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Kuersetinin insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1 Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Investigation of the Effect of Quercetin on Human Breast Cancer Cell Line
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Amag: Meme kanseri, farkli epigenetik degisiklikler ve genetik mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikan yaygin bir kanserdir. Dogal olarak
olugan Kuersetin, antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-kanser 6zellikler sergileyen ve ¢ok sayida hiicre i¢i hedefi yoneten bir flavo-
noid’dir. Bu ¢aligma da, MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda Kuersetinin apopitoz /otofaji siiregleri tizerine olasi etkisinin incelenmesi
amaglandi.

Aragclar ve Yontem: Kuersetinin IC50 degerini 3-4.5-dimetil-tiyazolil-2.5-difeniletrazolyum bromid (MTT) analiz ile belirlemek i¢in
MCF-7 meme kanseri hiicre hattina farkli konsantrasyonlar da ve siirelerde (24, 48 ve 72. saatte) kuersetin uygulandi ve gruplar olus-
turuldu. Kontrol grubu; hi¢ bir uygulama yapilmayan grup, Kuersetin 1; kuersetinin IC50 dozunun uygulandigi grup, Kuersetin 2;
kuersetin’in IC50 dozunun yarisinin uygulandigi grup, D 1; kuersetin 1 grubunda kuersetin hazirlanmasinda kullanilan DMSO oraninin
uygulandigi grup ve D 2; kuersetin 2 grubun da kuersetin hazirlanmasinda kullanilan DMSO oraninin uygulandigi grup. Kuersetinin
apopitotik etkisini degerlendirmek i¢gin TUNEL boyama yontemi kullanilirken, otofajik etkisini ortaya ¢ikarmak i¢in LC3/2 ve Beklin-
1 immiinofloresan boyama yontemi uygulandi.

Bulgular: Kuersetinin hiicreler iizerine etkisine bakildiginda, hiicre canliliginin doz ve zamana bagl olarak inhibe oldugu goriildii.
Bunun yaninda otofaji belirtegleri olan Beklin-1 ve LC3/2 immunreaktivitesinin de arttig1 gozlendi.

Sonug: Sonug olarak, kuersetinin apopitoz ve otofaji yolaklari ile MCF-7 meme kanseri hiicrelerini 6liime gotiirdiigii gbzlendi.

Anahtar Kelimeler: apoptoz; kuersetin; MCF-7 hiicre hatti; otofaji
ABSTRACT

Purpose: Breast cancer is a common cancer that occurs due to different epigenetic changes and genetic mutations. Naturally occurring
Quercetin is a flavonoid that exhibits antioxidant, anti-inflammatory and anti-cancer properties and manages multiple intracellular
targets. In this study, it was aimed to investigate the possible effect of Quercetin on apoptosis/autophagy processes in MCF-7 breast
cancer cell line.

Materials and Methods: Quercetin was applied to MCF-7 breast cancer cell line at different concentrations and times (24, 48 and 72
hours) to determine the 1C50 value of quercetin by 3-4.5-dimetil-tiyazolil-2.5-difeniletrazolyum bromid (MTT) analysis, and groups
were formed. Control group; no treatment group, Quercetin 1; IC50 dose of quercetin administered group, Quercetin 2; group in which
half the IC50 dose of quercetin was administered, D 1; In the quercetin 1 group, the DMSO ratio used in the preparation of the quercetin
was applied, and D 2; In the quercetin 2 group, the DMSO ratio used in the preparation of the quercetin was applied, While TUNEL
staining method was used to evaluate the apoptotic effect of quercetin, LC3/2 and Beclin-1 immunofluorescence staining method was
applied to reveal its autophagic effect.

Results: When the effect of quercetin on cells was examined, it was observed that cell viability was inhibited depending on dose and
time. In addition, it was observed that the autophagy markers Beclin-1and LC3/2 immunoreactivity increased, too.

Conclusion: In conclusion, it was observed that quercetin led to death of MCF-7 breast cancer cells through apoptosis and autophagy
pathways.
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GIRiS

Meme kanseri, yiiksek malignite ve mortalite agisindan
onemli bir kanser ¢esididir.! Meme kanserinde tedaviye
yonelik olarak cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyote-
rapi yontemleri kullanilmakla birlikte 6liim orani halen

yiiksek seviyelerdedir.?

Meme kanseri ¢esitli morfolojik, histopatolojik ve prog-
nostik ozelliklere sahip olmasiyla oldukga heterojen bir
hastalik grubu olmasindan dolay1 tedavilere farkli sekil-
lerde cevap vermektedir.® Tedaviye yaniti arttirmak igin
meme kanserinin 6zelliklerinin belirlenmesi ve 6zgiin ilag-
larin gelistirilmesi hastaligin prognozu agisindan dnemli-

dir.*

Hastaliklarin tedavisinde kullanilan dogal {irtinler ve bun-
larin tiirevleri malign bozukluklarin 6nlenmesinde fito-
kimyasallarm dnemini kanitlamistir.® Cesitli kanser tiirle-
rine kars1 kullanilan fitokimyasallar anti-kanser 6zelliklere
sahiptir.® Birgok bitkinin igeriginde bulunan Flavonoidler,
diisiik molekiiler agirhga sahip polifenolik bilesiklerden-
dir.” Bu bilesikler, kanserojen siirecin belirli agamalarina
miidahale edebilir, hiicre proliferasyonunu inhibe edebilir
ve gesitli kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilir.® Bu
nedenle bilimsel ¢alismalarin gogunlugu biyoyararliligi ol-
dukga yiiksek olan kuersetin molekiilii ile yapilmaktadir.®
Kuersetin lipofilik oldugundan, hiicresel zarlar1 gegebilir
ve birgok hiicre igi yolag tetikleyebilir.!° Cesitli dogal bi-
yoaktif molekiillerin varliginin yan sira, etkili kanser te-
davisinin hala gelistirilmesi gerekmektedir. Dahasi, etkili
bir tedaviyi tasarlamak igin, bu tiir dogal molekiillerin ta-
ninmis hiicresel hedefleriyle etkilesimlerini anlamak ¢ok
6nemlidir. Hem in vivo ve hem de invitro ¢aligmalarla,
Kuersetinin meme dahil gesitli kanser hiicrelerinde inhibe
edici etkisi gosterilmigtir.'! MCF-7 meme kanseri hiicre
hatt1 siklikla klinik 6ncesi aragtirmalarda tercih edilmekte-
dir.®? MCF-7 hiicreleri, dstrojen reseptorii (ER) pozitif
meme kanseri hiicre hatti olup degisen niikleer reseptor
ekspresyon seviyeleri ile farkli dstrojen reseptorii pozitif

olan tiimdér smiflarmni temsil etmektedir.?

Onemli anti-timor aktiviteye sahip olan Kuersetinin hiicre
ici hedeflerinin farkli molekiiler yollara sahip olduguna
inanilirken, bu aktivitenin tam mekanizmalari net degil-

dir.1 Otofajiyi ve apoptozu dogal iiriinlerle hedeflemek,

cesitli bozukluklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in potansiyel
bir terapétik strateji olarak kabul edilir. Birkag ¢alisma,
kuersetinin anti-kanser etkilerinin, kanser hiicrelerinde ve
ksenograf modellerinde otofaji ve apoptozu indiikleme ka-
biliyetiyle iliskili oldugunu gdstermektedir.!4*® Kuerseti-
nin apoptozisi tetikleyen etkilerini gdsteren bu ¢aligma-
larla birlikte, molekiiler hedeflerini belirlemek i¢in Kuer-
setinin farkli apoptotik yolaklar tizerindeki etkilerini aras-
tiran ¢aligmalar devam etmektedir. Literatiirdeki mevcut
bilgilere ek olarak bu c¢alisma ile MCF-7 meme kanseri
hiicre hattinda apopitoz ve otofaji mekanizmalari tizerine

Kuersetinin olasi etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
ARACLAR ve YONTEM
Hiicre Kiiltiirii

MCF-7 hiicre hattinin kiiltiirii i¢in Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) besiyerinin igerisine %10 Fetal
Sigir Serumu (FBS), %1 L-Glutamin ve Penisilin Strepto-
misin ilave edildi. 25 cm?’lik flasklardaki taze besiyerine
ekilen hiicreler 37°C’lik nemli atmosfere sahip %5 CO2
iceren nemli ortam i¢eren inkiibator i¢inde yeterli yogun-
luga ulasana kadar biiyiitiildii. Daha sonra tripsin ilave edi-
lerek pasajlama protokolii uygulandi. Hiicreler tekrar besi-
yeri ile siispansiyon halinde bir araya getirildi ve flasklara

ekilerek ayni atmosferde biiyiitiilmeye devam edildi.
Kuersetinin Hazirlanmasi

Kuersetin (Sigma Aldrich) DMSO’da ¢6zdiirtildiip hazir-
lanan 10mM’lik stok ¢ozeltisi filtreden gegirilerek steril
hale getirildi. Uygulamada doz belirlemek igin kullanila-
cak olan kuersetin ¢ozeltileride besiyeri ile seyreltilerek

hazirlandi.
MTT Hiicre Canhhk Testi

Hiicre kiiltliriinde ilag uygulamalar ¢aligmalarinda sito-
toksik ya da proliferatif etkileri belirlemek amaciyla sik-

likla kullanilmaktadir.®

Kuersetinin IC50 (hiicrelerin %50 nin 6ldiigi konsantras-
yon) dozunun belirlenmesi amaciyla MTT hiicre canlilik
testi uygulandi. Bu amagla, kuersetin dozlar1 5 pM, 10 uM,
15 uM, 20 uM ve 40 pM olarak belirlendi.?® Ayni za-

manda uygulanan dozlarin zamana bagh etkisini gérmek
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icin 24, 48 ve 72. saatler analiz edildi. Oncelikle yeterli
sayida 96 kuyucuklu plakaya 3x102 hiicre/kuyu olacak se-
kilde hiicre ekimi yapildi. Belirlenen dozlar ti¢ farkli ku-
yuya olacak sekilde uygulandi. Kontrol grubuna higbir ilag
uygulanmadi. Belirlenen siire sonunda ilgili plakada ki
hiicreler tizerine 10ul MTT solisyonu eklenip, 4 saat sii-
reyle 37°C’lik, %5 CO2’li nemli atmosferde inkiibasyona
birakildi. MTT soliisyonu dokiilerek hiicrelerin iizerine
DMSO eklenmistir. Plakalardaki renk degisimi absorbans
degerleri 570 nm dalga boyunda olan spektrofotometre ile
okunmustur. Boylelikle Kuersetinin MCF 7 hiicre hattin-
daki hiicrelerin canlilig1 tizerine dozun (IC50 degeri) etkisi
ve etkinlik zamani belirlendi ve ardindan c¢alisma igin

gruplar olusturuldu;

Kontrol grubu: flag uygulamasi yapilmayan hiicre hatti
grubu, Kuersetin 1 grubu: Hiicrelere tizerine Kuersetinin
IC50 dozunun uygulandig1 grup, Kuersetin 2 grubu: Kuer-
setinin belirlenen IC50 dozunun yarisinin uygulandigi
grup, D 1 grubu: Kuersetin 1’in hazirlanmasinda kullani-
lan DMSO oranmin uygulandigi grup ve D 2 grubu: Kuer-
setin 2’nin hazirlanmasinda kullanilan DMSO oraninin

hiicrelere uygulandig: grup.

24 kuyucuklu platelere hiicre ekimi yapildiktan sonra be-
lirlenen dozlarda kuersetin ve DMSO eklenerek 24 saat in-
kiibe edildi. Sonrasinda kuyucuklar DPBS ile iki kez yi1-
kand1 ve hazirlanan formaldehit soliisyonu ile tespit islemi

yapildi.
TUNEL Boyama Metodu

Apoptozu degerlendirmek i¢in TUNEL (terminal deoxy-
nucleotide transferase-mediated20-deoxyuridine 50-trip-
hosphate nick endlabeling) boyamasinda ApopTag® Flu-
orescein In Situ Apoptosis Detection Kit’i (EMD Milli-
pore, Darmstadt, Germany) kullanildi ve Datasheet iizerin-
deki talimatlarma uygun olarak gergeklestirildi. Hiicre
ekilmis yuvarlak lameller buffer ile yikanip, equilibration
buffer da bekletildikten sonra yikamadan TUNEL karigim1
ile 1 saat inkubasyona birakildi. Sonrasinda lamellerin
tizerine stop/wash buffer uygulandi ve 37°C’lik etiivde be-
ketildi. Yikama isleminden sonra antidigoxigenin conju-
gate soliisyonunda 30 dk. oda 1sisinda muamele edildi.
Tekrar lameller yikand1 ve gekirdek boyamas: i¢in DAPI
(4', 6-diamino2-phenylindole) damlatildi. Su bazli kapatici

ile lam ftizerine yuvarlak lameller kapatildi. Olympus
BX51 floresan mikroskobu (Olympus BX51, Tokyo, Ja-

ponya) altinda hiicreler incelendi ve fotograflar ¢ekildi.
immunofloresan Boyama Metodu

Hiicre hattinda LC-3/2 ve Beklin-1 ekspresyon seviyele-
rini degerlendirmek i¢in immunofloresan boyama teknigi
uygulandi. Daha 6nceden ekilmis olan yuvarlak lameller
buffer ile yikandiktan sonra goat serum ile 60 dk. inkiibas-
yona birakildi. Ardindan hiicreler LC-3/2 ve Beklin-1 an-
tikorlar1 ile overnight olacak sekilde +4°C’de bekletildi.
Ertesi giin buffer ile iki kez yikandiktan sonra oda sicakli-
ginda sekonder antikor ile inkiibe edildi. Tekrar buffer ile
yikanan lamellere ¢ekirdek boyanmasi i¢in DAPI damla-
tild1. Hiicreler yikama isleminin ardindan su bazli kapatici
ile kapatildi. Olympus BX51 floresan mikroskopta ince-

lendi ve fotograflandi.
Istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler Grahpad prisim Version 8.0 is-
tatistik yazilim programu araciligi ile gergeklestirildi. Ve-
rilerin Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri ile
verilerin normal dagilima uygunluguna bakildi. Normal
dagilim gosterenler gruplarda One Way Anova uygulanir-
ken, normal dagilim gostermeyen gruplarda ise Kruskal
Wallis testleri yapildi. Anlamlilik gésteren degiskenlerin
post-hoc karsilagtirmalart One Way Anova testi i¢in Bon-
ferroni, Kruskal Wallis testi i¢in Dunn’s testi ile gergek-
lestirildi. p<0.05’ten kiigiik olan p degerleri anlaml olarak
kabul edildi.

BULGULAR

Hiicre canliligim test etmek i¢in MTT analizi yapildi. ilk
olarak kuersetin’in farkli dozlart MCF-7 hiicreleri iizerine
uygulandi ve 24, 48 ve 72 saat araliklar ile hiicre canlilik-
larina bakildi. Yiizde canlilik degerlerinin doz gruplarina
(5 uM ile 40 uM dozlar1 arasinda) gore karsilastirilmalart
one sample t test ile bakild1 ve istatistiksel olarak 5 pM ile
40 uM dozlari arasinda anlamli bir azalmanin oldugu goz-
lendi (Sekil 1). Uygulama saatlerinin birbiri ile karsilagti-
rilmast tek yonliit ANOVA testi ile yapildi. MTT analiz so-
nuglaria gore 24. saattte ki IC 50 dozu 15 pM olarak be-
lirlendi. Kuersetin uygulanan MCF-7 hiicre gruplarinda
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kontrol grubuna gore hiicre canliliginda 24. saat sonunda
doz artisina bagl olarak azalma gozlendi. Sonug olarak
kuersetinin hiicre canlilig1g1 {izerine negatif etkisinin yani-
sira proliferasyonu inhibe edici 6zellige sahip oldugunu
gosterdi. Boylece hiicreler apopitoza giderken otofaji yo-
lagindaki degisimleri degerlendirebilmek i¢in 24 saatlik
uygulama isleminin ¢alisma agisindan yeterli olabilecegi

gosterilmistir (Sekil 1).

TUNEL metodu ile MCF-7 hiicre hatt1 {izerine kuerstinin
farkli dozlarinin apopitoz iizerine olasi etkisi ile degerlen-
dirildiginde TUNEL (+) apoptotik cisimcikler flouresan
mikroskopta yesil isimalar seklinde goriildii (Sekil 2).
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Sekil 1. Kuersetinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi.
24 saat (1a), 48 saat (1b) ve 72 saat (1c) boyunca farkli konsant-
rasyonlarda kuersetin uygulamasi sonucunda elde edilen hiicre
canlilig grafikleri.
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Sekil 2. Ilk siitundaki yesil yansimalar TUNEL+ apoptotik cisimcikleri gostermektedir. DAPI: 4,6-diamidine-2’-phenylindole. Skala bar: 100

pm’dir (Tunel boyama).
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Sekil 3. MCF-7 hiicrelerine uygun konsantrasyonda kuersetin uygulamasi sonucunda elde edilen Tunel pozitif hiicre sayisi, Beklin-1 ve LC3/2

immiinreaktivite sonug grafikleri (** p<0.01, *** p<0.001).
IC50 grubu hem kontrol hem de D1 grubu ile aralarinda
anlamli bir farklilik vardi (p<0.001). IC50/2 grubuyla ayr1
ayr1 olmak iizere kontrol, D1 ve D2 gruplari arasinda ista-
tistiksel olarak anlaml farklilik gézlendi. Ayrica IC50 ile
D2 grubu arasinda farklilik vardi (p<0.01). Diger gruplar
arasinda farklilik gériilmemistir (p>0.999) (Sekil 3).

Kuersetinin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki etkisinde otofaji
markerlarindan hem LC3/2 hem Beklin-1 immunreaktivi-
tesi degerlendirildiginde IC50 dozunun uygulandigi grupta
en yiiksek immiinreaktivite oldugu gézlendi (Sekil 3). Flo-
uresan mikroskopta hiicre sitoplazmalarinda kirmizi yan-
simalar Beklin-1 ekspresyonunu gosterdi. 1C50 grubuna

ait Beklin-1 immunreaktivite yogunlugunun hem kontrol

grubu ile hem de D2 grubu ile aralarinda anlaml bir fark-
lilik oldugu goriildii (p<0.001). Bu farklilik IC50/2 grubu
ile D2 grubu arasinda da gozlenmistir (p<0.001). Diger ta-
raftan ise kontrol grubu ile IC50/2 grubu arasinda anlamli
bir farklilik gozlendi (p<0.01). Kalan gruplar arasinda an-
laml bir farklilik goriilmedi (p>0.05) (Sekil 4).

Floresan mikroskopta sitoplazma igerisinde daginik halde
yesil floresan 1gimalar da LC3/2 ekspresyonu isaret etti.
LC3/2°tin immunreaktivite yogunluguna bakildiginda
IC50 grubu ile hem kontrol grubu arasinda hem de D2
grubu arasinda farklilik gézlendi (p<0.01). Ayn1 zamanda
IC50 grubu ile IC50/2 grubu arasinda istatistilksel agidan
anlaml farklilik goriildii (p<0.001) (Sekil 5).

Pozitif kontrol

Q---

IC50

~N
(=]

Negatif kontrol

1C50/2

Sekil 4. Kuersetinin uygulanan MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda gruplardaki Beklin-1 ekspresyonlari. Beklin-1 ekspresyonu floresan mik-
roskopta hiicrede kirmizi floresan yansimalar seklinde goriilmektedir. DAPI: 4,6-diamidine-2’-phenylindole. Skala bar: 100 um’dir (immu-

nofloresan boyama).

265



Ahi Evran Med J. 2022;6(3):261-269

Pozitif kontrol

D1

D2

Negatif kontrol

1C50

Sekil 5. Kuersetin uygulanan MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda gruplardaki LC3/2 ekspresyonlari. LC3/2 ekspresyonu floresan mikroskopta
hiicre sitoplazmasinda dagmik halde yesil floresan yansimalar seklinde goriilmektedir. DAPI: 4,6-diamidine-2’-phenylindole. Skala bar: 100

pum’dir (Immunofloresan boyama).

TARTISMA

Kadinlarda genetik, hormonal ve gevresel faktorlere bagh
olarak gelisen meme kanserinin 6nlenmesinde flavonolle-
rinin rol oynayabilecegi bildirilmektedir.?* Cesitli dogal
maddeler arasinda flavonlar, flavonoller ve flavanonlar
gibi flavonoidler, kanser tedavisinde kullanilan en umut
verici gruplardan biridir.?? Flavonoidler ile uzun yillar ¢a-
lis1lmis olmasina ragmen, biyolojik aktivitelerinde ki hiic-

resel mekanizmalari hala netlige kavugmamustir.

Meme kanseri hiicreleri, i¢erdikleri hormon reseptdrleri
aracilig ile 6strojene duyarli olabilir. Serbest radikal sii-
piiriiciisii 6zelligine sahip olan kuersetin, DNA hasarlarin
Onleyerek Ostrojen agonisti/antagonisti olarak hareket
eder. Yapilan ¢aligmalara gore besinlerde bulunan 6stroje-
nik flavonoidlerden olan kuersetin, meme kanserinin doza
bagli olarak ilerlemesine neden olabilir.?® Kuersetinin,
farkli orjinde kanser hiicre dizilerinde biiyiime ve prolife-
rasyonu baskiladigi, hiicre siklusunu G1 veya G2 fazinda
durdurdugu, anti-anjiojenik, anti-proliferatif, anti-inflama-
tuvar, metastazi baskilayic1 ve apoptozisi indiikleyici is-

levleri oldugu gosterilmistir.®

Kuersetin potansiyel bir antikanser ajan olarak umut va-
detmektedir. Invitro calismalar ile flavonoidlerin, kinaz
aktivitesiyle apoptoz indiiksiyonu ve proliferasyon inhi-
bisyonu gibi cesitli anti-kanser etkileri agiklanmaya cali-

silmgtir.?* Kaspaz kaskadinm dogrudan aktivasyonu ve

mitokondriyal yol araciligiyla apoptozun uyarilmis indiik-
siyonu, nazofarengeal karsinom CNE2 ve HK1 hiicreleri,
timustan tiiretilmis HPBALL ve oral skuaméz karsinom
SCC-9 hiicreleri dahil olmak tizere farkli orjinde insan
hiicre dizilerinde bildirilmistir.?528

Apopitoz, fitokimyasallar tarafindan hedeflenip premalign
veya malign hiicreleri yok etmek i¢in 6nemli bir yolaktir.
Kemoterapinin asil hedeflerinden bir tanesi, kanserli hiic-
relerde apopitozu indiiklemektir.’® Kuersetin ayrica
p38MAPK yolu ile Twist'in baskilanmasi aracilifiyla
meme kanseri hiicrelerinde apopitozu indiikler.?® Samarn
Dechsupa ve ark. Kuersetinin sadece anti-proliferasyon
Ozelligine sahip olmadigini, ayn1 zamanda ksenografth
meme kanserinde bir apoptoz indiikleyici oldugunu gos-
termislerdir.3 Kuersetinin kanser hiicrelerinde apoptozu
indiiklemesinden dolay1 bu molekiil onkoloji alaninda ayr1
bir 6neme sahip olmustur. Kuersetinin kanser hiicreleri
iizerindeki pro-apoptotik etkisinin yani sira, tiimorijenik
olmayan hiicrelerdeki apoptotik aktivitesi de rapor edil-

mistir.3!

Meme kanserlerinin gogunun dstrojen reseptorii pozitiftir
ve Ostrojen, Ostrojen reseptoriine baglanarak kanser hiic-
resi bliyiimesinde, hayatta kalmasinda ve gen ekspresyo-
nunu diizenleyici mekanizmasinda dnemli bir rol oynar.
Chou ve arkadaslari, MCF-7 hiicre hattinda kuersetinin 10,
50, 100, 150 ve 175 uM farkli dozlar1 uygulanip 24. ve 48.
saatlerdeki etkisi degerlendirildiginde, hiicreleri doza ve

zamana bagli olarak inhibe ettigini bildirmislerdir. Hiicre
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siklusu analizi ile GO/G1 fazinda hiicre sayisinin anlaml
sekilde azaldig1 ve apoptotik hiicre dliimiiniin indiiksiyonu
yoluyla canli MCF-7 hiicrelerinin yiizdesini azalttig1 go-
riilmiistiir.®? Bir bagka calismada ise, MCF-7 meme kan-
seri hiicreleri 24 saat kuersetin (25-100 uM) ile muamele
edildikten sonra yapilan Hoechst 33342 boyamas: sonu-
cunda indiiklenmig kromatin yogunlagmasi ile apoptotik

hiicre 6liimii gézlenmistir.

MDA-MD-453 meme kanseri hiicre hattinda 24 saat uygu-
lanan 100 uM Kuersetinin, G1 fazinda bulunan hiicrelerin
fraksiyonunda bir azalma ile iliskili G2/M fazindaki hiicre
fraksiyonunda bir artisa neden oldugu bildirilmistir.3* Bir
bagka hiicre hattinda yapilan ¢alismada, kuersetin (24 sa-
atlik inkiibasyon i¢in 5-40 uM) konsantrasyonuna bagiml
olarak hiicre canliligini azalttig1 ve akut miyeloblastik 16-
semi HL60 hiicrelerinde ¢ok diisiik apoptotik etkiye neden
oldugu goriilmiistiir.® Calismamizda ise, MCF-7 hiicre
hattina 24 saatlik 15 uM’lik kuersetin uygulanmasi sonra-
sinda en yiiksek TUNEL immiinreaktivitesi IC50 dozunda

goriilmektedir.

Otofaji, apopitoz ve hiicre dongiisiine ek olarak, hiicrelerin
proliferatif aktivitelerini diizenleyebilen bir siirectir.3
Otofaji sirasinda, otofagozom olusumuyla iligkili bir dizi
otofaji geni aktive edilir.3” Beklin-1, otofaji mekanizma-
sinda sitoplazmada gorev alan ve otofagozom igin gerekli
bir proteindir. Vezikiil olusumunda hiicredeki diger prote-
inlerle etkileserek siire¢ baslatilmis olur.®® Otofaji siire-
cinde LC3/2 proteini sitoplazmada yer alan otofagozomla-
rin membranina bagli olarak bulunan bir protein olup ayni
zamanda ge¢ dénem otofaji belirteci olarak da bilinir.3
Otofajinin indiiklenmesi ile LC3/2 hiicrede sitoplazmada
yaygin graniiler dagilim sekli olup otofagozomlarin yansi-

masinin bir belirtecidir.

Kuersetinin otofajiyi uyardig: ve yiiksek glikoz kaynakl
hasara kars1 insan umbilikal ven endotel hiicrelerini (HU-
VEC'ler) korudugu goriilmistiir. LC3/2 ve Beklin-1 eksp-
resyonu, kuercetin ile tedavi edilen hiicrelerde artarken,
p62 protein seviyesi, tek basina yiiksek glikoza kiyasla
yiiksek glikoz kosulu altinda dnemli dl¢iide azaldig1 gos-

terilmistir.*°

Kuersetin tedavisinden sonra doza ve zamana bagli bir se-
kilde 6nemli 6lgiide yukari-regiile edilmis LC3/2 ekspres-
yonu ve asag1 regiile edilmis P62 ekspresyonu gozlendi.
Ayrica, hiicreleri kuersetin (80 wmol/L) ile muamele edilip
0, 6, 12 ve 24. saat sonra yapilan analiz sonuglari, kuersetin
tedavisi ile LC3'"iin yukari regiilasyonu gosterilmistir. Bir-
likte ele alindiginda kuersetinin, HCC hiicrelerinde oto-
fajiyi indiikledigi goriilmiistiir.** Calismanzda ise, immu-
nofloresan boyama ile Beklin-1 ve LC3/2’nin en yiiksek

immunreaktivitesi IC 50’de goriilmektedir.

Kuersetinin, CAOV3 insan yumurtalik kanseri hiicrele-
rinde p-STAT3/Bcl-2 ekseni yoluyla endoplazmik retiku-
lum stresini indiikleyerek, ayn1 zamanda mitokondriyal
aracili apoptoz ve koruyucu otofajiyi tesvik ettigi gosteril-
mistir.® Kuersetinin etkilerine yonelik yapilan galismala-
rin ¢ogu in-vitro olmasina ragmen, yapilan in-vivo calig-
malarda da kuersetinin biyoyararlaniminin 6ne ¢iktigt dii-
stiniilmektedir. In vivo bir ¢alismada ise, MCF-7 ve CT-26
tiimorleri tastyan fareler, kontrol grubuna kiyasla kuersetin
(50, 100 ve 200 mg/kg) ile tedavi edilen grupta tiimor hac-
minde dnemli bir azalma sergiledigi goriilmistiir. TUNEL
metoduna gore, kontrol gruplarina gore tedavi edilenlerde
apoptotik hiicre yiizdesinde bir artis gdzlenmis olmasina
ragmen, istatistiksel anlamliliga ulagsmadigi bildirilmis-
tir.1® Calismanmz da kuersetinin, doza ve zaman bagiml
olarak MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
gorillmiistiir. Literatiir ile uyumlu olarak kuersetinin apop-
toz ve otofaji ile tiimdr ilerlemesini inhibe ettigi goriilmiis-

tiir.

Kanser hiicreleri mevcut kemoterapdtik maddelere karsi
direng ve azalmis duyarlilik gosterebildigi i¢in dogal ilag-
lara artan bir ihtiyag vardir. Kuersetinin diger pekgok akti-
vitesinin yaninda apoptotik ve otofajik olarak biyolojik ak-
tivite gostermesi nedeni ile kanser 6nleyici dogal bir ajan
olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir. Bu yo-
laklar1 daha iyi agiklayabilmek i¢in gelecekte yapilacak di-
ger tedaviye yonelik caligmalara Onciiliik edebilecegine

inanilmaktadir.

Cikar Beyannamesi

Herhangi bir ¢ikar catigmasinin olmadigini yazarlar beyan

etmektedirler.
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Etik Kurul izni

Bu caligma, hiicre kiiltiirii ile ilgili oldugundan etik kurul

onay1 gerektirmemektedir.
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