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OZET

Astragalus tiirlerinden elde edilen sikloartan tipi saponinlerin MCF-7 ve
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerindeki proliferasyonu iizerine
etkisi

Gozde Ogiiteii
Danigsmanlar: Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali- Prof.Dr. Aysel Kiikner
Tibbi Genetik Anabilim Dali- Prof.Dr. Pinar Tulay

AMAC: Bu ¢alismanin amaci, Astragalus tiirlerinden elde edilen saponinlerin
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serilerinin proliferasyonu
tizerindeki etkisini ve Astragalus tiirlerinde bulunan biyoaktif bilesiklerin
sitotoksik etkilerini degerlendirmektir.

CALISMA PLANI: Astragalus tiirlerinden saponinlerin meme kanseri hiicre
hatlari, MCF-7 ve MDA-MB-2321 iizerindeki potansiyel antikanser etkileri,
TEBU-BIO hiicre sayma kiti 8, hiicre apoptozisi, apoptoz saptama Kiti, Apoptag
Plus Peroxidase In Situ, ABD, kullanilarak degerlendirildi.

BULGULAR: MCF-7 hiicreleri, farkli konsantrasyonlarda Astragalus saponinleri
(10 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM) ile muamele edildi ve 24s, 48s ve 72 saat maruz
kaldiktan sonra absorbans yiizdeleri Olciildii. 48 saat i¢in, tiim
konsantrasyonlarda(10 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM) anlamh fark gézlendi. 72
saat de ise 100 uM konsantrasyonda anlamli bir fark bulundu. MDA-MB-231
hiicreleri, farkli konsantrasyonlarda Astragalus saponinleri (10 uM, 100 uM, 150
uM, 200 uM) ile muamele edildi ve 24s, 48s ve 72 saat maruz kaldiktan sonra
absorbans yiizdeleri Olgiildii. 24 saat icin, 10 pM, 100 pM ve 200 pM
konsantrasysonlarda anlaml1 degisiklik kabul edildi. 48 saat i¢in, 100 uM ve 150
UM konsatrasyonlarda anlaml degisiklik kabul edildi. 72 saat i¢in ise, 10 uM ve
100 uM konsantrasyonlarda anlamli degisiklik kabul edildi. MCF-7 hiicrelerinde
ve MDA-MB-231 hiicrelerinde tiinel boyama ile apoptoz tespiti yapildi. MCF-7
hiicrelerinde tiim saponinlerden elde edilen p degerleri kontrol ile
karsilastirildiginda anlamli bir fark oldugunu ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
bulunan saponin (astrasieversianin X)'in p degeri kontrol ile karsilastirildiginda
anlamli farklilik gosterdi.

SONUC: Yapilan ¢alisma, Astragalus tiirlerinden elde edilen saponinlerin, Gnemli
Olciide MCF-7 meme kanseri hiicre serisinde ve ayrica MDA-MB-231 hiicre
serisinde, anti-proliferatif ve anti-apoptotik etkilere sahip oldugunu
gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Meme Kanseri, Sitotoksisite, Astragalus
Saponinleri, MCF-7, MDA-MB-231
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ABSTRACT

The effect of Cycloartane-type of saponins from Astragalus species on the
proliferation of MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cells.

Gézde Ogiitgii
Supervisors: Prof.Dr. Aysel Kiikner- Department of Histology and Embryology

Prof.Dr. Pinar Tulay- Department of Medical Genetics

AIM: The aim of this study was to evaluate the effect of saponins from Astragalus
species on the proliferation of MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines.
The study’s main objectives were to evaluate the cytotoxic effects of bioactive
compounds which present in Astragalus species.

METHODS: The potential anticancer effects of saponins from Astragalus species
on breast cancer cell lines, MCF-7 and MDA-MB-2321, using TEBU-BIO cell
counting kit 8. Cell apoptosis was evaluated by using Apoptosis detection Kit,
Apoptag Plus Peroxidase In Situ, USA.

RESULTS: MCF-7 cells were treated with different concentrations of Astragalus
saponins (10 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM) and absorbancy percentages were
measured after 24h, 48h and 72 hours of exposure. There were significant
differences between means when compared in control group, for 48 hours there
were significant difference at all concentrations (10 uM, 100 uM, 150 uM, 200
uM) and a significant difference was found at 100 uM concentration at 72 hours.
MDA-MB-231 cells were treated with different concentrations of Astragalus
saponins (10 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM) and absorbancy percentages were
measured after 24h, 48h and 72 hours of exposure. There were significant
differences between means when compared in control group, at concentrations of
10 uM, 100 uM, and 200 uM for 24 hours, at concentrations of 100 uM and 150
uM for 48 hours, at 10 uM and 100 uM concentrations for 72 hours. Detection of
apoptosis via tunnel method in MCF-7 cells and MDA-MB-231 cells the results
showed that there was a significant difference when the p values obtained from all
saponins in MCF-7 cells, were compared with the control and there was a
significant difference when the p value of the only saponin (astrasieversianin X) in
MDA-MB-231 cells, was compared with the control.

CONCLUSION: The current study demonstrates that the saponins from
Astragalus species have an anti-proliferative and anti-apoptotic effects
importantly in MCF-7 breast cancer cell line and also in MDA-MB-231 cell line.

KEYWORDS: Breast Cancer, Cytotoxicity, Astragalus Saponins, MCF-7, MDA-
MB-231
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0. GIRIS VE AMAC

Kanser, viicuttaki bir grup hiicrenin kontrolsiiz ve anormal bir sekilde biiylyiip
cogalmasina bagli ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu olusan tiimor adi verilen hastalik
bagisiklik sistemine zarar verip 6liimciil olabilecek diger bozukluklara yol agmaktadir.
Mevcut kanser tedavisinde uygulanan, cerrahi miidahale, radyasyon ve kemoterapdtik
ilaglarinin kullanimi hastalarda toksisiteye neden olmakta ve saglikli hiicreleri de
6ldiirmektedir. Bu nedenle de giiniimiizde arastirmacilar saglikli hiicreleri koruyup

sadece kanserli hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in ¢alismalar yapmaktadir.

Meme kanseri diinya ¢capinda 6nemli bir saglik problemidir. Kadinlar arasinda kansere
bagli 6liim siralamasinda meme kanseri ikinci sirada yer almaktadir (Ergin A. Ve ark
2019). DSO 2020 verilerine gére diinyada en sik goriilen kanser tiiriiniin yaklasik
%12’lik bir oranla meme kanseri oldugu aciklanmistir. KKTC’de 2012-2016 yillar
arasinda yapilan istatistiksel ¢aligmalar sonucunda kadinlarda en sik en sik goriilen
kanser tipleri siralamasinda meme kanseri ilk sirada yer alirken erkeklerde prostat
kanseri ilk swrada yer almaktadir (2012-2016 KKTC Kanser Istatistikleri,
http://saglik.gov.ct.tr/, 06.04.2021).

Baz1 gida veya biyoaktif bilesiklerin kullanimi, hastalik seyrini olumlu yonde
desteklemekte, meme kanseri hastalarinin yasam kalitesini artirabilecek fizyolojik

degisiklikleri ortaya ¢gikarmaktadir (Shirode AB ve ark 2015, Teoh PL ve ark 2019).

Astragalus L., Leguminosae familyasindaki en biiyiik ¢i¢ekli bitki cinslerinden biridir.
Cinsin Tirkiye florasinda yaklasik 440 tiir ile temsil edildigi tahmin edilmektedir ve
tlman ve kurak bolgelerde yaygin olarak dagilmistir (Donmez ve ark 2018).
Farmakolojik ¢alismalarda, Astragalus'un ham ekstreleri ve izole edilmis bilesenleri,
anti inflamatuar, immiinostimiilan, antioksidatif, antikanser, antidiyabetik,
kardiyoprotektif ve antiviral aktiviteler gostermistir. Sikloartanel tlirevi saponinler,
flavonoitler ve polisakkaritler Astragalus'un aktif bilesenleridir ve ayrica alkaloidler,

amino asitler, B-sitosterol gibi diger elementleri de igerir (Li ve ark 2014).


http://saglik.gov.ct.tr/

Saponinler, ayn1 zamanda triterpenoid glikozitler olarakda bilinir, Dogal veya sentetik
formda farmasoétik veya nutrasotik ajanlar olarak 6nemli bir potansiyele sahip olup
birgok bitkide dogal olarak bulunan biyoaktif bilesiklerdir (AV Rao ve ark 2000).
Hemen hemen tiim saponinler tiimor hiicrelerinde apoptozu indiikler; kanser tedavisi
icin tercih edilen ilaglardir, ¢iinkii tiimor hiicrelerini apoptoz ile ortadan kaldirmak,
nekrozdan kaginarak hastalarda yan etkileri azaltmaya yardimci olur (Man ve ark
2010).

Bu calismada Astragalus tiirlerinden elde edilen ve meme kanserindeki etkileri
calisilmamis olan saponinlerin farkli dozlart meme kanseri hiicre serilerine
uygulanarak proliferasyon, sitotoksik ve apoptotoik etkilerinin arastirilmasi

amagclanmaktadir.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rao+AV&cauthor_id=11201296
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10001346#!

1. GENEL BiLGILER

1.1 KANSER

Kanser diinya ¢apinda biiyiik oranda 6liimle sonug¢lanan 6nce gelen saglik sorunudur.
DSO (Diinya Saglik Orgiitii)’den elde edilen saonuglara gére 2020'de yaklasik olarak
10,0 milyon 6liime sebebiyet vermistir. Giliniimiizde insanlar etkileyen birgok kanser
tiirii goriilmektedir. En sik rastalanan kanser tiirlerini, akciger (2.09 milyon vaka),
meme (2.09 milyon vaka), kolorektal (1.80 milyon vaka), prostat (1.28 milyon vaka),
deri (1.04 milyon vaka), mide (1.03 milyon vaka) olusturmaktadir (Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi (IARC), https://www.iarc.who.int/, 15.12.2020).

Kanser hiicrelerin anormal biiylimesi sonucu meydana gelmektedir ve bitisik
hiicrelere, organlara veya viicudun diger kisimlarina yayilma potansiyeli
gostermektedir (WANG ve ark 2018). Genetik bozukluklar, sagliksiz beslenme
aligkanliklari, radyasyona maruz kalma veya toksin alimi, enfeksiyonlardan veya

iltihaplardan kaynaklanabilmektdir.

1.2 KANSER RiSK FAKTORLERI
Genetik Mutasyonlar

Kansere neden olan belirli gen tiirlerinin kesfi, kanser arastirmalar1 i¢in énemli bir
gelisme olmustur. Bir hiicredeki, bir veya daha fazla gen, mutasyona ugradiginda
kanser olusumu ger¢eklesmektedir. Mutasyon gende olusan degisiklik olarak
tanimlanmaktadir ve anormal bir protein yapisi olusturmaktadir veya olusumunu
engellemektedir. Olusan anormal yapi hiicreye farkli bilgiler saglar ve hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde cogalmasina ve kanserli hale gelmesine neden olmaktadir.
Mutasyon gen iizerinde olustugu yere gore faydali veya zarali olarak
nitelendirilebilmektedir. Tek bir mutasyon genelikle kansere neden olmamakla birlikte
yasam boyunca meydana gelen birden ¢ok mutasyon kanserle sonuclanmaktadir.
Onkogen ve tiimor baskilayic1 genler, hiicre biiylimesini etkiler ve belirli kanser

tiirlerinde degiserek mutasyona ugramaktadir (Pazarbasi ve Kasap 2003). Timor
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baskilayict genler koruyucu genler olarak bilinir ve hiicre biliylimesini durdurur. Bu
genlerde olusan mutasyon sonucu ise hiicreler kontrolsiiz ¢ogalarak tiimor olusumuna
sebebiyet vermektedir. Mutasyonlarin kansere yol agtigi genlerin ornekleri olan,
BReast CAncer 1(BRCA1) ve BReast CAncer 2(BRCA2) genleri kadinlarda kalitsal
g0giis ve yumurtalik kanserini gelistirme riskini artirmaktadir (Welcsh ve King 2001).
P53 insan kanserlerinde bulunan en sik mutasyona ugramis gendir (Olivier ve ark
2010). Bu mutant p53 geni,yasadiklar1 hiicrelerde yiiksek seviyelerde birikerek
onkojenik etkilere neden olmak {izere, transkripsiyonel degisikliklere neden

olmaktadir (Neil ve ark. 2017).

Onkogenler ise saglikli hiicreleri kanserli hiicrelere doniistiirebilmektedir. Human
Epidermal growth factor Receptor-2 (HER-2) protoonkogeni aktive edici mutasyonlar,
bir¢ok kanser tiirtinde kanser hiicrelerinin biiylimesini ve yayilimini kontol etmektedir.
HER2 mutasyonlarinin en yiiksek prevalansina sahip histolojiyi mesane kanseri(% 9-
18) temsil eder, bunu uterin (% 6), kolorektal (% 5,8), akciger (% 4) ve meme (%4)
kanseri izlemektedir (Cocco ve ark 2019). RAS protoonkogenleri onkogenezde 6nemli
rol oynamaktadir. RAS genlerinin hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve hayatta kalmasi
dahil bircok hiicresel siireci diizenledigi gosterilmistir. Nokta mutasyonlar1 RAS
aktivitesini artirmakla birlikte, yumurtalik, akciger skuamdéz hiicre, uterin,
adrenokortikal ve 6zofagus tiimorlerinde siklikla amplifiye olmaktadir (Stephens ve

ark 2017).

Cevresel Faktorler

Kansere neden olabilecek her madde kanserojen olarak tanimlanmaktadir ve bu
maddelerin viicutta birikmesi hiicrelere hasar verip kanser hiicrelerinin biiyiimesine
neden olmaktadir. Basta yanlis beslenme, sigara kullanimi, fiziksel aktivite eksikligi
gibi yasam tarzi faktorleri DNA’miza ya zarar vererek tiimdr olusuna neden
olmaktadir (Sekil 1). Yapilan bir ¢aligmada sigara kullanimi ile akciger kanseri
olusumu riski degerlendirilmis ve daha 6nce hig¢ sigara igmeyenler ile diizenli sigara
kullanan kadin ve erkek gruplari aras1 aragtirma yapilmistir. Sonugta ise sigara igmenin
kadin ve erkek gruplar1 arasinda ayni oranda akciger kanseri ile giiglii bir sekilde

iligkisi ortaya konmustur (O’Keeffe ve ark 2018). Ayn1 zamanda sigara kullaniminin



bas ve boyun, yemek borusu, mide, serviks ve mesane kanseri i¢in bir risk faktorii

olabildigi bir bagka ¢aligma ile kanitlanmistir (Larsson ve ark 2020).

Ultraviyole 1s1k bir bagka onemli cevresel faktor olarak kanser olusumunda rol
oynamaktadir. Melanom, genetik olarak gilines 1s181na veya yapay kaynaklara duyarli
bireylerin, ultraviole 1sinlarina maruz kalmasiyla iligkilidir (Noonan ve ark 2012).
Ultraviyole radyasyonunun DNA ve gen mutasyonlarinin hasarindan sorumlu oldugu
caligmalarla gosterilmistir. UV radyasyonu saglikli hiicreleri kanser hiicrelerine

doniistiiren mutasyonlara neden olup deri kanseri olusuna neden olmaktadir. (Laikova
ve ark 2019).

Sentetik kimyasallara maruz kalma kansere sebebiyet veren bir baska risk faktorii
grubudur. Dis kaynakli kimyasallar insan hayatini olumsuz etkileyip kansere neden
olmaktadir. DSO raporuna goére kanserlerin yaklastk % 1.5-2’si ¢evredeki
kimyasallara bagli olusmaktadir. Yapilan ¢alismada cocukluk cagi kanserlerinin
yaklagik % 5'inin de cevresel olarak kirletici maddelere maruz kalmasindan
kaynaklandig1 gosterilmis ve ¢ocuklarin bu maddelere maruziyetinin miimkiin

oldugunca sinirlandirilmasi gerektigi belirtilmistir (Roberts ve ark 2012).
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Sekil 1: Kanserin patofizyolojisi (National Cancer Institute)



1.3 KANSER TURLERI

Kanserin viicutta ortaya ¢iktig1 hiicre tipine gore kanser tiirleri siniflandirilmaktadir

(Tablo 1).
Kanser tiirii Olustugu hiicre Cesiti
Karsinom Viicudun i¢ ve dis Adenokarsinom, s1v1 veya mukus iireten epitel hiicrelerinde
ylizeylerini olusur
kaplayan epitel Bazal hiicreli karsinom, insan cildinin dis katmani olan
hiicreleri epidermisin alt veya bazal (taban) tabakasindan baslar
Skuamoz hiicreli karsinom, cildin dis yiizeyinin hemen altinda
bulunan epitel hiicreleri olan skuamdz hiicrelerde olusur
Transizyonel hiicreli karsinom, transizyonel epitelyum veya
iirotelyum olarak adlandirilan bir epitel dokusu tiiriinde olusur
Sarkom Kas, yag, kan Osteosarkom en yaygin kemik kanseridir.
damarlari, lenf leiomyosarkom, Kaposi sarkomu,liposarkom en yaygin
damarlari ve fibroz | yumusak doku sarkomlaridir
doku da dahil
olmak tizere kemik
ve yumusak
dokular
Losemi Kemik iliginin kan1 | hastaligin kétiilesme hizina gore akut veya kronik ve kanserin
olusturan basladig1 kan hiicresinin tiiriine gore lenfoblastik veya myeloid
dokusunda olarak siniflandirilmaktadir
meydana gelen
kanserler
Lenfoma T hiicreleri ve B Hodgkin lymphoma genellikle B lenfositlerden, Hodgkin

hiicreleri olmak

uzere lenfositler

olmayan lenfoma ise B veya T lenfositlerden

kaynaklanmaktadir

Multiple Myelom

bir bagisiklik
hiicresi olan plazma
hiicrelerinin asir1
artis1 sonucu bir
¢esit kemik iligi

kanseridir

Onemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS), anormal plazma
hiicreleri ayni antikordan gereginden fazla iiretir fakat timdr
olusturmaz.

Asemptomatik Myelom

Semptomatik Myelom




Melanom Melanini iireten Melanomlarin ¢ogu ciltte olusur fakat goz gibi diger pigmentli

6zellesmis hiicreler | dokularda da meydana gelebilirler
olan melanositlere

doniisen hiicreler

Germ hiicreli tiimorler | sperm veya Testis germ hiicre tiimorleri

yumurtaya Yumurtalik germ hiicre tiimorleri

Ozellesen hiicreler

Noroendokrin sinir sisteminden Karsinoid tiimorler, genelde gastrointestinal sistemde siklikla

Tiimérler gelen bir sinyale rektumda ve ince bagirsakta bulunurlar

cevaben kan
igerisine hormon

salan hiicreler

Tablo 1: Kanser Tiirleri (National Cancer Institute)

1.4 TANI VE TEDAVI

Tiimorler gelisimin  erken asamalarinda  genellikle herhangi bir belirti
gostermemektedir. Ancak erken tespit edilen kanserin tedaviye etkili yanit verme ve
kisinin hayatta kalma olasiliginin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Kanserin erken
tespit edilmesinde, kanser hastasinin farkindaligi, diizenli klinik ve kisisel kontrollerin
yapilmasi 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Guide To Cancer Early Diagnosis, World
Health Organization, ISBN 978-92-4-151194-0, 2017).

Kanser tanisinda, tarama programlar1 herhangi bir belirti gelistirmemis, belirli bir
kanser veya kanseri diigiindliren anormallikleri olan bireyleri tespit etmeyi ve onlari
derhal teshis ve tedavi i¢in yonlendirmeyi amaglamaktadir. Kanser teshisinin
dogrulugu etkili tedavi i¢in 6nemli rol oynamaktadir. Cilinkii her kanser tiirii kendine
Ozel, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi tedavi planlamasi gerektirmektedir (Loud

ve ark 2017).

Hastanin yasam kalitesini artirarak kanseri iyilestirmek veya yasami onemli dlgiide
uzatmak kanser tedavisinde birincil amaci olusturmaktadir. Kanser tedavisi, kanserin
tiirline, evresine, bulundugu lokasyona, hastanin metabolizmasina ve ayrica hastanin

maddi imkanlarma bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Genel olarak tiimori




ortadan kaldirmaya veya biiylimesini yavaglatmaya yonelik tedaviler, ameliyat,
radyasyon tedavisi, kemoterapi, hormon tedavisi veya immiinoterapi ve bunlarin

kombinasyonu olarak planlanmaktadir.

Kemoterapi kanser hiicrelerinin, ilagla tedavi seklini olusturmaktadir. Kanser
hastalarina ¢esitli ila¢ gruplar1 damar yoluyla veya oral yolla verilmektedir. Cerrahi,
kanser tedavisinin en eski ve en temel tedavi yontemidir. Solid tiimor dokularinda en
etkili tercih edilen yontemdir. Cerrahi yontem ile birlikte radyasyon ve kemoterapi

kullanimi tedavi sansini artirmaktaidr (Arruebo ve ark 2011).

Radyasyon tedavisinde X-ray 1sinlar1 kullanilarak kanser hiicresini ortadan kaldirmak
amaglanmaktadir. Kanser hiicreleri siirekli ¢ogalma yeteneklerinden dolay1
radyasyona daha duyarlidirlar, bu da her zaman ¢ogalmayan normal hiicrelere gore

radyasyon hasarindan daha az kurtulmalarin1 saglamaktadir (Baykara 2016).

Immiinoterapi yonteminde, tiimér hiicrelerinin dis yiizeyinde bulunan antijenler
araciligiyla kanserle savasmak i¢in viicudun savunma sistemi olan bagisiklik
sisteminden yararlanilmaktadir (Costa J. 2020). Immiinoterapi ydntemi kanser
hiicrelerinin biiylimesini durdurmaya veya yavaslatmaya yardimci olmaktadir. Ayni
zamanda bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini yok etmesine ya da viicudun diger
bolgelerine yayilmasia engel olmaktadir. Monoklonal antikorlar, onkolitik viriis
tedavisi, T hiicre tedavisi ve kanser asilar1 immiinoterapi tedavi yontemlerini

olusturmaktadir (Barbaros ve Dikmen 2015).

Kiicilik molekiillii ilaglar ve monoklonal antikorlar gibi hedefe yonelik tedavi seklinde
kanserli hiicrelerin ¢ogalmasi engellenerek bagisiklik sisteminin giiclendirilmesi
amaglanmaktadir (Sakalar ve ark 2013). Bagisiklik sistemimiz viicuda giren zararl
yabanct maddelere karsi antikor Ttretmektedir. Bu antikorlar, viicudunuzdaki
bagisiklik tepkisini baglatan molekiiller olan antijenlere baglanarak enfeksiyonla
savasan proteinlerdir. Monoklonal antikorlar da viicudunuzun dogal antikorlarini
giiclendirmek veya kendileri antikor gorevi gdérmek i¢in laboratuvarda firetilen
antikorlar olarak tamimlanmaktadir. Tedavide, kanser hiicrelerinde anormal
proteinlerin aktivitesini bloke ederek spesifik terapi olarak kullanilabildigi gibi ayn

zamanda tiimoriin biiylimesine ve hayatta kalmasina yardimci olan doku ortamini
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hedefleyen hedefe yonelik bir terapi gibi yontemlerle kanserle savasta

kullanilmaktadir (Yazicioglu ve ark 2018).

Hormon tedavisinde ise prostat ve meme kanseri gibi hormonlarin 6nemli rol oynadigi
kanser tiirlerinde bu hormonlarin ¢alisma seklini ve lireme kabiliyetlerini etkileyecek
ilaglar hastaya agiz yoluyla verilmektedir. Antistrojen Tamoxifen meme kanserli
hastalarda hormon tedavisi olarak Ostrojen reseptoriine karsi etkin olarak

kullanilmaktadir(Altinbas 2001).

1.5 KANSER TEDAVISINDE FITOTERAPI

Fitoterapi antioksidan Ozellikleri bulunan ve biyoaktif maddeler igeren bitkisel
triinlerin kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde kullanilmasidir. Giiniimiizde
bitkiler ¢esitli hastaliklardan korunma ve tedavilerinde popiiler olarak kullanilip
aragtirmalara konu olmaktadir. Uzun yillardir bitkisel iiriinler kanser tedavisinde yeni
ve daha etkili antikanser maddelerin bulunmasinda 6nemli bir kaynak olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle kemoterapi ve radyoterapinin toksisitesini azaltmak ve
kanser agrisin1 gidermek amaciyla bitkiler kanser tedavisinde destekleyici olarak
kullanilmaktadir (Yin ve ark 2013). Tamamlayici tedavi yontemi adi altinda hastaya
standart tedavisinin yaninda bitki takviyesi ile ilaglarin verecegi yan etkilerin
azaltilmast amaglanmistir. Yapilan calismalar cesitli bitkisel ilaglarin anti kanser
aktivite sergilediklerini kanitlamisitr (Tablo 2) (Yamamoto ve ark 2003) (Di ve ark
2003).

Gilinlimiizde bazi bitkilerin insan saghigini destekleyecek nitelikte olmasi insanlar

tarafindan tercih edilmesine ve kullanilmasina neden olmaktadir.

Flavonoitler meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunmaktadir. En kapsamli arastirilan
flavonoitler arasinda, flavopiridol, katesinler, genistein ve kersetol (quercetin)'iin
kanseri onledigi ve anti-tiimor aktivitelerine sahip oldugu bilinmektedir (Cragg ve
Newman 2005) (Jeong ve ark 2009). Vernonia amygdalina, Asteraceae familyasina ait
yenilebilir bir Afrika dag bitkisidir. Yiiksek miktardaki alkaloit, saponin ve tanen
icerigi sayesinde pek cok amag i¢in tonik olarak, sindirimi iyilestirmek, atesi diistirmek

ve organizmayl bagirsak parazitlerinden ve dermatomlardan korumak igin
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kullanilmaktadir. Ayni zamanda V. amygdalina 6zlerinin meme kanseri MCF-7

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi bulunmustur (Yedjou ve ark 2008). Yesil

cay flavonoidi olan epigallocatechin gallate’in (EGCG) tiimor hiicreleri lizerindeki

etkisi farkli meme kanseri hiicre dizileri {izerinde test edilmis ve EGCG orta diizeyde

bir pro-apoptotik aktivitesi oldugu bildirilmistir (Carlson ve ark 2007).

Bitkisel urtin

Kanser

Kaynak

Referans

Resveratrol

Kolon kanseri

Uziim, bogiitlen,
yaban mersini

Resveratrol depresses the
growth of colorectal aberrant
crypt foci by affecting bax and
p21(CIP) expression.
Tessitore L, Davit A, Sarotto |,
Caderni G

Carcinogenesis. 2000 Aug;
21(8):1619-22

Kurkumin

Akciger kanseri

zerdegal

Curcumin reverses cisplatin
resistance in cisplatin-resistant
lung caner cells by inhibiting
FA/BRCA pathway

Ping Chen 1, Jian Li, He-Guo
Jiang, Ting Lan, Yong-Chang
Chen

Kafeik asit

Akciger kanseri

kahve, kirmiz sarap,
otlar, meyveler

Protective effect of caffeic acid
on paclitaxel induced anti-
proliferation and apoptosis of
lung cancer cells involves NF-
kB pathway.

Kroksin

Yumurtalik ve
prostat kanseri

safran

Crocetin and Crocin from
Saffron in Cancer
Chemotherapy and
Chemoprevention

Feslegen

Meme kanseri

Quercetin

Effects of low dose quercetin:
Cancer cell-specific inhibition of
cell cycle progression

Tablo 2: Bitkisel ilaglarin anti-kanser aktiviteleri (Demirag 2013)
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2. MEME KANSERI

Meme kanseri diger kanserler gibi hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve anormal sayida
artmasi sonucu ortaya ¢ikan énemli bir saglik sorunudur. Meme kanserine neden olan
hiicrelerde meydana gelen genetik anormallik biiyiik ¢ogunlukla yaslanma ve koti
yagsam tarzi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Veronesi ve ark 2005). Bu hiicreler saglikli
hiicrelere kiyasla daha hizli boliiniip kitleler olusturmaktadir. Siklikla kadinlarda
goriilen kanser tiirii olmasiyla birlikte erkeklerde de goriilebilmektedir. Kadinlar
arasinda en siklikla goriilen kanser tiirlerini sirastyla meme kanseri, bagirsak kanseri,
rahim agz1 kanseri ve akciger kanseri olusturmaktadir. Meme kanseri, gelismis ve
gelismekte olan lilke kadinlarinda en siklikla goriilen kanser tiirlerinden olup, 2012
GLOBOCAN (The Global Cancer Observatory) verilerine gore tiim diinyada yaklasik
1.68 milyon yeni meme kanseri vakasi ve 552.000 hastalik sebepli oliimler

goriilmistiir (Sung ve ark 2020).

Meme kanseri 4 evreye ayrilmaktadir. Evre 0, non-invaziv kabul edilmektedir. Bu
asamada hicbir belirti ve komsu hiicrelere yayilim gézlenmemektedir. invaziv meme
kanserinin erken evresi olarak bilinen Evre lde tiimor capi 20 mm den kiiciik
olmaktadir. Evre 2 de hastaya dzel tedavilerle olumlu yanit alimmaktadir. Iki kategori
altinda incelenmektedir. Evre 2a, ya ¢ap1 en fazla 20 mm olan kol altindaki lenf
diiglimlerine yayilan invaziv meme kanseridir ya da tlimoriin ¢cap1 20-50 mm arasinda
ve herhangi bir lenf diiglimiine yayilim gostermemektedir. Evre 2b de ise tiimoriin ¢ap1
20-50 mm arasindadir ve kanserli kisim kol altindaki lenf diiglimlerine yayilmaktadir
veya timor capt 50 mm'den biiyiilk ve kol altinda herhangi bir lenf diiglimiine

yayilmamustir.

Evre 3 lokal olarak ilerlemis kanserli hiicrelerdir ve 3a, 3b ve 3¢ olarak 3 alt katagoriye
ayrilmaktadir. 3a da tiimor ¢ap1 50 mm'den kiigiiktiir ve kol altindaki lenf diiglimlerine
yayilim gostererek kanserli hiicre kiitleleri halinde biiylime gostermektedir. Evre
3b'de, tiimor boyutunun sinirlar1 yoktur ve cilde ve gogiis duvarina yayilabilmektedir.
3c'de ise tiimor lenf diigiimlerine genisler ve klavikula, gogiis duvar1t ve gogis
derisinin altina veya iistiine yayilmaktadir. Metastaz kanseri olarakta bilinen evre 4’te
kanser hiicreleri akcigerler, kemikler ve beyin gibi viicudun diger organlarina yayilim

gostermektedir (Maughan ve ark 2010, American Cancer Society).
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MEME KANSERI TiPLERI
2.1 MEME KANSERININ HiSTOLOJIK SINIFLAMASI

Meme kanseri histolojik olarak in situ ve invaziv karsinom olmak tizere iki baslik
altinda siniflandirilmaktadir. Invaziv karsinomda neoplastik hiicreler bazal membrani
asarak stromaya invazyon gostermektedir bu nedenle metaztaz yapabilme kapasitesine
sahiptirler. Timor hiicrelerinin  histopatolojik  siniflandirilmasinda, — sitolojik

ozelliklerinin yani sira yapisal 6zellikleri de géz oniine alinmalidir.

In situ Meme Kanseri

Non invaziv karsinom olarak da bilinen bazal membrani delip gecici 6zellikte olmayan
meme kanseri ¢esitidir. Yani bu durumda kanser kanalin ya da siit bezinin disina ¢ikip
yayillmamaktadir. Kanser siit bezinden kaynaklaniyorsa lobuler karsinoma, siit
kanalindan kaynaklaniyorsa duktal karsinoma olarak bilinmektedir. Duktal ve lobiiler
karsinoma olmak tizere iki tipten olusmaktadir. Lobiiler karsinoma in situ (LCIS) da
klinik ve mamografi bulgusu gézlenmez ve kansere doniismez. Duktal karsinoma in
situ LCIS den farkli olarak kansere doniisebilir tiptedir. Tipik klinik ozellikleri
memede kitle, agri ve meme bas1 akintisi olusturmaktadir ve mamografide bigimsiz

mikrokalsifikasyon kiimeleri goriilmektedir. (Sinn HP ve ark 2013).

invaziv Meme Kanseri

Invaziv meme kanserinde hiicreler bazal membrani delerek ¢evre dokuya ¢ikmaktadir.
Boylece kanser hiicreleri kana ve lenfatik sisteme karisip lenf nodlarina ve uzak
organlara ulasabilmektedir. Invazif duktal karsinom ve invazif lobiiler karsinom olmak
lizere iki tiire ayrilmaktadir. invazif duktal karsinom (IDC) memenin siit kanallarin
doseyen hiicrelerde baslayip memenin icindeki yag dokusuna yayilim gostermektedir
ve kan veya lenf yolu ile viicudun diger bolgelerine metastaz yapma potansiyeli
tagimaktadir. Meme tiimorlerinin biiyiik bir kism1 meme duktal epitelinden koken

almaktadirlar (Yildirnm ve ark 2019). Invazif lobiiler karsinom, siit iireten salg
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bezlerinde baslayarak viicudun diger bolgelerine yayilabilmektedir. Invazif lobiiler
karsinomu mamografide tespit etmek, IDC'ye gore daha zordur. Invaziv duktal
karsinom kendi iginde cesitli tiplere ayrilmaktadir. En sik goriilen tipi NST 6zel
olmayan tip (no special type) inflamatuar meme kanserinden sonra prognozu en koti
olanidir. Inflamatuar meme kanseri meme kanserlerinin %1-4’{inii olusturmaktadur.
Kanser hiicrelerinin memedeki kiigiik lenf damarlarini tikamasi sonucu memede
yaygin iltthapli bir goriinlimiin olusmasindan dolay1r inflamatuar olarak
adlandirilmusitr. Belirti ve sikayetler hizli bir sekilde ortaya ¢ikabilmektedir (Weigelt
ve ark 2010).

Bunlara ek olarak seyrek goriilen ve 0zel tip meme kanseri olarakta alt tiplere
ayrilmaktadir. Bunlar; mediiller meme kanseri, miisinoz meme kanseri, tiibiiler meme
kanseri, adenoid kistik meme kanseri, metaplastik meme kanseri, memenin
anjiosarkomu, bazal tip meme kanseri, papiller meme kanseri olarak
adlandirilmaktadir (Weigelt ve ark 2010).

Hormon Reseptor Durumlarina Gore Meme Kanseri Alt Tipleri
Meme kanserleri dstrojen reseptorii varligina gore baslica 4 degisik alt gruba ayrilir;

Buna gore Ostrojen reseptdr (ER) pozitif tiimorler; meme bezlerinin luminal
hiicrelerine benzer gen ekspresyonu ve diger luminal hiicrelerle iligkili belirleyicileri
icermektedirler. ER negatif tlimorler ise timor hiicrelerinde insan epidermal biliyiime
faktorii reseptorii-2 (HER-2) gen amplifikasyonu gosterdiklerinden HER2 pozitif
tiimdrler olarak bilinmektedirler. Meme bezlerinin normal bazal hiicrelerine benzer
gen ekpresyonu sergileyip ER ve progesteron (PR) de negatif bulunan tiimorler ise
bazal-benzeri (basal-like) ya da triple (iiglii) negatif olarak adlandirilmaktadir. Yapilan
caligmalar sonucunda genellikle meme tiimorlerinin luminal grupta oldugu ortaya
c¢ikmigtir ve bunun sonucunda luminal proliferatif aktivitesine ve HER-2 gene
amplifikasyonuna goére A ve B olarak ikiye ayrilmaktadir. Luminal A grubu diisiik
proliferatif aktivite ve mitoz orani i¢erirken luminal B grubu yiiksek proliferatif etkiye

sahip olmasiyla bilinmektedir. Ayn1 zamanda luminal B grubu luminal A grubunun
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aksine HER-2 reseptdrii tastyan tiimorler olarak ayirt edilebilmektedir (Ungel ve ark
2015).

meme kanseri
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Sekil 2: Meme kanseri alt tipleri (Bozkurt K. ve ark 2020)
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2.2 MEME KANSERINDE RiSK FAKTORLERI

Kanserin DNA hasar1 sonucu olustugu bilinmektedir. Ancak bu hasarin olusum nedeni
ya da nasil olustugu hala kesin olarak bilinmemekle birlikte genetik ve cevresel
faktorler etkili olmaktadir. Meme kanserinin olusumda cinsiyet, yas, genetik yatkinlik,
kadin cinsiyet hormonlar1 6nemli etkiye sahiptir (WHO). Erken adet gorme (12
yasindan once) veya ge¢ menapoz (50 yasindan sonra) donemi yasayan kadinlarda
meme kanseri riski artmaktadir. Genetik olarak birinci derece akrabalari kapsayan
(anne, kiz, kiz kardes) aile Oykiisiinde meme kanseri olan kadmlar yiiksek risk
altindadir. Bunun disinda histolojik olarak yogun meme dokusuna sahip olmak meme
kanseri riskini artirip olusan kitlelerin tespit edilmesini zorlastirabilmektedir. Yapilan
calismalar menopoz i¢in Ongodriilen kombine hormon replasman tedavisi almanin
meme kanseri riskini artirabildigini ortaya koymustur (Aly W 2021). Tibbi amaclarda
dahil olmak fiizere 6zellikle 30 yas Oncesinde radyasyona maruz kalmanin meme

kanseri riskini artirdig1 calismalarla belirlenmistir (Land ve ark 2003, Ma ve ark 2008).

Cevresel ve yasam tarzina bagl olusan risk faktorlerinin bir kismi meme kanserini
baskilarken bir kismi ise uyarmaktadir. Hareketsiz yasam tarzi, sik ve fazla alkol
tilketimi ve yanlis beslenme sonucu gelisen obeziteye bagli meme kanseri riski
artmaktadir (A¢ikgdz ve Akal 2017). Vitamin ve mineral igerigi yiiksek, meyve ve
sebze agirlikli beslenmenin ¢esitli kenser tiirlerinin olusumunu engelledigi
calismalarla ortaya konmustur (Marjorie L ve ark 2003). Yapilan bir ¢calismada diisiik
yagl bir diyetin meme kanserinin 6nlenmesinde rol oynayabilecegi gosterilmektedir
(Chlebowski ve ark 2013). Uzun siireli stresin bagisiklik sistemini etkileyerek kansere
yol agabilecegi diisiiniilmektedir. Cevresel risk faktérlerinn meme kanseri olusumuna
etkisini arastirmak icin yapilan bir ¢aligma sonucunda giinliik yasantidaki stres
diizeyinin meme kanserini anlaml diizeyde etkiledigi kanitlanmistir (Aydogan ve ark

2013).
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2.3 MEME KANSERINDE TANI YONTEMLERI

Rutin meme taramasi veya gogiis muayenesi sonucu rastlananan bir anormallik
nedeniyle kesin tani amaciyla ileri tetkikler uygulanmaktadir. Mamografi bu
semptomlarin kanser varlifinin gostergesi olup olmadigint belirlemeye yardimei
olabilmektedir. Bu yontemde memenin daha ayrintili rongeni elde edilebilmektedir.
Biyopsi, siipheli bulunan bélgenin kanserli olup olmadigini belirleyebilen tam
yontemidir. Meme biyopsisinde siipheli alandan doku veya sivi alinarak elde edilen
hiicreler mikroskop altinda incelenmektedir. Ince igne aspirasyonu, ¢ekirdek igne
biyopsisi ve cerrahi biyopsi olmak iizere ii¢ tiir biyopsi sekli bulunmaktadir. On tanida
rastlanilan yumru kolayca hissedilebilecek kadar biiyiik oldugunda ultrason énemli bir
bir diger tan1 yontemidir. Gglis ultrasonu, yumrunun kat1 bir kitle veya siv1 ile dolu
bir kist olup olmadigmi goriintiilemektedir. Ayrica yumrunun tam boyutunun ve
yerinin Olglimiinde ve g¢evresindeki dokunun goriintiilenmesinde kullanilmaktadir

(Nounou ve ark 2015).
2.4 MEME KANSERINDE GUNCEL TEDAVILER

Tedavi yonteminin se¢imi, timor boyutu ve yerlesimine, lezyon sayisina, yasa ve
hastalarin genel saglik durumlar: ve tercihlerine gore belirlenmektedir. Gogiis kanseri
i¢in giincel klinik tedaviler, bireysel hasta bazinda multidisipliner bir ekip aracilifiyla
onkojenik siirecleri hedefleyen cerrahi, radyoterapi ve immiinoterapi ile ilag

tedavilerini icerir (Howard ve Bland 2012).
Radyoterapi

Radyoterapi ile kanserin olustugu bolgede ve koltukaltinda kalmis olabilecek kanser
hiicrelerine 151n verilerek ortadan kaldirmak amacglanmistir. Dolayisiyla hastaligin
oldugu bolgeyi veya metastasin oldugu bolgeyi tedavi etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Ayrica bu tedavideki bir diger amac¢ hastalifin tekrar etmesinin
onlenmesidir. Radyoterapi c¢alismalari, tiim risk gruplarinda, ilk tekrarlama riskinin
yar1 yartya azaldigmi ve lokal kontroliin uzun siireli sagkalim iizerindeki olumlu

etkilerini gostermistir (Yang ve ark 2013).
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Kemoterapi

Kanser hiicrelerinin ilag aracilifiyla oldiiriilmesi ve ¢evre dokulara veya hiicrelere
yayiliminin engellenmesi olayina kemoterapi denir. Kemoterapide hastaya damar
yoluyla sitotoksik ilag¢ verilerek kanser hiicresini ortadan kaldirmak amaglanmaktadir.
Genellikle ameliyattan sonra olast alinamamis kanser hiicrelerini yok etmek igin
kullanilmaktadir. Kemoterapi gelecekte kanserin tekrar ortaya c¢ikma ihtimalini
azaltmak icin ameliyat sonrasi verilebilmektedir. Bu tedavi adjuvan kemoterapi
olarakta bilinir. Ameliyaat 6ncesi verilen kemoterapi ise birincil kemoterapi olarak
bilinir ve biiyliyen meme kanserinin biiyiimesini yavaglatmak veya daha biiyiilk meme

kanserini kii¢iiltmek i¢in kullanilmaktadir (Fisusi ve ark 2019).

Kemoterapide, meme kanserinin tiiriine ve yayilimina bagh olarak cesitli kombine
ilaglar verilmektedir. Kemoterapi ilaglar1 nasil ¢alistiklarina ve etki mekanizmlarina
bagli olarak cesitli gruplara ayrilmaktadir. Alkilleyici ajanlar olarak bilinen ilaglar
kanser hiicrelerinin DNA'sina zarar vererek kendilerini kopyalamalarini
engellemektedir. Antimetabolitler hiicrelerin normal metabolizmasina miidahale
ederek biiylimelerini durdurmaktadir. Mitoz inhibitorleri kanser hiicrelerinin
boliinerek ¢ogalmasini engellemektedir. Son grup olan topoizomeraz inhibitorleri
ise kanser hiicrelerinin boliinmesine ve bilyiimesine yardimci olan enzimlere etki

etmektedirler (Baykara 2016).

Kemoterapi ilaglar1 hizli boliinme 06zelligine sahip kanser hiicrelerini hasara
ugratmaktadir. Bu islem sirasinda kullanilan bu ilaglar ayn1 zamanda bagisiklik
hiicrelereri gibi normal ve saglikli hiicrelerede zarar verdiginden enfeksiyonlar , istah
kaybi, sa¢ dokiilmesi ve yorgunluk gibi ¢esitli yan etkiler gostermektedir. Gilintimiizde
bircok yan etki bitkisel tedavi yontemleri ile dnlenebilip kontrol edilebilmektedir (Qi
ve ark 2015).
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Cerrahi tedavi

Meme kanseri cerrahisinde amag, tiimorii geride kalmayacak sekilde ¢ikarmak ve
yayillim gosterdigi lenf bezlerini almaktir. Cerrahi tedavi tiim meme dokusunun
cikarilmasi veya sadece tiimoriin bulundugu doku kisminin ¢ikarilmasi olarak

smiflandrilmaktadir (Maughan ve ark 2010).

Meme koruyucu cerrahi igleminde ¢ikarilacak doku miktar1 kanser tiiriine, tiimdriin
boyutu ve bulundugu yere, ¢ikarilmasi gereken doku miktarina ve memenin
biiyiikliigiine gore belirlenmektedir. Ameliyat sonrasit kanserli dokunun alindig
bolgedeki ¢cevre dokuda kanserin kalip kalmadig1 kontrol edilerek kalmasi durumnda

hastaya radyoterapi uygulamasi verilmektedir (Maughan ve ark 2010).

Mastektomi ise bir diger cerrahi tedavi yontemi olup tiim meme dokusunun ¢ikarilmasi
islemidir. Bu islem sonrasi bircok hastaya gogilis rekonstriiksiiyonu cerrahisi
uygulanarak diger memenin hemen hemen aym goriiniimde olarak sekilde yeni bir
gogiis sekli yapilarak hastanin yasam kalitesini artirmak saglanmaktadir (Maughan ve
ark 2010).

Immiinoterapi

Meme Kanseri hastalarinin  tedavisinde immiinoterapinin etkili olabildigi
kanitlanmistir. Tiimor iicrelerini hedeflemek ve bagisiklik sistemi ile farkli seviyelerde
caligmak {izere tasarlanmis, tiimor hedefli immiinoterapiler, onkolitik virisler,
antikanser asilar1 olmak {izere farkli antikanser immiinoterapi modaliteleri
gelistirilmektedir. Laboratuvarda olusturulan monoklonal antikorlar kanser
hiicrelerinde spesifik hedeflere baglanmak igin tasarlanmig bagisiklik sistemi
proteinleridir ve kanser hiicrelerini isaretleyerek bagisiklik sistemi tarafindan daha
kolay taninmalarina izin vermektedir. Meme kanseri asilari, timérle iligkili antijenleri
hedef alan igsel bir antitimdr tepkisini uyarmak icin tasarlanmistir (Makhoul ve ark
2018).

19



3. MEME KANSERI HUCRE SERILERi

MDA-MB-231 MEME KANSERiI HUCRE SERISi

MDA-MB-231 hiicre serisi, metastatik meme adenokarsinomu olan 51 yasindaki
beyaz MD Anderson isimli bir kadinin plevral efiizyonundan olusturulan bir epitelyal
insan meme kanseri hiicre serisidir. MDA-MB-231, 6strojen reseptorii (ER) ve
progesteron reseptorii (PR) ekspresyonunun yani sira HER2 amplifikasyonundan
yoksun oldugu i¢in oldukca agresif, invazif ve {i¢lii negatif meme kanseri hiicre
serisidir. Bu hiicre serisi Claudin-3 ve Claudinin-4'in down-regiilasyonunu, Ki-67
proliferasyon isaretleyicisinin diisiik ekspresyonunu, epitel-mezenkimal gecis ile
iligkili isaretleyiciler i¢cin zenginlestirme sergilediginden, claudin-low molekiiler alt
tipine aittir. 3D kiiltiirde, hiicre serisi endotel benzeri morfoloji sergiler ve genellikle
birden fazla hiicre kolonisini birbirine baglayan yildiz seklinde uzantilara sahip
fenotipiyle ayirt edilmektedir (Sekil 3a). Yeni ilag gelistirme ¢aligmalar1 ve meme
kanseri i¢in potansiyel olarak etkili aktif maddeler iizerinde bir¢ok ¢aligma, MDA-

MB-231 hiicre serisi kullanilarak gergeklestirilmistir (Welsh ve ark 2013).

MCF-7 MEME KANSERI HUCRE SERIiSi

MCF-7 hiicreleri 1973 te kurulan Michigan Kanser Vakfi'ndaki Soule ve arkadaslari
tarafindan metastatik hastalig1 olan 69 yasindaki bir kadinin plevral efiizyonundan
izole edilmistir. MCF-7, 40 yildan fazla bir siiredir birden fazla arastirma grubu
tarafindan yaygin olarak kullanilan bir meme kanseri hiicre dizisidir. MCF-7, ER ve
progesteron reseptorii (PR) pozitif olup luminal A molekiiler alt tipine aittir ve diisiik
metastatik potansiyele sahiptir, zayif agresif ve invazif olmayan bir hiicre serisidir
(Sekil 3b). MCF-7 hiicreleri, kolayca kiiltiirlenebildiklerinden ve hedefe yonelik tedavi
edildiklerinden anti-hormon terapisi direng ¢aligmalari i¢in ¢ok uygundur (Comsa ve
ark 2015).
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Sekil 3a: MDA-MB-231 meme Sekil 3b: MCF-7 meme Kkanseri

kanseri hiicre serisi hiicre serisi

4. ASTRAGALUS BITKISI

Fabaceae (baklagiller) ailesine ait Astragalus bitkisi antik ¢aglardan beri Cin ve Tiirk
toplumlar1 basta olmak iizere birgok farkli toplumda biyiik ilgi gormistiir.
Yaklasik 3000 tiirden olusan Astragalus cinsi, onemli bir bitkisel ilag kaynagidir.
Cinsin Tiirkiye florasinda 440 tiir icerdigi tahmin edilmektedir ve 1liman ve kurak
bolgelerde yaygin olarak dagilmistir. Astragalus bitkileri, yeralti koklerinden
biiyiiyen, yillik veya ¢ok yillik sapl bitkiler veya kiigiik ¢alilardir (Polat ve ark 2010;
lonkova ve ark 2014).

Farmakolojik ¢alismalarda, Astragalus'un ham ekstreleri ve izole edilmis bilesenleri,
anti inflamatuar, immiinostimiilan, antioksidatif, anti kanser, anitidiyabetik,

kardiyoprotektif ve antiviral aktiviteler gostermistir (Li ve ark 2014).

Polisakkaritler, saponinler ve flavonoitler tiiriin ana aktif bilesenlerini olusturmaktadir.
Ayrica alkaloitler, fenolik asitler , amino asitler, B-sitosterol gibi diger elementleri de

igerir (Yusufoglu ve ark 2014).
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Sekil 4: Astragalus oleifoilus (Resimler: I. Calis’in arsivinden alinmistir)

Bu cinsin en yaygin kullanimi, ¢iftlik hayvanlar1 ve vahsi hayvanlar i¢in yem olarak
kullanilir, bu cinsteki baz1 bitkilerin gidalarda, ilaglarda, kozmetiklerde, ¢ay veya
kahvenin yerine veya bitkisel sakiz kaynaklar1 olarak kullanildig1 bilinmektedir (Li X
ve ark 2014). Tirkiyede bazi Astragalus tiirlerinin suda ¢6ziinen kisimlar1 bobrek
iltihab1, diyabet, losemi ve uterus kanserinin tedavisinde gili¢lendirici olarak
kullanilmas1 yaninda idrar soktiiriicii ve yara iyilestirici olarak da kullanilmaktadir

(Davis ve ark 1988, Zou ve ark 2009, Zhu G 2018).

Astragalus polisakkaridindeki monosakkarit bilesimleri arabinoz, fruktoz, glukoz ve
mannoz olusturmaktadir. Bu cinsteki flavonoitler arasinda ise flavonoller, flavonlar,

flavononlar ve izoflavonoitler bulunmaktadir (Bratkov ve ark 2016).

Ayn1 zamanda Astragalus cinsi kafeik asit, klorojenik asit, gentisin, emodin ve f-
sitosterol gibi diger kimyasal bilesenleride igermektedir. Yapilan ¢alismalar ile 140'tan
fazla sikloartan tipi triterpen glikozit, 60 flavonoid ve 18 farkli polisakkaritler
tanimlanmistir (Ghasemian-Yadegari ve ark 2017). Astragalus tiirlerinin farmakolojik
Ozelliklerinde flavanoitler ve saponinler 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalar

gosterdi ki Astragalus tiirlerinden elde edilen flavanoitler ile birlikte saponinler
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antioksidan, radyoprotektif, antiinflamatuar, hipotansif ve immiin diizenleyici

aktiviteler gostermistir (Kondeva-Burdina ve ark 2015).

Astragalus membranaceus tiiriinden elde edilen astragalozit IV (astragaloside IV)
ndron kaybint inhibe ederek, membran biitiinliigiinii gii¢lendirerek ve oksidatif hasari
bozarak hiperglisemi aracilt norotoksisiteye karst noroprotektif etki gostermistir

(Elmazoglu Z. Ver ark).

Astragalus baibutensis koklerinden elde edilen yeni bir sikloartan tipi triterpen glikozit
olan baybutozit (baibutoside)’in, hem Trypanosoma cruzi'yi hemde T. brucei
rhodesiense in vitro ortamda inhibe ederek antiprotozoal aktivitesi kanitlanmistir
(Calis 1. ve ark 2006).

4.1 ASTRAGALUS TURLERININ BiYOLOJIiK AKTiVITELERI
Anti-inflamatuvar

Enflamasyon, viicudun yaralanmalara ve enfeksiyonlara verdigi tepkidir ve aym
zamanda iyilesmeyi etkilemek igin bazi yararli rollere sahip olabilmektedir.
Enflamasyon, NO sentaz (NOS) tarafindan diizenlenen nitrik oksit (NO) gibi
inflamatuar aracilarin ekspresyonunu ve interlokin (IL) -1, IL-6 ve tiimor nekroz
faktorii-a (TNF) gibi inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu artirmaktadir (JM Zhang
ve An J 2007).

Dae-Young Lee ve ark. Yaptiklar ¢calisma ile Agroastragaloside V ve astragaloside
IV, sitotoksisiteye neden olmaksizin NO(nitrik oksit) tiretiminin 6nemli bir
inhibisyonunu gdstermistir. Bu c¢alisma sonucunda, astragaloside IV'in yara
tedavisinde etkili oldugunu ve bu bitkinin enflamatuar hastaliklarin tedavisinde
potansiyel bitkisel bir ilag olarak kullanilabilinecegi bildirilmistir (Lee DY ve ark
2013). Yapilan bir diger calismada astragaloside IV’{in anti-enflamatuar etkisine bagh
olarak NF-«xB aracili inflamatuar gen ekspresyonunun inhibe oldugu ve si¢anlarda

diyabetik nefropatiyi zayiflatabildigi goriilmiistiir (Gui D ve ark 2013).
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Astragalus membranaceus, Th2 sitokinlerinin (IL-4, -5, -6 ve -13) ekspresyonunu
baskilayarak ve TNF-a seviyesini diisiirmekte sitokinleri diizenleyerek BALB / ¢
farelerinde atopik dermatit (AD) benzeri deri lezyonlar1 tedavisinde etkili olmaktadir

(Kim JH ve ark 2013).
Immiin Sistem Diizenleyici Etkisi

Lenfositler, hem hiicresel hem de humoral immiin yanitlarin aktivasyonunda ¢ok
onemli rol oynamaktadir. Du ve ark. Astragalus polisakkaritlerinin Hepatit B asis1
icin giliglii adjuvan etkiye sahip oldugunu ve Toll benzeri reseptor 4 sinyal yolunun
aktivasyonu ile hem hiimoral hem de hiicresel immiin tepkileri artirabildigini ve
dontistiiriici bliytime faktorii B (TGF B ) ekspresyonunu inhibe edebildigini ortaya
koymustur. Yapilan baska bir ¢alisma sonucu ise Astragalus polisakkarit’in etkili bir
immiino-giiclendirici oldugunu, T lenfosit proliferasyonunu oOnemli o6lg¢iide
destekledigini ve serum antikor titrelerini, IFN-y, IL-2, 1gG ve IgM seviyelerini

yiikselttigini gostermistir (Guo L ve ark 2012).

Nalbantsoy ve ark. astragaloside V11 ve makrofillosaponin B'nin farelerde inflamatuar
sitokinlerin uyarilmas1 olmadan gii¢lii immiino-diizenleyici etkiler gosterdigini ve in
vitro enflamatuar hiicresel hedefler lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadigim

gostermistir (Nalbantsoy ve ark 2011).
Anti tiimor Etkisi

Bitkisel tibbi ajanlarin kullanilarak yeni kemoterdpatik tedavi yolaklar1 olusturulmasi
icin bir¢ok klinik caligma yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir. Bir¢ok bitki 6zii
ve izole edilmis bilesik, anti-timdr aktivitelerine sahiptir. Bu nedenle Astragalus
tiirleri lizerindede, potansiyel anti-tiimorijenik etkilerini incelemek i¢in ¢alismalar

yapilmaktadir (Q1 H ve ark 2010, Tian Q.E ve ark 2012).

Astragalus membranaceus bitkisinden izole edilen polisakkaritlerin deri melanoma
hiicreleri lizerinde antitumor aktiviteleri gozlemlenmistir. Baska bir karaciger tiimorlii
fareler tizerinde yapilan c¢alismada A. mongholicus bitkisinde elde edilen iki

polisakkaritin tlimor inhibisyonu gosterdigi ortaya ¢ikmistir (Li LK ve ark 2012).
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Duan ve arkadaslarinin 2002 yilinda bir ¢alismada kemoterapi alan kanser hastalarina
kemoterapi ilaglar1 ile birlikte A. membranaceus 21 giin boyunca vererek takip
etmistir. Tedavi grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda hastaligin daha az
ilerledigi, beyaz kan hiicreleri ve trombositlerde kemoterapi etkisinin daha az oldugu,

IgG ve IgM diizeylerinde artis oldugu gozlenmistir (Duan P ve Wang ZM 2002).

Michael McCulloch ve arkadaslarin kiigiik hiicreli akciger kanserli hastalarda
yaptiklart ¢alismada A. membranaceus’un standart platin ajanlari ile kullanildiginda
kemoterapi toksisitesini azalttigin1 ve hayatta kalis siiresini uzattigi gozlenmistir
(McCulloch M ve ark 2006).

Tin MMY ve ark. Yaptiklar1 ¢alisma ile A. membranaceus’dan (AST) elde edilen
saponinlerin, HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde ve tiimor ksenogreftinde 6nemli
anti-timor aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. AST, faza 6zgii hiicre
dongiistinii durdurarak proliferasyonu inhibe edip kanser hiicresinin biiylimesini

baskilamaktadir (Tin MM ve ark 2007).

Kardiyoprotektif aktivitesi

Cesitli bitkiler, kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi i¢in arastirmalara konu olmustur

(Singh D ve Chaudhuri PK 2018, Xing Chang ve ark 2020, Y. Q. Sun ve ark 2017 ).

Astragalus tiirlerinden elde edilen Flavonoidler, arter duvarina ve kalp dokusuna
serbest radikal hasarini azaltmaya yardimci olan ¢ok 6nemli bir antioksidan etkiye
sahiptirler. Astragalus tiirleri ayn1 zamanda ateroskleroz, kalp hastaligi, kalp krizi ve
inme riskini artiran yiliksek tansiyon, yliksek kolesterol ve trigliserit seviyeleri i¢in

bitkisel bir ilag olarak kullanilmaktadir (Wang D ve ark 2012).

Antidiyabetik aktivitesi

Diyabet tip 1 (TIDM) ve tip 2 (T2DM) olmak iizere siniflandirilmaktadir. T1DM,
viicudun yeterli insiilin iiretememesinden kaynaklanmaktadir, bu nedenle gilinliik

insiilin uygulamasi ana ¢oziimdiir. T2DM ise, periferik dokularda insiilin direnci ile
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birlikte yiiksek plazma insiilin seviyesi ile tip 1 den farklilik gostermektedir. T2DM
icin tipik ilag tedavileri ciddi yan etkilere neden olabilmektedir, bu nedenle ¢ok amagli
terapotik etkilere ve diisiik yan etkilere sahip dogal iirlinlerin T2DM ve
komplikasyonlarina karsi klinik olarak kullanilabilirligi ve etkinligi oldugu

kanitlanmistir (Xu L ve ark 2018).

Indiiklenebilir nitrik oksit (NO), tiim&r nekroz faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-6 (1L-
6) ve gelismis glikozilasyon son iirlinleri (AGEs) gibi sitokinler de dahil olmak iizere
proinflamatuar molekiiller iltihaplanmaya yol acarak insiilin direnci siirecini tesvik
etmektedir. Astragalus membranaceus kokiiniin, diyabetik iltihabi 6nemli Olgiide
azalttig1 gézlenmistir (Xiong J ve ark 2014). Li ve ark. Astragalosid IV iin, diyabetli
hastalarda TNF-a ekspresyonunu azalttigini ve yiiksek kan glikoz degerlerini

tyilestirdigini gostermistir (Li L ve ark 2017).
Antioksidatif Aktivitesi

Oksidatif stres, bircok hastalifin patogenezinde Onemli rol oynamaktadir.
Antioksidanlar, endojen veya eksojen kaynakli olup serbest radikalleri ve reaktif
oksijen tiirlerini temizleyerek hiicreleri ve dokular1 oksidatif stresten korumaktadir
(Karabulut H ve Giilay M 2016). Etkili ve giiglii eksojen antioksidan kaynagi olarak
bitkiler arastirmalarda 6nemli bir yer tutmaktadir. Astragalus tiirlerinin, saponinler,
flavonoidler ve polisakkaritler gibi farkli izole bilesenleri de antioksidan

mekanizmalar yoluyla doku hasarini 6nemli 6l¢iide 6nlendigini géstermistir.

Astragalus membranaceus tiiriinden, elde edilen saponinlerimn anti-oksidan 6zellige
sahip oldugu ve oksidatif stres kaynakli prematiire diyabetik nefropati’ye kars1 olumlu
etkileri oldugu gozlenmistir (Adiglizel A ve ark 2009). Astragalus tiirlerinden elde
edilen astragalosit’in in vivo ¢alismalarla oksidatif hasara kars1 koruyucu etkisi oldugu
belirtilmistir (Li X ve ark 2016). Astragalus saponinlerin anti-karsinojenik etkilerinin
incelenmesi icin yapilan bagka bir ¢alismada astragenol ve sikloastragenol tiirevli
molekiillerin, prostat kanseri kemoprevensiyonu igin umut verici anti-inflamatuar

ajanlar oldugu kanitlanmistir (Debeleg ve ark 2018).
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4.2 SAPONINLER

Saponin, Astragalus tiiriiniin ana kimyasal bilesenlerinden birini olusturmaktadir ve
bir triterpen glikozit (heterozit) smmifidir. Saponinler bitkisel kaynakli dogal
bilesiklerdir. Baz1 deniz organizmalarinda (deniz yildizlar1) da varliklari saptanmustir.
Suyla ¢alkalandiklarinda sabun gibi kopiiren bir yapiya sahiptir bu nedenle adini
Latincede sabun anlamina gelen ‘sapo’ kelimesinden almaktadir (Vincken JP ve ark
2007). Saponinler, beyaz renkte ve kristal yapida olan tiirleri de olmasina ragmen
cogunlukla amorf ve renksiz molekiillerdir ve su, etil alkol, metil alkol gibi polar
coziiciilerde ¢oziinebilmektedirler. Yapisal olarak saponinler, lipofilik bir triterpen
veya steroidal sapogenol (aglikon) ile bu sapogenoliin en az bir veya iki konumundan
oz (= seker) lnitelerinin glikozidik veya ester baglariyla birlesmesinden olusurlar
(Netala ve ark 2015). Saponinler, asitler veya enzimler yardimiyla hidroliz
edildiklerinde, aglikon ve seker iinitelerine parcalanirlar. Saponinler, genis bir anti-
timor aktiviteleri ile karakterizedirler, proliferasyonu inhibe etmekte ve tiimor
hiicrelerinin apoptozunu uyararak, invazif aktivitelerini azaltmaktadir (Paulina
Koczurkiewicz ve ark 2015). Steroidal ve triterpenik olmak tizere baglica iki kimyasal
grup altinda simiflandirilirlar. Oleanan, ursan, lupan, hopan ve dammaran baslica
triterpenik sapogenol tipleridir ve 30 karbonlu yapilardir. Steroidal saponinler ise
spirostanol, furastanol ve spirofuran yapisina sahip olup, 27 karbonlu bilesiklerdir.
Sikloartanlar ise triterpenler gibi 30 karbonlu bir halka sistemine sahiptirler,
biyosentez yolaklarinda kolesterol (C27)’lin prekiirsoriidiir. Sikloartan tipi saponinler
kanser tedavisinde kemoterapétik ajan olarak kullanilabilmektedir. Oleanan tipi
saponinlere ait saikosaponinler, platikodigeninler ve soya soya fasiilyesi saponinleri
anti metastatik aktiviteye sahiptir. Hemen hemen tiim saponinler tiimor hiicrelerinde
apoptozu indiikledikleri i¢in kanser tedavisinde ilag olarak tercih edilebilmektedir
(Man S ve ark 2010). Kardiyotonik, hipokolesteremik, anti-depresif ve antiblastik
etkilere ve immiinomodiilatdr aktiviteye sahip Astragalus tiiriiniin bitkilerinin en
zengin sikloartan tipi saponin kaynagi olduklari calismalarla ortaya konmustur.
Sikloartan siifinin seker grubu ¢esitliligi, oleananlar, ursanlar, lupanlar, dammaranlar
gibi diger saponin gruplarina kiyasla ¢ok daha azdir. Buna gore B-D-glukoz, B-D-
glukuronik asit, f-D-ksiloz, a-L-ramnoz, o-L-arabinoz ve B-D-apioz olmak iizere

yalnizca alti farkli seker grubu igermektedir (Li X ve ark 2014) . Dammaran
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saponinlerinde tiimor hiicre hatlarina karsi yiiksek sitotoksik aktivite sergilemeleri anti

kanser aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Zhou Y ve ark 2005).

Tiirkiye florasinda 445 Astragalus tiirii bulunmaktadir ve bu tiirler 60 seksiyon altinda
gruplandirilmistir (Davis ve ark 1988). 60 Seksiyondan 16’sindan segilen veya rastgele
toplanan 34 Astragalus tiirii sikloartan tipi glikozitler yoniinden arastirilmistir (%7.6)
(Calis 1., 2019). Yapilan ¢alismalarda, Astragalus tiirlerinden cogu sikloartan-tipi ve
yaninda az sayida da olsa oleanan-tipi triterpen saponinlerin oldugu 200’e yakin
bilesik elde edilmistir. Bu bilesiklerin yapi tayinleri, kimyasal (asetilasyon, alkalin
hidroliz) ve spektroskopik yontemlerle (IR, 1D- ve 2D-NMR, FABMS)
aydinlatilmistir. Makrofillosaponinler olarak adlandirilan sikloartan tipi triterpen
glikozitler A, B, C ve D Astragalus oleifolius'un kéklerinden izole edilmistir (Calis 1
ve ark 1996).

4.3  Astragaloside 1V, Cyclocanthoside E, Astrasieversianin X,

Macrophylosaponin D, Macrophylosaponin B

Astragalus tiirleri sikloartanlar i¢in 6nemli bir kaynak olarak kullanilmaktadir. Bu
caligmada, Astragalus tiirlerinden elde edilen bes farkli sikloartan tipi saponin
(Astragaloside IV, Cyclocanthoside E, Astrasieversianin X, Macrophylosaponin D,
Macrophylosaponin B) (Tablo 3) kullanilmistir. Astragaloside IV en ¢ok calisilan ve
karsilastigimiz bir sikloartan-tip triterpen glikozit tiiriidiir. Astragaloside IV,
Astragalus membranaceus'tan ekstrakte edilen bir lanolin alkol tiirevi tetrasiklik
triterpen saponindir. C41HegO14 molekiiler formiiliine sahip beyaz bir tozdur. Bagil
molekiiler agirhigr 784,97'dir ve metanol, etanol, aseton icinde kolayca
¢cozebilmektedir (Tan YQ ve ark 2020). Antioksidan, antiviral, antibakteriyel,
antiinflamatuvar, antifibrotik, antiastmatik, antidiyabetik, immiinoregiilasyon ve
kardiyoprotektif etkilere sahiptir (Li L ve ark 2017).

Cyclocanthoside E, bilinen glikozitlere ek olarak Astragalus microcephalus
koklerinden elde edilmistir (Bedir ve ark 1998). Tiirkiye'de A. microcephalus kitre
(Tragacantha, zamk) {iretimi i¢in kullanilmaktadir (Dogan M. ve ark 1985).
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Makrofillosaponin B ve D ise Astragalus oleifolius'un kdklerinden izole edilmis ve

kimyasal yapilari sirasiyla su sekilde aydinlatilmistir; 3-O-o-L-ramnopiranozil-24-O-

B-D-ksilopiranozil-1a.,33,7pB,-24(S),25-pentahidroksi-sikloartan
ramnopiranozil-24-0O-(2-O-B-D-ksilopiranozil)-p-D-ksilopiranozil-
1a,3B,7B,24(S),25-pentahidroksisikloartan (Calis ve ark 1996).

ve 3-0-a-L-

Astrasieversianin X ise Astragalus melanophrurius'dan izole edilmistir. Ayrica,

Astragalus melanophrurius kaynakli saponinlerin lenfosit transferini uyardigi yapilan

calismalarla gosterilmistir (Calis ve ark 1997).

Sikloartan Glikoziti Bitki Calisilan kisim
Siklokantozit E A. cephalotes var. brevicalyx Tiim bitki
Makrofillosaponin B-D A. oleifolius Kok
Astragalozit IV Astragalus melanophrurius Kok
Astragalus trojanus Tiim bitki
Astrasieversianin X Astragalus melanophrurius Kok

Tablo 3: Sikloartan-tipi saponinler (Calis ve ark 1998, Calis ve ark 1996)
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4.4 BILESIKLERIN YAPILARI

Bilesiklerin yapilari, bir ve iki boyutlu NMR teknikleri (DQF-COZY, HSQC, HMBC
ve ROESY) ve kiitle spektrometri (ESI-MS) yontemlerinin kombinasyonu ile elde
edilmistir.

Astrasieversianin X Astragaloside IV
(Calis ve ark 1997) (Calis ve ark 1997)

o
ch-)lo o :
K OH

OH

on
o

Macrophyllosaponin B Macrophyllosaponin D
(Calis ve ark 1996) (Calis ve ark 1996)
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Kullanilan Kimyasallar

» Penicilin-Streptomisin

Paraformaldehit
Triton-x-100

Mounting medium

YV V V V V V VY

5.2 Kullanilan Kitler

Fetal bovine serum and DMEM
Tripsin-EDTA Solution
DMSO-Dimetil Sulfoksit

PBS (phosphate buffer saline)

Kit

Firma

Amag

CCK-8 ( cell counting kit
8)

TEBU, France

CCK-8 Kkiti, sitotoksisite
deneylerinde ve hiicre
proliferasyonunda canli hiicre
sayisini hesaplamak i¢in hassas
kalorimetrik testler i¢in

kullanilir.

Apoptoz Tespit Kiti

Apoptag Plus Peroxidase
in Situ, USA

Apoptoz saptama kiti, ug
deoksiniikleotidil transferaz
(TdT) kullanarak DNA
parcalarini degistirerek
apoptotik hiicreleri karakterize
eder ve orneklerde TUNNEL
testi ile apoptotik hiicrelerin

saptanmasini saglar.
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5.3 Kullanilan Araglar

Santrifiij Sigma 3-18K-Germany
Inkiibator Binder- Germany
Invert Mikroskop Olympus IX53- Germany

Biyogiivenlik Kabini (2.seviye)

ESCO Type A2 Biological- Germany

Dondurucu

Panasonic-Tweenguard- UK

Su Banyosu

Huber,Compatible control,CC1-Germany

Neubauer Hemositometre

Sigma Aldrich-USA

Microplate okuyucu

Versa max tunable-USA

24-well plate

Sigma Aldrich-USA

96-well plate

Sigma Aldrich-USA

Pipet, Micropipet

Eppendorf research-Germany

Hiicre kiiltiurd Flask: T-75

Thermo Fisher-Germany

Vial

Thermo Fisher-Germany

Falkon tiip 15mL
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5.4 Kullanilan Bitki Ekstrakti

Astragalus tiirlerinden elde edilen saponinler, Astragaloside IV, Cyclocanthoside E,
Astrasieversianin X, Macrophylosaponin D, Macrophylosaponin B, Prof.Dr. Ihsan

Calis (Yakin Dogu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi) tarafindan izole edilmistir.
Ekstraksiyonu ve izolasyonu

Bu bilesikler, Astragaloside 1V, Astrasieversianin X, Cyclocanthoside E Astragalus
melaniphrurius (Calis ve ark. 1997), Macrophyllosaponin B ve D ise Astragalus
oleifolius’dan izole edilmistir (Calis ve ark. 1996). Sikloartenol yapisinda olan bu

bilesiklerin ekstraksiyon ve izolasyonlari, bu ¢aligmalarda verilmistir.

5.5 Kullanilan Meme Kanseri Hiicre Serileri

Bu c¢alismada MCF-7 ve MDA-MB-231 olmak {izere iki farkli meme kanseri hiicre
serisi kullanilmistir(Amerian Type Culture Collection(ATCC),
Rockvilles,Maryland,USA).

5.6 DENEY DUZENEGININ OLUSTURULMASI
5.6.1 Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

1. Stok hiicre -80°C den alinarak 37°C’deki su banyosunda kapak kismindan
tutularak sallanarak ¢oziilmesi beklendi

2. Busirada 37°C de 1sinmis olan kiiltiir vasatindan 5 ml santrifijj tiipiine kondu.

3. Tamamen ¢6zinmiis stok hiicre viali alkol ile silindikten sonra laminar-hava
akigl kabin igerisine alinip 15 ml*“lik igerisinde taze besi yeri bulunan santrifuj
tiipline aktarilip agz1 hava alacak sekilde kapatildi.

4. 1000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

5. Siipernatant pipetle ¢ekilip atildi. Coken hiicre pelleti tizerine 1 ml DMEM (1%
L-Glutamat,1% peniciline streptomisin, 10% fetal bowine serum) yeni ortam

besiyeri eklendi ve pipetaj ile hiicreler iyice pipetaj edildi.
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6.

25cm*’lik  flasklara aktarildi. Hiicrelerin homojen dagilip dagilmadig
mikroskop altinda incelendi. Sonra %5 lik CO2 inkiibatoriine kaldirildi.

Ertesi giin mikroskop altinda hiicre canliligi incelendi. Hiicreler adherent
yapida olduklar igin canli hiicreler flask tabanina tutunmus haldedirler. Olii
hiicre ve artiklarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in eski flask mediumu

degistirildi ve 6 ml yeni besiyeri eklendi.

5.6.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

1.

Flask doluluk oran1 %80-90 araligina ulastig1 zaman yeni flasklara aktarilmak
lizere pasajlama islemi gergeklestirildi.

Hiicre kiiltiir flasklarindaki eski medium aspire edilerek atildi.

Hiicrelerin flask dibinden kaldirilmast i¢in % 0,25 lik tripsin EDTA
sollisyonundan 1 ml eklendi ve yikama yapilip uzaklastirildi.

Tekrar 5,5ml % 0,25 lik tripsin EDTA soliisyonu eklenen flasklar 10 dk kadar
37°C de inkiibatorde bekletildi.

Mikroskopta hiicrelerin flask tabanindan kalkip kalkmadigi kontrol edildi ve 5
ml medium eklenerek tripsinin etkisi inhibe edildi.

Tripsinli ve kalkan hiicreli medium santrifiij tiiptine alinip 1000 rpmde 5 dk
santrifij edildi.

Siipernatant atilip pellet iizerine 1 ml hiicre mediumu eklenip pipeta;j edildi.
Bu siispansyondan 50 pL taze besi yeri igeren flasklara eklendi.

Mikroskop ile hiicreler kontrol edildi ve hiicre kiiltlir flasklar1 iizerine pasaj

sayis1 ve tarih yazilarak 37°C de inkiibatore kaldirildi.
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5.6.3 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler pasajlanirken, 2. ve 5. pasaj sayisi araliginda bazi hiicreler pasaja devam
ettirilirken, bir kisim hiicre ileri ¢alismalarda tekrar kullanilmesi amaciyla dondurup

saklanmaktadir.

Pasajlama sonrasi geriye kalan hiicre iizerine 8 ml DMEM besiyeri eklenerek -80°C
ye dayanikli krio tiiplerine aktarildi. Uzerine 50 pL DMSO eklenerek -80°C

sogutucuya konuldu.

5.6.4 Hiicrelerin Sayilmasi ve Canhlik Kontrolii

Her pasaj isleminde hiicrelerin canlilig1 tripan mavisi boyasi ile toma lami {izerinde
kontrol edildi. Hiicre sayiminda membran biitlinliigiiniin korunmasi esasina gore, olii
hiicreler igerisine boya girdiginden dolay1 sitoplazlamalart boyanmis olarak
goriilmektedir. Canli hiicreler ise boyay1 almadigindan dolay1 parlak sar1 renkte ayirt

edilmektedir.

Hiicre silispansiyonu 1000 RPM’ de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirlldi. Hiicre peleti 1 ml besi yeri ile homojenize edidi. Thoma laminin
tizerindeki ¢ukur kisim tizerine bir damla tripan mavisi damlatildi ve 100 mictoL
Hiicre buraya aktarilip mikroskopta sayim yapildi. Thoma laminda 16 biiyiik kare ve
bu biiyiik karelerin igerisinde 16 kii¢iik kare bulunmaktadir. Tiim bu karelerdeki
hiicreler sayildiginda 0,1 mm? deki hiicre sayis1 bulunmus olur. Ciinkii Thoma laminin
esasi, 0,1 mm?® hacimde sayim yapilmasina dayanmaktadir. 1 ml'deki hiicre sayisini
bulmak i¢in 0,1 mm® hacimdeki sayim sonucunun 10.000 ile carpilmasi

gerekmektedir. Sayim sonunda 1 ml deki hiicre sayis1 ‘16 biiyiik karedeki hiicre sayisi

x 10000 formiilii ile hesaplandi.
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5.6.5 Saponin Ekstraktlarinin Dozunun Belirlenmesi

5 farkli kuru 5 mg’lik saponin maddesinin 20 uL ethanol+980 uL PBS igerisinde

¢Oziilmesi saglandi. Bu stok ¢ozelti ¢esitli konsantrasyonlarda (10 uM, 100 uM, 150

uM, 200 uM olmak tizere) saponin hazirlamak i¢in kullanildi.

5.6.6 Hiicre canlihi@ / sitotoksisite aktivitesi ol¢iimii

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serileri lizerinde Saponinlerin hiicre

canlilig1 / sitotoksisite aktivitesi TEBUBIO Cell Counting Kit 8 (CCK 8) kullanilarak

ol¢iildii. Kitin protokolii takip edilerek yapildi.

1.

Oncelikle 100 pL hiicre siispansiyonundan her bir 3*96-well plate igerisine
ekildi ve 24 saat 37°C, 5% CO; inkiibasyon sartlarinda inkiibe edildi.

Siirenin sonunda hiicrelerin plate tabanina tutunup tutunmadigi mikroskop
altinda kontrol edildi.

Plate igerisindeki her bir kuyucuktaki besi yeri uzaklastirildi. pm.

Her saponin ekstrakti i¢in 4 farkli konsantrasyonda (10 uM, 100 uM, 150 uM,
200 uM) kuyucuklara maddeler verildi. farkli saponin konsantrasyonlarinin
etkisini 6lgmek i¢in 24-48-72 saat olmak iizere hazirlanan 3 plate iizerine
hiicrelerin maruz kalma siireleri, ad1 ve tarihi yazildu.

Siirelerin bitiminde plate i¢erisinden maddeler uzaklastildi ve 10 uL CCK-8 ve
90 pL besi yeri olmak tizere master mix hazirlanip her bir kuyucuga 100 pL
olarak eklendi ve 4 saat inkiibe edildi.

Son olarak absorbans, bir bilgisayara bagli Versa max ayarlanabilir mikroplaka

okuyucu kullanilarak 450 nm'de 6l¢iildii.
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5.6.7 Tiinel Yontemi Ile Apoptoz Tespiti(Apoptag Plus Peroxidase in Situ, Sigma-
Aldrich,USA)

Apoptoz analizi i¢in, kullanilan 5 farkli saponin tipleri i¢in her iki meme kanseri hiicre
serilerinde de 10 ve 100 konsantrasyonlari secildi ve 24-48 saat i¢in degerlendirme

yapildi.

1. Hazirlanan iki 24 kuyucuklu playtlerin tabanina lameller konuldu ve 400 pL
hiicre siispansiyonu kuyucuklara ekildi.

2. Hiicrelerin lamellere tutundugundan emin olduktan sonra i¢indeki siispansiyon
uzaklastirildi ve 400 uL madde ve vasat kuyucuklara verildi.

3. Playtlerin maruz kalma siireleri (24-48 saat), ad1 ve tarihleri yazilarak 37°C

inkiibatore birakildi.

5.6.8 Hiicrelerin fiksasyonu ve boyama prosediirii
[lk olarak paraformaldehit hazirlandi; %4liik paraformaldehit PBS icinde ¢ozeltildi.

1. Plate i¢indeki besi yeri uzaklastirildi ve PBS(phosphate buffer saline) ile
yikama yapildi.

2. 350 pL paraformaldehit her bir kuyucuga eklendi ve 30 dakika bekletildi ve
tekrar PBS ile yikama yapildi.

3. Sonra Triton-X 100 eklendi ve 15 dakika bekleyip PBS ile 3 kere yikama
yapildi.

4. Daha sonra Hidrojen Peroksit ekleyip 5 dakika bekletildi ve PBS ile 3 kere
yikama yapildi.

5. 55 pL equalibrition buffer eklenip 5 dakika bekletilip uzaklastrildi yikama
yapilmadan 55 pL TdT(terminal deoxynucleotidyl transferase enzyme) eklenip
1 saat bekletildi.

6. 55 uL stopwash buffer reaksiyonu durdurmak i¢in eklendi ve 10 dakika
bekleyip 3 kere PBS ile yikama yapildu.

7. Sonra 65 pL anti-digoxigenin konjugati eklenip 30 dakika nemli ortamda
bekletildi ve 3 kere PBS ile yikama yapildi.
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8. Takibinde 50 puLL DAB substrati (3,3 diaminobenzidine) her bir kuyucuga
eklenip 5 dakika sonra 3 kere PBS ile yikandu.

9. Son olarak 5 dakika hiicrelerin hematoxylen ile boyamalar1 yapilip yikandi.

10. Lamel kuyucuk igerisinden alinarak mounting medium damlatilan lam iizerine

yerlestirildi.

5.6.9 istatistiksel analiz

Tiinel boya analizi sonucunda boyanan hiicrelerin, farkli zaman araliklar1 ve farkli
konsantrasyona maruz kalan saponin maddeleri, arasindaki anlamli farklilik PAWS

STATISTIC 18 kullanilarak KRUSKAL WALLIS testi ile degerlendirildi.

Farkli zaman araliginda farkli saponin konsantrasyonlari sonucu hiicrelerin canlilik/
sitotksisite testi sonucu ise GRAPHPAD PRISM SOFTWARE (version 8) kullanilarak
degerlendirildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1 MDA-MB-231 HUCRE SERILERINDE SITOTOKSISITE SONUCLARI

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serilerine, farkli konsantrasyonlarda 10 uM, 100
uM, 150 uM, 200 uM saponin ekstreleri verilerek absorbans degerleri Versa max
ayarlanabilir mikroplaka okuyucu ile 450 nm de 6lgiildii. 24-48-72 saatte MDA-MB-
231 hiicre serisinde kontrol ve diger saponin konsantrasyonlari arasindaki istatistiksel
olarak anlamli farki belirlemek i¢in Two Way Anova Dunnett's Multiple Comparisons
Testi yapildi. 24 saat igin, 10 uM, 100 uM ve 200 uM konsantrasysonlarda anlamli
degisiklik kabul edildi. 48 saat i¢in, 100 uM ve 150 uM konsatrasyonlarda anlamli
degisiklik kabul edildi. 72 saat i¢in ise, 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlarda anlamli
degisiklik kabul edildi (Grafik 1-5).

MDA-MB-231 hiicre serisinde saponinlerin her bir konsantrasyon grubu i¢indeki
istatistiksel olarak anlamli farki belirlemek i¢in Tukey's Multiple Comparisons Testi

yapildi, 24-48-72 saat sonra elde edilen ortalamalar karsilagtirildi.

Kontrol grubu igin 24h-48h ve 24h-72h saatlerinde anlamlilik kabul edildi. 200 uM ve
150 uM konsantrasyonda 24h-48h, 100 uM ve 10 uM konsantrasyonda 24h-48h, 24h-
72h, 48h-72h anlamli fark kabul edildi.

MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre serisi kiilttire edildikten sonra ilk 24 ve
48. saatlerde madde verilmis ve uverilmemis kontrol grubuyla beraber
morfolojik o6zellikleri sekil 10a,b, 11a,b ve 12a,b de gosterilmektedir. Madde
etkilesimi sonucu, cyclocanthoside E, astrasieversianin X ve astragaloside IV

maddelerinde hiicrelerin bir kisminin 6ldiigii goriilmektedir.

Saponinlerin MDA-MB-231 hiicre serisinde Two Way Anova Dunnett's Multiple
Comparisons Testi sonucu 24-48-72 saatlerine gore asagidaki 1, 2, 3, 4 ve 5.

grafiklerde gosterilmistir:
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Grafik 1: MDA-MB-231 hiicre serisinde cyclocanthoside E maddesi uygulanmasi
sonucu 24-48-72 saatte Two Way Anova Dunnett's Multiple Comparisons Testi
sonucu

MDA
2.5-
E3 Control

. 2.0 i B3 200 x 10 Molar
% 15 _ =3 150 x 10°° Molar
£ ; =3 100 x 10°® Molar
»n 1.0
- B 10 x 10 Molar

0.5-

01)- T | T

24 Hours 48 Hours 72 Hours
Time

Grafik 2: MDA-MB-231 hiicre serisinde astragaloside IV maddesi uygulanmasi
sonucu 24-48-72 saatte Two Way Anova Dunnett's Multiple Comparisons Testi
sonucu
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Grafik 3 : MDA-MB-231 hiicre serisinde astrasieversianin X maddesi uygulanmasi

sonucu 24-48-72 saatte Two Way Anova Dunnett's Multiple Comparisons Testi
sonucu
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Grafik 4: MDA-MB-231 hiicre serisinde macrophylosaponin-D maddesi
uygulanmasi sonucu 24-48-72 saatte Two Way Anova Dunnett's Multiple
Comparisons Testi sonucu
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Grafik 5 : MDA-MB-231 hiicre serisinde macrophylosaponin-B maddesi
uygulanmasi sonucu 24-48-72 saatte Two Way Anova Dunnett's Multiple
Comparisons Testi sonucu
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MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicrelerine Astragalus Saponinlerin
Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen Mikroskobik Goriintiiler:

Sekil 5a :MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinin ilag Sekil 5Sb:MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine
uygulanmadan 24saatlik inkiibasyonu sonucu mikroskobik goriintiisii Cyclocanthoside E maddesi uygulanmasindan 24 saat sonraki

mikroskobik goriintiisii. Hiicre proliferasyonunda azalma goriilmiistiir.

Sekil 6a: MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinin ilag Sekil 6b:MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine
uygulanmadan 48 saatlik inkiibasyonu sonucu mikroskobik goriintiisii Astragaloside IV maddesi uygulanmasindan 48 saat sonraki mikroskobik
goriintiisii. Hiicre proliferasyonunda azalma goriilmiistiir.

Sekil 7a: MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinin ilag Sekil 7b:MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine
uygulanmadan 48 saatlik inkiibasyonu sonucu mikroskobik goriintiisii Astrasieversianin X maddesi uygulanmasindan 48 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii. Hiicre proliferasyonunda azalma goriilmiistiir.
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6.2 MCF-7 HUCRE SERILERINDE SITOTOKSISITE SONUCLARI

MCF-7 meme kanseri hiicre serilerine, farkli konsantrasyonlarda 10 uM, 100 uM, 150
uM, 200 uM saponin ekstreleri verilerek absorbans degerleri Versa max ayarlanabilir
mikroplaka okuyucu ile 450 nm de 6lgiildi. 24-48-72 saatte MCF-7 hiicre serisinde
kontrol ve diger saponin konsantrasyonlari arasindaki istatistiksel olarak anlamli farki
belirlemek i¢in Two Way Anova Dunnett's Multiple Comparisons Testi yapildi. 24
saat i¢in, kontrol ile verilen konsantrasyonlar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. 48
saat icin, tim konsantrasyonlarda(10 uM, 100 pM, 150 pM, 200 pM) anlamli fark
gbzlendi. 72 saat de ise 100 uM konsantrasyonda anlamli bir fark bulundu (Grafik 6-
10).

MCEF-7 hiicre serisinde saponinlerin her bir konsantrasyon grubu i¢indeki istatistiksel
olarak anlamli fark: belirlemek igin Tukey's Multiple Comparisons Testi yapildi, 24-

48-72 saat sonra elde edilen ortalamalar karsilastirildi.

Kontrol grubu i¢inde 24s-48s ve 48s-72s saatlerinde anlamlilik kabul edildi. 200 uM
ve 150 uM konsantrasyonlarda 24s-48s, 100 uM konsatrasyonda 24s-48s ve 10 uM

konsantrasyonda 24s-48s ve 48s-72s saatlerinde anlamlilik kabul edildi.

MCF-7 insan meme kanseri hiicre serisi kiiltiire edildikten sonra ilk 48 saatte
madde verilmis ve verilmemis kontrol grubuyla beraber morfolojik 6zellikleri
Sekil:13a,b, 14a,b ve 15a,b de gosterilmektedir. Madde etkilesimi sonucu
cyclocanthoside E, Astrasieversianin X ve astragaloside IV maddelerinde hiicrelerin

bircogunun 61diigi goriilmektedir.

Saponinlerin MCF-7 hiicre serisinde Two Way Anova Dunnett's Multiple
Comparisons Testi sonucu 24-48-72 saatlerine gore asagidaki 6, 7, 8, 9 ve 10.

grafiklerde gosterilmistir:
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Grafik 6: MCF-7 hiicre serisinde cyclocanthoside E maddesi uygulanmasi sonucu

24-48-72 saatte Two Way Anova Dunnett's Multiple Comparisons Testi sonucu
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Grafik 7: MCF hiicre serisinde astragaloside IV maddesi uygulanmasi sonucu 24-
48-72 saatte Two Way Anova Dunnett's Multiple Comparisons Testi sonucu

45



MCF-7

2.5-
_ = Control

o 2.0 - =3 200 x 10 Molar
:c; 15— & . =3 150 x 10 Molar
E =1 100 x 10 Molar
0 1.0
P B 10 x 10°° Molar

0.5+

0.0- T | I

24 Hours 48 Hours 72 Hours

Time

Grafik 8: MCF-7 hiicre serisinde macrophylosaponin-D maddesi uygulanmasi

sonucu 24-48-72 saatte Two Way Anova Dunnett's Multiple Comparisons Testi

sonucu
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Grafik 9: MCF-7 hiicre serisinde astrasieversianin X maddesi uygulanmasi sonucu

24-48-72 saatte Two Way Anova Dunnett's Multiple Comparisons Testi sonucu
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Grafik 10: MCF-7 hiicre serisinde macrophylosaponin-B maddesi uygulanmasi
sonucu 24-48-72 saatte Two Way Anova Dunnett's Multiple Comparisons Testi

sonucu
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MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicrelerine Astragalus Saponinlerin
Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen Mikroskobik Goriintiiler:

Sekil 8a:MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin ilag uygulanmadan 48~ Sekil 8b:MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine
saatlik inkiibasyonu sonucu mikroskobik goriintiisii Astrasieversianin X maddesi uygulanmasindan 48 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii. Hiicre proliferasyonunda azalma

gorilmiistiir,

Sekil 9b:MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine Cyclocanthoside
E maddesi uygulanmasindan 48 saat sonraki mikroskobik goriintiisii.
Hiicre proliferasyonunda azalma goriilmistiir.

Sekil 9a:MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin ilag
uygulanmadan 48 saatlik inkiibasyonu sonucu mikroskobik

Sekil 10b: MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine Astragaloside X
maddesi uygulanmasindan 48 saat sonraki mikroskobik goriintiisi.
Hiicre proliferasyonunda azalma goriilmiistiir.

Sekil 10a: MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin ilag
uygulanmadan 48 saatlik inkiibasyonu sonucu mikroskobik
gOrlintiisii

48



6.3 MCF-7 VE MDA-MB-231 HUCRELERINDE TUNEL ANALIZi iLE
APOPTOZUN TESPITI

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serisinde 10uM ve 100uM
konsantrasyonda saponin tiirleri ile 48 saat tedaviden sonra yapilan TUNEL boyama
sonuglar1 mikroskop altinda degerlendirildi. 100 hiicrelik alanda boyama olan hiicreler
saylldi ve sonuglar SPSS programi ile Kruskal-Wallis Testi kullanilarak
degerlendirildi. MDA-MB-231 hiicre serisinde kullanilan 4 saponin tiirlinde
(cyclocanthoside E, astragaloside IV, macrophilosaponin D, macrophilosaponin B), p
degerleri kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi
(Sekil 16-21); elde edilen p degerleri sirasiyla (0.317,1.00, 1.00,1.00). Yine ayni hiicre
serisinde kullanilan saponin ( astrasieversianin X) p degeri kontrolle kiyaslandiginda

anlamli bir fark gozlendi: p degeri ( 0.04) (Sekil 20).

MCF-7 hiicre serisinde ise kullanilan tiim saponinlerden (cyclocanthoside E,
astragaloside IV, macrophilosaponin D, macrophilosaponin B, astrasieversianin X)
elde edilen p deperleri kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlendi; p degerleri sirasiyla (0.013, 0.013, 0.014, 0.047, 0.013) (Sekil 10-15).

Maddeler aras1 anlamlilik degerlendirildiginde ise MCF-7 hiicre serisinde
astragalosidelV ile astrasieversianin X ve astrasieversianin X ile macrophilosaponin B
arasinda bulunan p degeri(sirasiyla 0.02, 0.02) istatistiksel olarak anlamli kabuil
edildi. MDA-MB-231 hiicre serisinde ise astragalosidelV ile astrasieversianin X,
astrasieversianin X ile macrophilosaponin B ve astrasieversianin X ile
macrophilosaponin D arasinda bulunan p degerleri (sirasiyla 0.04, 0.04, 0.04) anlamh

kabuil edildi.
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MCF-7 Meme kanseri hiicre serisinde Tunel boyama sonucu elde edilen
mikroskobik (Olympus CX43 mikroskop) goriintiiler:

Sekil 11 : Kontrol grubuna ait MCF-7 hiicre serisinde tiinel boyama sonucu

Sekil 12 : Cyclocanthoside E verilmis MCF-7 hiicre serisinde tiinel boyama sonucu

Sekil 13: Astragaloside 1V verilmis MCF-7 hiicre serisinde tiinel boyama sonucu
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Sekil 14: Astrasieversianin X verilmis MCF-7 hiicre serisinde tiinel boyama sonucu

Sekil 15: Macrophylosaponin D verilmis MCF-7 hiicre serisinde tiinel boyama
sonucu

Sekil 16: MacrophylosaponinB verilmis MCF-7 hiicre serisinde tiinel boyama sonucu
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MDA-MB-231 Meme kanseri hiicre serisinde Tunel boyama sonucu elde edilen
mikroskobik (Olympus CX43 mikroskop) goriintiiler:

Sekil 17: Kontrol grubuna ait MDA-MB-231 hiicre serisinde tiinel boyama sonucu

Sekil 18: Macrophylosaponin D verilmis MDA-MB-231 hiicre serisinde tiinel
boyama sonucu

Sekil 19: Macrophylosaponin B verilmis MDA-MB-231 hiicre serisinde tiinel
boyama sonucu
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Sekil 20: Astragaloside 1V verilmis MDA-MB-231 hiicre serisinde tiinel boyama
sonucu

Sekil 21: Astrosieversianin X verilmis MDA-MB-231 hiicre serisinde tiinel boyama
sonuc

Sekil 22 : Cyclocanthoside E verilmis MDA-MB-231 hiicre serisinde tiinel boyama
sonucu

53



7. TARTISMA

Meme kanseri diinyada en yaygin goriilen ii¢ kanser arasindadir ve en ¢ok arastirilan
kanser gesitlerinden biridir. Globocan verilerine gore her yil yaklagik 2,3 milyon yeni
vaka ve 685.000 meme kanserinden 6liim oldugu tespit edilmistir (World Health
Organization 2020). Hormon replasman tedavisi , aile dykiisiine bagli genetik faktorler
veya terapotik radyasyon alimi meme kanseri gelisimi igin yiiksek risk faktorleridir.
Kanserin erken tespiti, hastalik evresinin belirlenmesi, prognozun degerlendirilmesi
ve hastalar i¢in en uygun, etkili iyilestirici tedavinin uygulanabilmesi i¢in énemlidir.
Gogiis rontgeni, mamogram, ultrason veya MR, kemik taramasi ve bilgisayarli
tomografi teshis ve evrelemede kullanilmaktadir (Yalgin B. 2013). Ameliyat,
radyasyon, ila¢ tedavisi ve ayrica gen ekspresyon modiilatorlerini, immiinoterapiyi,
hormon terapisini igeren hedefe yonelik tedavi temel kanser tedavi yontemlerini

olusturur (Abbas ve Rehman 2018).

Meme kanseri hastalarinda, yan etkiler, ilaglarin normal hiicrelerdeki toksisitesi ve
tiimorlerin agresif davranislari nedeniyle niiks, geleneksel tedavi yontemlerinin neden
oldugu 6nemli sorunlar1 olusturmaktadir. Bitkisel ekstraktlar veya fitoterapi, dogal
uriinlerin geleneksel regeteli ilaglardan daha az toksik olmasi nedeniyle ¢ok yaygin
kullanilmaktadir. Bitkilerin tamamindan veya bir kismindan elde edilen tirlinler
kullanilmaktadir (Cassidy A 2003). Bitkisel tibbi iriinlerin kanser tedavisinde
kullanimi, kemoterapi ve radyoterapinin yan etkilerinde ve komplikasyonlarinda
azalma saglayarak ve viicudun bagisiklik hiicrelerinin islevini iyilestirerek 6nemli
etkilere neden olmaktadir. Quercetin, curcumin, soya isoflavones, lentinan gibi bitki
bazli aktif bilesikler, potansiyel kemopreventif ajanlar olarak kullanilmaktadir( Park

W ve ark 2013, Kashyap D ve ark 2019, Uifalean A ve ark 2015).

Fitokimyasallar kemopreventif etkileriyle kanser tedavisinde 6nemli role sahiptirler.
Resveratrol'iin, cesitli timor modellerinde, normal hiicreleri etkilemeden spesifik
olarak kanser hiicrelerine yonelik kullanilan kemoterapotik ilaglarin etkinligini

artirdig1 kanitlanmistir(Sinha D ve ark 2016 ).

54



Curcumin apoptozu tesvik etmek, reaktif oksidatif tiirleri (ROS) temizlemek ve
iltihapli kanser mikro ortamimi azaltmak gibi ¢esitli molekiiler mekanizmalar

araciligiyla kemopreventif etkilerini ortaya koymustur (Wang Y ve ark 2016).

Yapilan kohort calismasinda yiiksek serum beta karoten seviyelerinin meme kanseri
riskinde% 17'lik bir azalma ile iligkili oldugu ortaya konmustur. Ayni1 zamanda yapilan
deneysel ¢alismalar sonucunda yesil polifenollerin (epigallocatechin-3-gallate
(EGCG)) c¢oklu sinyal yollarin1 modiile edebilecegini ve kanser hiicresinin

bliylimesini, hayatta kalmasini ve metastazin1 diizenleyebildigini gosterilmistir

(Mokbel K ve ark 2019).

Kore’de yapilan caligmalar sonucunda ginsengin insanlarda kanser riskini azalttig
ortaya konmustur. P. ginseng'in aktif bilesigi, kemoterapi ve radyoterapi sirasinda
bozulan dogal dldiiriicii hiicreleri yeniden aktive etmekte, makrofajlari indiikleyerek

antikor olusumunu arttirmaktadir (Shareef M ve ark 2016).

Cin Propolisi ve polifenolik/flavonoid bilesenleri meme kanseri hiicrelerinin
apoptozunu indiikleyerek antitimor etkiler gostermektedir ve bu sonugta propolisi,
meme kanseri tedavisi i¢cin umut verici bir dogal kaynakl ila¢ haline getirmektedir

(Xuan ve ark 2014) .

Saponinler, genellikle ¢igekli bitkiler (Angiospermae)’in Dicotyledonae (¢ift genekli)
alt bolimiinden Aesculus, Glycyrrhiza Panax, Astragalus, Bupleurum, Primula,
Cyclamen, Hedera, Monocortyledonae (tek ¢enekli) alt boliimiinden Dioscorea,
Smilax, ve Ruscus tiirleri gibi tibbi 6neme sahip bitkilerde yaygin olarak bulunan, ¢ift
ceneklilerde genellikle triterpenik yapili aglikonlara veya tek c¢enekli bitkilerde
steroidal yapili aglikonlara sahip olan glikozitlerdir. Kardiyoprotektif, antiinflamatuar,

antiviral ve immiino-diizenleyici olmak iizere cesitli farmakolojik etkilere sahiptir.
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Saponinler ¢cogunlukla Araliaceae, Leguminosae, Polygalaceae ve Campanulaceae

familyalarindan bitkilerde bulunur (Xu XH 2016).

Saponinler anti-proliferasyon, anti-metastaz, anti-anjiyogenez ve otofaji diizenleme
eylemleri gibi farkli yolaklarla in vitro ve in vivo antikanser 6zellikler sergilemektedir
(Xu XH ve ark 2016). Yapilan ¢alismalarla bitki kaynakli saponinler arasinda bulunan
ginsengden elde edilen ginsenoid,Rg3’lin, akciger ve yumurtalik kanseri hiicreleri
dahil olmak iizere cesitli timorlerin invaziv ve metastatik kabiliyetini inhibe ederek
ve melanom hiicrelerinin apoptozunu tesvik ederek tiimor biiylimesini baskiladig

ortaya ¢ikmistir (Lee SG ve ark 2014, Zhang Q ve ark 2006, Kim ve ark 2014).

Saponinlerin meme kanserindeki rolii ile ilgili litaratiirde yapilan birgok calisma
mevcuttur. Stotoksik, pro-apoptotik ve anti-invazif etkileriyle saponinlerin anti kanser
aktiviteye sahip olduklari 6ne siiriilmiistiir. Ginseng saponinlerinin metastatik bir
meme kanseri hiicresi olan 4T1 hiicresine kars1 anti-metastatik etkisini ortaya koyarak
meme kanseri tedavisi i¢in gegerli bir terapdtik etki olusturabilecegini kanitlanmisitr

(Wang P ve ark 2014).

Astragaloside IV, astrasieversianin X, cyclocanthoside E, macrophylosaponin D ve
macrophylosaponin B Astragalus tiirlerinden izole edilen sikloartan tipi triterpenoid
saponinlerdir. Astragalus tiirlerinden elde edilen saponinler, anti-enflamatuar,
immiinostimiilan, antioksidatif, anti-kanser, antidiyabetik, kardiyoprotektif,

hepatoprotektif ve antiviral 6zelliklere sahiptir (Li ve ark 2014).

Yapilan bir c¢alismada kemoterapi ile birlilkte Astragalus polisakkaritlerinin
takviyesinin, timor gelisimini engelleyebildigi, kemoterapinin toksik etkisini
azaltabildigi, bagisiklig1 yiikseltip hastalarin yasam kalitesini iyilestirebildigi
gosterilmistir (Duan P ve Wang Z 2002). Bir baska ¢alismada MTT testi ve bir Ki67
immiinofloresan boyama analizi sonucu, Astragalus polisakkaritlerinin EMT
(Epiyelyal-mezenkimal tranzisyon) yolunu etkileyerek meme kanseri invazyonu ve

migrasyonu inhibe ettigini gostermistir (Yang S ve ark 2020).
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Astragalus polisakkaritlerinin anti timdor aktivitesini aragtirmak amaciyla yapilan
caligsmada, kanser tedavisinde kullanilan kemoterdpatik ilaglarrin yan etlkilerini
azaltmak ve terdpatik etkilerini artirmak amaciyla mide kanserinde kullanilan Apatinip
ile Astragalus polisakkaritlerinin,insan mide kanseri hiicre serisinin proliferasyonunu
doza bagli bir sekilde inhibe edip apoptozda artisa sebep oldugu kanitlanmisitir (Wu J
ve ark 2018). Yine baska bir Tiimor ksenograftinda yapilan in vivo aligmada adjuvan
kemoterapoétiklerle kombine edilen Astragalus saponinleri, anjiyogenezin
diizenlenmesi gibi cesitli etki yolaklariyla kanser gelisimini hafifletebilmektedir

(Auyeung KK ve ark 2014).

Bir bagka ¢alismada flow sitometri analizi sonucunda Astragalus saponinleri GO / G1
fazinda hiicre dongiisiinii durdurarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesini geciktirip hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve BGC-823 hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi

gosterilmistir (Wang T ve ark 2013).

Meme kanseri hiicre ¢alismalarinda genellikle MCF-7 and MDA-MB-231 hiicre
serileri kullanilmaktadir. MCF-7 hiicrelerinin invazyonu ve migrasyonu, MDA-MB-

231 hiicreleri ile karsilagtirildiginda daha zayiftir (Simsek F ve ark 2019).

Bu tez calismasi kapsaminda, saponinlerin anti-kanser o6zelliklerinin arastirildig
caligmalar 1s181nda Astragalus tiirlerinden elde edilen saponinlerin MDA-MB-231 ve
MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda olas: sitotoksik ve apoptotik etkileri ortaya
konmustur. Bu, meme kanseri hiicrelerinde Astragalus tiirlerinden elde edilen saponin
ekstraktlarinin anti-timor Ozelliklerini arastiran ilk ¢alismadir. Calisma sonucunda
diisiik dozda saponin ekstrelerinin, MCF7 hiicrelerinde daha belirgin olmakla birlikte,
MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin hiicre canliligini azalttigi ve MCF-7

hiicrelerinde apoptozunu arttirdig1 goriilmiistiir.
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Calismada sitotoksite yontemlerinden olan CCK-8 testi ile hiicre canlilig
degerledirilerek saponinlerin antikanser etkileri incelenmistir. Meme kanseri

hiicrelerinin biiyiimesini doza bagli ve zamana bagl olarak inhibe ettigi gdzlenmistir.

Apotozun indiiklenmesi bitkilerden elde edilen ekstrelerin anti kanser aktivitelerinin
degerlendirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Programli hiicre 6liimii olarak da
adlandiralan apoptoz, istenmeyen ve onarilamayan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
durumudur. Kemoterapi gibi Kanser tedavi yontemlerininde amaglari arasinda apoptoz
yer almaktadir. Kanserde hiicre ¢ogalmasi ve 6lim arasindaki denge bozulmaktadir.
Hiicre 6limiinii uyaran dogal bilesiklerin ilag olarak kullanilabilmesi bu konuda
yapilan ¢alismalarin artmasina neden olmaktadir. Kanser olusumunu 6nlemek igin
saponinlerin apoptoz yoluyla sitotoksik etkilerini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Han
LT ve ark 2013). Bu galismada da Astragalus tiirlerinden elde edilen sikloartan tipi
saponinlerin tiinel boyama yontemi ile MDA-MB-321 ve MCF-7 hiicrelerindeki
apoptotik aktiviteleri izlenmis olup MCF-7 hiicrelerinde anlamli farkliliklar

gozlenmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda Astragalus’tan elde edilen saponinlerin MCF-7 meme
kanseri hiicre serisinde 6nemli bir anti-proliferatif ve anti apoptotik etki gosterdigi
ortaya konmustur. Bu da ileride yapilacak daha detayli hayvan modelleri ile

olusturulacak caligmalara oncii niteligi olusturmustur.
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