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OZET

Sternbergia lutea (L.) Ker-Gawl. ex Sprengel BITKIiSININ YARA
IYILESTIRME VE ANTiPROLIFERATIF ETKILERININ BAZI HUCRE
HATLARINDA iINCELENMESI

Zemheri SAMAN

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Ergun KAYA

Ekim 2023, 69 sayfa

Sternbergia lutea (L.) Ker Gawl. ex Spreng Amaryllidaceae familyasinin bir iiyesi
olan, genellikle Akdeniz havzasi ¢evresinde yayilis gosteren ve sonbaharda parlak
sar1 renkte cicek acan bir geofittir. Ulkemizde ve diinyada siis bitkisi olarak ticari
oneme sahip olmakla birlikte, saglik alaninda, geleneksel tedavide de
kullanilmaktadir. Sternbergia cinsinin saglik alaninda kullanilmasinin temel
sebeplerinden biri igerdigi alkoloid, lektin ve fenolik asit gibi bilesiklerdir. Bu tez
calismasinda, ulusal ve uluslararasi literatiirde ilk kez S. lutea bitkisinden elde edilen
bitki Oziitiinlin  sitotoksite ve yara iyilestirme aktiviteleri ile antikanser
potansiyellerinin, NIH/ 3T3 Murin Fibroblast, A549 Akciger Kanser ve MCF-7
Meme Kanseri hiicre hatlarinda incelenmesi amaglanmustir. S. lutea ekstraktinin 3T3,
A549 ve MCF-7 hiicre hatlar tizerindeki sitotoksik etkisi ve antiproliferatif aktivitesi
MTT yontemi ile, yara iyilestirme potansiyeli Scratch (¢izik) testi ile belirlenmistir.
S. lutea ekstraktnin 3T3, A549 ve MCF-7 hiicre hatlar1 tizerindeki ICso degerleri
strastyla 24.798 pg/mL, 181.544 ng/mL ve 570.63 pg/mL olarak belirlenmistir. Yara
iyilestirme testinde 3T3 hiicrelerine subsitotoksik dozda (2.5;1.25; 0.625 pg/petri ) S.

lutea ekstrakti uygulanmis ve 0, 4, 24, ve 48 saatlerde yara ¢izgisi mikroskop altinda



goriintiilenmistir. S. lutea ekstraktnin 3T3 hiicreleri iizerinde herhangi bir yara
lyilestirme potansiyelinin olmadig1 ve doz artisina bagli olarak hiicre gociiniin
engellendigi sonucuna varilmistir. Bu g¢alisma sonucunda S. lutea’nin rizomlarinin
etanolik ekstraktinin toksik oldugu ve kanser hiicreleri {izerinde anti-proliferatif
etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda S. lutea’nin kanser

ilaglart hammadde olarak kullanilabilecegine dair 6ncii veriler olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: 3T3 Murin Fibroblast hiicre hatti, A549 akciger kanseri hiicre
hatti, antiproliferasyon, MCF-7 meme kanseri hiicre hatti,

Sternbergia lutea, yara iyilesmesi, MTT
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE WOUND HEALING AND
ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS OF Sternbergia lutea (L.) Ker-Gawl. ex
Sprengel PLANT ON SOME CELL LINES

Zemheri SAMAN

Master of Science (M.Sc.)

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Moleculer Biology and Genetic Department
Supervisor: Dog. Dr. Ergun KAYA

October 2023, 69 page

Sternbergia lutea (L.) Ker Gawl. ex Spreng is a geophyte plant that is a member of
the Amaryllidaceae family, generally spread around the Mediterranean basin and
blooms bright yellow in autumn. It has commercial importance as an ornamental
plant in Tiirkiye and in the world, and is also used in traditional medicine. One of the
main reasons why this genus is used in the field of health is the compounds it
contains such as alkaloids, lectins and phenolic acids. In this thesis study, it was
aimed to examine both the cytotoxicity, wound healing and anticancer potentials of
the plant extract obtained from the S. lutea plant, for the first time in the national and
international literature, on NIH/3T3 Murine Fibroblast, A549 Lung Cancer and
MCF-7 Breast Cancer cell lines. The cytotoxic effect and migration-based
antiproliferative effect of S. lutea extract on 3T3, A549 and MCF-7 cell lines were
determined by the MTT method, and the wound healing effect was determined by the
scratch test. The 1Cso values of S. lutea extract on 3T3, A549 and MCF-7 cell lines
were determined as 24.798 pg/mL, 181.544 pg/mL and 570.63 pg/mL, respectively.

vii



In the wound healing test, S. lutea extract was applied at three different
concentrations determined based on the ICso value. In line with the results obtained,
according to the microscope images at the end of 0, 4, 24, and 48 hours, it was
determined that the plant extract used had a lethal effect on the cells. Although
wound closure was observed until the 24th hour, it was observed that the cells
underwent apoptosis at the end of the 48th hour. As a result of the experiment, it was
concluded that cell migration was prevented due to the increase in dose and that the
active ingredient, S. lutea extract, could not promote wound healing. In the results of
the current study, it was determined that the rhizome ethanolic extract of the S. lutea
was toxic and it had antiproliferative effects on cancer cell lines. It is also indicated
from the obtained data that S. lutea can be used as a raw material for cancer

medicines.

Keywords: 3T3 Murine Fibroblast cell line, A549 lung cancer cell line,
antiproliferation, MCF-7 breast cancer cell line, Sternbergia lutea,

wound healing
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ONSOZ
“Sternbergia lutea (L.) Ker-Gawl. ex Sprengel Bitkisinin Yara lyilestirme ve
Antiproliferatif Etkilerinin Baz1 Hiicre Hatlarinda Incelenmesi” adli tez ¢alismasi
TUBITAK 2210- A Genel Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs Programi® ile

desteklenmistir. Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu’na ¢ok tesekkiir

ederim.

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi ve tecriibesiyle yol gosteren, her zaman
destegi ve yardimiyla yanimda olan degerli danisman hocam Dog¢. Dr. Ergun

KAY A’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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hissettiren degerli arkadaslarim Sevil YENIOCAK ve irem DEMIR’e en igten

duygularimla tesekkiir ediyorum.

MUCEMER’de tanidigim tiim hocalarim ve arkadaslarima; Bitki Biyoteklojisi ve
Genetigi laboratuvarimizdaki arkadaslarima tesekkiir ederim. Ayrica, bitki materyali
temininde yardimci olan Mugla Biiyiiksehir Belediyesi, Tarimsal Hizmetler Boliimii,
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MURTLU’ya ve en biiyiik sanstimiz Levent EKENEL’e sonsuz tesekkiir ediyorum.
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1. GIRIS

1.1. Sternbergia

Diinyaya yayilmis 80 cins igeren Amaryllidaceae (Nergisgiller) ailesi Tiirkiye'de 6
cins ile temsil edilmektedir (Kogyigit & Tuna, 2016). Sternbergia Waldst & Kit.
(Youssef vd., 2017) 1804 yilinda Macar topraklarinda Waldstein ve Kitaibel
tarafindan tanimlanmistir. Bu cinsin ismi botanik¢i ve doga bilimci olan Bohemyali
Kont Sternberg (1761-1838) anisina verilmistir. Cinsin ilk tanimlanan {yesi
Sternbergia colchiciflora’dir (Morales & Castillo, 2004). Sternbergia tiirleri
Akdeniz, dogu Avrupa, Kuzey Iran, ve bati Asya’ya kadar olan genis bir bolgede
yayilis gostermektedir (Sekil 1.1.1.) Sternbergia tiirleri iilkemizde de genis bir alanda
goriilmektedir (Sekil 1.1.2.). (Morales & Castillo, 2004; Lorenzo vd., 2008) ve
genellikle sar1 renkli (Sternbergia candida hari¢) ¢igeklere sahip soganli bir bitkidir
(Mathew, 1983).

Sekil.1.1.1. Sternbergia tiirlerinin genel yayihs haritasi (Yesil: Yerel olarak bulundugu bolge,
Mor: Bitkinin tamitildig1 bolge) (Anonim, 2023a)



Tiirkiye

Sekil.1.1.2. Sternbergia tiirlerinin Tiirkiye genelinde yayilis haritasi (Anonim, 2023b)

Sternbergia cinsine ait sekiz tiir bilinmektedir (Oran & Fattash, 2005). Bu tiirler; S.
candida Mathew & Baytop, S. greuteriana Kamari & Artelari, S. pulchella Boiss. &
BI., S. sicula Tineo ex Guss. S. colchiciflora Waldst & Kit, S. clusiana (Ker- Gawler)
Ker-Gawler ex Sprengel, S. fischeriana (Herbert) Rubr. ve S. lutea (L.) Ker- Gawler

ex Sprengel’dir (Kaya, 2011).

Tirkiye’de genis bir yayilis gosteren ve endemik bir tiir olan S. candida, 1979
yilinda Brian Frederick Matthew ve Turhan Baytop tarafindan Mugla’nin Fethiye
ilgesinde tanimlanmis ve bilim diinyasina kazandirilmistir. S. candida diger tiirlerin
aksine beyaz ciceklidir (Akbas et al., 2021; Ozhatay, 2006). S. greuteriana
Yunanistan ve Ege bolgesindeki glineydeki adalarda gézlemlenen endemik bir tiirdiir
(Duman vd., 2002). S. greuteriana ve S. pulchella tiirleri diger alt1 tiiriin aksine
Tirkiye’de gorilmemektedir (Kaya, 2011; Mathew, 1984). Ayni tiir oldugu
diistiniilen S. greuteriana, S. lutea ve S. sicula tiirlerinin yapilan morfolojik
calismalar sonucu ti¢ farkli tiir olduklar1 belirlenmistir (Kamari ve Artelari, 1990).
Bir diger tiir ise Akdeniz bolgesinde yayilis gosteren S. colchiciflora’dir. Boyutunun
kiiciik olmasindan dolay1 ticari ve siis bitkisi olarak kullanilamamaktadir. Ayrica
halk tarafindan da tedavi amacli kullanimina dair bir veri yoktur (Berkov vd., 2008).
Tiirkiye’de bulunan bir diger tiir ise S. clusiana’dir (Baytop, 2015). Igerdigi
alkoloidlerden dolay1 tibbi olarak kullanilabilecek tiirler arasinda yer almaktadir

(Oran & Fattash, 2005).

Sternbergia tiirleri iilkemiz i¢in ticari éneme sahip oldugu gibi tibbi éneme de
sahiptir (Koyuncu, 1997). Bu cinsin saghk alaninda kullanilmasinin temel

sebeplerinden biri igerdigi fitokimyasal bilesiklerdir. Alkoloid, lektin, fenolik asit
2



gibi bilesiklere sahiptir. Sternbergia tiirleri Amaryllidaceae alkaloitleri igerirler
(Citoglu vd., 2008).

1.1.2 Sternbergia lutea

Sternbergia lutea (L.) Ker Gawl. EX. Spreng Amaryllidaceae familyasinin bir {iyesi
olan, genellikle Akdeniz havzasi ¢evresinde yayilis gosteren ve sonbaharda parlak
sar1 ¢igek agan bir geofit bitkidir (Sekil 1.1.2.1.) (Gage & Wilkin, 2008; Giiner vd.,
2012). S. lutea Izmir ve Mugla’da dogal olarak yetismekte (Agca vd.,2021),
tilkemizde sar1 ¢igdem olarak bilinmektedir (Kahraman, 2014). S. lutea Mugla

cevresinde “Gog Go¢ Cigegi” ismiyle bilinmektedir (Kaya, 2011).

Sekil.1.1.2.1. S. lutea (Nazari, 2019)

1.1.2.1 S. lutea’nin genel yayulisi

Yaz aylarinda yapraklart kuruyan S. lutea’nin soganlari yer altinda uykudadir.
Soganlar sonbaharda (Eylil-Ekim) tekrar filizlenir (Fitter, 1980). Diinya ¢apinda
yayilis gosteren S. lutea (Sekil 1.1.2.1.1.), iilkemiz igin ticari a¢idan da oldukga
onemli bir siis bitkisidir (Gurbuz vd., 2009). Son yillarda diinya c¢apinda nesli
tikenmekte olan tiirler arasindadir ve bundan dolayr dogal yasam alanlarindan

toplanmasi yasaklanan tiirlerden biridir (Potenza, 2021).
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Sekil.1.1.2.1.1. S. lutea’nin genel yayilis haritasi (Yesil: Yerel olarak bulundugu bélge, Mor:
Bitkinin tamitildig1 bolge) (Anonim, 2023c)

Amaryllidaceae alkoloitleri Sternbergia tiirlerinde bulunmaktadir. Bu alkoloidlerden
biri ise likorindir. Likorin bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir. Bazt DNA ve RNA
virtislerine kars1 antiviral aktivite gosterdigi belirlenmistir (Gabrielsen vd., 1992).
Bunun yaninda likorinin aktin iskeletinin yapisinin degisiminde rol oynadig
bilinmektedir ve bu &zelliginden kaynakli olarak antitimor aktiviteye de sahiptir.
Likorinin ayrica hiicrelerin proliferasyon ve gog¢ yetenegini biiyiik oranda bozdugu
bilinmektedir. Yapilan bagka bir ¢alisma sonucunda ise likorinin kanserde normal
hiicrelere gore sitostatik bir bilesik olarak en az 15 kat daha aktif oldugu ortaya
konulmustur (Lamoral-Theys vd.,2009).

Likorinin sahip oldugu bir diger biyolojik 6zelligi analjezik aktivitesidir.
Analjezikler agriin tedavisinde kullanilan ilag grubudur (Faydali, 2010). En sik
kullanilan analjezik ilaglardan biri olan asprinin ve likorinin karsilastirildigr bir
calismada calisilan tiim dozlarda likorinin analjezik etkinliginin asprinden yiiksek

oldugu tespit edilmistir (Tanker vd.,1996).

Paraziter hastaliklar, diinya capinda onemli hastaliklara ve oliimlere neden olur
(Kappagoda vd.,2011). Likorin ayni zamanda farkli hastaliklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir. Bu hastaliklardan biri de sitmadir. Sitma, Plasmodium cinsi
protistlerin neden oldugu, insanlarda ve diger hayvanlarda sivrisinek yoluyla bulasan
bulasic1 bir hastaliktir (Snow vd., 2005). En iyi sitma onleyici aktivitelerden birinin
esterlenmis likorin tiirevleri ile elde edildigi tespit edilmistir (Cedron vd., 2010).
Trichomonas vaginalis, insan tirogenital sistemini enfekte eden ve kadinlarda vajinite

ve erkeklerde en yaygin viral olmayan cinsel yolla bulasan hastalik olan {iretrite



neden olan kamgili bir protozoadir (WHO, 2001). Likorinin T. vajinalis'teki
sitotoksisitesi degerlendirildiginde antiparazitik aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Giordani, 2011). Asetilkolinesteraz enzimi, asetilkolinin (ACh) hidrolizi ile sinir
uyartilarinin iletilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. ACh'nin bazal 6n beyin kolin
salgilayarak insan beyninin calismasinda biiylik rol oynadigi kanitlanmistir. ACh
eksikligi, Alzheimer hastaligi (AD) gibi c¢esitli norodejeneratif bozukluklara yol
agmaktadir (Auld vd., 2002). Yapilan ¢alismalarda Amaryllidaceae alkaloidleri olan
likorin ve galantaminin AChE inhibe edici olup antikolinerjik aktiviteye sahip

oldugu goriilmiistiir (He vd., 2015).

Sternbergia tiirlerinde bulunan likorin alkoloidi haricinde diger alkoloitlerin de
biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Enflamasyon, yaralanma, iskemi ve ayrica
fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin neden oldugu zararli ve anormal uyarilara
kars1 viicudun bir konakg¢1 savunma tepkisidir (Chen ve digerleri, 2018). Yapilan
calismalarda Sternbergia tiirlerinin, antienflamatuar aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Agca vd.,2021).

Insiilin {iretiminde ve etkisinde veya her ikisinde birden eksiklik ile karakterize
edilen kronik bir hastalik olan diyabet insan viicudundaki ¢ogu metabolik siiregteki
bozukluklarla birlikte uzun siireli hiperglisemiye yol agar (Bastaki, 2005). Yapilan
caligma sonucunda Strernbergia tiirlerinin bitki ekstraktlarinin in vitro antidiyabetik

aktivitesi oldugu tespit edilmistir (Agca vd., 2021).

Nair ve Van Staden (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Amaryllidaceae
alkoloitlerinin antikonviilsan ve antidepresan aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Merkezi sinir sistemi aktivasyonu ig¢in kullanimi, yasa bagli demans,
epilepsi ve depresyon gibi durumlar1 kapsamaktadir (Nair ve Van Staden,2013).
Depresyon konusunda yapilan bir ¢alisma sonucunda alkoloitlerin serotonin tastyici
(SERT), noradrenalin tasiyict (NAT) ve ayrica dopamin tasiyiciyr (DAT) faktorleri
inhibe edebildigini gostermistir (Pedersen vd., 2008).

Bunlara ek olarak Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi gibi bakteri
suslarinda Amaryllidaceae alkaloidlerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar
bildirilmistir (Arrigoni vd., 1975).

S. lutea diger Sternbergia tiirleri gibi igerdigi Amaryllidaceae alkaloidler nedeniyle
farkli farmakolojik etkilere sahiptir (Berkov vd., 2009). Daha o6nce S. lutea’nin
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toprakalt1 kisimlariyla hazirlanan etanolik ekstrakt ile yapilmis olan Brine Shrimp
testiyle sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Kaya, 2011). Yapilan
calismalarda antioksidan, antimikrobiyal, antidiyabetik, anti-inflamatuar aktiviteler
bildirilmistir (Unver vd., 2005; Aydin vd., 2015; Agca vd., 2021).

1.2 Kanser

Kanser giinimiizde en ¢ok Kkarsilasilan hastaliklardan biridir ve 6nemli bir halk
saglig1 sorunudur (Yabroff ve vd.,2021). Kanser tanimmin ilk olarak M.O. 3000’1i
yillarda Misir’da bir ders kitabinin bir bolimii olan Edwin Smith Papiriisii’nde
kullanildigr bilinmektedir. Fosillesmis kemik tiimorleri, eski Misir’daki insan
mumyalar1 ve eski el yazmalari ise bilinen en eski kamtlardandir (Deniz, 2022).
Kanser kelimesi ise Hipokrat (M.O. 460-370) tarafindan tiimérii yengege (kvdinos)

benzetmesi lizerine verilen bir isimdir ( Mukherjee S., 2010).

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmas1 ve yayilmasi ile karakterize edilen
bir hastalik grubudur. Yayilma kontrol edilemezse oliimle sonuglanabilmektedir
(Street, 2019). Yas, alkol kullanimi, genetik yatkinlik, kansere neden olan
kanserojenler, kronik enflamasyon, diyet, hormonlar, immiin siipresyon, enfeksiy6z
ajanlar, obezite, radyasyon, giines 15181 ve tiitiin en yaygin kanser risk faktorleridir.
Bu risk faktorlerinden bazilari 6nlenebilse de bazilart kaginilmazdir (Ports, 2019).
Kanser olusumunda i¢ ve dis olmak iizere bir¢ok etken (Cizelge 1.2.1))

bulunmaktadir.

Cizelge 1.2.1. Kansere Neden Olan i¢ ve Dis Etmenler (Bayik, 1989).

Yas Cografik ve bolgesel etkenler
Cinsiyet Toplumsal etkenler
Kalitim Beslenme bozuklugu

Irk Travma ve 1s1
Hormonal sistem Radyoaktivite
Bagisiklik Kimyasal maddeler



Kanser diinya capinda olim sebepleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir
(Oguzonciil vd., 2019). Diinya saghk oOrgiitiiniin 2020 verilerine gore yaklasik on
dokuz milyon yeni kanser vakasi tespit edilmis ve yaklasik on milyon kisi kanser
sebebiyle hayatin1 kaybetmistir. 2015 yilindaki verilere gore en ¢ok goriilen kanser
tirii akciger kanseri iken, 2020 itibariyle en cok saptanan kanser tiirli meme
kanseridir. Olim oran1 en yiiksek olan kanser tiirii de akciger kanseridir (Cizelge

1.2.2.) (Anonim, 2023d).

Cizelge 1.2.2. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore yeni kanser vaka ve 6liim sayillarinin oransal

degerleri (Anonim, 2023)

Kanser Yeni Vaka Oliim Sayisi
Tiirleri Sayisi (%) (%)
Meme 11.7 6.9
Akciger 114 18
Kolorektum 10 9.4
Prostat 7.3 3.8
Mide 5.6 7.7
Karaciger 4.7 8.3
Serviks Uteri 3.1 -
Yutak 3.1 5.5
Pankreas - 4.7
Diger 42.9 35.7
Kanserler

Tirkiye’de 2009-2018 arasinda yapilan bir c¢alisma sonucunda kansere bagh
Olimlerin kadinlara gore erkeklerde daha c¢ok oldugu ve her iki cinsiyet i¢in de

Oliimlerin her gecen yil daha da arttig1 belirlenmistir. Her iki cinsiyette de en sik



goriilen kanser tiirleri akciger, brons, girtlak ve trakea kanseridir. Meme kanseri,

kadinlarda kansere bagli 6limlerin en yaygin nedenlerinden biridir (Sahin, 2020).

1.2.1 Kanserin ayirt edici 6zellikleri

Kanserin ayirt edici 6zellikleri tedavi gelistirme agisindan biiyiikk bir 6nem arz

etmektedir. Hanahan ve Weinberg hiicresel fenotip diizeyinde tiim kanser hiicrelerini

birlestiren belirleyici 6zellikleri siralamislardir (Sekil 1.2.1.1.).

Proliferatif Bityiime
sinyallemenin baskilayicilardan
stirdiiriilmesi kagmak

epxgenetlk yeniden
programlama

Fenotipik plastisitenin

kilidini agmak

& ..

Enerji metabolizmasini

yeniden programlamak 6nlemek

Apoptozdan

Kagmak potansiyeli

Genom kararsizlig1

ve mutasyon enflamasyon

Yaglanan hiicreler Polimorfik
mikrobiyomlar
Aniiyojenezi Invazyon ve metastazi
tetiklemek aktive etmek
Sekil.1.2.1.1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan, 2022).

1.2.1.1. Biiyiime baskilayicilardan kagmak

Bagisiklik tahribatini

Smursiz kopyalama

Tiimorii tegvik eden

Normal bir doku i¢inde ¢oklu antiproliferatif sinyaller, hiicresel sessizligi ve doku

homeostazin1 = siirdiirmek i¢in ¢alisir. Bu sinyaller hem ¢Oziiniir

bliylime

inhibitorlerini hem de hiicre disi matrise ve yakindaki hiicrelerin yiizeylerine



gomiilmiis hareketsizlestirilmis inhibitorleri icerir. Bu biiylimeyi onleyici sinyaller,
pozitif etki gosteren muadilleri gibi, hiicre i¢i sinyal devrelerine bagli transmembran
hiicre yiizey reseptorleri tarafindan alinir (Corn ve El-Deiry, 2002). Biiyiime karsiti
sinyaller, iki farkli mekanizma ile c¢ogalmay1 engelleyebilir. Hiicreler, aktif
proliferatif dongiiden, hiicre dis1 sinyaller izin verdiginde gelecekteki bazi
durumlarda yeniden ortaya ¢ikabilecekleri sakin (GO) duruma zorlanabilir (Marian ve
Roberts,2010). Alternatif olarak, hiicreler, genellikle spesifik farklilasmayla iligkili
Ozelliklerin kazanilmasiyla baglantili olarak postmitotik durumlara girmeye tesvik
edilerek proliferatif potansiyellerinden kalic1 olarak vazge¢meye tesvik edilebilirler

(Hanahan ve Weinberg, 2000).

1.2.1.2 Apoptozdan kagmak

Tiimdr hiicresi popiilasyonlarinin say1 olarak genisleme yetenegi, yalnizca hiicre
cogalma hizi ile degil, aym1 zamanda hiicre yipranma hizi ile de belirlenir.
Programlanmis hiicre 6liimii apoptozu, bu yipranmanin 6nemli bir kaynagini temsil
eder. Esas olarak fare modelleri ve kiiltiirlenmis hiicrelerdeki ¢alismalarin yani sira
insan karsinogenezindeki biyopsi asamalarinin tanimlayict analizlerinden, apoptoza
kars1 edinilmis direncin ¢ogu ve belki de tiim kanser tiirlerinin ayirt edici bir 6zelligi

olduguna dair kanitlar artmaktadir (Wyllie vd., 1980).

1.2.1.3. Anjiyogenezi tetiklemek

Normal dokular gibi tiimoérler de besin ve oksijen seklinde beslenmenin yani sira
metabolik atiklar1 ve karbon dioksiti tahliye etme becerisine ihtiyag duyar.
Anjiyogenez slireci tarafindan iretilen tiimorle iliskili yeni damar sistemi bu
ihtiyaglar1 karsilar. Embriyogenez sirasinda damar sisteminin gelisimi, mevcut
damarlardan yeni damarlarin filizlenmesine (anjiyogenez) ek olarak yeni endotel
hiicrelerinin dogusunu ve bunlarin tiipler halinde toplanmasin1 (vaskiilogenez) igerir.
Bu morfogenezi takiben normal damar sistemi biiyiik 6l¢iide hareketsiz hale gelir.

Buna karsilik timor olusumunda normalde hareketsiz olan damar sisteminin,



genisleyen neoplastik biiylimelerin siirdiiriilmesine yardimci olan yeni damarlarin
stirekli olarak filizlenmesine neden olur ( Bouck vd., 1996; Hanahan ve Halke,
1996; Halkg1, 1997).

1.2.1.4 Invazyonu ve Metastazi aktive etme

Tiimor hiicrelerinin uzak yerlesimlere metastazlari, insan kanser Oliimlerinin %
90'min nedenidir (Sporn, 1996). Tiimor olusumu ve metastazi sirasinda ek hiicresel
degisikliklerin olanak sagladigi son derece karmasik siireglerdir. invazyon ve
metastaz yetenegi, kanser hiicrelerinin baz1 morfolojik degisimler gecirerek diger
hiicreler ve hiicrelerarasi matris ile baglantilarinin degismesini gerektirmektedir.
(Ozkara vd., 2020). Istila ve metastaz yapma yetenegi, kanser hiicrelerinin birincil
tiimor kiitlesinden kagmasina ve viicutta en azindan baslangicta besinlerin ve alanin
siirlayict olmadigi yeni alanlara yerlesmesine olanak tanir. Yeni olusan metastazlar,
kanser hiicrelerinin ve konak¢r dokudan alinan normal destekleyici hiicrelerin

karisimi olarak ortaya ¢ikar (Hanahan ve Weinberg, 2000).

1.2.1.5 Simirsiz kopyalama potansiyeli

Kazanilan {i¢ yetenek, biiylime sinyali Ozerkligi, biliylime karsit1 sinyallere
duyarsizlik ve apoptoza kars1 direng bir hiicrenin biiyiime programinin ¢evresindeki
sinyallerden ayrilmasina yol agar. Prensip olarak, ortaya ¢ikan kuralsiz ¢ogalma
programi, makroskobik tiimorleri olusturan genis hiicre popiilasyonlarinin olusmasini
saglamak icin yeterli olmalidir (Dogan ve Giig, 2004). Hiicreden hiicreye
sinyallesmedeki bu edinilmis bozulmanin tek basina genis tiimor biiylimesini garanti
etmedigini gostermektedir. Cogu ve belki de tiim memeli hiicresi tiirleri,
cogalmalarini sinirlayan igsel, hiicre 6zerk bir program tasir. Bir hiicre klonunun
makroskobik, yasami tehdit eden bir tiimor olusturacak boyuta ulagsmasi i¢in onun da

bozulmasi gerekir (Hayflick, 1997).

1.2.1.6 Genom Kararsizligr ve mutasyon
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Baz1 mutant genotipler, hiicrelerin alt klonlar iizerinde secici avantaj saglayarak,
yerel bir doku ortaminda asir1 biiylimelerini ve kesin hakimiyetlerini saglar. Cok
adimli timor ilerlemesi, bir mutant genotipin tesadiifen tetiklenmesiyle bir dizi
olayin meydana gelmesinden ibarettir. Bunlar tiimor baskilayict genlerin
inaktivasyonu, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik
mekanizmalar yoluyla da elde edilebilir. Genomdaki bozukluklari denetlemek igin
bir sistem mevcuttur. Bu sistem sayesinde mutasyon oranlar1 diiser bunu DNA’daki
bozukluklar1 algilayarak ve ¢6zerek saglar. Bu sistemde meydana bozukluklar
sayesinde kanser hiicreleri mutajenik ajanlara duyarli hale gelir ve mutasyon
oranlarinin artmasina sebep olur. Bunlarin yani sira mutasyon birikmesine sebep
olacak bazi durumlar da vardir. Bu durumlar sonucunda genom biitiinliigii ve genetik
olarak hasar goren hiicreleri yaslanmaya ve apoptoza zorlar (Baylin, 2007; Berdasco
vd.,2010; Bozgeyik, 2020).

1.2.1.7. Tiimérii tegvik eden enflamasyon

Baz1 tlimoérlerin hem dogal hem de adaptif hiicreler tarafindan bagisiklik sistemine
sizdig1 ve bunun sonucunda neoplastik olmayan dokularda ortaya ¢ikan enflamasyon
durumlart oldugu bilinmektedir (Dvorak, 1986). Enflamasyon, proliferatif
sinyallemeyi siirdiiren biiylime faktorlerine, istilay1 ve metastazi kolaylastiran hiicre
dis1 matris degistirici enzimlere ve hiicre Oliimilinii sinirlayan hayatta kalma
faktorlerine katkida bulunmaktadir (DeNardo vd., 2010; Grivennikov vd., 2010).
Daha da 6nemlisi, enflamasyon bazi durumlarda tiimoriin ilerlemesinin en erken
asamalarinda belirgindir ve yeni baslayan tiimoérlerin tam gelismis kanserlere
doniismesini agik¢a tesvik etme kapasitesine sahiptir (Qian ve Pollard, 2010; de
Visser vd., 2006).

1.2.1.8. Bagisiklik tahribatini onlemek

Timor olusumundaki  sorunlardan biri  bagisiklik sisteminin yeni baglayan
neoplazilerin, ge¢ evre tiimorlerin ve mikro metastazlarin olusumuna ve ilerlemesine

direnmede veya yok etmede oynadigi roldiir. Ortaya c¢ikan tiimorler, bir sekilde
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bagisiklik sisteminin gesitli kollar1 tarafindan tespit edilmekten kaginmay1 basarirlar
veya bagisiklik sistemi tarafindan oldirilmeden yok olmaktan kurtulabilirler.
(Vajdic ve Van Leeuwen, 2009). Bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde bazi
kanser tiirlerinde artis gozlenmistir. Son yillarda yapilan g¢alismalar sonucunda
bagisiklik sisteminin tiimér olusumunu ve ilerlemesini biiyiik oranda etkiledigi tespit
edilmistir (Bozgeyik, 2020).

1.2.1.9. Enerji metabolizmasinit yeniden programlamak

Tiimoér olusumunun o6ziinii temsil eden kronik ve genellikle kontrolsiiz hiicre
cogalmasi, yalnizca hiicre ¢ogalmasinin diizensiz kontroliinii degil, ayni zamanda
hiicre biiylimesini ve boliinmesini hizlandirmak i¢in enerji metabolizmasinin ilgili
ayarlamalarini1 da igerir. Aerobik kosullar altinda, normal hiicrelerin glikozu isledigi
bilinmektedir, ancak Warburg kanser hiicresi enerji metabolizmasinin anormal bir
ozelligini ilk kez gozlemlenmistir. Oksijenin varliginda bile kanser hiicreleri, enerji
metabolizmalarii biiyiik dl¢iide glikolize sinirlayarak glikoz metabolizmalarint ve
dolayisiyla enerji iretimlerini yeniden programlayabilirler ve bu da "aerobik

glikoliz" olarak adlandirilan bir duruma yol agmaktadir (Warburg, 1956).

1.2.1.10. Proliferatif sinyallemenin siirdiiriilmesi

Normal hiicreler, durgun bir durumdan aktif bir proliferatif duruma gecebilmeleri
icin mitojenik faktdrlere ihtiya¢ duyarlar. Bu sinyaller hiicreye, farkli sinyal molekiil
siiflarini baglayan transmembran reseptorleri tarafindan iletilir. Onkogenlerin ¢ogu,
bir sekilde normal biiyiime sinyalini taklit ederek hareket eder (Dogan ve Giig,2002;
McCormick,1999). Sonug olarak tiimér hiicreleri kendi biiyiime sinyallerinin ¢ogunu
tiretmekte ve boylece normal doku mikro ¢evrelerinden gelen uyarilara olan
bagimliliklarin1 azaltmaktadir. Eksojen olarak tiiretilen sinyallere bagimliliktan bu
kurtulug, normalde bir doku i¢indeki cesitli hiicre tiplerinin uygun davranigini
saglamak icin ¢alisan kritik derecede Onemli bir homeostatik mekanizmay1

bozmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2000).
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1.2.1.11. Fenotip plastisitenin kilidini acmak

Organogenez sirasinda, homeostatik islevleri listlenmek i¢in hiicrelerin gelisimine,
belirlenmesine ve dokular halinde diizenlenmesine terminal farklilasma eslik eder.
Bu sayede ata hiicreler bazen geri doniilmez bir sekilde bu siireclerin sona ermesi
lizerine biiylimeyi durdurur. Bu nedenle, hiicresel farklilasmanin nihai sonucu ¢ogu
durumda antiproliferatiftir, tiimor icin gerekli olan ve devam eden proliferasyona
acik bir engel olusturur. Bu durumdan kagmak kanser patogenezinin kritik bir

bileseni oldugunu gostermektedir (Yuan vd., 2019).

1.2.1.12. Mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama

DNA dizisinden bagimsiz olarak hiicrede gen ifadesini degistiren epigenetik
diizenlemeler, toksik maddeler, beslenme ve stres gibi cevresel faktorlerin etkisiyle
fenotipte kalici degisikliklere neden olabilmektedir. Hiicrede gen ifadesinin
degisimine sebep olan bazi ¢evresel faktorler vardir. Bunlar beslenme, stres, toksik
maddeler ve epigenetik diizenlemelerdir ve bu faktorlerin etkisiyle kalict
degisiklikler meydana gelebilir (Kiirek¢i vd., 2017). Epigenetik degisikliklerin,
timor gelisimi  sirasinda ayirt  edici  yeteneklerin  kazanilmasina katkida
bulunabilecegini, genom istikrarsizliklarina  sebep olabilecegi ve gen
mutasyonlarindan  bagimsiz ¢ok sayida bozulmus mekanizma tarafinfan

yonetilebilecegini gostermektedir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

1.2.1.13. Polimorfik mikrobiyomlar

Kanser i¢in, bir popiilasyondaki bireyler arasindaki mikrobiyomlardaki polimorfik

degiskenligin kanser fenotipleri iizerinde derin bir etkiye sahip olduklar
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distiniilmektedir (Dzutsev vd, 2017; Helmink vd., 2019). Fare modelleri iizerinde
yapilan caligsmalar sonucunda deneysel manipiilasyonda yapilan iligkilendirme
caligmalari, kanser gelisimi, kotii sekilde ilerleme ve tedaviye yanit {izerinde
koruyucu veya zararli etkilere sahip olabilen, ancak bunlarla smirli olmayan

bakteriler olmak {iizere belirli mikroorganizmalar1 ortaya koymaktadir (Hanahan,
2022).

1.2.1.14. Yaslanan hiicreler

Besin yoksunlugu ve DNA hasar1 gibi mikro gevresel streslerin yani sira organellere
ve hiicresel altyapiya verilen hasar ve hiicresel sinyal aglarindaki dengesizlikler dahil
olmak tiizere ¢esitli kosullar hiicrelerde yaslanmaya neden olabilir (Gorgoulis vd.,
2019). Hiicresel yaslanma, gelisim, yara iyilesmesi, organ fonksiyonlarinda yasa
bagli diisiis ve kansere kadar uzanan fizyolojik ve patolojik siireglerde rol oynar.
Yaslanan hiicreler, doku homeostazisini etkileyebilir, ¢evrelerindeki diger hiicrelere
talimat verebilir, bagisiklik ag1 tepkilerini uyarabilir ya da organ fonksiyonlarina
miidahale edebilir. (Lee ve Schmitt, 2019). Yaslanan hiicreler ¢esitli sekillerde timor
gelisimini ve koti huylu ilerlemeyi tesvik etmektedir (Wang vd., 2020). Geleneksel
kemoterapétik ajanlar ve diger bir¢ok antikanser ilaci da, bir dereceye kadar

yaslanmayi tetikleyerek etki gosterir (Georgilis vd.,2018).

1.2.2. Akciger kanseri

Akciger kanseri diinya ¢apinda kanser oliimlerinin 6nde gelen nedenlerindendir
(Jemal vd., 2005). Erkeklerde en g¢ok goriilen ve kadinlarda da en ¢ok goriilen
ticiincli kanser tiiriidiir. Bununla birlikte kansere bagli 6liimlerde ikinci sirada yer
almaktadir (Mao ve vd., 2016). Bu kanser tiiriinlin 6liim oraninin bu kadar yiiksek
olmasimin temel sebebi erken evrede tanisinin zor olmasidir (Wistuba ve Gazdar,
2006). Akciger kanseri farkli tiplerde goriilmektedir. Bunlardan bazilari kiigiik
hiicreli akciger karsinomu ve kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomu, adenokarsinom

ve biiylik hiicreli karsinomdur (Wd, 2004).
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Sigara igmek, akciger kanseri i¢in bilinen 6nemli bir risk faktoriidiir (Fishman ve vd.,
1999). Bilinen bir diger risk faktorii ise hava kirliligidir. Fabrikalarin ve
otomobillerin neden oldugu kirli hava, yemek pisirme dumanlar1 veya i¢ mekan
dekorasyonundan kaynaklanan formaldehite uzun slire maruz kalmak gibi
durumlarin akciger kanseri riskini artirdigi gézlenmistir (Raaschou-Nielsen ve vd.,
2010). Genellikle binalarda bulunan ve topraktan ya da ingaat malzemelerinden gelen
radon tizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda akciger kanseri olusumunda sigaradan
sonra en etkili neden oldugu tespit edilmistir (Pawel ve Puskin, 2004). Akciger
kanserine yol agan bagka bir madde ise asbesttir. Asbest, kokli bir mesleki
kanserojendir ve cesitli lifli, dogal olarak olusan silikat minerallerini ifade eder;
yiiksek seviyelerde asbest maruziyeti akciger kanserine neden olabilir. Asbest
liflerinin solunmasi agirlikli olarak madenler, insaat alanlari, tersaneler, demiryolu ve
tekstil endiistrileri dahil olmak tizere mesleki maruziyet sirasinda ortaya ¢ikar. Su an
kullanim1 yasak olsa da eski binalarin yapiminda kullanilan bir maddedir

(McCormack ve vd., 2012).

Radyasyonun da akciger kanseri iizerinde Onemli bir etkisi bulunmaktadir.
Calismalar sonucunda yiiksek dozda radyasyona maruz kalma ile akciger kanseri

arasinda bir iliski bulunmustur (Hende, 1992).

1.2.2.1. A549 akciger kanseri hiicre hatti

AS549 hiicre hatt1 bazal epitelyal yapidadir ve insan alveolarinda yer alan kii¢iik
olmayan hiicreli bir adenokarsinomdur. A549 hiicre hatt1 1972 yilinda 58 yasinda
Kafkasyali erkek bir hastadan Giard tarafindan alinmistir. A549 hiicre hattinin
goriilme siklig1 oldukca yiiksektir ve akciger kanser vakalarinin biiytik bir kismim
olusturmaktadir. Bunlarin yani sira yayilimi yavastir (Giard ve vd., 1973). Bu

calismada kullanilan hiicre hatlarindan biri A549 hiicre hattidir.

1.2.3. Meme kanseri

Meme kanseri, kansere bagli 6liimlerin ilk sirasindadir. Kadinlarda en sik goriilen

kanser tiiriidiir (Mao ve vd., 2016). Yerlesik risk faktorlerinin ¢ogu Gstrojen hormonu
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ile baglantilidir. Cocuk dogurma hastaligin riski azaltir. Emzirmenin muhtemelen
koruyucu bir etkisi olabilmektedir. Menopoz i¢in kullanilan oral kontraseptifler ve
hormonal tedavi, meme kanseri riskinde kii¢iik bir artisa neden olabilmekte ve
kullanim kesildiginde bu risk azalabilmektedir. Alkol hastalik riskini artirirken,
fiziksel aktivitelerin koruyucu oldugu diisiinilmektedir. Baz1 genlerdeki mutasyonlar
meme kanseri riskini biiyiik dl¢iide artirir, ancak bunlar vakalarin kii¢iik bir kismini

olusturur (Key vd., 2001).

Yasa bagli meme kanseri insidansi, iireme yillarinda yasla birlikte hizla artar ve daha
sonra ortalama menopoz yasi olan yaklasik 50 yasindan sonra daha yavas bir oranda
artis gosterir. Avrupa ve Kuzey Amerika'daki kadinlar arasinda kiimiilatif meme
kanseri insidans1 55 yasinda yaklasik % 2.7, 65 yasinda yaklasik % 5 ve 75 yasinda
yaklagik % 7.7'dir (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer,
1997).

Meme kanseri i¢in bulunan bazi risk faktorleri vardir. Bunlardan biri menars ve
menstrilasyon dongiisiidiir. Menstriilasyon baslangict ne kadar ge¢ olursa meme
kanserine yakalanma riski de o kadar azalir. Menstriiasyon dongiisii uzunlugu ve
diizenliligi gibi diger menstriiasyon faktorleri, meme kanseri riskiyle tutarli bir

sekilde iliskili degildir (Key vd., 2001).

Bunun yan1 sira meme kanseri dykiisii olan kadinlar, 6zellikle tan1 anindaki ilk yas
40'm altindaysa, hastaligin tekrar gelisme riski daha yiiksektir. Tk tan1 yas1 40'n
tizerinde olan kadinlarda ntiks riski 1.5 kat, 40 yasin altinda meme kanseri tanist alan

kadinlarda ise 4.5 kat artis géstermektedir (Schueler vd., 2008; Winters vd., 2017).

Bir diger risk faktorii de sigara kullanimidir. Mevcut bilgilere dayanarak,
menopozdan Once sigara igmenin meme kanseri riskini artirdigin1 gosteren kanitlar
vardir. Sigaraya ilk hamileliklerinden once baslayan kadinlarda (% 21'e kadar daha
yiiksek risk) ve agir, uzun siireli sigara icenlerde (yani yilda 40 paketten fazla) daha
fazla risk gortlmistir (Winters vd., 2017). Sigara gibi alkol tiikketimiyle alakali da
yapilan c¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalar sonucunda alkol tiiketimi artmis meme
kanseri riski ile iligkilendirilmistir. Bazi ¢calismalar doza bagimli bir iliski bulurken,
digerleri uzun siireler boyunca kiimiilatif ortalama alkol tiiketimi ile bir iliski

bulmustur (Smith-Warner vd., 1998).
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Diizenli fiziksel aktivite yapan kadinlarda ve bol meyve sebze tiiketenlerde meme
kanseri riski azalmaktadir. Haftada en az 7 saat yiiriiyen kadinlarin, aktif olmayan
kadinlara kiyasla % 10-25 oraninda daha diisiik meme kanseri riski vardir ve bu
postmenopozal kadinlarda daha da yiiksek bir koruyucu etkiye sahiptir (Buki vd.,
2007).

Radyasyona maruz kalan birka¢ popiilasyonun kapsamli takibi, memenin
radyasyonun etkilerine en duyarli dokular arasinda oldugunu gostermistir. Iyonize
radyasyonun meme kanseri riski iizerindeki etkisi, 40 yasindan once radyasyona

maruz kalan kadinlar i¢in kanitlanmistir (Boice vd., 1996).

Meme kanseri vakalarinin ¢ogunda kalitsal genetik faktorlerden ziyade gevresel ve
yasam tarzi faktorleri sorumludur. Hastalig1 olan ¢ogu kadinin aile 6ykiisii yoktur ve
etkilenen akrabalar1 olan kadinlarin c¢ogunda hi¢cbir zaman meme kanseri

gelismeyebilir (Lichtenstein vd.,2000).

1.2.3.1. MCF-7 meme kanseri hiicre hatt

MCF-7 meme kanseri hiicre hattt1 1970 yilinda 69 yasinda Kafkasyali bir kadin
hastadan elde edilmistir. MCF-7 meme kanseri invaziv duktal bir karsinom tiirtidiir
(Neve vd., 2006). MCF-7 ostrojen ve progesteron gibi hormon reseptorlerine
sahiptir. Metastaz etkinligi diisliktiir ve zayif bir agresif Ozellige sahiptir.
Laboratuvar ortaminda ¢alismaya elverigli yapist nedeniyle antikanser ¢aligmalarda

sik¢a kullanilmaktadir (Nieves-Neira ve Pommier, 1999).

1.2.4. Kanser tedavisinde kullanilan yontemler

Kanser her yas grubu ve cinsiyet icin risk faktoriidiir. Kanserin bu kadar hizla
artmasi halk saglig1 ag¢isindan biiyiik bir tehlike yaratmaktadir. Bundan dolay1 kanseri
tedavi etme amaciyla ¢ok sayida bilimsel aragtirma yapilmakta ve farkli tedavi
yontemleri uygulanmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan bir¢ok yontem mevcuttur
ve bunlar ayr1 ayr1 kullanilabilecegi gibi birlikte de kullamilabilir. Kanserin bireye

Ozgii bir hastalik olmasi nedeniyle tedavide kullanilacak yontemler de farklilik
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gostermektedir. Bununla birlikte her tedavi yonteminin avantajli ve dezavantajl
yonleri vardir. Tedavi yOntemlerinin baginda kemoterapi, cerrahi yontemler ve
radyoterapi gelmektedir. Bunlarin haricinde hormon terapisi ve biyolojik yontemler

de kullanilmaktadir (Baykara, 2016).

1.2.4.1. Kemoterapi

Kemoterapdtik ajanlar araciligiyla kanser hiicrelerini Oldiirmeye dayali tedavi
yontemi kemoterapi olarak adlandirilir. En etkili oldugu kanser tiirleri 16semi ve
lenfomadir (Mian vd, 2016). Kemoterapi esnasinda kullanilan baz1 ilaglar
topoizomeraz inhibitdrleri, antitimor antibiyotikler, mitotik inhibitorler, anti-

metabolitler, alkilleyici ajanlar ve kortikosteroidlerdir.

Topoizomeraz DNA’nin diizgiin sekilde transkripte olmasi i¢in gereken bir enzimdir.
Topoizomeraz inhibitdrleri sayesinde 06zel molekiiller inhibe olur ve DNA
transkripsiyona ugrayamaz. Bunun sonucunda DNA ¢ift zincirinde kirik meydana
gelmez ve apoptoza ugramaktadir (Olsen vd., 2014).

Antitimdr antibiyotikleri DNA sentezini inhibe eder ve anaerobik ortamlari
indirgeyici siireg i¢in uygundur (Patil vd., 2016) Ayrica RNA ve protein sentezini de
inhibe eder (Snodgrass vd., 2010). Topoizomerazlar ayrica meme, mesane, mide,
pankreas, kolorektal ve anal karsinomlar dahil olmak {izere, 6zellikle kat1 tiimorleri

tedavi etme potansiyeline sahiptir (Bradner, 2001).

Hiicrede seklin olusmasi ve hiicre boliinmesinden sorumlu proteinler mikrotiibiil
olarak adlandirilir. Mitotik inhibitorleri mikrotiibiil olusumunu engeller ve
sonucunda kromozomlar zit kutuplara ¢ekilemez. Zit kutuplara ¢gekilememe durumu
hiicrede hasara sebep olacaktir. Bundan dolayr mikrotiibiil olusumunu engellemek
kanser tedavi i¢in uygun bir yontemdir. Bu yontem ozellikle akciger, meme ve

prostat kanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir (Wen vd., 2016).

Metabolitler insan viicudunda enzim uyarilmasi ya da baskilanmasi ve sinyal

iletiminden gorevli bilesenlerdir. Hiicre boliinmesinde sentez fazinda apoptozu
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tetikleyebilir ya da normal isleyise etki edebilir. Anti-metabolitler ise bu bilesenin
inhibe olmasini saglar. Bag-boyun, adrenal, meme ve gastrik kanseri basta olmak

tizere kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Baykara, 2016).

Icerdikleri alkil grubundan ismini alan alkilleyici ajanlar DNA ile kovalent bag kurar
ve kurulan bu bag DNA’ya hasar vererek apoptozu tetikler (Corrie, 2008). Meme,
akciger ve ovaryum kanserleri iizerinde etkili bir yontem oldugu tespit edilmistir

(Temel, 2015).

Enflamasyonu azaltmak, bagisiklik sistemini ve kanserli hiicreleri baskilamak i¢in

kortikosteroid adinda steroid benzeri ilaglar kullanilmaktadir (Yang vd., 2016).

1.2.4.2. Radyoterapi

Iyonizan 1sinlar kullamlmasiyla kanser hiicresinin 6liimiine sebep olan radyoterapi
sadece belirli bir bolge hedef alinarak uygulanan bir tedavi yontemidir. Cerrahi
yontem Oncesi tercih edilmesinin amaci tiimoriin kiigiiltiilmesidir. Birka¢ c¢esidi
bulunan radyoterapi sekli uygulanacak bolgeye ve kanser hiicresine gore cesitlilik

gostermektedir (Allen vd., 2017).

1.2.4.3. Cerrahi

Kanser tedavisinde cerrahi yontemi siklikla kullanilmaktadir. Oncelikle biyopsi
isleminde dokudan parca alinmasinda ve heniiz yayilim gostermemis kanser
vakalarinda sik sik tercih edilir. Tan1 konmasi ve metastaz gibi durumlarda da
kullanilan bir yontemdir. Radyoterapi ve kemoterapi gibi yontemlerle birlikte
kullanilabicegi gibi tek basina da kullanilabilir. Cerrahi islem ayn1 zamanda doku ya
da bolgenin onarilmasinda da kullanilir. (Baykara, 2016).

1.2.4.4. Kok hiicre tedavisi

Kok hiicre, farklilasma yetenegi ve yeni bir kok hiicre liretme potansiyeli sahip olan
bir hiicre tipidir. Baz1 genlerin ifade edilmesi icin 6zel olarak kullanilabilir. Bu
kullanimlar arasinda hiicre bazli tedaviler, rejeneratif tip, ilag gelistirme ve hastalik

modellemesi vardir (Takahashi ve Yamanaka, 2013; Jung vd., 2012). Kanser
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hastalarinda kok hiicre tedavisi radyoterapi ve kemoterapiyle birlikte uygulanabilir.

Losemi, bobrek, lenfoma ve miyelom gibi kanser tiirlerinde kullanilmaktadir

(Takeuchi vd., 2015).

1.2.4.5. Kanser asilar

Kanser asilar iizerindeki caligmalar giliniimiizde devam etmektedir. Asil amaclar
zayiflatilmis molekdiller ile kanser hiicrelerinin hedeflenmesidir. Bu islem B veya T
hiicrelerinin uyarilmasi ile yapilmaktadir (Ronald vd., 2016). Ayrica niikleik asitler,
proteinler, peptitler ve viral vektorlerin de kullanimimi saglanarak farkli asilama
yontemleri gelistirilmektedir (Han vd., 2020). Kesin olarak kullanilan bir kanser
asisinin heniiz iiretilmedigi bilinmektedir, ancak 2010 yilinda yapilan bir ¢alisma
sonucunda metastatik prostat kanserine karst Sipuleucel-T asis1 FDA tarafindan

onaylanmistir ve ilk kanser asis1 olarak tanimlanmistir (Wet vd., 2015).

1.2.4.6. Hormonal tedavi

Hormonlar, hiicreler arasindaki iletisimi saglayan kimyasal mesajc1 molekiillerdir.
Endokrin sinyaller araciligiyla metabolizmadaki faaliyetleri kontrol ederler.
Hormonlar kanser tedavisinde de kullanilabilmektedir. Genelde esey hormonlarinin
etki ettigi prostat, meme ve rahim gibi kanser tiirlerinde bu tedavi kullanilmaktadir.
Kemoterapi ilaglarindan en biiyiik farklar1 dogal yollarla iiretilen hormonun hiicreye

baglanmasi sonucu kanseri engellemesidir (Cevik vd., 2012).

1.2.4.7. Immiinoterapi

Immiinoterapi hastanin kendi bagisiklik sistemini aktive ederek ya da baskilayarak
hastaligin tedavi edilmesine dayanmaktadir. Kanser hastaliginda da ama¢ immiin
sisteme ait hiicrelerin kanser hiicrelerini dldiirmesidir. Kanser tiirline gore etkisi

degismektedir. Bazi tiirlerde tek tedavi yontemi yeterli olsa da bazi kanser tiirlerinde
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destekleyici tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Bu tedavinin ilerleyen yillarda

kemoterapinin yerini alacag ongoriilmektedir (Ozliik vd., 2017).

1.2.4.8. Kanser biiyiime inhibitorleri

Hiicresel biiyiime icin viicutta ¢esitli molekiiller mevcuttur. Bu molekiiller sayesinde
hiicrenin biiylimesi ya da 6lmesi saglanir. Kanser hiicreleri kendi kendilerine biiyiime
Ozelligine sahip hiicrelerdir. Bu biiyiimeyi engellemek icin kanser hiicrelerinin
baskilanmasi gerekmektedir. Hiicre biiylimesinden sorumlu serin-treonin kinazin
baskilanmasi kontrolsiiz biiyiimeyi engeller. Bu yontem meme ve metastatik
pankreas kanserinde kullanilmaktadir (Royce ve Osman, 2015; Capozzi vd., 2015).
Fosfatidilinositol-3-kinaz grubu proteinlerin ise farkli kanser tiirlerinde etkin bir
tedavi sagladigi bulunmustur (Shah ve Mangaonkar, 2015). Proteazomlar, hasarli
proteinlerin yikimindan sorumlu komplekslerdir ve bunlarin baskilanmasi proteazom
inhibitorleri ile saglanmaktadir. Multipl miyelom gibi kanser tiirlerinde bu tedavi
sekli kullanilmaktadir (Teicher ve Tomaszewski, 2015). Histon proteinler DNA’nin
paketlenmesinden sorumlu molekiillerdir. Ayrica bu molekiiller asetilasyondan da
sorumludur. Asetilasyonun kontrolii 1ile transkripsiyon da kontrol edilir.
Transkripsiyonun baglama veya durmasi ile istenilen proteinlerin iiretimi
saglanabilir. Histon deasetilaz inhibitorleri, deasitlenmeye engel olarak kontrolsiiz
boliinmeyi engeller. Cilt T hiicreli lenfoma tedavisinde kullanilan bir yontemdir (lyer

ve Foss, 2015).

1.2.4.9. Gen tedavisi

Genel olarak gen tedavisi hastalig1 tedavi etme amaciyla uygulanan yontemlerden
biridir ve genetik materyalin vektor araciligiyla aktarimi ile gerceklestirilir. Bu
yontem kanser hastaliinda da kullanilabilmektedir. Bir¢ok kanser tiiriinde

kullanilabilecek bir yontem olmasindan dolay1 gelecek yillarda adi daha sik duyulan
bir yontem haline gelecektir (Rashnonejad vd., 2014).

1.2.4.10 Diger Yontemler
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Yukaridaki tedavi yontemleri haricinde kisiye ve kanser tiiriine 6zel farkli yontemler
de kullanilabilir. Bu tedavi yontemleri arasinda lazer ve LED 1sik kullanilan
fotodinamik tedavi de vardir. Bu tedavi yonteminde 1s18a hassas ajanlar uyarilir ve

hiicreler i¢in toksik olan 151k kullanilmis olur.

Bir diger tedavi de radyofrekans ablasyondur. Bu yontemdeki asil ama¢ kanser
hiicrelerini yiiksek sicakliga (50-100° C) maruz birakarak hiicrenin protein ve lipit

cift yapisinin bozulmasini saglamaktir.

Hiperbarik oksijen tedavisinde ise kanserli hiicreye toksik olacak kadar yiiksek
oranda oksijen gonderilir ve kanser hiicrelerinin dlmesini amaglayan bir yontem

kullanilmaktadir (Bayraka, 2016).

1.2.4.11 Dogal Uriinlerin Kullanim:

Bu tedaviler haricinde bitkilerin de kanser tedavisinde uzun bir kullanim gegmisi
vardir. Su anda kullanilan anti-kanser ajanlarinin % 60'indan fazlasinin bir sekilde
bitkiler, deniz organizmalari ve mikroorganizmalar dahil dogal kaynaklardan
tiiretilmis olmast 6nemlidir. Bitkiler, birgok kanser tiiriiniin tedavisi i¢in oldukca
etkili geleneksel ilaglarin ana kaynagi olmustur ve bitkiden izole edilen gergek
bilesikler siklikla ilag olarak hizmet etmese de, potansiyel yeni ajanlarin
gelistirilmesine Onciiliik etmektedirler. Ajanlari belirli tlimorlere yonelik tasiyici
molekiillere baglama yetenegi, yiiksek derecede sitotoksik dogal {iriinlerin tiimorlere
etkili bir sekilde hedeflenmesi ve bunlarin normal saglikli dokular tizerindeki toksik
yan etkilerinden kaginilmasi konusunda imit vericidir (Giddings ve Newman, 2022;

Cragg ve Newman, 2005).

Bu tez ¢alismasinda, S. lutea (L.) Ker-Gawl. ex Sprengel bitkisinden elde edilen bitki
ekstraktinin, hem sitotoksisite ve yara iyilestirme hem de antikanser
potansiyellerinin, NIH/ 3T3 murin fibroblast, A549 akciger kanseri ve MCF-7 meme
kanseri hiicre hatlarinda incelenmesi amaglanmustir. Literatiirde S. lutea’nin bu
kanser tiirleri {lizerindeki antiproliferatif etkinli§inin ve yara iyilestirme
potansiyelinin arastirildigi  bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bitki ekstraktinin
sitotoksisitesinin, yara iyilestirme potansiyelinin ve antikanser oOzelliklerinin

arastirtlmasi sonucu elde edilecek veriler dogrultusunda, hayvan deneyleri ve klinik

22



calismalarin da yer aldigi, faydal iiriin gelistirme veya patent almaya yonelik daha

kapsamli diger ¢alismalarin ¢atisini olusturmaya yonelik adimlar atilmig olacaktir.

2. MATERYAL ve METOT

2.1. Cahismada Kullanilan Bitkinin Temini

S. lutea (L.) Ker-Gawl. Ex Sprengel bitkisi, Mugla Biiyiiksehir Belediyesi Tarimsal
Hizmetler Daire Bagkanlig1 biinyesinde bulunan Yerel Tohum Merkezi tarafindan
temin edilmistir (Protokol Numarasi, 10452259-622.03-E.930/15708). Toplanan
bitkinin rizom kisimlar1 1s1ksiz, kuru bir ortamda oda sicaklifinda kurumaya

birakilmistir.

2.2. Calismada Kullanilan Hiicre Hatlar

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ticari olarak Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu
(American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, Marryland, USA)’ndan temin
edilmistir. Calismada NIH/ 3T3 murin fibroblast (ATCC® CRL-1658™) hiicresi,
A549 akciger kanseri (ATCC® CRM-CCL-185™) hiicresi ve MCF-7 meme kanseri
(ATCC® HTB-22™ hiicre hatlar1 kullanilmustir.

2.3. Bitki Ekstraktlarinin Elde Edilmesi

Kurutulmus S. lutea 6rnekleri sivi nitrojen kullanilarak mekanik olarak 6giittilmustiir
(Sekil 2.3.1). 10 gram toz bitki materyali bir falkona aktarilmis ve 40 ml etanol (%
96, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) ilave edilmistir. Daha sonra 25°C'deki
ultrasonik su banyosunda % 100 vibrasyonda 30 dakika tutularak ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon isleminden sonra elde edilen karisim 4000 devirde 5 dakika
santriflij edilerek siipernatant alinmistir. Pelete yeniden 40 ml etanol eklenerek ayni
prosediir tekrarlanmistir. Her iki islemden elde edilen siipernatantlar filtre kagidi

(Whatman No:1) kullanilarak  siiziilmiis ve partikiiller uzaklagtirilmistir.
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Stipernatanttaki etanol uzaklastirilmis ve elde edilen ekstrakt +4°C'de saklanmuistir.
0.2 g S. lutea ekstraktinin tizerine 1 ml DMSO (Dimetil Siilfoksit) (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) eklenerek 200 mg/mL’lik ana stok hazirlanmistir (Sekil 2.3.1).

(b)

Sekil 2.3.1. S. lutea kurutulmus hali (a) ve S. lutea ekstrakti (b) ana stogu

2.4. Hiicre Hattimin Pasajlanmasi

Calismada kullanilan hiicre hatlart % 10 fetal sigir serumu (FBS) ve % 1
penisilin/streptomisin (PS) iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
besiyeri ile 25°lik flasklarda kiiltiire edilmistir. Hiicreler yeterli yogunluga ulasana
kadar 37°C’ de ve % 5 CO> igeren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Yaklasik % 90
yogunluga ulasan hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilmig, ardindan T75 flasklara

aktarilarak inkiibe edilmistir.

2.5. S. lutea Ekstraktinin Sitotoksik Aktivitesinin Belirlenmesi

S. lutea ekstraktinin 3T3 hiicre hatti lizerindeki etkisi MTT yontemi ile belirlenmistir.
MTT yontemi tetrazolyum tuzlarmmin renk degisimi baz alinarak kullanilan bir

yontemdir (Mossman,1983). Yaklasik % 90 yogunluga ulasan hiicreler tripsin/EDTA
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uygulanarak flasktan alinmais, tizerine 1:5 oraninda DMEM eklenerek 1200 rpm’de 4
dakika santrifiijlenmistir. Santriflij islemi sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve
pelet 1 ml DMEM igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan thoma laminda tripan mavisi
ile boyama yapilarak inverted mikroskopta hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre
siispansiyonu 200 pL’de 10* hiicre olacak sekilde DMEM ile seyreltilmis ve her bir
kuyucuga 200 pL aktarilmistir. 24 saat 37° C'de %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibe
edilmistir. 24 saat sonunda besiyeri uzaklastirilmis ve asagida belirtilen
konsantrasyonlarda etken madde uygulamasi yapilmistir. Kontrol grubu olarak ayni

konsantrasyonlarda DMSO kullanilmistir.

NIH/3T3 murin fibroblast hiicre hatt1 i¢in 250; 125; 62.5; 31.25; 15.6 ve 7.8 pg/ml

konsantrasyonlarda ekstrakt kullanilmistir.

Etken madde eklenen plakalar 24 saat 37°C’ de ve %5 COz igeren ortamda inkiibe
edilmistir. 24 saat sonucunda kuyucuklardaki DMEM ve etken madde siispansiyonu
uzaklastirilmig ve distile fosfat tamponlu salin (D-PBS) ile yikama yapilmistir. 3 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. 3 saat sonrasinda kuyucuklardaki siispansiyon
uzaklastirllmistir ve formazan kristallerinin ¢éziinmesi i¢in her bir kuyucuga 100 pL
DMSO eklemistir. 30 dakika boyunca oda sicakliginda 100 rpm’de c¢alkalamali
inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific
Multiskan FC, Vantaa, Finlandiya) ile 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik

Ol¢timler yapilmistir. Canli hiicre yiizdesi agagidaki formiil ile belirlenmistir:

(%) Canlilik = [100 x (Ornek . ) (Kontrolgp)]

Ornek abs: Test materyali uygulanan kuyulardaki absorbans
Kontrol aps: Kontrol kuyucugunun absorbansi

S. lutea ekstraktinin hiicre kiiltiirleri lizerindeki 1Cso degerleri istatistiksel olarak

hesaplanmastir.

2.6. Yara lyilestirme - Cizik Testi

Hiicre migrasyonunu gozlemlemek icin yapilan yara iyilestirme potansiyelini

gozlemlemek i¢in kullanilir. S. lutea ekstraktinin NIH/3T3 Murin Fibroblast
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hiicreleri {lizerindeki yara iyilestirme aktivitesini belirlemek i¢in ¢izik testi (Scratch
testi) kullanilmistir. 3T3 fibroblast hiicre soliisyonundan her bir petride 10* hiicre
olacak sekilde 2000 pL aktarilmistir. 24 saat 37° C'de % 5 CO2’li inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler petri yiizeyini yaklastk % 90 oraninda
kapladiginda petrilerin igindeki besiyeri atilmis ve diiz bir ¢izgi halinde 10 pL’lik
pipet ucuyla yara ¢izgisi olusturulmustur. Ardindan DPBS ile yiizey yikama iglemi
gerceklestirilmistir. 1Cso degeri baz alarak 2.5 pg/petri, 1.25 pg/petri ve 0.625
pg/petri olarak ti¢ farkli subsitotoksik konsantrasyonda etken madde uygulamasi

yapilmistir. Kontrol grubu olarak ayni oranda DMSO kullanilmistir.

Ardindan 0., 4., 24. ve 48. saatlerinde faz kontrast mikroskobu ile yara bolgesi
gozlenmis ve mikroskop gorlintiileri kaydedilmistir. Kontrol grubu ile

karsilastirilarak yara iyilestirme aktivitesi belirlenmistir.

2.7. Antiproloferatif Aktivitenin Belirlenmesi

S. lutea ekstraktinin 3T3 hiicre hatt1 tizerindeki etkisi MTT yontemi ile belirlenmistir.
MTT yontemi tetrazolyum tuzlarmmin renk degisimi baz almarak kullanilan bir
yontemdir (Mossman,1983). Yaklasik % 90 yogunluga ulasan hiicreler tripsi/EDTA
uygulanarak flasktan alinmais, lizerine 1:5 oraninda DMEM eklenerek 1200 rpm’de 4
dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve
pelet 1 ml DMEM igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan thoma laminda tripan mavisi
ile boyama yapilarak inverted mikroskopta hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre
siispansiyonu 200 pL’de 10* hiicre olacak sekilde DMEM ile seyreltilmis ve her bir
kuyucuga 200 pL aktarilmistir. 24 saat 37° C'de %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibe
edilmistir. 24 saat sonunda besiyeri uzaklastirilmis ve asagida belirtilen
konsantrasyonlarda etken madde uygulamas: yapilmistir. Kontrol grubu olarak ayni
konsantrasyonlarda DMSO kullanilmistir.

Ab549 akciger kanseri hiicre hatt1 i¢in 1000; 500; 250; 125 ve 62.5 pg/ml; MCF-7
meme kanseri hiicre hatt1 i¢in 3000; 2500; 2000; 1500; 1000 ve 500 pg/ml’lik

konsantrasyonlar kullanilmistir.

Etken madde eklenen plakalar 24 saat 37°C’ de ve %5 CO: iceren ortamda inkiibe

edilmistir. 24 saat sonucunda kuyucuklardaki DMEM ve etken madde siispansiyonu
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uzaklastirilmig ve distile fosfat tamponlu salin (D-PBS) ile yikama yapilmistir. 3 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. 3 saat sonrasinda kuyucuklardaki siispansiyon
uzaklagtirilmistir ve formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in her bir kuyucuga 100 uL
DMSO eklemistir. 30 dakika boyunca oda sicakliginda 100 rpm’de g¢alkalamali
inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific
Multiskan FC, Vantaa, Finlandiya) ile 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik

Olctimler yapilmistir. Canli hiicre yiizdesi asagidaki formiil ile belirlenmistir:
(%) Canlilik = [100 x (Ornekgy. ) (Kontrolgys)]

Ornek abs: Test materyali uygulanan kuyulardaki absorbans

Kontrol ass: Kontrol kuyucugunun absorbansi

% Inhibisyon= 100- % Canlilik

S. lutea ekstraktinin hiicre kiiltiirleri tizerindeki 1Cso degerleri istatistiksel olarak

hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

Tez ¢alismasinda S. lutea bitkisinin etanolik ekstraktinin NIH/3T3 murin fibroblast
hiicresi iizerindeki sitotoksik etkinligi MTT testi ile belirlenmistir. Ekstraktin A549
akciger kanseri ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerindeki antiproliferatif
aktivitesinin belirlenmesinde de MTT testi kullanilmistir. Ardindan ¢izik testi
(Scratch testi) ile, NIH/3T3 murin fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak ekstraktin yara

iyilestirme aktivitesi aragtirilmigtur.

3.1 S. lutea Ekstraktimmn NIH/3T3 Murin Fibroblast Uzerindeki Sitotoksik
Etkinligi

S. lutea ekstraktinin 3T3 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi MTT testi ile
belirlenmistir. S. lutea ekstraktinin 250; 125; 62.5; 31.25; 15.625 ve 7.8125 pg/ml
konsantrasyonlart 3T3 hiicreleri ile 24 saat muamele edilmis, MTT testi ile hiicre
canlihigr oOlglilmistiir. S. lutea igin kontrol grubu olarak ana stok ¢o6zeltisinin

hazirlandig1 ve ayni konsantrasyonlari ihtiva eden DMSO kullanilmistir.

S. lutea ekstrakti uygulanmis kuyucuklarin MTT uygulamasi sonrasi goriiniimii

(Sekil 3.1.1.)’de, yiizde canlilik degerleri (Sekil 3.1.2.)’de verilmistir.

250 g/ml |
125 pg/ml

62,5 ug/ml
31,25 pg/ml

15,625 pg/ml

7,8125 pg/ml

Hiicre Kontrol

Besiyeri Kontrol
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Sekil 3.1.1 S. lutea ekstrakti uygulanmis kuyucuklarin MTT uygulamasi sonrasi goriiniimii

70
60,88 55,19

60 7 46+35
50 7 38,22

20 7 [ 34,_05

P
30 13,50
20 [

10 &
. . 7 7

7,8125 15,625 31,25 62,5 125 250
Konsantrasyon (ug/mlL)

% Canlilik

A

Sekil 3.1.2 S. lutea ile muamele edilmis 3T3 fibroblast hiicrelerindeki yiizde canhilik degerleri

S. lutea ekstraktinin 3T3 hiicreleri tizerindeki 1Cso degeri 24.79 ng/ml olarak
hesaplanmistir. S. lutea ekstrakti ile muamele edilmis hiicrelerde konsantrasyon

arttikga canliligin diistiigii gézlenmistir.

3.2 S. lutea Ekstraktimin Yara lyilestirme Aktivitesi

S. lutea ekstraktinin  3T3  hiicreleri  iizerindeki  sitotoksik  etkisinin
degerlendirilmesinin ardindan ICsp degeri hesaplanmigtir. Bu hesaplamalar
dogrultusunda subsitotoksik dozlar belirlenerek In vitro yara iyilestirme testi
yapilmistir. Yara iyilestirme testinde S. lutea ekstraktinin 3T3 hiicreleri iizerinde
subsitotoksik 3 farkli konsantrasyonu kullanilmis, 0., 4., 24. ve 48. saatlerde

mikroskopta yara bolgesi gortintiileri alinmigtir (Sekil 3.2.1)
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Sekil 3.2.1. S. lutea ekstraktinin in vitro yara iizerindeki etkisi

Yapilan mikroskobik goriintiilemelerde doz artigina bagli olarak hiicre gociiniin
engellendigi ve S. lutea ekstraktinin test konsantrasyonlarinin yara iyilestirmeyi

tesvik etmedigi tespit edilmistir.

3.3 S. lutea Ekstraktinin A549 Akciger Kanseri Uzerindeki Antiproliferatif
Aktivitesi

S. lutea ekstraktinin A549 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif aktivitesi MTT testi ile
belirlenmistir. A549 hiicreleri S. lutea ekstraktinin 1000; 500; 250; 125 ve 62.5
png/ml konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmis, MTT testi ile hiicre canlilig1
Olglilmistiir. S. lutea i¢in kontrol grubu olarak ayni konsantrasyonlarda DMSO

kullanilmustir.

S. lutea ekstrakti uygulanmis kuyucuklarin MTT uygulamasi sonrasit goriiniimii

(Sekil 3.2.1.)’de, inhibisyon ylizdeleri (Sekil 3.2.2.)’de verilmistir.

30



1000 yg/ml
500 pg/ml

250 pg/ml
125 pg/ml

62,5 ug/ml
Hiicre Kontrol

Besiyeri Kontrol

Sekil 3.3.1 A549 hiicre hattina S. lutea ekstrakti uygulanmis kuyucuklarin MTT

uygulamsi sonrasi goriinii

%0 71,386
65,300
70 52,091 1

60 49,]?02 T /’

43,324

50

40 7

30

20

% Inhibisyon

10

62,5 125 250 500 1000
Konsantrasyon (u«g/mL)

Sekil 3.3.2. S. lutea ekstraktinin A549 akciger kanseri hiicreleri iizerindeki yiizde inhibisyon

degerleri.

S. lutea ekstraktinin A549 hiicreleri tizerindeki ICso degeri 181.55 pug/ml olarak
hesaplanmistir. S. lutea ekstrakti ile muamele edilmis hiicrelerde konsantrasyon

arttik¢a inhibisyonun arttig1 gézlenmistir.

3.4. S. lutea Ekstraktimn MCF-7 Meme Kanseri Uzerindeki Antiproliferatif
Aktivitesi

31



S. lutea ekstraktinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif aktivitesi MTT testi
ile belirlenmistir. MCF-7 hiicreleri S. lutea ekstraktinin 3000; 2500; 2000; 1500;
1000 ve 500 pg/ml konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmis, MTT testi ile

hiicre canliligt  olgilmistir. S. lutea icin kontrol grubu olarak ayni

konsantrasyonlarda DMSO kullanilmistir.

S. lutea ekstrakti uygulanmis kuyucuklarin MTT uygulamasi sonrasit goriiniimii

(Sekil 3.3.1.)’de, inhibisyon ylizdeleri (Sekil 3.3.2.)’de verilmistir.

S.lutea DMSO

3000 pg/ml
2500 pg/ml

2000 yg/ml

1500 pig/ml

1000 pg/ml
500 pg/ml

Hiicre Kontrol

Besiyeri Kontrol

Sekil 3.4.1. MCF-7 hiicre hattina S. lutea uygulanmis kuyucuklarin MTT uygulamsi sonrasi

goriiniimii
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Sekil 3.4.2. S. lutea ekstraktinin MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerindeki yiizde inhibisyon

degerleri.

S. lutea ekstraktinin ICsg degeri 570.63 ug/ml olarak hesaplanmigtir. S. lutea
ekstrakti ile muamele edilmis hiicrelerde konsantrasyon arttik¢a inhibisyonun arttigi

gozlenmistir.

33



4. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasinda Mugla ili i¢in hem kiiltiirel hem de ticari bir 6neme sahip S.
lutea bitkisinin rizomlarindan elde edilen etanolik ekstraktin yara iyilestirme ve anti-
proliferatif etkilerinin in vitro ortamda arastirilmasi amag¢lanmistir. Bu amag
dogrultusunda 3T3 hiicreleri {izerinde S. lutea’nin etanolik ekstraktinin sitotoksik
dozu MTT testi ile belirlenmis ve ICso degeri istatistiksel olarak hesaplanmistir. Yara
iyilestirme potansiyelinin ortaya konulmasi i¢in hesaplanan ICso degerinin sub-
sitoksik dozlart kullanilmistir. S. lutea’nin etanolik ekstraktinin A549 ve MCF-7

hiicre hatlarinda antiproliferatif aktivitesi MTT testi ile belirlenmistir.

Su anda kullanilan anti-kanser ajanlarmin biiylik bir kismi bitkiler, deniz
organizmalari ve mikroorganizmalar dahil dogal kaynaklardan saglanmaktadir.
Bitkiler, bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisi i¢in olduk¢a dnemlidir ve geleneksel ilaglarin
ana kaynagini olusturmaktadirlar. Bitkilerden izolen edilen bilesikler tibbi alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkiler ve bilesikleri lizerinde yapilan calismalar
potansiyel yeni ajanlarin kesfedilmesi ve gelistirilmesine Onciiliikk etmektedir

(Giddings ve Newman, 2022).

Yapilan bazi caligmalarda, hastaliklarin tedavisindeki giiclii rolleriyle bilinen
Sternbergia tiirlerinde alkaloitlerin varligini rapor edilmistir. Likorin, tazettin ve
galantamin bu alkoloitlerden bazilaridir (Citoglu vd., 2008). Ozellikle likorin ile
yapilan biyolojik aktivite calismalari olduk¢a onemlidir. Sahip oldugu aktiviteler
arasinda antiviral, antienflamatuvar, antitimoér ve antibakteryel aktiviteler vardir

(Arrigoni vd., 1975; Gabrielsen vd., 1992; Lamoral-Theys vd.,2009; Agca vd.,2021).

Bu calismada S. lutea bitkisinin rizom kisimlarindan elde edilen etanolik ekstraktin
NIH/3T3 fibroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi aragtirilmistir. S. lutea'nin
doza bagl olarak artan sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Kaya ve ark.
(2010), S. lutea soganlarindan elde edilen su, etil asetat, etanol ve n-hekzan
ekstraktlarinin toksisitelerini Brine Shrimp Letalite testi ile arastirmistir. Su, etil
asetat ve n-hekzanin ICso degerleri 1000 pg/ml 'nin lizerinde olup, etanoliin ICso
degeri 126.84 pg/ml olarak hesaplanmistir. Bu ¢aligmada S. lutea rizomlarinin etanol
ekstraktinin 3T3 hiicreleri lizerindeki ICso degeri 24.79 ng/ml olarak hesaplanmistir.

Iki caligma arasindaki ICso degerleri arasindaki farkin, iki farkli ydntemin
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kullanilmasindan kaynaklandigi distiniilmektedir. In vitro sitotoksisite testleri,
uygulama kolayligi ve diigiik maliyet gibi avantajlar1 nedeniyle yaygin olarak
kullanilan yontemlerdir (Aslantiirk, 2018). Bu yontemlerden biri de MTT testidir.
MTT testi ile sitotoksisite, hiicre canliigi ve g¢ogalmasi tespit edilebilmektedir
(Mossman, 1983). Biyolojik aktivite calismalarinda Oncelikli olarak bitkilerin
sitotoksisitesinin arastirilmasi, yapilacak calismalar i¢in 6n verilerin elde edilmesini

saglamaktadir.

Bu calismada S. lutea rizom kisimlarmin etanolik ekstraktinin 3T3 hiicreleri
tizerindeki ICso degeri belirlenmis ve yara iyilestirme testi i¢in subsitotoksik dozlar
kullanilmigtir.  Yara iyilestirmesi potansiyelinin incelenmesi i¢in ¢izik testi
kullanilmistir. Yeterli yogunluga ulasan hiicrelere yara acilmis ve S. lutea ekstrakti
uygulanmistir. 0, 4, 24 ve 48. saatlerde yara cizgisinin goriintiileri alinmistir (Sekil
3.2.1.). Doza ve zamana bagh olarak hiicrelerin 6ldiigii tespit edilmistir. Buna bagh
olarak S. lutea’nin rizom kisimlarinin herhangi bir yara iyilestirme potansiyeli

bulunmadig1 sonucuna varilmistir.

Kanser, cesitli genetik ve c¢evresel faktorlerin etkisiyle, viicudun belirli bir
bolgesindeki hiicrelerde DNA'nin hasar almasi sonucu hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde bilyiimesi ve ¢ogalmasiyla olusan bir hastaliktir (Street, 2019). Ozellikle
akciger ve meme kanseri en sik karsilasilan kanser tiirleridir. Kanser hastaligi icin
tedavi yontemi gelistirmek ya da yeni tedavi yaklagimlar1 kazanmak biiyiik 6nem arz

etmektedir.

Calismamizda da S. lutea ekstraktinin A549 akciger ve MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlar1 tizerinde 24 saatlik ekstrakt uygulamada antiproliferatif etkisi oldugu tespit
edilmistir (Sekil 3.3.2 ve Sekil 3.4.2). Cesitli calismalar, kanser hiicrelerinin
onlenmesinde ve tedavisinde sekonder bitki metabolitlerinin gii¢lii aktivitesinin
oldugunu gostermistir. Samarji (2021) tarafindan yapilan c¢alismada bagka bir
Sternbergia tiirii olan S. clusiana soganlarinin etanolik ekstraktinin MCF-7 hiicre
hatt1 iizerinde anti-proliferatif etkinlige sahip oldugu bulunmustur. Elias (2022)
tarafindan yapilan baska bir calismada ise S. clusiana soganlarinin etanolik
ekstraktinin MCF-7 {izerinde antiproliferatif ve pro-apoptotik aktivite gosterdigi

ortaya koyulmustur. S. clusiana'nin, daha 6nce malign hiicrelerin diizenlenmesinde
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etkili oldugu gosterilen likorin (Nair ve van Staden, 2014) gibi Amaryllidaceae
alkaloitleri agisindan zengin olmasi nedeniyle antikanser potansiyeline sahip oldugu
diisiiniilmektedir (Roy vd., 2018). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada apoptozun
Amaryllidaceae alkaloidleri tarafindan baslatilan kanser hiicresi 6liimiine yol agan
onemli bir yol olabilecegini ortaya ¢ikarilmistir (Nair vd, 2018). Yapilan deneyler
sonucunda S. lutea’nin antiproliferatif etkisi oldugu tespit edilmistir. Diger
antikanser ¢alismalarimi g6z Oniinde bulunduracak olursak icerdigi igerdigi

alkoloidinin etkisinin biiyiik oldugu diisiiniilmekte ve arastirilmasi planlanmaktadir.

Bu tez calismasinda ticari, kiiltiirel ve tibbi 6neme sahip S. lutea bitkisinin
rizomlarindan elde edilen etanolik ektraktin yara iyilestirme ve antiproliferatif
etkileri A549 akciger kanseri ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde ilk defa ortaya
konmustur. Bu c¢alisma mevcut kanser c¢alismalarinda dogal iiriinlerin
kullanilmasinda oncii  veriler elde edilmesi bakimindan Onemli katkilar

saglayabilecek potansiyeldedir.
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