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OZET

ENDEMIK CENTAUREA FENZLII REICHARDT BITKISININ MCF-7 MEME
KANSERI HUCRE DIZILERI UZERINE SITOTOKSIK, APOPTOTIK,
NEKROTIK ETKIiSi

YIRTICL, Umit
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Doktora tezi
Danigman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Ortak Danisman: Dog. Dr. Biilent ICGEN
Haziran 2012, 67 sayfa

169 tiir ve 199 takson ile Compositae familyasinin en biiyiik cinsi olan Centaurea L.
Tiirkiye’de  halk arasinda birgok hastalifin  tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Birkag¢ biyoaktivite calismasinda Centaurea tirlerinin farkli kanser
tiirlerinde sitotoksik aktivitesi tanimlanmustir. Fakat endemik Centaurea fenzlii
Reichardt bitkisi ile ilgili simdiye kadar herhangi bir ¢alisma yapilamamistir. Bu
calismada bu bitkinin MCF-7 meme kanseri hiicre dizlerine karsi sitotoksik,
apoptotik ve nekrotik etkisi MTT, ATP ve ikili boyama testleri ile arastirilmistir.
Bitkinin toprak {istii kisimlar1 ¢igeklenme siiresinde toplanmustir ve bitki sirasiyla n-
hekzan , diklorometan ve metanol ile ekstre edilmistir. Ekstreler MCF-7 meme
kanseri hiicrelerine artan dozlarda uygulanmistir. Orneklerin sitotoksik etkileri ve
ICso degerleri belirlenmistir.  Diklorometan ekstresinin sitotoksik etkisi diger
ekstrelere oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Diklorometan ekstresinin etil
asetat fraksiyonu MCF-7 meme kanseri hiicreleri lizerinde sitotoksik agidan en etkili
ornek olarak bulunmustur. Diklorometan ekstresi ve diklorometan, etil asetat

fraksiyonunun apoptotik ve nekrotik etkileri arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Centaurea fenzlii Reichardt, sitotoksik, apoptoz, nekroz



ABSTRACT

THE CYTOTOXIC, APOPTOTIC AND NECROTIC EFFECTS OF ENDEMIC
CENTAUREA FENZLII REICHARDT PLANTS ON MCF-7 BREAST CANCER
CELL LINES

YIRTICL, Umit
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Biilent ICGEN
June 2012, 67 pages

Being the largest genus of the Compositae family with over 169 species and 199
taxons., Centaurea L. has been used in folklor efor the treatment of wide range of
diseases in Turkey. The antitumor activities of the Centarea species in different types
of cancer have been identified through several bioactivity studies. However, in vitro
anticancer activity of endemic Centaurea fenzlii Reichardt has never been evaluated
and published yet. In this study, the cytotoxic, apoptotic and necrotic effects of this
plant were tested in vitro aganist MCF-7 (human breast cancer) cells by using MTT,
ATP assays and double staining. The aerial parts of the plants were collected during
the flowering period and the extracts were obtained n- hexane, dichloromethane and
methanole, respectively. The extracts were applied to MCF- 7 cell lines at increasing
doses. The ICsy values of samples were determined and their direct cytotoxic effects
were measured. The cytotoxic effects of crude dichloromethane extract on MCF-7
cell lines was the highest compred to other extracts. Ethylacetate fraction of
dichloromethane extract was found to be most effective on MCF-7 breast cancer cell
lines. This fraction of dichloromethane and dichloromethane itself were also tested

for their effect on apoptotic and necrotic.

Key Words: Centaurea fenzlii Reichardt, cytotoxic, apoptosis, necrosis
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1. GIRIS

Diinya iizerinde 750.000-1.000.000 arasinda bitki tiiriiniin bulundugu tahmin
edilmektedir. Bunlarin 500.000 kadari tanimlanip isimlendirilmistir [1]. Bu bitkiler
diinya niifusunun cogunlugu i¢in en seckin ila¢ kaynaklaridir. Biiyiikk farmasotik
firmalar, yeni lider yapilar icin bir kaynak olarak bitkilere ilgi gostermektedir.
Sentetik bilesiklerin yan etkilerinin daha fazla olmasi, var olan ilaglara karsi
kazanilmis direngler, bitki tiirevli ilaglarin maliyetinin diisiik ve elde edilmesinin
daha kolay olmasi gibi nedenler bu ilgide onemli paya sahiptir. Ozellikle halk
arasinda cesitli hastaliklarin tedavi edilmesi amaci ile uzun yillardan beri kullanilan
bitkiler, yeni ilag kesfi icin baslica kaynaklar1 olusturur. Yapilan bir arastirmada 122
bitki kokenli ilacin % 80’inin geleneksel olarak kullanilan bitkilerden elde edildigi
tespit edilmistir [2,3].

Tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye’de de yiizyillardir bir¢cok bitki tiirii
tedavi amaciyla halk arasinda yaygmn olarak kullanilmaktadir. Ulkemiz bitki
cesitliligi agisindan zengin bir tilkedir. Toplam bitki tiirii sayis1 9000°den fazladir. Bu
say1 alttiir ve varyetelerle 10.000’1 gegmektedir. Tiirkiye 3000 endemik tiire sahip
olup, endemizm orani yaklasik %32 kadardir. Ulkemiz birgok bitki tiiriiniin gen
merkezi durumundadir. Tibbi ve aromatik bitkilerin ¢ogu tilkemizde dogal olarak
yetismekte ve bazilarinin tarimi yapilmaktadir. Yaklasik 500 bitki tiiri tibbi amacla
kullanilmaktadir [1-5]. Son yillardaki ¢aligsmalar, bitkilerden elde edilen ekstraktlarin
biyolojik aktiviteleri lizerinde yogunlasmistir [6,7]. Bir arastirmadan elde edilen
bulgulara gore, diinyada var olan 250.000 karasal bitki tiiriiniin sadece %?2’sinin
biyoaktiviteleri incelenmistir [8-10]. Bitkilerden elde edilen ve biyoaktif pek ¢ok
bilesik genellikle alkaloit, fenilpropanoit, terpenoit, lignan, glikozit, lipit gibi
yapilardan olusur [11-18].

Son yillarda bitki kaynakli bilesiklerin antitiimoral aktivitelerinin incelendigi
caligmalara ilgi hizla artmaktadir. 1970-2000 yillar1 arasinda yapilan caligmalar

sonucunda 72 bitki cinsinin klinik olarak veya laboratuvar diizeyinde antitiimoral



Ozellige sahip oldugu tespit edilmistir [19]. Antitimor Ozellige sahip bitki
metabolitleri oncelikle sitotoksiktir [20]. Bazi bitki metabolitleri de daha az
sitotoksik etki gosterir. Ornegin flavanoitler siklin-bagimli kinazlarin aktivitesini
diizenleyerek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe edebilirler, ayn1 zamanda
yiiksek konsantrasyonda sitotoksik ve Ostrojen-benzeri bir aktivite de gosterebilirler.
Bircok fitokimyasalin kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiinlin  ilerlemesini
durdurduguna dair yapilan klinik aragtirmalar da halen devam etmektedir [10].
Tiimor hiicreleri iizerinde en etkin sitotoksik aktivite gdsteren bilesikler alkaloitler

[21], fenilpropanoitler [22] ve terpenoitlerdir [23].

Bitki kaynakli bilesiklerden bazilari, kanser hiicrelerinde apoptoza neden olarak
antitimoral aktivite gosterir. Agarwal ve arkadaslariin [24] Pinus pinaster, P.
maritime ile prostat kanseri hiicrelerinde yaptig1 bir caligmada, hiicre boliinmesinin
baskilandig1 ve apoptozun indiiklendigi tespit edilmistir. Diger bir calismada,
Curcuma longa’dan izole edilen bir bilesik olan Curcumin’in CD138+ hiicrelerinde,
transkripsiyon faktorii NF-kB’yi baskilayarak apoptoza neden oldugu bulunmustur
[25]. Izoflavon yapisinda bir bilesik olan Genistein’in kullamldigi baska bir
calismada da, bu bilesigin prostat kanseri hiicrelerinde ve SCID farelerde apoptoza

neden oldugu gosterilmistir [26].

Ulusal Kanser Enstitiisii (National Cancer Institute (NCI)) tarafindan 35.000 farkl
bitkiden yaklagik 110.000 bilesigin antikanser aktivitesinin incelendigi 22 yillik bir
siiregte yapilan c¢aligmalar sirasinda bitkisel antikanserojen bir bilesik olan taksol
(paclitaxel) kesfedilmistir [27]. Bu bilesik, sitotoksik diterpen alkaloid yapisinda olup
Taxus brevifolia’dan izole edilmistir. Antitimoral aktivitesi 16semi hiicreleri
tizerinde test edilmistir, ayn1 zamanda taksoliin meme ve yumurtalik kanserlerinde

daha etkin oldugu kanitlanmistir [28,29].



1.1. Centaurea L. Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Compositae familyasinin Tiirkiye’deki en biiyiik cinsi Centaurea L.’dir. Bu cins
Tiirkiye Florast Ek I ve II (hari¢ olan bdoliimler Aetheopappus, Amblyopogon,
Centaurea, Hyalinella, Odontolophoideae, Psephelloideae, Psephellus, Sosnovskya
and Xanthopsis) adli eserde 151 tiir, 6 eksik ve 6 siipheli tiirle temsil edilmektedir.
Daha sonra Tiirkiye’den 16 yeni tiir ve 2 yeni kayit kesfedilmistir. Tiirkiye florasinda
(EK 1) yeni tiir olarak tanimlanmistir. Nihayet Centaurea toplam sayist 169 tiire ve
199 taksona yiikselmistir. Son olarak endemik takson sayis1 129 ve endemizm orani
%65 e ylikselmistir [30]. Endemizm oraninin bu kadar yiiksek olmasi bu cinsin gen

merkezinin Tiirkiye oldugu goriistinii saglamlastirmaktadir.

Cin’de C. uniflora ates diisiiriicii olarak, zehirlenmelere karsi ve antiaterosklerotik
olarak kullanilirken [31]. Ispanya’nin bazi1 bdlgelerinde C. aspera, C. melitensis gibi
pek c¢ok Centaurea tiirii halk arasinda hipoglisemik ajan olarak, ayrica sindirimi
kolaylastirici ve diiiretik amagclarla kullanilmaktadir [32]. Ispanya'nin Barros
bolgesinde C. ornata antiromatizmal olarak, bu bitkinin toprak {stii kisimlari
Portekiz’de hipoglisemik ajan olarak, toprak alti kisimlarindan hazirlanan ekstreler
ise antispazmodik amagla kullanilmaktadir [33,34]. C. pallescens Misir’da sindirimi
kolaylastirict ve ditiretik olarak kullanilmaktadir [35]. Diger bir Centaurea tiirii olan
C. sinaica sitostatik, diiiretik, antipiretik, fitotoksik, antineoplastik olarak

bilinmektedir [36,37].

C. malacitana, C. melitensis, C. aspera subsp. aspera, C. aspera subsp.
scorpiurifolia, C. aspera subsp. stenophylla tiirlerinden izole edilen 9 seskiterpen
laktonun sitotoksik etkileri P-388 (fare 16semi hiicre dizisi), A-549 (insan akciger
kanseri hiicre dizisi) ve HT-29 (insan kolon kanseri hiicre dizisi) gibi kanser
hiicrelerine kars1 incelenmis ve 3 seskiterpen laktonun (hiicrelerin yiizde 50 nin
Olmesine veya ilireminin durmasina neden olan konsantrasyon (ICsy) degerleri) 10 ile
0.2 pg/ml arasinda degisen bir sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur [38]. Ayni
aragtirmacilarin 1997 yilinda yaptiklar1 bir baska ¢alismada, C. malacitana toprak
istii kistmlarindan izole ettikleri iki bilesigin sitotoksik etkileri 16semi, kolon kanseri

gibi hiicre dizilerinde incelenmistir. Arastirma sonucu elde edilen bir bilesigin



oldukga yiiksek (ICsp < 5 pg/ml) bir sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir [39].
C. behen tiriiniin toprak Ustii kisimlarindan izole edilen Grneklerde yapilan bir
calismada yiiksek sitotoksik aktivite tespit edilmistir [40]. Lonergan ve arkadaslari
[41] C. sonchifolia toprak istii kistmlarindan izole ettikleri onopordopikrin’in, insan
deri kanseri hiicreleri kullanarak in vitro sitotoksik etkisini incelemistir. Elde edilen
etkin doz 50 (EDsg) sonuglar1 (0.85ug/ml) onopordopikrin’in de dger seskiterpen

laktonlar gibi yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. C.
zuccariniana, C. achaia, C. deusta ve C. thessala subsp. drakiensis’den izole edilen
bilesiklerle DLD1 (kolon), MCF7 (meme), H460 (kolon) hiicre dizileri iizerinde
yapilan bir arastirmada C. zuccariniana’dan elde edilen bir bilesigin de sitotoksik
aktivitesi oldugu bildirilmistir [42]. C. schischkinii ve C. montana tiirlerinden izole
edilen iki yeni alkaloid schischkinnin ve montamine insan kolon kanseri hiicrelerine

kars1 anlamli bir sitotoksik aktivite gostermistir [43-45].

Bitki peygamber c¢icegi, zerdali dikeni, ¢coban kaldiran, Timur dikeni gibi Tiirk¢e
isimlerle bilinmektedir. Centaurea cinsinin birgok tiirli diyabet, diyare, romatizma,
hipertansiyon gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir

[36,46-49].

Bat1 ve Gilineybati Anadolu’da yaygin olan C. cyanus tiiriniin kurutulmus ¢icekleri
halk arasinda % 5’lik infiizyonlar1 halinde ishal kesici, kuvvet verici, istah agic1 ve
gogiis yumusatict olarak kullanilmaktadir. Dogu Anadolu’da yetisen C. behen Ak
behmen ve Zerdali dikeni olarak bilinmekte ve ¢icekleri midevi ve adet getirici
olarak kullanilmaktadir. Kuzeybati Anadolu’da yetisen ve ¢oban kaldiran, Timur
dikeni olarak bilinen C. calcitrapa’nin % 2-6’lik inflizyonlar1 dahilen ates diisiiriicli
olarak, cayir peygamberi ismiyle bilinen ve Kuzeydogu Anadolu’da yaygin olarak
yetisen C. jacea ates disliriicli, adet getirici, kabiz yapict ve istah agict olarak

kullanilmaktadir [1].

Isparta Egirdir yoresinde geleneksel halk ilact olarak kullanilan bitkilerin
saptanmasina yonelik yapilan bir arastirmada, C. iberica’ nin mide agrilarina ve
bocek ve yilan sokmalarma kars1 kullanildigr saptanmustir [50]. Centaurea tiirleri

halk tababetinde tek basina veya diger bitkilerle birlikte antidiyabetik, antidiyareik,



antiromatizmal, antienflamatuvar, kolagog, koleretik, dijestif, stomasik, ditiretik, adet
sOktiiriicli, astrenjan, hipotansif, antipiretik,

kullanilmaktadir [39,40,48,51,52]. C. chilensis bitkisinin sulu ekstresi halk arasinda

sitotoksik, antibakteriyel amagla

antipiretik ve antiromatizmal olarak kullanilmaktadir [53-55]. Cizelge 1° de
Tiirkiye’de yetisen bazi Centaurea tiirlerinin halk arasinda kullanim amaglari

verilmigtir.

Cizelge 1.1. Tirkiye’de yetisen baz1 Centaurea tirlerinin halk arasinda kullanim

amaglari

Tiir Yoresel isim Kullanihsi Uygulama Sekli | Kaynaklar
C. balsamita Kili¢ otu (Kars) Ciban patlatici - [1,56]
C. virgata Saladir Mide agrisina Dabhilen
(Van) kars1 Yara iyi edici| dekoksiyonu
Haricefl, .kiilleri [57.58]
tereyag ile
karistirilarak
merhem halinde
C. diffusa Zerdali dikeni [59]
C. pulchella Boga dikeni (Nigde) Ciban patlatici Haricen, toz halde
Giimiis siipiirge (Aksaray) [60.61]
§ supurg Y
C. jacea Cayir, peygamber dikeni, |Ates diisiiriicii, adet -
peygamber ¢igegi soktiiriicii, kabiz ve [1,59]
istah acici
C. lycopifolia  |Kumaci otu Oksiiriik kesici Dabhilen, taze
(Kahramanmaras) halde doviilerek
cikan 6zsuyu [62]
alinir ve sekerle
karistirilip igilir
Kan dindirici Haricen, toz halde [62]
C. drabifolia Basur otu (Afyon ) Hemoroid Dahilen infiizyon,
tedavisinde cay veya sigara [63]
seklinde
C. macrocephala |Saribag [59]
C. glastifolia Kotankiran Istah acici - [59]
C. pterocaula  |Corusbozan (Erzurum) Yara iyi edici Haricen, toz halde [56]
C. behen Ak behmen, zerdali dikeni Midevi, adet -
1 e e s [1,59]
soktiiriicli




Cizelge 1.1. (devam)

C. solstitialis Giilliidiken, zerdali Cocuklarda Haricen, kavrulup
isubsp. solstitialis |dikeni, sitmaotu, dudaklardaki toz edilerek [63,64]
cakirdikeni (Afyon) ucuklara kars1
Cakirdikeni, oglak dikeni, [Sitma tedavisi Dahilen hap gibi
saridiken, esek dikeni yutularak veya [65,66]
(Bartin) sigara gibi ’
icilerek
Cakirdikeni (Cankiri) Peptik iilser Taze iken hap
semptomlarinda seklinde [62,67]
Oglak dikeni, saridiken Soguk alginligi ve [Dekoksiyon veya
(Konya) sitma tedavisi infiizyonu 2-3 kez
igilir
C. iberica Cakirdikeni (Erzincan) Ates distiriicii Dabhilen, %2-6 lik
Cakirdikeni (Isparta) 'Yara iyi edici infiizyon
Alabas (Kastamonu) Mide agrisina karsi [Haricen toz halde
Deligdz dikeni Yilan ve akrep Dabhilen, infiizyon [56,59,68-70]
Cobankaldiran, sokmasina karsi Ezilerek siirme

Timurdikeni (Kastamonu)

C. calcitarapa

Cobankaldiran, Timur

Ates diisiiriicti

Dahilen % 2-6 ik

dikeni infiizyon [59]
C. urvillei subsp. [Kotiiriim (Sivas) (59]
armata
C. urvillei subsp. |Coban dikeni (Konya) (59]
IStepposa
C. pichleri Peygamber cicegi [59]
(Eskisehir)
C. depressa Acimik (Isparta) [59]
C. cyanus Peygamber ¢igegi, gdkbas |ishal kesici, kuvvet [Dahilen % 5 lik
(Mugla) verici, istah agic1, [infiizyon
26glis yumusatict  [Haricen, [1,59,69]
Sa¢ kepeklenmesinelinfiizyonu ile bas
kars1 yikanir
C.tchihatcheffi |Yanar doner, gelin
diigmesi, kirmizi [70]

peygamber ¢igegi, tiirbe
cicegi (Ankara)

Tiirkiye’de yetisen endemik Centaurea cinsine ait olan C. bornmuelleri ve C.
hubermorathii tiirleri yapilan calismalarda da anti-kolon kanseri aktivitesi tespit

edilmistir [71].

C. gigantea ile yapilan bir ¢alismada da izole edilen bilesiklerin CaCo-2 kolon

kanseri hiicrelerine karsi anti-tiimoral aktivite gosterdigi bildirilmistir [72,73].



1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri en sik terminal duktuler lobiiler iinit olarak adlandirilan lobiil ile
terminal kanalin birlesme yerindeki epitelden koken alan bir adenokanserdir. Meme
kanserlerinin %95° 1 adenokanser iken %5’ lik kismini1 skuamoz hiicreli kanser,
filloides tlimorleri, sarkom ve lenfomalar olusturur. Baslangicta meme kanallari
icinde sinirlt olan kanser hiicreleri sonradan kendi bazal membranlarindan ilerleyip
bag dokusu i¢ine yayilarak kan damarlar1 ve lenfatikler araciligiyla metastaz yapma
yetenegine sahip olurlar. Kadinlarda en sik goriilen kanser olan meme kanseri,
kansere bagli 6liim nedenleri arasinda %18 oranla ikinci sirada yer almaktadir.
Meme kanseri yas arttikga daha sik goriiliir. 25 yas altinda ¢ok nadir goriiliirken, 90
yasinda bayanlardan 8’ de 1’ i meme kanserine yakalanmaktadir [74]. Meme kanseri
goriilme sikligit ve mortalitesi yasanilan cografi bolgeye, etnik kokene ve
sosyoekonomik duruma gore degisiklik gostermektedir. Meme kanserine ABD’ de
ylizbinde 80-90 oraninda rastlanirken Japonya’ da bu sayr yiizbinde 12-18
civarindadir [75]. 2010 yilinda ABD*de yaklagik 207.090 ye ni tan1 alan kadin hasta
olacagi ve 39.840 kadinin da bu hastaliga baglh 6lecegi tahmin edilmektedir [76,77].

Tirkiye’ de meme kanseri insidansi ve risk faktorlerinin belirlemeye yonelik
caligmalarin sayis1 ¢ok azdir. T.C. Saglik Bakanligi’ nin 1999 yil verilerine gore,
meme kanseri lilkemizde % 24.1 orani ile kadinlarda goriilen kanserler arasinda ilk
sirada yer alirken, %13.7lik oranla kadinlarda kansere bagli 6liim nedenleri arasinda
ikici siradadir [78]. Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi'nin Tirkiye ile ilgili 2002
yil1 verilerine gore de, kadinlarda kanserden 6liim sebepleri arasinda meme kanseri

(%16.7) ilk sirada gelmektedir [79].



1.2.1. Meme Kanseri Etiyopatogenez

Meme kanseri gelisiminde mevcut etiyolojik faktorler genetik faktorler, hormonal
etkiler ve ¢evresel faktdrler olmak iizere 3 grupta incelenmektedir. Meme kanserine
riski arttiran BRCA-1, BRCA-2, p53, Cowden, AR ve AT geni otozomal gegisli ailesel
vakalarinin bircogundan sorumludur. Ailesel meme kanseri vakalarinda bu tiimor
supresor genler ve DNA tamir genlerinin ekspresyonunda azalma goézlenirken c-erb-
b2 onkogeninin ekspresyonunda artis tanimlanmistir [77,80]. Meme Kkanseri
olusumundaki hormonal etkiler 0Ostrojene uzun siire maruz kalinmasi ile
aciklanmaktadir. TiimoOr olusumunun otokrin metabolizmasinda 6nemli olan ve
meme kanser hiicreleri tarafindan salgilanan biiylime faktorleri (EGF, FGF, PDGF)’
nin olusumu Ostrojene baglidir [80]. Meme kanseri siklig1 diinya tizerinde farklilik
gostermekle birlikte, Japonya disinda gelismis iilkelerde insidansi oldukga ytiksek
goriilmektedir. ABD ve diger bati {ilkelerinde meme kanseri insidansi1 gelismekte
olan iilkelere oranla 4-7 kat daha fazladir. Japonya’ dan Hawai’ ye go¢ eden
goemenlerle yapilan caligmalarda, gogmenlerdeki meme kanseri insidansinin bir
veya iki jenerasyon sonra go¢ ettikleri bolgenin meme kanseri insidansina
yaklastiginin gosterilmesi, meme kanserinin cevresel faktorlerle iligkili oldugunu
diisiindiirmektedir. Onemli bir cevresel faktér olan radyasyon ile meme kanseri
iliskisi de 2. Diinya savasi sonrasindaki caligmalarda gosterilmistir. Hirosimada atom
bombasi sonrasi radyasyona maruz kalan kadinlarda meme kanseri insidansinda 2- 4

kat artis oldugu tespit edilmistir [74,77,80].

1.2.2. Meme Kanserinde Hiicresel Degisim

Meme kanserinin karsinogenez siireci, sirasiyla benin proliferatif meme lezyonlari,
karsinoma in situ, erken donem meme kanseri (evre 1-2), lokal ileri evre meme
kanseri (evre3) ve invaziv kanser evrelerinden olusmaktadir. Meme
karsinogenezinde hiicrelerde meydana gelen ilk morfolojik degisiklik epitel hiicre
proliferasyonunda artis yani proliferatif lezyonlardir. Bu erken degisiklik hiicrelerin
bliylime engelleyici sinyallerden ve apoptozdan kagma mekanizmasi ile olmaktadir.

Bu erken doénemde hiicrelerdeki hormon reseptor ekspresyonlarinda ve hormon



reseptor pozitifligi ile iliskili hiicre proliferasyon kontrollerinde anormallikler
gozlenmistir. Genetik degiskenlik, proliferatif lezyonlarda ¢ok nadir gézlenmekle
birlikte, atipik hiperplazilerde daha siktir. Karsinoma in situ’ da ise yaygin olarak
goriiliir. Niiklear genisleme, diizensizlik, hiperkromazi ile tanimlanan andploidi
sadece ileri evre duktal karsinoma in situ ve bazi invaziv karsinomlarda goézlenir.
Duktal karsinoma in situ lezyonlarindaki hiicrelerin genis gruplar olusturarak duktal
sistemi tamamen doldurmasi hiicrelerin sinirsiz boliinme potansiyeli nedeniyledir.
Karsinomalarin  morfolojik ve biyolojik o6zellikleri in  situ  doneminde
kazanilmaktadir. Vakalarin ¢ogunda in situ lezyonlar, takip eden karsinomlarla
benzer ozellikler tasimaktadir [74,77]. Normal memenin yapist ve fonksiyonu i¢in
meme epitel hiicreleri, miyoepiteliyal hiicreler ve stroma hiicreleri arasindaki
kompleks iligkiler onemlidir. Puberte ve gebelikte yeni kanal ve lobiil sistemlerin
olusmasi; bazal membranin kaldirilmasi, hiicre proliferasyonunda artig, biliyiime
inhibisyonundan kacis, anjiyogenez ve stroma invazyonu ile gergeklesmektedir.
Karsinogenez siirecinde de anormal epiteliyal ve stromal hiicreler ayn1 degisiklikleri
gerceklestirmektedir. Epitel hiicrelerine paralel olarak miyoepiteliyal ve stroma
hiicrelerinde goriilen mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler, epitel hiicreleri ve
stromal hiicreler arasindaki normal iligkilerin ve doku yapisinin bozulmasina neden
olur. Mutasyonlarin ortaya ¢ikmast ve normal fonksiyonlarin kaybi yas ilerledik¢e
artmaktadir. Bu da ileri yastaki bayanlarda meme kanseri riskindeki artisin sebebidir
[74]. Karsinogenezin son asamasi, bazal membranlarla kanallarda ve lobiillerde
sinirlanmis karsinoma in sifu lezyonlarinin invazif karsinomaya doniis basamagidir.
Invazyon igin gerekli 6zel gen ekspresyonlarinin tanimlanmasinin zorlugu nedeniyle
bu basamak en az aydinlatilan basamaktir. Son yillarda malign hiicrelerin invazyon
yetenegi kazanmasina ek olarak, miyoepiteliyal ve stroma hiicrelerinin fonksiyon
kaybinin da dokunun bazal membran yapisinin bozulmasinin ve bdylece invaziv
karsinomalarin olugmasinin temel nedenlerinden biri olabilecegine yonelik goriisler

bulunmaktadir [74,77,81].



1.2.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanserinde major risk faktorleri; kadin cinsiyet, ileri yas, aile hikayesi, onceki
hikayede meme kanseri Oykiisii, BRCAI ve BRCA2 mutasyonu tasiyiciligi gibi
genetik yatkinlik, gogiis bolgesine radyasyon Oykiisii ve atipik hiperplazi sonuglu
biyopsi raporudur. Mindr risk faktorleri ise, erken menars, ge¢ menopoz, obezite,
alkol alimi, ilk dogumunu ge¢ yasta yapma, atipik hiperplazi disinda benin meme

hastaliklar1 6ykiisii ve dstrojenlere uzun siire maruz kalinmasidir [77,81].

1.2.4. Meme Kanseri Siniflandirilmasi

Meme kanserlerinin siniflandirilmasi klinik veya histopatolojik olarak yapilmaktadir.
Kanser hiicrelerinin lokalizasyonu ve yayginligina gére meme kanser tipleri
isimlendirilmektedir. Genel olarak hiicreler siit kanallarinda lokalize ise duktal,
lobiillerde lokalize ise lobiiler, medullada ise mediiller meme kanseri ismini alir. In
situ kanserlerde, kanser hiicreleri kaynaklandiklar1 yerle sinirli kalirken, invazif
meme kanserlerinde yayilma egilimi gosterirler. Invazif duktal karsinom en fazla

goriilen meme kanseri tipidir [74,77,82].

1.2.5. MCF-7 Hiicre Hattinin Ozellikleri

MCEF-7 hiicreleri, 64 yasinda evre IV invaziv duktal karsinomali bir kadin olgunun
plevral efiizyonundan 1970 yilinda izole edilmistir [83]. Bu tarihten itibaren, dstrojen
reseptorii pozitif (ER+) MCF-7 hiicre hattiyla yaklasik 12.000 ¢alisma yapilmustir.
Morfolojisi epitelyal olup, insiilin benzeri biiyiime (¢ogalma) faktoérii baglanma
proteinleri sentezler. Ayrica WNT7B onkogeninin ekspresyonu mevcuttur. HER-2
geninin ekspresyonu normaldir. MCF-7 hiicrelerinin sitogenetik analizlerinde;
kromozom sayilarindaki anormal artis ve azalig, hatali eslesmis bazlarin onarim
sisteminde bozukluklar goriillmektedir [84-86]. DNA’ da hatali eslesen bazlar, DNA
tamir proteinleri tarafindan onarilirlar ve ayrica genomun biitiinliglinlin

korunmasinda gorev alirlar. Hatali eslesmis bazlarin onariminda gorev alan MLH1
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ve MSH2 tamir proteinleri MCF-7 hiicrelerinde mutasyona ugradigi i¢in, hiicreler
antikanser ajanlara karst direng gelistirir. Sonug olarak, DNA tamir genlerindeki
mutasyonlar ve/veya tamir proteinlerinin az veya asirt ifadesi, diren¢ gelisiminde
onemli bir faktordiir [86,87]. Meme kanseri ve diger bir¢cok insan kanserinin
olusumunda, hiicre dongiisii kontrol noktalarindan siklin D1’ de olusan mutasyonlar
MCEF-7 hiicrelerinde de mevcuttur [86,88]. MCF-7 hiicre hattinda kaspaz -6, -7 ve -9
ekspresyonunun yanisira Bcl-2 ekspresyonu da oldukea iyidir. Diger yandan p53 ve
p21 genlerinin ekspresyonu ve diizenlenmesi normaldir [85,86]. MCF-7 hiicrelerinin
cogalma mekanizmalarinda; asir1 artmig Ostrojen ekspresyonu ve Ostrojene bagl
proliferasyon, EGF’ den bagimsiz ¢ogalma, artmis Her-2/Neu/c-ErbB-2 ekspresyonu
artmis [86,89], N-ras [86,90] ve Rb proteininin hizli fosforilasyonu rol oynamaktadir
[86,91].

1.3. Sitotoksisite

Hiicre kiiltiirlerinde gerek deney kurarken, gerekse cesitli kimyasal, fiziksel ve
biyolojik ajanlarin sitotoksik etkilerini belirlemek i¢in hiicreye ait bir takim canlilik
parametrelerinin 6l¢iilmesi gerekir. Bunlar igerisinde Oncelikle hiicrelerin yasadigini
ifade eden canlilik testlerinin yapilmasi gerekir. Canlilik hiicre zarinin biitiinliigiinii
ve fonksiyonelligini test ederek belirlenir. Canlilik gosteren hiicreler membran
biitiinliigii bozulmamus hiicrelerdir. Ornegin tripan mavisi membran biitiinliigiinii ve
secici gecirgenligini belirlemede siklikla kullanilir. Canli hiicreler boyayr disar
atarken, biitlinliigiinii ve secici gecirgenligini kaybeden hiicreler boyay1 igeri alir. Bu
yontemle hiicre slispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisi, dolayisiyla toplam

hiicre sayis1 belirlenebilir [92].

Kolorimetrik olan ve metabolizma rediiktaz aktivitesi ile hiicre canliliginin
degerlendirilmesinin  yapildigi yontemler arasinda en yaygin kullanilanlar
tetrazolium ve resazurin azalmasinin degerlendirilmesidir. Tetrazolium tuzlar1 ancak

metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan indirgenebilirler [93].
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3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromit (MTT) Ol¢limii in vitro
kosullarda metabolizmanin canliligima dayanarak sitotoksisiteyi Olgmek i¢in
uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir [94]. Bu yontem, hizli, kolay ve
yiiksek oranda dogruluga sahiptir. Calismada hedef Krebs dongiisii enzimlerinden
biri olan ve mitokondrilerin matriksinde bulunan siiksinat dehidrogenaz’ dir. Bir
tetrazolyum tuzu olan sar1 renkli MTT, siiksinat dehidrogenaz enzimine spesifik
olarak baglanir. Bu baglanmanin sonunda suda ¢oziinmeyen koyu mavi renkte
kristaller olusur. Organik c¢oziiclilerde kolayca ¢oziinen formazan Kkristalleri,
konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga boylarinda
Olciilebilen bir absorbans verir. Absorbans degerlendirilerek, dolayli yoldan
hiicrelerin metabolik aktiviteleri &lgiiliir. Olgiilen deger yasayan hiicre sayisi ile

iliskilendirilir [93,95].

Bu yontem, calisma basamaklarinin az olmasi agisindan hizli, kolay ve ¢ok sayida
ornegin calisilmasina imkan veren bir testtir. Apoptozisin erken donemlerinde
hiicrelerin metabolik etkinliklerinde bir degisiklik olmadig1 ve kimyasal tarafindan
arttirllmis olabilecek efektdr hiicrelerdeki metabolik etkinligin, hedef hiicrelerdeki
sitotoksik etkiyi maskeleyebilecegi dezavantajlar1 bulunmakla birlikte, MTT yOntemi

giiniimiizde birgok literatiirde referans gosterilmektedir [96].

Sitotoksisiteyi tespit etmekte kullanilan diger bir yontem ise ATP konsantrasyonunu
Ol¢meye yarayan testlerdir. ATP 6lii hiicrelerde bozulurken, zarar gérmiis hiicrelerde
hizla azalir. Bu ylizden hiicrelerdeki ATP miktar1 kiiltiirdeki canli hiicre miktar ile
orantilt olarak degisir. Bu testler ile hiicredeki ATP miktar1 lusiferin — lusiferaz
reaksiyonu sonucu olusan biyoluminesans ile Ol¢iiliir [97]. Fakat hiicrede ATP
konsantrasyonu, yaslanma ve agliga bagl olarak iiremenin durmasi, mitokondrial
solunumun inhibe edilmesi gibi 6liimciil olmayan durumlardan dolay1 da azalabilir.
Bu nedenle ATP konsantrasyonunun o6l¢ililmesi her zaman dogrudan hiicre canliligi
ile iligkili olmayabilir [98,99]. Buna ragmen ATP miktarin1 6lgmeye yarayan
yontemler, ¢ok hassastir (kuyucuk basina 100 hiicreden 100,000 hiicreye kadar) ve
tekrarlanabilir ~ olmalar1  nedeniyle  hiicre = ¢ogalmasim1  ve  canliligm

degerlendirilmesinde kullanilan yontemlerdir [97].

12



1.4. Apoptoz

Canlilarin yasam dongiisiiniin temel unsurlari dogum, biiyiime, {ireme, yaslanma ve
olimdiir. Yasamin siirdiiriilmesi, organizmada yapi ve fonksiyonun fizyolojik
gereksinimlerin belirledigi sinirlar iginde korunmasina baghdir. Bunun i¢in hiicre
cogalmasi ve liimii arasinda bir denge bulunmasi gerekir. Bu denge kayboldugunda,
yani ¢ogalandan c¢ok hiicre 61diigii ya da farklilastifinda dejeneratif hastaliklar, 6len
ya da farklilasandan daha fazla hiicre ¢ogalmasi durumunda ise kanser ve otoimmiin

hastaliklar gortiliir [100,101].

Hiicre dliimiinde iki temel mekanizma vardir; nekroz ve apoptoz. Dis etkilerden zarar
goren hiicreler nekroza, dig veya i¢ uyari ile programli intihara tesebbiise diirtiilenen

hiicreler ise apoptoza yonelirler [102].

Apoptoz, kromozom kondensasyonu, niikleozomal DNA degredasyonu ve
fragmantasyonu ile ortaya ¢ikan bir programlanmis hiicre 6liim mekanizmasidir. Bu
islem cesitli tetikleyicilerle aktif hale getirilen ve pesi sira gelen sinyal modiillerinde
yerlestirilen belirli bir sayida kompleks protein tarafindan kontrol edilmektedir [102].
Apoptozun bu morfolojik yapisi, kaspaz (cysteine aspartyl protease (caspase))
protein ailesi iyelerinin aktivasyonu ile gergeklestirilir. Hiicreden arta kalanlar,
fagositler veya komsu hiicrelerin lizozomlari ile uzaklastirtilir [103]. Programlanmis
hiicre Oliimiiniin diizenlenmesi, hiicre Oliimiinii uyaran ve hiicre sag kalimini

saglayan bircok farkli sinyal ileti yolaginin birlikte aktivitesiyle gerceklestirilir.

1.4.1. Apoptoz Yolaklan

Apoptoz iki ana yolak ile gergeklesir (Sekil 1.1). Birincisi ekstrinsik veya
sitoplazmik yolak, tiimor nekroz factorii (TNF) reseptor ailesinin bir iiyesi olan Fas
oliim reseptodrii yoluyla tetiklenir. ikinci yolak intrinsik veya mitokondriyal yolak,
uyarilinca mitokondriden sitokrom (cytochrome)-c salinimi ve 6liim sinyalinin aktif

hale getirilmesi ile tetiklenir. Her iki yolak da bir noktada birleserek hiicre 6liimiiyle

13



sonuglanan, diizenleyici ve yapisal molekiilleri bdlen kaspazlar olarak bilinen

proteazlar serisinin aktivasyonunu i¢eren son ortak bir yolakta birlesir [102,104].

Hiicresel stres
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i
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Sekil 1.1. Ekstrinsik ve intrinsik apoptoz yolaklari [104]

Ekstrinsik  yolagin  aktivasyonunu c¢esitli yolak ve proteinler diizenler.
Transkripsiyonal olarak inaktif bir gen olan FasL genini ayarlayan aktive edici
protein 1 ve NF-kB gibi transkripsiyon faktorleri ekstrinsik yolagin
diizenleyicileridir. Apoptozun temel diizenleyicileri olan Bcl-2 ailesi Bax, Bak, Bad,
Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk gibi proapoptotik iiyeleri ve Bcl-2, Bel-XL, Bel-W,
Bfl-1 ve Mcl-1gibi antiapoptotik {iyeleri icermektedir [105]. Bcl-2‘nin
ekspresyonunun azalmasi antikanser ilaglara karsi apoptotik tepkiyi yiikseltirken,
Bcl-2‘nin ekspresyonunun artmasi radyasyon terapisine ve kemoterapdtik ilaglara
karst dirence sebep olur. Ayrica, yiiksek Bcl-2 ekspresyonu hiicre dongiisii GO

fazinda hiicrelerin yigilmasina sebep olur ve kemorezistansa katki saglar [106].

14



Proapoptotik Bcl-2 iiyeleri apoptoz destekleyici olarak davranirken, antiapoptotik
tiyeleri sitokrom-c nin salinimini engelleyerek apoptoz dnleyicisi olarak davranirlar.

“Eugenol” iin mast hiicrelerinde “Serl5 phospho-p53” {in mitokondri igerisine
translokasyonunu ve orada Bcl-2 ve Bcel-XL ile etkileserek apoptozu indiikledikleri
saptanmustir [106]. Bcl-2° nin intrinsik yolakta gereginden fazla ifadesi ekstrinsik
kontrollii apoptozu engeller; ters olarak ta, TNF-a NF-kB‘ nin ekspresyonunu

yiikseltir ve Bcl-2 ailesi proteinlerin antiapoptotik tiyelerini uyarir [102].

1.4.2. Apoptoz Mekanizmasin1 Kontrol Eden Yolak ve Proteinler

Apoptoz mekanizmasini bir ¢ok yolak ve protein kontrol etmektedir. p53, NF-kB,
fosfatidilinozitol (phosphatidylinositol) 3 kinaz (PI3K)/Akt yolagi, ve yubikiitin

(ubiquitin) / proteozom yolag1 bunlara drnektir.

1.42.1. p53

p53 cesitli stres sinyalleri tarafindan aktif hale getirilen bir timor stipresor proteindir.
p53, mitokondri biitiinligl ve gecirgenliginin temel diizenleyicisi olan bir ka¢ Bcl-2
ailesi proteini (sadece Bax ve BH3 proteinlerini) ayarlayarak mitokondriyal yolak
yoluyla apoptoza neden olmaktadir. Oliim uyarisinin varhiginda, sadece BH-3
birimini igeren proteinler proapoptotik proteinlere el koyan ve onlarin aktivasyonunu
engelleyen anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerini 6nleyerek Bax ve Bak‘i aktif hale
getirir. Aktif hale getirildiklerinde, Bax/Bak mitokondrinin dig zarina sokulur ve
mitokondri igerisinden apoptojenik proteinlerin serbest birakilmasina yol acan
kanallar1 olusturur. Kanserlerin ¢ogunda goriilen p53 kaybi1 genomik diizensizlige,
hiicre dongiisti diizensizligine ve apoptozun engellenmesine yol agmaktadir. P53 lin
apoptozu destekleme mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir [102]. p53

ekspresyonu hatali olan kanser hiicreleri kemoterapiye cevap vermemektedir [107].
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1.4.2.2. Niikleer Transkripsiyon Faktorit NF-KB

NF-KB apoptoz, viral replikasyon, tiimorigenez, inflamasyon, ve bir siirii otoimmiin
hastalikta gerekli bir siirii genin ekspresyonunu diizenleyen bir niikleer
transkripsiyon faktoriidiir. NF-kB biiylime faktorleri, sitokinler, limfokinler,
radyasyon, farmakolojik ajanlar, ve stresi igceren ¢esitli uyarilar tarafindan aktif hale
getirilir. NF-kB inaktif formunda, IKB ailesi inhibitor proteinlerine bagl olarak,
sitoplazmada bulunur. NF-kB aktivasyonuna sebep olan ¢esitli uyar1 IKB’ nin
fosforilasyonuna ve de degredasyonuna sebep olur. Bu da NF-kB alt birimleri
tizerine niikleer lokalizasyon sinyalleri iletilmesi ve sonra molekiiliin niikleusa
translokasyonu ile sonlanir. NF-kB niikleusta ¢esitli genlerin transkripsiyonunu
baglatir [102]. NF-kB muhtemelen doku orijininden ziyade 6liim uyarisinin durumu
ile belirlenen anti ve proapoptotik fonksiyonlarin her ikisini de gdsterir. Uygun
fizyolojik durumlarda, NF-kB® nin aktivasyonu bir siirii kompleks proteinin
aktivasyonu yoluyla apoptotik uyariya dirence neden olur. Bununla beraber, belirli
uyarilara tepki olarak NF-kB aktivasyonu apoptozun indiiklenmesine yol acabilir. Bu
kaspaz-1 gibi kaspazlar, interferon-diizenleyicili faktor-1, c-myc, ve p53 gibi bazi

proapoptotik proteinlerin aktivasyonu ile agiklanabilir [102].

1.4.2.3. Yubikiitin/Proteozom Sistemi

Bu sistem genis bir proteinaz kompleksinden olugmakta olup, hiicre biiylimesi ve
apoptozu diizenlemeden sorumludur. Protein degradasyonu olduk¢a koordineli bir
islem olup yubikiitin molekiillerine baglanarak proteinin tanimasini ve 26S
proteozomu ile sindirilmesini igerir. Cogu hiicre dongiisii diizenleyicileri p53,
siklinler ve siklin-bagimli kinaz inhibitdrleri gibi transkripsiyon faktorleri ve NF-kB
yubikiitin/proteozom  sistemi ile diizenlenir. Cogu Bcl-2 ailesi iiyesi
yubikiitin/proteozomun  substratidir. Proteozom inhibitdrleri ile apoptozun
indiiklenmesi p53, p27, proapoptotik Bad veya Bax gibi proteinlerin baslangicta
birikmesine yada sitokrom-c salinimina ve intrinsik apoptoz yolagi aktivasyonuna
sebep olan stres kinaz aktivasyonuna yol acar [102]. Farkli tiimorlerde apoptozu

kontrol eden farkli sinyal yolaklarinin iyi anlasilmasi, s6z konusu tiimore oOzel
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molekiiler kusurlara dayali yeni hedeflenmis ajanlarin kesfedilmesine yardimci
olacaktir. Bunlar CCI-779 ve RAD 001 gibi rapamisin inhibitdrleri ve bortezomib
gibi 0zel modiilatorler ile hedeflenebilir. Ciinkii bu yolaklar tiimor hiicrelerinde
tercihli olarak degistirilmis olabilir, ve normal dokuyu az kullanan, tiimdrlerde ise

secici bir etki igin bir potansiyel vardir [102].

1.4.3. Apoptoz Yolak Modiilatorlerini Hedefleyen Ajanlar

Proteozom inhibitdrleri, mTOR inhibitdrleri ve p53 inhibitdrleri apoptoz yolak
modiilotdrlerini hedeflemektedir. Bu ajanlarin etkileri kanser hiicrelerine segici
olabilir, ¢iinkii prolifere ya da transforme hiicrelerde apoptozu diirtiilemektedirler.
Ornegin, c-myc onkojeninin yiiksek oranda ifadesi kanser hiicrelerini, proteozom
inhibitorii diirtiili apoptoza daha duyarli yapmaktadir. Proteozom inhibitdrleri
laktasistin gibi dogal tiriinleri, MG132, ALLN, ve MGI115 gibi peptit aldehidlerini,

ve bortezomib gibi boronik asit inhibitorlerini igermektedir [102].

1.4.3.1. NF-KkB Inhibitérii (IKB Kinaz Inhibitorii, PS-1,145)

IKB kinaz inhibitorii PS-1,145 multiple myeloma hiicrelerinde IKB’ nin
fosforilasyonunu onler ve ilimh bir sekilde direk olarak biiyiimelerini engeller. PS-
1,145 NF-kB ile diirtiillenen adhezyon molekiillerinin upregulasyonunu ve multiple
myeloma hiicrelerinin adhezyonunu ortadan kaldirir. Ozel NF-kB inhibitorleri

multiple myeloma ve diger kanserlerin tedavisinde faydalidir [102].

1.5. Nekroz

Nekrotik hiicre oliimii veya nekrozis morfolojik olarak hiicre hacminin artmasi
(onkozis), organellerin sismesi, plazma membraninin bozulmasi ve son olarak hiicre
iceriginin kaybi ile karakterize edilir. Uzun zamandir, nekrozis sadece hiicrenin

kazara kontrolsiiz o6liimii olarak tanimlanmistir. Fakat son yillarda yapilan
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caligmalarla nekrozisin katabolik mekanizmalar ve enerji doniistimii ile ilgili sinyal
iletim yolaklar1 ile diizenlenen bir hiicre 6limii oldugu anlasilmistir [108,109].
Omegin 6lim domain reseptorleri (TNFR1, Fas/CD95 and TRAIL-R) ve Toll
benzeri reseptorler (TLR3 and TLR4) o6zellikle de kaspaz inhibitorleri yolu ile
nekrozise yol agtigr goriilmiistiir. TNFR1-, Fas/CD95-, TRAILR ve TLR3-bagiml
hiicre 6liimleri goriinlise gore (bu reseptorlerin necrostatin-1 ile ihnibisyonlar1 ve
knockout/knockdown lar1 sonucu [110-112]) kinaz RIP1 baglh oldugu tespit
edilmistir. [113]. Bazi bilim adamlari bunu nekroptosiz olarak adlandirmistir.
Biyokimyasal seviyede tanimlamak gerekirse nekroptosiz, nekrozisin tesadiifi ve
programlanmis formlar1 arasindaki ayirimin yapabilmesini saglayan hiicre 6liim

tiplerinden biri olarak kabul edilebilir [110,111].

Bazi mediatorler, organeller ve hiicresel siirecler nekrotik hiicre 6liimiinde rol
oynasalar da hala aralarinda nasil bir iliski oldugu agiklanamamistir. Buna neden
olan olaylar agik olmasa da gozlemlenebilmektedir. Bunlar mitokondriyal
degisimleri (¢ozlilme, reaktif oksijen tiirleri (ROS), nitrik oksit veya benzer iiriinler
[114] ile nitroksidatif stres, ve genelde silofilin D ile kontrol edilen mitokondriyal
membran gecirgenligi) lizozomal degisimleri (Fenton reaksiyonlu ROS iiriinleri,
lizozomal membran gecirgenligi), hiicre ¢ekirdeginde meydana gelen degisiklikleri
(PARP-1 in asir1 aktivasyonu ve beraberinde NAD" nin hidrolizi) lipit bozulmasin
(fosfolipaz, lipoksigenaz ve sfingomiyelinazin aktivasyonu), mitokondriyal yiikiin
artmast ve non-kaspaz proteazlarin (kalpainler ve katepsinler) aktivasyonu ile
sonuclanan kalsiyumun sitoplazma konsantrasyonunun artmasii igermektedir
[108,115]. Yani baz1 nekrotik hiicre oliimlerinde serin/treonin kinaz RIP1 in ¢ok

onemli roliiniin oldugu gosterilmistir [116].

Centaurea fenzlii Reichardt tiirinin MCF-7 meme kanseri hiicre dizisi iizerine
sitotoksik ve apoptotik etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Ulkemizde 6nemli bir
yeri olan Centaurea cinsinin bir¢ok tiirliniin ve bitkinin degisik kisimlarmin halk
arasindaki yaygin kullanimi, literatiirdeki ulusal ve uluslararasi bir¢ok biyoaktivite
calismalarindan olumlu sonuglar elde edilmesi dikkate alindiginda bu bitkiden ilag
olarak yararlanmak i¢in iizerinde daha fazla calismaya gerek duyuldugu ortaya

cikmaktadir. Ila¢ arastirmalar alanina bu bitkinin daha fazla tiiriinii dahil etmekle hic
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kuskusuz ihtiya¢ duyulan yeni, maliyeti diisiik, kolay elde edilebilir ve etkin ilaglarin

gelistirilebilmesi olasilig1 artirilmis olacaktir.
Bu calismada Centaurea fenzlii Reichardt bitkisi kullanilarak elde edilen hekzan,

diklorometan ve metanol ekstrelerinin ve diklorometan fraksiyonlarinin sitotoksik,

apoptotik ve nekrotik etkileri arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Centaurea fenzlii Reichardt

Bitkinin anatomik 6zellikleri asagidaki gibidir;

Iki yillik. Gévde dik, iist kisminda birka¢ dallanmis 40-130 cm. Yapraklar sert
skabroze, parcalanmamis, 15-16 x 9-11 cm, taban yapraklar ovat-roundat, tabani
kordat, pedincullu, alt yapraklar tabandakilere benzer, orta ve iist elliptik den lineara,
sapsiz ve dekurent. Kapitula 4-15 rasemdedir; globos, 30-40 x 30-50 mm; fillariler
imbirikat, tiiysiiz, dik; dis fillariler orbikular, 4-6 x 3-5 mm, apendey¢ 2-2.5 x 2 mm;
orta fillariler orbikular, 9-11 x 8-10 mm., apendey¢ 2-2.5 x 1-2 mm; i¢ fillariler
orbikular, 15-18 x 14-16 mm., apendey¢ 1-1.5 x 0.5-1.5 mm saman rengi; fillarilerin
tabanin1 tamamen oOrter, dekurent degil, 9-15 siliali, silialar 1-3 mm uzunlugunda.
Cicekcikler sar1, radiant degil; korolla tiipii tiiysiiz, 10-15 mm uzunlugunda, loblar 5-
6 mm, linear; filamentler 4-5 mm uzunlugunda, puberulent; anterler 6-8 x 0.5-1 mm;
sitilus 12-15 mm uzunlugunda, sitilus sap1 10-12 mm uzunlugunda, sitilus dallanmasi
1.5-2 mm uzunlugunda, tabanda tiiylii. Akenler ovat, 4-7 x 4-5 mm, beyazimsi,
tiilystiz; pappus ikiserili, i¢ seri 1-1.5 mm wuzunlugunda, dis seri 6-10 mm

uzunlugunda, skabroz, beyaz (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Centaurea fenzlii Reichardt

2.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri

2.1.2.1. Cihazlar

Bitki 6rneklerinin 6giitiilmesi ve ekstraksiyonu i¢in; bitki 6giitme degirmeni, soxhlet
apereyi, rotavapor (Heidolph, Laborota4000 Efficient), fraksiyonlarin elde edilmesi
icin; cam kolon, ince tabaka kromotografi (ITK) i¢in CAMAG — HPTLC sistem,
hiicre kiiltiirii caligmalar i¢in biyolojik giivenlik kabini (Esco, Class IT BSC), CO2’li
inkiibator (Binder), santrifiij (Hettich, Rotina 380R), su banyosu (Memmert), otoklav
(Hirayama, HG-80), tekrarlayici pipet (Gilson, Repetman), ¢cok kanalli pipet (Gilson,
PipetmanUltra), serolojik pipet tutucu (Brand, accu-jet pro), sitotoksisite ¢calismalari
icin; mikroplaka okuyucu (Biotek, PowerWave XS2), Liiminometre (Biotek,
Synergy 2), dérneklerin saklanmasinda +4, -20 ve -80 °C dondurucular, apoptoz tayini

calismalarinda mikroskop (Leica, Ctr6000) kullanilmistir.
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2.1.2.2. Sarf Malzemeleri

Bitki Orneklerinin ekstraksiyonu ig¢in; hekzan (Merck), diklorometan (Merck),
metanol (Merck), diklorometan fraksiyonlarinin elde edilmesi i¢in; hekzan (Merck),
etil asetat (Merck), metanol (Merck), formik asit (Merck) ve silika jel 60 G (Merck),
alliminyum ITK silikajel plakalar1 60F,s4 (Merck), hiicre kiiltiirti ¢alismalar i¢in; 100
IU/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin soliisyonu, 2 mM L-glutamin ve 10% fetal
sigir serumu iceren RPMI 1640 ve DMEM besiyerleri, serolojik pipetler (5, 10, 25 ve
50 mL), enjektor filtreleri (0,22 ve 0,45 pum), fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS),
Tripsin EDTA, sitotoksisite testleri i¢in; MTT, 0.01 N HCI ¢6ziilmiis 10 % sodium
dodesil siilfat (SDS), ATP bioluminescence assay kit HS II (Roche), apoptoz testleri
icin; ikili boyama da RNAse, propodiyum iodiir (PI), Hoechst boyas1 (33342/PI),

kullanilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi, Ogiitiilmesi ve Ekstraksiyonu

Bitki ornekleri, Elaz1g: Malatya-Elazig 30. km, 1150 m, yol kenari, konumundan
ciceklenme donemi olan 15-22 Haziran 2011 tarihleri arasinda toplanmustir.
Bitkilerin teshisi Yrd. Dog. Dr. Faik Ahmet Karaveliogullar1 (Hakkari Universitesi,
Yiiksekova Meslek Yiiksek Okulu) tarafindan yapilmistir. Toplanan bitki
orneklerinin toprak iistii kisimlari dogrudan giines 15181n1n olmadigi oda sicakliginda
2 hafta siire ile uygun kosullarda kurutularak, bitki 6glitme degirmeni ile mekanik
olarak parcalanarak toz haline getirilmistir 430 gr. 6gitiilmiis bitki 6rnegi soxhlet
apereyinde sirasiyla polar olmayan n-hekzan, orta diizeyde polariteye sahip
diklorometan ve polar bir bilesik olan metanol ile 8 saat siireyle ekstre edilmistir

(Sekil 2.2) [43,72,73,117].
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Sekil 2.2. Soxhlet apereyinde ekstrelerin elde edilmesi

2.2.2. Diklorometan Ekstresinden Fraksiyonlarin Elde Edilmesi

1.5 gr diklorometan ekstresi tartilmistir. Bir miktar hekzan ve silika jel karisimi ile
kuruyana kadar muamele edilmistir. Bu karisim vakumlu kolon kromotografisi (flash
kolon kromotografisi) ile fraksiyonlarina ayrilmistir. Sirasiyla hekzan (100 mL),
hekzan - etilasetat (1:1, 100 mL), etilasetat (100 mL), etilasetat - metanol (1:1,
200mL), metanol (100 mL), %2 formik asitli - metanol (100 mL) fraksiyonlar1 elde
edilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Fraksiyonlarin flash kromotografi de elde edilmesi

2.2.3. Fraksiyonlarin ince Tabaka Kromotografisi Ile Incelemesi

Coziicii sistem olarak hekzan-etil asetat (1:1) kullanilmistir. Sonuglar UV 15181

altinda 365 nm’ de alinmistir.

Bitkilerin ogiitiilmesi, ekstre ve fraksiyonlarin elde edilmesi ve ince tabaka
kromotografisi (ITK) incelemeleri Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmakognozi Anabilim dalinda Prof. Dr. Nese Kirimer ve ekibinin yardimlariyla

gergeklestirilmistir.
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2.2.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari, Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

2.2.4.1. Hiicrelerin Uretilmesi

MCF-7 meme kanseri hiicre dizisi 100 IU/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin, 2
mM L-glutamin ve 10% fetal sigir serumu iceren DMEM besiyeri kullanilarak 37
°C’de % 5 CO-’li inkiibatdrde iiretilmistir. Sitotoksik etkinin belirlenmesi i¢in MTT
ve ATP testleri yapilmigtir. Kaba ekstreler ve fraksiyonlar DMSO da ¢oziilerek stok

¢Ozeltileri hazirlanmustir [44,72,118].

Cizelge 2.1.” de uygulanan 6rneklerin ilk kuyucuktaki konsantrasyonlar1 verilmistir.

Cizelge 2.1. Uygulanan 6rneklerin ilk kuyucuktaki konsantrasyonlari

Ornekler :(l(l)(nl;:z:lrcal;l;:slkng/mL)
Diklorometan 500
Kaba ekstreler Hekzan 250
Metanol 650
Etilasetat-Metanol (1:1) 1400
Etilasetat 450
Diklorometan ekstresi | Metanol 100
fraksiyonlari %2 Formik asit-Metanol (1:1) 16
Hekzan 1250
Hekzan-Etilasetat (1:1) 10000

2.2.4.2. MTT Testi

96 kuyucuga 100°er pL besiyeri eklengtir . Test edilecek kaba ekstreler ve
fraksiyonlarin stok ¢ozeltilerden ilk kuyucuklara ii¢ tekrar olacak sekilde 100° emL

ilave edilerek seri diliisyon yapilmistir. Kuyucuk bagina 10000 hiicre olacak sekilde
plakalara hiicreler ekilmistir. Hiicreler pozitif kontrol olarak hidrojen peroksitle
muamele edilmistir. Sadece besiyeri ile muamele edilen hiicreler ise negatif kontrol
olarak kullanilmistir. 48 saatlik inkiibasyonun sonunda her kuyucuga MTT ¢ozeltisi

eklenip 4 saat bekletildikten sonra her kuyucuga ¢oziicii tampon SDS ilave
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edilmistir. 16 saat inkiibasyondan sonra drneklerin absorbansi mikroplaka okuyucu
kullanilarak 570 nm dalga boyunda okunmustur. DMSO nun kuyucuklardaki

konsantrasyonu %0.3’ i gegmemistir [119].

2.2.4.3. ATP Testi

96 kuyucuga 100’er pL besiyeri eklengtir . Test edilecek kaba ekstreler ve
fraksiyonlarin stok ¢ozeltilerden ilk kuyucuklara ii¢ tekrar olacak sekilde 100’ epmL

ilave edilerek seri diliisyon yapilmistir. Kuyucuk bagina 10000 hiicre olacak sekilde
plakalara hiicreler ekilmistir. Hiicreler pozitif kontrol olarak hidrojen peroksitle
muamele edilmistir. Sadece besiyeri ile muamele edilen hiicreler ise negatif kontrol
olarak kullanilmistir. 48 saatlik inkiibasyonun sonunda her bir kuyucuga ATP
ekstraksiyonu i¢in hiicre parcalayici ¢ozeltiden eklenmistir. Mikroplakalar 20 dakika
oda sicakliginda bekletilip her bir kuyucuktaki 6rnek liiminometrik okuma igin
kullanilan beyaz plakalara transfer edilmistir. Lusiferaz ¢ozeltisi eklendikten sonra

plakalar liiminometrede okunmustur [120].

2.2.5. Apoptozun Tespiti

2.2.5.1. ikili Boyama

Hiicreler, 6 kuyulu plakalara 5x10°/2 ml olacak sekilde ekilmistir. 24 saat sonra
anlamli sitotoksik aktivite gosteren orneklerin ICsy ve ICoy dozlarini igeren besiyeri
eklenmistir. 48 saat inkiibasyonun ardindan hiicrelerin iizerindeki siipernatanlar
tiiplere toplanmistir. Yapismis olan hiicreler ise tripsin-EDTA ile muamele edilerek
plakalardan toplanmistir. Hiicre siispansiyonu 5 dakika 600xg’de santrifiij edilmistir.
Stipernatan uzaklastirilmistir, iizerlerine ikili boyama c¢ozeltisi (RNAse, hoechst
33342, (PI)) eklenmistir. Karahkta 37°C de 15-20 dakika bekletildikten sonra,
mikroskopta incelenmistir. Hoechst apoptotik ve canli hiicreleri boyarken, PI

nekrotik hiicreleri boyar. Boylece hiicrelerin morfolojik degerlendirilmesine baglh
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olarak apoptoz veya nekroz sonucu oldiikleri anlasilip apoptotik ve nekrotik hiicre

durumu goézlenmistir [121].
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3.1.

3. SONUCLAR

Ekstrelerin ve Fraksiyonlarin Verimi

Elde edilen ekstrelerin bitkideki yiizde verimleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Ekstrelerin bitkideki yiizde verimleri

Diklorometan

Metanol

Hekzan

Verim (%) 1.02

7.02

1.40

En yiiksek verim %7.02 ile metanol ekstresinden elde edilmistir (Cizelge 3.1).

Diklorometan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin ekstredeki yilizde verimleri

Cizelge 3.2.” de verilmistir.

Cizelge 3.2. Diklorometan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin ekstredeki yiizde

verimleri

Hekzan | Hekzan - | Etilasetat | Etilasetat— | Metanol %2 Formik asit
Etilasetat Metanol — Metanol
Verim
(%) 8.97 47.10 11.95 37.70 2.67 0.72

Diklorometan ekstresindeki en yiiksek verim %47.10 ile hekzan - etilasetat

fraksiyonundan elde edilmistir (Cizelge 3.2).
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ITK ile hekzan, metanol, diklorometan ekstreleri ve diklorometan ekstresinden elde
edilen hekzan, hekzan-etilasetat, etilasetat, etilasetat-metanol, metanol, %2 formik

asitli metanol fraksiyonlarmin UV 15181 altinda 365 nm de elde edilen goriintiileri

Sekil 3.1.” de verilmistir;

Sekil 3.1. Ekstre ve diklorometan ekstresi fraksiyonlarmin ITK goriintiisii, A,
hekzan eckstresi; B, metanol ekstresi; C, diklorometan ekstresi; D,
diklorometan, hekzan fraksiyonu; E, diklorometan, hekzan-ctilasetat
(1:1) fraksiyonu; F, diklorometan, etilasetat fraksiyonu; G, diklorometan,
etilasetat-metanol fraksiyonu (1:1); H, diklorometan, metanol fraksiyonu;

I, diklorometan, %2 formik asitli metanol fraksiyonu
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3.2. Sitotoksisite Sonuclari

3.2.1. MTT Sonugclari

MTT testine gore, MCF-7 hiicre dizilerine uygulanan 6rneklere ait yiizde inhibisyon
degerleri bulmak i¢in, 6rneklerin mikroplaka okuyucu ile elde edilen optik dansite

(OD) degerleri kullanilmistir ve asagidaki formiil ile hesaplanmustir;

Yiizde Inhibisyon = (1-(6rnek OD-pozitif kontrol OD)/(negatif kontrol OD-
pozitif kontrol OD)) *100

Bu formiile gore, MCF-7 hiicre dizileri i¢in konsantrasyon-ortalama yiizde

inhibisyon degerleri Cizelge 3.3. ve Cizelge 3.4. te verilmistir.

Cizelge 3.3. Ekstrelerin MCF-7 hiicre dizisi iizerine konsantrasyon-ortalama yiizde

inhibisyon degerleri

MCEF-7 hiicre dizisi

Bitki Ekstresi | Konsantrasyon (ug/mL) | Ortalama Inhibisyon (%) S;zgi?:t KZ;?;::{?;O)
500 91,999 2,112 2,3
250 50,408 2,404 4,77
Diklorometan 125 49,743 18,63 37,5
62,5 28,869 10,097 35
31,25 12,254 24,701 202
3,125 22,497 17,311 76,9
650 35,149 3,994 11,4
325 42,964 4,772 11,1
162,5 6,404 12,246 191
Metanol
81,25 21,58 15,902 73,7
40,625 9,999 27,019 270
4,0625 31,491 8,291 26,3
250 37,716 15,622 41,4
125 9,268 6,923 74,7
Hekzan 62,5 11,281 20,232 179
31,25 29,901 12,363 41,3
15,625 -7,344 9,3 -127
1,5625 13,796 15,933 115

30




Cizelge 3.4. Diklorometan fraksiyonlarmin MCF-7 hiicre dizisi iizerine
konsantrasyon-ortalama yiizde inhibisyon degerleri
MCF-7 Hiicre Dizisi
Fraksiyonlar Konsantrasyon | Ortalama Standart Varyasyon
(ug/mL) Inhibisyon (%) Sapma Katsayisi (%)
1000 15,519 6,247 40,3
Hekzan - etil asetat (1:1) 500 10424 12,754 123
250 4,83 14,721 305
125 13,824 6,722 48,6
62,5 13,777 3,856 28
6,25 9,897 7,506 75,8
16 13,765 4,376 31,8
8 2,959 9,141 309
%?2 Formik asit - metanol ! 2322 739 il
2 -1,919 3,656 -191
1 -2,155 5,522 -256
0,1 13,282 13,456 101
100 43,983 3,21 7,3
50 30,61 10,702 35
25 29,997 13,626 454
Metanol 125 20.134 2.045 102
6,25 20,645 8,331 40,4
0,625 8,911 2,505 28,1
450 94,878 2,578 2,72
225 69,741 4,659 6,68
112,5 72,112 4,335 6,01
Etil asetat 56.25 71.29 1521 213
28,125 38,751 5.81 15
2,8125 13,622 8,258 60,6
1400 95,804 0,825 0,861
Etil asetat — metanol (1:1) 700 82,256 1,301 219
350 87,378 1,07 1,22
175 49,932 4,642 93
87.5 30,371 10,375 34,2
8,75 27,387 13,877 50,7
125 19,328 10,4 53,8
62,5 7,658 7.816 102
31,25 6,201 9.155 148
Hekzan 15,625 0,865 4814 556
7,8125 2,059 5,767 280
0,78125 5,513 5,734 104
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Konsantrasyon ve ortalama yiizde inhibisyon degerleri Biotek Gen5 yazilimi ile 4
parametreli polinominal regresyon egrisi ile istatistiksel olarak analiz edilmistir. NCI
verilerine gore [122] ICso degeri 150 pg/mL’ den yiiksek olan drneklerle galisilmaya
devam edilmeyecektir. Buna gére MCF-7 hiicre dizisi i¢in diklorometan ekstresi, etil
asetat fraksiyonu acisindan anlamli iligkiler bulunmustur. Bu 6rnekler icin yiizde

inhibisyon-konsantrasyon grafikleri Biotek Gen5 yazilimi ile ¢izilmistir.

Sekil 3.2.’de diklorometan ekstresi ve diklorometan, etil asetat fraksiyonu i¢in ICs

degerine karsilik gelen konsantrasyonlar grafiksel olarak verilmistir.

MCF-7 diklorometan ekstresi a MCF-7 etilasetat fraksiyonu b

o e "
2 3
e 3 3
s @
3

3

Inhibisyon (%)
inhibisyon (%)
3

o
o
S

-100 0 100 200 300 400 500 600 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Konsantrasyon (ug/mL)

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.2. Diklorometan ekstresi (a) ve diklorometan, etil asetat fraksiyonu (b) igin

ICso degeri

MCF-7 hiicre dizileri i¢in diklorometan ekstresinin ICsy degeri 122.521 pg/mL
olarak bulunmustur (Sekil 3.2.).

MCF-7 hiicre dizileri i¢in diklorometan, etilasetat fraksiyonu i¢in ICsy degeri 33.121
nug/mL olarak bulunmustur (Sekil 3.2.).
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Ayni1 ornekler i¢in 1Cqy degerleri hesaplanmis ve Sekil 3.3.” te grafiksel olarak

verilmistir.

MCF-7 diklorometan ekstresi a MCF-7 etilasetat fraksiyonu b

= s 1=
g 3 g
™ =
z 2

2

nhibisyon (%)
Inhibisyon (%)
2

o
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-100 0 100 200 300 400 500 600 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Konsantrasyon (ug/mL) Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.3. Diklorometan ekstresi (a) ve diklorometan, etil asetat fraksiyonu (b) i¢in

IC90 degeri

MCF-7 hiicre dizileri i¢in diklorometan ekstresinin ICqy degeri 499.361 pg/mL
olarak bulunmustur (Sekil 3.3.).

MCF-7 hiicre dizileri i¢in diklorometan, etilasetat fraksiyonu icin 1Cqy degeri

287.916 pg/mL olarak bulunmustur (Sekil 3.3.).

MTT testine gore MCF-7 hiicre dizileri iizerine sitotoksik a¢idan en etkin 6rnek

diklorometan, etil asetat fraksiyonu olarak tespit edilmistir.
MCF-7 hiicrelerine uygulanan 6rneklerin, pozitif ve negatif kontrol gruplarinin MTT

sonuglarinin mikroskobik goriintiileri Sekil 3.4., Sekil 3.5., Sekil 3.6., Sekil 3.7. ve
Sekil 3.8.” da verilmistir;
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Sekil 3.4. MCF-7 hiicre dizisi i¢in kaba ekstraktlarin MTT inverted mikroskop
gorilintiileri (10x); Negatif kontrol (1), Pozitif kontrol (2), 200 TDC
Sindaksel (3), 500 pg/mL diklorometan (4), 250 pg/mL diklorometan
(5), 125 pg/mL diklorometan (6), 62.5 pg/mL diklorometan (7), 31.25
png/mL diklorometan (8), 3.125 pg/mL diklorometan (9)
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Sekil 3.5. MCF-7 hiicre dizisi i¢in kaba ekstraktlarin MTT inverted mikroskop
gorintiileri (10x); 500 pg/mL metanol (10), 250 pg/mL metanol (11),
125 pg/mL metanol (12), 62.5 pg/mL metanol (13), 31.25 pg/mL
metanol (14), 3.125 pg/mL metanol (15), 250 ug/mL hekzan (16), 125
png/mL hekzan (17), 62.5 pg/mL hekzan (18), 31.25 ng/mL hekzan (19),
15.6 ng/mL hekzan (20), 1.56 pg/mL hekzan (21)
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Sekil 3.6. MCF-7 hiicre dizisi i¢in dikolorometan fraksiyonlari, MTT inverted
mikroskop goriintiileri (10x); 10000 pg/mL hekzan-etilasetat (22), 5000
pg/mL hekzan-etilasetat (23), 2500 pg/mL hekzan-etilasetat (24), 1250
pg/mL hekzan-etilasetat (25), 625 pg/mL hekzan-etilasetat (26), 6.25
pg/mL hekzan-etilasetat (27), 16 pg/mL %?2 formik asit-metanol (28), 8
pg/mL %2 formik asit-metanol (29), 4 pg/mL %2 formik asit-metanol
(30), 2 pg/mL %2 formik asit-metanol (31), 1 pg/mL formik asit-metanol
(32), 0.1 ug/mL %2 formik asit-metanol (33)
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Sekil 3.7. MCF-7 hiicre dizisi i¢in dikolorometan fraksiyonlari, MTT inverted
mikroskop goriintiileri (10x); 100 pg/mL metanol (34), 50 pg/mL
metanol (35), 25 pg/mL metanol (36), 12.5 pg/mL metanol (37), 6.25
pg/mL metanol (38), 0.625 pg/mL metanol (39), 450 ng/mL etilasetat
(40), 225 pg/mL etilasetat (41), 112.5 pg/mL etilasetat (42), 56.25
pg/mL etilasetat (43), 28.1 ug/mL etilasetat (44), 2.81 pg/mL etilasetat
(45)
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Sekil 3.8. MCF-7 hiicre dizisi icin fraksiyonlarin MTT inverted mikroskop
gorintiileri (10x); 1400 pg/mL etilasetat-metanol (1:1) (46), 700 pg/mL
etilasetat-metanol (1:1) (47), 350 pg/mL etilasetat-metanol (1:1) (48),
175 pg/mL etilasetat-metanol (1:1) (49), 87.5 ng/mL etilasetat-metanol
(1:1) (50), 8.75 pg/mL etilasetat-metanol (1:1) (51), 1250 pg/mL
hekzan (52), 625 pg/mL hekzan (53), 312.5 pg/mL hekzan (54), 156.25
pg/mL hekzan (55), 78.1 ug/mL hekzan (56), 7.81 pg/mL hekzan (57)
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3.2.2. ATP Testi Sonuclar

MTT sonuglarina gére MCF-7 hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkisi anlamli oldugu
tespit edilen diklorometan ekstresi ve diklorometan etilasetat fraksiyonu i¢in ATP
testi yapilmistir. Bu 6rnekler i¢in yiizde inhibisyon degerleri liiminometreden elde
edilen relatif 1s1k tinitesi (RLU) degerleri kullanilmistir ve asagidaki formiil ile

hesaplanmistir;

Yiizde Inhibisyon = (1-(6rnek RLU-pozitif kontrol RLU)/(negatif kontrol RLU-
pozitif kontrol RLU))*100.

Buna gore MCF-7 hiicre dizileri i¢in ATP testi ile elde edilen diklorometan ekstresi
ve diklorometan etilasetat fraksiyonu i¢in RLU degerlerine gore konsantrasyon-

ortalama ylizde inhibisyon degerleri Cizelge 3.5.” te verilmistir;

Cizelge 3.5. MCF-7 hiicre dizisi iizerine diklorometan, etilasetat fraksiyonu ve

diklorometan ekstresinin konsantrasyon-ortalama yiizde inhibisyon

degerleri
Ornekler Konsantrasyon |  Ortalama Standart Varyasyon
(ng/mL) Inhibisyon (%) Sapma Katsayisi (%)
450 100 0 0,0451
225 100 0 0,0667
112,5 89 5 5,45
Etilasetat
56,25 39 15 38,8
28,125 -50 122 -241
2,8125 -638 333 -52,2
500 100 0 0,102
250 100 0 0,0273
125 80 0 0,575
Diklorometan
62,5 -136 370 =272
31,25 83 16 19,3
3,125 -287 181 -63,1
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Diklorometan ekstresi ve diklorometan, etilasetat fraksiyonu i¢in konsantrasyon ve
ortalama yiizde inhibisyon degerleri Biotek Gen5 yazilimi ile 4 parametreli
polinominal regresyon egrisi ile istatistiksel olarak analiz edilmistir. Bu 6rnekler igin

yiizde inhibisyon - konsantrasyon grafikleri ¢izilmistir.

Sekil 3.9.” da diklorometan ekstresi ve diklorometan, etilasetat fraksiyonu i¢in ICs

degerine karsilik gelen konsantrasyonlar grafiksel olarak verilmistir.

MCF-7 diklorometan ekstresi a MCEF-7 diklorometan etilasetat fraksiyonu b
600- 1500

100 o 1000
200 500
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Sekil 3.9. Diklorometan ekstresi (a) ve diklorometan, etil asetat fraksiyonu (b) i¢in

ICs degeri

MCF-7 hiicre dizileri i¢in diklorometan ekstresinin ICsy degeri 210.787 ug/mL

olarak bulunmustur (Sekil 3.9.).

MCF-T7 hiicre dizileri i¢in diklorometan, etilasetat fraksiyonu i¢in ICsy degeri 45.771
pug/mL olarak bulunmustur (Sekil 3.9.).

Ayni ornekler igin ICqy degerleri hesaplanmis ve Sekil 3.10.” da grafiksel olarak

verilmigtir.
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MCF-7 diklorometan ekstresi a MCF-7 diklorometan etilasetat fraksiyonu b
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Sekil 3.10. Diklorometan ekstresi (a) ve diklorometan, etil asetat fraksiyonu (b) i¢in

ICgo degeri

MCF-7 hiicre dizileri i¢in diklorometan ekstresinin ICqy degeri 241.935 pg/mL

olarak bulunmustur (Sekil 3.10.).

MCEF-7 hiicre dizileri i¢in diklorometan, etilasetat fraksiyonu i¢in ICyy degeri 52.419
png/mL olarak bulunmustur (Sekil 3.10.).

ATP testine gore de MCF-7 hiicre dizileri lizerine sitotoksik agidan en etkin drnegin
diklorometan, etil asetat fraksiyonu oldugu tespit edilmistir.

3.3. Apoptoz Sonuclari

3.3.1. ikili Boyama Sonuclar:

MTT testinden elde edilen sonuglara gore kontrol grubu, diklorometan ekstresi ve
diklorometan, etilasetat fraksiyonunun ICsy ve 1Coy dozlart MCF-7 meme kanseri

hiicre dizisine uygulanmis, apoptotik ve nekrotik hiicre durumu floresan

mikroskobunda degerlendirilmistir.
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Sekil 3.11.” de kontrol grubunun floresan mikroskobik goriintiisii verilmistir.

Sekil 3.11. Kontrol grubunda ayni alanda, hoechst (a) ve PI (b) ile boyanan

hiicrelerin floresan mikroskop goriintiisii

Sekil 3.11.> de PI (kirmizi boyanan hiicreler) ile boyanan hiicreler 6lii hiicreleri

gostermektedir. Buna gore kontrol grubunda 6liim oran1 yaklasik % 1 dir.

Sekil 3.12.° de diklorometan ekstresinin ICsy dozunun floresan mikroskobik

gorilintlisli verilmigtir.
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Sekil 3.12. Diklorometan ekstresinin 1Csy dozunun ayni alanda, hoechst (a) ve PI (b)

ile boyanan hiicrelerin floresan mikroskop goriintiisii

Sekil 3.12.” de hoechst (a) ile boyanan hiicrelerde, diklorometan ekstresinin ICs
dozunun apoptotik fragment nukleuslu hiicrelerin (erken apoptoz) olusmasina neden
oldugu goriilmektedir. PI (b) ile boyanan hiicrelerde ise hiicre membraninin

biitiinliigiini kaybettigi goriilmektedir.

Sekil 3.13.” de diklorometan ekstresinin ICyy dozunun floresan mikroskobik

gorilintiisli verilmistir.
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Sekil 3.13. Diklorometan ekstresinin 1Cyo dozunun ayni alanda, hoechst (a) ve PI (b)

ile boyanan hiicrelerin floresan mikroskop goriintiisii

Sekil 3.13.” de hoechst (a) ile boyanan hiicrelerde erken apoptoz goriilse de ayni
alanda PI (b) ile boyanan hiicrelerde genellikle piknotik nukleuslu hiicrelere
rastlanmaktadir. Buda hiicrelerin bu dozda sekonder nekroza ya da gec apoptoza

gittigini gdstermektedir. Oliim oran1 yaklasik %30’ dur.

Sekil 3.14. te diklorometan, etil asetat fraksiyonun ICsy dozunun floresan

mikroskobik goriintiisii verilmistir.
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Sekil 3.14. Diklorometan, etil asetat fraksiyonun ICsy dozunun ayn1 alanda, hoechst

(a) ve PI (b) ile boyanan hiicrelerin floresan mikroskop goriintiisii

Sekil 3.14.° te, bu dozda ayn1 alanda hiicrelerin genelde hem hoechst (a) hem de PI
(b) ile boyandig1 goriilmektedir. Buna gore ¢ekirdek yapilar1 da dikkate alindiginda
hiicrelerin genel de sekonder nekroza gittigi goriilmektedir. Yaklasik 6liim orani ise

%90’ dir.
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Sekil 3.15.” te diklorometan, etil asetat fraksiyonun ICqyy dozunun floresan

mikroskobik goriintiisii verilmistir.

Sekil 3.15. Diklorometan, etil asetat fraksiyonun 1Cyy dozunun ayni alanda, hoechst

(a) ve PI (b) ile boyanan hiicrelerin floresan mikroskop goriintiisii

Sekil 3.15.” te, bu dozda ayni alanda hiicrelerin genelde hem hoechst (a) hem de PI
(b) ile boyandig1 goriilmektedir. Buna gore hiicrelerin ¢ekirdek yapilar1 da dikkate
alindiginda ¢ok az sayida hiicrenin erken apoptoz da oldugu, genellikle primer

nekroza gittikleri goriilmiistiir. Oliim oran1 yaklasik %100 diir.
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4. TARTISMA

Bu calismada Tiirkiye i¢in endemik bir bitki olan C. fenzlii bitkisinin diklorometan,
metanol ve hekzan ekstreleri kullanilarak MCF-7 meme kanseri hicre dizileri

lizerine sitotoksik, apoptotik ve nekrotik etkileri aragtirilmustir.

Bitkiden elde edilen ii¢ farkli ekstre icerisinde en yiiksek verim %7.02 ile metanol
ekstresinden elde edilmistir. Karamenderes ve arkadaglarmin [123] yaptigi
calismada, C. calolepis, C. cariensis subsp. maculiceps, C. cariensis subsp.
microlepis, C. hierapolitana, C. cadmea, C. ensiformis, C. Depressa ve C. urvillei
subsp. urvillei bitkilerinden n-hekzan, kloroform, metanol ekstreleri elde edilmis ve
en yiiksek verimler metanol ekstrelerinden elde edilmistir. Shoeb ve arkadaslarinin
[17] yaptigi ¢alismada Centaurea urvillei subs. armata, Centaurea mucronifera
bitkileri n-hekzan, diklorometan ve metanol ile ekstre edilmis ve en yiiksek verimin
metanol ekstresinden oldugu tespit edilmistir. Loffler ve arkadaglarinin [124] yaptigi
calismada c¢oziicii olarak hekzan, kloroform, metanol ve su kullanilmis, C.
biebersteinii bitkisinde en yiiksek verim metanol ekstresinden elde edilmistir. Bu
caligmalarda en yliksek verimin metanol ekstrelerinden elde edilmesi sonuglarimizi
destekler niteliktedir. Loffler ve arkadaslari [124] C. jacea ve C. spinulosa
bitkilerinde ise en yiiksek verimi su ekstresinden elde etmislerdir. Bu sonuglar
sonraki ¢alismalarimizda suyun son ¢oziicii sistem olarak kullanilabilecegi hakkinda
fikir vermektedir. Seghiri ve arkadaslart [125] yaptiklar1 ¢alismada C. africana
bitkisinden ekstre elde etmek i¢in kloroform, etilasetat ve biitanol kullanmislar ve en
yiiksek verimi biitanol ekstresinden elde etmislerdir. Bu caligmada ekstre elde

ederken farkli bir ¢6ziicli sistem kullanilabilecegini gostermektedir.

Ekstrelerin sitotoksik etkilerine ilk dnce MTT testi ile bakilmig ve diklorometan
ekstresinin diger ekstrelere oranla MCF-7 meme kanseri hiicre dizileri iizerine daha
yiiksek sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Shoeb ve arkadaslari [72] yaptiklar
bir caligmada C. gigantea bitkisinden {i¢ farkli ekstre elde etmislerdir. Bu ekstreleri
icerisinde CaCo-2 kolon kanseri hiicre dizisi iizerine en yiiksek ve anlamli sitotoksik

etkiyi metanol ekstresinde tespit etmislerdir. Shoeb ve arkadaslarinin [17] yaptig1
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diger bir calismada C. urvillei subs. Armata ve C. mucronifera bitkilerinin metanol
ekstresinin CaCo-2 kolon kanseri hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkisinin diger
ekstrelere oranla daha yiiksek ve anlamli oldugunu goriilmiistiir. Ayni cinse ait bitki
tirlerinden benzer ve ectken maddeler bulunabilir [117]. Fakat bu calismalarda
Centaurea cinse ait tiirler kullanilsa da farkli kanser hiicre dizileri lizerinde sitotoksik
acidan diklorometan ekstresi yerine metanol ekstresi etkili olmus olabilir. Loffler ve
arkadaslar1 [124] yaptiklart ¢alismada C. biebersteinii C. jacea ve C. spinulosa
bitkilerinin kloroform ekstresinin Hel.a servikal kanser hiicre dizileri, MCF-7 meme
kanseri hiicre dizileri ve A431 epidermal kanser hiicre dizileri lizerinde en yliksek
sitotoksik etki gosterdigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada MCF-7 meme kanseri
hiicre dizileri kullanilmasima ragmen farkli ¢oziicii sistemleri ile ekstreler elde
edilmistir. Genel olarak ¢aligsmalarda farkli ¢oziicii sistemlerinin veya farkli kanser
hiicre dizilerinin kullanilmasi sitotoksik etki gosteren ekstrelerin farkli olmasinin

nedeni olabilir.

Sitotoksik etkisi en yiiksek bulunan diklorometan ekstresinden hekzan, hekzan-
etilasetat (1:1), etilasetat, etilasetat-metanol (1:1), metanol, %2 formik asitli metanol
fraksiyonlar1 elde edilmis ve yiizde verimleri belirlenmistir. Bu fraksiyonlarin
igerisinde en yiiksek verim sirasiyla hekzan-etilasetat (1:1) ve etilasetat-metanol (1:1)
fraksiyonlarindan elde edilmistir. Kolli ve arkadaslar1 [126] C. omphalotricha
bitkisinden 25 fraksiyon elde etmisler, kloroform ekstresinden elde edilen petroleter-
etil asetat (65:35) en yiiksek verimli fraksiyon olarak bulunmustur. Khanavi ve
arkadaslar1 [127] C. bruguierana subsp. belangerana bitkisinden 4 fraksiyon elde
etmigler, metanol ekstresinden elde edilen kloroform en yiiksek verimli fraksiyon
olarak bulunmustur. Hammoud ve arkadaslari [128] C. nicaeensis bitkisinden toplam
54 fraksiyon elde etmislerdir. En yiiksek verim etil asetat ekstresinden elde edilen
kloroform-etanol (90:10) fraksiyonundan alinmistir. Yapilan bu c¢aligmalarda
goriildiigii gibi fraksiyonlar1 elde etmek icin farkli ¢oziicii sistemleri secilmistir.
Calismamizda bitki orneklerimiz i¢in en uygun ¢Oziicli sistemi olusturulup

fraksiyonlar elde edilmistir.

Diklorometan ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin MCF-7 meme kanseri hiicre

dizleri tiizerine sitotoksik etkileri arastirilmis ve en yiiksek sitotoksik aktivite
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etilasetat fraksiyonundan elde edilmistir. Csapi ve arkadaslar1 [129] C. arenaria
bitkisi ile yaptiklar1 ¢aligmada, ileri kromotografik deneyler yaptiktan sonra elde
ettikleri 6rneklerin NMR ile yapi tayinini gerceklestirmis ve 16 maddenin HeLa
servikal kanser hiicre dizileriy MCF-7 meme kanseri hiicre dizileri ve A431
epidermal kanser hiicre dizileri iizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmiglardir. Shoeb
ve arkadaslar1 [72] C. gigantea ile yaptiklari ¢alismada ileri kromotografik deneyler
yaptiktan sonra elde ettikleri drneklerin NMR ile yapi tayinini gerceklestirmis ve 6
maddenin CaCo-2 hiicre dizileri iizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmislardir. Bu
calismada elde edilen ve MCF-7 meme kanseri hiicre dizileri {izerinde sitotoksik
acidan etkili bulunan etilasetat fraksiyonunun ileri kromotografik yontemlerle analizi
ve sitotoksik agidan anlamli bulunan 6rneklerin NMR ile tayini sonraki ¢aligmalarla

yapilabilir.

MTT testleri sonucu sitotoksisitesi fazla olan diklorometan ekstresi, diklorometan,
etilasetat fraksiyonunun sitotoksik aktivitelerinin dogrulanmasi icin ATP testi
yapilmistir. Wang ve arkadaglarinin [97] yaptig1 bir ¢calismada yesil ¢aydaki fenolik
bilesiklerin LNCaP prostat kanser hiicreleri ve MCF-7 meme kanseri hiicre dizileri
lizerine sitotoksik aktivitesi MTT, MTS ve ATP testleri ile arastirilmis, MTT ve
MTS testlerinde elde edilen yiizde canliligin ATP testinden yiizde canliliga gore
yiiksek ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu ¢alismada da MTT testinin bazi sinirlamalar1 (bazi
kimyasallarin  veya fitokimyasallarin  siiksinat ~dehidrogenazin  aktivitesini
degistirmesi veya MTT ile dogrudan reaksiyona girmesi [130,131]) diisiiniildiigii i¢cin
ATP testi ile diklorometan ekstresi, diklorometan, etilasetat fraksiyonunun sitotoksik

etkisi arastirilmastir.

MTT testi ile sitotoksik agidan etkin oldugu tespit edilen diklorometan ekstresi ve
dklorometan, etil asetat fraksiyonunun ICsy ve 1Cqp dozlarinin MCF-7 meme kanseri
hiicre dizileri iizerine apoptotik ve nekrotik etkileri ikili boyama ile floresan
mikroskobunda degerlendirilmistir. Diklorometan ekstresinin ICsy dozunda 48 saat
uygulama sonunda; MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin genelde erken apoptoza, 1Cy
dozunda ise hiicrelerin ayni siirede genelde gec¢ apoptoza gittikleri gézlemlenmistir.
Bu durum, diklorometan ekstresinde doz miktar1 ve doza maruziyet siiresi artirilinca

gec apoptoza giden hiicre sayisinin arttigini géstermektedir. Diklorometan, etil asetat
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fraksiyonunun ICsy dozunda 48 saat uygulama sonunda, MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinin genelde ge¢ apoptoza az sayida hiicrenin ise primer nekroza gittigi
goriiliirken, 1Cyp dozunda ayni siire sonunda, hiicrelerin genelde primer nekroza
gittikleri gézlemlenmistir. Bu durum, hiicrelerin diklorometan, etil asetat
fraksiyonunda doz miktar1 ve doza maruziyet siiresi artirilinca primer nekroza giden
hiicre sayisinin arttigin1 gostermektedir. Literatlirde Cenfaurea cinsinin kanser
hiicreleri tizerine apoptotik ve nekrotik etkilerinin arastirildigi bir calisma

bulunamamistir. Bu durum bu ¢alismanin 6zgiin bir deger tasidigini gostermektedir.
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