore, fucoidanin apoptotik aktivite iizerinde
anlamli bir etkisi bulunmamistir. Tamoxifen grubunda ise kontrol grubuna kiyasla
apoptotik aktivite gozlemlenmistir. Elde ettigimiz bulgular, fucoidanin apoptotik
etkilerinin caspase 3/7 disindaki sinyal yolaklar1 araciligiyla gerceklesebilecegini veya bu
enzimlerin yeterince aktive edilmemis olabilecegini diislindiirmektedir. MCF-7
hiicre hattinin fucoidanin apoptotik etkilerine kars1 farkl: bir duyarliliga sahip olabilecegi
ve kullanilan yontemlerin sinirlamalari da g6z 6nilinde bulundurulmalidir. Fucoidan’in
apoptozu kaspazlardan bagimsiz olarak indiikleyebilecegi cesitli mekanizmalar da
literatiirde tanimlanmistir (Cruz Riquelme vd. 2024). Bunlardan biri, mitokondriyal zar
gecirgenliginin artmasiyla birlikte apoptoz indiikleyici faktdr (AIF) ve Endoniikleaz
G’nin sitoplazmaya salinarak DNA pargalanmasini ve kromatin yogunlasmasini
tetikleyen bir mekanizmadir (Parrefio vd. 2008). Fucoidanin meme kanseri hiicrelerinde
bu mekanizmay1 kullanarak AIF ve Endoniikleaz G seviyelerini 6nemli 6l¢iide artirdigi
ve bu sayede kaspazdan bagimsiz olarak apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Xue vd.
2017). Fucoidanin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini artirarak mitokondriyal
disfonksiyon yoluyla da kaspazdan bagimsiz apoptozu indiikledigi ifade edilmistir
(Zhang vd. 2011). Ek olarak fucoidan, endoplazmik retikulum (ER) stresini artirarak ve
hiicre i¢i Ca*" dengesizligi ile protein katlanma bozukluklarina neden olarak kaspazdan

bagimsiz hiicre 6liimiinii tetikleyebilmektedir (Chen vd. 2014).
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Fucoidan'in  kanser hiicreleri T{izerindeki etkisinin sadece apoptozla sinirh
olmayabilecegini, ayn1 zamanda otofaji veya hiicre dongiisiinii durdurma gibi alternatif
yolaklarla da gergeklesebilecegini gosteren ¢esitli mekanizmalar literatiirde yer
almaktadir (Park vd. 2011; Chan vd. 2023; Cholaraj ve Venkatachalam 2024).
Fucoidan’in hiicre dongiisiinii etkileyen c¢aligmalar, bu bilesigin hiicre dongiisiinii G1
fazinda durdurdugunu ortaya koymustur. P53, stres kosullarinda normal hiicrelerde
apoptozu yonlendiren gen dizilerini diizenleyen 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir.
Ozellikle P21 ekspresyonu, P53 transkripsiyon faktoriinden bagimsiz olarak da
diizenlenebildigi belirtilmigtir. Ras-Raf-MAPK yolaklari, KLF6 transkripsiyon faktorii
ve diger baz1 faktorler, P53’°ten bagimsiz bir sekilde P21°1 aktive edebilmektedir. Bunun
yant sira, P21 gen ekspresyonundaki artisin apoptozu inhibe edebilecegi gézlemlenmistir
(Abbas ve Dutta, 2009). Fucoidanin E2F1 seviyelerini azaltarak ve Ser795’te
retinoblastoma proteininin fosforilasyonunu etkileyerek hiicre dongiisiinii diizenledigi
bildirilmigtir (Lin vd. 2019). Fucoidan’in, G1 fazinda hiicre dongiisii duraklamasina

neden oldugu ve p21 (WAF1) -siklin-CDK mekanizmasini etkiledigi gosterilmistir.

Bu bulgular, fucoidanin HT29 kolon kanser hiicrelerinde Akt aktivasyonu yoluyla hiicre
cogalmasini inhibe ettigini ortaya koymaktadir (Han vd. 2015). Ayrica, fucoidan’in,
siklin E, siklin D1, CDK2 ve CDK4 gibi hiicre dongiisii diizenleyici proteinlerin
ekspresyonunu azaltarak hiicre gociinii ve cogalmasini inhibe ettigi belirtilmistir (Han vd.

2015).

Bu bulgular 1s18inda, fucoidanin apoptozu kaspazlardan bagimsiz bir sekilde
indiikleyebilecegi c¢esitli mekanizmalarla ifade edilmistir. Hem hiicre dongiisii
diizenleyici etkileri hem de kaspaz bagimsiz apoptoz mekanizmalari, fucoidanin
antikanser etkilerini aciklamada onemli rol oynamaktadir. Sonug¢ olarak, fucoidanin
apoptotik etkilerinin daha kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi i¢in farkli analiz

yontemlerinin ve hiicre modellerinin kullanilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
Tez c¢alismamiz, kaveolin-1'in meme kanseri hiicrelerinin hayatta kalma ve

proliferasyonundaki roliinii daha iyi anlamamiza katki saglamaktadir. Kaveolin-1

ekspresyonunun azaltilmasinin, 6zellikle kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz
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yeteneklerini sinirlayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum, fucoidanin yalnizca tiimér
biliylimesini engellemekle kalmayip, ayn1 zamanda kanserin ileri evrelerinde de etkili
olabilecegini gostermektedir. Bu sonuglar, fucoidanin kaveolin-1 yoluyla kanser
hiicrelerinin biyolojik davraniglarini modiile etme kapasitesine sahip oldugunu ve bu

bilesigin yeni nesil kanser tedavilerinde 6nemli bir yer tutabilecegini isaret etmektedir.

Sonug olarak, fucoidanin kaveolin-1 iizerindeki etkileri ve bu protein aracilifiyla
saglanan antikanser etkiler, meme kanseri tedavisinde yeni hedefler belirlenmesi
acisindan umut verici goriinmektedir. Gelecek calismalarda, fucoidanin diger kanser
tiirlerindeki etkilerinin ve 6zellikle kaveolin-1 diizeylerindeki degisimlerin daha ayrintili
olarak incelenmesi, bu bilesigin potansiyel terapodtik roliiniin daha iyi anlasilmasina

yardimc1 olacaktir.
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