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OZET

TRITERPEN SAPONIN TURU BILESIKLERIN
POTANSIYEL ANTIKANSER ETKINLIKLERI
VE TOKSISITESI

DURMAZ, Meryem Sila
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. N. Ulkii KARABAY YAVASOGLU

Agustos 2023, 92 sayfa

Kanser, 6nemli ve kiiresel bir saglik tehdidi olmakla birlikte diinya ¢apinda
onde gelen Olim nedenlerinden biridir. Son birkag on yil i¢inde, kanser
hlcrelerinin, tumorin niksetmesine neden olacak sekilde, geleneksel antikanser
ilaglara kars1 ¢oklu ilag¢ direnci kazanabilecegi acik hale geldiginden yeni ve etkili
antikanser ilaglar1 kesfetmeye stirekli bir ihtiyag vardir. Bitkilerden elde edilen
dogal tiriinler, kanser ilaglarinin birincil kaynagi olarak hizmet vermistir ve yeni
bitki kaynakli antikanser ilaglar1 saglamaya devam etmektedir. Triterpenler,
triterpenoidler olarak adlandirilan, bitkisel, hayvansal ve mantar kdkenli dogal
olarak olusan alkenlerdir (Chudzik et al., 2015). Triterpen saponinler, saponin
bilesikleri grubuna ait olan triterpenlerdir. Triterpen saponinler farkli etki
mekanizmalarina sahip potansiyel antikanser ajanlar olarak bilinmektedir.
Sitotoksik etkileri, apoptoz indilklenmesine veya apoptotik olmayan hiicre 6limi
stimiilasyonuna bagli olabilmektedir. Giinlimiize kadar bir¢ok triterpen saponin
bilesigi izole edilmis olmakla birlikte bu bilesiklerin antikanser, anti-anjiyogenik
aktivitesi ve toksisitesi lizerinde bu kapsamda bir calisma mevcut literatiirde
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu ¢aligmada, Astragallus L.’den izole edilen 3
triterpen saponin bilesiginin(FAl, FA2, FA3) antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi, sitotoksik, genotoksik ve anti-anjiyogenik etkinlerinin ortaya konmast

amaglanmustir.
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Calisma kapsaminda 3 triterpen saponin bilesiginin, in vitro sitotoksik
etkisinin belirlenmesi igin In vitro Hicre Temelli Antioksidan Kapasitenin
Belirlenmesi testi ve MTT testi, apoptozun belirlenmesi igin Flow Sitometri
analizleri, genotoksik potansiyelin belirlenmesi igin  AMES testi ve
anjiyogenik/antianjiyogenik etkiyi gozlemlemek icin In vitro Scratch Assay ile

Hiicre Migrasyonunun Degerlendirilmesi ve HET-CAM testi yapilmustir.

Kontrol hiicreler (hiicre canlilig1 %100) ve 1 mM H202 H2O02 ile hasara
ugratilmis hiicreler (hiicre canliligt %30.1) ile karsilastirildiginda, FAI’in
uygulanan konsantrasyonlarinda H202 hasarina kars1 koruyucu etki gostermedigi
belirlenmistir. FA2’nin tiim konsantrasyonlarda (25, 50, 75 ve 100 ng/mL), FA3’iin
ise 75 ve 100 pg/mL’de H202 hasarma kars1 koruyucu antioksidan etki gosterdigi
belirlenmistir. Sitotoksisite testinde yalnizca FA1’de sitotoksik etki gdozlenmis ve
CCD34-LU, U87-MG ve SHSY-5Y hiicre hatlar1 i¢in IC50 degerleri
hesaplanmistir. FA1’in IC50 degeri kullanilarak gerceklestirilen flow sitometri
analizinde apoptoz ve nekroz izlenmistir. Ug bilesigin de +S9 ve -S9 ortamlarda
Salmonella typhimurium TA98 ve TA102 suslarma karst maksimum
konsantrasyonda (5000 pg/mL) bile genotoksik etki gdstermedigi belirlenmistir.
FA1’in 400 pg/mL, FA2 ve FA3’lin 200 pg/mL ve iizeri uygulamalarinda HET-
CAM testi ile anti-anjiyogenik etki gosterdigi izlenmistir.

Sonug olarak bu 3 triterpen saponin bilesiginin biyolojik aktivitesi ve
toksisitesi molekiiler seviyede ortaya konmus ve bu bilesiklerin potansiyel
antikanser ajanlar olabilecekleri gosterilmistir. Daha ileri sonuglar in vivo

denemelerle desteklenmelidir.

Anahtar sozcukler: Anti-anjiyogenez, antikanser etkinlik,
antioksidan kapasite, genotoksisite, sitotoksisite, triterpen saponin

bilesikleri
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Cancer is a major global health threat and one of the leading causes of death
worldwide. Over the past few decades, there is a constant need to discover new and
effective anticancer drugs as it has become clear that cancer cells can acquire
multidrug resistance to conventional anticancer drugs, causing tumor recurrence.
Natural products derived from plants have served as the primary source of cancer
drugs and continue to provide new plant-derived anticancer drugs. Triterpenes are
naturally occurring alkenes of vegetable, animal, and fungal origin, called
triterpenoids (Chudzik et al., 2015). Triterpene saponins are triterpenes that belong
to the group of saponin compounds. Triterpene saponins are known as potential
anticancer agents with different mechanisms of action. Their cytotoxic effects may
be due to induction of apoptosis or stimulation of non-apoptotic cell death.
Although many triterpene saponin compounds have been isolated to date, there is
no study in the current literature on the anticancer, anti-angiogenic activity, and
toxicity of these compounds. Therefore, this study, it was aimed to determine the
antioxidant capacity of 3 triterpene saponin compounds (FAL, FA2, FA3) isolated
from Astragalus L. and to reveal their cytotoxic, genotoxic, and anti-angiogenic

effects.

Within the scope of the study, In vitro Cell Based Antioxidant Capacity
Determination test and MTT test to determine the in vitro cytotoxic effect of 3
triterpene saponin compounds, Flow Cytometry analysis to determine apoptosis,

AMES test to determine genotoxic potential and evaluation of Cell Migration by In



vitro Scratch Assay and HET-CAM test were performed to observe the

angiogenic/antiangiogenic effect.

When compared with control cells (cell viability 100%) and cells damaged
with 1 mM H202 H202 (cell viability 30.1%), it was determined that FA1 did not
show a protective effect against H202 damage at applied concentrations. It has been
determined that FA2 has a protective antioxidant effect against H202 damage at all
concentrations (25, 50, 75, and 100 pg/mL), and FA3 at 75 and 100 pg/mL. In the
cytotoxicity test, the cytotoxic effect was observed only in FA1, and IC50 values
were calculated for CCD34-LU, U87-MG, and SHSY-5Y cell lines. Apoptosis and
necrosis were observed in flow cytometry analysis using the IC50 and the value of
FAL. It was determined that all three compounds did not show genotoxic effects
against Salmonella typhimurium TA98 and TA102 strains in +S9 and -S9
environments, even at maximum concentration (5000 pg/mL). The anti-angiogenic
effect was observed with the HET-CAM test in the applications of FAL at 400
pg/mL, FA2, and FA3 at 200 pg/mL and above.

As a result, the biological activity and toxicity of these 3 triterpene saponin
compounds have been demonstrated at the molecular level and it has been shown
that these compounds can be potential anticancer agents. Further results should be

supported by in vivo trials.

Keywords: Anti-angiogenesis, anticancer activity, antioxidant capacity,

genotoxicity, cytotoxicity, triterpene saponin compounds



Xi

ONSOZ

Kanser hastaligi halk saghigi i¢in kiiresel bir tehdit olusturmakta olup
epidemiyolojik veriler, tiim diinyada kanser prevalansinin yildan yila arttigini
acikca gostermektedir. Kanser, dnemli ve kiiresel bir saglik tehdidi olmakla birlikte
diinya ¢apmnda onde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Artan kanser insidansi
nedeniyle daha az yan etkili yeni antikanser ilaglara duyulan ihtiyag ise hergiin daha
fazla artmaktadir

Kanser tedavisinde yeni terapilere ve kemoterapotik ilaglara acilen ihtiyag
duyulmaktadir. Bu tez projesi kapsaminda, Astragallus L. den izole edilen 3
triterpen saponin bilesiginin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi, sitotoksik,
genotoksik ve anti-anjiyogenik etkinlerinin ortaya konmasi amaglanmaistir.

Bu amagla izole edilen bilesigin antikanser etkinliginin molekiiler seviyede
ortaya konmas1 ve olasi toksisitesinin belirlenmesi ve literatiire katki saglamasi
hedeflenmektedir.

Bu tez calismas1 Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu FYL-2023-28468
nolu proje ile desteklenmistir. Ege Universitesi Arastrma Fon Saymanligi“na

tesekkiir ederim.

[ZMIR
14/08/2022
Meryem Sila DURMAZ
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1. GIRiS

Kanser, 6nemli ve kiiresel bir saglik tehdidi olmakla birlikte diinya ¢apinda
onde gelen 6liim nedenlerinden biridir. 2020 yilinda diinya ¢apinda tahminen 19,3
milyon yeni kanser vakas1 (18,1 milyon melanom dis1 cilt kanseri hari¢) ve yaklagik
10,0 milyon kanser oliimii (9,9 milyon melanom dis1 cilt kanseri hari¢) meydana
geldi (Sung et al., 2021) (Sekil 1.1 ve 1.2). Son birka¢ on yil iginde, kanser
hiicrelerinin, tiimoriin niiksetmesine neden olacak sekilde, geleneksel antikanser
ilaclara kars1 ¢oklu ilag¢ direnci kazanabilecegi acik hale geldiginden yeni ve etkili

antikanser ilaglar1 kesfetmeye siirekli bir ihtiya¢ vardir (Tilaoui et al., 2021).

Number of new s in 2020, both sexes, all ages

Breast
2261419 (11.7%)

Lung
2206771 (11.4%)
Other cancers
8 275 743 (42 9%) Colorectum
1931 590 (10%)
Prostate
1414 259 (7.3%)
Oesophagus Stomach
604 100 (3.1%) 1 08D 103 (5.6%)
Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 05 677 (4.7%)

Total: 19 292 789 cases

Sekil 1.1: 2020°de her cinsiyetten ve her yastan bildirilen yeni kanser vakalar1 (Globacan,
2020)



Number of deaths in 2020, both sexes, all ages

Lung
1796 144 (18%)

Other cancers
3557 454 (35.7%)

Colorectum
935 173 (9.4%)

Prostate Liver
375304 (3.8%) £30 180 (8.3%)
Pancreas Stomach
466 003 (4.7%) 768 793 (7.79%)
Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total: 9 958 133 deaths

Sekil 1.2: 2020°de her cinsiyetten ve her yastan bildirilen kanser kaynakli oliimler
(Globacan, 2020)

Bitkilerden elde edilen dogal iiriinler, kanser ilaglarmin birincil kaynagi
olarak hizmet vermistir ve yeni bitki kaynakli antikanser ilaglar1 saglamaya devam
etmektedir (Tilaoui et al., 2021). Bitkilerde bulunan sekonder metabolitler,
oksidatif stres, inflamasyon, hiicre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez ve istila ile
iligkili hiicre i¢i sinyal yollarmin modiilasyonu yoluyla kanser hiicrelerini
etkileyebilmektedir (Koczurkiewicz et al., 2015). Bazi Astragalus tiirlerinin
Uzakdogu geleneksel tibbinda kanser tedavisi i¢cin kullanildig1 bildirilmistir. Bunlar
arasinda  Astragalus membranaceous benzersiz bir Oneme sahiptir. 4.
membranaceous tek basma veya bitkisel formiillerin bir bileseni olarak kanser
hastalarinin hayatta kalma oranlarini artirmak i¢in ilag olarak recete edilmekte veya
kansere karsi profilaktik olarak kullanilmaktadir. A.membranaceous' un kok
ekstrelerinin, kanser hastalarinda bagisiklik fonksiyonlarim1i uyardigmi ve
konakgiya kars1 a1 yanitini arttirdigi gosterilmistir (Yoshida et al., 1997; Yesilada
et al, 2005).

Triterpenler, triterpenoidler olarak adlandirilan, bitkisel, hayvansal ve
mantar kdkenli dogal olarak olusan alkenlerdir (Chudzik et al., 2015). Triterpen
saponinler, saponin bilesikleri grubuna ait olan triterpenlerdir. Saponinlerin farkl

etki mekanizmalarina sahip potansiyel antikanser ajanlar oldugu bilinmektedir.



Sitotoksik etkileri, apoptoz indiiklenmesine veya apoptotik olmayan hiicre
Olimii stimiilasyonuna bagli olabilmektedir (Podolak et al., 2010). Kanser
hiicrelerinde saponin tedavisi, otofajik hiicre 6liimiinii uyarabilmekte, nitrik oksit
iretimini azaltmakta ve hiicre iskeleti biitiinliiglinin bozulmasmma neden
olabilmektedir. Giinlimiize kadar bircok triterpen saponin bilesigi izole edilmis
olmakla birlikte bu bilesiklerin anti kanser, anti anjiyogenik aktivitesi ve toksisitesi
iizerinde bu kadar ayrintili bir calisma mevcut literatiirde bulunmamaktadir. Bu
nedenle bu tez calismasi kapsaminda, Astragallus L. den izole edilen triterpen
saponin bilesiklerinin sinir sistemi tiimorleri lizerindeki antikanser etkinlikleri ile

anti-anjiyogenik etkilerinin ortaya konmas1 amag¢lanmaktadir.

1.1.Kanser

Hiicre boliinmesinin dogal siirecindeki patofizyolojik degisikliklerin hastaligi
olan kanser, diinya ¢apinda yildan yila ¢ok sayida 6liimden sorumlu 6nemli bir
hastalik olarak ortaya ¢ikmistir. Son zamanlarda 19,3 milyondan fazla (19.300.000)
yeni kanser vakasi teshis ve rapor edilmistir, bu da bildirilen verilere gére 2020'de
yaklasik 10 milyon 6liime yol agtmistir (Chhikara et al., 2022). Diinyada her yil
yaklasik 19-20 milyon kisiye kanser teshisi konmaktadir.

Mevcut literatiir incelendiginde 100’den fazla kanser tiiriiniin insan
viicudunun ¢esitli dokularini etkiledigi bilinmektedir (Jemal et al., 2011; Cancer
Research, 2016). Hem erkek ve hem de kadinlarda en sik goriilen ve dliimle
sonuclanan kanser tiirii akciger kanseridir. Erkeklerde 2.swrada prostat kanseri,
kadinlarda ise meme kanseri gelmektedir (McGuire, 2014; Siegel et al., 2015).
Merkezi sinir sisteminden (MSS) kaynaklanan kotii huylu tiimorler en korkulan
kanser tiirleri arasindadir. Glioblastoma, kotii prognozlu ve 1 yillik sag kalim orani
sadece %35.7 olan primer beyin tiimdriiniin en yaygin malign formudur.
Radyoterapi ve adjuvan ile kombine gerceklestirilen cerrahi rezeksiyon, sagkalimi

uzatan ancak kiiratif olmayan mevcut standart bakim tedavisi olarak bilinmektedir.



Glioblastoma yetiskinlerde daha sik goriilmekte olup ¢ocuklarda da ortaya
cikabilmektedir. Noroblastoma ise, noral krest hiicrelerinden kaynaklanan ve
cocuklarda en sik goriilen ekstrakraniyal solid kanserdir. Diislik riskli
noroblastomlar iyi sonuglarla iligkilidir, ancak yiiksek riskli noroblastomlu ¢ocuklar
multimodal tedaviden sonra bile siklikla niiks edebilmektedir (Ramachandran et al.,

2017).

Kanser Tiirleri (Etkilenen Doku Bazinda);

e Karsinomlar, akciger, meme ve kolon kanseri gibi viicudun i¢c ve dis
kisimlarini kaplayan hiicrelerle karakterize edilir.

e Sarkomlar, kemik, kikirdak, yag, bag dokusu, kas ve diger destekleyici
dokularda bulunan hiicreler ile karakterize edilir.

e Lenfomalar, lenf diiglimlerinde ve bagisiklik sistemi dokularinda baslayan
kanserlerdir.

e Losemiler, kemik iliginde baslayan ve siklikla kan dolasiminda biriken
kanserlerdir.

e Adenomlar tiroid, hipofiz bezi, adrenal bez ve diger glandiiler dokularda

ortaya ¢ikan kanserlerdir (Mathur et al., 2015).

1.1.1. Kanserin Nedenleri

Kanserin kokeni ve ilerlemesi, hiicre i¢indeki bir¢cok faktore (mutasyonlar,
bagisiklik kosullar1 ve hormonlar) oldugu kadar ¢evreden gelen dis faktorlere
(sigara, kimyasallar, bulasic1 organizmalar ve radyasyonlar) baghdir (Sekil 1.3).
Tiim bu unsurlar, anormal hiicre davranisina ve kontrolsiiz cogalmaya neden olmak
icin birlikte hareket eder. Olusan olagandisi hiicre kiitlesi viicutta biiyiir ve
cevresindeki normal dokulari etkiler ve bazen viicudun diger bdlgelerine de yayilir

(metastaz) (Rehman et al., 2018).



Bakteri ve
virtsler

Kodlanmayan Cevresel
DNA toksinler

Kanserin

Nedenleri

Genlerdeki
mutasyonlar

Sekil 1.3: Kansere neden olan faktérler (Rehman, 2018)

1.1.2. Kanser Tedavi Yontemleri

Kanser tedavisinin hedefleri, bilinen tiimoOrleri tamamen ortadan
kaldirmak, birincil kanserin tekrarini veya yayilmasini 6nlemek ve tiim makul
tyilestirici yaklasimlar tiikendiginde semptomlar1 hafifletmeyi igerir.
Kanser hastalarina  uygulanan  baslica tedavi  yontemlerisu  sekilde

siralanabilir:

Cerrahi operasyon,

o Kemoterapi,

o Radyoterapi,

o Immiinoterapi,

o Kok hiicre ve kemik iligi nakli,

« Hormon tedavisi,

e Antikor tedavisi.



Kanser tedavisine 6nemli katkilarma ragmen, tiim geleneksel kemoterapi
ilaclari, hizli eliminasyon, zayif biyoyararlanim, diisiik intratumoral salinim,
spesifik olmayan sitotoksisite ve bunun sonucunda siklikla ila¢ direncinin
baslamasiyla takip edilen sistemik yan etkiler dahil olmak {tizere c¢esitli

dezavantajlardan muzdariptir (Ioele et al., 2022).

Oniimiizdeki on yil, hedeflenen ilaglar1 veya yeni terapédtik ajanlari ve
sitotoksik maddeleri daha etkili bir sekilde birlestirmek i¢cin denemeler tasarlama
zorlugunu ortaya cikaracaktir. Bu denemelere, belirli ilaglara yanit verme olasiligi
en yiiksek olan hastalar1 belirlemek i¢in genomik ve molekiiler arastirmalar
yardimc1 olacak ve boylece etkisiz tedavinin maliyetini ve toksisitesini azaltacaktir.

(Urruticoechea et al., 2010).

1.2.Triterpen Saponin

Triterpenler, triterpenoidler olarak adlandirilan, bitkisel, hayvansal ve mantar
kokenli dogal olarak olusan alkenlerdir (Chudzik et al., 2015). Triterpen saponinler,
saponin bilesikleri grubuna ait olan triterpenlerdir. Tipik bir saponin molekiilii, bir
izoprenoid birimi ve bir seker kalintisindan olusan farkli yapisal bilesenlerden
olusmaktadir (Sekil 1.4). Ilkine aglikon bileseni, ikincisine ise glikon adi
verilmektedir. Saponinlerin biyolojik aktivitelerinin bu amfifilik dogalarindan
kaynaklandigr  diisliniilmektedir.  Triterpen  saponinler  (bazik), 2,3-
oksidoskualenden tiiretilen 30 karbonlu bir omurga yapisina sahip dort veya bes
halkadan olugmaktadir. Pentasiklik triterpenoidler bitkilerde en bol bulunanlardir
ve oleananlar, lupanlar, ursanlar ve tiirevlerini icermektedirler (Elekofehinti et al.,

2021). Triterpen glikozitler, dogada en yaygin bulunan saponinlerdir.



Sekil 1.4: Triterpenoid Yapisi (National Center for Biotechnology Information, 2023)

Saponinlerin farkli etki mekanizmalarina sahip potansiyel antikanser ajanlar
oldugu bilinmektedir. Sitotoksik etkileri, apoptoz indiiklenmesine veya apoptotik
olmayan hiicre 6liimii stimiilasyonuna bagl olabilmektedir (Podolak et al., 2010).
Kanser hiicrelerinde saponin tedavisi, otofajik hiicre 6liimiinii uyarabilmekte, nitrik
oksit iiretimini azaltmakta ve hiicre iskeleti biitliinliigiiniin bozulmasma neden
olabilmektedir. Bu bilesiklerin sitotoksik etkilerinin, apoptoz veya hiicre 6liimiiniin
apoptotik olmayan uyarim ile baslatilabildigi diisiiniilmektedir. Kapsamli literatiir
arastirmasi, saponinlerin apoptoz, ferroptoz, onkotik nekroz, nekroptoz ve otofaji
yoluyla kanser hiicresi Oliimiinii indiiklemedeki ©Onemli yetenegini ortaya
cikarmistir (Elekofehinti et al., 2021). Bunun yani sira triterpen saponinler genis bir
farmakolojik aktivite yelpazesine sahiptir. Bunlar arasinda biyolojik zarlarla
etkilesime girme yetenekleri uzun siiredir calisilmaktadir. Bu bilesikler kisa siireli
hiicre zar1 yeniden diizenlemelerine veya tamamen yok olmasina neden
olabilmektedirler. Saponinler, zarda gézenek olusturabilmeleri sayesinde hiicrelerin
iyonik dengesini bozarak hiicre lizisine ve Oliimiine yol acabilmektedirler.
Literatiirde nispeten iyi tanimlanmig olan saponositlerin sitotoksik ve hemolitik

aktiviteleri dikkati cekmektedir (Koczurkiewicz et al., 2015).



Cok sayida calismadan elde edilen gozlemler, saponinlerin biyolojik
aktivitesinin hem aglikon hem de seker kismindan etkilendigini dogrulamaktadir.
Yapi-aktivite iligkileriyle ilgili mevcut bilgilerin ¢ogu, saponinlerin hemolitik etkisi

iizerine yapilan arastirmalardan gelmektedir (Podolak et al, 2010).

Triterpenler sadece neoplastik hiicre dizilerinin yasamini inhibe etmekle
kalmamakta, ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikleyerek viicudun
normal hiicrelerine tehdit olusturmadan intihar 6liimlerine neden olmaktadirlar.
Triterpenlerin aktivitesinin segiciligi, onlar1 kanser tedavisi ve Onlenmesinde
alternatifler olarak sunmaktadir. Bu nedenle, sitotoksik 6zelliklerinin ve altta yatan
mekanizmalarin degerlendirilmesi i¢in bu tiir bilesiklerin izolasyon yoluyla elde
edilmesi esastir (Chudzik et al., 2015). Bitkilerden izole edilen triterpenoidler,
dogal {irtinlerin en biiyiik gruplarindan biridir ve bazilar1 antioksidan aktivite,
antiinflamatuar aktivite, hepatoprotektif etkiler ve antitiimor aktivite gibi cesitli
biyolojik aktiviteler sergilemektedirler. Modern farmakolojik calismalada bu
bitkinin antioksidan, noroproteksiyon, kandaki lipiti azaltma ve antidiyabetik
aktivite dahil olmak {izere bir¢ok biyolojik aktivitesi gosterilmistir (Yan Zhang et

al., 2018).

Bu c¢alismada kullanilan triterpen saponin bilesikler Sekil 1.5°de

sunulmustur.

FA1:v6-O-B-D-Glucopyranosyl-3,6a,16p,24a-tetrahydroxy-20(R),25-

epoxycycloartane

FA2: Cyclocephaloside 1

FA3: Oleifolioside B



Bilesi@in Adi Bilesi@in Yapisi

1 6—0-B-D-Glucopyranosyl—-3B, 6a, 16B, 24a—-tetrahydrox
y 20(R), 25 epoxycycloartane

2 Cyclocephaloside 1

B-D-xyl 1

3 Oleifolioside B

Sekil 1.5: Bu calismada kullanilan bilesiklerin (FA1, FA2, FA3) yapisi.

1.2.1. Etki mekanizmasi

Kimyasal olarak triterpen saponinler, triterpenlerin glikozitleridir. Aglycone
veya sapogenin olarak adlandirilan polar glikon kismi (seker) ve seker olmayan
polar olmayan bilesenlerden olusurlar. Molekiiliin iki kismi1 ¢ogunlukla bir eter bag1
ile birbirine baglanir. Aglykoniler ¢ogunlukla pentasiklik, karbon halkalarindan
yapilir. Seker pargalari, monosakkaritlerden olusan 1-3 diiz veya dalli zincir igerir
ve bunlarin en yaygin olanlar1 sunlardir: D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz, L-
arabinoz, D-ksiloz, L-fukoz ve yag asitleri: D-glukuronik asit ve D-galakturonik
asit (Koczurkiewicz et al., 2015). Molekiillerdeki kayda deger, kiiciik yapisal
degisiklikler, bu bilesiklerin aktivitelerinde biiylik farkliliklar gosterebilir. Cesitli
saponinlerin ve bir¢ok steroidal glikoalkaloidin en yogun olarak incelenen etkisi,
membran pertiirbasyonuna neden olma yetenekleridir. Saponinlerin siklikla
gozlemlenen memeli eritrositlerinin par¢alanmasmna neden olma yeteneginin
molekiiler temeli oldugu diisiiniildiigiinden, bu 6zellik genellikle "saponinlerin

hemolitik aktivitesi" olarak adlandirilir (Augustin et al., 2011).
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Bu konuyla ilgili raporlarin sayist katlanarak artmaktadir ve saponinlerin
aktivitesine iliskin in vitro veriler son zamanlarda in vivo analizlerle daha sik
tamamlanmaktadir. Timor hiicreleri tizerindeki 3 temel saponozid etki kategorisini
tanimlamaya yardimci oldular. Bunlar sunlari igerir: (1) sitostatik (2) pro-apoptotik
ve (3) anti-metastatik etkiler. Saponinler ayrica kanser hiicrelerini diger
kemoterapotik ilaglarin sitostatik, pro-apoptotik ve anti-metastatik etkilerine kars1

duyarli hale getirir (Koczurkiewicz et al., 2015) (Sekil 1.6).

Interaction The results
TRITERPENE of interaction
7 Ny
- e
SAPONIN ,«/* d cell membrane
/»/; }' 9 s pemabiization
. 8,
/ ——
// -
~h
Y - = /\QC <_\:, Incieased sapression of Bax, pS3,
—0o(C) ~N E: JE— » Fas. Fosl. cospose (1.3.7,8)
o =- > c |—S1 efion —plTFOCHONGHGl MEembIane pemmesoization
Q/\)\ PR =] o7 = mleqse of Cylochrome ¢ Into cytozod
R aacraase of 8cl2
AN
tumor cel \ s Gl
\ B Y § - Jhcrecsed Cdk (016. DZ1) INNiTors Oxpresion
cell cycle ./ -

\ - S o Gececsad sxpression of cycin D1 E,
\ ' hiiton CHosc-jun. Cdkd

Invasivenass —is metaloproteinoses (MMP2, MMPY)

- __yp Cisorganization of cel cytoskeleton
inhibition of Fereased expression of matix
and MAP knasas (1,3.8,14)

Sekil 1.6: Saponinlerin kanser hiicreleri {izerindeki ¢ok yonlii etkileri (Koczurkiewicz et al.,
2015)

1.2.2. Yan etkileri

Bir¢ok saponin glikozit, uzun bir siire boyunca yliksek dozlarda toksik etkiler
gostererek asiri salivasyon, ishal, kusma, istahsizlik ve felg belirtileri gibi sorunlara
neden olur. Sicakkanli hayvanlarda saponinlerin oral toksisitesi, bagirsak
sisteminden diisiik emilimi nedeniyle nispeten diisiiktiir (cogu sogukkanl hayvan,

ornegin balik i¢in yiiksek toksisitenin aksine).

Bununla birlikte, saponinler gastrointestinal tahris edicidir ve daha hafif
orneklerde bu, hassas veya asir1 kilolu hastalarda 6zofageal refliiye yol agabilir.
Bagirsak yolu nedeniyle saponinlerin diisiik mevcudiyeti, 6nemsiz toksisite ile
sonuclanir. Ek olarak, intraven6z olarak verildiklerinde oldukc¢a toksiktirler

(Bartnik et al., 2017).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Proje kapsaminda materyal olarak EU Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
Ogretim iiyesi Prof. Dr. Tamer Karayildirim ve Aras. Gor. Dr. Rabia Nur UN
tarafindan Astragallus sp. den izole edilen triterpen saponin bilesikleri

kullanildi.

AMES testi icin kullanilan, test bakterisi, Salmonella typhimurium suslari
stok halinde (Xenometrix, Isvigre) satin almmist. HET-CAM analizi i¢in
kullanilan Leghron beyaz tavuk yumurtalar1 izmir Veteriner Kontrol Arastirma
Enstitiisii‘nden satin alinmistir. MTT ve Flow Sitometri analizlerinde kullanilan
hiicre kiiltlirleri malzemeleri; DMEM/F12, 9%0,25lik Tripsin-EDTA, FBS,
penisilin (Gibco, ABD), MTT (Sigma, ABD), HEPES (Sigma, ABD), PBS (Gibco,
ABD), Doxorubicin (Sigma, ABD), DMSO (Sigma, ABD), Invitrogen
eBioscienceTM Annexin V Apoptosis Detection Kit (Invitrogen, ABD), 6 gozli ve
96 gozlii mikroplaka (Corning, ABD), T-flask ( 25 cm2, 75 cm 2).

Cihazlar; Smif 2 laminar akigh biyogiivenlik kabini (ESCO, Singapur),
CO2’li Inkiibatdr (Thermofisher Scientific, ABD), flow sitometri (BD Biosciences,
ABD), 96 gozli spektrofotometre, santrifiij cihazi, -86 °C ve -20 °C dondurucu
(Thermo Fisher Scientific, ABD), inverted mikroskop (Zeiss, ABD), 1s1k
mikroskobu (Olympus, Hamburg, Almanya), Vorteks Karistirict (ThermoFisher
Scientific, ABD), Ultrasonik banyo (ISOLAB, Tiirkiye) seklindedir.

Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda kullanilan hiicre hatlari; VERO hiicre hattinda
(C.aethiops bobrek fibroblast hiicresi, ATCC CRL-1587), SHSY-5Y (insan
noroblastoma hiicre hatti, ATCC HTB-11), U87-MG (Insan glioblastoma hiicre
hatti, ATCC HTB-14) ve CCD34-LU (saglikl1 akciger fibroblast hiicre hatti, ATCC
N.CRL-1491) Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik
Boliimii’nden Prof. Dr. Ayse Nalbantsoy’ dan ve EGE MATAL’1n hiicre kiiltiir

koleksiyonundan temin edilmistir.
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2.2. Metot

2.2.1. Triterpen Saponin Bilesiklerinin In vitro Hucre Temelli Antioksidan
Kapasitenin Belirlenmesi

Bilesiklerin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde hiicre kiiltiirliniin
temel alindigr yontemin kullanilmasi planlanmistir. Bu yontemin uygulanmasi
kapsaminda H>O; uygulanmasinin ardindan hiicrelerde stres meydana getirilmesi
ve ardindan bilesik uygulanmasindan sonra hiicre canliligindaki degisikligin tespit

edilmesi planlanmistir. (Zhang et al., 2013).

Hiicre temelli antioksidan kapasitenin belirlenmesi yontemi dogrultusunda
VERO hiicre hatt1 (Cercopithecus aethiops bobrek fibroblast hiicreleri ATCC®CRL-
1587TM) biyolojik aktivitenin hiicresel diizeyde etkilerini arastirmak amaciyla

kullanilmastir.

e Oncelikle VERO hiicreleri, fetal sigir serumu ve %1 penisilin/streptomisin
iceren MEM (Minimum Essential Medium Eagle) ortaminda, 37 °C, %5
CO; iceren inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

e Hiicreler 96 kuyucuklu plakalarda %80 konfluent oluncaya kadar
bliyiitiilmiistiir.

e Bilesikler kuyucuklara eklenmis ve sonrasinda hiicreler 2 saat inkiibe

edilmistir.

e Bu islemin ardindan eklenen bilesikleri uzaklastirmak i¢in hiicreler PBS ile
yikanmis ve sonrasinda hiicrelerde oksidatif stres olusturmak amaciyla
H>0O> uygulanmistir. Daha sonra hiicreler 1,25 mM H20O: eklenerek %5 CO»,

nemli ortam, 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.

e Bu siirenin sonunda, hiicre canliligint belirlemek igin MTT testi

gerceklestirilmistir.
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e Bilesik uygulanmasmdan ve inkiibasyon siirelerinin tamamlanmasindan
sonra her bir kuyucuga 110 pL (%10) MTT c¢ozeltisi eklenmis %5 CO>

ortaminda 37 °C’de 4 saat daha inkiibe edilmistir.

¢ Bu siirecte hiicre icerisinde olusan formazan kompleksini ¢ozmek i¢in 100
puL SDS tuzu (10 mL 0,01 M HCI igerisinde 1 g SDS ¢ozlilmiis ¢ozelti)
kuyucuklara eklenmis ve 24 saat inkiibasyondan sonra 570 nm ve 630
nm’de spektrofotometre ile absorbans Olctimleri sonrasinda % hiicre

canlilig1 hesaplanmustir.

Bilesiklerin hiicre temelli antioksidan kapasitesi, bu islemler sonrasinda

kontrol grubunun hiicre canliligi ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

2.2.2 Antikanser Etkinlik ve Apoptoz Degerlendirmesi

2.2.2.1 Sitotoksisite Testi (MTT)

Hiicre canliligmin belirlenmesi amaciyla kolorimetrik metodlardan biri olan
MTT testi kullanilmistir. MTT testi canli hiicrelerdeki mitokondriyal aktivitenin
belirlenmesini ve kontrol grubu ile karsilastirarak muamele edilen molekiillerin
sitotoksik 6zelliklerinin belirlenmesini saglar (Mosmann, 1983). Bu calismada,
saglikl1 hiicre hatt1 olarak SHSY-5Y (insan ndroblastoma hiicre hatti, ATCC HTB-
11), U87-MG (Insan glioblastoma hiicre hatti, ATCC HTB-14) ve CCD34-LU
(saglikli akciger fibroblast hiicre hatti, ATCC N.CRL-1491) ile ¢alisilmistir ve
sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde kullamilmak {izere deney Ege Universitesi

Biyomiihendislik Boliimii Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari‘nda yiirtitiilmiistir.

Hiicre hatlar1 baslangic hiicre konsantrasyonlar1 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde 96 gozIli mikropleytlere ekilmistir. Hiicreler, %10 FBS (Biological
Industries, Cat: 04-121-1), %1 L-glutamin (Biological Industries, Cat: 41-218-100),
%1 gentamisin (Biological Industries, Cat: 03-035-1C), %2 NaHCO3 (%5,5)
(Sigma, CAS Number 144-55-8), 1| mM HEPES (Biological Industries, Cat: 03-
025-1B), 100 U/ml penisilin ve 100 pg/mL streptomisin iceren DMEMF12 besiyeri
ortami (Biological Industries, Cat: 01- 170-1B) i¢inde 24 saat boyunca %5 COz ile
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%95 nemli atmosferde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Besi ortami igerisinde ¢ogalan
hiicreler, Inverted Arastirma Mikroskobunda incelendi ve sitotoksisite testi i¢in
istenilen hiicre sayisina ulasilip ulasilmadigi belirlenmistir. Logaritmik fazda aktif
olarak ¢ogalan hiicreler sitotoksisite testlerinde kullanilmigtir. 3 madde DMSO ile
coziilerek 20 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanmigtir. Bu siireyi takiben hiicreler,
maddelerin farkli konsantrasyonlariyla (1000, 100, 10 pg/ml) eklenerek 48 saat
inkiibe edilmigstir. Pozitif kontrol olarak Doxorobicin (20,2,0.2 pg/ml)
konsantrasyonlarinda eklenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 20 pl MTT (2.5
mg/ml) soliisyonu eklenmistir ve 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siirecin sonunda
gozlerdeki inkiibasyon ortamlar1 uzaklastirilarak, mitokondriyal enzim aktivitesi
(stiksinat dehidrogenaz) sonucu olusan mor renkli formazan kristallerinin
¢Oziilmesi i¢in 150 pl DMSO eklenmistir. Coziinen ve homojen hale gelen
krisyallerin optik yogunluklar1 570 nm dalga boyunda (referans filtresi 630 nm) UV

goriiliir spektrofotometre ile 6lglim alinmistur.

Farkli konsantrasyonlarda bilesiklere maruz birakilmais hiicrelerin 24. ve 48.
saatteki morfolojik incelemeleri inverted mikroskop altinda yapilarak
fotograflanmistir. Sitotoksisite, herhangi bir ajana maruz birakilmamis kontrol +
SD’ye bagli olarak yiizde artis seklinde belirlenmistir. Kontrol degeri % 0 sitotoksik
olarak alinmustir. Sitotoksisite verileri sigmoidal egriye oturtturuldu ve herhangi bir
materyal uygulamasi yapilmamis kontrol grubuna kiyasla % 50 inhibisyona neden
olan konsantrasyon degeri olan IC50 degerinin hesaplanmasinda 4 parametreli
lojistik model kullanilmigtir. IC50 degeri %+95 giiven araliginda belirlenmistir.

Istatistiksel analiz GraphPad Prism (San Diego, CA) ile yapilmistir.

Formul:

% Canlilik =

(molekiil ile muamele edilen hiicrelerin absorbansi—kor degerin absorbanst)

x100

(molekiil ile muamele edilen hiicrelerin absorbansi—kor degerin absorbast)

ICso (inhibisyon konsanrasyonu %50) degerleri £95% giiven aralifinda,

Graph Pad Prism 5 (San Diego, CA,ABD) programi kullanilarak hesaplanmstur.
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2.2.2.2 Apoptotik Etkinin Belirlenmesi (Flow Sitometri)

Sitotoksisite testi sonrasinda sitotoksisite belirlenen konsantrasyonlarda
hiicre kiiltiirlerinde apoptozis oran1 Anneksin V-Pi boyama ile belirlenmistir.
Anneksin V boyama sonrasinda apoptotik hiicreler goriiniir hale gelmis ve flow
sitometri ile Olgiilmiistiir. Nekrotik hiicrelerin belirlenmesi icin ise propidyum
iyodiir (P1i) kullanilmistir. Bu sekilde canli hiicreler, erken ve geg¢ apoptotik hiicreler

ve nekrotik hiicrelerin % oranlar1 da belirlenmistir (Morrone, 2007).

2.2.3 Salmonella/Mikrozom Mutasyon (Ames) Testi ile Genotoksik

Potansiyelin Belirlenmesi

Ames testi (Salmonella/Mikrozom testi), kisa zamanli testlerin en yaygin
kullanilani, test parametreleri agisindan en iyi standardize edilmis olmasinin yani
sira bilinen mutajen ve kanserojenlerle denenerek gegerliligi kabul edilmis olanidir.
Bu testte, test edilen kimyasal maddenin Salmonella typhimurium his- (histidin
okzotrofu) mutantlarmi his+ (prototrof; yaban tipi) haline c¢evirme giicii
Olciilmektedir (Maron and Ames, 1983; OECD Guideline 471). Bakteri
(prokaryotik) ve eukaryotik genetik materyelin yapt ve regililasyonundaki
farkliliklar ve eukaryotlara 6zgii belirli organel ve metabolik reaksiyonlarm kendisi
mutajen olmayan maddeleri canli organizmada mutajenlere ¢evirebilmesi nedeniyle
Ames testinin 6rnegin memeli hiicreleri ile gergeklestirilen mutajenite analizlerine
gore daha yiiksek yanlis negatif oranlar1 gosterdigi bilinmektedir. Ames testi bir
maddenin mutajenitesinin goreceli olarak hizli bigimde belirlenmesi i¢in yararh
alternatif testlerdendir ve baska testler ile birlikte kullanildiginda yararlilig:

artmaktadir.

Calismamizda Salmonella typhimurium’ un TA98, TA102 okzotrof suslari
kullanildi. Bakteriler, petri kutusu basina 0,1 ml olacak sekilde, nutrient broth i¢cinde
yaklagik 120 rpm sallamayla, 37 °C’ de, 10-14 saat (1x10° bakteri/mL olacak
sekilde) biiyiitiilmiistiir. Testin gilivenilirligi agisindan test suslarinin orijinal
mutasyonlara sahip olup olmadiklar1 kontrol edilmistir (OECD Guideline 471).
Farkli konsantrasyonlardaki bilesikler ve pozitif kontrol olarak kullanilan

kimyasallar, S9 karisim1 (mikrozomal enzimlerin metabolik aktivasyon) varliginda
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ve yoklugunda bakteri iceren ortamlarda test edilmis ve 37 °C’ de inkiibasyon

sonrasinda mutajenite revertant kolonilere gére hesaplanmuistir.

His D 3052: Histidinol dehidrojenaz enzimi His D+ geni tarafindan
kodlamaktadir. Mutasyon tiplerinden biri olan (-1) ¢erceve kaymasi hisD 3052
mutasyonu, GCGCGCGC- bolgesi i¢indedir ve bu bdlgede niikleotid eksikligi his
D— geni iginde 8 kere tekrarlanmaktadir. Bu sebeple sus his+ hale
mutajenik/karsinojenik kimyasallarla doniistiiriilmektedir ve bu hali daha c¢ok

cerceve kaymasi tipi mutasyonlara neden olmaktadir.

Rfa: Bu tip mutasyon sayesinde, hiicre yiizeyininin disim1 kaplayan
lipopolisakkarit ~ tabakasmin  zayiflatarak  benzopiren  gibi  normal
boyuttakihiicrelere giremeyecek kadar biiylik molekiiller testte kullanilan

bakterilere girebilmektedir.

+R: pKM101, Hiicrelerde fazlaca bulunan ve direng geni olan Ampisilini
tasiyan plazmittir. Plazmidin hiicrede var olmasi, normal sartlar altinda
hlcrelerde bulunan ve ayn1 zamanda hata frekansinin fazla oldugu -error-
pronel DNA onarimm yolagmin aktive olmasini saglayarak spontan gerceklesen

mutasyon sayisinin artisina neden olmaktadir.

A: Delesyon, —Excision repairl gorevi olan Uvr B geni bir enzimi
kodlamaktadir. Dolayisiyla bu enzimin yoklugu mutant susu degisik

mutajenlere kars1 daha duyarl yapmaktadir.

Metabolik Aktivasyonu Saglayan S9 Karisiminin Hazirlanmasi:
Bakterilerde, memelilerde bulunan detoksifikasyon ya da biyoaktivasyon enzim
sistemi bulunmaz. Bunun sistemin yapay bicimde olusturulmasi adina,
siganlarin  kimyasal kullanilarak uyarilmis karaciger dokularindan S9
fraksiyonu homojenize edilir. Hucrede gerceklestirilen homojenizasyon
sirasinda ER membrani, -mikrozoml adli kireciklere dondsir. Mikrozomlar
biyotransformasyonda rol alan enzimlerin 6nemli kismini i¢eren yapilardir.
Promutajen / prekanserojen gibi maddelerin tespiti icin, farede metabolik

aktivasyon sisteminin arttirilmasi gerekir. 12 haftalik olan farelerin metabolik
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aktivasyon artis1 Araclor 1254 (CAS 48586) Sigma Aldrich (Germany) ile
saglanmistir. Oliime gonderilmeden dnceki gecen 5 giinde 80 mg/kg olacak
sekilde, musir yagi1 icerisinde 200 mg/mLkonsantrasyon ayarlanarak Araclor,
fareye oral yoldan verilmistir.

a) Fareden Kkaracigerin c¢ikartilmasi: Servikal dislokasyonla
oldurtlen fareler, steril makas ve bistlri kullanilmasiyla karaciger aseptik

olarak ¢ikarilmistir.

b) Karaciger S9 karisiminin hazirlanmasi: Farelerden ¢ikartilan
karaciger tartilmigtir. 0,15 M KCl soliisyonuna, 0-4 °C‘de, 1 g karaciger / 1
mL KCl olacak Gekilde konulmustur. Birkag sefer soguk KCl ile yikanarak
3 mL 0,15M KCI/ 1 g karaciger oran1 sabit kalacak sekilde KCI eklenmistir.
Karaciger dokuparcalar1 steril makaslarla pargalanarak homojenize islemi
gerceklesmistir. Sonugta olusturulan homojenat 10 dk 8700 rpm‘de
santrifujlenmistir. S9“u barmdiran supernatant kismi ayrilarak -20 °C‘de bir
sonraki islemler igin saklanmistir. Bu iGlemlerin timi 0-4 °C sicaklikta

gerceklestirilmistir.

c) S9 kansm: S9 fraksiyonu icinde var olan mikrozomal
enzimlerinmetabolik olarak aktif olup reaksiyonlarimi yiiriitebilmeleri i¢in
ihtiya¢ duydular1 kofaktorler S9 karigimina eklenmelidir. Bu yiizden deney

asamalarina gegmeden S9 karisimi taze olarak hazirlanmistir.

Tuz Cdzeltisi (1,65 M KC1+ 0.4 M MgClz)
Kullammai: §9 karisim

KCl61.5 g

MgCl.6 H20 40,7 ¢

Distile su 500 mL

121 *C*de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
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0,2 M Sodyum fosfat tamponu, pH 7,4

Kullammi: 59 karisimi

0,2 M NaH:P0O,.H,0 (13,8 g/500 mL) 60 mL

0,2 M Na:HPOy (14,2 g/500 mL) 440 mL

121 *C*de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

0,1 M NADP Cézeltisi

Kullammu: 59 karisum

NADP (FW 765.,4) 19,15 mg

Steril distile su 25 mL

0,22 pm delik ¢aph filtrelerden gegirilerek steril edilmustir.

1 M Glukoz 6 fosfat

Kullanima: $9 kanisinu

Glukoz-6-fosfat 2,82 g

Stenil distile su 10 mL

0,22 pm delik caph filtrelerden gegirilerek steril edilmstir.
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39 karisimm

Kullanimi: mutasyon deneyi

59: 2 mL

MgCl: — KCl tuzlar: 1 mL

1 M Glukoz-6-fosfat 0,25 mL

0.1 M NADP 2 mL

0.2 M fosfat tamponu, pH 7.4 25 mL

Ster1l distile su 19,75 mL

2.2.4 Anti-Anjiyogenik Etkinin Belirlenmesi

2.2.4.1. HUVEC Hiicre Hattinda Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi (MTT

Yontemi)

Sitotoksisite testit HUVEC hiicreleri ile gergeklestirilmistir.

e Kiiltiir ortami olarak DMEM F12 %10 Fetal Bovine Serum kullanilmistir.

e 96 kuyucuklu mikroplakalar iizerine 1x10° hiicre/mL konsantrasyonda
ekilmistir.

e Hiicreler iizerine 4 farkl konsantrasyonda (100,75,50,25 ug/ml) 24, 48 ve
72 saat sliresince uygulanmistir.

e Materyallerin (37°C’de %5,0 COz ve %95 nemli ortamda) sitotoksik etkisi
MTT testi ile spektrofotometre de (570 nm) absorbanslari okunarak

degerlendirilmistir.
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2.2.4.2. In vitro Scratch Assay ile Hiicre Migrasyonunun Degerlendirilmesi

In vitro scratch hiicre migrasyonu degerlendirilmesi, Human Umbilical Vein

Endothelial Cells (HUVEC hiicre hatt1) lizerinde gergeklestirilmistir.

e Hiicreler, %5 CO; atmosferi ve sabit nem altinda 37 °C'de, %10 FBS, %1
penisilin-streptomisin igeren bir DMEM ortammda 5x10° hiicre/mL

cogaltilmistir.

e Yara alan1 polipropilen pipet ucu ile HUVEC hiicre tek tabakasinda (5x10*
hiicre/cm?) gergeklestirilmistir. Kontrol hiicreleri de ¢izilmis ve %1 FBS

iceren ortamda tutulmustur.

e Farkli konsantrasyonlarda madde uygulamasi yapilmasimin ardindan 48 saat

boyunca inkiibe edilmistir.

e Boslugun baslangi¢ genisligi Olciilecek ve yara iyilesme sonuglarinin
yiizdesi, ImageJ yazilimi kullanilarak bilesiklere maruziyetinden sonra

cizilen bolgeye hiicre gocline gore degerlendirilmistir.

e Muamele edilmeyen hiicreler, bir kontrol grubu (%100 canli hiicre) olarak

tanimlanacak ve her deneme 2 kez tekrar edilmistir.

2.2.4.3 TNF-a Seviyesinin Belirlenmesi
Insan gébek damari1 endotel hiicrelerinde (HUVEC) TNF-a kaynakli oksidatif
stres, inflamasyon ve apoptoza sebep olabilmektedir. Bu nedenle bu ¢aligmada

oksidatif stresi belirlemek adina RayBio® TNF-alpha ELISA Kit kullanilmastur.

TNF-alfa ELISA kiti serum, plazma ve hiicre kiiltiirii stipernatanlarinda TNF-
alfa'nin kantitatif 6l¢iimii i¢in bir in vitro enzim baglantili immiinosorbent testidir.

HUVEC hiicre hattinda {i¢ maddenin etkinligi incelenmistir.
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2.2.4.4. HET-CAM Assay ile anti-anjiyogenik etki belirlenmesi

HET-CAM metodu, bir ajanin potansiyel anti-anjiyogenik etkisinin
belirlenmesinde kullanilan ve sonuc¢larin hizli olarak elde edilmesi bakimindan
siklikla tercih edilen bir yontemdir. Bu ¢alismada triterpen saponin bilesiklerinin
anti-anjiyojenik aktivitesini degerlendirmek i¢in, koryoallantoik membran (CAM)
deneyi yapilmis ve bu amagla dollenmis Ross 308 yumurtalari, Izmir Veteriner

Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’ nden temin edilmistir (Ulus et al., 2018).

Doéllenen yumurtalar 0.giin yatay pozisyonda 37,5°C' de ve %70 nemde
inkiibasyona birakilmstir. 6.giin, yumurtanin bir tarafinda 2 cm?’lik bir pencere
kesilerek koryoallantoik membran analiz edilecek ve normal gelisen embriyolar

teste dahil edilirken, kusurlu/61ii embriyolar test disi1 tutulmustur.

CAM alanlar1 numaralandirilmis ve yumurtalar asagida belirtilen gruplara her

grupta 6 yumurta bulunacak sekilde ayrilmistir.

Grup 1: Negatif kontrol grubu

Grup 2: Pozitif kontrol grubu (Siiramin kullanilmistir)

Grup 3. Bilesiklerin denendigi gruplar

Bilesikler 6 giinliik embriyolarin CAM' mna uygulanmistir. Yumurtalar 24

saat daha inkiibe edildikten sonra anti-anjiyogenik aktiviteleri degerlendirilmistir.

Anjiyogenez skorlamasi ve bilesiklerin CAM iizerindeki anti-anjiyogenik
etkileri Altun et al. (2013) tarafindan kullanilan skorlama sistemine gore,

stereomikroskop altinda gozlemlenerek degerlendirilmistir (Sekil 2.1).
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Skor Etki izlenim A ciklama

Embriyo gelisiminde fark gézlenmemektedir.
=0.5 Yok Etraftaki  kapillere kiyasla degisiklik
goriillmemistir,

Hemoraj, vaskiiler lizis veya koagiilasyon
gozlenmemistir.

Kapillersiz alanda vogunluk az veya belirhi

05-1 Driisiik bir alanda azalma seklindedir. Etkilenen
kisumlar madde uygulanan alamn 2 katimu
gecmeyecek sekildedir.

Kapillersiz alanlar belirlenebilmektedir.

>1 Yiiksek Embriyo olusimn normal sekilde

gizlenmemektedir.

Sekil 2.1: HET-CAM degerlendirilmesinde kullanilan skor degerleri

Ortalama puani hesaplama denklemi; Ortalama puan = (yumurta sayisi [puan
2] x 2 + yumurta sayist [puan 1]) x 1 / (toplam yumurta sayisi [puan 0, 1, 2])

seklinde olacaktir.

Bu sisteme gore <0,5 puan anti-anjiyogenik etki olmadigini, 0,5-1 diisiik anti-

anjiyogenik etkiyi ve >1 gii¢lii bir anti-anjiyogenik etkiyi gostermektedir.
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3. BULGULAR

3.1.In vitro Hucre Temelli Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Kontrol hiicreler (hiicre canliligi %100) ve 1 mM H202 (hidrojen peroksit)

ile hasara ugratilmis hiicreler (hiicre canliligi %30.1) ile karsilastirildiginda;

FAT1’in uygulanan konsantrasyonlarinda H202 hasarina kars1 koruyucu etki

gostermedigi belirlenmistir (Sekil 3.1).

FA2’nin tiim konsantrasyonlarda H202 hasarina kars1 koruyucu antioksidan

etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3.2).

FA3’1in ise 75 ve 100 pg/mL’de H202 hasarma kars1 koruyucu antioksidan
etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3.3).

FA-1
120
100
S
>00 80
=
T 60
(O]
P -
o
S 40
T

Kontrol-1 ~ Kontrol-2 ~ 100pg/mL  75pg/mL  50pg/mL  25upg/mL

Sekil 3.1: FAl’in uygulanan konsantrasyonlarinda H202 hasarina karsi hiicre canlilig
grafigi. Kontrol 1:Test materyali ve H,O, icermeyen ortam kullanilan kiiltiir, Kontrol 2: Test

materyali icermeyen, | mM H>O, i¢eren ortam kullanilan kiiltiir.
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FA-2
120

100
80
60

4

o

Hicre canhhgi (%)

2

o

Kontrol-1 Kontrol -2 100pg/mL  75pg/mL  50ug/mL  25pug/mL

o

Sekil 3.2: FA2’nin uygulanan konsantrasyonlarinda H202 hasarma kars1 hiicre canlilig
grafigi. Kontrol 1:Test materyali ve H,O, icermeyen ortam kullanilan kiiltiir, Kontrol 2: Test

materyali icermeyen, 1 mM H»O, igeren ortam kullanilan kiiltiir.

FA-3
120

100
80
60

40

Hicre canlihgi (%)

2

o

Kontrol-1 Kontrol-2 100upg/mL 75pg/mL  50ug/mL  25pg/mL

o

Sekil 3.3: FA3’iin uygulanan konsantrasyonlarmnda H202 hasarma kargi hiicre canliligi
grafigi. Kontrol 1:Test materyali ve H>O, icermeyen ortam kullanilan kiiltir, Kontrol 2: Test

materyali igermeyen, 1 mM H,O; igeren ortam kullanilan kiiltiir.
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3.2. Antikanser Etkinlik ve Apoptoz Degerlendirmesi

3.2.1. Sitotoksisite Testi (MTT) Sonuglar:

Sitotoksisite testinde yalnizca FA1’de sitotoksik etki gozlenmistir. CCD34-
LU (Sekil 3.4), U87-MG (Sekil 3.5) ve SHSY-5Y (Sekil 3.6) hiicre hatlar1 igin
canlilik degerleri hesaplanmstir. CCD 34-LU, U87-MG VE SHSY-5Y hiicre
hatlarinda FA1’ in IC50 degerleri sirasiyla 44.14, 69.24 ve 35,24 pg/mL olarak

hesaplanmistir.

CCD 34-LU hiicre hattinda kontrol (DMSO) (3.7), DOXO (3.8), FAL (3.9),
FA2 (3.10), ve FA3 (3.11) madde uygulamari sonunda 0. Saat; 24 saat; C: 24saat
maddeden sonra; D: 48 saat maddeden sonra.seklinde morfolojik incelemeleri
yapilmistir. U87-MG hiicre hattinda kontrol (DMSO) (3.12), DOXO (3.13), FAl
(3.2.14), FA2 (3.15), ve FA3 (3.16) madde uygulamari sonunda 0. Saat; 24 saat; C:
24saat maddeden sonra; D: 48 saat maddeden sonra.seklinde morfolojik
incelemeleri yapilmistir. SHSY-5Y hiicre hattinda hiicre hattinda kontrol (DMSO)
(3.2.17), DOXO (3.2.18), FA1 (3.2.19), FA2 (3.2.20), ve FA3 (3.2.21) madde
uygulamar1 sonunda 0. Saat; 24 saat; C: 24saat maddeden sonra; D: 48 saat

maddeden sonra.seklinde morfolojik incelemeleri yapilmistir.

CCD 34 LU
400
& 300
&
'S 200
O
(O]
S - _
2 100 — — _ — _ -
- B N
0
FA1 FA2 FA3

H 100ug/ml 10ug/ml lug/ml

Sekil 3.4: Farkli konstrasyonlarda uygulanan 3 maddeye bagli CCD 34 LU hiicrelerinin

canlilik degerleri.
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U87-Mg
400

Hicre Canlihgi (%)
N w
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FAL FA2 FA3
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Sekil 3.5: Farkli konstrasyonlarda uygulanan 3 maddeye bagli U87 Mg hiicrelerinin canlilik

degerleri.

SH-SY5Y
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i .L.. ... all
FA1 FA2 FA3

M 100ug/ml ™M 10ug/ml ™ lug/ml

Sekil 3.6: Farkli konstrasyonlarda uygulanan 3 maddeye bagli SH-SY5Y hcrelerinin
canlilik degerleri.
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-

-

Sekil 3.7: CCD 34LU hiicre hattinda kontrol uygulamalarinin morfolojik incelemesi. A: 0.
Saat; B: 24 saat; C: 24saat maddeden sonra; D: 48 saat maddeden sonra.
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Sekil 3.8: CCD hiicre hattinda DOXO uygulamast A:DOXO 0.2ug/ml uygulamasi 24saat ve
48saat; B: DOXO 2ug/ml uygulamasi 24saat ve 48saat; C: DOXO 20ug/ml uygulamasi 24saat ve
48saat



Sekil 3.9: FAl’in farkli dozlarinin CCD 34LU hiicre hatti iizerinde 24 ve 48 saatlik
morfolojik incelemesi (10X). A. lug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulamasi.



30

Sekil 3.10: FA2’nin farkli dozlarmmn CCD 34LU hiicre hatti lizerinde 24 ve 48 saatlik
morfolojik incelemesi (10X). A. lug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulamasi.



Sekil 3.11: FA3’in farkli dozlarinin CCD 34LU hiicre hatti {izerinde 24 ve 48 saatlik
morfolojik incelemesi (10X). A. lug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulamasi.

Sekil 3.12: U87 MG hiicre hattinda kontrol uygulamalarmm morfolojik incelemesi. A: 24
saat; B: 24saat maddeden sonra; C: 48 saat maddeden sonra.
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Sekil 3.13: U887 MG hiicre hattinda DOXO uygulamasi A:DOXO 0.2ug/ml uygulamasi
24saat ve 48saat; B: DOXO 2ug/ml uygulamasi 24saat ve 48saat; C: DOXO 20ug/ml uygulamasi
24saat ve 48saat
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Sekil 3.14: FA1’in farkli dozlarinin U87 MG hiicre hatt1 iizerinde 24 ve 48 saatlik morfolojik
incelemesi (10X). A. lug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulamasi.
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Sekil 3.15: FA2’nin farkli dozlarmm U87 MG hiicre hatti {izerinde 24 ve 48 saatlik
morfolojik incelemesi  (10X). A. 1lug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulamasi.
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Sekil 3.16: FA3’iin farkli dozlarmm U87 MG hiicre hatt1 tizerinde 24 ve 48 saatlik morfolojik
incelemesi (10X). A. lug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulamasi.
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Sekil 3.17: SH-SYS5Y hiicre hattinda kontrol uygulamalariin morfolojik incelemesi. A: 0.

Saat; B: 24 saat; C: 24saat maddeden sonra; D: 48 saat maddeden sonra.
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Sekil 3.18: SH-SYS5Y hiicre hattinda DOXO uygulamast A:DOXO 0.2ug/ml uygulamasi
24saat ve 48saat; B: DOXO 2ug/ml uygulamasi 24saat ve 48saat; C: DOXO 20ug/ml uygulamasi
24saat ve 48saat
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Sekil 3.19: FA1’in farkli dozlarmmn SH-SYS5Y hiicre hatti iizerinde 24 ve 48 saatlik
morfolojik incelemesi (10X). A. lug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulamasi.
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Sekil 3.20: FA2’nin farkli dozlarmmn SH-SY5Y hiicre hatt1 tizerinde 24 ve 48 saatlik
morfolojik incelemesi (10X). A. lug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulamasi.
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Sekil 3.21: FA3’iin farkli dozlarinin SH-SYSY hiicre hatti iizerinde 24 ve 48 saatlik
morfolojik incelemesi (10X). A. lug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulamasi.
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3.2.2. Flow Sitometri Sonuglari

FAT1’in IC50 degeri kullanilarak gerceklestirilen flow sitometri analizinde apoptoz

ve nekroz izlenmistir. U87-MG (Sekil 3.22) ve SH-SYS57 (Sekil 3.23) hiicre

hatlarinda uygulama sonrasi grafikler gosterilmistir.

ADT LIET-MG Unstained Kontrol BO1 LET-MG Stained Kontrol

ot Gate: (P2 in ally 4 Gate: (P2 in ally

=L G1-UR] =Ll z1-UR]
0,0% 0,0% 1.7% 0.6%

= %

g g

2y 2
4 %
"5 T

wt WS uf 7.2

FLZ-A
wl

BOZ UET-MG 1C50
Gate: (P2 in all)

Q1-UL
1,4%

G1-UR]
0,0%

Sekil 3.22: (A) U87-MG hiicre hattinda DMSO uygulamasi (kontrol), (B) U87-MG huicre
hattinda DMSO uygulamast (kontrol) (C) FA1 1x IC50 uygulamasi, (D) FA1 2x IC50 uygulamasi

"%

BO3 JEF-MG |C50x2
= Gate; (F2in all)

Q1-1UIL
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0,1%




42

A1 5H-5Ya8Y Unstained Kontrol BO1 SH-5YaY Stained Kaontrol
o1 Gate: (P1 in al o1 Gate: (P1 in aln
E ST iz1-UR] S u)]-LIL G1-UR]
k- 1, 0% 1.1% 1,05%
5 %
g g P %

BOZ SH-8Y4aY ICA0 BO3 SH-8YaY ICa0x2

ot Gate: (P1 in all) o4 Gate: (P1 in all)

% w111 G1-LIR] & l-LIL @1- LR
1,.3% 0.1% 3,.3% 0,3%

Sekil 3.23: (A) SH-SYS5Y hiicre hattinda DMSO uygulamasi (kontrol), (B) U87-MG hiicre
hattinda DMSO uygulamast (kontrol) (C) FA1 1x IC50 uygulamasi, (D) FA1 2x IC50 uygulamasi
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3.3.Salmonella/Mikrozom Mutasyon (Ames) Testi ile Genotoksik Potansiyelin

Belirlenmesi

Ug bilesigin de +S9 ve -S9 ortamlarda Salmonella typhimurium TA98 ve
TA102 suslarina karst maksimum konsantrasyonda (5000 pg/mL) bile genotoksik
etki gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Uygulama Konsantrasyon Ort. his + revertant / plak

TA S8 TA 102

+S9 -S9 +S9 -S9
FAl 5000 pg/mL 29 10 596 | 476
FA2 5000 pg/mL 22 16 516 556
FA3 5000 pg/mL 20 18 520 360
Pozitif Kontrol (Sodyum Azid) 10 pg 25,5 17,5 600 460
Negatif Kontrol (DMSO) 100 pL 27 4,5 488 768

Cizelge 3.1: FAl, FA2 VE FA3‘in Salmonella typhimurium suslarinda olusturdugu
revertant koloni sayilari

3.4. Anti-Anjiyogenik Etkinin Belirlenmesi

3.4.1 HUVEC Hiicre Hattinda Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi (MTT

Yontemi)

HUVEC hiicre hatt1 ilizerinde 24. 48 ve 72. saatlerde yapilan MTT

sonucuna gore hiicre canliligi oran1 %70’in iistiinde oldugu i¢in,

FA1’in 25 pg/mL konstrasyonu (Sekil 3.24),

FA2 (25,50,75 ve 100 pg/mL) (Sekil 3.25),

FA3 (25,50,75 ve 100 pg/mL) (Sekil 3.26), hiicre olimii bakimindan
sitotoksik etki gostermedigi Dbelirlenmistir. Negatif Kontrol olarak %1

Dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren besi ortami kullanilmistir.
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Sekil 3.24: FA1 maddesinin HUVEC hiicre hattinda hiicre canlilig1 oranlar
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Sekil 3.25: FA2 maddesinin HUVEC hiicre hattinda hiicre canlilig1 oranlar
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Sekil 3.26: FA3 maddesinin HUVEC hiicre hattinda hiicre canlilig1 oranlar
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3.4.2. In vitro Scratch Assay ile Hiicre Migrasyonunun Degerlendirilmesi

In vitro scratch hiicre migrasyonu degerlendirilmesi, Human Umbilical Vein
Endothelial Cells (HUVEC hiicre hatt1) iizerinde gergeklestirilmistir. Test maddesi
icermeyen kontrol hiicreler (Sekil 3.27), Pozitif kontrol Stiramin (Sekil 3.28), FAl
0.05 mg/ml (Sekil 3.29), FAL 0.025 mg/ml (Sekil 3.30), FA2 0.05 mg/ml (Sekil
3.31), FA2 0.025 mg/ml Sekil (Sekil 3.32), FA3 0.05 mg/ml (Sekil 3.33), FA3
0.025 mg/ml Sekil (Sekil 3.34) 0-4-24. saatlerdeki mikroskop goruntileri

gosterilmistir.

Sekil 3.27: HUVEC hiicre hattinda test maddesi icermeyen kontrol grubunun A) 0. saat B)

4. Saat ve C) 24. Saat morfolojik gortntiilemesi

Sekil 3.28: HUVEC hiicre hattinda siiramin uygulanmasimnin A) 0. saat B) 4. Saat ve C) 24.

Saat morfolojik gorunttlemesi
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Sekil 3.29: HUVEC hiicre hattinda FA1 0.05 mg/ml uygulanmasinin A) 0. saat B) 4. Saat ve

C) 24. Saat morfolojik goriintilemesi

Sekil 3.30: HUVEC hiicre hattinda FA1 0.025 mg/ml uygulanmasinin A) 0. saat B) 4. Saat

ve C) 24. Saat morfolojik goruntilemesi

Sekil 3.31: HUVEC hiicre hattinda FA2 0.05 mg/ml uygulanmasinin A) 0. saat B) 4. Saat ve

C) 24. Saat morfolojik goriintilemesi
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Sekil 3.32: HUVEC hiicre hattinda FA2 0.025 mg/ml uygulanmasinin A) 0. saat B) 4. Saat

ve C) 24. Saat morfolojik goruntilemesi

Sekil 3.33: HUVEC hiicre hattinda FA3 0.05 mg/ml uygulanmasinin A) 0. saat B) 4. Saat ve

C) 24. Saat morfolojik goruntiilemesi

Sekil 3.34: HUVEC hiicre hattinda FA3 0.025 mg/ml uygulanmasmim A) 0. saat B) 4. Saat

ve C) 24. Saat morfolojik gorintulemesi
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3.4.3 TNF-a Seviyesinin Belirlenmesi

Deney sonunda TNF-a standart grafigi olusturulmustur (Sekil 3.35) FAl
uygulanan hucrelerdeki TNF-a seviyesinin kontrol grubuna gore arttigi
gozlenmistir (Sekil 3.36). TNF-a kaynakli oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoza
sebep olabilmektedir. Yapilan FA1 uygulamasinin TNF-o seviyesindeki artisla
birlikte sitotoksisite ve apoptozu indiikledigi goézlenmis olup bu bulgular flow

sitometre sonuglari ile de uyumluluk gostermektedir.

TNF-a standart grafigi
y = 0.0004x + 0.1151
.RZ =0.9994

N
N ow

Absorbans 450 nm
[
=
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(9]
L 4

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
TNF- alpha Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.35: TNF-a standart grafigi

TNF-alfa (pg/ml)
FA1 50 pg/ml 0.182* = 0.08
FAT1 25 pg/ml 0.112 £ 0.001
FA2 50 pg/ml 0.137 £0.010
FA2 25 pg/ml 0.168 =0.046
FA3 50 pg/ml 0.145+0.110
FA3 25 pg/ml 0.132 £0.020
Kontrol 0.139+0.040
Stiramin 0.120 £ 0.023

Sekil 3.36: TNF-o konsantrasyonu (pg/ml)
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3.4.4. HET-CAM Testi Sonuclar

FA1’in 400 pg/mL, FA2 ve FA3’lin 200 pg/mL ve iizeri uygulamalarinda
HET-CAM testi ile anti-anjiyogenik etki gosterdigi izlenmistir.

Test maddeleri farkli dozda (100 ug/mL, 200 ug/mL, 400 ug/mL) ve kontrol
gruplarmin yumurtalara uygulanmis ve 24. saatteki degisimleri Sekil 3.37, 3.38,

3.39 ve 3.40°de gosterilmistir.

Sekil 3.38: FA1’in farkli dozlarda uygulanmasiyla koryoallantoik membrandaki degisimler.
A:100 ug/ml B: 200ug/ml C: 400 ug/ml
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Sekil 3.39: FA2’nin farkli dozlarda uygulanmasiyla koryoallantoik membrandaki degisimler.
A:100 ug/ml B: 200ug/ml C: 400 ug/ml

Sekil 3.40: FA3’iin farkli dozlarda uygulanmasiyla koryoallantoik membrandaki degisimler.
A:100 ug/ml B: 200ug/ml C: 400 ug/ml
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4. TARTISMA

Bitkisel tiirevli bilesikler, her zaman ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in 6nemli
bir ila¢ kaynagi olmustur. Yeni kesfedilen dogal kaynakli anti-kanser ajanlar, yiiksek
biyoaktif bilesikler icermelerinden &tiirli tedavilerde hedef olusturmaktadirlar.
diinya capinda goriilen yaygin kanser vakalarinda dogal iiriinlerin, kimyasallarin
zararli etkilerine karsit koruyucu ajanlar olduklarini gostermektedir. Bu dogal
iirlinlerin biiylik bir cogunlugu giiclii antioksidandir ve dogal ortamlarinda fenol
iceren bitkilerden olusmaktadir; digerleri ise farkli iglevsel grup iceren koruyucu

niteliklere sahip olanlardir.

Triterpenler, triterpenoidler olarak adlandirilan, bitkisel, hayvansal ve mantar
kokenli dogal olarak olusan alkenlerdir (Chudzik et al., 2015). Triterpen saponinler
ise saponin bilesikleri grubuna ait olan triterpenler olarak adlandirilmakta; triterpen
glikozitler de dogada en yaygimn bulunan saponinler olarak bilinmektedir (Podolak
et al., 2010). Saponinlerin kanser tedavisinde kullaniminda otofajik hiicre 6liimiinii
uyarilabilmekte, nitrik oksit {iretimini azalmakta ve hiicre iskeleti biitiinliigliniin
bozulmas1 gerceklesmektedir. Bu bilesiklerin sitotoksik etkilerinin, apoptoz veya

hiicre 6liimiiniin apoptotik olmayan uyarimi ile baslatilabildigi diistiniilmektedir.

Kapsamli literatiir arastirmasi, saponinlerin apoptoz, ferroptoz, onkotik
nekroz, nekroptoz ve otofaji yoluyla kanser hiicresi 6liimiinii indiiklemedeki 6nemli
yetenegini ortaya ¢ikarmistir (Elekofehinti et al., 2021). Bunun yani sira triterpen
saponinler genis bir farmakolojik aktivite yelpazesine sahiptir (Podolak et al.,
2010). Bu bilesikler kisa siireli hiicre zar1 yeniden diizenlemelerine veya tamamen
yok olmasina neden olabilmektedirler. Saponinler, zarda gozenek olusturabilmeleri
sayesinde hiicrelerin iyonik dengesini bozarak hiicre lizisine ve Oliimiine yol
acabilmektedirler (Koczurkiewicz et al., 2015). Triterpen saponinler sadece
neoplastik hiicre dizilerinin yagamini inhibe etmekle kalmamakta, ayn1 zamanda
kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikleyerek viicudun normal hiicrelerine tehdit
olusturmadan intihar Olimlerine neden olmaktadirlar. Triterpen saponinlerin
aktivitesinin segiciligi, onlar1 kanser tedavisi ve dnlenmesinde alternatifler olarak
sunmaktadir. Bu nedenle, sitotoksik 6zelliklerinin ve altta yatan mekanizmalarin

degerlendirilmesi i¢in bu tiir bilesiklerin izolasyon yoluyla elde edilmesi esastur.
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Modern farmakolojik ¢aligmalada bu bitkinin antioksidan, ndroproteksiyon,
kandaki lipiti azaltma ve antidiyabetik aktivite dahil olmak tizere bir¢ok biyolojik
aktivitesi gosterilmistir (Yan Zhang et al., 2018).

Glinlimiize kadar bir¢ok triterpen saponin bilesigi izole edilmis olmakla
birlikte bu bilesiklerin antikanser, anti-anjiyogenik aktivitesi ve toksisitesi tizerinde
bu kapsamda bir ¢alisma mevcut literatiirde bulunmamaktadir (Podolak et al.,
2023). Bu nedenle tez calismasi kapsaminda Astragallus L.’den izole edilen 3
triterpen saponin bilesiginin (FA1, FA2, FA3) antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi, sitotoksik, genotoksik ve anti-anjiyogenik etkinlerinin ortaya konmasi

amaclanmastir.

In vitro hiicre canliliglt ve sitotoksisite deneyleri, ¢esitli maddelerin
sitotoksisite testleri ve ila¢ taramasi i¢in yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir
(Aslantiirk O.S., 2018). MTT testi, hiicre canliligi, proliferasyonu ve
sitotoksisitenin bir gostergesi olarak hiicresel metabolik aktiviteyi 6lgmek i¢in
kullanilir (Ghasemi et al., 2021). Saponinlerin aktivitesi doza bagimlidir ve oral
dozajda Onemli bir artig, saponin toksisitesini Onemli Olgiide artirabilen
biyoyararlanim ve etkide 6nemli bir artis anlamina gelir (Elekofehinti et al., 2021).
Calismamizin ilk basamagini 3 triterpen saponin bilesiginin (FA1, FA2, FA3)
sitotoksisite denemeleri olusturmustur. Yapilan degerlendirilmeler sonucu FA2 ve
FA3’te hiicre canlilig1 yliksek oranda oldugu i¢in sitotoksik olmadigi kanisina
varilmistir. FA1 maddesinde doz arttik¢a hiicre canlilig1 diigsmiistiir. Hiicre kiiltiiri
sonuglarina gore yalnizca FA1’de sitotoksik etki gézlenmis ve CCD34-LU, U87-
MG ve SHSY-5Y hiicre hatlar1 i¢in ICso degerleri sirastyla 44.14, 69.24 ve 35,24
pg/mL olarak hesaplanmistir. Bazi saponinlerin sitotoksik aktivitesini, timorii
onlemek i¢in sinyal yollar1 araciliiyla apoptoz yoluyla gosterdigi bildirilmektedir
(Alam et al., 2017). Buradan yola ¢ikarak FA1’in IC50 degerleriyle flow sitometri
yapilmistir.

Programli hiicre 6liimiiniin formlari, malignan neoplastik hiicrelerin kaderine
yon veren ozglilliikkleri nedeni ile glinlimiiz anti-kanser ¢alismalarinin odak noktasi
haline gelmislerdir. Hiicre igerisindeki Olim sinyallerinin belirlenebilmesine

yonelik molekiiler calismalarin 15181nda, bu ii¢ 6liim formunun ayirt edilebilmesi,
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yeni anti-kanser terapdtik stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemlidir. Gliniimiiz anti-
kanser fitoterapotik gelistirme girisimlerinde de apoptosiz, Oncelikli olarak dikkat
ceken programli hiicre 6liim tipidir. Calisma kapsaminda MTT test sonuglarina
bakilarak sadece FA1’in IC50 degeri hesaplanabilmistir. FA2 ve FA3’te sitotoksik
etki goriilmemistir. Bu bulgulara gére FA2 ve FA3 apoptoz veya nekroz odakl anti-
kanser ajan olarak degerlendirilemezler. FAl’in ICso degeri kullanilarak
gerceklestirilen flow sitometri analizinde ge¢ apoptoz ve nekroz izlenmistir.
Apoptoz ve nekroz, kanser hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda yer alan ve basarili
tedaviye yol acan gesitli hiicre 6[tim mekanizmalar1 arasindadir. Bu nedenle, kanser
hiicrelerini Oncelikle apoptoz yoluyla nekroz olmadan veya daha az nekrozla
ortadan kaldiran ila¢lar, inflamatuar yanitlarin olmamasi nedeniyle 1yi kanser ilaci
adaylaridir (Jantamat et al., 2019). Onlarca yillik arastirmalar, apoptozu diizenleyen
yolaklar1 ortaya c¢ikarmis ve kanser tedavisinde yeni teshis ve terapotik
modalitelerin gelistirilmesine izin vermis olsa da tiimor hiicresi otofajisi ve
nekrozunun diizenlenmesi ve onemi ancak son zamanlarda arastirmalarin odak
noktas1 haline gelmistir (Amaravadi et al., (2007). Radyasyon tedavisi ile
kombinasyon halinde saponinler, kanser hiicrelerinde apoptozu ve hiicre dongiisii
durmasmi indiikler, bdylece direngli kanser hiicrelerini radyasyon tedavisine

duyarl hale getirir (Elekofehinti et al., 2021).

Antioksidan kapasite, yaslanma ve yasa bagh diger hastaliklarda oksidatif
stresin durumunu ve potansiyelini degerlendirmek i¢in birincil 6l¢timdiir (Maurya,
2020). Oksidatif stres, hiicresel ortami bir oksidana dogru kaydirmaya dogru bir
dengesizlik yaratan hiicre antioksidan seviyelerine karsi hiicresel serbest radikal
olusumundaki artis olarak tanimlanir (Siddeeg et al., 2021). Oksidatif stres, doku
hasarinin 6nde gelen ana nedenidir ve kanser, karaciger bozukluklari, nérolojik
bozukluklar, diabetes mellitus (DM) ve kardiyovaskiiler bozukluklar dahil olmak
iizere ¢ok sayida kronik bozuklukla iliskili merkezi bir mekanizmadir (Siddeeg et
al.,, 2021). Kontrol hiicreler (hiicre canliligt %100) ve 1 mM H>O; ile hasara
ugratilmis hiicreler (hiicre canliligt %30.1) ile karsilagtirildiginda, FAI’in
uygulanan konsantrasyonlarinda H>O: hasarina kars1 koruyucu etki gostermedigi
belirlenmistir. FA2 nin tiim konsantrasyonlarda (25, 50, 75 ve 100 ng/mL, sirasiyla
hiicre canlilig1 %37.5, 37.0, 41.5 ve 44.2), FA3’lin ise 75 ve 100 pg/mL’de

(strastyla hiicre canliligt %32.2 ve 39.2) H,O; hasarina karsi koruyucu antioksidan
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etki gosterdigi belirlenmistir. Saponinlerin antioksidan etki yoluyla hiicrelerin
serbest radikal hasarmdan korunmasina, prooksidan aktivite yoluyla apoptotik
hiicre oliimiiniin motive edilmesine ve tiimor olusumunun inhibe edilmesine yol
acan oksidatif strese karsi koruyucu rolii oldugu bildirilmistir (Ashraf et al., 2013).
Bu da FA2 ve FA3’iin bu baglamda degerlendirilmesine yol agmustir.

Triterpen saponinlerin genotoksik potansiyelini belirlemek amaciyla Ames
testi gerceklestirilmistir. Bu test, bakterilerde mutajeniteyi kullanan kanserojenlerin
tanimlanmasi icin kullanilan kisa siireli bir testtir (Follmann et al., 2013). Ug
bilesigin Salmonella typhimurium TA98 ve TA102 suslarina karsi genotoksik
potansiyeli incelenmistir. TA98 cerceve kaymasi, TA102 baz degisim mutasyonu
ozelliklerini tespit etmekte kullanilir (Vijay et al., 2018). Bu baglamda
incelendiginde madde tarafindan olusturulan kolonilerin sayis1 spontan revertant
aralig1 asarsa, madde genotoksik olarak kabul edilir (Vijay et al., 2018).. Fakat ¢
madde icin de (FA1, FA2, FA3) literatuirde belirtilen en yliksek konsantrasyon olan
5000 pg/mL’de calisilmis ve mutasyona sebep olmadigi ortaya konmustur. Klasik
genotoksik maddeler karsinojenisite ve dogurganlik kusurlarma neden oldugundan,
genotoksik potansiyelin degerlendirilmesi farmasotik ve kimyasal gilivenlik
acisindan ¢ok 6nemlidir (Lin et al., 2021). Bu yuzden bu maddeler mutasyona sebep

olmamasi bakimindan giivenli olarak degerlendirilmektedir.

Potansiyel bir anti-anjiyogenik ajanin belirlenmesinde kullanilan yontem olan
HET- CAM metodu, kolay uygulanabilirligi ve hizli sonuglarm elde edilmesi
bakimindan siklikla tercih edilmektedir (Sandhya vd., 2012; Ribatti, 2022). Bu
amagla izolasyonu yapilan {i¢ triterpen saponinin anjiyogenez inhibisyonu tizerine
etkileri, dollenmis tavuk yumurtalarmin koryoallantoik membran tizerinde
arastirilmistir. Koryoallantoik Membran, Kus ve reptil yumurtalarinda bulunan
vaskiiler fetal membran tirudir. Mesodermden kokenlenen membran, allantois ve
thechorion adi verilen iki yapidan olusmaktadir. Memelilerdeki formu ise
plasentadir. Membran, embriyonik gelisimin kemik olusum sathasinda kalsiyum
transportunda onemli rol oynamaktadir. Bu membran sinir icermediginden iglem
sirasinda embriyoda herhangi bir stres faktori olusturmaz (Vargas vd., 2007).
Anjiyogenez, yara iyilesmesi, doku biiyiimesi ve rejenerasyon gibi gesitli sureclerde

yeni kan damarlarinin olusumunu saglayan bir¢ok molekiiliin rol aldig1 karmagsik
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bir mekanizmadir (Oguntade et al., 2021). Hizli biiyiime ile karakterize edilen
kanser hucreleri, oksijen ve besin elde etmek ve metastaz yapmak igin yeni kan
damarlarma ihtiyag¢ duyar. Bu nedenle, anti-anjiyojenik ajanlar uzun yillardir kanser
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Al-Husein et al., 2012). Ornegin, bir
dammarane saponin olan ginsenoside-Rb2, timor kaynakli anjiyogenezi inhibe
ederek B16-BL6in tiimor metastazini yavaslatir (Elekofehinti ve digerleri, 2021).
Calismada negatif ve ¢ozgen kontrol olarak kullanilan maddelerde herhangi bir etki
saptanmazken, anti-anjiyogenik bir ajan oldugu bilinen suramine pozitif kontrol
olarak gereken etkiyi gostermistir. FA1’in 400 pg/mL, FA2 ve FA3’ln 200 pg/mL
ve lizeri uygulamalarinda HET-CAM testi ile diisiik etkili anti-anjiyogenik etki
gosterdigi izlenmigtir. Yapilan MTT testi sonuglarina bakilarak dozlar belirlendigi
icin daha yiiksek doz kullaniminda etki artabilmesine ragmen bu fazla toksisiteye
sebep olabilirdi. Bu sonuglar incelendiginde FA1’in diisik dozlarda anti-anji-
yogenik etki gdstermedigi gézlemlenmistir. FA2 ve FA3’te ise en diisiik dozda etki
goriilmemis fakat doz arttikca anti-anjiyogenik etki de artmistir. Gerekli
arastirilmalar yapilip daha yiiksek dozlara ¢ikmak miimkiin olursa daha yiiksek

dozlar denenmeli ve anti-anjiyogenik etki arastirilmalidir.
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5. SONUC

FA1’in uygulanan konsantrasyonlarinda H202 hasarina kars1 koruyucu etki
gostermedigi belirlenmistir. FA2’nin tiim konsantrasyonlarda (25, 50, 75 ve 100
pg/mL) FA3’tin ise 75 ve 100 pg/mL’de H202 hasaria karsi koruyucu antioksidan
etki gosterdigi belirlenmistir. Sitotoksisite testinde yalnizca FA1’de sitotoksik etki
gozlenmis ve CCD34-LU, U87-MG ve SHSY-5Y hiicre hatlar1 igin IC50 degerleri
hesaplanmistir. FA1’in IC50 degeri kullanilarak gerceklestirilen flow sitometri
analizinde apoptoz ve nekroz izlenmistir. Ug bilesigin de +S9 ve -S9 ortamlarda
Salmonella typhimurium TA98 ve TA102 suslarma karst maksimum
konsantrasyonda (5000 pg/mL) bile genotoksik etki gdstermedigi belirlenmistir.
FAT1’in 400 pg/mL, FA2 ve FA3’lin 200 pg/mL ve iizeri uygulamalarinda HET-
CAM testi ile anti-anjiyogenik etki gosterdigi izlenmistir. Sonu¢ olarak bu 3
triterpen saponin bilesiginin biyolojik aktivitesi ve toksisitesi molekiiler seviyede
ortaya konmus ve bu bilesiklerin potansiyel antikanser ajanlar olabilecekleri

gosterilmistir.

Triterpen saponinlerin sadece neoplastik hiicre dizilerinin yasamini inhibe
etmekle kalmayip, ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikleyerek
viicudun normal hiicrelerine tehdit olusturmadan Oliimlerine neden oldugu
bilinmektedir. Ayrica triterpenlerin aktivitesi segicilik gosterdigi icin kanser
tedavisi ve dnlenmesinde alternatif olarak sunulmaktadir. Bu nedenle, sitotoksik
Ozelliklerinin ve altta yatan mekanizmalarim degerlendirilmesi ig¢in bu tiir
bilesiklerin yeni tiirevlerinin izolasyonu yoluyla elde edilmesi esastir (Chudzik et
al., 2015). Baz1 Astragallus tiirlerinin Uzakdogu geleneksel tibbinda kanser tedavisi
i¢in kullanildig: bildirilmistir. Bu nedenle bu ¢aligma kapsaminda Astragallus’tan
izole edilen triterpen saponinlerin antikanser 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi ve

olas1 toksisitelerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Gunumuze kadar bir¢ok triterpen saponin bilesigi izole edilmis olmakla
birlikte bu bilesiklerin 6zellikle sinir sistemi tiimorleri lizerinde sitotoksik, anti
anjiyogenik aktivitesi ve toksisitesi lizerinde bu kadar ayrintili bir calisma daha
once yapilmamis olup bu baglamda dnerilen proje 6zgiinliik tagimaktadir. Daha ileri

sonuclar in vivo denemelerle desteklenmelidir.
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