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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipi olup, kansere bagli
oliimlerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Son yillarda meme
kanserinin tan1 ve tedavisinde bir¢ok ilacin kullanima girmesine ragmen tedavinin
etkinligi tatmin edici sekilde artmamistir. Bu nedenle halen riskli bir hastalik olma
0zelligini korudugundan daha etkili tedavi sekillerinin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.
Meme kanseri tedavilerinin uzun, pahali ve bazen organ kaybina neden olmasi ve
hastaligin cabuk yayilabilmesi kadinlar arasinda en ©6nemli sorunlardan birini
olusturmaktadir. Meme kanserinde erken tan1 ¢ok Onemlidir. Evreleme agisindan
heterojen bir grup olan meme kanserinin hangi evrede oldugu tespit edildikten sonra

uygun tedavi segenegine baslanmalidir. (Spears and Bartlett 2009).

Geleneksel tedavilerde basart siirli oldugundan, kanser hastalarinin ¢ogu
komplementer ve alternetif tiptan koken alan tedavileri denenmektedir. Okse otu
(Mistletoe, Viscum album L.) preperatlar1 komplementer/ alternatif kanser terapisinin
en sik kullanilan formudur. Avrupa’da bu preparatlar siklikla standart kemoterapi
yada radyoterapi ile birlikte adjuvan tedavi protokollerinde kullanilir. Son yillardaki
calismalar, Okse otu ekstraktlariin kiiltiire edilmis insan timor hiicreleri ve
lenfositlerinin apoptotik yolla 6liimlerini indiikledigini ve immiin sistemi uyardigini
gostermektedir. Bu bulgular, piirifiye bilesenlerden ziyade tiim bitki ekstraktinin
etkili bir immiinositimulant ve anti timér ajan oldugunu gdstermektedir

(Eggenschwiler et al., 2007).

Bu calismada, iilkemizde yetisen endemik 6kse otunun alt tiirlerine ait tiim
bitki ekstraktlarinin, iki farkli meme kanseri hiicre hatti {izerine apoptotik etkisi
aragtirildi. Ayn1 zamanda bu etki, Almanya’da ticari olarak iiretilen ve tedavi
amaciyla kullanilan ayni alt tiirlere ait ekstraktlarin etkisi ile karsilastirildi. Daha ileri
ki calismalar i¢in baglangi¢ niteliginde olan bu calisma ile 0kse otunun sitotoksik

etkisinin ortaya konulmasi hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Biitiin diinyada goriilme siklig1 gittikce artmakta olan meme kanseri, kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tiirlidiir ve kansere bagli 6liim nedenleri arasinda ilk
siralarda yer almaktadir (Aslan ve ark., 2007). Diinya Saglik Orgiitii (Word Health
Organization, WHO) ne gore diinya genelinde her yil 1,2 milyon kisi meme kanseri
tanist almakta ve 500 000 kadar1 bu hastalik nedeniyle hayatini kaybetmektedir (Ries
et al., 2007). National Cancer Institue (NCI), ABD genelinde 2008 yili icin
hesaplanan yeni meme kanseri vaka sayisini kadinlarda 182.460, erkeklerde 1990
vaka; beklenen oliimleri ise kadinlarda 40.480, erkeklerde 450 vaka olarak rapor
etmistir. NCI 2000-2004 verilerine gore her sekiz kadindan birinde hayati boyunca
meme kanseri gelisebilecegi ve her otuz kadindan birinin meme kanseri nedeniyle
Olecegi tahmin edilmektedir (Curado et al., 2003). Meme kanserli hastalarda tiim
evrelere gore 5 yillik sag kalim orani, gelismis iilkelerde %73 iken, gelismekte olan
iilkelerde %53 olarak bildirilmektedir. Aradaki bu oOnemli fark, gelismis olan
tilkelerde tarama mamografisi sayesinde erken tan1 ve daha iyi tedavi olanaklar1 ile
aciklanabilir. Meme kanseri fatalite hizi gelismis olan iilkelerde %30 (190 000 &liim
/ 636 000 olgu), az gelismis tiilkelerde ise %43 (221 000 6liim / 514 000 olgu) ’diir
(Ozmen ve ark., 2009).

Saglik Bakanlig1 verilerine gore, Tiirkiye’de 2005 yilinda kadinlarda en sik
rastlanilan kanser tiirliniin, %35,47’lik insidans ile meme kanseri oldugu
bildirilmektedir. Diger kanser tiirleri sirasiyla deri, tiroid ve akciger kanserleridir.
(http://www.saglik.gov.tr, Erisim tarihi:21.3.2010) Ulkemizde mevcut verilere gore
meme kanseri sikliginin, dogu bolgelerimizde 20/100 000, bat1 bolgelerimizde ise
40-50/100 000 oraninda oldugu tahmin edilmektedir (Ozmen ve ark., 2009). Bu
rakamlardan yola ¢ikilarak, Tiirkiye’de her yil meme kanserine yakalanan kadin
sayisinin on bin kadar oldugu hesaplanabilir. Ulkenin dogusu ile batis1 arasindaki
siklik farki, Tiirkiye’nin bati bolgelerindeki yasamin bati toplumlarindakine
benzerliginden (““Westernizing life””) kaynaklanmaktadir. Kadinlarda erken menars
(<12 yas), ge¢ dogum (>30 yas), ge¢c menopoz (>55 yas), daha fazla hormon

replasman tedavisi alma, daha kisa laktasyon siiresi ve beslenme aligkanliklarindaki



degisiklikler, bat1 tipi yasam bi¢iminin meme kanserinin insidans hizinin artmasi ile

ilgili 6geleri arasinda sayilabilir (Ozmen ve ark., 2009).
2.1.1. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

» Yas: Meme kanseri i¢in onemli risk faktorlerinden birisi ilerleyen yastir.
Meme kanseri tanisi konan kadinlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda, %70’inin yasinin
50 yas ve lizerinde oldugu ifade edilmekte ve riskin 4 kat daha fazla oldugunun alti
cizilmektedir (Somunoglu 2007).

» Ailesel meme kanseri hikayesi: Meme kanseri aile hikayesi olan kisilerde
meme kanserinin ortaya ¢ikma yasi daha erken olup, hastalik bilateral olmaya
egilimlidir ve hastaligin ortaya ¢ikisi 6zellikle annesinde meme kanseri olanlarda
daha da belirgindir (Telo 2006). Yapilan 52 epidemiyolojik caligmada 80 yillik
yasam siiresi boyunca meme kanseri olusma riski %7.8 iken, birinci derece yakininda
(anne, kizkardes veya kiz evlat) meme kanseri hikayesi bulunanlarda riskin %13.3
oldugu, iki tane birinci derece yakinda olmasi halinde ise riskin %21.1°e yiikseldigi
gosterilmistir (Bryant 2004, Campbell 2002, Rogers et al., 2002, Williams et al.,
2002, Smith et al., 2003).

» Genetik Etkenler: Tim meme kanserlerinin %5-10"nu kalitimsaldir.
Genetik meme kanseri olgularinda 6zellikle BRCA-1(Breast cancer susceptibility
gene-1), BRCA-2 (Breast cancer susceptibility gene-2), RB (Retinoblastoma) ve p-
53 gen mutasyonlar etkili olmaktadir. Bunlar, timdr supresor genlerdir ve tahmini
olarak erken ortaya c¢ikan meme kanserlerinin ailesel grupta olanlarinin yaklasik
%350’sinde onem tasidiklar1 bildirilmistir. BRCA-1 geni, 17. kromozom iizerinde
bulunur, otozomal dominant gecis gdsterir, ailevi meme kanseri ve over kanserinde
etyolojik rol oynadigi kabul edilmektedir. 13. kromozom iizerinde bulunan BRCA-2
geni ailevi olgularda hastaligin erken ortaya cikisinda ve bilateral hastalikta rol
oynamaktadir (Clamp et al., 2003). 70 yillik yasam siiresi boyunca, BRCA-1 gen
defektli kadinlarin %85’inde, BRCA-2 defekti olan kadinlarin ise %87’sinde meme
kanserine yakalanma riski tasidiklar1 bildirilmistir (Bryant 2004). Resesif
Retinoblastoma geni 13. kromozom iizerinde bulunur ve bu kromozomda
heterojenitenin kaybi premenapozal meme kanserine neden olmaktadir. Kolon

kanserinde oldugu gibi 17. kromozomdaki P53 supressor geni de meme kanseri



gelisimin de 6nemli bir gendir ve genin kaybi ile meme kanseri arasinda iliski oldugu
gosterilmistir.  Yine erb-B-2 onkogeninin meme ve over kanseri prognozunu
belirlemede 6nemli bilgiler verdigi gosterilmistir (Clamp et al., 2003).

» Kisisel Meme Kanseri Hikayesi: Daha 6nce meme kanseri gegiren ve
tedavi olan kadinlarin, diger memelerinde kanser gelisme olasiliginin meme kanseri
teshisi konulmamis kadinlara gore 3-4 kat daha fazla oldugu ifade edilmektedir
(Manjer et al., 2000, Campbell 2002)

» Dogurganhk Hikayesi: Hi¢ dogum yapmamis ya da evlenmemis
kadinlarda meme kanseri goriilme olasilig1 1,4 kat daha fazla oldugu gosterilmistir
(Darendeliler 1997). Kadinlarin ilk hamileligi ve ilk ¢ocugunu dogurma yasi meme
kanserine yakalanma agisindan 6nemlidir. Hamileligin ilk {i¢ aylik doneminde kan
Ostradiol diizeyindeki hizli artis, ilk hamilelikte, takip eden hamileliklere nazaran ¢ok
daha belirgindir. Artmig 6stradiol diizeyi kisi i¢in kisa zamanda ¢ok sayida ovulatuar
donem gegirmeye esdegerdir (Telo 2006). ilk hamileligin yillar boyunca prolaktin
diizeyinin diisiik kalmasimi sagladigi gosterilmistir. Dogum yapmis kadinlarda
prolaktin diizeyinin, dogum yapmamis kadinlara gére daha diisiik olmasinin, erken
yasta ilk dogumun koruyucu etkisini kismen agiklayabilir (Telo 2006). Tam bir
gebelik yagamayan bir kadinda gebelik yasayan bir kadina gore 1,5-2,5 kat risk artisi
s6z konusudur. Artmis cocuk sayistyla da riskin azalacagi gosterilmistir (Yoo et al.,
2002). Ik ¢ocugunu 30 yasindan sonra doguran kadinlarda meme kanseri goriilme
orani 20 yasindan 6nce doguranlara gore iki kat daha fazla oldugu bildirilmis olup en
fazla risk tastyan grubun ise 35 yasindan sonra ¢ocuk sahibi olan kadinlarin oldugu
ve bunlarin hi¢ ¢ocuk sahibi olmayanlardan da daha fazla risk tasidiklari
bildirilmistir. (Russo et al., 2000, Campbell 2002; Clavel-Chapelon and Gerber 2002,
Cuzick 2003; Ozdemir ve Caliskan 2002)

» Laktasyon: Postmenopozal kadinlardan, gebelik gecirmis ve emzirmis
olanlarda meme kanseri riski 4-7 kat azalmistir. Emzirme siiresinin artmasi ile risk
negatif bir iligki igerisindedir (Yoo et al., 2002). Bir caligmada 4-12 ay arasinda
emziren kadinlarda riskin %11, iki sene veya daha fazla emzirenlerde ise %25
oraninda azaldig1 gosterilmistir (Telo 2006).

» Erken menars: Kadinlarin adet gérmeye erken yasta baslamalari, bununla

birlikte ilerleyen yaslarda menopoza girilmesi fertil ¢cagir uzatmaktadir. Bu sirada



kadinin daha uzun siire Ostrojen hormonu etkisi altinda kaldigi bunun da meme
kanseri gelisme riskini ylkselttigine isaret edilmektedir (Manjer et al., 2000,
Campbell 2002; Clavel-Chapelon and Gerber 2002, Ozdemir ve Caliskan 2002,
Cuzick 2003, Kruk and Aboul-Enein 2003).

» Ge¢ menapoz: Ge¢ menapoz da meme kanseri goriilme olasiligini
arttirmaktadir. 55 yasindan sonra menapoza girenlerde 45 yas 6ncesi girenlere oranla
24 kat artmig meme kanseri riski gosterilmistir (Bernstein etal., 1994, Berkey et al.,
1999). Aktif menstruasyon donemi 40 yil ve daha fazla siiren kadmlarin meme
kanser riski, ayn1 donemi 30 yil ya da daha az olan kadinlara gore iki kat daha
fazladir (Yoo et al., 2002).

> Ostrojen Replasmam: Menopoz nedeniyle uzun siire (10 yildan fazla)
Ostrojen tedavisi goren kadinlarda meme kanseri goriilme riskinin yiikseldigi ifade
edilmektedir (Manjer et al., 2000, Clavel- Chapelon and Gerber 2002, Cuzick 2003,
Driedger and Eyles 2001).

» Dogum Kontrol Hapr Kullanilmasi: Oral kontraseptifler (OKS) ve
postmenopozal hormon replasman tedavisi gibi ekzojen seks steroidlerinin meme
kanseri riski ile iliskisi oldugu rapor edilmistir. Ostrojen igeren OKS’lerin
ovulasyonu suprese ederken, meme hiicrelerini de stimiile ederek, kanser riskini
arttirdigina dair diistinceler hala ¢eligkilidir (Clamp et al., 2003). 10 y1l boyunca OKS
kullanan gen¢ bir kadinda hi¢ OKS kullanmayan bir kadina goére meme kanseri
olugsma riski %36 artmaktadir (Telo 2006). Her ne kadar bu haplari kullanan
kadinlarda meme kanserine yakalanma agisindan bir risk artis1 oldugu ileri siiriilse
de, 10 yil 6nce dogum kontrol hapt kullanmay1 birakmis olan kadinlarda bu riskin
tamamen ortadan kalktigina da isaret edilmektedir (Driedger and Eyles 2001, Clavel-
Chapelon and Gerber 2002, Cuzick 2003).

Bunlarla birlikte ¢evresel faktorlerin de meme kanserine yakalanma riskini

yiikselten faktorler arasinda sayilmasinin miimkiin olduguna dikkat ¢ekilmektedir.

> Iyonizan Radyasyon: Puberte ve 30 yas arasi radyasyon tedavisi
alanlarda belirgin meme kanseri riski mevcuttur. Bu meme dokusunun en aktif ve
radyasyonun karsinojenik etkilerine en duyarli oldugu donemdir. Radyoterapinin bu
yasta risk arzeden bir faktor olmasi hormon temelinde gerceklesmesine bagl olabilir

(Clemons et al., 2000).



» Beslenme: Meme kanserinde uluslararasi farkliliklar risk olarak dietsel
sebepleri akla getirmistir. Cesitli arastiricilar yagdan fakir, meyve, sebze, lif ve
kompleks karbonhidratlardan zengin beslenmenin meme kanseri i¢in daha diistik risk
oldugunu tespit etmislerdir. Liften =zengin gidalarin bagirsaktan Ostrojen
absorbsiyonunu engelleyerek meme kanserini Onleyebilecegi diisiiniilmektedir
(Scmizu et al., 1990).

» Viicut Agirhigi: Postmenapozal meme kanseri gelisim riski, kilolularda
veya obezlerde, zayiflara gore %30-%50 daha fazla bulunmustur. Menapoz sonrasi
adipoz dokunun asil olumsuz yani androjenlerin aromatizasyonu ile Ostrojen
iretmeleridir. (Ziegler et al., 1996, McTiernan 2003, Clamp et al., 2003).
Premenapozal donemde tam ters olarak obezite ile daha diisiik meme kanseri riski
oldugu gosterilmistir (McTiernan 2003). Obez premenapozal kadinlarda uzamis
menstruasyon sikluslar1 ve anovulatuar sikluslara egilim, hedef meme hiicrelerinde
net Ostrojen etkisinin azalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir (Ziegler et al., 1996)

Alkol: Epidemiyolojik bircok c¢alismada orta yada agir dereceli alkol
alimiyla meme kanseri gelisim riskinin arttig1 ve doza bagl olarak riskin yiikseldigi
saptanmistir (McTiernan 2003). Alkol tiiketimi ne olursa olsun hem premenapozal
hem de postmenapozal meme kanseri i¢in artmus riskin oldugu gézlenmistir. Alkol
alimy; folat, beta-karoten ve vitamin C gibi besinlerin alimini asgariye indirdiginden
zararlar1 belirgin hale getirmektedir. Alkoliin, karsinojen detoksifikasyonunu inhibe
ederek, karsinojenlerin karacigerdeki klirensini bozarak, DNA hasarina yol agarak
veya inaktif metabolitleri aktif hale getirerek, kokarsinojen olarak rol oynadigi
diistiniilmektedir (Singletary and Gapstur 2001).

» Sosyoekonomik durum: Sosyoekonomik agidan diisiik diizeyde bulunan
kisi ya da toplumlarda meme kanseri goriilme orani daha azdir. Sosyoekonomik
yonden gelismis toplumlarda meme kanserinin daha fazla goriilme nedenleri arasinda

dogurmama, emzirmeme, asir1 yag tiiketimi, alkol tiiketimi sayilabilir (Ozmen ve

ark., 2009)



2.1.2. Meme Kanserinin Histopatolojik Siniflamasi

I- Meme basinin Paget hastaligi
II- Meme duktuslar1 karsinomu
A-Noninfiltratif
B-Infiltratif
1-Prodiiktif fibrozis ile birlikte olan adenokarsinoma
2-Mediiller karsinom
3-Komedo karsinom
4-Kolloid karsinom
5-Papiller karsinom
6-Tiibiiler karsinom
I11- Lobiiler karsinom
A- Noninfiltratif
B- Infiltratif
IV- Memenin nadir karsinomlar1

V- Meme sarkomu (Haagensen 1986)
2.1.3. Meme Kanserinin Evrelemesi

TNM Sistemi (American Joint Committee’ye gore evreleme)
T: Tuimor

N:  Nodiil

M:  Uzak metastaz

T0:  Tiimor ¢ok kiigiik palpe edilebilir degil

T1: 2 cm’den kiigiik tiimor, hicbir fiziksel belirti yok

T2: 2 cm’den biiylik tlimor, deride ¢ekilme ve meme basinda retraksiyon



T3:

6demi mevcut

T4:

Tiimoriin boyutlar1 5 cm veya 5 cm’den biiyiik, cilt infiltrasyonu, deri

Tiimoriin  boyutlar1 belirsiz, cilt, meme bas1 retraksiyonu, ciltte

tilserasyon, pektoral kaslara veya gogiis duvarina infiltrasyon mevcut

NO:  Koltuk alt1 gangliyon palpe edilmiyor
N1: Koltuk alt1 gangliyon 1 veya 2 palpe ediliyor, mobil
N2:  Gangliyon 2’den fazla, kismen mobil
N3:  Koltuk alt1 gangliyon dolu, fiske
MO0: Metastaz yok
MI1: Metastaz bir yerde
M2: Metastaz birden fazla yerde
Evre TIS . In situ karsinom
Evre I : T1 NO MO
Evre Il : TON1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO

EvreIll a : TON2 MO

T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 NO MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

Evre Il b : Herhangi T N3 M0

Evre IV : Herhangi T herhangi N M1 (Rohan et al., 1993)



2.1.4. Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanserinin tedavisinde kullanilan yontemler temel olarak;

1) Cerrahi: Kanserli dokuyu ve ¢evresindeki invazyon riski tagiyan bir miktar
saglikli dokuyu alip ¢ikartma islemidir. Bazi durumlarda kanserli dokuyu cerrahi
miidahale ile ¢ikarmak imkansiz olabilir. Bu durumda radyoterapi veya kemoterapi

uygulanir.

2) Radyoterapi (Isin tedavisi): Uygun dozda 1smm uygulayarak kanser

hiicrelerinin 6ldiiriilmesi islemidir.

3) Kemoterapi: Kanser hiicrelerini dldiirmek ya da tiimor biiylimesini

durdurmak iizere farkli ila¢ veya ilag¢ kombinasyonlarinin kullanilmasidir.

4) Hormon Tedavisi: Kanser hiicrelerinin biiylimek i¢in gereksinim duydugu

hormonlar1 engellemek amaci ile uygun hormonlarin hastaya verilmesi yontemidir.

5) Adjuvan Tedavi: Bagisiklik sistemini gii¢lendirici, asil tedaviye destek
olan yontemler (Ar12010).

2.1.5. Meme Kanserinde Kemoterapi

Meme kanserinde sistemik tedavinin esasini kemoterapi olusturur. Tek basina
kullanilan sitotoksik ajanlarin ¢ogu ile vakalarin % 20-35’inde kismi yanit (nadiren
tam) alinir. Remisyon siklikla 4-6 ay siirer. Kemoterapide genellikle birden fazla ila-
cin kombinasyonu kullanilir. Ciinkii ¢coklu ila¢ kullaniminin kemoterapide daha etkili
oldugu belirlenmigtir (Sayek 2004). Metotreksat (M) 5S-fluorourasil (F),
siklofosfamid (C), epirubisin (E), adriamisin (A) baslica antikanser ilaglar olup,
CMF, FAC, FEC, AC gibi kombinasyonlar1 tedavide kullamlmaktadir. ikinci
kademede kemoterapi ilaglari ise vinerelbin ve taksanlardir (dosetaksel, paklitaksel).
Yine mitomisin C ve prednizon son evre hastalarda kullanilan ajanlardandir

(Vaclavikova et al., 2003, Sayek 2004, Mavroudis et al., 2009).
2.2. Viscum album L. Hakkinda Genel Bilgiler

Tibbi bitkilerden biri olan o6kse otu (Viscum album) sacak kdoklerinin

yardimiyla kdknar, cam, ladin gibi igne yaprakli; elma, erik, kayist, kiraz gibi meyve;



kavak kestane, kizilaga¢, mese, sogiit gibi kis aylarinda yapraklarin1 doken agaglarin
veya calilarin {lizerinde yetisen yar1 parazit bir bitkidir. Dallar iizerinde kiimeler

halinde yetisir ve her mevsim yesildir (Baytop 1984).

Agustos-kasim aylarinda meyve verir, meyveleri yaklasik 1 cm ¢apinda, kiire
veya armut seklinde, etli, beyazimsi, seffaf ve tek tohumludur. Meyvelerinin
yapiskan, kaygan ve beyaz renkli olmasi nedeniyle Latince’de Viscum album olarak
adlandirilmustir. Tiirkge’de ‘Okse otu’ olarak adlandirilmasi ise, kuslar1 yakalamak
amaciyla Viscum album’un meyvelerinde bulunan ‘vissin’ adli yapiskan maddenin
cubuklar tizerine siiriilerek 6kse yapiminda kullanilmasindandir (Baytop 1984, Ergun

ve Deliorman 1995).

Bu meyvelerin etli ve yumusak olmasi, kuslar tarafindan begenilerek
yenmesine sebep olur (Mandaci 1998). Meyveleri yiyen kuslarin diskilariyla birlikte
aga¢ dallarna diisen tohumlar {izerindeki yapiskan madde sayesinde dallara
yapismakta ve ortamdaki tirik asit sayesinde ¢imlenip gelismektedir (Becker 1986).
Dal {izerinde kabuk iclerine dogru emeclerini salarak ksilem iletim demetlerinden
besin maddelerini alarak geligir. Konak¢idan su ve minareleri alirken, fotosentez

yaparak kendi karbonhidratlarini tiretir (Ergun ve ark., 1994, Becker 1986).

Avrupa’ da yetisen ve “European misletoe” olarak isimlendirilen Viscum
album L., Tiirkiye’de 6kseotu, burg, purg, cekem, gevele, gokge otu, gokee, govelek,
giivelek, campir, gelimkara, pura, biric ve fitri isimleriyle bilinmektedir. Tiim
diinyada genel olarak “mistletoe” adi kullanilir. Almanya’da “mitsel” haricinde
kullanilan diger isimler; “gemeine nistel”, “weissemistel”, “alfolter”, “kiint”:
Ingiltere’de “mistletoe”, “mistle”, “masslinn”, “allheal”; Fransa’da “gui”, “gui
commun”, “morve’’; 1spanya’da “visco commun”, “almuerdago”, “alfueyo”;

99 ¢

Italya’da “visco” , vischio”, “scaaggine” isimleri kullanilmaktadir (Onay 2002).
2.2.1. Viscum album L.’un Sistematigi

Divisio : Spermatophyta
Subdivisio  : Angiospermae

Clasis : Dicotyledoneae
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Subclasis : Rosidae

Ordo : Santalales
Form : Loranthaceae
Genus : Viscum album L. (Davis 1982).

Sekil 1: Viscum album L.’nin Genel Goriintimii.

2.1.2. Viscum album L.’un Genel Ozellikleri

Okse otu Kuzey Avrupa’dan, Kuzeybati Afrika’ya; Avrupa’dan Doguya;
Gilineybat1 ve Orta Asya’dan Japonya’ya kadar genis bir alanda yasamaktadir.
Tiirkiye’de de ¢ok genis bir dagilim gdstermekte ve biitiin bolgelerde yetismektedir
(Ergun ve ark., 1994, Miller 1982).

Ulkemizde Viscum cinsi, bir tiir ve bu tiire ait 3 alt tiir ile temsil edilmektedir.

1. Viscum album ssp. album: Cogunlukla yaprak doken diotik agaclar
iizerinde yasar. Tohumlar genellikle ii¢ koseli, meyve ¢ogunlukla kiiresel, yaprak
boyu, eninin dort katindan daha kisa. Yapraklar1 1-3.7 cm boyunda, oblong, tam
kenarli, paralel damarli, derimsi, sari-yesil renktedir. Meyve genellikle kiire seklinde
etli, beyaz renkli, tek tohumlu. Edirne, Tekirdag, Ankara, Corum, Eskisehir ve
Isparta’da yetisir (Ergun ve ark., 1994, Davis 1982).

2. Viscum album ssp. abietis: Abies tiirleri lizerinde yasar. Tohumlar oblong,
bombeli kenarli, meyve cogunlukla armut seklinde, yaprak boyu, eninin dort
katindan biraz uzun veya kisadir. Meyve sari, yaprak boyu eninin dort katindan daha

uzundur. Yapraklar 2.2-4.9 cm boyunda, oblong tam kenarli 4-5 paralel damarli,
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derimsi, sarimsi- yesil renktedir. Meyve ve tohum Viscum album L. ssp.

austriacum’a benzer sekildedir. Bolu’da yetisir (Ergun ve ark., 1994, Davis 1982).

3. Viscum album ssp. austriacum: Cogunlukla Pinus tiirleri lizerinde yasar.
Tohumlar oblong, bombeli kenarli, meyve ¢ogunlukla armut seklinde, yaprak boyu,
eninin dort katindan biraz uzun veya kisadir. Meyve beyaz, yaprak boyu, eninin dort
katindan daha kisa olup yapraklar1 0.7-3.8 cm boyunda, oblong, tam kenarli, 4-5
paralel damarli, derimsi, yesil renktedir. Meyve armutsu, etli, sarimsi renkli, tohum

tek, oblong, bombeli kenarlidir. Ankara’da yetisir (Ergun ve ark., 1994, Davis 1982).

Yurdumuzda yaygin olan ve daha ¢ok iliman bdlgelerde, ormanlik alanlarda
cesitli agaclarin ve calilarin {izerinde yar1 parazit olarak gelisen, 300-2000 m
yiiksekliklerde rastlanilan bitki, Akdeniz Bolgesinde Isparta’da; Gelendost-Egridir
arasi, Egridir Yukar1 Gokdere Kdyii-Sar1 belen, Egridir-Isparta yolu, Egridir Yaka
Koyt Kapizderesi iistii kayalik yer civarinda bol miktarda bulunmaktadir (Ergun ve

ark., 1994, Davis 1982).

Okse otu gok eski bir tarihe sahiptir. Eski ¢aglarda Kuzey Avrupa’da yasayan
Druidler ve diger Pagan milletleri; 6zellikle 6kse otunun mese agaclarini enfekte
etmesi ve bu olaym nadir goriilmesi sebebiyle, bitkiye karsi biiyiikk saygi
duymuslardir. Bitkinin tuhaf bir sekilde toprakta degil de agaglarin {izerinde
yetismesi bitkiyi ilging hale getirmistir. O tarihten giiniimiize dkse otuna duyulan bu
sayg1 Hiristiyan gelenegi olan Noel’de kap1 girislerine 6kse otu asma gelenegine
doniismiistiir (Walker 1983). Ik olarak M.O 305 yilinda Yunanli botanikgi
Theophrastus tarafindan parazitik bir bitki olarak tanimlanmistir. Carl Unnaeus’da
18. yy. da temel bir Avrupa tirii olarak tamimlamigs ve Viscum album olarak
isimlendirmistir (Gill 1953), 20. yiizyilin baglarinda Avustralyali tip doktoru Rudolf
Steiner (1861-1925) 6kseotunun tedavi amagl kullanilmasi amaciyla degisik oneriler
getirmis ve alternatif (antroposofikal) tip ilaclar1 gelistirmistir. Rudolf Steiner,
hastalara enjekte edilebilecek Okseotu Oziitleri ¢ikararak kanser hastalari iizerinde
alisilmamis tedavi yontemleri kullanmistir. Steiner bdylece 0kse otunun oOzellikle
kanser tedavisi ve modern bilim diinyasinda ki arastirmalarda kullanilmasini
saglamistir (Urech 1993). Steiner’in bu caligmalar1 Almanca konusan iilkelerde

alternatif tedavi yontemi olarak yayginca kullanilmaya baslamistir (Habeck 2003).
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Okse otundan elde edilen farkli ekstraktlar vazodilator, sedatif, diiiretik gibi
farmakolojik 6zellikleri nedeniyle halk arasinda siddetli bas agrisi, bas donmesi, sinir
bozuklugu, damar tikanikligi, romatizma agrilari, ¢iban ve eklem iltihab1 gibi bazi

hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Baytop 1984, Yesilada ve ark., 1998).

Okse otu bitkisinden hazirlanan &ziitler tedavi amaciyla kullanilmak iizere
Almanya, Avusturya ve Isvigre’deki cesitli firmalar tarafindan tiim diinyaya
pazalanmaktadir. Bu ticari lriinler pek cok arastirmaya konu olmus ve sahip
olduklar1 aktiviteleri bilim cevrelerince de desteklenmistir (Tablo 1). Oziitiin
hazirlanma sekli ve bitkinin iizerinde yasadigi konak¢i agacin tiiriine gore bu

Oziitlerin kimyasal igerik agisindan farklilik gosterdigi vurgulanmaktadir.

Tablo 1. Uluslararasi patentli ticari 6kse otu (V. album) 6ziitleri ve sahip olduklart

aktiviteler.
Oziit Aktivitesi Kaynaklar
Iscador ® Antikanser Maier G and Fiebig HH. 2002, Van Huyen JP
et al. 2002, Jach R et al. 2003, Kuttan G and
Kuttan R. 1993
Dogal dldiiriicti hiicreleri Kovacs E and Kuehn JJ. 2002, Stoss M et al.
indiikleyici 1999
Kemoterapi ve radyasyonun Harmsma M et al. 2004
etkisini azaltict
Immiinmodiilatér (immiin sistemi ~ Van Huyen JP et al. 2002, Maier G and Fiebig
diizenleyici) HH. 2002
Sitotoksik Kuttan G and Kuttan R. 1993
Immiinositiimiilan Stoss M et al. 1999, Kast A and Hauser SP.
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2.1.3. Viscum album L. Genusunun Bilesikleri

Lektinler, alkaloidler, viskotoksinler, polisakkaritler, flavonoitler, fenolik
asitler, poliholozitler, fenilpropanlar ve lignanlar dkse otundaki aktif bilesenlerdir.
Bitkinin sitotoksik etkisinin ortaya konuldugu ¢aligmalarda lektinler ve

viskotoksinler 6n plana ¢ikmaktadir (Ergun ve Deliorman 1995).
2.1.3.1. Lektinler

Okse otu ekstraktinda, 1000°den fazla protein iginde en iyi tamimlanani
lektinlerdir. Bunlar farkli sekerlere baglanabilme ozellikleri ile lektin I, I ve III
olmak tizere 3 gruba ayrilir. Lektin I, Dgalaktoza baglanir; lektin II, D-galaktoz ve
Nasetil galaktozaminin her ikisine; lektin III, Nasetil galaktozamine baglanir. Bu 3
cesit lektinin, timor hiicre kiiltiirlerinde oldukga toksik oldugu bildirilmistir (Ziska et

al., 1991).

Okse otu lektinleri, heterodimerik bitki toksinlerindendir. A ve B zincirleri
olmak iizere 2 farkli glikoprotein zincirden olusurlar. Iki zincir birbirine disiilfit
baglartyla baglanmistir. B zinciri 34 kDa molekiil agirliginda bir proteindir, seker
baglayan reseptorleri ile hiicre yiizeyindeki seker uglarina baglanarak tiim lektinin
hiicre i¢ine girmesini saglar. A zinciri 29 kDa agirligindadir, tiim aminoasit zinciri
tanimlanmis ve tip 2 ribozom inaktive eden proteinler olarak bilinen bitki
toksinlerinden abrin ve ricinle iligkili oldugu bulunmustur. Tiim lektinin hiicre i¢ine
girmesinden sonra, A zinciri 28S rRNA da tek adenozin rezidiisiinii depiirinize
ederek 60S ribozomal alt iiniteyi katalitik olarak inaktive eder. A zinciri de ricin gibi,

sitotoksik etkisini protein sentezini inhibe ederek gosterir (Hajto et al., 2005).

Kore okse otu (Viscum album var Coloratum),Viscum album’un alt
tiirlerinden biridir. 2000 yilinda Park ve ark. yaptiklari ¢alisma ile Kore dkse otundan
izole edilen lektin II'nin, polisakkaritin ve viskotoksinin ¢esitli kanser hiicrelerine
etkilerini arastirmislar ve apoptozisi baslatmada en etkili olanin lektin II oldugunu
bulmuslardir. Ayn1 grup onceki g¢alismalarinda da, Kore okse otu lektin II’nin
Ozellikle kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre Oliimiinii baglattigini ve normal

lenfositlere herhangi bir etkisinin olmadigini tespit etmistir (Park et al., 2000).
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Degisik hiicre tiplerinin lektinlerle inkiibasyonlar1 sonucunda; hiicre sismesi,
kromatin yogunlasmasi ve niikleer DNA’da kiriklarin olugmasi gibi apoptotik
degisimlerle baglantili hiicre Oliimleri gdézlenmistir. Ancak yapilan calismalar
sonucunda Okse otu lektinlerin programli hiicre O6liimiinii baglatan sinyal iletim

yollar1 ve mekanizmalar1 heniiz agiklanamamistir (Mockel et al., 1997).
2.1.3.2. Viskotoksinler

Viskotoksinler, Viscum album’un sitotoksik proteinlerinden biridir. Hiicre
oldiiriicti etkileri olan viskotoksinlerin tlimor hiicrelerindeki sitolitik etkileri distilfiir
gruplartyla hiicre membran fosfolipitlerinin etkilesiminden kaynaklanmaktadir
(Ergun ve Deliorman 1995). Viskotoksinler, ti¢ disiilfiir kopriisii ile 46 amino asitten
olusan tek polipeptit zincirine sahip bilesiklerdir. Bugiine kadar alt1 adet viskotoksin
tanimlanmis ve izole edilmistir. Bunlar. Viskotoksin Al, Viskotoksin A2,
Viskotoksin A3, Viskotoksin B, Viskotoksin 1-Ps ve Viskotoksin U-Ps’dir (Ergun ve
Deliorman 1995).

Toksik proteinler olan viskotoksinler, o ve p-thionin’lerle iligkilidir.
Viskotoksinlerin, insan graniilosit ve lenfosit hiicreleri iizerine etkisinin arastirildig:
deneylerde, zarin gecirgenliginin arttigi, sitoplazma ve kromatidin azaldigi,
kristalarin kaybedilmesi ile mitokondrilerin sistigi, reaktif oksijen radikallerinin
arttig1 ve bu olaylarin devaminda ikincil apoptosis olaylarinin baglamasi ile hiicre

Olimii gdzlenmistir (Biissing et al., 1999).
2.3. OKSE OTU (Viscum album) Ekstraktinin Apoptozis Mekanizmasi

Apoptozis; gelismis organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin geredi olarak
gereksinim duyulmayan, fonksiyonlar1 bozulan, fazla iiretilmis, yaslanmis, diizensiz
gelismis veya DNA’sinda hasar olan hiicrelerin ¢evreye zarar vermeden giivenli bir
sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre

Oliimiidiir (Thompson 1999).

Yiiksek organizmalarda hiicre 6liimii nekrozis ve apoptosiz olmak {izere iki
farkli mekanizma ile gergeklesir. Nekrozis fizyolojik bir olim sekli olmasina

ragmen, apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelir
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(Thompson 1999). Nekrozisde hiicre i¢ine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre siserken
(cell swelling), apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir (cell shrinkage). Nekrozisde
hiicrelerin kromatin paterni hemen hemen normal iken apoptotik hiicrede DNA,
interniikleozomal bolgelerden yaklasik 180-200 baz ¢ifti (bg) veya bunun katlari
boyutunda kiigiik DNA parcalar1 olusturacak sekilde ayrilir bu durum agaroz jel
elektroforezinde merdiven goriintiisii yapisinin ‘ladder pattern’ ortaya c¢ikmasina
neden olur ve kromatin niikleus membraninin cevresinde toplanmis (chromatin
aggregation) ve yogunlagmig (chromatin condensation) sekildedir. Nekroza giden
hiicrenin plazma membran biitiinligii kaybolurken apoptotik hiicrelerin membrani
saglamdir; apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bdlgelerinden ayrilir,
0zellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, bir ka¢ dakikada
hacimlerinin 1/3’linli kaybederler, plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve
hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin parcalarindan olugan apoptotik cisimciklere
(apoptotic bodies) pargalanir. Nekrozisde hiicre igerigi dis ortama saliverildiginden
inflamasyon reaksiyonu uyarilir ama apoptozisde apoptotik hiicre veya cisimcikler
komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon
olugsmaz (Huppertz et al., 1999, Willingham 1999, Barisic et al., 2003, Brouckaert et
al., 2004).

Apoptozisin molekiiler mekanizmasi ile ilgili ¢aligmalar sonucu, kaspaz
(caspase-cysteine containing aspartate specific proteases) ailesinin dogrudan ya da
dolayli yollardan apoptozisin hem biyokimyasal hem de morfolojik
degisikliklerinden sorumlu oldugu ortaya konulmustur (Chang and Yang 2000).
Memelilerde en az 12 adet olduklar1 belirlenen kaspazlar, baslatict (-8, -9, -10) ve
sonlandirici (efektor) (-3, -6, -7) kaspazlar olmak {izere 2’ye ayrilmaktadir (Fadeel et
al., 2000). Efektor kaspazlar, DNA tamir enzimi olan PARP, retinoblastoma ve
MDM-2 gibi hiicre siklusu diizenleyicileri, lamin, Gas2, gelsolin ve fodrin gibi hiicre
iskeleti ve nukleusun yapisal proteinleri, PKC-8 gibi yasamsal proteinleri ayristirarak
inaktive eder ve hiicre Oliimiine neden olurlar (Enari et al., 1998). Hiicrenin
apoptozise gidebilmesi icin ilk Once ilgili genetik mekanizmay1 harekete gecirecek
bir sinyalle karsilasmasi gerekir. Bu sinyal, hiicre icinden (DNA hasari, hiicre ici
Cat++ seviyesinde artig, PH’da diisme, metabolik veya hiicre siklus bozukluklari)

veya hiicre disindan (hipoksi, 1s1, antikanser ilaglar, radyasyon, gamma ve UV
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1sinlar) gelebilir. Hiicre disindan gelen sinyaller 6liim reseptorleri ve adaptor
proteinlerle, i¢ sinyaller ise mitokondri aracihigi ile iletilirler. Iletilen sinyaller
baslatic1 kaspazlar1 aktive eder, aktive olan baslatic1 kaspazlar ise zincirleme olarak

diger kaspazlar1 aktive eder (Fadeel et al., 2000).

Zara bagh reseptorlerden oliim reseptorleri, timor nekroz faktor reseptor
(TNF-R) olarak adlandirilir ve proapoptotik sinyalleri hiicre disindan hiicre igine
tagir. Tanimlanan 20’den fazla TNFR vardir ve bunlar 6lim domaininin bulunup
bulunmamasima gore 2 gruba ayrilir (Locksley et al., 2001). Oliim domaini bulunan
reseptorler, sinyal iletimini kaspaz aktivasyonuna ve apoptozise neden olarak
gergeklestirirler. Ornegin; TNFR1 (p55, p60, CD120a) ve Fas (Apo-1, CD 95) 6liim
domaini igeren TNFR iligkili reseptorlerdir, akis asag1 proteinler olan TNF reseptor
iligkili 6lim domaini (TRADD) ve Fas iliskili 6liim domain (FADD) proteinini
aktive ederler. FADD, kaspaz -3 ve -8’1 aktive ederek kaspaz aktivasyonunu saglar,
bu durum hedef proteinlerin yikilmasina ve hiicre i¢eriginin bozulmasina neden olur

(Chinnaiyan et al., 1995).

Hiicre disindan gelen sinyallerin olusturdugu apoptoziste 6liim reseptorleri
gorevlidir. Fas-fas ligand aracili apoptozis, Fas (CD95, APO-1) hiicre ylizey
reseptorii araciligr ile olusur. Fas ligandin fas reseptoriine baglanmasi ile Fas
reseptoriiniin hiicre i¢ine bakan kisminda bulunan 6liim domaini, Fas adaptor proteini
(FADD) o6lim domaini ile birlesir ve 6liim baslatan sinyal kompleksini (DISC)
olusturur. Komplex baslatict kaspaz olan prokaspaz-8’1 aktiflestirir. Aktif hale gelen
kaspaz-8, sonlandirict kaspaz olan prokaspaz-3’l aktiflestirerek hiicreyi apoptozise

gotiiriir (Sekil 2) (Wajant 2002).

TNF aracili apoptoziste, bir sitokin olan TNF’nin TNFI1 reseptorleri ile
birlesmesi sonucunda, reseptdriin 6liim domaini, TNFR adaptdr proteinin (TRADD)
0lim domainine baglanir. TRADD daha sonra FADD ile birleserek prokaspaz-
8/FLICE’1 aktiflestirir ve apoptozise neden olur (Mountz and Zhou 2001).
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Sekil 2. Fas- fas ligand aracil1 apoptosiz

I¢ sinyallerle olusan apoptoziste mitokondri énemli rol oynar. Kemoteropatik
ajanlarin neden oldugu DNA hasarlari, radyasyon ve biiytime faktori eksikligi gibi
apoptotik sinyaller mitokondrinin dis zarinda gecirgenlik artisina neden olur.
Gegirgenligin artmasi, mitokondrinin 2 zar1 arasinda bulunan sitokrom c’nin sitozole
¢ikmasina neden olur. Sitokrom c’nin salinimi Bcl-2 grubu proteinler tarafindan
diizenlenir. Grubun antiapoptotik tiyeleri olan Bcl-2 ve Bel-xL sitokrom ¢ salinimini
onlerken, proapoptotik iiyeler olan Bax, Bad ve Bid salinimi artirir. Sitokrom c
sitoplazmada, apaf- 1, kaspaz-9 ve ATP ile birlesir. Bu yapiya apoptozom ad1 verilir.
Apoptozom sonlandirici kaspaz olan kaspaz-3’ii aktive ederek apoptozise neden olur

(White and McCubrey 2001, Korsmeyer 1999).

Sitokrom c¢’nin sitozole saliniminda CD95 (Fas) reseptorlerine ligand
baglanmasi ya da hiicrelerin kemoteropatik ilaglar ve UV ile muamele edilmesi gibi
degisik apoptotik durumlar etkilidir. CD95 aracili apoptozisde, reseptorden gelen
sinyalle uyarilan kaspaz-8, Bcl-2 protein ailesine bagli bir proapoptotik faktdr olan

Bid’i proteolitik olarak ayristirir. Aktif hale gecen Bid (tBid) mitokondriye tasinir,
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zar lizerinde bulunan bir baska proapoptotik protein olan Bad’1 aktiflestirir, sitokrom
c¢’nin salmmmim saglar ve apoptozomun olusumuna neden olur. Apoptozom,
sonlandirict kaspaz-3’ii aktiflestirerek hiicreyi apoptozise gotiiriir (Sekil 3) (Esposti
2002, Rossi and Gaidano 2003).
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Sekil 3. Fas reseptorleri ile sitokrom-c salinimi

Okse otu lektinlerinin tiimér hiicreleri iizerindeki yikici etkilerinin, INK nin
aktivasyonu araciligiyla gerceklestigi belirlenmistir (Park et al., 2000). Okse otu
lektin II’nin, zaman ve doza bagl olarak, DNA’da kiriklar meydana getirerek agaroz
jelde merdiven goriintlisii almasina ve U937 hiicrelerinde kaspaz -3, -8 ve -9’un
aktivasyonuna neden oldugu belirtilmektedir. Ayrica 6kse otu lektin II ile muamele
edilen U937 hiicrelerinde, kaspazlarin katalitik aktivasyonu ile baglantili olarak,
PARP ve PKC-&in her ikisinin de ayristigi bildirilmistir (Kim et al., 2000).
Kemoteropatik ilaglar, Fas/CD95 sinyal yolunu uyararak veya reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’nin olusmasimi indiikleyerek apoptozise neden olur (Simizu et al., 1998).
Ilgingtir ki; lektin II'nin hem kaspaz-8/FLICE hem de kaspaz-9’u aktive ettigi
bulunmustur. Kaspaz-8-proteazin aktivasyonu, CD95 gibi 6liim reseptdrlerinin lektin
II’'nin neden oldugu apoptoziste yer alabilecegini diisiindiirmiistiir. Fakat o6kse otu

lektin II’nin neden oldugu apoptoziste Fas ve Fas ligandin (FasL) ekspresyonunda bir
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degisiklik gozlenmemistir. Boyle bir durumda da Fas’in lektin II'nin kendisi
tarafindan oligomerize edilebilecegi ihtimalinin hari¢ tutulmus olabilecegi lizerinde
durulmustur. Kaspaz-9 proteaz ise apoptozisin sitokrom ¢ yolunun ug¢ kaspazidir. Bu
yol mitokondriyal hasar1 kaspaz aktivasyonuna baglar. Lektin II’'nin apoptozise
neden olan ROS’un olusumunu indiikleyerek kaspaz-9’u aktive ettigi
diistiniilmektedir. Kim et al. (2001)’nin bu konuda yaptig1 ¢alismada; lektin II ile
muamele edilen U937 hiicrelerinde 6nemli dl¢ilide hiicre i¢i hidrojen peroksit (H2O;)
meydana geldigi goriilmiistiir. Artan H>O,’in hiicre i¢inde oksidatif stresi arttirdig1 ve
ROS’un temizlenmesi ile lektin II’'nin neden oldugu apoptozisin inhibe edildigi
gozlenmistir. Ayrica lektin II’nin neden oldugu apoptozisin, rediikte glutatyon
(GSH), asetilsistein (NAC), ebselen, mn (III) tetrakis (4-benzoic asid), porforin
klorid (mnTBP), katalaz ve pirolidin ditokarbamet (PDTC) gibi antioksidanlar
tarafindan da inhibe edildigi goézlenmistir. Bu antioksidanlar ayni zamanda lektin II
ile muamele edilmis insan leukemia (HL-60), Jurkat ve Molt gibi T hiicrelerinde de
apoptozisi onlemislerdir. Buradaki bulgular, ROS’un 6kse otu lektin II’nin neden
oldugu apoptoziste kritik bir role sahip olabilecegi yoniindedir. Okse otu lektin II’nin
ROS olusumuna neden oldugu mekanizma heniiz tam olarak agiklanamamasina
ragmen, Kore Okse otu lektin II tarafindan olusturulan hiicre i¢i H202’in,
JNK/SAPK aktivasyonunu, sitokrom c ¢ikisini ve kaspaz aktivasyonunu igeren hiicre

i¢i sinyal yolunu uyardig1 bilinmektedir (Kim et al., 2003)

Bantel et al. (1999)’nin yaptig1 benzer bir ¢calismada, 6kse otu lektin I (ML I)
ile muamele edilen hiicrelerde kaspaz -3, -8 ve -9 aktive olmus ve devaminda
apoptotik hiicre oliimii ger¢eklesmistir. Kaspaz -8’in aktive olmast CD95 yolunun
ML TI’in neden oldugu apoptoziste yer alabilecegini diisiindlirmiistiir. CD95’in
uyarilmast i¢in de ligandinin veya direkt lektinin reseptorle capraz baglanmasi
gerekmektedir. ML I’in neden oldugu apoptozisde CD95’in varligini ispatlamak igin,
CD95’¢ direng i¢in se¢ilmis Jurkat T hiicre klonlar1 kullanilmistir. Bu hiicrelerde
meydana gelen apoptosizin yabanil tipte hiicrelerle benzer olmasi, ML I’in neden
oldugu sitotoksitede CD95’in yer almadigini gostermistir. Calismanin devaminda,
ML I ile muameleden sonra mitokondri kontrol yolunun baslatilip baslatilmadigi
arastirilmis ve kaspaz -9’un proteolitik aktivasyonuyla iligkili olarak ML I’in

sitokrom ¢’nin salinimina neden oldugu bulunmustur. Normalde CD95 ile uyarilan
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kaspaz 8’in aktivasyonundan sonra Bid sitokrom c salinnmina neden olurken,
hiicrenin ML I’le muamelesinden sonra Bid’in parcalandigi belirlenmistir. Sonug
olarak bu bulgular, ML I’in kaspaz -3, -8 ve -9’u aktive ettigini ve apoptozisi 6liim
reseptorlerinden  bagimsiz  olarak mitokondri  kontrol yoluyla uyardigini

gostermektedir (Bantel et al., 1999).

Okse otu lektinin apoptozisi indiiklemesi kanser tedavisinde ilging bir
terOpatik strateji saglar. Park et al. yaptiklar1 caligmalarda 6kse otu lektin II ile
muamele edilmis transforme kanser hiicrelerinin normal hiicrelere oranla apoptotik
hiicre 6limi i¢in daha hassas olduklari bulunmustur (Park et al., 2000). Flow
sitometrik analizler sonucunda, lektin II’'nin normal noétrofil ve lenfositlerin
apoptozisini indiiklemedigi belirlenmistir. Lektin II yalnizca U937 hiicrelerinde degil
aynt zamanda hastalardan alinan akut leukemik hiicrelerde, HL-60, Jurkat, RAW
264.7 ve insan kolon kanseri DLDI1 hiicrelerinde de apoptozisi indiiklemistir.
(Mockel et al., 1997) Siegle et al. piirifiye edilmis lektin II’nin insan akciger hiicresi
A549°da doksorubisin, sisplatin ve taksol gibi standart kanser ilaglari ile kombine
edilerek sitotoksisitesinin arttiritlmasi yoniinde kullanilabilecegini belirterek dkse otu
terapisi icin yeni klinik bir bakis agis1 onermektedir (Siegle et al., 2001). Okse otu
lektinlerinin apoptotik siirecin aktivasyonunu saglayacak antikanser ozelliklerinin
oldugunu belirten 6nemli kanitlar bulunmasina ragmen, apoptotik mekanizmanin

isleyisi hakkinda heniiz ¢ok az bilgi elde edilebilmistir (Kim et al., 2000).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Ticari Okse otu ekstraktlar1 olan Helixor® A (50mg/ml), Helixor® P
(50mg/ml) ve Helixor® M (50mg/ml), Helixor Heilmittel (Germany) firmasindan

alindi.

Endemik o©kse otlar1 ise Isparta-Ciiniir mahallesinden badem (Amygdalis
orientalis) dallar1 iizerinden (Viscum album ssp. album)(Okse-B), Isparta-Kegiborlu
ilgesinden Cam (Pinus nigra) dallari tizerinden (Viscum album ssp. austriacum)
(Okse-C) ve Antalya-Akseki toros daglarindan Koknar (Abies concolor ) dallari
tizerinden (Viscum album ssp. abietis) 2007 yili Ocak ve Subat aylarinda toplandi.
Bitkiler Siileyman Demirel Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde

tiir tayini yapildiktan sonra herbaryuma kaydedildi.

Okse otlar1 kurutulduktan sonra toz edilmis yaprak ve sap kisimlar1 (30 g)
120 ml % 96’lik etanolle (Merck, Darmstadt, Germany) Soxhlet aleti kullanilarak 24
saat slireyle ekstrakte edildi. Ekstrakt 0.22um enjektor filtre (Millipore, Millex GP
Ireland) ile siiziildii, sivi ekstrakt daha sonra sogutuldu ve rotary evaporator
kullanilarak  30-45°C’de  yogunlastirildi.  Yogunlastirilan  ekstrakt  Anadolu
Universitesi Bitki Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi'nde (BIBAM)
liyofilizatérde liyofilize hale getirildi ve -20°C’de sakland1 (Khan et al., 1988,
Celikler ve ark., 2008).

Endemik Okse otu ekstraktlar1 hassas terazide 150 mg tartildi, hiicre hattina
uygun 3 ml besiyeri i¢inde ¢oziildii (Okse-K, 1.5ml etil alkol (Merck, Darmstadt,
Germany) i¢inde 3 dak. vortexle ¢oziildiikten sonra 1.5 ml besiyeri ilave edildi),

0.22um filtre (Millipore, Millex GP Ireland) ile siiziilerek steril hale getirildi.

Her bir ekstrakt TIK (Test edilen ilag konsantrasyonu) olarak belirlenen alt1
farkli (1,675 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,16 mg/ml, 0.05mg/ml, 0,0016 mg/ml ve 0.0005
mg/ml) konsantrasyonda hazirlandi. TIK farmakokinetik ve klinik degerlendirme
bilgileri ile belirlenmis ve kabul edilmis ila¢ konsantrasyon birimidir. TIK test edilen
ilaglarin standart bir dozuna bagl olarak in vivo erisilebilir plazma konsantrasyonlari

ile iliskilidir ve doz bagimli etkilerinin tammlanmasin1 saglar. Ilaclar igin &nce 800
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% TIK dozu hesaplanir ve sitotoksisite testlerinde 200% TIK, 100% TIK, 50% TiK,
25% TIK, 12.5% TIiK ve 6.12% TIK’ konsantrasyonlar1 kullanilir. 200% TIK
suprafarmakolojik dozdur, 100% TIK yaklasik plazma konsantrasyonudur ve 25- 0
% TIK diisiik dozlardir. Bitki ekstraktlari icin 800 % TiK ise DMSO veya alkol ile

hazirlanmissa % 0.1, sulu ekstrakt ise % 10 oraninda hazirlanir.
3.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirti, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir.
Ticari olarak Amerika Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan satin alinan MDA-MB-231 ve
MCF-7 insan meme kanser hiicre soylar1 kriyovial (Cryogenic vial, Corning, ABD)
kaplar icerisinde -196 °C’de sivi nitrojen tankinda saklandi. Kullanilan hiicre

hatlarinin 6zellikleri agagida belirtilen sekildedir.
MDA-MB-231 Hiicre soyu: » Insan meme kanseri hiicre hattt
» Ostrojen reseptorii (-)
» E-kaderin (-)
» Kaspaz 2: (+), Kaspaz 3: (+)
» Yiiksek oranda yayilabilir
MCF-7 Hiicre soyu: » Insan meme kanseri hiicre soyu
» Ostrojen reseptorii (+)
» E-kaderin (+)
» Kaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: (-)
» Daha az oranda yayilabilen

Hiicreler ¢ogaltilmak amactyla sivi nitrojen tankindan almarak 56 °C’deki
sicak su banyosunda hizli bir sekilde ¢o6zildii. Kriyovialin icindeki hiicre
sispansiyonu 5 ml besiyeri i¢eren falkon tiipe (15 ml sterile polypropylene cnical
bottom Screw cap tup 92159, Biolab, Macaristan) yavasca aktarildi. Tiip 800 rpm’de
5 dk santrifiij (Hettich Rotina 35R, Almanya) edildikten sonra {ist siv1 kismi atildi.
Hiicre pelleti 1 ml hiicre besiyeri ortam1 igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra iizerlerine

4 ml besiyeri eklendi. 5 mI’lik hiicre siispansiyonlar1 25 cm®lik kiiltiir kabina (25
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cmz, Tissue culture flasks, TTP, Isvigre) aktarildi. 37 °C’de, %5 COy’li etiivde
(Sanyo, Japonya) inkiibasyona birakildi. Ertesi giin hiicre besiyeri ortami yenilenerek
hiicrelerin  bilyiimeleri saglandi. Kiiltiir kab: her giin mikroskop (inverted
microscope, CKX41, Olympus, Almanya) altinda kontrol edildi ve hiicrelerin kiiltiir
kap yiizeylerini tamamen kaplamis (konfluent) olduklarinda tripsinizasyon islemi ile
daha biiyiik hacimli 75 cm? kiiltiir kaplarina (75 cm?, Tissue culture flasks, TTP,
Isvigre) aktarildi. Tripsinizasyon islemi icin konfluent hiicrelerin iizerindeki besiyeri
aspire edilerek uzaklastirildi. Hiicrelerin serumdan arindirilmak i¢in Tuzlu Fosfat
Tamponu (PBS, Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline 10x; Sigma, D1283, ABD) ile
yikandi. PBS aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra hiicrelere 0.5 ml tripsin
soliisyonu eklenerek 37°C’de, %5 CO,’li ortamda inkiibe edildi. Mikroskop altinda
hiicre kabindan ayrildig1 kontrol edilen hiicrelere 5 ml besiyeri ortami eklenerek
hiicre siispansiyonu falkon tiipe (15 ml sterile polypropylene cnical bottom Screw
cap tup 92159, Biolab, Macaristan) aktarildi. Tiip 800 rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra iist s1vi kismi atildi. Elde edilen Hiicre pelleti 1 ml hiicre besiyeri
ortami igerisinde iyice ¢Oziildiikten sonra iizerlerine 9 ml besiyeri eklendi. 10 ml’lik
hiicre siispansiyonlar1 75 cm®lik kiiltir kabma aktarildi. 37°C’de, %5 CO-’li
ortamda kiiltiire edildi. Bu sekilde hiicrelerin istenilen sayiya ulagincaya kadar

cogaltilmalar1 saglandi.
3.3. Kullanilan Besiyerleri, Sivilarin Hazirlanmasi

MDA-MB-231 Hiicre soyu i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in %5 Newborn
calf serum (Hyclone USA), %1 L-glutamin (292.3 mg/ml) (EuroClone Europe), %1
Penisilin-G (100 U/ml)-Streptomisin (100pg/ml), (Hyclone, USA) iceren RPMI 1640
(Hyclone, USA) soliisyonu kullanildi.

MCF-7 insan meme kanseri hiicre soyu i¢in %10 Fetal bovin serum
(Biochrom AG, Berlin, Almanya), %1 Penisilin-G (100 U/ml) Streptomisin
(100pg/ml), (Hyclone, USA) iceren RPMI 1640 (Hyclone, USA) soliisyonu
kullanildi.
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3.4. Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen
hiicre siispansiyonundan 20 ul alinarak ependorf tiipe alindi. Uzerine esit miktarda
Tripan Blue (Trypan Blue Solution % 0.5, Biological Industries, Israil) boyasi
konarak iyice karigmasi saglandi. Bu karisimdan 12 pl alip Toma lamina konarak
lamin ortasinda bulunan 16 bdlme sayildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile

carpilarak 1 ml medyumda ne kadar hiicre oldugu bulundu.
3.5. Metiltiazoltetrazolium (MTT) Canlihk Metodu

MTT metodu ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Yasayan hiicrelerde mitokondride
bulunan‘‘stiksinat dehidrogenaz’’ enziminin aktivitesi gozlenirken, 6len hiicrelerde
gozlenmemektedir. Total dehidrogenaz aktivitesi ile canli hiicre sayis1 arasinda dogru
iliski oldugu Mosmann (1983) tarafindan gosterilmistir. Boylece, ortama konulan
ektraktlara yanit olarak eger hiicreler Oliirse, enzim aktivitelerinin azaldigi veya
kayboldugu gozlenmektedir. Bunun i¢in, hiicreler bu enzimlerin degisime ugrattigi 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolimbromid (MTT) maddesine maruz
birakilmaktadir. Canli hiicrelerde mitokondride bulunan bu enzimin aktivitesi ile
MTT boyasinin tetrazolium halkasi parcalanmakta, bunun sonucunda soluk sari
renkli MTT boyast koyu mavi-mor formazan iiriintine (kristallerine) dontismektedir.
Ardindan bu kristaller SDS (eritici tampon) kullanilarak suda ¢oziinlir hale
getirmekte ve olusturduklart renk siddeti spektrofotometre ile Ol¢ililmektedir.
Baslangicta ayni sayida ekilmis ve hi¢ ekstrakt uygulanmamis kontrol hiicrelerindeki
renk siddeti ile oranlanarak ekstrakt uygulanmis hiicrelerdeki 6liim orani (yiizdesi)

hesaplanmaktadir.

MTT testi i¢in, 96 kuyucuklu diiz plaklara ( Tissue Cultue Test plates, 96
wells Flat, Orange Scientific, Belgika) 133 pl besiyeri i¢inde 200 TIK, 100 TiK, 50
TIK, 25 TiK, 12,5 TIK ve 6 TIK konsatrasyonlarinda hazirlanan ekstrakt
konsantrasyonlar1 hazirlandi, lizerine MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri sayilarak
200ul besiyeri igerisinde 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde (3 tekrarli) 96
kuyucuklu plaklara ekildi. Ekstrakt uygulamasini takiben hiicreler 24, 48 ve 72 saat
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inkiibasyona birakildi. Hiicrelerde 1M H,O,, 6liimiin negatif kontrolii (minumum
canlilik, MI) olarak kullanildi. Pozitif kontrol (maksimum canlilik, MO) olarak
sadece besiyeri ortami igerisinde ekilen hiicreler kullamldi. Okse-K % 50 oraninda
alkolle c¢oziilerek hazirlandigr icin % 2,5 ve % 1,5 alkol uygulanarak kontrol

hazirlandi

MTT kimyasali 5 mg/ml PBS tamponu igerisinde pH 7.2 olacak sekilde stok
olarak hazirlandi. Hazirlanan MTT c¢ozeltisi filtre edilerek steril hale getirildi. 24, 48
ve 72 saat sonra MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine her bir kuyucuga 25 ul MTT
cozeltisi eklendikten sonra hiicreler 37°C’de 4 saat siireyle karanlikta inkiibasyona

birakildi.

Olusan formazon bilesiklerini ¢oziinlir hale getirebilmek icin biitiin
kuyucuklarin {izerine %10’luk SDS soliisyonundan 100ul olacak sekilde eklenerek
18 saat, 37°C’de %5’lik CO,’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
hiicrelerde olusan renk siddeti spektrofotometrede (FLASHScan S12, Analytik Jena
AG, Almanya) 570nm dalga boyunda 0l¢iildii. Okunan absorbanslar kullanilarak

hiicrelerin % canlilik oranlar1 hesaplandi.

% Canlilik hesabi:

MTT testi sonunda yasayan hiicrelerde koyu mavi farmazon kristalleri
gbzlendi, buna karsilik 6len hiicrelerde bu kristaller gézlenmedi. Ekstrakt uygulanan
hiicrelerin canliliklar1 (Ornek C) ekstrakt uygulanmams kontrol hiicreleri referans
almarak hesaplandi (Okse-K igin alkol uygulanan kontrol hiicreleri referans alindi)
ve bu deger %100 canlilhik (Maksimum canlilik, MaxC) olarak belirlendi. Hidrojen
peroksit (H2O;) uygulanan hiicreler, minumum canlilik seviyesinin (Minumum
canlilik, MinC) hesaplanmasinda referans olarak alindi. Tiim bu degerler ile
asagidaki formiil kullanilarak hiicrelerde inkiibasyon siiresi sonunda olusan %

canlilik oranlar1 hesaplandi.

Canlilik (%) = [100 x (OrnekC - MinC)/(MaxC - MinC)].
3.6. ATP Canhlik Testi

ATP testi hiicre igerisindeki intraseliller ATP igeriginin Olg¢lilmesi esasina

dayanan yiiksek duyarliliga sahip bir yontemdir (Andreotti et al., 1995). Intraselliiler
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ATP igeriginin seviyesi yasayan hiicrelerin sayisinin belirlenmesinde kullanilan bir

gostergedir.

MTT testi i¢in, 96 kuyucuklu diiz plaklara ( Tissue Cultue Test plates, 96
wells Flat, Orange Scientific, Belgika) 133 pl besiyeri icinde 200 TiK, 100 TiK, 50
TIK, 25 TiK, 12,5 TIK ve 6 TIK konsatrasyonlarinda hazirlanan ekstrakt
konsantrasyonlar1 hazirlandi, lizerine MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri sayilarak
200ul besiyeri icerisinde 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde (3 tekrarli) 96
kuyucuklu plaklara ekildi. Ekstrakt uygulamasini takiben hiicreler 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyona birakildi. Hiicrelerde 1M H,0,, dliimiin negatif kontrolii (minumum
canlilik, MI) olarak kullanildi. Pozitif kontrol (maksimum canlilik, MO) olarak
sadece besiyeri ortami igerisinde ekilen hiicreler kullanildi. 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarin sonunda intraseliiler ATP igerigi ATP-TCA kiti (DCS Innovative
Diagnostica-Systeme, Hamburg, Almanya) kullanilarak belirlendi. ATP-kitinin
icinde yer alan hiicre lizis tamponu kullanilarak (50ul/kuyucuk) hiicre icerisindeki
ATP elde edildi. Oda sicakliginda 45 dakika inkiibasyonu takiben kuyucuklarin
icerisinden 50’°ser pl alinip luminometrik 6l¢iime uygun beyaz plaklara (Microfluor 2
white, flat bottom 96 well microtiter plates, Thermolab Systems, Ingiltere) aktarildi.
Uzerlerine 50ul/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi igeren soliisyon ilave edildi.
Sonugcta, elde edilen ATP miktar1 asagida formiile edildigi sekilde lusiferin-lusiferaz
bioluminesans reaksiyonu yardimiyla 6l¢gme zamanmi 1 saniye olacak sekilde
luminometre (Bio-Tek, Winooski, USA) kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar rolatif 11k
tinitesi (RLU) olarak verildi. Boylece ilag uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerin

RLU degerlerine gore ekstraktlarin sitotoksik etkileri hakkinda bilgi edinildi.
Lusiferaz

ATP + Lusiferin + O -» > > —> —> —> —> — AMP + 2Pi + CO; + Foton (RLU)
3.7. Tripan Blue Boyama Yontemi

Tripan boyama i¢in 6 kuyucuklu diiz plaklara ( Tissue Cultue Test plates, 6
wells Flat, Orange Scientific, Belgika) 200 TIK ekstrakt konsantrasyonlar:
hazirlandi, lizerine MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri sayilarak 2 ml besiyeri
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icerisinde 500x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde (3 tekrarl)) 6 kuyucuklu plaklara

ekildi. 72 saat sonra tripan boyama prosediirii uygulandi.

» Alt1 kuyucuklu plaklara ekili hiicrelerin {izerlerindeki siipernatanlar falkon
tipe (15 ml sterile polypropylene cnical bottom Screw cap tup 92159, Biolab,

Macaristan) toplandi.

» Hiicrelerin iizerine 1 ml PBS (Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline 10x;
Sigma, D1283, ABD) ilave edilip kalan hiicrelerde toplanarak ayni falkon tiiplere

konuldu.

» Hiicre kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin tizerine 200 ul tripsin ilave edildi. 4

dakika 37°C derecede bekletildi.
» 2 ml besiyeri ilave edilip ayn1 falkon tiiplere toplandi.
» 4 dakika santrifiij edilip siipernatani atildu.
» Uzerlerine hiicre hattina uygun besiyeri ilave edildi,

» Elde edilen hiicre siispansiyonundan 20 pl alinarak ependorf tiipe alindi.
Uzerine esit miktarda Tripan Blue (Trypan Blue Solution % 0.5, Biological

Industries, Israil) boyasi konarak iyice karigmasi saglandi.

» Bu karisimdan 12 pl alip Toma lamina konarak boyanmig (6li) ve

boyanmamis (canli) hiicreler sayilarak % 6liim oranlar1 hesaplandi.

% Oliim Orani= Olii hiicre sayis/ml x100

Toplam hiicre say1si/ml
3.8. Hematoksilen Boyama Yontemi

Hematoksilen boyama i¢in 6 kuyucuklu diiz plaklara (Tissue Cultue Test
plates, 6 wells Flat, Orange Scientific, Belgika) 200 TiK ekstrakt konsantrasyonlari
hazirlandi, tizerine MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri sayilarak 2 ml besiyeri
icerisinde 500x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde (3 tekrarl)) 6 kuyucuklu plaklara

ekildi. 72 saat sonra hematoksilen boyama prosediirii uygulanda.
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» Alt1 kuyucuklu diiz plaklara ekili hiicrelerin iizerlerindeki siipernatanlar
falkon tiipe (15 ml sterile polypropylene cnical bottom Screw cap tup 92159, Biolab,

Macaristan) toplandi.

» Hiicrelerin lizerine 1 ml PBS (Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline 10x;
Sigma, D1283, ABD) ilave edilip kalan hiicrelerde toplanarak ayni falkon tiiplere

konuldu.

» Hiicre kiiltlir kaplarindaki hiicrelerin tizerine 200 pl tripsin ilave edildi. 4

dakika 37°C derecede bekletildi.
» 2 ml besiyeri ilave edilip ayn1 falkon tiiplere toplandi.
» 4 dakika santrifiij edilip stipernatani atildi.

» pellet lizerine 1 ml PBS ilave edilip tek hiicre siispansiyonu olusturacak

sekilde hazirlandu.

» Sitosantrifiij lam’lar1 (poli L lizinli!) etiketlendi, hiicrelerin toplanacagi
bolge isaretlendi, sitosantrifiij igine yerlestirildi, ardindan 1 ml’lik hiicre

siispansiyonunun tamami eklendi.
» 2.200 rpm’de 4 dakika sitosantrifiij edildi.
» Lam’lar ¢ikartilir ve oda 1sisinda bir gece kurumaya birakildi.

» Lam’lar saleye dizilir, dnceden buzdolabinda sogutulan % 100 metanol

ilave edilerek 15 dak. buzdolabinda bekletilir
» Lam’lar PBS ile 3x5 dak. yikanir.

» Lam’larin {izerini tamamen kaplayacak sekilde hematoksilen damlatild1 ve

5 sn. bekletildikten sonra dnce musluk suyundan sonra distile sudan gegirildi.

» Gliserol damlatip lamelle kapatildi. Lamelin ¢evresine kapatici siiriilerek

hava almas1 engellendi. Mikroskop altinda incelendi.
3.9. ikili Boyama (Double Staining) Yontemi

Ikili boyama i¢cin 6 kuyucuklu diiz plaklara (Tissue Cultue Test plates, 6 wells
Flat, Orange Scientific, Belgika) 200 TIK ekstrakt konsantrasyonlar1 hazirlandi,
tizerine MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri sayilarak 2 ml besiyeri igerisinde
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500x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde (3 tekrarl) 6 kuyucuklu plaklara ekildi. 72

saat sonra ikili boyama prosediirii uygulandi.
Stok cozeltileri: Stok ¢ozeltiler PBS i¢inde hazirlandi.
RNAse (Ribonuclease A, R-500, Sigma) 100 mg / ml
PI (Propidium Iodide, P-4170, Sigma) 100 pg / ml
Hoechst dye (33342, Applichem Biochemica) 200 pg / ml
Calisma c¢ozeltisi: 10 ml PBS igine;
100 pl PI stok
100 pl RNAse stok
500 pl Hoechst (33342) stoktan ilave edilerek hazirlandi.

» Alt1 kuyucuklu diiz plaklara ekili hiicrelerin iizerlerindeki siipernatanlar
falkon tiipe (15 ml sterile polypropylene cnical bottom Screw cap tup 92159, Biolab,

Macaristan) toplandi.

» Hiicrelerin iizerine 1 ml PBS (Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline 10x;
Sigma, D1283, ABD) ilave edilip kalan hiicrelerde toplanarak ayni falkon tiiplere

konuldu.

» Hiicre kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin tizerine 200 ul tripsin ilave edildi. 4

dakika 37°C derecede bekletildi.
» 2 ml besiyeri ilave edilip ayn1 falkon tiiplere toplandi.
» 4 dakika santrifiij edilip siipernatani atildu.
» Uzerlerine 100 pl double staining ¢alisma ¢dzeltisi ilave edilip, karistirilda.

» Falkon tiipler aliiminyum folyo ile kaplandi, karanlikta 15-20 dakika 37

derecede inkiibe edildi.

» Temiz bir lam {izerine bu soliisyondan 17 mikrolitre konularak lamelle

kapatildi

» Lamelin c¢evresine kapatici siiriilerek hava almasi engellendi. Invert

mikroskop (Inverted microscope, CKX41, Olympus, Almanya) altinda incelendi.
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3.10. Western Blot Yontemi

Western blot, bir protein karigimi i¢indeki belirli bir proteini ve biiylkligiint
saptamak i¢in kullanilan nicel bir yontemdir. Bu metot istenilen bir proteine karsi
yonlendirilen yiiksek kalitede bir antikor kullanimina baglidir. Bu antikor prob olarak
kullanilarak ilgili protein bir karisimin i¢inden saptanabilir. Western blot hiicrede ne

kadar protein biriktigini gosterir

3.10.1. Hiicre Lizisi

TTP, isvigre) konfluent olan hiicreler 200 TIK ekstrakt konsantrasyonlari ile
muamele edildi. 24 ve 48 saat sonra kiiltiir kaplarinda ekili hiicrelerin tizerindeki
slipernatanlar buz tizerindeki falkon tiiplere toplandi. Kiiltiir kaplarina 10 ml soguk
PBS (+4°C) konuldu ve scraperla (Grainer Bio-one, Almanya) hiicreler kiiltiir
kaplarindan kazinarak falkon tiiplere toplandi. 1000g’de 5 dak. +4°C’de santrifiij
edildikten sonra silipernatani atildi. Hiicreler daha sonra 300 upl lizis soliisyonu
konularak ependorf tiiplere aktarildi ve 15 saniye sonikasyona konularak
homogenizasyon saglandi. Is1 banyosunda 65 °C’de 15 dak bekletildi ve -20’ye
kaldirildi.

Lizis solusyonu:

Madde Stok Final
Tris-HCI 1.5 M pH 6.8 2.038 ml 62.5 mM
Ure 182¢ 6 M
Gliserol (%100) 5ml %10

SDS (%10) 10 ml %?2
Bromophenol blue (%]1) 62.5ul %0.00125
B-mercaptoethanol 2.5ml %5
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3.10.2. Ornek yiiklemesi

Ornekler sample bufferla birlikte hazirlandigl icin dogrudan asagida belirtilen

miktarlarda jele yiiklenir. Ornekler 300 pL lizis soliisyonu icinde bulunur.

Asagida belirtilen hacimlerde yiikleme yapilir:

Ornek no Yiiklenen (ul) Ornek

1 5 Marker
2 20 MCF-7 Konrol
3 20 MCF-7 Okse-K 24 saat
4 20 MCF-7 Okse-K 48 saat
5 20 MCF-7 Helixor-P 24 saat
6 20 MCF-7 Helixor-P 48 saat
7 20 MDA-MB-231 Konrol
8 20 MDA-MB-231 Okse-K 24 saat
9 20 MDA-MB-231 Okse-K 48 saat
10 20 MDA-MB-231 Helixor-P 24 saat
11 20 MDA-MB-231 Helixor-P 48 saat
12 5 Marker
3.10.3. Elektroforez

Jel: Invitrogen NuPAGE Novex Mini Gel, Bis-Tris %4-12 gradient
(NP0322B0OX), 12 kuyucuklu jel kullanilir.

Marker: Amersham High Range Rainbow MW Markers (RPN756E) (6rnek
nol & 12)

Running buffer:

NuPAGE® MES SDS Running Buffer (for Bis-Tris Gels only) (20X)
(NP0002)

Ultrapure su (dH,0) ile 20 kat sulandirilir. pH ayarlanmaz.
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20 ml MES Running Buffer

380 ml dH,O

Gii¢ kaynagi: Labnet Power Station 200

Elektroforez siiresi 1 saat ve voltaj 150 V’tur.

Elektroforez sonrasinda jelin sol iist kdsesi kesilerek transfer 6ncesinde dH,O
bulunan kapta kisa bir siire bekletilir.

3.10.4. Transfer

Dry blotting yapilir. Invitrogen iBlot cihazi kullanilir. Protokole uygun olarak
diizenek kurulur. Alttan iiste: bakir anot ve nitroseluloz membran (ikisi birlikte), jel,
bakir katot ve siinger cihaza yerlestirilir. Cihazin kapagi kapatilir. P3 (Program 3)’te
8 dakika boyunca transfer gerceklestirilir

Transfer cihazi: iBlot™ Gel Transfer Device (IB1001)

Sarf malzeme: iBlot™ Transfer Stack, Mini (Nitrocellulose, 0.2 pm)

(IB3010-02)
3.10.5. Deteksiyon

Deteksivon __ kiti:  Invitrogen, Western Breeze Chemiluminescent

Immunodetection System (WB7106)

Blocker/Diluent (Part A) - Concentrated buffered saline solution containing
detergent

Blocker/Diluent (Part B) - Concentrated Hammersten casein solution

Wash Solution (16X) - Concentrated buffered saline solution containing
detergent

Secondary Antibody Solution - Ready-to-use solution of alkaline
phosphatase-conjugated, affinity purified, anti-rabbit IgG, goat conjugate

Chemiluminescent Substrate - Ready-to-use solution of CDP-Star®
chemiluminescent substrate for alkaline phosphatase

Chemiluminescent Substrate Enhancer - Nitro-Block-II. enhancer for blots

on NC membranes
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Primer antikor: Cell Signalling, PARP (46D11) Rabbit mAb (9532)
1:1000 oraninda 10 ml“blocking solution”a eklenerek
hazirlanir.

Shaker: Mini Rocker MR-1

Film: Thermo Scientific - CL-XPosure Film (#34090)

Invitrogen deteksiyon kiti protokolii takip edilir:

Blocking solution:

14 ml dH,0O

4 ml Blocker/Diluent (Part A)

ml Blocker/Diluent (Part B)
Yikama solusyonu:

150 ml dH,O

10 ml Wash Solution (16X)

Substrat solusyonu:

2.375 ml Chemiluminescent Substrate

0.125 ml Chemiluminescent Substrate Enhancer

- 2x5 dk 20 ml dH,0 yikamas1

- 30 dk 10 ml Blocking solution ile shakerda inkiibasyon

- 2x5 dk 20 ml dH,O yikamasi

- 1 saat 10 ml primer antikor solusyonu shakerda inkiibasyon

- 4x5 dk 20 ml yikama solusyonu ile elde yikama

- 30 dk 10 ml Secondary Antibody Solution eklenir ve shakerda
inkiibe edilir

- 4x5 dk 20 ml yikama solusyonu ile elde yikama

- 3x2 dk 20 ml dH,0 yikamas1

- Hazirlanan Substrat solusyonunun tamami membran lizerine
yavagega dokiiliir.

- Karanlikta 5 dakika inkiibe edilir

- Karanlikta {izerine film kapatilarak goriintiileme yapilir (1 saat).
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4. BULGULAR

4.1. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Hattinda Sitotoksisite
MTT ve ATP Canlilik Testi Bulgular:

Sitotoksisite bulgularinda, MTT metoduna uygun olan hiicre sayisini
belirlemek icin MDA-MB-231 hiicreleri kullanildi. Farkli sayilarda MDA-MB-231
hiicrelerinin MTT testiyle verdigi absorbanslar 6lctildii. Boylece total dehidrogenaz
aktivitesi ile hiicre sayis1 arasinda dogrusal iliski oldugu belirlendi (sekil 4.1.).
Alman sonuglara uygun sayida hiicreler sitotoksisite testlerinde kullanildi. Bu

sonuglar MCF-7 hiicreleri i¢in de referans olarak alindi.

1,6000
1,4000 y=3E=05x+0,0742

R2= 0,9617/
1,2000

1,0000

L 3 /
0,8000
0,6000

©

0,4000
0,2000 ?,
0,0000

Absorbans

v T T T T T

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000

Hlcre sayisi

Sekil 4.1. MTT metodu ile MDA-MB-231 hiicrelerinin 570 nm’de verdikleri absorbans
degerleri.

Hiicrelerde o6kse otu ekstraktlar1 uygulamalarindan sonra olabilecek
degisimleri degerlendirebilmek ve hatalar1 en aza indirebilmek amaciyla pozitif
(maksimum canlilik) ve negatif (minimum canlilik) kontrol hiicreleri kullanildi. Bu
hiicrelerin genel goriiniimii referans olarak alinan MDA-MB-231 hiicreleri i¢in resim

4.1. ve resim 4.2.”de goriilmektedir.
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Resim 4.1: MTT testinden 6nce pozitif Resim 4.2: MTT testinden once negatif
kontrol MDA-MB-23 1hiicreleri kontrol MDA-MB-231 hiicreleri.

Ayrica MTT testi sonucunda olusan koyu mavi renkli formazon bilesiklerinin
pozitif ve negatif kontrol gruplarinda genel goriiniimleri resim 4.3 ve resim 4.4’de

goriilmektedir.

Resim 4.3: MTT testinden sonra olusan Resim 4.4: MTT testinden sonra olugan
pozitif kontrol MDA-MB-231 hiicrelerinde negatif kontrol MDA-MB-231 hiicrelerinde
gozlenen formazon kristallerinin gozlenen formazon kristallerinin gériiniimii.
goriinimul.

4.1.1. MTT metodu ile MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Hatti
Uzerine Endemik Okse Otu Ekstraktlarinin Etkileri

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik 6kse otu ekstraktlarinin, MDA-MB-231
insan meme kanseri hiicre hatlarinin canlilif1 {izerine olan etkisini belirleyebilmek
icin MTT testi yapildi. Hiicrelere endemik 0kse otu ekstraktlarmin alt1 farkli dozu
1.675, 0.50, 0.16, 0.05, 0.016, 0.05 mg/ml uyguland1. Ug ayr1 plak’a ekilen hiicre
dizileri 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Ortaya ¢ikan % canliliklar



sirastyla sekil 4.2, 4.3 ve 4.4’de gosterildi. MTT testi uygulamasindan 48 ve 72 saat
sonra MDA-MB-231 hiicrelerinde gozlenen formazan kristallerinin goriintiileri 10x

ve 20x objektif ile inverted mikroskop altinda fotograflandi.
4.1.1.1. 24 Saatlik Inkiibasyon Bulgular

Hiicrelere 24 saat siireyle endemik Okse otu ekstraktlari uygulandiginda
ortaya ¢ikan MTT sonuglar1 sekil 4,2°de gosterildi. Mikroskobik incelemede
ekstraktlarin tim dozlarinin MDA-MB-231 hiicrelerinin biiylimelerini engellemedigi
gbzlendigi halde MTT canlilik testi sonuglarinda 1.675, 0.50 ve 0.16 mg/ml dozlarda
interferanstan dolay1r % canliligin kontrol hiicrelerine oranla ¢ok daha fazla oldugu

gozlendi (sekil 4.2).

Endemik Okse Otu Ekstraktlar
(MTT Canhlik Testi)

250
200
=
o
< 150
,’\=»‘ e
W Okse-B
Z 100 - i
= W Okse-C
“ 50 | .
 Okse-K
0 A

Kontrol 1,675 0,5 0,16 0,05 0,016 0,005

Doz (mg/ml)

Sekil 4.2. Endemik 6kse otu ekstraktlarinin 24. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerine olan
etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.

4.1.1.2. 48 Saatlik Inkiibasyon Bulgular

Ekstraklarin uygulanmasindan 48 saat sonra ortaya ¢ikan MTT canlilik testi
sonuglar1 sekil 4.3’de gosterildi. Mikroskobik inceleme sonucu yalmz Okse-K
ekstraktinin 1.675 mg/ml dozunda sitotoksik etki gozlenirken her ii¢ ekstraktin da
1.675, 0.50 ve 0.16 mg/ml dozlarinin uygulandigr kuyucuklarin taban yiizeyinde
kirlilik ve tortu gozlendi (resim 4.5-4.12). MTT sonuglarina gore bu ii¢ dozda yine

interferanstan dolay1r % canliligin kontrol hiicrelerine oranla ¢ok daha fazla oldugu
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gozlendi (sekil 4.3). Okse-K % 50 oraninda alkolle ¢oziilerek hazirlandig i¢in % 2,5
ve % 1,5 alkol uygulanarak kontrol hazirlandi. Mikroskopta incelendiginde 48 saat
sonunda alkol kontrollerinin maksimum canlilik goriilen kontrol hiicrelerinden farkli

olmadig goriildii (resim 4.13 ve resim 4.14).

Endemik Okse Otu Ekstraktlar:

(MTT Canhhik Testi)
250
200
£
9_; 150
= m Okse-B
5 100 B Okse-C
@]
50 - m Okse-K
0 |

Kontrol 1,675 0,5 0,16 0,05 0,016 0,005

Doz (mg/ml)

Sekil 4.3: Endemik okse otu ekstraktlarinin 48. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine
olan etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.

Resim 4.6: 48 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum canlilik (MO) goriilen kontrol
MDA-MB-231 hiicrelerinde gézlenen
formazon kristalleri (x20)

Resim 4.5: 48 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum inhibisyon (MI) goriilen kontrol
MDA-MB-231 hiicreleri (x10)
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Resim 4.7: 1.675 mg/ml Okse-B
uygulamasindan 48 saat sonra MDA-MB-

231 hiicrelerinde gézlenen formazon
kristalleri (x10)

Resim 4.8: 0.5 mg/ml Okse-B
uygulamasindan 48 saat sonra MDA-MB-

231 hiicrelerinde gozlenen formazon
kristalleri (x10)

Resim 4.9: 1.675 mg/ml Okse-C
uygulamasindan 48 saat sonra MDA-MB-
231 hiicrelerinde gozlenen formazon
kristalleri (x10)

Resim 4.10: 0.5 mg/ml Okse-C
uygulamasindan 48 saat sonra MDA-MB-
231 hiicrelerinde gbzlenen formazon
kristalleri (x20)

Resim 4.11: 1.675 mg/ml Okse-K
uygulamasindan 48 saat sonra MDA-MB-
231 hiicrelerinde gozlenen formazon
kristalleri (x10)

Sekil 4.12: 0.5 mg/ml Okse-K
uygulamasindan 48 saat sonra MDA-MB-
231 hiicrelerinde gbzlenen formazon
kristalleri (x10)
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Resim 4.13: % 2.5 Alkol uygulamasindan Resim 4.14: % 1.2 Alkol uygulamasindan 48
48 saat sonra MDA-MB-231 hiicrelerinde saat sonra MDA-MB-231 hiicrelerinde
gdzlenen formazon kristalleri (x10) gozlenen formazon kristalleri (x10)

4.1.1.3. 72 Saatlik Inkiibasyon Bulgulari

Uygulamadan 72 saat sonra ortaya ¢ikan MTT canlilik testi sonuglart Sekil
4.4°de gosterildi. Mikroskobik incelemede her {i¢ ekstraktin da 1.675, 0.50 ve 0.16
mg/ml dozlarinin uygulandigi kuyucuklarda &zellikle Okse-C ekstraktinin 1.675
mg/ml dozunun uygulandigr kuyucukta (resim 4.19) kirliligin daha da arttig1
gozlendi. MTT sonuglarina gore bu ii¢ dozda yine interferanstan dolay1 % canliligin
kontrol hiicrelerine oranla ¢ok daha fazla oldugu gozlendi Mikroskobik goriintii
sonuglarma gore ise sitotoksik etki Okse-B ve Okse-K ekstraktlarmin 1.675 ve 0.50
mg/ml dozlarinda gozlenirken (resim 4.17, 4.18, 4.21, 4.22) 72 saat sonunda da alkol
kontrollerinin maksimum canlilik goriilen kontrol hiicrelerinden farkli olmadigi
goriildii (resim 4.23, 4.24).

Endemik Okse Otu Ekstraktlar

(MTT Canhlik Testi)
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—_—
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% 150 m Okse-B
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Kontrol 1,6/5 0,5 0,16 0,05 0,016 0,005

Doz (mg/ml)

Sekil 4.4: Endemik okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine
olan etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.
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Resim 4.16: 72 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum canlilik (MO) goriilen kontrol
MDA-MB-231 hiicrelerinde gozlenen
formazon kristalleri (x20)

Resim 4.15: 72 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum inhibisyon (MI) goriilen kontrol
MDA-MB-231 hiicreleri (x10)

Resim 4.1 : 1.675 mg/ml Okse-B Resim 4.18: 0,5 mg/ml Okse-B

uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB- uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB-
231 hiicrelerinde gozlenen formazon 231 hiicrelerinde gbzlenen formazon

kristalleri (x10 kristalleri (x10)

Resim 4.19: 1.675 mg/ml Okse-C Resim 4.20: 0,5 mg/ml Okse-C

uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB- uygulamasindan 72saat sonra MDA-MB-231
231 hiicrelerinde gézlenen formazon hiicrelerinde gozlenen formazon kristalleri
kristalleri (x10) (x10)
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Resim 4.21:1.675 mg/ml Okse-K Resim 4.22: 0,5 mg/ml Okse-K
uygulamasindan72 saat sonra MDA-MB-231 uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB-

hiicrelerinde gozlenen formazon kristalleri 231 hiicrelerinde gozlenen formazon
(x10) kristalleri (x10)

Resim 4.23: % 2.5 Alkol uygulamasindan Resim 4.24: % 1.2 Alkol uygulamasindan 48
48 saat sonra MDA-MB-231 hiicrelerinde saat sonra MDA-MB-231 hiicrelerinde
gbzlenen formazon kristalleri (x10) gbzlenen formazon kristalleri (x10)

4.1.1.4. interferansin Arastirllmasi

Interferansin olusmasinda endemik 6kse otu ekstraktlarin PH’larinm etkili
olabilecegi diisiiniilerek PH’lar1 6lgiildii; Okse-B: 7.80, Okse-C: 7.83 ve Okse-K:
7.39 olarak bulundu. PH’lar1 sirasiyla 7.41, 7.43 ve 7.39 olarak ayarlandi ve yeni bir
plak’a ekstraklarin yine alt1 farkli dozu (1.675, 0.50, 0.16, 0.05, 0.016, 0.05 mg/ml)
uygulanarak MTT canlilik testi yapildi. Ortaya ¢ikan MTT canlilik testi sonuglari
sekil 4.5°da gosterildi. Buna gore her li¢ endemik dkse otu ekstraktinin 1.675, 0.50
ve 0.16mg/ml dozlarinda interferans gozlendi ve bu li¢ dozda % canliligin kontrol

hiicrelerine oranla ¢ok daha fazla oldugu goriildii.
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Endemik Okse Otu Ekstraktlar

(MTT Canhhik Testi)
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Kontrol 1,675 0,5 0,16 0,05 0,016 0,005

Doz (mg/ml)

Sekil 4.5: Endemik okse otu ekstraktlarmin PH’lar1 Okse-C: 7.41, Okse-B: 7.43 ve Okse-K:
7.39 olarak ayarlandiktan sonra 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine olan etkisinin
MTT testi ile gosterilmesi.

Interferansin, ekstraktlarin PH’larindan kaynaklanmadig: tespit edilince
neden kaynaklandigin1 anlamak icin hiicre hatt1 ilave etmeden yalniz endemik okse
otu ekstraktlarmin yiiksek ii¢ dozu 1.675, 0.50, 0,16 mg/ml yeni bir plak’a
uygulanarak MTT canlilik testi yapildi. Ug dozda % canliligin kontrol hiicrelerinden
cok daha fazla oldugu goézlendi (Sekil 4.6).

Endemik Okse Otu Ekstraktlar
(MTT Canhhik Testi)
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Kontrol 1,675 0,5 0,16

Doz (mg/ml)

Sekil 4.6: Endemik 6kse otu ekstraktlarinin hiicre ilave edilmeden 24 saat sonra MTT testi ile
Ol¢iilmesi.
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4.1.2. ATP Canlilik Metodu ile MDA-MB-231 insan Meme Kanseri
Hiicre Hatt1 Uzerine Endemik Okse Otu Ekstraktlarimin Etkileri

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik okse otu ekstraktlarinin, MDA-MB-231
insan meme kanseri hiicre hatlarinin canlilig1 iizerine olan sitotoksik etkisini
belirleyebilmek icin ATP canlilik testi yapildi. Yiiksek ti¢ dozu 1.675, 0.50 ve 0,16
mg/ml uygulanan endemik 6kse otu ekstraktlariin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre
soylarinda intraselliiler ATP miktarina olan etkisi sekil 4.7°de gosterildi. Buna gore
1.675 mg/ml dozda ii¢ endemik Okse otu ekstraktinda sitotoksik etki gozlenirken,
0.50 mg/ml dozda Okse-K’nin Okse-B’ye oranla, 0,16 mg/ml dozda Okse-K’nin

digerlerine oranla daha sitotoksik oldugu gozlendi.

Endemik Okse Otu Ekstraktlar:
(ATP Canhhik Testi )
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Sekil 4.7: Endemik 6kse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatti {izerine
olan etkisinin ATP testi ile gosterilmesi.

4.1.3. MTT Metodu ile MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Hatti
Uzerine Ticari Okse Otu Ekstraktlarimin Etkileri

Helixor A, Helixor P ve Helixor M ticari dkse otu ekstraktlarinin, MDA-MB-
231 insan meme kanseri hiicre hatlarinin canliligi iizerine olan etkisini
belirleyebilmek i¢in MTT canlilik testi yapildi. Hiicrelere ticari Okse otu
ekstraktlarinin alt1 farkli dozu 1.675, 0.50, 0.16, 0.05, 0.016, 0.05 mg/ml uygulandi.
3 ayn plak’a ekilen hiicre dizileri 24, 48 ve 72 saat slireyle inkiibasyona birakildi.
Ortaya cikan % canliliklar sirasiyla sekil 4.8, 4.9, 4.10°da gosterildi. Fotograflama
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islemi 24. saatte MTT testi uygulamasindan once, 48 ve 72. saatte MTT
uygulamasindan sonra (MDA-MB-231 hiicrelerinde gozlenen formazan kristalleri)

10x ve 20x objektif ile inverted mikroskop altinda yapildu.
4.1.3.1. 24 Saatlik Inkiibasyon Bulgulari

Hiicrelere 24 saat siireyle ticari 0kse otu ekstraktlari uygulandiginda ortaya
cikan MTT sonugclart sekil 4.8’de gosterildi. Mikroskobik incelemede ekstraktlarin
MDA-MB-231 hiicrelerinin  biliylimelerini  engellemedigi (resim 4.27-4.32)
gbzlendigi halde MTT canlilik testi sonuglarinda 6zellikle 1.675, 0.50 ve 0,16 mg/ml
dozlarinda olmak tizere tiim dozlarda % canliligin kontrol hiicrelerine oranla ¢ok

diistik oldugu gozlendi (Sekil 4.8).

Ticari Okse Otu Ekstraktlar:
(MTT Canhilik Testi)
120
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=
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20 u Helixor-M
0 .
Kontral 1,675 0,5 0,16 0,05 0,016 0,005
Doz (mg/ml)

Sekil 4.8: Ticari 6kse otu ekstraktlarinin 24. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerine olan
etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.

Resim 4.25: 24 saatlik inkiibasyon sonunda esim 4.26: 24 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum inhibisyon (MI) goriilen kontrol =~ maksimum canlilik (MO) gériilen kontrol
MDA-MB-231 Hiicreleri (x10) MDA-MB-231 Hiicreleri (x20)
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Resim 4.27: 1.675 mg/ml Helixor A
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 Hiicreleri (x10)

Resim 4.29: 1.675 mg/ml Helixor P
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 Hiicreleri (x10)

Resim 4.31: 1.675 mg/ml Helixor M
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 Hiicreleri (x10)

Resim 4.28: 0,5 mg/ml Helixor A
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 Hiicreleri (x10)

Resim 4.30: 0,5 mg/ml Helixor P
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 Hiicreleri (x10)

Resim 4.32: 0,5 mg/ml Helixor M
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 Hiicreleri (x10)
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4.1.3.2. 48 Saatlik Inkiibasyon Bulgular

Ekstraklarin uygulanmasindan 48 saat sonra ortaya ¢ikan MTT canlilik testi
sonuclar1 Sekil 4.9°da gosterildi. Mikroskobik inceleme sonucu yalniz Helixor-P’nin
1.675 mg/ml dozunda (resim 4.36) kontrole oranla hiicre sayisinda biraz azalma
gozlenirken 24 saat sonraki MTT grafiginde gorildiigii gibi her ii¢ ekstraktin da
ozellikle 1.675, 0.50 ve 0,16 mg/ml dozlarinda olmak fizere tiim dozlarda %

canliligin kontrol hiicrelerine oranla ¢ok diisiik oldugu gozlendi (sekil 4.9).

Ticari Okse Otu Ekstraktlar:
(MTT Canhilik Testi)
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Doz (mg/ml)

Sekil 4.9: Ticari 6kse otu ekstraktlarinin 48. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerine olan
etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.

Resim 4.34: 48 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum canlilik (MO) goriilen kontrol
MDA-MB-231 hiicrelerinde gézlenen
formazon kristalleri (x10)

Resim 4.33: 48 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum inhibisyon (MI) goriilen kontrol
MDA-MB-231 hiicreleri (x10)
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Resim 4.35: 1.675 mg/ml Helixor A Resim 4.36: 1.675 mg/ml Helixor P

uygulamasindan 48 saat sonra MDA-MB- uygulamasindan 48 saat sonra MDA-MB-
231 hiicrelerinde gozlenen formazon 231 hiicrelerinde gbzlenen formazon
kristalleri (x10) kristalleri (x10)

Resim 4.37: 1.675 mg/ml Helixor M
uygulamasindan 48 saat sonra MDA-MB-
231 hiicrelerinde gozlenen formazon
kristalleri (x10)

4.1.3.3. 72 Saatlik Inkiibasyon Bulgulari

Uygulamadan 72 saat sonra ortaya ¢ikan MTT canlilik testi sonuglari sekil
4.10’de gosterildi. Mikroskobik incelemede her ii¢ ekstraktin da 1.675 mg/ml
dozlarinda (Sekil 4.40, 4.42, 4.44) ve Helixor-A ve Helixor-P’nin 0,5 mg/ml dozunda
(Sekil 4.41, 4.43) kontrole oranla hiicre sayisinda azalma gozlendi. 24 ve 48 saat
sonraki MTT testinde oldugu gibi her ii¢ ekstraktin da 6zellikle 1.675, 0.50 ve 0,16
mg/ml dozlarinda olmak iizere tiim dozlarda % canliligin kontrol hiicrelerine oranla

cok diisiik oldugu gozlendi (sekil 4.10).
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Ticari Okse Otu Ekstraktlar:
(MTT Canlilik Testi)

120

100 -
o~
é 80 -

60 .
% W Helixor A
5 40 - B Helixor P
@]

20 + 1 Helixar M

0 |
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Doz (mg/ml)

Sekil 4.10: Ticari dkse otu ekstraktlarinin 72 saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerine olan
etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.

Resim 4.39: 72 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum canlilik (MO) goriilen kontrol
MDA-MB-231 hiicrelerinde gbzlenen
formazon kristalleri (x10)

Resim 4.38: 72 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum inhibisyon (MI) gériilen kontrol
MDA-MB-231 hiicreleri (x10)

Resim 4.40: 1.675 mg/ml Helixor A Resim 4.41: 0,5 mg/ml Helixor A
uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB- uygulamasindan 72saat sonra MDA-MB-231
231 Hiicrelerinde gozlenen formazon Hiicrelerinde gozlenen formazon kristalleri
kristalleri (x10) (x10)
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Resim 4.42: 1.675 mg/ml Helixor P Resim 4.43: 0,5 mg/ml Helixor P

uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB- uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB-
231 hiicrelerinde gozlenen formazon 231 hiicrelerinde gbzlenen formazon
kristalleri (x10) kristalleri (x10)

Resim 4.44: 1.675 mg/ml Helixor M Resim 4.45: 0,5 mg/ml Helixor M
uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB- uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB-
231 hiicrelerinde gozlenen formazon 231 hiicrelerinde gozlenen formazon
kristalleri (x10) kristalleri (x10)

4.1.3.4. Interferansin Arastirllmasi

Helixor-A, Helixor-P ve Helixor-M ticari okse otu ekstraktlarinda 1.675, 0.50
ve 0,16 mg/ml dozlarda 24, 48 ve 72 saatlik uygulama sonucu MTT testinde %
canliligin kontrole oranla diisilk olmasinin nedenini arastirmak amaciyla, hiicre hatti
ilave etmeden yalniz ticari 0kse otu ekstraktlarinin yiiksek ii¢ dozu (1.675, 0.50, 0,16
mg/ml) yeni bir plate uygulanarak MTT canlilik testi yapildi. Tiim ekstraktlarda ii¢
dozda da yine % canliligin kontrol hiicrelerine oranla ¢ok diisiik oldugu gozlendi
(Sekil 4.11).
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Ticari Okse Otu Ekstraktlar:
(MTT Canhlik Testi)
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Sekil 4.11: Ticari 6kse otu ekstraktlarinin hiicre ilave edilmeden 24 saat sonra MTT testi ile
gosterilmesi.
4.1.4. ATP Canhlik Metodu ile MDA-MB-231 Insan Meme Kanseri
Hiicre Hatt1 Uzerine Ticari Okse Otu Ekstraktlarmin Etkileri

Helixor-A, Helixor-P ve Helixor-M ticari okse otu ekstraktlarinin, MDA-MB-
231 insan meme kanseri hiicre hatlarmin canlilif1 iizerine olan sitotoksik etkisini
belirleyebilmek icin ATP canlilik testi yapildi. Yiiksek ii¢ dozu (1.675, 0.50 ve 0,16
mg/ml) uygulanan ticari 0kse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre
soylarinda intraselliiler ATP miktarina olan etkisi sekil 4.12°de gosterildi. Buna gore
1.675 mg/ml dozda Helixor-A ve Helixor-P’de sitotoksik etki gozlenirken, 0.50

mg/ml dozda Helixor-P’nin Helixor-A’ya oranla, daha sitotoksik oldugu gozlendi.
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Ticari Okse Otu Ekstraktlar:
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Sekil 4.12: Ticari okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatti {izerine olan
etkisinin ATP testi ile gosterilmesi.
4.2. Okse Otu Ekstraktlarinin MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre
Hatt1 Uzerine Etkilerinin Mikroskopta Tespiti

Okse otu ekstraktlarimin uygulanmas: ile gerceklesen hiicre o6liimiiniin
apoptosiz veya nekrozisle mi ortaya ¢iktigini belirlemek amaciyla hiicre 6limi
gbzlenen MDA-MB-231 Insan Meme Kanseri hiicrelerinin mikroskopta tespiti icin
tripan blue ile boyama, ikili boyama (hoechst boya ve propidium iyodiir) ve

hematoksilen boyama yapildi.
4.2.1. Tripan Blue Boyama ile Hiicre Oliimiiniin Tespiti

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik ve Helixor A, Helixor P ve Helixor M
ticari okse otu ekstraktlarinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlarinin
canlilig1 iizerine olan etkisini belirleyebilmek icin MTT ve ATP canlilik testlerine ek
olarak hiicreler tripan blue ile boyandi. Hiicrelere endemik ve ticari Okse otu
ekstraktlarinin 1.675 mg/ml dozu uygulandi ve 72 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Daha sonra boyanmis (6lii) ve boyanmamis (canli) hiicreler toma lami iizerinde
inverted 151k mikroskop yardimiyla sayilarak % Olim oranlari hesaplandi. Grafik

(sekil 4.13) incelendiginde Okse-B, Okse-C, Helixor-A ve Helixor-M ile muamele
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edilen hiicrelerde % 20 oraninda 6liim tespit edildi. Okse-K ile muamele edilen

hiicrelerde 6lum orani % 69 iken Helixor-P’de % 58 bulundu.

Tripan Blue Boyama ile Oliim Orani Grafigi
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Sekil 4.13: Okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerine olan
etkisinin tripan blue boyamasi ile gosterilmesi.

4.2.2. ikili Boyama ile Hiicre Oliimiiniin Tespiti

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik ve Helixor A, Helixor P ve Helixor M
ticari okse otu ekstraktlarinin 1.675 mg/ml dozunun uygulandigit MDA-MB-231
Insan Meme Kanseri hiicrelerinde 72 saat sonunda canli ve 6lii hiicre ayrimim
yapabilmek i¢in, canli veya 6li tiim hiicreleri boyayabilen Hoechst boyasi ile sadece
Olii hiicreleri boyayabilen bir bagka boya propidium iyodiir beraber kullanildi.
Nukleuslart Hoechst boyasiyla mavi renk boyanmis canli ve 6li hiicreler ile
nukleuslar1 propidium iyodiir boyastyla kirmizi renk boyanmig 6lii hiicreler floresan
mikroskobunda sayilarak % Oliim oranlar1 hesaplandi, grafik sekil 4.14°da gosterildi.
Boyanan hiicrelerin fotograflanmasi 10x ve 20x objektif ile floresan mikroskobu

altinda yapild1 (resim 4.46-4.50).

Ticari 0kse otu ekstraktlarindan Helixor A ve Helixor M’nin uygulanan
dozlarinda endemik okse otu ekstraktlarindan Okse-B ve Okse-C’ye oranla 6liim
yiizdeleri daha diisiik gozlendi. Okse-K uygulanan hiicrelerde ise Helixor-P

uygulanan hiicrelere oranla 6liim yiizdesi fazla bulundu (Sekil 4.14).
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ikili Boyama ile Oliim Orani Grafidi
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Sekil 4.14: Okse otu ekstraktlarmm 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine olan
etkisinin ikili boyama ile gdsterilmesi.

Resim 4.46: Hoechst ile 72 saat sonra Resim 4.47: Propidium iyodiir ile 72 saat
boyanan canli ve 6lii kontrol MDA-MB-231  sonra boyanan 6li kontrol MDA-MB-231
hiicreleri (10x) hiicreleri (10x)

Resim 4.48: 1.675 mg/ml Okse-K Resim 4.49: 1.675 mg/ml Okse-K
uygulamasindan 72 saat sonra Hoechst ile uygulamasindan 72 saat sonra Propidium
boyanan canli ve 6lii MDA-MB-231 iyodiir ile boyanan 6lii MDA-MB-231
hiicreleri (10x) hiicreleri (10x)
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Resim 4.50: 1.675 mg/ml Helixor-P Resim 4.50: 1.675 mg/ml Helixor-P

uygulamasindan 72 saat sonra Hoechst ile uygulamasindan 72 saat sonra Propidium
boyanan canli ve 6li MDA-MB-231 iyodiir ile boyanan 6lii MDA-MB-231
hiicreleri (10x) hiicreleri (10x)

4.2.3. Hematoksilen Boyama ile Hiicre Oliimiiniin Tespiti

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik ve Helixor A, Helixor P ve Helixor M
ticari okse otu ekstraktlarmin 1.675 mg/ml dozu uygulanan MDA-MB-231 Insan
Meme Kanseri hiicreleri 24 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda 6 kuyucuklu plaklarda
fotograflandi. Resim 4.58-4.60’da goriildiigii gibi her {i¢ Helixor’un etkisi 24. saatte
baslarken endemik Okse otu ekstraktlarinin etkisi 72. saatte goriilmektedir (resim
4.61-4.63). Okse otu ekstraktlariin uygulandigit MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saat
sonunda morfolojilerini incelemek amaciyla hematoksilen boyama yapildi.
Niikleuslar1 diizgiin ve mavi renk boyanmis hiicreler 151k mikroskobunda sayilarak %
oranlar1 hesaplandi, grafik sekil 4.15’de gosterildi. Elde edilen sonuglara gore,
endemik dkse otu ekstraktlarindan Okse-C ve ticari dkse otu ekstraktlarindan Helixor
M’nin uygulanan dozlarinda kontrol hiicrelerine oranla hiicre sayisinda bir degisiklik
gozlenmezken Okse-B ve Helixor-A’da hiicre sayisinin azaldigi, bu azalmanin
ozellikle Okse-K ve Helixor-P’de ¢ok fazla oldugu gozlendi. Ayrica Okse-B, Okse-
C, Helixor A ve Helixor M ekstraktlarinin uygulandig: hiicrelerde kontrol hiicrelerine
kiyasla hiicre morfolojilerinde degisim gdzlenmedi. Okse-K uygulanan hiicrelerde
hiicre zarlar1 parcalanmis ve niikleuslar1 kontrole oranla daha koyu mavi boyanmisti
(Sekil 4.52). Helixor-P uygulanan hiicrelerde ise hiicre zarlarmin tamamiyle

pargalandig1 gozlendi (Sekil 4.53).
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Hematoksilen ile Boyanan Hiicre Sayisi
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Sekil 4.15: Okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerine olan
etkisinin hematoksilen boyama ile gosterilmesi.

Resim 4.51: Hematoksilen ile 72 saat sonra boyanan kontrol MDA-MB-23 1hiicreleri

Resim 4.52: 1.675 mg/ml Okse-K Resim 4.53:1.675 mg/ml Helixor-P
uygulamasindan 72 saat sonra Hematosilen =~ uygulamasindan 72 saat sonra Hematosilen
ile boyanan MDA-MB-231 Hiicreleri (20x) ile boyanan MDA-MB-231 Hiicreleri (10x)
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Resim 4.54: 24 saatlik inkiibasyon snunda
maksimum canlilik (MO) goriilen kontrol
MDA-MB-231 hﬁcreleri_ (x20)

I\

2

4.56: 1.675 mg/ml Okse-C
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 hiicreleri (x 10)

Resim

Resim 4.58: 1.675 mg/ml Helixor-A
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 hiicreleri (10x)

Resim 4.55: 1.675 mg/ml Okse-B
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-

Resim 4.57: 1.675 mg/ml Okse-K
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 hiicreleri (x 10)

Resim 4.59: 1.675 mg/ml Helixor-P
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 hiicreleri (10x)
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Resim 4.60: 1.675 mg/ml Helixor-M
uygulamasindan 24 saat sonra MDA-MB-
231 hiicreleri (10x)

Resim 4.61: 72 saatlik inkiibasyon sonunda ~ Resim 4.62: 1.675 mg/ml Okse-B
maksimum canlilik (MO) goriilen kontrol uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB-
MDA-MB-231 hiicreleri (x20) 231 hiicreleri (x 10)

Resim 4.63: 1.675 mg/ml Okse-C Resim 4.64: 1.675 mg/ml Okse-K

uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB- uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB-
231 hiicreleri (x 10) 231 hiicreleri (x 20)
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Resim 4.65: 1.675 /ml elixor-A Re51 .6: 675 ml Hehxr-P
uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB- uygulamasindan 72saat sonra MDA-MB-231
231 hiicreleri (10x) hiicreleri (10x)

Resim 4.67: 1.675 mg/ml Helixor-M
uygulamasindan 72 saat sonra MDA-MB-
231 hiicreleri (10x)

4.3. MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hattinda Sitotoksisite MTT ve
ATP Canlilik Testi Bulgular

4.3.1. MTT metodu ile MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1 Uzerine
Endemik Okse Otu Ekstraktlarinin Etkileri

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik 6kse otu ekstraktlarnin, MCF-7 insan
meme kanseri hiicre hatlarinin canliligi tizerine olan etkisini belirleyebilmek igin
MTT canlilik testi yapildi. Hiicrelere endemik 6kse otu ekstraktlarinin alt1 farkli dozu
1.675, 0.50, 0.16, 0.05, 0.016, 0.05 mg/ml uyguland1. Ug ayr1 plak’a ekilen hiicre
hatlar1 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Ortaya ¢ikan % canliliklar
sirastyla sekil 4.16, 4.17, 4.18°de gosterildi. MTT testi uygulamasindan 24 saat sonra
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MCEF-7 hiicrelerinde gozlenen formazan kristallerinin goriintiileri 10x ve 20x objektif

ile inverted mikroskop altinda fotograflandi.
4.3.1.1. 24 saatlik inkiibasyon bulgular:

Hiicrelere 24 saat siireyle endemik Okse otu ekstraktlar1 uygulandiginda
ortaya ¢ikan MTT sonuglari sekil 4.16°da gosterildi. Mikroskobik incelemede her ii¢
ekstraktin da 1.675 ve 0.50 mg/ml dozlarinin MCF-7 hiicrelerinin biiyiimelerini
tamamen engelledigi gozlendi (resim 4.70, 4.71, 4.73, 4.74, 4.76, 4.77). Okse-B ve
Okse-K’nin 0.16 mg/ml dozlarinda % 50 biiyiimenin engellendigi, Okse-C nin ayni
dozunda diger iki ekstrakta oranla etkinin daha az oldugu gozlendi (resim 4.72, 4.75,
4.78). MTT canlilik testi sonu¢larinda MDA-MB-231 hiicreleri ile benzer sekilde
1.675, 0.50 ve 0.16 mg/ml dozlarda interferanstan dolayr % canliligin kontrol
hiicrelerine oranla ¢ok daha fazla oldugu gozlendi (sekil 4.16).

Endemik Okse Otu Ekstraktlar
(MTT Canhlik Testi)
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=
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=
= m Okse-
{j 50 - ¢
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0 A

Kontrol 1,675 0,5 0,16 0,05 0,016 0,005

Doz (mg/ml)

Sekil 4.16: Endemik 6kse otu ekstraktlarmin 24. saatte MCF-7 hiicre hatti {izerine olan etkisinin MTT

testi ile gdsterilmesi.
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Resim 4.69: 24 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum canlilik (MO) goriilen kontrol

MCF-7 hiicrelerinde gézlenen formazon
kristalleri (x10)

Resim 4.68: 24 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum inhibisyon (MI) goriilen kontrol
MCF-7 hiicreleri (x10)

Resim 4.70: 1.675 mg/ml Okse-B Resim 4.71: 0.5 mg/ml Okse-B
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7 uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7
hiicrelerinde gozlenen formazon kristalleri hiicrelerinde gozlenen formazon kristalleri
(x10) (x10)

Resim 4.72: 0.16 mg/ml Okse-B
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7

hiicrelerinde gézlenen formazon kristalleri
(x10)
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Resim 4.73: 1.675 mg/ml Okse-C Resim 4.74: 0.5 mg/ml Okse-C
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7 uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7
hiicrelerinde gozlenen formazon kristalleri hiicrelerinde gdzlenen formazon kristalleri
(x10) (x10)

Resim 4.75: 0.16 mg/ml Okse-C
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7

hiicrelerinde gézlenen formazon kristalleri
(x10)

Resim 4.76: 1.675 mg/ml Okse-K Resim 4.77: 0.5 mg/ml Okse-K
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7 uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7
hiicrelerinde gézlenen formazon kristalleri hiicrelerinde gozlenen formazon kristalleri
(x10) (x10)

62



Resim 4.78: 0.16 mg/ml Okse-K
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7

hiicrelerinde gézlenen formazon kristalleri
(x10)

4.3.1.2. 48 Saatlik Inkiibasyon Bulgular

Ekstraklarin uygulanmasindan 48 saat sonra ortaya ¢ikan MTT canlilik testi
sonuclart Sekil 4.17°de gosterildi. Mikroskobik inceleme sonucu her ii¢ ekstraktin
1.675 ve 0.50 mg/ml dozlarinin MCF-7 hiicrelerinin biiylimelerini tamamen
engelledigi gozlenirken 0.16 mg/ml dozda 24 saatlik inkiibasyon bulgulartyla orantili
olarak toksik etkinin biraz daha arttigi gozlendi. MDA-MB-231 hiicrelerinin 48
saatlik inkiibasyona ait mikroskobik goriintiilerde oldugu gibi her ii¢ ekstraktin da
1.675, 0.50 ve 0.16 mg/ml dozlarinin uygulandigi kuyucuklarin taban yiizeyinde
kirlilik ve tortu gozlendi. MTT sonuglarina gore bu ii¢ dozda toksik etki
gdzlenmesine ragmen yine interferanstan dolayr % canliligin kontrol hiicrelerine

oranla fazla oldugu gozlendi (sekil 4.17).
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Endemik Okse Otu Ekstraktlan
(MTT Canhilik Testi)

180
160
140
120
100 -~
80 -+
60
40 -~
20

B Okse-B

B Okse-C

Canlilik (%)

m Okse-K

Kaentrol 1,675 0,5 0,16 0,05 0,005

Doz (mmg/ml)

Sekil 4.17: Endemik 6kse otu ekstraktlarinin 48. saatte MCF-7 hiicre hatti {izerine olan etkisinin
MTT testi ile gosterilmesi.

4.3.1.3. 72 Saatlik Inkiibasyon Bulgulari

Uygulamadan 72 saat sonra ortaya ¢ikan MTT canlilik testi sonuglar1 sekil
4.18’de gosterildi. Mikroskobik incelemede her ii¢ ekstraktin 1.675, 0.50 ve 0.16
mg/ml dozlarmin uygulandigi kuyucuklarda MCF-7 hiicrelerinin biiylimelerini
tamamen engelledigi gozlenirken kuyucuklarda kirliligin daha da arttig1 gozlendi.
MTT sonuglarina gore bu ii¢ dozda yine interferanstan dolay1 % canliligin kontrol

hiicrelerine oranla ¢cok daha fazla oldugu gozlendi.

Endemik Okse Otu Ekstrak(lar
(MTT Canhlik Testi)
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Doz (mg/ml)

Sekil 4.18: Endemik 6kse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatti {izerine olan
etkisinin MTT testi ile gdsterilmesi.
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4.3.1.4. interferansin Arastirllmasi

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik okse otu ekstraktlarinda 1.675, 0.50 ve
0,16 mg/ml dozlarda 24, 48 ve 72 saatlik uygulama sonucu MTT testinde %
canliligin kontrole oranla yliksek olmasinin nedenini aragtirmak amaciyla, hiicre hatti
ilave etmeden yalniz endemik 6kse otu ekstraktlarinin yiiksek ti¢ dozu 1.675, 0.50,
0,16 mg/ml yeni bir plate uygulanarak MTT canlilik testi yapildi. U¢ dozda yine %
canliligin kontrol hiicrelerinden ¢ok daha fazla oldugu gézlendi (Sekil 4.19).

Endemik Okse Otu Ekstraktlar
(MTT Canhlik Testi)
3500
3000
S 2500
<
% 2000
= 1500 m Okse-B
O 1000 = Okse-C
500 = mOkseK
0 A
Kontrol 1,675 0,5 0,16
Doz (mg/ml)

Sekil 4.19: Endemik 6kse otu ekstraktlariin hiicre ilave edilmeden 24 saat sonra MTT testi ile
Ol¢iilmesi.

4.3.2. ATP Canlihik Metodu ile MDA-MB-231 insan Meme Kanseri
Hiicre Hatt1 Uzerine Endemik Okse Otu Ekstraktlarimin Etkileri

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik 6kse otu ekstraktlarnin, MCF-7 insan
meme kanseri hiicre hatlarinin  canliligi ilizerine olan sitotoksik etkisini
belirleyebilmek i¢in ATP canlilik testi yapildi. Yiiksek {i¢ dozu (1.675, 0.50 ve 0,16
mg/ml) uygulanan endemik o©kse otu ekstraktlarinin 72. saatte MCF-7 hiicre
hatlarinda intraselliiler ATP miktarina olan etkisi sekil 4.20°de gosterildi. Buna gore
1.675 mg/ml dozda ili¢ endemik Okse otu ekstraktinda sitotoksik etki gozlenirken,
0.50 mg/ml ve 0,16 mg/ml dozlarda Okse-B’nin digerlerine oranla daha sitotoksik

oldugu gozlendi.
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Endemik Okse Otu Ekstraktlar
(ATP Canhlik Testi )
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Sekil 4.20: Endemik 6kse otu ekstraktlarinin 72. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerine olan
etkisinin ATP testi ile gosterilmesi.

4.3.3. MTT metodu ile MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1 Uzerine
Ticari Okse Otu Ekstraktlarinin Etkileri

Helixor A, Helixor P ve Helixor M ticari 6kse otu ekstraktlarinin, MCF-7
insan meme kanseri hiicre hatlarinin canlilig1 {izerine olan etkisini belirleyebilmek
icin MTT canlilik testi yapildi. Hiicrelere ticari 6kse otu ekstraktlarinin alti farkl
dozu 1.675, 0.50, 0.16, 0.05, 0.016, 0.05 mg/ml uygulandi. Ug ayr1 plak’a ekilen
hiicre dizileri 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Ortaya ¢ikan %
canliliklar sirastyla sekil 4.21, 4.22 ve 4.23’de gosterildi. Fotograflama islemi 24.
saatte MTT testi uygulamasindan sonra MCF-7 hiicrelerinde gozlenen formazan

kristalleri 10x objektif ile inverted mikroskop altinda yapildi.
4.3.3.1. 24 Saatlik inkiibasyon Bulgular

Hiicrelere 24 saat siireyle ticari 0kse otu ekstraktlari uygulandiginda ortaya
ctkan MTT sonuglart sekil 4.21°de gosterildi. Mikroskobik incelemede ekstraktlarin
MCF-7 hiicrelerinin biiylimelerini engellemedigi (resim 4.81-4.89) gozlendigi halde
MTT canlilik testi sonuglarinda o6zellikle 1.675, 0.50 ve 0,16 mg/ml dozlarinda
olmak tizere tiim dozlarda % canliligin kontrol hiicrelerine oranla ¢ok diisiik oldugu

gozlendi (Sekil 4.21).
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Ticari Okse Otu Ekstraktlart
(MTT Canhlik Testi)

120
100 -

80 -

60 - B Helixor-A

40 ® Helixor-P

Canlilik (%)

20 ~ u Helixor-M

Kontrol 1,675 0,5 0,16 0,05 0,016 0,005

Doz (mg/ml)

Sekil 4.21: Ticari 6kse otu ekstraktlarinin 24 saatte MCF-7 hiicre hatt1 {izerine olan
etkisinin MTT testi ile gosterilmesi.

Resim 4.80: 24 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum canlilik (MO) gdriilen kontrol
MCEF-7 hiicrelerinde gozlenen formazon
kristalleri (x10)

Resim 4.82: 0.5 mg/ml Helixor-A
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7
hiicrelerinde gbzlenen formazon kristalleri
(x10)

Resim 4.79: 24 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum inhibisyon (MI) goriilen kontrol
MCF-7 hiicreleri (x10)

Resim 4.81: 1.675 mg/ml Helixor-A
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7
hiicrelerinde gdzlenen formazon kristalleri (x10)
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Resim 4.83: 0.16 mg/ml Helixor-A
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7
hiicrelerinde gézlenen formazon kristalleri (x10)

Resim 4.85: 0.5 mg/ml Helixor-P
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7

hiicrelerinde gézlenen formazon kristalleri
(x10)

Resim 4.84: 1.675 mg/ml Helixor-P
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7
hiicrelerinde gozlenen formazon kristalleri (x10)

Resim 4.86: 0.16 mg/ml Helixor-P
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7
hiicrelerinde gozlenen formazon kristalleri (x10)
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Resim 4.88: 0.5 mg/ml Helixor-M
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7

hiicrelerinde gézlenen formazon kristalleri
(x10)

Resim 4.87: 1.675 mg/ml Helixor-M
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7
hiicrelerinde gdzlenen formazon kristalleri (x10)

Resim 4.89: 0.16 mg/ml Helixor-M
uygulamasindan 24 saat sonra MCF-7
hiicrelerinde gdzlenen formazon kristalleri (x10)

4.3.3.2. 48 Saatlik Inkiibasyon Bulgular

Ekstraklarin uygulanmasindan 48 saat sonra ortaya ¢ikan MTT canlilik testi
sonuclar sekil 4.22°de gosterildi. Mikroskobik inceleme sonucu yalniz Helixor-P’nin
1.675 mg/ml dozunda kontrole oranla hiicre sayisinda biraz azalma gozlenirken 24
saatlik inkiibasyon sonrast MTT grafiginde oldugu gibi her {i¢ ekstraktin da 6zellikle
1.675, 0.50 ve 0,16 mg/ml dozlarinda olmak iizere tiim dozlarda % canliligin kontrol

hiicrelerine oranla ¢ok diisiik oldugu gozlendi (sekil 4.22).
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Ticari Okse Otu Ekstraktlar:
(MTT Canhhik Testi)
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W Helixor-A
40

W Helixor-P

Canllik (%)

20 H Helixor-M

Kontrol 1,675 0,5 0,16 0,05 0,016 0,005

Doz (mg/ml)

Sekil 4.22: Ticari 6kse otu ekstraktlarinin 48 saatte MCF-7 hiicre hatti lizerine olan etkisinin MTT
testi ile gosterilmesi.

4.3.3.3. 72 Saatlik Inkiibasyon Bulgular

Uygulamadan 72 saat sonra ortaya ¢ikan MTT canlilik testi sonuglari sekil
23’de gosterildi. Mikroskobik incelemede her ii¢ ekstraktin 1.675 mg/ml dozlarinda
ve Helixor-P’nin 0,5 ve 0,16 mg/ml dozunda diger iki ekstrakta oranla hiicre
sayisinda azalma gozlendi. 24 ve 48 saat sonraki MTT grafiginde oldugu gibi her {i¢
ekstraktin da ozellikle 1.675, 0.50 ve 0,16 mg/ml dozlarinda olmak {izere tiim
dozlarda % canliligin kontrol hiicrelerine oranla ¢ok diisiik oldugu gozlendi (sekil

23).
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Ticari Okse Otu Ekstraktlar
(MTT Canhlik Testi)
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Kontrol 1,675 0,5 0,16 0,05 0,016 0,005

Doz (mg/ml)

Sekil 4.23: Endemik 6kse otu ekstraktlarinin 72 saatte MCF-7 hiicre hatt1 lizerine olan etkisinin MTT
testi ile gdsterilmesi.

4.3.3.4. Interferansin Arastirilmasi

Helixor-A, Helixor-P ve Helixor-M ticari 6kse otu ekstraktlarinin 1.675, 0.50
ve 0,16 mg/ml dozlarinda 24, 48 ve 72 saat sonrast MTT grafiginde % canliligin
kontrole oranla diisiik olmasmin nedenini arastirmak amaciyla, hiicre hatti ilave
etmeden yalniz ticari 0kse otu ekstraktlarinin yiiksek {i¢ dozu 1.675, 0.50, 0,16
mg/ml yeni bir plate uygulanarak MTT canlilik testi yapildi. Tiim ekstraktlarda ii¢
dozda da % canliligin kontrol hiicrelerine oranla ¢ok diisiik oldugu gozlendi (sekil

4.24).

Ticari Oksc Otu Ekstraktlar
(MTT Canhilik Testi)
120
100 -
s 80 -
<
60 f
% W Helixar A
5 40 M Helixor P
&}
20 m Helixor M
0 |
Kontrol 1,675 0.5 0,16
Doz mg/ml

Sekil 4.24: Ticari 6kse otu ekstraktlarimin hiicre ilave edilmeden 24 saat sonra MTT testi ile
Ol¢iilmesi.
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4.3.4. ATP Canhlk Testi ile MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre
Hatt1 Uzerine Ticari Okse Otu Ekstraktlarinin Etkileri

Helixor-A, Helixor-P ve Helixor-M ticari 6kse otu ekstraktlarinin, MCF-7
insan meme kanseri hiicre hatlarinin canlilig1 iizerine olan sitotoksik etkisini
belirleyebilmek i¢in ATP canlilik testi yapildi. Yiiksek {i¢ dozu (1.675, 0.50 ve 0,16
mg/ml) uygulanan ticari okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MCF-7 hiicre hatlarinda
intraselliiler ATP miktarina olan etkisi sekil 4.25°de gosterildi. Buna gore her i¢

dozda Helixor-P’nin digerlerine oranla daha sitotoksik oldugu gozlendi.

Grafik Bashgi

120

100 —

60 -

B Helixor-A

Eksen Bashgi

40 H Helixor-P

20 - m Helixor-M

Kontrol 1,675 0,5 0,16

Eksen Bashgi

Sekil 4.25: Ticari 6kse otu ekstraktlarinin 72. saatte MCF-7 hiicre hatti {izerine olan etkisinin ATP
testi ile gosterilmesi.
4.4. Okse Otu Ekstraktlarmin MCF-7 insan Meme Kanseri Hiicre Hatti
Uzerine Etkilerinin Mikroskopta Tespiti

Okse otu ekstraktlarimin uygulanmas: ile gerceklesen hiicre o6liimiiniin
apoptosiz veya nekrozisle mi ortaya ¢iktigini belirlemek amaciyla hiicre 6limi
gbzlenen MCF-7 Insan Meme Kanseri hiicrelerinin mikroskopta tespiti igin tripan
blue ile boyama, ikili boyama (hoechst boya ve propidium iyodiir) ve hematoksilen

boyama yapildi.
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4.4.1. Tripan Blue Boyama ile Hiicre Oliimiiniin Tespiti

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik ve Helixor A, Helixor P ve Helixor M
ticari 0kse otu ekstraktlarinin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatlarmin canlilig
tizerine olan etkisini belirleyebilmek icin MTT ve ATP canlilik testlerine ek olarak
hiicreler tripan blue ile boyandi. Hiicrelere endemik ve ticari 6kse otu ekstraktlarinin
1.675 mg/ml dozu uygulandi ve 72 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Daha sonra
boyanmis (61ii) ve boyanmamis (canli) hiicreler toma lami {izerinde invert mikroskop
yardimiyla sayilarak % oliim oranlar1 hesaplandi. Grafik (sekil 4.26) incelendiginde
Okse-B, Okse-C, Helixor-A ve Helixor-M ile muamele edilen hiicrelerde % 20
oraninda liim tespit edildi. Okse-K ile muamele edilen hiicrelerde ise 6liim oram %

54 iken Helixor-P’de % 50 bulundu.

Tripan Blue Boyama ile Oliim Orani Grafigi
60

50

40

30

j§]|II It

Kontrol  Okse-B  Okse-C  Okse-K Helixor A Helixor P Helixor M

Oliim Orani (%)

Doz (mg/ml)

Sekil 4.26: Okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MCF-7 hiicre soyu iizerine olan etkisinin tripan blue
boyamasi ile gosterilmesi.

4.4.2. ikili Boyama ile Hiicre Oliimiiniin Tespiti

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik ve Helixor A, Helixor P ve Helixor M
ticari 0kse otu ekstraktlarinin 1.675 mg/ml dozunun uygulandigt MCF-7 insan meme
kanseri hiicre hatlarinda 72 saat sonunda canli ve 6lii hiicre ayrimin1 yapabilmek i¢in,
canli veya Olii tiim hiicreleri boyayabilen Hoechst boyasi ile sadece 6li hiicreleri

boyayabilen bir baska boya propidium iyodiir beraber kullanildi. Nukleuslari
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Hoechst boyasiyla mavi renk boyanmis canli ve Oli hiicreler ile nukleuslar
propidium iyodiir boyasiyla kirmizi renk boyanmis O6lii  hiicreler floresan
mikroskobunda sayilarak % 6liim oranlar1 hesaplandi, grafik sekil 4.27°de gdsterildi.
Boyanan hiicrelerin fotograflanmasi 10x ve 20x objektif ile floresan mikroskobu

altinda yapild1 (resim 4.92-4.97).

Sonuglar incelendiginde ticari 6kse otu ekstraktlarindan Helixor A ve Helixor
M’nin uygulanan dozlarinda endemik okse otu ekstraktlarindan Okse-B ve Okse-
C’ye oranla oliim yiizdeleri daha diisiik gozlendi. Okse-K (%80) uygulanan
hiicrelerde ise Helixor-P (%30) uygulanan hiicrelere oranla 6liim yiizdesi ¢ok daha

fazla bulundu (Sekil 4.27).

ikili Boyama ile Oliim Orani Grafigi

90
80
70
60
50
40
30

20
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° 1 B - I —

Kontrol  Okse-B  Okse-C  Okse-K Helixor A Helixor P Helixor M

Oliim Orani (%)

Doz (mg/ml)

Sekil 4.27: Okse otu ekstraktlarinin 72. saatte MCF-7 hiicre hatt1 iizerine olan etkisinin ikili
boyama ile gosterilmesi.
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Resim 4.90: Hoechst ile 72 saat sonra boyanan Resim 4.91: Propidium iyodiir ile 72 saat sonra
canli ve 6lii_kontrol MCF-7 hiicreleri (10x boyanan 6lii_kontrol MCF-7 hiicreleri (10x

Resim 4.92: 1.675 mg/ml Okse-B Resim 4.93: 1.675 mg/ml Okse-B

uygulamasindan 72 saat sonra Hoechst ile uygulamasindan 72 saat sonra Propidium

boyanan canli ve 6lii MCF-7 hiicreleri (10x)  iyodiir ile boyanan 6lii MCF-7 hiicreleri
(10x)

Resim 4.94: 1.675 mg/ml Okse-K Resim 4.95: 1.675 mg/ml Okse-K

uygulamasindan 72 saat sonra Hoechst ile uygulamasindan 72 saat sonra Propidium

boyanan canli ve 6lii MCF-7 hiicreleri (10x)  iyodir ile boyanan olii MCF-7 hiicreleri
(10x)
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Resim 4.97: 1.675 mg/ml Helixor-P

uygulamasindan 72 saat sonra Hoechst ile uygulamasindan 72 saat sonra Propidium
boyanan canli ve 6lii MCF-7 hiicreleri (10x)  iyodiir ile boyanan 6lii - MCF-7 hiicreleri
(10x)

4.4.3. Hematoksilen Boyama ile Hiicre Oliimiiniin Tespiti

Okse-B, Okse-C ve Okse-K endemik ve Helixor A, Helixor P ve Helixor M
ticari kse otu ekstraktlarmin 1.675 mg/ml dozu uygulanan MCF-7 Insan Meme
Kanseri hiicrelerinin 72 saat sonunda morfolojilerini incelemek amaciyla
hematoksilen boyama yapildi. Niikleuslar1 diizglin ve mavi renk boyanmis hiicreler
151k mikroskobunda sayilarak % oranlart hesaplandi, grafik sekil 4.28’de gosterildi.
Elde edilen sonuglara gore, endemik dkse otu ekstraktlarindan Okse-C ve ticari dkse
otu ekstraktlarindan Helixor M’nin uygulanan dozlarinda kontrol hiicrelerine oranla
hiicre sayisinda bir degisiklik gdzlenmezken Okse-B’de Helixor-A’ya oranla hiicre
sayisinin azaldig1, bu azalmanin 6zellikle Okse-K ve Helixor-P’de ¢ok fazla oldugu
gozlendi. Ayrica Okse-B, Okse-C, Helixor A ve Helixor M ekstraktlarinin
uygulandigr hiicrelerde kontrol hiicrelerine kiyasla hiicre morfolojilerinde degisim
gozlenmedi. Okse-K uygulanan hiicrelerde yogunlugun ¢ok azaldigi, baz1 hiicrelerin
cok fazla parcalandigi hatta niikleuslarinin olmadigi, olan niikleuslarinda kiigiik
oldugu gozlendi. Helixor-P uygulanan hiicrelerde ise yogunlugun azaldigi ve

niikleuslarin kontrole benzedigi gézlendi (resim 4.99-101).
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Sekil 4. 28: Okse

otu ekstraktlarinin 72. saatte MCF-7 hiicre hatti izerine olan etkisinin hematoksilen
boyama ile gdsterilmesi.

Resim 4.98: Hematoksilen ile 72 saat sonra  Resim 4.99: 1.675 mg/ml Okse-B
boyanan kontrol MCF-7 hiicreleri uygulamasindan 72 saat sonra Hematosilen

ile boyanan MCF-7 Hiicreleri (20x)

Resim 4.100: 1.675 mg/ml Okse-K Resim 4.101:1.675 mg/ml Helixor-P
uygulamasindan 72 saat sonra Hematosilen =~ uygulamasindan 72 saat sonra Hematosilen
ile boyanan MCF-7 Hiicreleri (20x) ile boyanan MCF-7 Hiicreleri (10x)
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4.5. Okse Otu Ekstraktlarin MDA-MB-231 ve MCF-7 Insan Meme
Kanseri Hiicre Hatlar1 Uzerine Apoptotik Etkinin Western Blot Metodu ile
Tespiti

Okse-K endemik ve Helixor-P ticari 6kse otu ekstraktlarinin 24 ve 48 saat
siireyle 1.675 mg/ml dozu uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-7 insan Meme Kanseri
hiicre hatlarinda apoptotik etkiyi incelemek amaciyla western blot metodu yapildi.
MDA hiicre hatlarinda yalniz Helixor-P uygulananlarda 116 kDa molekiil
agirhigindaki PARP’ 1n kirilarak 89 kDa agirliginda band olusturdugu goézlendi. MCF
hiicre hatlarinda ise Helixor-P uygulananlarda ve 48 saat siireyle Okse-K

uygulananlarda PARP’1n kirilarak aktive oldugu tespit edildi.

Sekil 4.29: Okse-K ve Helixor-P 6kse otu ekstraktlarmin 24 ve 48 saat siireyle uygulanan
MDA-MB-231 ve MCF-7 insan Meme Kanseri hiicre hatlari iizerine apoptotik etkilerinin
western blot metodu ile gosterilmesi.

M: Marker, K: Kontrol, O-24: Okse-K 24 saat uygulama, O-48: Okse-K 48 saat uygulama,
H-24: Helixor-P 24 saat uygulama, H-48: Helixor-P 48 saat uygulama

78



5. TARTISMA

Her yil 1.2 milyon kisiyi etkileyen meme kanseri, kadinlarda en sik rastlanan
kanser tipidir. Meme kanserinin sik goriilmesi, sikliginin giderek artmasi, erken
evrelerde teshis ve tedavi edilebilir olmasi, meme kanserinin Onemini daha da
arttirmaktadir (Parkin 2002). Meme kanserinin erken evresinde tedavilerde gozlenen
ilerlemelere karsin bir¢ok kadinda hastalik tekrar etmekte ve metastaz olusmaktadir.
Metastatik hastalikta uygulanan tedavi stratejileri sinirli olmakla birlikte asil odak
nokta medikal tedavi yontemidir. Klasik tedavi yontemlerinin kanser tedavisindeki
Oonemi tartisilmazdir (Aggarwal and Shishir 2006). Ancak kanser vakalarinin
sayisinin artigt ve kullanilan ilaglara karsi direng, yeni teshis ve tedavi yontemlerine
duyulan ihtiyact artirmaktadir. Geleneksel tedavilerde basari siirli oldugundan,
kanser hastalariin ¢ogu komplementer ve alternetif tiptan koken alan tedavileri
denemektedir. Viscum album preperatlar1 komplementer/ alternatif kanser terapisinin
en sik kullanilan formudur. Bu preparatlar siklikla standart kemoterapi yada
radyoterapi ile birlikte adjuvan tedavi protokollerinde kullanilir. Post-operatif
tedaviyle birlikte kombine tedavi hastanin yasam kalitesini artirir ve meme kanserli

hastalarda niiksetme araligini artirir (Eggenschwiler et al., 2007).

Okse otu ile ilgili 1926°dan bu yana c¢ok sayida calisma yapilmis ve
Avrupa’da preperatlar1 kanser tedavisinde adjuvan olarak kullanilagelmektedir. Son
yillardaki ¢aligmalar, Okse otu ekstraktlarinin kiiltiire edilmis insan tiimor
hiicrelerinin apoptotik yolla 6liimlerini indiikledigini ve immiin sistemi uyardigini

gostermektedir (Park et al.,2000).

Apoptozisi indiiklemesi ve bu yolla hiicrenin apoptotik 6liimiine neden
olmas1 bakimindan 6kse otunun kanser tedavisinde 6nemi biiyiiktiir. Piirifiye edilmis
lektin II’nin insan akciger kanser hiicresi A549’da doxorubicin, sisplatin ve taxol
gibi standart kanser ilaglar ile kombine edilerek sitotoksik etkisi arastirilmis, ¢alisma
sonucunda, Okse otunun sitotoksisitenin arttirilmast yoniinde kullanilabilecegi
belirtilerek Okse otu terapisi icin yeni klinik bir bakis agis1 Onerilmistir (Siegle et

al.,2001).

Bu calismada, endemik 6kse otunun alt tiirlerine ait tiim bitki ekstraktlar1 olan

Okse-B, Okse-C ve Okse-K ekstraktlarmin, MDA-MB-231 &strojen reseptdrii negatif
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ve MCF-7 Ostrojen reseptorii pozitif olan iki farklt meme kanseri hiicre hatti {izerine
apoptotik etkisi arastirildi. Bu etki, Almanya’da ticari olarak {iretilen ve tedavi
amactyla kullanilan ayni alt tiirlere ait Helixor-A, Helixor-P ve Helixor-M

ekstraktlari’nin etkileri ile karsilastirildi.

Okse otu ekstraktlarinin kanser hiicreleri iizerine olan sitotoksisitelerini
degerlendirmek i¢in c¢ok sik kullanilan ve aym1 zamanda ucuz olan, hiicrelerdeki
dehidrogenaz aktivitesini Olgen, kolorimetrik bir yontem olan MTT metodu bu
calismada da oncelikle tercih edildi. Ekstraktlarin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre

hatlarinda biiyiimeye etkileri incelenip, yiizde canliliklar1 hesaplandi.

Khil et al., (2007) kore 6kse otu lektininin kolon kanseri, epidermal kanser ve
normal hiicre hatlari {lizerine sitotoksik etkisi MTT metodu ile arastirilmistir. Lektinin
10, 25, 50 ve 100 ng/ml dozlarinin 24 saat siireyle uygulandigi hiicre hatlarinda
zaman ve doza bagli olarak en giiclii sitotoksik etkinin kolon kanseri hiicrelerine
oldugu, epidermal kanser hiicreleri iizerine ise bu etkinin az oldugu normal hiicreler

lizerine ise etkinin olmadig1 bulunmustur.

Zuzak et al.,(2006) Sekiz farkli aga¢ (Iscucin Abietis, Pini, Populi, Mali,
Salicis, Crataegi, Quercus and Tiliae) iizerinden toplayarak hazirladiklar1 6kse otu
ekstraktlarinin dort farli medullablastoma hiicre hatt1 (Daoy, D342, D425 and UW-
288-2) lizerine sitotoksik etkilerini MTT metoduyla incelenmis ve 6nemli dl¢iide
biiylime inhibisyonuna neden olduklarini bulmuslardir. Bu inhibisyonun kullanilan
Okse otu ekstraktlarinin lektin icerikleri ile dogru orantili oldugu ve 6liim sekillerinin

apoptosizle gerceklestigini bildirmislerdir.

Knopfl-Sidler et al., (2005)’nin yaptiklar1 bir arastirmada, Iscador M (20
mg/ml), Iscador Q (20 mg/ml) ve Abnobaviscum Fraxini -2 (20 mg/ml) ticari dkse
otu ekstralarinin HELA-S3, MOLT-4, MFM-223, COR-L51, KPL-1 and VM-CUBI1
tiimor hiicre hatlarinda 6nemli 6lgiide biiylime inhibisyonuna neden olduklarint MTT
metodu ile tespit etmiglerdir. Hiicre proliferasyonu ve mitokondriyal aktivite
yoniinden degerlendirildiginde Abnobaviscum Fraxini’nin diger iki ekstrakta oranla
daha gii¢lii inhibitor etkiye sahip oldugu bulunmustur. Viscotoksin ve lektinler izole
edilerek uygulandiklarinda tiim bitki ekstraktlarindan daha az etkili olduklar
vurgulanmistir. Zarkovi¢ et al. (1998) bu bulguyu desteklemektedir. izole lektin-I ve
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tiim okse otu ekstrakti Isorel’in B16F10 melanoma hiicre hatlar1 iizerine biiyiime
etkileri kiyaslandiginda Isorel’in lektinden daha etkili oldugu MTT metodu ile
gosterilmis hatta bu etki, farelere BI6F10 melanoma hiicre hatlar1 enjekte edilerek
olusturulan kanser modellerinde tiimér nodiillerinin sayisinin azalmasi ile de

desteklenmistir.

MTT testi kullanilarak 6kse otu ekstraktlarinin kanser hiicre hatlar1 {izerine
sitotoksik etkilerini gosteren benzer c¢alismalar yapilmistir. (Hunziker-Basler et al.,
2007, Eggenschwiler et al., 2006, Urech et al., 2006, Styczynski and Wysocki 2006,
Kim et al., 2004, Kong et al., 2004).

Calismamizda, MTT canlilik metoduna gore endemik 6kse otu ekstraktlarinin
uygulanan ytiiksek {i¢ dozunda (1.675, 0.50, 0.16 mg/ml) MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicrelerinde tiim uygulama saatlerinde sitotoksik etki gézlense de gozlenmese de %
canliligin kontrole oranla ¢ok daha fazla oldugu gézlendi. Bunun {izerine hig hiicre
hatt1 ilave etmeden yalniz endemik 6kse otu ekstraktlarinin yiiksek ti¢c dozu (1.675,
0.50, 0,16 mg/ml) yeni bir plate uygulanarak MTT canlilik testi yapildi. Ug dozda
yine % canliligin kontrol hiicrelerinden ¢ok daha fazla oldugu bulundu (Pozitif yonde
interferans). Ticari 6kse otu ekstraktlarinda ise tam tersi bir durum gozlendi yani
ticari Okse otu ekstraktlarmin uygulanan yiiksek {ic dozunda (1.675, 0.50, 0.16
mg/ml) MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde sitotoksik etki gézlenmese de tiim
uygulama saatlerinde % canliligin kontrole oranla ¢ok daha diisiik oldugu tespit
edildi. Endemik 6kse otu ekstraktlarinda oldugu gibi hig¢ hiicre hatt1 ilave etmeden
yalniz ticari 6kse otu ekstraktlarinin yiiksek ti¢ dozu (1.675, 0.50, 0,16 mg/ml) yeni
bir plate uygulanarak MTT canlilik testi yapildi. Ug dozda yine % canliligin kontrole
oranla ¢ok daha diisik oldugu gozlendi (Negatif yonde interferans). Her iki
durumunda bitki igeriginin, MTT metodu i¢in kullanilan SDS ve MTT ile kimyasal

etkilesiminden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu etkilesimden dolay1 MTT sonuglari ile mikroskobik inceleme sonuglar1 da
birbirinden farklidir. Ozellikle ii¢ endemik dkse otu ekstraktinin 1.675 ve 0.50 mg/ml
dozlarinda MCF-7 hiicrelerinin biiyiimelerini ilk 24 saatte % 90 oraninda engelledigi
mikroskopta tespit edildigi halde MTT sonuglarina gére ayni1 dozlarda % canliligin

kontrol hiicrelerinden % 50-80 oraminda daha fazla oldugu gézlendi. Okse-K’ nin
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1.675 mg/ml dozu uygulanan MDA-MB-231 hiicre hatlarinda, endemik Okse otu
ekstraktlarinin ilk sitotoksik etki 48 saat sonunda goriildiigii halde MTT sonucuna
gore % 93 oraninda canlilik tespit edilmektedir. Ticari 6kse otu ekstraktlarinda ise
tam ters yonde MTT sonuglart ile mikroskop goriintiileri uyumsuzluk
gostermektedir. Ticari 0kse otu ekstraktlarinin uygulanan dozlarinda her iki hiicre
hattinda da mikroskop goriintiilerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarda hi¢ hiicre
olimii gozlenmezken, MTT sonuglarinda canliligin % 1-50 arasinda degistigi

goriilmektedir.

Interferanstan dolay1 hem endemik hem de ticari okse otu ekstraktlarinda
MTT sonuglar1 ile mikroskobik goriintiilerin farklilik gostermesi nedeniyle okse otu
ekstraktlarinin sitotoksik etkisini dogrulamak i¢in 72 saatlik inkiibasyon sonunda
ATP canlilik testi yapildi. Hiicre igerisindeki intraseliiler ATP igeriginin dl¢iilmesi
esasina dayanan, yiiksek duyarliliga sahip bir yontem olan ATP-TCA metodunda,
canli hiicrelerdeki ATP’nin lusiferin ile reaksiyonunu takiben ortaya ¢ikan luminesan
1stmanin 6l¢limiine dayanmaktadir. Olusan ATP canli hiicre sayis1 ile direkt orantili

bir degerdir ( Andreotti et al.,1995).

ATP canlilik metoduna gore, MDA-MB-231 hiicre hattinda endemik Okse
otlaridan Okse-K’nin 1.675 ve 0.50 mg/ml dozlarda Okse-B’ye oranla, ticari dkse
otlarinda ise Helixor-P’nin ayni1 dozlarda Helixor-A’ya oranla daha sitotoksik oldugu
bulundu. MCF-7 hiicre hattinda ise endemik kse otlarindan Okse-B’nin Okse-K’ya
oranla, ticari Okse otlarinda ise Helixor-P’nin diger iki ekstrakta oranla daha

sitotoksik oldugu goriildii.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in tripan blue, ikili boyama ve hematoksilen
boyama sonucglart ATP canlilik testi ile benzer sonuglari verirken, MCF-7 hiicre
hattinda farklilik gézlenmektedir. Her {i¢ boyama sonucu da endemik dkse otlarindan
Okse-K’nin sitotosik etkisinin, Okse-B’den daha fazla oldugunu ortaya koymaktadir.
Bu durum hiicrelerin, ATP canlilik testinin yapildig1 96 kuyucuklu platelerdeki 0,37
cm”lik biiyiime alanindaki davranist ile boyamalar igin kullanilan daha genis yiizey
alanina sahip 6 kuyucuklu platelerdeki 9,46 cm*’lik biiyiime alamindaki davranisi ile
fark oldugunu gostermektedir. Bu farklilik ticari 6kse otu ekstraktlarinin, MDA-MB-

231 hiicreleri tizerine etkisini incelemek icin yapilan hematoksilen boyamada 24 ve
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72 saatlik inkiibasyon sonunda 6 kuyucuklu plateler fotograflanmistir. Sekil.. ‘de
goriildiigi gibi her ti¢ Helixor’un etkisi 24. saatte baslarkenMTT testi i¢in ekim
yapilan 96 kuyucuklu platelerde Helixorlarin sitotoksik etkisi 72. saatte goriilmiistiir
(Sekil).

Hiicre oliim seklinin belirlenmesinde ikili boyama ve hematoksilen boyama
birlikte degerlendirildi. Hematoksilen boyamada MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
endemik okse otu ekstraktlarindan Okse-K uygulananlarda ve ticari okse otu
ekstraktlarindan Helixor-P uygulananlarda hiicre membranlarinin  parcalandigi
gozlendi. ikili boyama sonuglart degerlendirildiginde, 1.675 mg/ml Okse-K
uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde propidium iyodiir ile boyanan o6lii hiicre
sayist Helixor-P uygulananlara oranla daha fazla oldugu goriilmektedir. Ikili
boyamada propidium iyodiiriin, membran biitiinliigii bozulan hiicrelerin dolayisiyla
nekrozla o6len hiicrelerin niikleuslarint boyadigi bilinmektedir. Hiicre kiiltiirii
ortaminda apoptoza giden hiicrelerin baglangicta hiicre membranlar1 biitiinliglni
korumasina ragmen ileri dénemlerde in vivo ortamdaki gibi etrafindaki makrofajlar
tarafindan fagosite edilemeyeceklerinden sekonder nekroz gelisir. Boylece membran
biitiinliikleri bozuldugu icin hiicreler non-vital boyalarla (propidium iyodiirle)
boyanma 0zelligi kazanmaya baglar (Ulukaya 2003). Bu nedenle ikili boyamada
Okse-K ve Helixor-P uygulamasindan 72 saat sonra propidium iyodiir ile boyanan
6li MDA-MB-231 hiicrelerinin 6liimiiniin nekrozdan m1 yoksa sekonder nekrozdan
mi1 oldugu bilinmemektedir. Bu durumun uygulama siiresinin uzun olmasindan
kaynaklandigina karar verilmistir. Benzer durum MCF-7 hiicre hattiyla yapilan
calismalar icinde gecerlidir. Mevcut uygulama siiresinde hiicrelerin ¢cogu membran
biitiinliglinli kaybettigi icin karsilastirma hiicre yogunluguna bakilarak yapilmistir.
Hematoksilen boyamada MCF-7 hiicre hatlarinda, MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
oldugu gibi endemik Skse otlarindan Okse-K’nin ticari kse otlarindan da Helixor-
P’nin diger ekstraktlara oranla daha fazla hiicre 6liimiine neden oldugu bulunmustur.
ikili boyama sonuglar1 degerlendirildiginde, 1.675 mg/ml Okse-K uygulanan MCF-7
hiicrelerinde propidium iyodiir ile boyanan 6lii hiicre sayis1 Helixor-P uygulananlara
oranla daha fazla oldugu goriilmektedir. Ancak oliimlerin nekrozdan mi yoksa

sekonder nekrozdan mi1 kaynaklandig1 bilinmemektedir.
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Endemik ve Ticari dkse otu ekstraktlarinin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre
hatlarinda neden olduklar1 6liim tiirlerinin arastirilmasi ve apoptosizin gosterilmesi
amactiyla western blot yontemi kullanildi. Bu yontemde tez planlanirken apoptosizi
dogrulamak icin aktif kaspaz-3 tayininin yapilmasi planlanmigti fakat MCF-7 hiicre
hatlarinda kaspaz-3 geninin mutasyona ugramasi nedeniyle (Janicke 2009) her iki
hiicre hattinda da aktif olan ve Okse otu ekstraktinin apoptotik mekanizmasinda
kirilarak aktive oldugu bilinen PARP (Poly-ADP-riboz polimeraz) proteininin
aktivasyonu incelendi. Caligma sonucunda, MDA hiicre hatlarinda yalniz Helixor-P
uygulananlarda apoptotik 6liim gozlenirken, MCF hiicre hatlarinda Helixor-P ve 48

saat siireyle Okse-K uygulananlarda apoptotik dliim gdzlendi.

Kim et al. (2002) tarafindan 6kse otu lektin-II’'nin U937 miyeloid 16semi
hiicre  hatlarinda  apoptotik  etkisinin  arastirildigt  calismada, apoptosiz
mekanizmasinda yer alan kaspaz-3, kaspaz-9, INK (c-Jun-N-terminal kinaz), PKC-o
(Protein kinaz C-0) ve PARP’1n aktivasyonuna bakilmis ve 116 kDa agirligindaki
PARP’ 1 kirilarak 85 kDa band olusturdugu gozlenmistir. Kim et al. (2001)
tarafindan yapilan bir bagka calismada interferon-y ile muamele edilen U937
miyeloid 16semi hiicre hatlarinda, Fas (CD95/APO-1) ve FasL ekspresyonu ile PARP
ve JNK aktivasyonu western blotla arastirilmistir. Arastirma sonunda interferon-y ile
muamele edilen hiicrelerde Fas ve FasL ekspresyonunun artmadigi, normal U937

hiicrelerinde oldugu gibi PARP ve JNK aktivasyonunun oldugu gézlenmistir.

Mese iizerinde yetisen Okse otundan hazirlanan ve standardize edilmis
miktarda lektinleri i¢ceren fermente ekstrakt VA Qu FrF’1n insan vendz endotel hiicre
hatlarina (HUVEC) apoptotik etkisi Duong Van Huyen et al. (2002) tarafindan
arastirilmis ve sonuclari dogrulamak igin western blotla PARP’1in aktivasyonuna
bakilmis ve 116 kDa agirligindaki PARP’ in kirillarak 85 kDa band olusturdugu

gozlenmistir

Lyu et al. (2001) kore 6kse otu lektininin (Viscum album var. coloratum
agglutinin, VCA) HL-60 akut premyeloid 16semi hiicre hatt1 {izerine apoptotik
etkisinin arastirildigi ¢alismada western blotla kaspaz-3 ve PARP aktivasyonu

gosterilmistir.
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Bugiine kadar 6kse otunun apoptozisi indiiklemesi ile ilgili yapilan ¢caligmalar
incelendiginde, ¢alismalarin biiylik ¢ogunlugunun iilkemizde yetisen tlirden farkli bir
tiir olan Kore 6kse otu (Korean mistletoe, Viscum album var. coloratum) ve lektinleri
ile yapilmis oldugu gériilmektedir. Ulkemizde yetisen endemik dkse otu tiirii olan
Avrupa Okse otu (European mistletoe, Viscum album L.) ile ilgili yapilan
caligmalarin sayis1 ¢ok sinirlidir, kullanilan alt tiirler bizim iilkemizde yetisenlerden
farklidir ve caligmalarin tamami ticari olarak hazirlanmis 6kse otu preperatlar
kullanilarak yapilmistir. Bu baglamda endemik Avrupa okse otunun ii¢ farkli alt
tiriine ait liyofilize ekstraktlarin meme kanseri hiicre hatlar1 iizerine apoptotik
etkilerinin ticari Okse otu ekstraktlariyla kiyaslanarak incelenmesinin literatiirde

onemli bir boglugu dolduracagina inanmaktayi1z.

MTT sonuglarina gére endemik Okse otu ekstraktlarinda 6liim oldugu halde
pozitif interferanstan dolayr canliligin daha fazla gozlenmesi, ticari Okse otu
ekstraktlarinda tersi bir durum olarak Olim olmamasina ragmen negatif
interferanstan dolay1 canliligin ¢ok diisiik bulanmasi, MTT yOnteminin tek basina

kullanilacak giivenilir bir yontem olmadigini gostermektedir.

Okse otu ekstraktinin sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla yapilan

arastirmalarda, MTT canlilik testi ile mikroskobik inceleme birlikte yapilmalidir.
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OZET

Meme Kanseri Hiicre Hatlar1 Uzerine Okse Otu Ekstraktlarinin Apoptotik

Etkisinin Arastirilmasi

Meme kanserinin erken evresinde tedavilerde goézlenen ilerlemelere karsin
bircok kadinda hastalik tekrar etmekte ve metastaz olusmaktadir. Geleneksel
tedavilerde bagar1 smirli oldugundan, kanser hastalarinin ¢ogu komplementer ve
alternetif tiptan koken alan tedavileri denemektedir. Okse otu preperatlari
komplementer/alternatif kanser terapisinin en sik kullanilan formudur. Apoptozisi
indiiklemesi ve bu yolla hiicrenin apoptotik 6liimiine neden olmasi bakimindan 6kse
otunun kanser tedavisinde onemi biiyiiktiir. Standart kanser ilaclar1 ile kombine
edilerek sitotoksik etkisinin arastirildigi caligmalarda 0kse otunun sitotoksisitenin
arttirilmasi yoniinde kullanilabilecegi belirtilerek okse otu terapisi i¢in yeni klinik
bakis agis1 onerilmektedir.

Bu calismada, endemik Okse otunun alt tlirlerine ait tiim bitki ekstraktlar
Okse-B, Okse-C ve Okse-K ekstraktlarmin, MDA-MB-231 &strojen reseptdrii negatif
ve MCF-7 Ostrojen reseptorii pozitif olan iki farklt meme kanseri hiicre hatti {izerine
apoptotik etkisi arastirildi. Bu etki, Almanya’da ticari olarak {iiretilen ve tedavi
amaciyla kullanilan aymi alt tiirlere ait Helixor-A, Helixor-P ve Helixor-M
ekstraktlari’nin etkileri ile karsilastirildi.

Okse otu ekstraktlarinin sitotoksik etkileri MTT ve ATP canlilik testleri ile
belirlendi. MTT sonuglart ile mikroskobik inceleme sonuglari birbirinden farkl
bulundu. MTT sonuglarina gore endemik okse otu ekstraktlarinda 6liim oldugu halde
pozitif interferanstan dolayr % canlilik daha fazla gozlendi. Ticari Okse otu
ekstraktlarinda tersi bir durum olarak Olim olmamasina ragmen negatif
interferanstan dolay1 % canlilik ¢ok diisiik olarak bulundu. Interferansin, bitki
iceriginin -~ MTT  metodu i¢in  kullanilan  kimyasallarla  etkilesiminden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Okse otu ekstraktlarmin, sitotoksik etkisini dogrulamak i¢in ATP canlilik testi
yapildi. ATP canlilik metoduna goére, MDA-MB-231 hiicre hattinda endemik Okse
otlarmdan Okse-K’nin Okse-B’ye oranla, ticari 6kse otlarinda ise Helixor-P’nin
Helixor-A’ya oranla daha sitotoksik oldugu bulundu. MCF-7 hiicre hattinda ise
endemik Okse otlarindan Okse-B’nin Okse-K’ya oranla, ticari dkse otlarinda ise
Helixor-P’nin diger iki ekstrakta oranla daha sitotoksik oldugu goriildii.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in tripan blue, ikili boyama ve hematoksilen
boyama sonuclart ATP canlilik testi ile benzer sonuglari verirken, MCF-7 hiicre
hattinda farklilik gozlendi. Her ii¢ boyama sonucun da endemik Okse otlarindan
Okse-K’nin sitotosik etkisinin, Okse-B’den daha fazla oldugu goriildii.

Hiicre oliim seklinin belirlenmesinde ikili boyama ve hematoksilen boyama
birlikte degerlendirildi. Hematoksilen boyamada, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre
hatlarinda, endemik 6kse otu ekstraktlarindan Okse-K uygulananlarda ve ticari dkse
otu ekstraktlarindan Helixor-P uygulananlarda hiicre membranlarinin parcalandigi
gbzlendi. Bu durumun, uygulama siiresinin uzun olmasindan kaynaklandigina karar
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verildi. Ikili boyama sonuglar1 degerlendirildiginde, Okse-K uygulanan MDA-MB-
231 ve MCF-7 hiicrelerinde propidium iyodiir ile boyanan 6lii hiicre sayis1 Helixor-P
uygulananlara oranla daha fazla oldugu goriildii. Ancak oliimlerin nekrozdan mi
yoksa sekonder nekrozdan mi1 kaynaklandigi bilinmemektedir.

Endemik ve Ticari dkse otu ekstraktlarinin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre
hatlarinda neden olduklar1 6liim tiirlerinin arastirilmasi ve apoptozisin gosterilmesi
amaciyla western blot yontemi kullanilarak PARP (Poly-ADP-riboz polimeraz)
proteininin aktivasyonu incelendi. Caligma sonucunda, MDA hiicre hatlarinda yalniz
Helixor-P uygulananlarda apoptotik 06lim gozlenirken, MCF hiicre hatlarinda
Helixor-P ve 48 saat siireyle Okse-K uygulananlarda apoptotik liim gozlendi.

Endemik O6kse otunun ii¢ farkli alt tiiriine ait liyofilize ekstraktlarin, meme
kanseri hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik etkilerinin ticari 6kse otu ekstraktlariyla
kiyaslanarak incelenmesinin literatiirde Onemli bir boslugu dolduracagina
inanmaktayi1z.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, Apoptozis, Okse otu, Helixor
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SUMMARY

Investigation of The Apoptotic Effect of Mistletoe Extracts on The Breast
Carcinoma Cell Lines

Despite the advancements in the treatment of the early stage of breast cancer,
disease repeats in many women and metastase occurs. Because of the limitations of
the traditional treatments, most of the cancer patients try complementary or
alternative treatments. Mistletoe preparates are the most common form of the
complementary/alternative cancer therapy. In terms of inducing of apoptosis and by
the way causing the apoptotic death of the cell, mistletoe is very important in the
treatment of the cancer. In the researchs of cytotoxicity effects of mistletoe with the
combination of standart cancer medicines, a new approach was suggested for the
mistletoe treatment in the way of enhancement of the cytotoxicity.

In this study, apoptotic effects of the whole extracts of the all sub-species of
mistletoe; Mistletoe-B, Mistletoe-C and Mistletoe-K was researched on the two
different breast cell lines: MDA-MB-231 ostrogen receptor negative and MCF-7
ostrogen receptor positive. This effect was matched with the extracts produced in
Germany and used for treatment, Helixor-A, Helixor-P and Helixor-M extracts of the
same sub-species.

Cytotoxic effects of the mistletoe extracts was determined with MTT and
ATP recurring tests. MTT results and microscobic examination results were
different. According to MTT results, percent-liveliness was observed because of the
positive interferrence despite the death in the mistletoe extracts. On the contrary that
there is no death, percent-livelines was too low in the commercial extracts because of
the negative interferrence. It is suggested that interferrence may be caused by the
interaction with the chemicals used for MTT method.

ATP liveliness test was done for the confirmation of the cytotoxic effects of
the mistletoe extracts. To the ATP liveliness method, endemic mistletoes Mistletoe-
K was more cytotoxic than Mistletoe-B and commercial mistletoes Helixor-P was
more cytotoxic than Helixor-A in the MDA-MB-231 cell lines. In the MCF-7 cell
lines endemic mistletoes Mistletoe-B was more cytotoxic than Mistletoe-K,
commercial mistletoes Helixor-P was more cytotoxic than the other two extracts.

Tripan blue, couple staining and hemotoxilen staining results was similar to
the ATP liveliness test in the MDA-MB-231 cell lines but difference was observed in
the MCF-7 cell lines. It was observed that Mistletoe-K was more cytotoxic than
Mistletoe-B in the three staining results.

Couple staining and hemotoxilen staining was used together to determine the
death of the cell. In hemotoxilen staiting, it was observed that cell membranes was
destroyed in MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines where applied endemic mistletoes
Mistletoe-K and commercial mistletoes Helixor-P extracts. It was decided that this
situation was derived from the long application time. When the results of the couple
staining results evaluated, dead cell count stained with propidium was more in the
mistletoe applied MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines than Helixor-P applied cell
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lines. But its unknown whether the deaths resulted from necrosis or secondary
Necrosis.

PARP (Poly-ADP-riboz polymerase) protein activation was examined by
western blot to Show apoptosis and investigation of the death types caused by
endemic and commercial mistletoes in MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines. In the
study, in the MDA cell lines, apoptotic death was observed only in Helixor-P applied
ones. In MCF cell lines, apoptotic cell death was observed in Helixor-P and 48-hours
Mistletoe-K applied ones.

We believe that cytotoxic examination of the lyophillised endemic extracts of
3 different mistletoe sub-species matched with commercial mistletoe extracts on the
breast cell lines will fill the important space in the literatures.

Key Words: Breast cancer, Apoptosis, Mistletoe, Helixor
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