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OZET

ORIGANUM SIPYLEUM L. (MOR MERCAN) EKSTRAKTININ
MEME KANSERiI HUCRE HATLARINDA ANTiPROLIFERATIF
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Gamze Tlzin
Farmasotik Biyokimya Ana Bilim Dali
Danisman: Dr.Ogr. Uyesi Ceylan Hepokur
2019, 75 Sayfa

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz olarak siirekli cogalmalar1 sonucu
gelisen tedavi edilmedigi takdirde insani Oliime gotiiren bir hastaliktir.
Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen maling timor olup,
metastaz yapmaya yatkin 6zelligi ile kanser dliimlerinde baslica siralardadir.
Kanser tedavisi sonucu goriilen yan etkiler bu hastaligin tedavi oranindaki
yiizdesini diigiirmektedir. Bu nedenle saglik alanindaki ¢aligmalar kanser de
yeni tedavi methodlarina kaymistir. Yapilan calismalar sonucunda dogal
driinlerin yeni antikanser ajanlar gelistirmek igin 6nemli hedef hale
gelmistir.

Origanum tiirline ait ¢ok sayida bitki bulunmaktadir. Bu bitki tiirleri
ucucu ve aromatik yaglar, sekonder metabolitler nedeniyle bir¢ok sektdrde
ekonomik Oneme sahiptir. Bu bitki tiirleri genel olarak oOksiiriigii tedavi
etmede, midede gergeklesen agrilarda ve bulasic1 hastaliklarin tedavisinde,
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada endemik tiir olan Origanum
sipyleum L. (mor mercan) ekstraktinin meme kanser hiicre hatlarinda
antioksidan ve antiprpliferatif 6zellikleri incelenmistir. Boylece kanser

tedavisi icin etkili bir terapdtik ajan gelistirilmesi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Origanum sipyleum L. (mor mercan), Antikanser,

Antiproliferasyon
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIPROLIBERATIVE PROPERTIES OF
ORIGINUM SIPYLEUM L. (PURPLE CORAL) EXTRACT IN
BREAST CANCER CELL LINES

Gamze Tiiziin
Department of Pharmaceutical Biochemistry
Supervisor: Assistant Professor Dr. Ceylan Hepokur
2019, 75 Pages

Cancer is a disease that leads to death if it is not treated as a result of
uncontrolled proliferation of cells. Breast cancer is the most common
maling tumor among women in the world and is predominant in cancer
deaths due to its ability to metastasize. Side effects seen as a result of cancer
treatment reduce the percentage of this disease in the treatment rate.
Therefore, studies in the field of health have shifted to new treatment
methods. As a result of the studies conducted, natural products have become
important targets for developing new anticancer agents.

There are many plants belonging to the Origanum species. These
plant species have economic importance in many sectors due to volatile and
aromatic oils, secondary metabolites. These plant species are commonly
used in treating cough, in pain in the stomach and in the treatment of
infectious diseases. In this study, the antioxidant and antiprpliferative
properties of the endemic species Origanum sipyleum L. (purple coral)
extract in breast cancer cell lines were investigated. Thus, it is aimed to

develop an effective therapeutic agent for cancer treatment.

Key Words: Origanum sipyleum L., Cancer, Antioxidant
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KATKI BELIRTME/TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana herseyde yardimci olan hoca
olmaktan abla kardes sevgisini asilayan her sordugum soruyu sabir ve giiler
yiizluligi ile bilimin amacini ve bilimsel diistinmeyi bana 6greten danigsman

hocam Dr.Ogr. Uyesi Ceylan HEPOKUR’a ¢ok tesekkiir ederim.

Akademik siirecim boyunca igimdeki giicli ve enerjiyi bana en fazla
hissettiren, sevgisini ve yardimini hi¢bir zaman esirgemeyen ve bu yola
nerdeyse birlikte ¢iktigim en biiylik destek¢im c¢ok kiymetli esim Burak
TUZUN’e ¢ok tesekkiir ederim.

Calismalartm  boyunca bana  basarabileceklerimin  fazlasim
hissettiren, biiyiik bir sabirla ve fedakarlikla bana yardimc1 olup desteklerini
esirgemeyen, hep pozitif diisinmemi saglayan cok degerli Ailem’e ¢ok

tesekkiir ederim.

Tez calismam sirasinda dostluk ve yardimlarindan yararlandigim

tim c¢aligsma arkadaslarima tesekkiir ederim.
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KISALTMALAR/SIMGELER

AAE Askorbik asit esdegeri

CE Kuarsetin esdegeri

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's medium

ECM Hiicre Dis1 Matris (Extracelluler matrix)

FBS Fotal bovin serum (fetal sigir serumu)

GAE Gallik asit esdegeri

1Cso Maksimum inhibisyonun %350’sini olusturan ilag
konsantrasyonu

MCF-7 Insan meme adenokarsinom hiicre serisi

MDA-MB-231 Insan meme adenokarsinom hiicre serisi

MCF-10A Insan meme epitel hiicre serisi

O2- Stiperoksit

PBS Fosfat tamponu

TE Troloks esdegeri

XTT 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-

[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide
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1.GIRIS

Kanser; viicuttaki saglikli hiicrelerin kontrollii boliinebilme yetenegini
kaybederek, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu gelisen patolojik
bir hastaliktir [1]. Kanserlerin %10-15 genetiksel faktorlerden olurken, geri
kalan kismi mutajenlere maruz kalarak hiicrelerdeki DNA’nin replikasyonu

olusurken ortaya ¢ikan hatalardir [2-3].

Origanum sipyleum L. halk arasinda mor mercan olarak bilinir. Bu
familya iiyelerinin birgogu ucucu, aromatik yaglar ve benzeri ikincil metabolitler
nedeniyle ¢esitli birgok alanda ekonomik Oneme sahip bitkilerdir [11].
Origanum L. cinsinin dahil oldugu Lamiaceae (Labiatac) familyasi diinyada
yaklasik 200 cins ve 3500 tiirii bulunmaktadir. Ulkemiz birgok tiire oldugu gibi
Origanum L. cinsine ait ¢ok sayida tiiriin diinyadaki en 6nemli gen merkezi
konumundadir [7-10]. Origanum L. cinsi Tiirkiye florasinda da 23 tiir ve 5 tiir
alt1 takson ile temsil edilmektedir. Bunlardan 15’1 yurdumuz i¢in endemiktir.
Origanum tiirii genelde Akdeniz havzasi iilkeleri basta olmak tizere Avusturalya,
Giiney Bat1 Asya ve Giliney Amerika’da yaygin olarak goriilmektedir. [4-6].
Origanum L. tiriiniin yaklasik bircogu (~%75’1) ozellikle Dogu Akdeniz
bolgesinde dogal yayilis gostermektedir. Origanum L. yapilan g¢alismalarda
yiiksek antioksidan 6zellik gosterdigi goriilmektedir [5-7-8]. Origanum L. halk
arasinda sifal1 bitkiler sinifinda kullanilip, cay olarak i¢ilmektedir. Halk tibbinda
soguk alginligl, gastrointestinal rahatsizliklara bagl oksiiriik tedavisinde, sinir

sistemi uyarici hastaliklarda, analjezik ve mide agrilarinda kullanilmaktadir [12]

Bu tez ¢alismasinda; Pamukkale yoresinden toplanilan endemik tiir olan
Origanum sipyleum L. (mor mercan)’nin antioksidan ve meme kanseri hiicre

tizerie antiproliferatif 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Origanum Sipyleum L. (mor mercan)

Origanum kelime anlami olarak “daglarin siisii” demektir (Sekil 1). Halk
arasinda bayir kekigi, bayir ¢ayr ya da giivey otu olarak bilinir. Origanum
tirliniin  birgok morfolojik tiiri vardir [13]. Yeryiiziinde 39 tiirii bulunan
Origanum’un 23 tiirii Tirkiye sinirlari igerisindedir ve bunlar ¢ogunlukla Dogu
Akdeniz bolgesinde yayilis gostermektedir. Origanum tiirleri genelde pembe
cigekleri olan 80 cm boyunda ¢ok yillik yar1 ¢ali veya otsu yapida olmaktadir.
Govdesi yiiksek, dik ve ¢ok az dallanmis yapidadir. Yapraklar ise genellikle
sapsizdir. Bu tiirler 1lik iklimleri tercih ederler soguk iklimlerde fazla dayanikli
degildir [14]. Origanum tiirleri genel olarak Nisan-Mayis aylarinda ¢igek acarlar.
Deniz seviyesinde 100 ile 1500 m arasinda degisen yiikseltilerde uygun iklim
kosullar1 altinda 3-4 yillik 6mre sahiptirler. Origanum’un besin bakimindan

zengin, kurak, kayalikli ve kiregli topraklarda iyi yetisir [15].

S L Y O AES A

Sekil 1. Origanum sipyleum L. Bitkisi [16]

Origanum da yiiksek miktarda karvakrol, timol ve p-simen bilesenleri
bulundugu belirtilmektedir [17]. Halk arasinda Origanum bitkileri ¢ay olarak
veya yiyecekler de katki maddesi olarak kullanilmaktadir. O. Sipyleum genel
olarak soguk algmnligina bagh oksiiriigii tedavi etmede, mide agrilarindada ve

bulasict hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [18-19].



2.2 Kanser

Kanser, diinyadaki 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir
[20]. Genel olarak, saglikli insan hiicreleri (kas ve sinir hiicreleri harig)
boliinerek ¢ogalabilme yetenegine sahiptirler. Yaralanan, hasar géren ve olen
hiicreler yenilenmesi esnasinda bu yetenegini kullanirlar. Saglikli bir hiicrenin
yasadig1 siire boyunca belirli bir boliinme sayis1 vardir. Bir hiicre ne zaman ve
ne kadar boliinebilecegini bilir [21]. Bunun tersi olarak kanserli hiicreler de bu
bilinci kaybetmistir. Bu hiicreler kontrolsiiz ve farkli bir hiicre yapisinda
cogalirlar. Bu ¢ogalma sonucunda bir araya gelerek tiimorleri meydana getirirler
[22]. Tumorler saglikli hiicrelerden olusan dokularin igine sizabilirler, onlar
sikigtirabilir veya zarar vererek yok edebilirler. Olusan tiimorlerden kanser
hiicreleri ayrilarak kan veya lenf dolagimi araciligiyla diger organ ve dokulara
yayilabilir (Sekil 2). Kanser hiicrelerinin viicudun diger organ ve dokulara
yayilmasi olayina “metastaz” denir. Bu hiicreler yayildiklar: organ ve dokularda
yeni tiimor kolonileri olusturarak bitylimeye devam ederler [23].

Kanserin nedeni giiniimiizde tam olarak bilinmese de kanser hastaligina
sebep olacak iki temel faktor iizerinde durulmaktadir. Bu faktdrlerden birincisi
kalitsal faktorler ikincisi ise gevresel faktorlerdir. Kalitsal faktorler ebeveynden
cocuguna gecen genetik yollarla ve cinsiyete bagli olarak degismektedir.
Cevresel faktorler ise sigara, alkol kullanimi, bazi kimyasal maddeler ve asiri
radyasyona maruz kalma gibi bir¢ok sebebi bulunmaktadir [24-36]. Kanserin

teshisi ve tanisi tiimoriin bulundugu doku ve organa gore degismektedir.

Etkenler ile
hiicrenin anormal
¢ogalmasi

Normal

hiicre
Timoriin kan Tdmordn kan
dolagimi dolagim sistemi ile
sisteminden diger organlara
beslenmesi hiicum etmesi

Sekil 2. Tiimor olusum evreleri [37]



2.3 Metastaz

Timor hiicrelerinin genomunda ¢esitli bolgelerde nokta mutasyonlar
veya kromozom biitlinliikk degisimleri meydana gelir. Olusan bu degisimler
lamininleri, proteaz inhibitdrleri, onkogenleri, HIF-1’1 ve timor supresor genleri
gibi metastaz iliskili genleri etkileyebilir [38].

Metastaz, primer tiimdr bolgesinden kanser hiicrelerinin uzaklasarak lenf
veya kan dolasimi ile diger organ veya dokulara gitmesi, ulastigi dokularda ise
ikincil bir kanser gelisimine sebep olmasi durumudur. Bir¢ok kanserde goriilen
Oliim sebebi, daha ¢ok metastaz gelisimidir [39]. Metastaz, bircok basamaktan
olusmaktadir;

Yeni damar olusumu (anjiyogenez),

Primer tiim6rden metastatik hiicrelerin ayrilmasi (ayrilma ve migrasyon),
Tiim6r bazal membrani1 ve ECM araciligiyla invazyon,

Bolgesel lenf ve kan damar endotelyumuna intravazyon,

Lenf veya kan damarlari ile metastatik hiicrenin hedef organa ulagmasi,
Hedef organin endotelyal hiicrelerine ekstravazasyon,

Mikrometastaz,

Makrometastaz [40].

O N o a s~ wDhPE

Primer timor, gelisme siirecinde ¢ok daha fazla besine ve oksijene
ithtiya¢ duyar. Daha sonra birtakim anjiyogenik faktorler sentezler ve yeni damar
olusumunu uyarir. Devaminda ise komsu hiicrelerle arasindaki baglar1 koparir ve
hiicreler primer tiimorden ayrilmaya baglar. ECM’den gegen tiimor hiicreleri
burada ilerlemeye baslar ve dolagim sistemine katilir [41].

2.4 Meme Dokusu ve Morfolojisi

Insan viicudunun gogiis kafesi hizasinda iki yanda simetrik duran ve

epidermisden kaynaklanan organa meme denir [42-46]. Meme gogiis On

(13 99 (13

pektoralis major”, “oblikus eksternus abdomi-nis” ve

3

duvarindaki ‘serratus
anterior” kaslariin 6niinde bulunur [47]. Bu kaslarla meme arasinda ‘“derin
fasya” adi verilen bir zar bulunur. Bu zarla meme arasinda gevsek bag
dokusundan yapilmis yapilar bulunmaktadir. Erkeklerde normal kosullarda
hayatlar1 boyunca gelismeyen memeler bulunurken, kadinlarda hayatlarinin belli

donemlerinde biiyiikliik, hacim, bi¢im ve gorev bakimindan farklilik gosterirler.
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Memedeki ilk gelisme belirtileri kiz ve erkek cocuklarinda ergenlik donemi
oncesindedir. Ergenlik donemi dncesinde meme basini ¢evreleyen kabarik kisma
“Areola” denir. Bu kisim deri rengine kiyasla daha koyu renklidir [48]. Meme
ucu c¢evresinde bulunan “areola” etrafinda bazen kiigiik kabarciklar
goriilmektedir [49]. Bu kiiciik kabarciklara “Montgomery”, “Morgagni” bezleri
olarak adlandirilir. Memenin orta bdlgesinin 6n yliziinde “papilla” denilen meme
ucu bulunur. Bu meme ucunda diiz kaslar ve igerisinde on besin tlizerinde siit
kanali bulunmaktadir [50,51]. Ergenlik donemine siiresince memelerdeki
biiylime hiz1 artarak devam eder ve bu donemde biitliniiyle belirginlesirler. Bu
donemlerde gelisimin hizli artmasindan dolayr memeler arasinda esitsizlikler
olusabilir. Bu durum genellikle gegicidir ve ergenlik donemi sonunda son bulur.
Bazi kadinlarin memelerinde koltuk altina dogru olan bir uzantiya meme
kuyrugu denmektedir [52,53]

Memenin i¢ yapisi siit lreten lobiillerle, siiti meme ucuna ileten
kanallarla (duktus) ve bunlart bir arada tutan yag dokusu ile fibroz bag
dokusundan olusur (Sekil 3). Yag ve fibroz dokusu birlesimine grandiiler
denilmektedir. Memeye hacim ve seklini verir. Lobiiller ve siit kanallar1 siitiin

tiretiminden ve aktarilmasindan sorumludur [54].

Gogiis duvart 1
Gogiis kast 2
Siit bezleri 3

Meme ucua

Laktiferoz siniisler 6
Yag dokusu 7
Sekil 3. Memenin i¢ yapisi [55]
Genellikle koni seklinde olan memelerin hacmi ve bi¢imi kadinlarin
yasina gore degigsmektedir. Yogun memelere sahip bayanlarda kotii huylu

kitleleler muyaneler sirasinda gézden kagabilmektedir. Bunun igin 40 yas istii



hastalarda mammografi ¢ekilmeleri 6nerilirken, tani igin meme ultrasonografisi
ve meme MR’1 yapilmasi tavsiye edilmektedir [24-36].

2.5 Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en yaygin olarak goriilen kanser
tiirlerinden biridir. Meme kanserinin baslama sebebi kesin olarak bilinmemesine
ragmen genetik yatkinlik olusturan gen mutasyonlart bu kanserin baslica
sebeplerindendir. Meme kanseri, meme organinda bulunan dokularda anormal
gelisen hiicrelerden kaynaklanir. Bu anormal gelisme, meme dokusunun
herhangi bir bolgesinden olusabilir [56]. Kadinlarda olusan meme kanseri
baslangigta siit bezeleri veya siiti meme basina tasiyan hiicrelerde
gergeklesmektedir [22,56,57].

Meme kanserinde “Molekiiler Smiflama” terminolojisi, ilk defa 2000
yilinda Perou ve Sorlie tarafindan yapilan kapsamli bir ¢aligma sonucunda
belirtilmistir. Meme kanseri 0strojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR),
vaskiiler endotelyal biliylime faktorii reseptoriic (VEGFR) ve insan epidermal
biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2/neu) ile beraber belli basli proteinlerin
ekspresyonunu yapmasina gore pozitif veya negatif olarak siniflandirilirlar
[58,59]. Bu reseptorlerin gen ekspresyon seviyelerinin yiikselmesi veya azalmasi
karsisinda meme kanseri hiicrelerinin biyolojik yapisini degistirdigi i¢in tedavi
yontemlerinde de degisiklikler goriilmektedir. Meme kanserinin ~ diger
smiflandirmast ise Luminal A, Luminal B, ERBB2 (HER2), bazal ve normal

olmak iizere bes alt grupta ifade edilmektedir [60].

Ele gelen Q @ q C:("tkl '
X egisiklikleri
kitle
Kizarikhk,
basinda dokiinti
cekilme 3
Cukurlasma @ Akinti

Sekil 4. Meme kanseri tanisi [61]
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Meme kanserinin en yaygin goriilen tiirleri ise meme lobiiliinde veya
meme kanalinda goriilen tiirleridir. [62]. Ayrica meme kanseri hiicreleri veya
tiimorleri insitu (noninvaziv) ve invaziv olmak {izere iki temel baglikta
incelenmektedir. Kanserli hiicrelerin bir araya gelerek olusturdugu tiimorlii
hiicreler ¢cogaldiklar ve gelistigi dokularda kaliyorsa bu insute ya da noninvaziv
olarak tanimlanir. Insute kanser tiirii duktal ve lobiiller olmak iizere iki cesittir.
Meydana gelen kanserli hiicrelerin siit kanallar1 ve lobiilleri gegip lenf sistemi,
kemik dokusu ve bunun sonucunda viicuttaki diger organlara yayilmasina
invaziv olarak adlandirilmaktadir [63].

2.5.1 Noninvaziv Meme Kanseri(in Situ Karsinom)

2.5.1.1 Duktal Kanser Tiirii (DCIS)

Duktal karsinoma in situ (DCIS) meme kanserinin erken ya da pre-
invaziv evresidir. Invaziz meme kanserinin aksine, timor hiicreleri meme
icindeki siit kanallarina hapsolmustur. Meme dokusunu ¢evreleyen kanallarin
duvarlarin1 agamazlar. Boylece lenf ve dolagim sistemine yayilma yetenekleri
yoktur. DCIS invaziv tiirde olmasada, meme kanseri olarak kabul edilir. Tedavi
yontemleri invaziv meme kanseri ile benzerlik gosterir. DCIS sadece memede
olan lokal bir hastalik olmasi nedeniyle ger¢ekte kisinin hayatini degil memesini
tehdit eden bir hastaliktir [64]. Duktal meme kanseri tiirli derece olarak ti¢ sinifi
bulunmaktadir: yiiksek, orta, diisiik. Yiksek dereceli duktal kanser tiiriinde
timdr hiicreleri ¢ok hizli bir sekilde ¢ogalmaktadir. Tedavi sonrasi yineleme
eylemi ¢ok yiiksektir ve meme kanserine doniismeye ¢ok yatkindir [64]. Yiiksek
ve orta dereceli duktal meme kanserinde tek en onemli tedavi ameliyattir. Bu
ameliyat igerisinde timoriin etrafinda bulunan bir miktar saglikli doku ile
beraber ¢ikarilmaktadir. Bu meme kanseri cerrahisi “genis-bolgesel eksizyon”
veya “lumpektomi” olarak adlandirilmaktadir. Bu gibi durumlarda ameliyat
kesin ¢oziim degildir ve hastalarin 6-12 ayda bir rutin bir takip programina
uyarak takip edilmektedir [64].

2.5.1.2 Lobiiler Kanser Tiirii (LCIS)

Lobiiler karsinoma siit bezleri i¢inde simrli olan tirdiir. Lobiiler
karsinoma in situ ¢ok tartismali bir terimdir; bazilar1 bu lezyonu “lobiiler

neoplazi” olarak tanimlamay1 tercih ederler. Kanser ya da kanser prekiirsorii
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degildir. Meme kanseri gelisiminde bir risk faktoriidiir. Bazen DCIS’dan ayrimi
zor olabilir. Genellikle makro boyutta bir lezyon olusturmazlar, baska nedenlerle
eksize edilen meme biopsilerinde tani alirlar. Ayni1 sekilde mamografik olarak da
0zel bir goriintiileri yoktur. Lobiiler neoplazi, terminal duktal lobiiler unit i¢inde
prolifere olarak bu iiniteyi dolduran ya da distorsiyona ugratan uniform
hiicrelerden olusmaktadir. Hiicreler kiiciik boyutlu olup, diizgiin yuvarlak
niliveleri ve dar bir stoplazmalar1 vardir. Niikleol belirsiz ya da kiigiiktlir. Bazen
intrasitoplazmik liimen varlig1 goriilebilir. Lobiiler neoplazi fibroadenom, radial
skar ve sklerozan adenozis gibi bazi bening meme lezyonlarinin iginde de
goriilebilmektedir. in situ lobiiler karsinomun en énemli ayiric tanisi intraduktal
karsinomun lobiiler tutumu ile yapilmalidir. In situ lobiiler karsinom duktuslara
yayilirken genelde pagetoid bir goriiniim sergiler ve lobulosentriktir. intraduktal
karsinomun oOzellikle kiigiik hiicrelerden olusan solid tipi in situ lobiiler
karsinom ile karisabilmektedir. intraduktal karsinomlarin biiyiik hiicrelerden
olusan tiplerinde niive sitoplazma orani, hiicre boyutu, mitoz, nekroz gibi
ozellikler dikkate alinarak ayrim yapmak daha kolaydir [65].

2.5.2 Invaziv Meme Kanseri

[nvaziv meme kanseri meme kanserinin en sik goriilen ¢esidir. Oyle ki
“meme kanseri” ve “invaziv meme kanseri” es anlamli ifadeler olarak
kullanilmaktadir. Invaziv duktal karsinom ve invaziv lobiiler karsinom en sik
goriilen alt tiirlerdir. Siit bezleri veya siit kanallarina yayilmis ve viicudun diger
boliimlerine yayilma potansiyeli olan kanserlerdir. Bu kanser tiiriiniin bircok
¢esidi bulunmaktadir [66,67]. Bunlar;

1. Invaziv Duktal Meme Kanser Tiirii

Invaziv Lobiiler Meme Kanser Tiirii
Tubuler Meme Kanser Tiirii
Invaziv Kribriform Meme Kanser Tiirii
Medular Meme Kanser Tiirti
Miisinoz Meme Kanser Tiirti
Invaziv Papiler Meme Kanser Tiirii

Invaziv Mikropapiler Meme Kanser Tiirii

© 0o N o gk~ w DN

Apokrin Meme Kanser Tiirii



10. Sekretuar Meme Kanser Tiirii
11. Adenoid Kist Meme Kanser Tiirii
12. Metaplazi ile Birlikte Olan Meme Kanser Tiirti
13. Noroendokrin Meme Kanser Tiirii
14. Inflamatuar Meme Kanser Tiirii
2.6 Hiicre Oliim Mekanizmalari
2.6.1 Apoptoz
Apoptozis Yunancada apo (= ayri) ve ptozis (= diisen) kelimelerinin
birlestirilmesi ile olusmus son baharda yaprak dokiimii anlamina gelen bir
kelimedir. Apoptoz, hiicrelerin belirlenmis biyolojik gorevlerini yerine
getirdikten sonra giivenli bir sekilde ortadan kaldirilmalarini saglayan, genetik
reglilasyona sahip programlanmis bir hiicre O6lim sekli olup embriyo
doneminden baslayarak tiim yasam siiresince programli hiicre olimii ve
apoptotik mekanizma vardir. Baz1 hiicreler yillarca yasarken bazilar ise sadece
birkag saat yasarlar. Deri, immiin sistem ve gastrointestinal sistem gibi pek ¢ok
dokuda devamlilik hiicre yenilenmesi ve apoptozise baglidir [68]. Hiicrenin
apoptoza gecmesinin nedeni kromatin yogunlasmaya baslamadan kisa bir siire
once, hiicrenin giinliik aktivitelerinin yapilmasi i¢in sinyal iletiminde kullanilan
kalsiyumun sitoplazma i¢i derisimini artirmasidir [69]. Kalsiyuma bagh
endoniikleaz ve transglutaminaz hiicrede bulunan sessiz enzimler arasindadir.
Hiicre icindeki bu kalsiyum artis1 sessiz enzimleri aktive ederek hiicrede
degisikliklere neden olur. Apoptozun ge¢ evrelerinde ise kalsiyum derisiminde
artis1 gézlenmektedir (Bu da kalsiyumun hiicrede farkli gorevler istlendigini
gosterir). Bu artis ¢ekirdekteki endojen kalsiyum-magnezyum bagiml
niikleazlarin aktivasyonuna sebep olmaktadir. Bu niikleazlar hiicrelerde devamli
olarak goriiliirken bazilarinda ise apoptozdan bir siire 6nce gozlemlenmektedir.
Hiicredeki apoptozun en belirgin 6zelligi olan sitoplazmik yogunlasmanin
mekanizmas1 giiniimiizde hala bilinmemektedir. Hiicre ylizeyinde c¢ikintilar
olusur ve sonrasinda hiicre igerigini ayiran apoptotik cisimler olugmaya baslar
[70].
Apoptozun regiilasyonu, hiicre ici ve hiicre dis1 kaynakl bir¢ok faktorler

tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu faktorler arasinda apoptozu tetikleyerek
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sinyal yolagini baglatan faktdrlere “pro-apoptotik™, hiicre 6liimiinii engelleyen ve
apoptoz sinyal yolagini baskilayan faktorlere “anti-apoptotik adi verilir. AIDS,
Alzheimer, Parkinson, insiiline bagl tip diyabet, hepatit C gibi bir¢ok hastalik
apoptozun hizlanmasma sebep olurken otoimmiin hastaliklar ve kanserde
apoptoz siireci yavaglar [69,70]. Apoptoz yolaklari digsal ve i¢sel yolak olmak
tizere iki kistmdan olusur. Digsal yolak (ekstrinsik) distan gelen O6lim
sinyallerinin kendine 6zgii yiizey reseptorlerine baglanmasiyla olusurken igsel
yolak (intrinsik) hiicre i¢indeki hedeflere dogrudan etki eden ve reseptor aracili
olmayan mitokondriyal olarak baslatilan olaylar dizisinden olusmaktadir. Genel
olarak her iki yolak da Kaspaz-3 aktivasyonunda birlesir (Sekil 5) [71].

Digsal yolaktan gelen sinyallerin uyaranlarin tetikledigi, timér nekroz
faktorii (TNF), CD95L veya TRAIL 6liim ligandlarinin bir baska hiicreninin
zarinda bulunan kendi reseptorlerine baglanmalarindan sonra tetiklenmektedir.
Bu reseptorler apoptoz sinyalini alarak hiicre igine iletirler. Reseptorler ligantlara
baglandiginda hiicre iginde 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusur.
Bu baglanma ile birlikte pro-kaspaz 8 aktiflesir. Aktif Kaspaz-8, ya direkt
Kaspaz-3 aktivasyonunu saglayarak apoptozun olusumuna neden olur ya da Bid
genin aktivasyonu ile Sitokrom- ¢’nin salinimini1 gergeklestirerek mitokondriyal

yolagin aktivasyonuna sebeb olmaktadir [72].

INTRINSIK f \EKSTRiNSiK
1
533, CDI5L, TRAIL ——3 _"
Mitokondriyal stres Baglanma
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Mitokondri
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Sekil 5. Apoptoz olayinin digsal (ekstrinsik) ve igsel (intrinsik) yolaklar1 [73]
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I¢sel apoptoz yolaginda en énemli organel mitokondridir. "Mitokondriyel
yolak" da denilen igsel yolakta tiimor baskilayici/supresor p53, antiapoptik ve
proapoptotik genleri barindiran Bcl-2 ailesi, apaf-1, kaspazlar, sitokrom-c gibi
genlerin apoptozu olusturma ya da apoptozun engellenmesinde rolleri vardir
[71].

Oliim sinyalini alan hiicre bulundugu ortamdan uzaklasarak diger komsu
hiicrelerle baglantisin1 koparmakta ve biiziismeye baglamaktadir. Hiicre apoptoza
0zgi piknotik bir goriiniim almaktadir. Hiicre DNA’s1 nukleozomlarindan 180-
200 baz ¢ifti veya katlar1 boyutunda DNA parcgalari olusturacak sekilde
kesilmekte, jel elektroforezinde merdiven bant goriintiisiinii olusturmaktadir
[74]. Tim bu metabolik olaylar gerceklesirken hiicre organelleri yapisal
biitiinliiklerini korumaktadir. Hiicre zar1 yapisinda bulunan fosfotidil serinin
hiicre zarinin i¢ yliziinden dis yliziine transloke olmasiyla ¢ekirdek kiigiilmekte
ve parcalara ayrilmaktadir. Hiicre zarla birlikte tomurcuk sekilde kopmaktadir.
Bu kopan hiicrelere apoptotik cisimcik denmektedir. Apoptotik cisimler, niikleer
fragmanli ya da niikleer fragman icermeyen siki bir paketlenmis organellerin
bulundugu sitoplazmadan olugsmaktadir. Organelle biitiinligii heniiz bozulmayan
bu apoptotik cisimler daha sonra makrofajlar, parenkimal hiicreler veya
neoplastik hiicreler tarafindan fagosite edilmektedirler. Fagolizozomlar icinde
bozunma gergeklesmektedir. Apoptotik cisimcikler genellikle makrofajlar
tarafindan taninmakta ve fagosite edilmektedirler. Makrofajlar ¢ogunlukla
lenfoid folikiillerin rejeneratif germinal merkezlerinde veya timik kortekste yer
almaktadirlar. ~ Apoptoz  siliresince  hi¢cbir  enflamasyon  reaksiyonu
olusmamaktadir. Ciinkii apoptotik hiicreler, hiicresel bilesenlerini ¢evre
interstisyel dokuya salmamakta ve cevrelendikleri hiicreler tarafindan hemen
fagosite edilmektedirler. Bu durum sekonder nekrozu 6nlemektedir. Ayrica sizan
hiicreler de anti- inflamatuar sitokinler tiretmemektedir [75].

2.6.2 Nekroz

Nekroz hiicre oliimiiniin akut bir sekli olup disaridan gelen hasarla
plazma membraninda olusan degisiklikler sonucu meydana gelir. Adenozin
trifosfat (ATP) kaybi, iyon gradiyentlerinin yok olmasi, hiicre sismesi ve sonug

olarak hiicre lizisiyle karakterizedir. Boylece nekroz; hiicre iceriklerinin ¢evreye
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saliverilmesine bagli olarak, cevreleyen bdlgede enflamasyona neden olur.
Hiicre zedelenmesi sonucu hiicrede gelisen geri doniisii olmayan hasar, hiicrenin
Olimiiyle sonuglanir.  Nekrotik hiicre Oliimiine genellikle yliksek toksin
seviyeleri gibi, ciddi hiicresel streslerden kaynaklanir. Nekroz programlanmis
bir hiicre 6liimii degildir ve olusmasinda tanimlanabilen biyokimyasal bir yolak
yoktur. Nekroz basladiginda, terap6tik miidahaleler i¢in ¢ok fazla olasilik yoktur
[76].

2.7 Apoptoz Tayininde Kullanilan Yoéntemler

Apoptoz, sadece gelisim, hiicre popiilasyonun korunmasi ve yaslanmasi
gibi hemostatik dengenin korunmasini saglayan bir mekanizma olmayip; hasarli,
enfekte veya asir1 strese maruz kalmis hiicrelerin eliminasyonu i¢in de oldukg¢a
onemli bir siiregtir. Apoptoz bir¢ok fizyolojik ve patofizyolojik siirecte dnemli
rol oynar [77].

Apoptozun nitel ve nicel olarak incelenmesinde: Morfolojik goriintiileme
(Isik, floresan, faz kontrast veya elektron mikroskopisi), immiinohistokimyasal
(Anneksin  VFITC, TUNEL, MS30 antijen veya kaspaz 3deteksiyonu),
Biyokimyasal (DNA-protein bazli elektroforez veya akim sitometrisi bazli
metotlar), Immiinolojik (ELISA) molekiiler biyoloji (Array-bazli teknikler) gibi
tekniklerin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Kullanilacak yontemlerin se¢iminde
ornek tiiri ve deney kurgusu 6nem tagimaktadir [78].

Apoptozun varligmin gosterilmesi amaciyla mikroskobik tekniklere
basvurulmasina ragmen, apoptotik cisimcikler makrofajlar ya da komsu hiicreler
tarafindan ortadan kaldirildig1 i¢in apoptozun sayisal olarak ifade edilmesinde bu
yontemler yetersiz kalmaktadir [79].

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP-
biotin nick endlabeling) yontemi DNA kiriklarinin in situ olarak tanimmasini
saglar. Parafin bloklar, donmus kesitler ve hiicre kiiltlirii caligsmalarinda
apoptozisin varligi bu yontemle belirlenebilir [80].

Anneksin V, fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in floresan
bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicre gorliniir hale getirilir [77].
Analizlerde Annexin V-FITC ve canliligin tespiti i¢in propidyum iyodiir (PI)

kombine boyalar1 50 kullanilmaktadir. Apoptotik hiicreler anneksin V ile
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boyanip PI ile boyanmazlarken apoptoz siireci uzadik¢a bu hiicrelerde de PI
alimimi gézlenebilmektedir [81].

Apoptozun en Onemli aktorlerinden kaspazlarin aktivitelerinin ortaya
konulmasi da bagka bir yaklagimdir [79].

Western blot metoduyla apoptozise 06zgii proteinlerin (6rn; Bcl-2)
eksprese olup olmadiklarinin ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn; kaspaz-3)
saptanmast mimkiindiir. Molekiillerin mitokondriden ¢ikip ¢ikmadiginin
(sitokrom c) tespiti de bu metotla belirlenebilir [80].

2.8 Flow Sitometri

Sitometri, hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin 6l¢iilmesidir [81]. Flow sitometri ise, akan bir sivinin ig¢erisindeki
hiicrelerin 6zelliklerinin incelenmesi olarak tanimlanabilir. Giiniimiizde flow
sitometri ya da akim sitometri terimleri kullanilmaktadir. Flow sitometrinin
temel yaklasimi; hiicrelerin boyut, sekil, DNA ve RNA igerigi, sitoplazmik
graniileritesi acisinda degerlendirilmesidir. Bu amagla hedeflenen yap1 ya da
hiicre 6nce floresan madde ile isaretli bir antikor veya 6zel bir boya (niikleik
asitlere 6zel propidium iodide) kullanilarak isaretlenir [82].

Flow sitometri floresan yogunluguna bagli olarak siispansiyon halindeki
hiicrelerin biiyiikliigiine ve graniilaritesine gore tek hiicre seviyesinde kantitatif
Olglim yapan bir sistemdir [83]. Hiicreler hakkinda elde edilen veriler grafik
haline getirilmekte, istatistiksel analiz uygulanmakta ve yorumlanmaktadir [82].

Son yillarda flow sitometri yontemi Ozellikle biyokimya, immiinoloji,
hematoloji, onkoloji, molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji, parazitoloji, enfeksiyon,
yardimc1 ireme teknikleri, patoloji, radyasyon onkolojisi, enfeksiyon
hastaliklar1, bitki biyolojisi ve deniz biyolojisi alanlarinda klinik ve arastirma
laboratuvarlarinda siklikla tercih edilmektedir [84,85].

2.9 Sitotoksisite Testleri

Hiicre canliliginin, ¢ogalmasimin ve sitotoksisitesinin tayin edilebilmesi
icin  ¢esitli  yontemler gelistirilmistir. ~ Sitotoksisite testleri  genellikle
luminometrik ya da kolorimetrik dl¢lim esasina dayanan yontemlerdir [86].

Sitotoksisite degerlendirilmesi igin bir¢ok yontem kullanilabilmektedir.

Membran biitlinliigliniin degerlendirilmesi sitotoksisiteyi ve hiicre canlilig
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degerlendirmede yaygin olarak kullanilmaktadir. Sitotoksik etkileri olan
maddeler hiicre biitiinliigiine zarar vermektedirler. Propidiyum iyodine ya da
Tripan mavisi gibi canli boyalar normal kosullarda canli hiicrelerin iginde
bulunmamaktadir. Ancak hiicre zar1 zarar gormiigse, basit bir sekilde hiicre icine
girip hiicre i¢i elemanlar1 boyaya bilmektedirler [87].

2.9.1 MTT Analizi

[k olarak Mosmann (1983) tarafindan tamimlanmis ve daha sonra Alley et
al. (1988) tarafindan gelistirilmistir. MTT [3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium bromid] yontemi hiicre canliligimin tayin edilebilmesi i¢in sikca
kullanilmaktadir [88].

MTT, aktif olarak hiicrelere absorbe olan ve mitokondri ile iligkili bir
reaksiyonla suda coziinmeyen, renkli formazana indirgenen bir maddedir.
MTT’yi indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin bir Slgiitii olarak alinmakta ve
MTT analizi ile elde edilen boya konsantrasyonu canli hiicre sayisi ile bir baginti
gostermektedir [88].

2.9.2 MTS Analizi

Hiucrelerin canliligimni  belirlemede kullanilan MTS [3-(4, 5-dimethyl
thiazol- 2-yl)-5-(3-carboxymethoxy phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium,
inner salt] testi; 37 °C’de yasayan hiicrelerin, tetrazolium tuzunu (suda ¢oziinen
formazon {irlinii)) mitokondriyal aktiviteleri sonucu renkli bir yapiya
doniistiirmesi temeline dayanmaktadir [89].

2.9.3 WST-1 Analizi

Hiicre sitotoksisitenin ve proliferasyonunun belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. Siispansiyon halindeki veya yapigik hiicreler bir mikro levhada
kiiltiir edilir, sonrasinda WST-1 ile inkiibe edilirler ve degerlendirilmesi
spektrofotometre ile yapilmaktadir. Bu analizin esasi; hiicresel dehidrogenaz
sonucu tetrazolium tuzunun WST-1’in rediiksiyonu ile formazana doniismesi ve
spektrofotometre ile goriintiilenmesidir [90].

2.9.4 XTT Analizi
XTT metodu ilk olarak 1988 yilinda P.A. Scudiero tarafindan
adlandirilmigtir. XTT metotunun kullanima baglanmasi, proliferasyon &lgiimii

prosediiriinii biiyiikk oranda rahatlatmistir. Bu kit, hiicre proliferasyonunun gesitli
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biiytime faktorleri ve besin bilesenleri ile iliskili olarak olgiimii prensibine
dayanmaktadir. XTT, hiicrelerden 51Cr salinimi temeline dayanan sitotoksik
testlerin yerini almaktadir [91].

Yontem, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin bir tetrazolyum tuzu olan
XTT’ yi turuncu formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir
(Sekil 6) [92]. Olusan boya yogunlugu bir spektrofotometre yardimiyla 450
nanometre dalga boyunda okunabilmektedir. Boya duyarliligi, aktif hiicrelerin
sayist ile orantili olarak degismektedir. Test prosediirii hiicrelerin 96 kuyucuklu
plaklarda kiltire edilip, XTT ajaninin eklenerek 2-4 saat inkiibasyonda
bekletilmesi prensibine dayanmaktadir. Inkiibasyon siiresi boyunca, duyarlilig
bir spektrofotometre (ELISA okuyucu) ile olgiilebilen turuncu renk
olusmaktadir.  Kuyucuklardaki  aktif hiicrelerin  sayilarinin  ¢oklugu,

mitokondriyal enzimlerin aktivitesinin ¢oklugu ile orantilidir [93].

MeO MeO
©\ 0 NO, H
N, N- -NO,
SJ\(’”I 250 o <\ ? .
N=N | S
Q DR BTe o
S0, PMS | | [
MeO \F 0 I::
XTT tetrazolium T Gehydrogendse yiTformazan
Sekil 6. Renkli Formazan tiirevini olusturmak i¢in XTT'nin indirgenmesi [94]
2.9.5 Elektrikli Hiicre-Substrat i¢ Diren¢ Algilanmasi
Hiicreler ince altin elektrotlar bulunduran kii¢iik bir diizlem {iizerineki
petrilere ekilir. Hiicrelerle kaplanmis elektrotlarin i¢ direnci farkli zaman
araliklarinda fonksiyona bagl olarak dl¢iilmektedir. Hiicrelerin yalitkan davranis
sergilemesi membranlarinin izole edici 6zelliklerine baglidir. Buna bagli olarak

i¢ direng, hiicrelerin sayisinin arttig1 bolgelerde artmaktadir [95].
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3.MATERYAL VE METHOD

3.1 Kullanilan cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar geregleri ve

malzemeler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

Kullamilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Marka / Model

Derin dondurucu, -80°

Derin dondurucu, -20°

Dalga boyu ayarlanabilir mikropleyt
okuyucu

Hiicre sayimi

Etiv

Calkalayici

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
Mikro santrifiij

pH-metre

Hiicre kiiltiirii kabini

Invert mikroskop

CO: inkiibator

Standart T-25 ve T-75 hiicre kiiltiir flasklari
Santrifiij

Cam malzemeler (beher, erlen, balon joje)
Flow sitometri

Hassas analitik terazi

Vorteks

Steril 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytleri
Cesitli hacimlerde steril Pipet uglari
Otoklav

Niive
Bosch
SPECTROstar nano

Olympus R1

Binder

New Brunswick Scientific
ACCUMAX

Thermo IEC Micromax
Hanna Instruments
Heraeus KS-12 Air Flow
ZEISS

NUVE EC-160
NestBiotechnology
Allegra X-15R

Isolab

Beckman Coulter
Shimadzu

IKA vortex genius 3
Biologix

Axygen

Biobase
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3.2 Kullanilan kimyasallar
Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler, tiretici firmalari,
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, yapilar1 ve tiretici

firmalar

Kullanilan maddeler Uretici firma

Etanol (C2Hs0OH) Merck
Metanol (CH30H) Merck
Sodyum karbonat (Na>CO3) Sigma
Folin-Ciocalteu reaktifi Sigma
Gallik asit Sigma
Kuersetin dihidrat Sigma
Aliiminyum nitrat nonahidrat Sigma
(AI(NO3)3.9H20)

Potasyum asetat (KCH3COO) Merck
DMEM besi yeri Capricorn
Penisilin/Streptomisin Capricorn
PBS tablet Medicano
Tripsin/EDTA ¢ozeltisi Capricorn
Fetal bovine serum (FBS) Capricorn
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma
Tripan blue ¢ozeltisi Sigma
Demir (III) klortir Sigma
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat Merck
(NaH2P04.2H,0)

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat Merck
(Na2HPO4.2H20)

Potasyum hekzasiyanoferrat (111) Sigma
(K3Fe(CN)e)

Trikloroasetik asit (TCA) Merck
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3.3 Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Araziden toplanan Origanum sipyleum L. bitkisinin yapraklar1 once
cesme suyu, ardindan distile su ile yikandi. Laboratuvar ortaminda 2 hafta
boyunca kurutuldu. 100 gr Origanum sipyleum L. bitkisinden alinarak 1000 mL
metanol i¢ine konularak 45 dk boyunca 45 °C’de, ultrasonik banyoda sonikize
edildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Elde edilen 6rnek evaporatorde uguruldu ve
ekstrakt deney siiresine kadar -20°C bekletildi [96].

3.4 Antioksidan Kapasite

3.4.1 Ekstraktlardaki Toplam Polifenol Tayini

Ekstraktlarin toplam polifenol igerigi, modifiye edilmis Folin-Ciocalteu
metoduna gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Metod, fosfotungstik asitin
(H3P[W3010]4) bazik ¢ozeltide fosfotungstik mavisine indirgenmesi esasina
dayanir. Olusan fosfotungstik mavisinin absorbansi, aromatik fenolik gruplarin
sayist ile orantilidir ve toplam polifenol igeriginin belirlenmesi amaciyla standart
olarak gallik asit kullanild1 [97].

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlamisi

o %20’ lik Na;CO3 Cozeltisi: 10 g NapCOg tartildi, saf su ile ¢oziiliip
hacmi 50 ml’ ye tamamlandi.

e 1:10 Folin-Ciocalteu Reaktifi: 1 ml 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi, 9 ml saf
su eklenerek 1:10 oraninda seyreltildi. Tayin dncesi hazirland1 ve taze
olarak kullanildi.

e Standartlar: 0.01 g gallik asit 1 ml saf su ile ¢6ziilerek 10 000 pg/ml’ lik
gallik asit standardi elde edildi. Bundan 1000 pg/ml’ lik standart
hazirlanarak saf su ile ¢oziilmiis 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125,
1.562 pg/ml’ lik gallik asit standartlar1 meydana getirildi.

Deneyin Yapihisi
Pipetlemeler 96 kuyucuklu mikropleyte Tablo 3’teki sekilde yapild.
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Tablo 3. Origanum sipyleum L. ekstraktinin toplam polifenol igerigin

belirlenmesi
Kor Numune Standart
Su / Metanol 12.5 ul - -
Ekstrakt - 12.5 wl -
Standart - - 12.5 ul
1:10 Folin-Ciocalteu Reaktifi 62.5 ul 62.5 ul 62.5 ul
%20’ lik Na2COs 125 ul 125 ul 125 ul

Oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

700 nm’ de mikropleyt okuyucuda absorbans dl¢iildii.

3.4.2 Ekstraktlarda Toplam Flavonoid icerik Tayini

Ekstraktlarin toplam flavonoid igerigi, Aliiminyum kloriir kolorimetrik
metodu ile belirlendi. Metodun prensibi, AICI3’ iin flavonlar ve flavonollerin C-
4 keto grubu ve C-3 veya C-5 hidroksil gruplari ile asitte kararli kompleksler
olusturmasi esasimna dayanmaktadir. Buna ek olarak, AICIs, flavonoidlerin A-
veya B- halkalarinin orto-dihidroksil gruplari ile kompleks olusturur [98]. Bu
metoda gore standart olarak kuersetin kullanildi [99].

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlamis

o %80’ lik Etanol Cozeltisi: 80 ml’ lik saf etanoliin hacmi saf su ile 100
ml’ ye tamamlandi.

e %10’ luk AI(NO3)s Cozeltisi: 2.5 g AI(NO3)s tartildi, saf su ile ¢oziiliip
hacmi 25 ml’ ye tamamlandi.

e 1 M KCH3COO Cozeltisi: 2.454 g KCH3COO tartildi, saf su ile ¢6ziiliip
hacmi 25 ml’ ye tamamlandi.

e Standartlar: 0.01 g kuersetin 802 pl saf etanol ile ¢oziilerek hacmi saf su
ile 1000 pl’ ye tamamlandi. 10 000 pug/ml’ lik kuersetin standardi elde
edildi. Bundan 1000 pg/ml’ lik standart hazirlanarak % 80’ lik etanol ile
¢oziilmiis 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 pg/ml’ lik kuersetin

standartlar1 meydana getirildi.
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Deneyin Yapihisi

Tablo 4: Origanum sipyleum ekstraktinin filavonoid igeriginin belirlenmesi

Kor Numune Standart
Su/Metanol 20 ul - -
Ekstrak - 20 ul -
Standart - - 20 ul
%80’lik etanol 172 pl 172 ul 172 ul
%10’luk AI(NO3)3 4 ul 4 ul 4 ul
1 M KCH3COO 4l 4l 4l

Oda sicakliginda, karanlikta 40 dakika inkiibe edildi.

415 nm’ de mikropleyt okuyucuda absorbans dl¢iildii.

kompleksinin Fe

3.4.3 Ekstraktlarda Demir (Fe*3) Indirgeyici Gii¢ Tayini

Antioksidanlar gibi indirgen maddelerin varligi Fe*3-ferrisiyaniir

*2> ye indirgenmesine neden olmaktadir. Bu metotda, test edilen

Oornegin indirgenme giicline bagli olarak test ¢ozeltisinin rengi saridan yesile

doner. Olusan yesil renk 700 nm’ de maksimum absorbans verir ve artan

absorbans artan indirgenme kuvvetini gosterir [100]. Bu metoda gore standart

antioksidan bilesik olarak troloks kullanildi.

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlamis

0.2 M pH:6.6 Fosfat Tamponu: 2.137 g NaH2P0O4.2H.O ve 1.121 ¢
NaxHPO4.2H20 tartilarak karistirildi. Saf su eklenerek 90 ml” ye kadar
¢oziildii. Daha sonra pH’ s1 6.6’ ya ayarlanarak hacmi saf su ile 100 ml’
ye tamamlandi.

% 1’ lik KsFe(CN)e Cozeltisi: 1 g KsFe(CN)s tartildi, saf su ile ¢oziiliip
hacmi 100 ml’ ye tamamland.

%10’ luk TCA Cozeltisi: 5 g TCA tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 50
ml’ ye tamamlandi.

%0.1" lik FeCls Cozeltisi: 0.1 g FeCls tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi

100 ml’ ye tamamland.
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e Standartlar: 0.001 g troloks 1 ml saf metanol ile ¢oziilerek 1000 pg/ml’®
lik troloks standardi elde edildi. 1000 pg/ml’ lik standarttan saf etanol ile
¢ozlilmiis 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 pg/ml’ lik troloks

standartlar1 hazirlanda.

Deneyin Yapihisi

Deney modifiye edilerek spektrofotometrik kiivetler yerine Tablo 5’ deki

pipetlemelerin ilk alt1 asamasi1 1.5 ml’ lik ependorflarda, sonraki asamalar ise 96

kuyucuklu mikropleytte yapildi [101].

Tablo 5: Origanum sipyleum ekstraktinin demir (Fe*®) indirgeyici gii¢ tayini

Kor Numune Standart

Su/Metanol 40 ul - -
Ekstrakt - 40 ul -
Standart - - 40 pl
0.2 M pH:6.6 Fosfat 100 pl 100 pl 100 ul
Tamponu

% 1’ lik KsFe(CN)s 100 pl 100 pl 100 pl

50 °C’ de 20 dakika inkiibe edildi ve sogutuldu.
% 10’ luk TCA 100 pl 100 pl 100 pl

3000 g’ de 10 dakika santrifiij edildi.

Ustteki fazlardan 100” er pl almarak 96 kuyucuklu mikropleyte aktarildi.

Saf su 100 pl 100 pl 100 pl
% 0.1” lik FeCls 20 pl 20 pl 20 pl

Oda sicakliginda, karanlikta 5 dakika inkiibe edildi.

700 nm’ de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢tildii.

3.4.4 DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Origanum sipyleum L. ekstraktlarinin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

radikali temizleme aktivitesi, Ou ve arkadaslan tarafindan gelistirilen method

modifiye edilerek kullanildi [102,103]. DPPH radikali, ticari olarak satin

alinabilen bir radikal olup, 517 nm dalga boyunda maksimum absorbans degeri

vermektedir. Antioksidan madde veya maddelerle etkilestiginde, DPPH ’den

kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbans degerlerinin diismesine



neden olmaktadir. Ekstraktlar1 degisik konsantrasyonlarda hazirlanir ve esit
hacimde (1000 uL) DPPH ve numune ¢ozeltileri karistirilip oda sicakliginda 30
dk bekletilir. Siire sonunda DPPH’1n maksimum absorbans degerini verdigi 517
nm dalga boyunda spektrofotometrede okunur. Negatif kontrol olarak DPPH
¢ozeltisi ve numunenin ¢ozlldiigi ¢oziicii kullanildi. Sonuglart karsilastirmak
amaciyla dogal antioksidan olarak ise askorbik asit kullanildi. Numune ve
standartlarin radikal siipiiriicii aktivitesi negatif kontrole oranla % inhibisyon
olarak verildi [104].

3.5 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

3.5.1 Hiicre Kiiltiirii

Calismalarda meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231, MCF-7 ve
saglikli MCF-10A hiicreleri kullanilmistir. Insan epitel meme adenokarsinom
(MDA-MB-231) (ATCC® HTB-26™), insan epitel meme adenokarsinom (MCF-
7) (ATCC® HTB-22™) ve saglikli insan meme epitel (MCF-10A) (ATCC®CRL-
10317™) hiicreleri ATCC den ticari olarak temin edilmistir.

3.5.2 Hiicrelerin Biiyiitiiliip Cogaltilmasi

MDA-MD-231, MCF7 ve MCF-10A hiicreleri 25cm?’lik flasklara ekim
yapildi. Hiicre kiiltiirii ortami1 olarak %10 FBS, Penicilin-Streptomycin (100
iinite), L-Glutamine ve NaHCO3 iceren DMEM besiyeri kullanilmigtir. Hiicreler
37 °C’de, %5 CO2 ve %95 nem iceren ortamda inkiibasyona birakilip
cogaltilmistir.

Hiicreler biiyiidiigiinde farkli ortama ge¢irmek icin pasajlandi.
Pasajlamada, dnce DMEM c¢ekilip, FBS’i ortamdan uzaklastirmak i¢in DPBS ile
yikandi. Sonra hiicreleri flasktan kaldirmak icin flaksa Tripsin-EDTA ¢06zeltisi
eklenip, flaks CO: etiiviinde yaklagik 1 dakika tutuldu. Tripsin-EDTA’nin
aktivitesini durdurmak i¢in flaksa FBS i¢eren medyum konuldu. Hiicreler falkon
tiipe toplanip oda sicakliginda 800 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz atilip
¢oken pellet medyumda siispanse edilip yapilacak isleme gore hiicre kiiltiir

platelerine ekim yapild.
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3.5.3 Hiicre Sayimi
Platelere ekim yapilmadan once her kuyucuga belli sayida hiicre
ekebilmek i¢in hiicreler pasajlandiktan sonra Tripan Mavisi ile boyayip Olympus

R1 cihaziyla hiicre sayimi1 yapildi.

OLYMPUS

Sekil 7. Olympus R1 hiicre sayim cihazi

(=
!l Counting Slides

e

Sekil 8. Olympus R1 hiicre sayimi igin slayt
Karistirtlip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra slayta 10
uL yiiklenerek cihazda sayim yapilir. Bu durumda 6lii hiicreler metilen mavisi
ile boyanir, canli hiicreler boyanmaz. Yalnizca boyanmamis hiicreler sayilarak
canli hiicre sayim1 gerceklestirilebilir. Seyrelme faktorii de dikkate alinarak mL
basina diisen hiicre sayis1 hesaplanarak her bir kuyucuga ekilecek olan hiicre

miktar1 belirlenir.
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3.6 Sitotoksisite Testleri

3.6.1 Origanum sipyleum L. kanser hiicre hatlarindaki ICso dozunun
belirlenmesi

ICs0 dozu, bir inhibitériin hedefinin %50’sini 6ldiirmek i¢in gerekli olan
konsantrasyonu belirtmektedir. Ekstraktin 1Csg dozu ‘‘Cell Proliferation Kit’’
kullanarak XTT testi ile belirlendi. XTT kit igersinde, XTT (2,3-bis (2-methoxy-
4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide)
ajan1 ve aktivasyon ajani yer almaktadir. Reaktifler 50/1 XTT ajan1 (Labelling
reagent) /aktivasyon ajani (electron coupling reagent) olacak sekilde
karistirilarak XTT soliisyonu hazirlandi. XTT bir tetrazolium tuzu olmakla
beraber metabolik olarak aktif olan hiicrelerde mitokondride bulunan
dehidrogenaz  enzimiyle parcalanarak suda ¢Oziinebilen formazana
dontismektedir. Formazandan kaynaklanan turuncu rengin yogunlugu canli
hiicre sayis1 ile orantihidir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan turuncu renk
yogunluguna bagl olarak, mikroplak okuyucuda 450 nm dalga boyunda ve 630
nm referans araliginda okunarak hiicre canliligini belirlendi.

Ekstrakt1 ¢ikarilan Origanum tiirii olan Origanum sipyleum L.’nin 1Csg
degeri belirlendi. Steril 96 kuyucuklu platelere her bir kuyucukta 10x10* sayida
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Daha sonra bilesikler farkl
konsantrasyonlarda (1000-31,25) bu kuyucuklara uygulandi. Belirlenen
inkiibasyon siireleri sonunda bilesikler kuyucuklardan uzaklastirilacak ve XTT
kiti uygulandi. Deney sonunda cihaz bu degeri her bir kuyucuk i¢in hesaplayarak
ve ortalama deger alindi. (Her bir kuyucuk i¢in n=3 olacak sekilde ¢aligildi.)

3.7 Antiproliferatif Ozelliklerinin Incelenmesi

3.7.1 BrdU Yontemi

Bu calismada hiicre proliferasyonunu belirlemek i¢in BrdU yontemi
ELISA ile spektrofotometrik olarak incelendi. DNA sentezi esnasinda BrdU (5-
Bromo-2’-deoxy-uridine)’nin anti-BrdU antikoru kullanarak spektrofotometrik
Olctimiine dayanir. Hiicreler BrdU igeren bir hiicre ortaminda inkiibe edilerek,
primidin analoglar1 biiyliyen hiicrelerdeki yeni sentezlenen DNA’ya timidin
yerine baglandi. BrdU igeren ortam kaldirilip hiicreler fiske edildikten sonra

anti-BrdU-POD antikoru eklendi ve bu antikor BrdU igeren yeni sentezlenmis

24



hiicresel DNA’ya baglandi. Olusan bu immiin kompleks substrat ile tepkimeye
sokulup ELISA okuyucu ile spektrofotometrik olarak incelendi.

SinoGeneClon Biotech Co. sirketine ait insan 5-Bromo-2’-deoxy-uridine
(BRDU) Elisa Kiti (Cat. No: SG-11538) kullanilmistir. Kitin standart araligi 0.8-
50 pmol/mL olarak verilmistir. Kit prosediiriine uygun olarak casildi. Kit
prosediirii asagida verilmistir.

Kit prosediirii:

37° C %5 CO inkiibatorde biiytimiis hiicreler trypsinlenerek kaldirilarak
800 rpm’de 5 dk santifiijlendi. Hiicre sayimi Olympus R1 marka hiicre sayim
cihazi ile yapildi. 10 x 10° hiicre olacak sekilde ekilip 24 saat inkiibasyona
biraldi. 24 saat sonra Origanum sipyleum L. ekstrakti uygulanarak tekrar 24 saat
inkiibasyona  birakildi.  Inkiibasyon sonrasinda hiicreler  kaldirilarak
santrifiijlendi. Hiicreler tekrar sayilarak 10 x 10° milyon/ml PBS ile yikanarak
2000-3000 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek hazirlandu.

1. Biitiin reaktifler, standart c¢ozeltiler ve Ornekler talimatlara gore
hazirlandi. Kullanmadan 6nce oda sicaklifinda bekletildi. Analizler oda
sicakliginda yapildi.

2. Standartlar kuyucuklara 50 pl eklendi (Standartlara antikor eklenmedi,
clinkii standart ¢ozeltisi biotinlenmis antikor igermekteydi).

3. Ornekler 40 pl olarak ilave edildi. Uzerine 10 ul sample diluent eklendi
ve lizerine 50 pl Streptavidin-HRP ilave edildi. 37 C®de 30 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi plate 5 kez yikandi, ardindan 50 ul
HRP konjugant1 her bir kuyucuga eklendi. 37 C*de 30 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi plate 5 kez yikandi, inkiibasyon sonrasi
kromojen A 50ul ve kromojen B ¢6zzeltisi 50ul ilave edilerek karanlikta
37° C’de 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga
50 pl stop solusyonu ilave edildi. Mavi rengin hizla sariya dondigi
gozlendi. Stop solusyon eklenmesinden 5 dakika sonra 450 nanometrede
Olctim yapildu.

3.7.2 Flow sitometri (Anneksin V)
Meme kanseri hiicre hattinda ve MCF10A hiicre serisinde se¢ici toksisite

gosterdigi belirlenen Origanum sipyleum L.’in hiicrede roliiniin arastirmasi
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amactyla annexin-V(apoptoz) ve PI ticari kiti kullanilarak flow sitometrik 6l¢iim
yapildi. Steril 6 kuyucuklu pleytler kullanildi. Hiicre serileri igin; ekstrakt uygun
dozlar olacak sekilde 48 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda plate icerigi
uzaklastirildi. PBS ile yikanan hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 5 dk 800
rpm’de santrifiijjlendi. Elde edilen hiicreler tripan blue ile sayildiktan sonra 5 pL
Annexin V ve 5 pL PI eklendi. Oda sicakliginda karanlik ortamda 15 dk
bekletildi. Inkiibasyon sonras1, 400pL binding buffer buz iizerinde ilave edilerek
flow sitometride (emisyon;530 nm, ekzitasyon;488 nm) 6l¢iim yapildi.

3.8 Istatistiksel Analiz

Veriler, aritmetik ortalama ve standart sapma (x + SD) seklinde ifade
edildi. Gruplar arasindaki iligkileri ortaya c¢ikarmak i¢in Anova ve Tukey
analizleri kullanildi. Farklar p <0.05 icin anlamli kabul edildi. Istatistiksel
analizler, SPSS 22.0 ile ger¢eklestirildi. Deneyde en az ii¢ bagimsiz veri alind1.
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4 BULGULAR
4.1 Antioksidan
4.1.1 Ekstraktlardaki Toplam Polifenol Tayini

Antioksidan bilesiklerin en 6nemlisi fenolik yapili maddelerdir. Fenoller
yapisinda bulundurduklar1 fonksiyonel gruplar dolayisiyla elektron ve hidrojen
verebilir. Bu gruplar radikalleri ve oksitleyici gruplar secerler. Fenolik gruplar
OH grubunca zengindir. Bu gruplar onlara polar olma o6zelligi katar ve
antioksidan 6zelligini artirir. Bu ¢alismada toplam fenolik madde tayini, Folin-
Ciocaltacu metoduna gore yapildi. Standart olarak kullanilan gallik asit
kalibrasyon egrisi i¢in bu maddelerin sekiz farkli konsantrasyonda (200, 100, 50,
25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 pg/mL) metanol ¢ozeltileri hazirlandi [97].

0,35 1

0,30 A

0,25 4

0,20 A
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0,10 A

0,05 - T T T T 1
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Sekil 9. Gallik asit standart grafigi
Origanum sipyleum L. ekstraktinda bulunan toplam fenolik bilesiklerin
konsantrasyonlart Sekil 9’de verilen gallik asit standart grafigi kalibrasyon
egrisinden elde edilen denklemden toplam fenolik madde miktar1 gallik asite
esdeger olarak hesaplandi. Elde edilen grafik denklemi y = 0.0012x + 0.0726
(R?=0.9997) olarak bulundu. Bu egriden elde edilen denklem kullanilarak
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Origanum sipyleum’un toplam fenolik madde miktar1 135.33+1.39 pg
GAE/100g olarak belirlendi.

4.1.2 Ekstraktlarda Toplam Flavonoid Icerik Tayini

Origanum sipyleum L. ekstraktinda bulunan toplam flavanoid bilesiklerin
konsantrasyonlar1 (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 pug/mL) ise Sekil
10’de verilen kuersetin standart grafigi kalibrasyon egrisinden elde edilen
denkleminden toplam flavanoid madde miktar1 kuersetine esdeger olarak
hesaplandi. Elde edilen grafik denklemi de y = 0.0032x+0.0768 (R?=0.9997)
olarak bulundu. Bu egriden elde edilen denklem kullanilarak Origanum

sipyleum’un flavonoid madde miktar1 67.25+1.42 ng CE/100g bulundu.
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Sekil 10. Kuersetin standart grafigi
4.1.3 Ekstraktlarda Demir (Fe+3) Indirgeyici Gii¢c Tayini
Origanum sipyleum L. ekstraktinda bulunan demir indirgeyici bilesiklerin
konsantrasyonlar1 (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 png/mL) ise Sekil
11°da verilen troloks standart grafigi kalibrasyon egrisinden elde edilen
denkleminden demir indirgeyici gii¢c miktar1 troloksa esdeger olarak hesaplandi.
Elde edilen grafik denklemi de y = 0.0031x-0.0012 (R?=0.9999) olarak bulundu.
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Bu egriden elde edilen denklem kullanilarak Origanum sipyleum’un demir
indirgeyici giic miktar1 332.580+1.58 ug TE/100g bulundu.

A (nm)

0,0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

C (ng/mi)

Sekil 11. Troloks standart grafigi
4.1.4 DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

DPPH koyu mor renkli bir radikaldir ve antioksidan varliginda, bir
proton alarak renksiz bir bilesik olan DPPH indirgenmis molekiile
dontismektedir. DPPH’1n, antioksidan madde ile reaksiyonunun 517 nm de
absorbansinin Olgiilmesi, en yaygmn olarak kullanilan dekolarizasyon analiz

yontemlerindendir [103].

Origanum sipyleum’un metanol ekstrakstiyla askorbik asit’in farkli
konsantrasyonlar1 (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 pg/mL) i¢in DPPH
radikalini siipiirme aktivitesi belirlendi. Bu amagla elde edilen absorbsiyon
degerlerinden her bir konsantrasyondaki % inhibisyon degerleri hesaplanarak
konsantrasyona kars1 grafige gecirildi. Hesaplama icin asagidaki formiil

kullanilmistir [104].

[(%) = [A—KOR‘AA”UMU”E] x 100

KOR
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Sekil 13. Origanum sipyleum L. bitkisinin DPPH tayin gragi

Origanum sipyleum L. ekstraktinin ICso degeri 6.88+0.08 ug/mL olarak
bulundu. Askorbik asitin 1Cso degeri ise 4.67+0.09 pg/mL olarak bulundu.
Tablo 6’da Origanum sipyleum L. ekstraktinin toplam fenol, toplam

flavonoid, toplam demir indirgeyici gii¢ ve radikal siipiiriicti aktivite kapasiteleri

verilmistir.
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Tablo 6. Origanum sipyleum L. ekstraktinin toplam fenol, toplam flavonoid,

toplam demir indirgeyici gii¢ ve antiradikal aktivite kapasiteleri

Toplam fenol Toplam Toplam demir  Antiradikal
(ng gallik Flavonoid indirgeciyici aktivite
asit/100g) (ng (ng (ng/mL)
kuersetin/100g) ~ (roloks/100g)
Origanum
) 135.33+£1.39 67.25+1.42 332.580+1.58  6.88+0.08
sipyleum L.
4.2 Sitotoksisite Testleri

4.2.1 Origanum sipyleum L. kanser hiicre hatlarindaki ICso dozunun
belirlenmesi

Origanum sipyleum L. ekstraktinin sitotoksik etkileri meme kanseri hiicre

hatlarinda 24 ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda XTT testi ile degerlendirildi.
ICso degerleri Tablo 7°de gosterilmistir.
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1200

Sekil 14. MCF-7 hiicre hattinda Origanum sipyleum L. 24 saat sonraki %
canlilik grafigi (n=3)
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Sekil 15. MCF-7 hiicre hattinda Origanum sipyleum L. 48 saat sonraki %
canlilik grafigi (n=3)

Sekil 14-15’de Origanum sipyleum L.’nin MCF-7 hiicre hattinda 24 ve 48
saat sonraki artan derisime baglh % canlilik olarak verilmistir. Origanum

sipyleum L. nin derisim artik¢a % canlilik azalmaktadir.
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Sekil 16. MDA-MB-231 hiicre hattinda Origanum sipyleum L. 24 saat
sonraki % canlilik grafigi (n=3)
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Sekil 17. MDA-MB-231 hiicre hattinda Origanum sipyleum L. 48 saat
sonraki % canlilik grafigi (n=3)

Sekil 16-17’de Origanum sipyleum L.’nin MDA-MB-231 hiicre hattinda
24 ve 48 saat sonraki artan derisime bagli % canlilik olarak verilmistir.

Origanum sipyleum L.’nin derisim artikg¢a % canlilik azalmaktadir.
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Sekil 18. MCF-10A hiicre hattinda Origanum sipyleum L. 24 saat sonraki
% canlilik grafigi (n=3)

33



120 A
115 o
110 o

105 - E

100 -

% Canlilik

95

90 -

85

T T T T T 1
(0] 200 400 600 800 1000 1200

C (ng/mi)
Sekil 19. MCF-10A hiicre hattinda Origanum sipyleum L. 48 saat sonraki
% canlilik grafigi (n=3)

Sekil 18-19°de Origanum sipyleum L.’nin MCF-10A hiicre hattinda 24 ve
48 saat sonraki artan derisime bagli % canlilik olarak verilmistir. Origanum

sipyleum L.’nin derisim artik¢a % canlilik azalmaktadir.

Tablo 7. Origanum sipyleum L. ekstraktinin ICsp degerleri

MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
ICs0 205+6.86* 147423 197+4.15* 96+3.46 248+3.21* 150+1.22
(ng/mL)
t=4.15 t=10.24 t=9.42
P=0.001* P=0.001* P=0.001*

[* 24 saat ve 48 saate gore P<0.05 6nemli]

Yapilan c¢alisma 24 ve 48 saatlik iki farkli inkiibasyonda
degerlendirildi. Ug hiicre hattinda 48 saatlik inkiibasyon 24 saate gére daha
etkiliydi. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A gruplarinda 24 saat ve 48 saat

ICso degerleri karsilastirildiginda; 48 saatlik 1Cso degerleri 24 saate gore anlamli
bulunmustur. (p <0.05)
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MDA-MB-231 hiicre hatt1 48 saatlik inkibasyon sonrast MCF-7 hiicre
hattina gore etkinligi daha fazla olarak goériilmektedir. 24 saatlik inkibasyonlara
bakildiginda MDA-MB-231 hiicre hattt MCF-7’e gore daha etkindir.

4.3 Antiproliferatif Ozelliklerinin Incelenmesi

4.3.1 BRDU Testinin Degerlendirilmesi

BrdU testi, proliferasyon gosteren hiicrelerdeki DNA’ ya BrdU (5-
bromodeoksiiiridin) baglanmasini saptayan bir testtir. Yapilan bu test ile farkh

konsantrasyonlarda uygulanan Origanum sipyleum L. ekstraktinin meme kanseri

hiicreleri tizerine etkisinin olup olmadig: belirlenmistir.

1,6 q

OD Degeri

('J 2'0 4'0 6'0 80
C (pmol/mL)
Sekil 20. BrdU standart grafigi (y=0.0181x +0.0528 (R?=0.9992))
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Sekil 21. 24 saat inkiibasyon sonrasinda %BrdU inkorporasyonu

BrdU analizi hiicre proliferasyonunu degerlendirmek i¢in hizli, basit ve
yiikksek duyarli bir yontemdir. Sekilde goriildiigii lizere 24 saatte 200 uM
konsantrasyonda yaklasik olarak kontrol grubuna gore saglikli hiicrede %68
oraninda hiicre canliligi s6z konusu iken, meme kanserinde bu canlilik orani

%55 olarak bulunmustur.
4.3.2 Flow sitometri sonuglari

Origanum sipyleum L. ekstraktinin ICso degerleri verilerek 48 saat inkiibe
edildikten sonra meme kanseri hiicre sonuglar1 asagidaki sekillerde verilmistir
(Sekil 22-23-24). Tablo 8’de meme kanseri hiicre serilerindeki tiim gruplara ait
Anneksin V analiz sonuglari % hiicre miktar1 seklinde goriilmektedir. Pozitif

kontrol olarak saglikli hiicre hatt1 kullanilmistir.
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Tablo 8. Meme kanseri hiicre serisinlerinde Anneksin V analizi % hiicre oranlari

(n=3)

Normal Erken Geg apoptoz Nekroz hiicre

hiicre sayisi apoptoz hiicre sayisi sayis1 (%)

(%) hiicre sayisi (%)
(%)

MDA-MB-231 90.89+1.24 - 3.45+0.23 5.66+0.95

MCF-7 96.06+0.95 0.02+0.001 1.46+0.085 2.434+0.56

MCF-10A 98.53+1.31 - 0.12+0.004 1.35+0.45

F=2.56 - F=4.35 F=6.05
P=0.162 P=0.032 * P=0.002*

[*Pozitif kontrole gére anlamli degisim gostermistir (p<0.05)]
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Sekil 22. MDA-MB-231 hiicre hattinda flow sitometri goriintiisii (Anneksin V 1.
Bolge Q1-LL: Canli hiicre; 2. Bolge Q1-LR: Erken apoptoz; 3. Bolge

w4
=
—

Q1-UR: Geg apoptoz; 4. Bolge Q1-UL: nekroz evresindeki hiicreleri

gostermektedir.)
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Sekil 23. MCF-7 hiicre hattinda flow sitometri goriintiisii
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Sekil 24. MCF-10A hiicre hattinda flow sitometri goriintiisii

Saglik ve kanser hiicre hatlar1 apoptoz degerlerine dair verilen dozlar

incelendiginde 6nemli bir fark gézlenmemistir.
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5. TARTISMA

Kanser diinyada en sik goriilen saglik sorunlarindan biridir. Meme
kanseri ise kadinlar arasinda en ¢ok rastlanan kanser tiiriidir. Meme kanseri i¢in
birgok tedavi yontemi gelistirilmeye calisilmistir. En yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri de kemoterapidir. Kemoterapi tedavsinde kanser hiicrelerini
zayiflatan ve yok eden bir¢ok kemoterapdtik ajanlar kullanilmaktadir. Fakat bu
ajanalarin sa¢ folikiilleri, tirnak, kemik iligi gibi hizli boliinen hiicrelerde yan
etkilere yol agtig1 gézlenmistir [105].

Son yillarda insanlarin sentetik ilaclardan ¢ok dogal iirlinlere yoneldigi
goriilmektedir. Bu dogal iiriinlerin daha az yan etki ve toksisiteye sahip oldugu
yapilan arastirmalarla gosterilmistir. Kanserli hiicrelere karst kullanilan sentetik
ilaglarin %70’in den fazlas1 dogal iiriinler veya dogal {lriinlerden iiretilmis
maddelerden olustugu belirtilmektedir. Bu nedenle dogal iiriinlere yeni ilaglarin

tiretilmesi i¢in potansiyel hammadde goziiyle bakilmaktadir [106].

Tirkiye’nin farkli yorelerinden toplanarak elde edilen Origanum L.
tirlerine dair pek ¢ok calisma literatiirde yer almaktadir [110]. Origanum L.
tiirleri toplandig1 yer ve zamana gore igerik yoniinden farkliliklar gostermektedir
[107]. Origanum L. tiirlerinin ekstraksiyonu i¢in maserasyon, soksilet ¢ikarma,
ultrasonik (sonikasyon) ve mikrodalga ekstraksiyonu gibi farkli yontemler ve
¢oziicliler kullanilmaktadir [108]. Origanum L. tiirlerinin ekstraksiyonu igin
etanol, metanol, su, hekzan, asetik asit, kloroform, diklormetan DMSO ve aseton
gibi ¢oOziiciiler kullanilmaktadir [109]. Kullanilan ekstraksiyon yontemine ve

¢oziicliye gore de ekstraktlarinin biyolojik aktiviteleri degisebilmektedir [110].

Calismamizda Origanum L. tiiriiniin bir tiyesi olan Origanum sipyleum L.
bitkisinin metanol ekstraktinin toplam polifenol igerigi 135.33+1.39
ngGAE/100g bulunmustur. Literatlirde Tiirkiye nin farkli yerlerinden toplanan
Origanum L. tiirlerinin ekstraktlarindaki toplam polifenolik igerigi; 220-650 mg
GAE/g araliginda yer almaktadir [110]. Antalyada Kemer, Kuzdere, Kesme
bogazi mevkilerinden toplanan Origanum L. ailesinin bir tiirii olan Origanum
solymicum bitkisinin farkli ekstraktlarda toplam polifenol ¢alismast yapilmistir.
Su ekstraginda 235.5+2.3, n-biitanol 307.7+8.4 g GAE/g ekstrakt
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belirtilmektedir [111]. Konya Seydisehir-Beysehir ana yolu iizerinden toplanan
Origanum Sipyleum L. bitkisinin toplam fenolik miktar1 226.66+1.18 mg GAE/g
ekstrakt belirtilmektedir [112]. Origanum rotundifolium’un Su/etil asetat
ekstraktlarinda toplam polifenol igerigi ¢alisilmistir. Yapilan ¢alismada ekstragin
toplam polifenol icerigi 620.05 g GAE/Kg ekstrakt olarak belirtilmistir [113].

Yapilan ¢alismada metanollu Origanum sipyleum L. ekstraktinin toplam
flavonoid igerigi 67.25+1.42 pg CE/ 100g bulunmustur. Tirkiye’nin farkli
yerlerinden toplanan Origanum L. tiiriine ait ekstraklarinin toplam flavonoid
igerigi 50-1500 ug CE/g arasinda yer almaktadir [110]. Canakkale yo6resinden
toplanan Origanum L. ailesinin bir tiirii olan Origanum vulgare L.’nin toplam
flavonoid igerigi 716.86-1291.69 pg CE/g arasinda belirtilmektedir. Origanum
vulgare L.’nin degisik ¢oziiciilerdeki ekstraklari; Metanol:aseton:su:asetik asit
ekstrakti  856.94+1.46, Metanol:su:asetik asit ekstrakti  893.17+1.27,
Aseton:su:asetik asit ekstrakti 1291.69+1.67, Etanol:su:asetik asit ekstraki
995.82+1.71,  Metanol:aseton:su:asetik  asit  ekstraktt  1027.22+0.91,
Metanol:su:asetik asit ekstraki 884.72+1.31, Aseton:su:asetik asit ekstrakti
1215.61+1.11, Etanol:su:asetik asit ekstrakti 716.86+1.17, Su:asetik asit
ekstrakt1 936.65+0.84 ug CE/g oldugu belirtilmistir. Isparta yoresinden toplanan
Origanum L. ailesinin bir tiirii olan Origanum minutiflorum bitkisinin farkl
ekstraktlarinin toplam flavonoid igerigi ¢alisilmistir. Toplam flavonoid miktar
ise 622.66- 854.53 ug CE/g arasinda belirtilmektedir. Metanol:aseton:su:asetik
asit ekstrakti 738.59+0.42, Metanol:su:asetik asit ekstraktt 622.66+0.91,
Aseton:su:asetik asit ekstrakti 843.66+2.93, Etanol:su:asetik asit ekstrakti
662.51+2.55, Metanol:aseton:su:asetik ~ asit  ekstrakti ~ 727.73+£1.71,
Metanol:su:asetik asit ekstrakti 854.53+1.3, Aseton:su:asetik asit ekstrakti
703.57+1.58, Etanol:su:asetik asit ekstrakti 722.89+0.75, Su:asetik asit ekstrakti
623.87+1.26 pg CE/g oldugu belirtilmistir. Mersin yoresinden toplanan

Origanum L. ailesinin bir tiirii olan Origanum syriacum L. bitkisinin farkli

ekstraktlarinin  toplam flavonoid igerigi ¢alisilmistir. Toplam flavonoid
miktarlar1 517.60-1443.86 pg CE/g arasinda belirtilmektedir. Bunlar sirasiyla
Metanol:aseton:su:asetik asit ekstraktt 718.06+2.54, Metanol:su:asetik asit

ekstrakti  517.60+1.05, Aseton:su:asetik asit ekstrakti  1236.14+2.20,
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Etanol:su:asetik asit ekstrakti 889.55+1.27, Metanol:aseton:su:asetik asit
ekstrakti  1128.66+2.18, Metanol:su:asetik asit ekstrakti 1443.86+1.27,
Aseton:su:asetik asit ekstrakti 917.32+2.02, Etanol:su:asetik asit ekstrakti
1086.39+1.11, Su:asetik asit ekstrakti 718.06+2.38 pg CE/g oldugu beltilmistir
[109].

Origanum sipyleum L. bitkisinin metanol ekstraktinin demir indirgeyici
gic tayini c¢alismamizda yapilarak 332.580+1.58 ug TE/100g olarak
bulunmustur. Isparta yoresinden toplanan Origanum L. ailesinin bir tiirii olan
Origanum Minutiflorum ekstraktlarinin indirgeme giicii tayinleri farkli
¢oziiciilerde yapilmistir. Yapilan c¢aligmaya gore; hekzan 0,117 + 0,010,
diklormetan 1,237 + 0,033, kloroform 0,343 + 0,008, aseton 1,272 + 0,001,
metanol 1,583 + 0,110 mg CE/mg ekstrakt olarak belirtilmektedir [114].

DPPH radikali siipiirme yontemi Orneklerin serbest radikallerin
inhibisyonundaki etkilerinin degerlendirilmesi igin etkin bir yontem olarak kabul
edilmektedir [104]. Bu yontem, bir antioksidanla reaksiyonu sonucunda DPPH
radikalinin tiiketilmesinin spektroskopik olarak dl¢timii temeline dayanir. DPPH
molekiiliiniin yapisindaki 3 aromatik halkanin varligit bu molekiilii oldukca
kararli kilmaktadir. Calismamizda Origanum L. tiriiniin bir tyesi olan
Origanum sipyleum L. bitkisinin metanol ekstraktinin DPPH radikalini siiptirme
aktivitesi belirlendi. Bu amagla DPPH radikali siipiirme aktivitesinin ICso degeri
6.88+0.08 pg/ml olarak bulunmustur. Standart olarak askorbik asit kullanilmis
ve ICso degeri 4.67+0.09 ug/ml olarak bulunmustur. Antalyada Kemer, Kuzdere,
Kesme bogazi mevkilerinden toplanan Origanum solymicum bitkisinin DPPH
degerleri; ekstrakt olarak su kullanildiginda ICso degeri 64.3+0.4, n-biitanol
38.9+0.6, etil asetat 22.8+1.2 pg/ml olarak belirtilmektedir [111]. Mersin
yoresinden toplanan Origanum Sipyleum L. bitkisinin antioksidan ¢alismalarinda
500 pg/ml derisiminde hazirlanan metanol ekstraktinin DPPH (%) inhibisyon
degeri 93.19+3.80 pg/ml oldugu belirtilmistir [115].

Siddiq’in yaptig1 ¢alismada Origanum ailesine ait bir tiir olan Origanum
vulgare yapraklarindan ekstraksiyon yapilmistir. Sonuglara gore total polifenol
igerigi ve DPPH aktivitesi giiglii siipiiriicti etki gosterdigi belirtilmigtir [116].
Elde edilen veriler ¢aligmamizi destekleyici niteliktedir. Jayapraskasha ya gore
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ekstraktin  antioksidan aktivitesi polifenollerin varligma baghdir [117].
Yaptigimiz calismada polifenol igerigi yiiksek bulundugu i¢in antioksidan

aktivitesinin de yliksek oldugu gozlenmektedir.

Hiicre kiiltlirtinde hiicre canliligint ve proliferasyonunu incelemek ig¢in
gesitli yontemler (MTT, WST, MTS, XTT) kullanilmaktadir [118]. XTT testi
farkli hiicre tiplerine uygulanabilen, ucuz, radyoaktif olmayan, hizli, hassas ve
giivenilir bir kolorimetrik metottur. Calismamizda sitotoksisite analizi MCF-7,
MDA-MB-231 ve paralel olarak saglikli MCF-10A hiicre hatlarinda XTT testi
ile gergeklestirildi [119,120].

Calismamizda Origanum sipyleum L. metanollu ekstraktinin doza bagh
(15.625-1000 pg/mL) olarak hiicre canliligini azalttigi gozlendi. 24 ve 48 saat
inkiibasyondan sonra IC50 degeri MCF-7 igin sirasiyla 205+6.86; 147+4.23,
MDA-MB-231 i¢in sirasiyla 197+4.15; 964+3.46, MCF-10A i¢in sirasiyla
248+3.21 ve 150+1.22 pg/mL olarak bulunmustur.

Yapilan literatiir taramasinda Origanum L. ekstraktlarinin farkli hiicre
serilerinde sitotoksik etki gosterdigi ortaya konulmustur. Ayesh ve arkadaslari
Polonyada Al-Breem fidanliginda yetistirilen Origanum syriacum L. bitkisiyle
THP-1 (periferik kan) hiicresinde yaptiklari ¢alismada ICso degerini 2.126 pg/ml
bulmuslardir [121]. Al-Kalaldeh ve arkadaslari Origanum L. tiiriinden Origanum
Vulgare’nin MCF-7 hiicre hattinda antiproliferatif etkisinin gozlendigini
belirtmis ve IC50 degerinin 30.1pg/ml olarak bulmuslardir [122]. Chaouki ve
arkadaglar1 Origanum L. bir tiirli olan Origanum Compactum MCF-7 hiicre
hattinda antiproliferatif etkisi incelemislerdir. Origanum compactum’un metanol
ve etil asetat ekstragi c¢ikarilmis 24h ve 48h inkiibasyonlarda sirasiyla IC50
degeri 575.57+20 ve 382.12+17 pg/ml olarak saptandigini belirtmislerdir [123].
Origanum L. tirinden Origanum majorana tiirii karaciger hiicre hattinda
uygulanmis ICso degeri 1511 pg/ml olarak bulundugu belirtilmistir [124].
Berrington ve Lall’in yaptiklar ¢alismada Origanum’un bir tiirii olan Origanum
vulgare bitkisinin doz bagimli olarak Hela ve Vero hiicrelerine uygulamiglardir.
Hela hiicresinde 1Cso degeri 126.03+£1.00pg/ml olarak bulunurken Vero
hiicrelerinde ise 163.84+2.95ug/ml bulundugunu gostermistir [125]. Al-kalaldeh
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ve arkadaslarinin yaptig1 calismada Origanum tiirleri olan Origanum syriacum
ve Origanum vulgare bitkilerinin MCF-7 hiicre hattinda 50pug/ml ekstrakt da 72
saat inkiibasyon sonra ICso degerleri sirastyla 23.89+2.43 ve 88.61+25.53 olarak
bulundugu belirtilmistir [126]. Al Dhaheri ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada
Origanum ‘un bir tiirii olan Origanum majorana’nin etonol ekstraktinda MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hattinda 24 saat ve 48 saat uygulanmig IC50
dergeri sirasiyla 350 pg/ml ve 400 pug/ml olarak saptandigi belirtilmistir [127].
Al Dhaheri ve arkadaslarimin Origanum L. tiiriinden Origanum majorana’nin
etanolik ekstraktinin MDA-MB-231 hiicre hattina uygulamiglardir. Yapilan
calisma da Origanum ekstraktt meme kanseri hiicre hattina doz bagimli olarak
inhibe ettigi gosterilmistir [128]. Calismamiz sonucunda elde edilen verilerin

literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Apoptozun belirlenmesinde TUNEL ydntemi, western blotting, M30
yontemi, ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) ve flow sitometri gibi
yontemler kullanilmaktadir [129,130]. Flow sitometri; hiicre dongiisii, hiicre
proliferasyonu, membran potansiyelisinin ve apoptozun belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem oldukca hizli ve kisa siirede binlerce

hiicreyi analiz ederek giivenilir sonuglar verebilmektedir [131].

Metanollii Origanum sipyleum L. ekstraktinin MCF-7, MDA-MB-231 ve
MCF-10A hiicre serilerinde apoptoza olan etkileri flow sitometri ile arastirildi.
Calismamizda Origanum sipyleum L. metanollu ekstraktinin MCF-7, MDA-MB-
231, MCF-10A hiicre hatlarinda ICso degeri 24 saatte inkiibasyonda
uygulandiktan sonra hiicre sayisi (%) sirasiyla MCF-7; 96.06+£0.95, MDA-MB-
231; 96.89+1.24, MCF-10A 98.53+1.31 olarak bulunmustur. Abdel-Massih ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada Origanum majorana nin etanolik ekstrakti
insan l6semi hiicre hatlarina uygulanmistir. Yapilan ¢alismada 1Cso degeri 48
saatte 8000 pg/ml olarak bulunmus kontrole karsi hiicre canlilifi 48 saat
sonunda %78 azaldigi belirtilmistir. Origanum majorana anti-proliferatif
etkisinin apoptozisin indiiklenmesine bagli olup olmadigini arastirmak igin
Annexin V-flow sitometrik analizi yapmiglardir. Origanum majorana ekstreleri

(Img / ml), Jurkat hiicrelerinde 24 saatte erken apoptozu (A +, PI) ve gec
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apoptoz / nekrozu (A +, PI +) indiiklemistir. Erken apoptotik hiicrelerde bir
azalma ve 24 saatte A ve PI pozitif hiicrelerinde bir artis, daha yliksek
konsantrasyonda bitki 6zii (yaklasik 2mg/ml) kullanildiginda gozlenmistir [132].
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6.SONUC

Tedavi amacl kullanilan ilaglarin yaklasik %350°s1 bitkisel kaynaklidir.
Bitkilerin biyolojik olarak aktif molekiillerin zengin kaynaklar1 olmalarina
ragmen simdiye kadar sadece ¢ok az bir kismimin biyolojik aktivitesinin
degerlendirilmesi yapilabilmistir. Etkin biyoaktif ajanlara olan gereksinim
nedeniyle, etnobotanik yaklasima dayali olarak bitkilerin fitokimyasal ve
biyoaktivite 6zelliklerine yonelik arastirmalar da hiz kazanmustir [133]. Cesitli
bitkisel iiriinler insanlik tarihi boyunca kullanildigindan genellikle diistik riskli
olarak kabul edilmektedirler. Bununla birlikte, bitkilerden elde edilen gesitli
ekstreler veya saf bilesiklerin bazilari insanlar i¢in toksik de olabilmektedir. Bu
nedenle, cesitli in vitro ve in vivo tarama testleri ile bitkisel {riinlerin hem

faydali hem de toksik etkilerinin ortaya konulmasi olduk¢a 6nemlidir [134].

Sonug olarak, Origanum sipyleum L. yiiksek antioksidan ve
antiproliferatif etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu bitkilerde aktif
bilesiklerin saflastirilmasi/tanimlanmasi, ilgili koruyucu mekanizmalarin daha

iyi anlagilmasi saglik alanindaki uygulamalar i¢in gereklidir.
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