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ÖZET 

 

TRİTERPEN SAPONİN TÜRÜ BİLEŞİKLERİN 

POTANSİYEL ANTİKANSER ETKİNLİKLERİ 

VE TOKSİSİTESİ 

 

DURMAZ, Meryem Sıla 

 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. N. Ülkü KARABAY YAVAŞOĞLU 

 

Ağustos 2023, 92 sayfa 

 

Kanser, önemli ve küresel bir sağlık tehdidi olmakla birlikte dünya çapında 

önde gelen ölüm nedenlerinden biridir. Son birkaç on yıl içinde, kanser 

hücrelerinin, tümörün nüksetmesine neden olacak şekilde, geleneksel antikanser 

ilaçlara karşı çoklu ilaç direnci kazanabileceği açık hale geldiğinden yeni ve etkili 

antikanser ilaçları keşfetmeye sürekli bir ihtiyaç vardır. Bitkilerden elde edilen 

doğal ürünler, kanser ilaçlarının birincil kaynağı olarak hizmet vermiştir ve yeni 

bitki kaynaklı antikanser ilaçları sağlamaya devam etmektedir. Triterpenler, 

triterpenoidler olarak adlandırılan, bitkisel, hayvansal ve mantar kökenli doğal 

olarak oluşan alkenlerdir (Chudzik et al., 2015). Triterpen saponinler, saponin 

bileşikleri grubuna ait olan triterpenlerdir. Triterpen saponinler farklı etki 

mekanizmalarına sahip potansiyel antikanser ajanlar olarak bilinmektedir. 

Sitotoksik etkileri, apoptoz indüklenmesine veya apoptotik olmayan hücre ölümü 

stimülasyonuna bağlı olabilmektedir. Günümüze kadar birçok triterpen saponin 

bileşiği izole edilmiş olmakla birlikte bu bileşiklerin antikanser, anti-anjiyogenik 

aktivitesi ve toksisitesi üzerinde bu kapsamda bir çalışma mevcut literatürde 

bulunmamaktadır. Bu nedenle bu çalışmada, Astragallus L.’den izole edilen 3 

triterpen saponin bileşiğinin(FA1, FA2, FA3) antioksidan kapasitesinin 

belirlenmesi, sitotoksik, genotoksik ve anti-anjiyogenik etkinlerinin ortaya konması 

amaçlanmıştır. 
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Çalışma kapsamında 3 triterpen saponin bileşiğinin, in vitro sitotoksik 

etkisinin belirlenmesi için In vitro Hücre Temelli Antioksidan Kapasitenin 

Belirlenmesi testi ve MTT testi, apoptozun belirlenmesi için Flow Sitometri 

analizleri, genotoksik potansiyelin belirlenmesi için AMES testi ve 

anjiyogenik/antianjiyogenik etkiyi gözlemlemek için In vitro Scratch Assay ile 

Hücre Migrasyonunun Değerlendirilmesi ve HET-CAM testi yapılmıştır. 

Kontrol hücreler (hücre canlılığı %100) ve 1 mM H2O2 H2O2 ile hasara 

uğratılmış hücreler (hücre canlılığı %30.1) ile karşılaştırıldığında, FA1’in 

uygulanan konsantrasyonlarında H2O2 hasarına karşı koruyucu etki göstermediği 

belirlenmiştir. FA2’nin tüm konsantrasyonlarda (25, 50, 75 ve 100 µg/mL), FA3’ün 

ise 75 ve 100 µg/mL’de H2O2 hasarına karşı koruyucu antioksidan etki gösterdiği 

belirlenmiştir. Sitotoksisite testinde yalnızca FA1’de sitotoksik etki gözlenmiş ve 

CCD34-LU, U87-MG ve SHSY-5Y hücre hatları için IC50 değerleri 

hesaplanmıştır. FA1’in IC50 değeri kullanılarak gerçekleştirilen flow sitometri 

analizinde apoptoz ve nekroz izlenmiştir. Üç bileşiğin de +S9 ve -S9 ortamlarda 

Salmonella typhimurium TA98 ve TA102 suşlarına karşı maksimum 

konsantrasyonda (5000 µg/mL) bile genotoksik etki göstermediği belirlenmiştir. 

FA1’in 400 µg/mL, FA2 ve FA3’ün 200 µg/mL ve üzeri uygulamalarında HET-

CAM testi ile anti-anjiyogenik etki gösterdiği izlenmiştir. 

 

Sonuç olarak bu 3 triterpen saponin bileşiğinin biyolojik aktivitesi ve 

toksisitesi moleküler seviyede ortaya konmuş ve bu bileşiklerin potansiyel 

antikanser ajanlar olabilecekleri gösterilmiştir. Daha ileri sonuçlar in vivo 

denemelerle desteklenmelidir. 

 

Anahtar sözcükler: Anti-anjiyogenez, antikanser etkinlik, 

antioksidan kapasite, genotoksisite, sitotoksisite, triterpen saponin 

bileşikleri 
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ABSTRACT 

 

POTENTIAL ANTICANCER ACTIVITIES 

AND TOXICITIES OF TRITERPENE 

SAPONINE COMPOUNDS 

 
DURMAZ, Meryem Sıla 

 

MSc in Biology Department 

 
Supervisor: Prof. Dr. N. Ülkü KARABAY YAVAŞOĞLU 

 

August 2023, 92 pages 

 

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 (FA1, 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 
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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 H2O2 H2O2 (cell viability 30.1%), it was determined that FA1 did not 

show a protective effect against H2O2 damage at applied concentrations. It has been 

determined that FA2 has a protective antioxidant effect against H2O2 damage at all 

concentrations (25, 50, 75, and 100 µg/mL), and FA3 at 75 and 100 µg/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 

FA1. 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 µg/mL). The anti-angiogenic 

effect was observed with the HET-CAM test in the applications of FA1 at 400 

µg/mL, FA2, and FA3 at 200 µg/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 
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ÖNSÖZ 

 

Kanser hastalığı halk sağlığı için küresel bir tehdit oluşturmakta olup 

epidemiyolojik veriler, tüm dünyada kanser prevalansının yıldan yıla arttığını 

açıkça göstermektedir. Kanser, önemli ve küresel bir sağlık tehdidi olmakla birlikte 

dünya çapında önde gelen ölüm nedenlerinden biridir. Artan kanser insidansı 

nedeniyle daha az yan etkili yeni antikanser ilaçlara duyulan ihtiyaç ise hergün daha 

fazla artmaktadır 

Kanser tedavisinde yeni terapilere ve kemoterapötik ilaçlara acilen ihtiyaç 

duyulmaktadır. Bu tez projesi kapsamında, Astragallus L.’ den izole edilen 3 

triterpen saponin bileşiğinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi, sitotoksik, 

genotoksik ve anti-anjiyogenik etkinlerinin ortaya konması amaçlanmıştır. 

Bu amaçla izole edilen bileşiğin antikanser etkinliğinin moleküler seviyede 

ortaya konması ve olası toksisitesinin belirlenmesi ve literatüre katkı sağlaması 

hedeflenmektedir. 

Bu tez çalışması Ege Üniversitesi Bilimsel Araştırma Fonu FYL-2023-28468 

nolu proje ile desteklenmiştir. Ege Üniversitesi Araştırma Fon Saymanlığı‟na 

teşekkür ederim. 

 

 

 

 İZMİR 
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Meryem Sıla DURMAZ 
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1. GİRİŞ 

Kanser, önemli ve küresel bir sağlık tehdidi olmakla birlikte dünya çapında 

önde gelen ölüm nedenlerinden biridir. 2020 yılında dünya çapında tahminen 19,3 

milyon yeni kanser vakası (18,1 milyon melanom dışı cilt kanseri hariç) ve yaklaşık 

10,0 milyon kanser ölümü (9,9 milyon melanom dışı cilt kanseri hariç) meydana 

geldi (Sung et al., 2021) (Şekil 1.1 ve 1.2). Son birkaç on yıl içinde, kanser 

hücrelerinin, tümörün nüksetmesine neden olacak şekilde, geleneksel antikanser 

ilaçlara karşı çoklu ilaç direnci kazanabileceği açık hale geldiğinden yeni ve etkili 

antikanser ilaçları keşfetmeye sürekli bir ihtiyaç vardır (Tilaoui et al., 2021). 

 

Şekil 1.1: 2020’de her cinsiyetten ve her yaştan bildirilen yeni kanser vakaları (Globacan, 

2020) 
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Şekil 1.2: 2020’de her cinsiyetten ve her yaştan bildirilen kanser kaynaklı ölümler 

(Globacan, 2020) 

Bitkilerden elde edilen doğal ürünler, kanser ilaçlarının birincil kaynağı 

olarak hizmet vermiştir ve yeni bitki kaynaklı antikanser ilaçları sağlamaya devam 

etmektedir (Tilaoui et al., 2021). Bitkilerde bulunan sekonder metabolitler, 

oksidatif stres, inflamasyon, hücre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez ve istila ile 

ilişkili hücre içi sinyal yollarının modülasyonu yoluyla kanser hücrelerini 

etkileyebilmektedir (Koczurkiewicz et al., 2015). Bazı Astragalus türlerinin 

Uzakdoğu geleneksel tıbbında kanser tedavisi için kullanıldığı bildirilmiştir. Bunlar 

arasında Astragalus membranaceous benzersiz bir öneme sahiptir. A. 

membranaceous tek başına veya bitkisel formüllerin bir bileşeni olarak kanser 

hastalarının hayatta kalma oranlarını artırmak için ilaç olarak reçete edilmekte veya 

kansere karşı profilaktik olarak kullanılmaktadır. A.membranaceous' un kök 

ekstrelerinin, kanser hastalarında bağışıklık fonksiyonlarını uyardığını ve 

konakçıya karşı aşı yanıtını arttırdığı gösterilmiştir (Yoshida et al., 1997; Yesilada 

et al, 2005).  

Triterpenler, triterpenoidler olarak adlandırılan, bitkisel, hayvansal ve 

mantar kökenli doğal olarak oluşan alkenlerdir (Chudzik et al., 2015). Triterpen 

saponinler, saponin bileşikleri grubuna ait olan triterpenlerdir. Saponinlerin farklı 

etki mekanizmalarına sahip potansiyel antikanser ajanlar olduğu bilinmektedir. 
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Sitotoksik etkileri, apoptoz indüklenmesine veya apoptotik olmayan hücre 

ölümü stimülasyonuna bağlı olabilmektedir (Podolak et al., 2010). Kanser 

hücrelerinde saponin tedavisi, otofajik hücre ölümünü uyarabilmekte, nitrik oksit 

üretimini azaltmakta ve hücre iskeleti bütünlüğünün bozulmasına neden 

olabilmektedir. Günümüze kadar birçok triterpen saponin bileşiği izole edilmiş 

olmakla birlikte bu bileşiklerin anti kanser, anti anjiyogenik aktivitesi ve toksisitesi 

üzerinde bu kadar ayrıntılı bir çalışma mevcut literatürde bulunmamaktadır. Bu 

nedenle bu tez çalışması kapsamında, Astragallus L.’ den izole edilen triterpen 

saponin bileşiklerinin sinir sistemi tümörleri üzerindeki antikanser etkinlikleri ile 

anti-anjiyogenik etkilerinin ortaya konması amaçlanmaktadır. 

1.1.Kanser 

Hücre bölünmesinin doğal sürecindeki patofizyolojik değişikliklerin hastalığı 

olan kanser, dünya çapında yıldan yıla çok sayıda ölümden sorumlu önemli bir 

hastalık olarak ortaya çıkmıştır. Son zamanlarda 19,3 milyondan fazla (19.300.000) 

yeni kanser vakası teşhis ve rapor edilmiştir, bu da bildirilen verilere göre 2020'de 

yaklaşık 10 milyon ölüme yol açtmıştır (Chhikara et al., 2022). Dünyada her yıl 

yaklaşık 19-20 milyon kişiye kanser teşhisi konmaktadır. 

Mevcut literatür incelendiğinde 100’den fazla kanser türünün insan 

vücudunun çeşitli dokularını etkilediği bilinmektedir (Jemal et al., 2011; Cancer 

Research, 2016). Hem erkek ve hem de kadınlarda en sık görülen ve ölümle 

sonuçlanan kanser türü akciğer kanseridir. Erkeklerde 2.sırada prostat kanseri, 

kadınlarda ise meme kanseri gelmektedir (McGuire, 2014; Siegel et al., 2015). 

Merkezi sinir sisteminden (MSS) kaynaklanan kötü huylu tümörler en korkulan 

kanser türleri arasındadır. Glioblastoma, kötü prognozlu ve 1 yıllık sağ kalım oranı 

sadece %35.7 olan primer beyin tümörünün en yaygın malign formudur. 

Radyoterapi ve adjuvan ile kombine gerçekleştirilen cerrahi rezeksiyon, sağkalımı 

uzatan ancak küratif olmayan mevcut standart bakım tedavisi olarak bilinmektedir.  
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Glioblastoma yetişkinlerde daha sık görülmekte olup çocuklarda da ortaya 

çıkabilmektedir. Nöroblastoma ise, nöral krest hücrelerinden kaynaklanan ve 

çocuklarda en sık görülen ekstrakraniyal solid kanserdir. Düşük riskli 

nöroblastomlar iyi sonuçlarla ilişkilidir, ancak yüksek riskli nöroblastomlu çocuklar 

multimodal tedaviden sonra bile sıklıkla nüks edebilmektedir (Ramachandran et al., 

2017). 

Kanser Türleri (Etkilenen Doku Bazında); 

 Karsinomlar, akciğer, meme ve kolon kanseri gibi vücudun iç ve dış 

kısımlarını kaplayan hücrelerle karakterize edilir. 

 Sarkomlar, kemik, kıkırdak, yağ, bağ dokusu, kas ve diğer destekleyici 

dokularda bulunan hücreler ile karakterize edilir. 

 Lenfomalar, lenf düğümlerinde ve bağışıklık sistemi dokularında başlayan 

kanserlerdir. 

 Lösemiler, kemik iliğinde başlayan ve sıklıkla kan dolaşımında biriken 

kanserlerdir. 

 Adenomlar tiroid, hipofiz bezi, adrenal bez ve diğer glandüler dokularda 

ortaya çıkan kanserlerdir (Mathur et al., 2015). 

 

1.1.1. Kanserin Nedenleri 

Kanserin kökeni ve ilerlemesi, hücre içindeki birçok faktöre (mutasyonlar, 

bağışıklık koşulları ve hormonlar) olduğu kadar çevreden gelen dış faktörlere 

(sigara, kimyasallar, bulaşıcı organizmalar ve radyasyonlar) bağlıdır (Şekil 1.3). 

Tüm bu unsurlar, anormal hücre davranışına ve kontrolsüz çoğalmaya neden olmak 

için birlikte hareket eder. Oluşan olağandışı hücre kütlesi vücutta büyür ve 

çevresindeki normal dokuları etkiler ve bazen vücudun diğer bölgelerine de yayılır 

(metastaz) (Rehman et al., 2018). 
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Şekil 1.3: Kansere neden olan faktörler (Rehman, 2018) 

1.1.2. Kanser Tedavi Yöntemleri 

Kanser tedavisinin hedefleri, bilinen tümörleri tamamen ortadan 

kaldırmak, birincil kanserin tekrarını veya yayılmasını önlemek ve tüm makul 

iyileştirici yaklaşımlar tükendiğinde semptomları hafifletmeyi içerir. 

Kanser hastalarına uygulanan başlıca tedavi yöntemleri şu şekilde 

sıralanabilir: 

 Cerrahi operasyon, 

 Kemoterapi, 

 Radyoterapi, 

 İmmünoterapi, 

 Kök hücre ve kemik iliği nakli, 

 Hormon tedavisi, 

 Antikor tedavisi. 

Kanserin 
Nedenleri

Bakteri ve 
virüsler

Çevresel 
toksinler

Yaşlanma

Kusurlu DNA 
onarımı

Genlerdeki 
mutasyonlar

Kodlanmayan 
DNA
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Kanser tedavisine önemli katkılarına rağmen, tüm geleneksel kemoterapi 

ilaçları, hızlı eliminasyon, zayıf biyoyararlanım, düşük intratumoral salınım, 

spesifik olmayan sitotoksisite ve bunun sonucunda sıklıkla ilaç direncinin 

başlamasıyla takip edilen sistemik yan etkiler dahil olmak üzere çeşitli 

dezavantajlardan muzdariptir (Ioele et al., 2022). 

Önümüzdeki on yıl, hedeflenen ilaçları veya yeni terapötik ajanları ve 

sitotoksik maddeleri daha etkili bir şekilde birleştirmek için denemeler tasarlama 

zorluğunu ortaya çıkaracaktır. Bu denemelere, belirli ilaçlara yanıt verme olasılığı 

en yüksek olan hastaları belirlemek için genomik ve moleküler araştırmalar 

yardımcı olacak ve böylece etkisiz tedavinin maliyetini ve toksisitesini azaltacaktır. 

(Urruticoechea et al., 2010). 

1.2.Triterpen Saponin 

Triterpenler, triterpenoidler olarak adlandırılan, bitkisel, hayvansal ve mantar 

kökenli doğal olarak oluşan alkenlerdir (Chudzik et al., 2015). Triterpen saponinler, 

saponin bileşikleri grubuna ait olan triterpenlerdir.  Tipik bir saponin molekülü, bir 

izoprenoid birimi ve bir şeker kalıntısından oluşan farklı yapısal bileşenlerden 

oluşmaktadır (Şekil 1.4). İlkine aglikon bileşeni, ikincisine ise glikon adı 

verilmektedir. Saponinlerin biyolojik aktivitelerinin bu amfifilik doğalarından 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Triterpen saponinler (bazik), 2,3-

oksidoskualenden türetilen 30 karbonlu bir omurga yapısına sahip dört veya beş 

halkadan oluşmaktadır. Pentasiklik triterpenoidler bitkilerde en bol bulunanlardır 

ve oleananlar, lupanlar, ursanlar ve türevlerini içermektedirler (Elekofehinti et al., 

2021). Triterpen glikozitler, doğada en yaygın bulunan saponinlerdir. 
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Şekil 1.4: Triterpenoid Yapısı (National Center for Biotechnology Information, 2023) 

Saponinlerin farklı etki mekanizmalarına sahip potansiyel antikanser ajanlar 

olduğu bilinmektedir. Sitotoksik etkileri, apoptoz indüklenmesine veya apoptotik 

olmayan hücre ölümü stimülasyonuna bağlı olabilmektedir (Podolak et al., 2010). 

Kanser hücrelerinde saponin tedavisi, otofajik hücre ölümünü uyarabilmekte, nitrik 

oksit üretimini azaltmakta ve hücre iskeleti bütünlüğünün bozulmasına neden 

olabilmektedir. Bu bileşiklerin sitotoksik etkilerinin, apoptoz veya hücre ölümünün 

apoptotik olmayan uyarımı ile başlatılabildiği düşünülmektedir. Kapsamlı literatür 

araştırması, saponinlerin apoptoz, ferroptoz, onkotik nekroz, nekroptoz ve otofaji 

yoluyla kanser hücresi ölümünü indüklemedeki önemli yeteneğini ortaya 

çıkarmıştır (Elekofehinti et al., 2021). Bunun yanı sıra triterpen saponinler geniş bir 

farmakolojik aktivite yelpazesine sahiptir. Bunlar arasında biyolojik zarlarla 

etkileşime girme yetenekleri uzun süredir çalışılmaktadır. Bu bileşikler kısa süreli 

hücre zarı yeniden düzenlemelerine veya tamamen yok olmasına neden 

olabilmektedirler. Saponinler, zarda gözenek oluşturabilmeleri sayesinde hücrelerin 

iyonik dengesini bozarak hücre lizisine ve ölümüne yol açabilmektedirler. 

Literatürde nispeten iyi tanımlanmış olan saponositlerin sitotoksik ve hemolitik 

aktiviteleri dikkati çekmektedir (Koczurkiewicz et al., 2015).  
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Çok sayıda çalışmadan elde edilen gözlemler, saponinlerin biyolojik 

aktivitesinin hem aglikon hem de şeker kısmından etkilendiğini doğrulamaktadır. 

Yapı-aktivite ilişkileriyle ilgili mevcut bilgilerin çoğu, saponinlerin hemolitik etkisi 

üzerine yapılan araştırmalardan gelmektedir (Podolak et al, 2010). 

Triterpenler sadece neoplastik hücre dizilerinin yaşamını inhibe etmekle 

kalmamakta, aynı zamanda kanser hücrelerinin apoptozunu indükleyerek vücudun 

normal hücrelerine tehdit oluşturmadan intihar ölümlerine neden olmaktadırlar. 

Triterpenlerin aktivitesinin seçiciliği, onları kanser tedavisi ve önlenmesinde 

alternatifler olarak sunmaktadır. Bu nedenle, sitotoksik özelliklerinin ve altta yatan 

mekanizmaların değerlendirilmesi için bu tür bileşiklerin izolasyon yoluyla elde 

edilmesi esastır (Chudzik et al., 2015). Bitkilerden izole edilen triterpenoidler, 

doğal ürünlerin en büyük gruplarından biridir ve bazıları antioksidan aktivite, 

antiinflamatuar aktivite, hepatoprotektif etkiler ve antitümör aktivite gibi çeşitli 

biyolojik aktiviteler sergilemektedirler. Modern farmakolojik çalışmalada bu 

bitkinin antioksidan, nöroproteksiyon, kandaki lipiti azaltma ve antidiyabetik 

aktivite dahil olmak üzere birçok biyolojik aktivitesi gösterilmiştir (Yan Zhang et 

al., 2018). 

Bu çalışmada kullanılan triterpen saponin bileşikler Şekil 1.5’de 

sunulmuştur. 

FA1:v6-O-β-D-Glucopyranosyl-3β,6α,16β,24α-tetrahydroxy-20(R),25-

epoxycycloartane 

FA2: Cyclocephaloside 1 

FA3: Oleifolioside B 
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Şekil 1.5: Bu çalışmada kullanılan bileşiklerin (FA1, FA2, FA3) yapısı. 

1.2.1. Etki mekanizması 

Kimyasal olarak triterpen saponinler, triterpenlerin glikozitleridir. Aglycone 

veya sapogenin olarak adlandırılan polar glikon kısmı (şeker) ve şeker olmayan 

polar olmayan bileşenlerden oluşurlar. Molekülün iki kısmı çoğunlukla bir eter bağı 

ile birbirine bağlanır. Aglykoniler çoğunlukla pentasiklik, karbon halkalarından 

yapılır. Şeker parçaları, monosakkaritlerden oluşan 1-3 düz veya dallı zincir içerir 

ve bunların en yaygın olanları şunlardır: D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz, L-

arabinoz, D-ksiloz, L-fukoz ve yağ asitleri: D-glukuronik asit ve D-galakturonik 

asit (Koczurkiewicz et al., 2015). Moleküllerdeki kayda değer, küçük yapısal 

değişiklikler, bu bileşiklerin aktivitelerinde büyük farklılıklar gösterebilir. Çeşitli 

saponinlerin ve birçok steroidal glikoalkaloidin en yoğun olarak incelenen etkisi, 

membran pertürbasyonuna neden olma yetenekleridir. Saponinlerin sıklıkla 

gözlemlenen memeli eritrositlerinin parçalanmasına neden olma yeteneğinin 

moleküler temeli olduğu düşünüldüğünden, bu özellik genellikle "saponinlerin 

hemolitik aktivitesi" olarak adlandırılır (Augustin et al., 2011). 
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Bu konuyla ilgili raporların sayısı katlanarak artmaktadır ve saponinlerin 

aktivitesine ilişkin in vitro veriler son zamanlarda in vivo analizlerle daha sık 

tamamlanmaktadır. Tümör hücreleri üzerindeki 3 temel saponozid etki kategorisini 

tanımlamaya yardımcı oldular. Bunlar şunları içerir: (1) sitostatik (2) pro-apoptotik 

ve (3) anti-metastatik etkiler. Saponinler ayrıca kanser hücrelerini diğer 

kemoterapötik ilaçların sitostatik, pro-apoptotik ve anti-metastatik etkilerine karşı 

duyarlı hale getirir (Koczurkiewicz et al., 2015) (Şekil 1.6). 

 

Şekil 1.6: Saponinlerin kanser hücreleri üzerindeki çok yönlü etkileri (Koczurkiewicz et al., 

2015) 

1.2.2. Yan etkileri 

Birçok saponin glikozit, uzun bir süre boyunca yüksek dozlarda toksik etkiler 

göstererek aşırı salivasyon, ishal, kusma, iştahsızlık ve felç belirtileri gibi sorunlara 

neden olur. Sıcakkanlı hayvanlarda saponinlerin oral toksisitesi, bağırsak 

sisteminden düşük emilimi nedeniyle nispeten düşüktür (çoğu soğukkanlı hayvan, 

örneğin balık için yüksek toksisitenin aksine).  

Bununla birlikte, saponinler gastrointestinal tahriş edicidir ve daha hafif 

örneklerde bu, hassas veya aşırı kilolu hastalarda özofageal reflüye yol açabilir. 

Bağırsak yolu nedeniyle saponinlerin düşük mevcudiyeti, önemsiz toksisite ile 

sonuçlanır. Ek olarak, intravenöz olarak verildiklerinde oldukça toksiktirler 

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

2.1. Materyal 

 

Proje kapsamında materyal olarak EÜ Fen Fakültesi Kimya Bölümü 

Öğretim üyesi Prof. Dr. Tamer Karayıldırım ve Araş. Gör. Dr. Rabia Nur ÜN 

tarafından Astragallus sp. den izole edilen triterpen saponin bileşikleri 

kullanıldı. 

 

AMES testi için kullanılan, test bakterisi, Salmonella typhimurium suşları 

stok halinde (Xenometrix, İsviçre) satın alınmıştır. HET-CAM analizi için 

kullanılan Leghron beyaz tavuk yumurtaları İzmir Veteriner Kontrol Araştırma 

Enstitüsü‘nden satın alınmıştır. MTT ve Flow Sitometri analizlerinde kullanılan 

hücre kültürleri malzemeleri; DMEM/F12, %0,25‘lik 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 gözlü ve 

96 gözlü mikroplaka (Corning, ABD), T-flask ( 25 cm2 , 75 cm 2 ). 

 

Cihazlar; Sınıf 2 laminar akışlı biyogüvenlik kabini (ESCO, Singapur), 

CO2’li İnkübatör (Thermofisher Scientific, ABD), flow sitometri (BD Biosciences, 

ABD), 96 gözlü spektrofotometre, santrifüj cihazı, -86 °C ve -20 °C dondurucu 

(Thermo Fisher Scientific, ABD), inverted mikroskop (Zeiss, ABD), ışık 

mikroskobu (Olympus, Hamburg, Almanya), Vorteks Karıştırıcı (ThermoFisher 

Scientific, ABD), Ultrasonik banyo (ISOLAB, Türkiye) şeklindedir. 

 

 

Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan hücre hatları; VERO hücre hattında 

(C.aethiops böbrek fibroblast hücresi, ATCC CRL-1587), SHSY-5Y (İnsan 

nöroblastoma hücre hattı, ATCC HTB-11), U87-MG (İnsan glioblastoma hücre 

hattı, ATCC HTB-14) ve CCD34-LU (sağlıklı akciğer fibroblast hücre hattı, ATCC 

N.CRL-1491) Ege Üniversitesi Mühendislik Fakültesi Biyomühendislik 

Bölümü’nden Prof. Dr. Ayşe Nalbantsoy’ dan ve EGE MATAL’ın hücre kültür 

koleksiyonundan temin edilmiştir. 
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2.2. Metot 

2.2.1. Triterpen Saponin Bileşiklerinin In vitro Hücre Temelli Antioksidan 

Kapasitenin Belirlenmesi 

Bileşiklerin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde hücre kültürünün 

temel alındığı yöntemin kullanılması planlanmıştır. Bu yöntemin uygulanması 

kapsamında H2O2 uygulanmasının ardından hücrelerde stres meydana getirilmesi 

ve ardından bileşik uygulanmasından sonra hücre canlılığındaki değişikliğin tespit 

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

Hücre temelli antioksidan kapasitenin belirlenmesi yöntemi doğrultusunda 

VERO hücre hattı (Cercopithecus aethiops böbrek fibroblast hücreleri ATCC®CRL-

1587TM) biyolojik aktivitenin hücresel düzeyde etkilerini araştırmak amacıyla 

kullanılmıştır. 

 Öncelikle VERO hücreleri, fetal sığır serumu ve %1 penisilin/streptomisin 

içeren MEM (Minimum Essential Medium Eagle) ortamında, 37 C, %5 

CO2 içeren inkübatörde kültüre edilmiştir. 

 Hücreler 96 kuyucuklu plakalarda %80 konfluent oluncaya kadar 

büyütülmüştür. 

 Bileşikler kuyucuklara eklenmiş ve sonrasında hücreler 2 saat inkübe 

edilmiştir. 

 Bu işlemin ardından eklenen bileşikleri uzaklaştırmak için hücreler PBS ile 

yıkanmış ve sonrasında hücrelerde oksidatif stres oluşturmak amacıyla 

H2O2 uygulanmıştır. Daha sonra hücreler 1,25 mM H2O2 eklenerek %5 CO2, 

nemli ortam, 37 C’ de 24 saat inkübe edilmiştir. 

 Bu sürenin sonunda, hücre canlılığını belirlemek için MTT testi 

gerçekleştirilmiştir. 
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 Bileşik uygulanmasından ve inkübasyon sürelerinin tamamlanmasından 

sonra her bir kuyucuğa 110 μL (%10) MTT çözeltisi eklenmiş %5 CO2 

ortamında 37 C’de 4 saat daha inkübe edilmiştir. 

 Bu süreçte hücre içerisinde oluşan formazan kompleksini çözmek için 100 

μL SDS tuzu (10 mL 0,01 M HCl içerisinde 1 g SDS çözülmüş çözelti) 

kuyucuklara eklenmiş ve 24 saat inkübasyondan sonra 570 nm ve 630 

nm’de spektrofotometre ile absorbans ölçümleri sonrasında % hücre 

canlılığı hesaplanmıştır. 

Bileşiklerin hücre temelli antioksidan kapasitesi, bu işlemler sonrasında 

kontrol grubunun hücre canlılığı ile karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. 

2.2.2 Antikanser Etkinlik ve Apoptoz Değerlendirmesi  

2.2.2.1 Sitotoksisite Testi (MTT)  

Hücre canlılığının belirlenmesi amacıyla kolorimetrik metodlardan biri olan 

MTT testi kullanılmıştır. MTT testi canlı hücrelerdeki mitokondriyal aktivitenin 

belirlenmesini ve kontrol grubu ile karşılaştırarak muamele edilen moleküllerin 

sitotoksik özelliklerinin belirlenmesini sağlar (Mosmann, 1983). Bu çalışmada, 

sağlıklı hücre hattı olarak  SHSY-5Y (İnsan nöroblastoma hücre hattı, ATCC HTB-

11), U87-MG (İnsan glioblastoma hücre hattı, ATCC HTB-14) ve CCD34-LU 

(sağlıklı akciğer fibroblast hücre hattı, ATCC N.CRL-1491) ile çalışılmıştır ve 

sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde kullanılmak üzere deney Ege Üniversitesi 

Biyomühendislik Bölümü Hücre Kültürü Laboratuvarı‘nda yürütülmüştür. 

Hücre hatları başlangıç hücre konsantrasyonları 1x105 hücre/ml olacak 

şekilde 96 gözlü mikropleytlere ekilmiştir. Hücreler, %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 µg/mL streptomisin içeren DMEMF12 besiyeri 

ortamı (Biological Industries, Cat: 01- 170-1B) içinde 24 saat boyunca %5 CO2 ile 
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%95 nemli atmosferde 37 °C’de inkübe edilmiştir. Besi ortamı içerisinde çoğalan 

hücreler, Inverted Araştırma Mikroskobunda incelendi ve sitotoksisite testi için 

istenilen hücre sayısına ulaşılıp ulaşılmadığı belirlenmiştir. Logaritmik fazda aktif 

olarak çoğalan hücreler sitotoksisite testlerinde kullanılmıştır. 3 madde DMSO ile 

çözülerek 20 mg/ml konsantrasyonunda hazırlanmıştır.  Bu süreyi takiben hücreler, 

maddelerin farklı konsantrasyonlarıyla (1000, 100, 10 µg/ml) eklenerek 48 saat 

inkübe edilmiştir. Pozitif kontrol olarak Doxorobicin (20,2,0.2 µg/ml) 

konsantrasyonlarında eklenmiştir. İnkübasyon süresi sonunda 20 µl MTT (2.5 

mg/ml) solüsyonu eklenmiştir ve 4 saat boyunca inkübe edilmiştir. Sürecin sonunda 

gözlerdeki inkübasyon ortamları uzaklaştırılarak, mitokondriyal enzim aktivitesi 

(süksinat dehidrogenaz) sonucu oluşan mor renkli formazan kristallerinin 

çözülmesi için 150 µl DMSO eklenmiştir. Çözünen ve homojen hale gelen 

krisyallerin optik yoğunlukları 570 nm dalga boyunda (referans filtresi 630 nm) UV 

görülür spektrofotometre ile ölçüm alınmıştır.  

Farklı konsantrasyonlarda bileşiklere maruz bırakılmış hücrelerin 24. ve 48. 

saatteki morfolojik incelemeleri inverted mikroskop altında yapılarak 

fotoğraflanmıştır. Sitotoksisite, herhangi bir ajana maruz bırakılmamış kontrol ± 

SD’ye bağlı olarak yüzde artış şeklinde belirlenmiştir. Kontrol değeri % 0 sitotoksik 

olarak alınmıştır. Sitotoksisite verileri sigmoidal eğriye oturtturuldu ve herhangi bir 

materyal uygulaması yapılmamış kontrol grubuna kıyasla % 50 inhibisyona neden 

olan konsantrasyon değeri olan IC50 değerinin hesaplanmasında 4 parametreli 

lojistik model kullanılmıştır. IC50 değeri %±95 güven aralığında belirlenmiştir. 

İstatistiksel analiz GraphPad Prism (San Diego, CA) ile yapılmıştır. 

Formül: 

    % Canlılık = 

    
(𝑚𝑜𝑙𝑒𝑘ü𝑙 𝑖𝑙𝑒 𝑚𝑢𝑎𝑚𝑒𝑙𝑒 𝑒𝑑𝑖𝑙𝑒𝑛 ℎü𝑐𝑟𝑒𝑙𝑒𝑟𝑖𝑛 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝚤−𝑘ö𝑟 𝑑𝑒ğ𝑒𝑟𝑖𝑛 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝚤)

(𝑚𝑜𝑙𝑒𝑘ü𝑙 𝑖𝑙𝑒 𝑚𝑢𝑎𝑚𝑒𝑙𝑒 𝑒𝑑𝑖𝑙𝑒𝑛 ℎü𝑐𝑟𝑒𝑙𝑒𝑟𝑖𝑛 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝚤−𝑘ö𝑟 𝑑𝑒ğ𝑒𝑟𝑖𝑛 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑠𝚤)
  x100 

IC50 (inhibisyon konsanrasyonu %50) değerleri ±95% güven aralığında, 

Graph Pad Prism 5 (San Diego, CA,ABD) programı kullanılarak hesaplanmıştır. 



15 
 

2.2.2.2 Apoptotik Etkinin Belirlenmesi (Flow Sitometri) 

Sitotoksisite testi sonrasında sitotoksisite belirlenen konsantrasyonlarda 

hücre kültürlerinde apoptozis oranı Anneksin V-Pi boyama ile belirlenmiştir. 

Anneksin V boyama sonrasında apoptotik hücreler görünür hale gelmiş ve flow 

sitometri ile ölçülmüştür. Nekrotik hücrelerin belirlenmesi için ise propidyum 

iyodür (Pi) kullanılmıştır. Bu şekilde canlı hücreler, erken ve geç apoptotik hücreler 

ve nekrotik hücrelerin % oranları da belirlenmiştir (Morrone, 2007). 

2.2.3 Salmonella/Mikrozom Mutasyon (Ames) Testi ile Genotoksik 

Potansiyelin Belirlenmesi 

Ames testi (Salmonella/Mikrozom testi), kısa zamanlı testlerin en yaygın 

kullanılanı, test parametreleri açısından en iyi standardize edilmiş olmasının yanı 

sıra bilinen mutajen ve kanserojenlerle denenerek geçerliliği kabul edilmiş olanıdır. 

Bu testte, test edilen kimyasal maddenin Salmonella typhimurium his- (histidin 

okzotrofu) mutantlarını his+ (prototrof; yaban tipi) haline çevirme gücü 

ölçülmektedir (Maron and Ames, 1983; OECD Guideline 471). Bakteri 

(prokaryotik) ve eukaryotik genetik materyelin yapı ve regülasyonundaki 

farklılıklar ve eukaryotlara özgü belirli organel ve metabolik reaksiyonların kendisi 

mutajen olmayan maddeleri canlı organizmada mutajenlere çevirebilmesi nedeniyle 

Ames testinin örneğin memeli hücreleri ile gerçekleştirilen mutajenite analizlerine 

göre daha yüksek yanlış negatif oranları gösterdiği bilinmektedir. Ames testi bir 

maddenin mutajenitesinin göreceli olarak hızlı biçimde belirlenmesi için yararlı 

alternatif testlerdendir ve başka testler ile birlikte kullanıldığında yararlılığı 

artmaktadır. 

  Çalışmamızda Salmonella typhimurium’ un TA98, TA102 okzotrof suşları 

kullanıldı. Bakteriler, petri kutusu başına 0,1 ml olacak şekilde, nutrient broth içinde 

yaklaşık 120 rpm sallamayla, 37 C’ de, 10-14 saat (1x109 bakteri/mL olacak 

şekilde) büyütülmüştür. Testin güvenilirliği açısından test suşlarının orijinal 

mutasyonlara sahip olup olmadıkları kontrol edilmiştir (OECD Guideline 471). 

Farklı konsantrasyonlardaki bileşikler ve pozitif kontrol olarak kullanılan 

kimyasallar, S9 karışımı (mikrozomal enzimlerin metabolik aktivasyon) varlığında 
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ve yokluğunda bakteri içeren ortamlarda test edilmiş ve 37 °C’ de inkübasyon 

sonrasında mutajenite revertant kolonilere göre hesaplanmıştır. 

His D 3052: Histidinol dehidrojenaz enzimi His D+ geni tarafından 

kodlamaktadır. Mutasyon tiplerinden biri olan (-l) çerçeve kayması hisD 3052 

mutasyonu, GCGCGCGC- bölgesi içindedir ve bu bölgede nükleotid eksikliği his 

D– geni içinde 8 kere tekrarlanmaktadır. Bu sebeple suş his+ hale 

mutajenik/karsinojenik kimyasallarla dönüştürülmektedir ve bu hali daha çok 

çerçeve kayması tipi mutasyonlara neden olmaktadır. 

Rfa: Bu tip mutasyon sayesinde, hücre yüzeyininin dışını kaplayan 

lipopolisakkarit tabakasının zayıflatarak benzopiren gibi normal 

boyuttakihücrelere giremeyecek kadar büyük moleküller testte kullanılan 

bakterilere girebilmektedir. 

+R: pKM101, Hücrelerde fazlaca bulunan ve direnç geni olan Ampisilini 

taşıyan plazmittir. Plazmidin hücrede var olması, normal şartlar altında 

hücrelerde  bulunan  ve  aynı  zamanda  hata  frekansının  fazla  olduğu  ―error-

pronel  DNA onarım yolağının aktive olmasını sağlayarak spontan gerçekleşen 

mutasyon sayısının artışına neden olmaktadır. 

∆: Delesyon, ―Excision repair‖ görevi olan Uvr B geni bir enzimi 

kodlamaktadır. Dolayısıyla bu enzimin yokluğu mutant suşu değişik 

mutajenlere  karşı daha duyarlı yapmaktadır. 

Metabolik Aktivasyonu Sağlayan S9 Karışımının Hazırlanması: 

Bakterilerde, memelilerde bulunan detoksifikasyon ya da biyoaktivasyon enzim 

sistemi bulunmaz. Bunun sistemin yapay biçimde oluşturulması adına, 

sıçanların kimyasal kullanılarak uyarılmış karaciğer dokularından S9 

fraksiyonu homojenize edilir. Hücrede gerçekleştirilen homojenizasyon 

sırasında ER membranı, ―mikrozom‖  adlı  küreciklere  dönüşür.  Mikrozomlar  

biyotransformasyonda  rol alan enzimlerin önemli kısmını içeren yapılardır. 

Promutajen / prekanserojen gibi maddelerin tespiti için, farede metabolik 

aktivasyon sisteminin arttırılması gerekir. 12 haftalık olan farelerin metabolik 
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aktivasyon artışı Araclor 1254 (CAS 48586) Sigma Aldrich (Germany) ile 

sağlanmıştır. Ölüme gönderilmeden önceki geçen 5 günde 80 mg/kg olacak 

şekilde, mısır yağı içerisinde 200 mg/mL konsantrasyon ayarlanarak Araclor, 

fareye oral yoldan verilmiştir. 

a) Fareden karaciğerin çıkartılması: Servikal dislokasyonla 

öldürülen fareler, steril makas ve bistüri kullanılmasıyla karaciğer aseptik 

olarak çıkarılmıştır. 

b) Karaciğer S9 karışımının hazırlanması: Farelerden çıkartılan 

karaciğer tartılmıştır. 0,15 M KCl solüsyonuna, 0-4 °C‘de, 1 g karaciğer / 1 

mL KCl olacak Ģekilde konulmuştur. Birkaç sefer soğuk KCl ile yıkanarak 

3 mL 0,15 M KCl / 1 g karaciğer oranı sabit kalacak şekilde KCl eklenmiştir. 

Karaciğer doku parçaları steril makaslarla parçalanarak homojenize işlemi 

gerçekleşmiştir. Sonuçta oluşturulan homojenat 10 dk 8700 rpm‘de 

santrifüjlenmiştir. S9‘u barındıran supernatant kısmı ayrılarak -20 °C‘de bir 

sonraki işlemler için saklanmıştır. Bu iĢlemlerin tümü 0-4 °C sıcaklıkta 

gerçekleştirilmiştir. 

c) S9 karışımı: S9 fraksiyonu içinde var olan mikrozomal 

enzimlerin metabolik olarak aktif olup reaksiyonlarını yürütebilmeleri için 

ihtiyaç duyduları kofaktörler S9 karışımına eklenmelidir. Bu yüzden deney 

aşamalarına geçmeden  S9 karışımı taze olarak hazırlanmıştır. 
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2.2.4 Anti-Anjiyogenik Etkinin Belirlenmesi 

2.2.4.1. HUVEC Hücre Hattında Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi (MTT 

Yöntemi) 

Sitotoksisite testi HUVEC hücreleri ile gerçekleştirilmiştir.  

 Kültür ortamı olarak DMEM F12 %10 Fetal Bovine Serum kullanılmıştır.  

 96 kuyucuklu mikroplakalar üzerine 1x105 hücre/mL konsantrasyonda 

ekilmiştir.  

 Hücreler üzerine 4 farklı konsantrasyonda (100,75,50,25 ug/ml)  24, 48 ve 

72  saat süresince uygulanmıştır.  

 Materyallerin (37°C’de %5,0 CO2 ve %95 nemli ortamda) sitotoksik etkisi 

MTT testi ile spektrofotometre de (570 nm) absorbansları okunarak 

değerlendirilmiştir. 
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2.2.4.2. In vitro Scratch Assay ile Hücre Migrasyonunun Değerlendirilmesi    

In vitro scratch hücre migrasyonu değerlendirilmesi, Human Umbilical Vein 

Endothelial Cells (HUVEC hücre hattı) üzerinde gerçekleştirilmiştir. 

 Hücreler, %5 CO2 atmosferi ve sabit nem altında 37 °C'de, %10 FBS, %1 

penisilin-streptomisin içeren bir DMEM ortamında 5x105 hücre/mL 

çoğaltılmıştır. 

 Yara alanı polipropilen pipet ucu ile HUVEC hücre tek tabakasında (5x104 

hücre/cm2) gerçekleştirilmiştir. Kontrol hücreleri de çizilmiş ve %1 FBS 

içeren ortamda tutulmuştur.  

 Farklı konsantrasyonlarda madde uygulaması yapılmasının ardından 48 saat 

boyunca inkübe edilmiştir. 

 Boşluğun başlangıç genişliği ölçülecek ve yara iyileşme sonuçlarının 

yüzdesi, ImageJ yazılımı kullanılarak bileşiklere maruziyetinden sonra 

çizilen bölgeye hücre göçüne göre değerlendirilmiştir.  

 Muamele edilmeyen hücreler, bir kontrol grubu (%100 canlı hücre) olarak 

tanımlanacak ve her deneme 2 kez tekrar edilmiştir. 

2.2.4.3 TNF-α Seviyesinin Belirlenmesi 

İnsan göbek damarı endotel hücrelerinde (HUVEC) TNF-α kaynaklı oksidatif 

stres, inflamasyon ve apoptoza sebep olabilmektedir. Bu nedenle bu çalışmada 

oksidatif stresi belirlemek adına RayBio® TNF-alpha ELISA Kit kullanılmıştır. 

TNF-alfa ELISA kiti serum, plazma ve hücre kültürü süpernatanlarında TNF-

alfa'nın kantitatif ölçümü için bir in vitro enzim bağlantılı immünosorbent testidir. 

HUVEC hücre hattında üç maddenin etkinliği incelenmiştir. 
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2.2.4.4. HET-CAM Assay ile anti-anjiyogenik etki belirlenmesi 

HET-CAM metodu, bir ajanın potansiyel anti-anjiyogenik etkisinin 

belirlenmesinde kullanılan ve sonuçların hızlı olarak elde edilmesi bakımından 

sıklıkla tercih edilen bir yöntemdir. Bu çalışmada triterpen saponin bileşiklerinin 

anti-anjiyojenik aktivitesini değerlendirmek için, koryoallantoik membran (CAM) 

deneyi yapılmış ve bu amaçla döllenmiş Ross 308 yumurtaları, İzmir Veteriner 

Kontrol ve Araştırma Enstitüsü’ nden temin edilmiştir (Ulus et al., 2018).  

Döllenen yumurtalar 0.gün yatay pozisyonda 37,5°C' de ve %70 nemde 

inkübasyona bırakılmıştır. 6.gün, yumurtanın bir tarafında 2 cm2’lik bir pencere 

kesilerek koryoallantoik membran analiz edilecek ve normal gelişen embriyolar 

teste dahil edilirken, kusurlu/ölü embriyolar test dışı tutulmuştur.  

CAM alanları numaralandırılmış ve yumurtalar aşağıda belirtilen gruplara her 

grupta 6 yumurta bulunacak şekilde ayrılmıştır. 

Grup 1: Negatif kontrol grubu  

Grup 2: Pozitif kontrol grubu (Süramin kullanılmıştır)  

Grup 3. Bileşiklerin denendiği gruplar 

Bileşikler 6 günlük embriyoların CAM' ına uygulanmıştır. Yumurtalar 24 

saat daha inkübe edildikten sonra anti-anjiyogenik aktiviteleri değerlendirilmiştir.  

Anjiyogenez skorlaması ve bileşiklerin CAM üzerindeki anti-anjiyogenik 

etkileri Altun et al. (2013) tarafından kullanılan skorlama sistemine göre, 

stereomikroskop altında gözlemlenerek değerlendirilmiştir (Şekil 2.1).  
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Şekil 2.1: HET-CAM değerlendirilmesinde kullanılan skor değerleri 

Ortalama puanı hesaplama denklemi; Ortalama puan = (yumurta sayısı [puan 

2] × 2 + yumurta sayısı [puan 1]) × 1 / (toplam yumurta sayısı [puan 0, 1, 2]) 

şeklinde olacaktır.  

Bu sisteme göre <0,5 puan anti-anjiyogenik etki olmadığını, 0,5-1 düşük anti-

anjiyogenik etkiyi ve >1 güçlü bir anti-anjiyogenik etkiyi göstermektedir.   
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3. BULGULAR 

3.1.In vitro Hücre Temelli Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi 

Kontrol hücreler (hücre canlılığı %100) ve 1 mM H2O2 (hidrojen peroksit) 

ile hasara uğratılmış hücreler (hücre canlılığı %30.1) ile karşılaştırıldığında; 

FA1’in uygulanan konsantrasyonlarında H2O2 hasarına karşı koruyucu etki 

göstermediği belirlenmiştir (Şekil 3.1). 

FA2’nin tüm konsantrasyonlarda H2O2 hasarına karşı koruyucu antioksidan 

etki gösterdiği belirlenmiştir (Şekil 3.2). 

FA3’ün ise 75 ve 100 µg/mL’de H2O2 hasarına karşı koruyucu antioksidan 

etki gösterdiği belirlenmiştir (Şekil 3.3). 

 

Şekil 3.1: FA1’in uygulanan konsantrasyonlarında H2O2 hasarına karşı hücre canlılığı 

grafiği. Kontrol 1:Test materyali ve H2O2 içermeyen ortam kullanılan kültür, Kontrol 2: Test 

materyali içermeyen, 1 mM H2O2 içeren ortam kullanılan kültür. 
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Şekil 3.2: FA2’nin uygulanan konsantrasyonlarında H2O2 hasarına karşı hücre canlılığı 

grafiği. Kontrol 1:Test materyali ve H2O2 içermeyen ortam kullanılan kültür, Kontrol 2: Test 

materyali içermeyen, 1 mM H2O2 içeren ortam kullanılan kültür. 

 

Şekil 3.3: FA3’ün uygulanan konsantrasyonlarında H2O2 hasarına karşı hücre canlılığı 

grafiği. Kontrol 1:Test materyali ve H2O2 içermeyen ortam kullanılan kültür, Kontrol 2: Test 

materyali içermeyen, 1 mM H2O2 içeren ortam kullanılan kültür. 
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3.2. Antikanser Etkinlik ve Apoptoz Değerlendirmesi 

3.2.1. Sitotoksisite Testi (MTT) Sonuçları 

Sitotoksisite testinde yalnızca FA1’de sitotoksik etki gözlenmiştir. CCD34-

LU (Şekil 3.4), U87-MG (Şekil 3.5) ve SHSY-5Y (Şekil 3.6) hücre hatları için 

canlılık değerleri hesaplanmştır. CCD 34-LU, U87-MG VE SHSY-5Y hücre 

hatlarında FA1’ in IC50 değerleri sırasıyla 44.14, 69.24 ve 35,24 µg/mL olarak 

hesaplanmıştır.   

CCD 34-LU hücre hattında kontrol (DMSO) (3.7), DOXO (3.8), FA1 (3.9), 

FA2 (3.10), ve FA3 (3.11) madde uygulamarı sonunda 0. Saat; 24 saat; C: 24saat 

maddeden sonra; D: 48 saat maddeden sonra.şeklinde morfolojik incelemeleri 

yapılmıştır. U87-MG hücre hattında kontrol (DMSO) (3.12), DOXO (3.13), FA1 

(3.2.14), FA2 (3.15), ve FA3 (3.16) madde uygulamarı sonunda 0. Saat; 24 saat; C: 

24saat maddeden sonra; D: 48 saat maddeden sonra.şeklinde morfolojik 

incelemeleri yapılmıştır. SHSY-5Y hücre hattında hücre hattında kontrol (DMSO) 

(3.2.17), DOXO (3.2.18), FA1 (3.2.19), FA2 (3.2.20), ve FA3 (3.2.21) madde 

uygulamarı sonunda 0. Saat; 24 saat; C: 24saat maddeden sonra; D: 48 saat 

maddeden sonra.şeklinde morfolojik incelemeleri yapılmıştır. 

 

Şekil 3.4: Farklı konstrasyonlarda uygulanan 3 maddeye bağlı CCD 34 LU hücrelerinin 

canlılık değerleri. 
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Şekil 3.5:  Farklı konstrasyonlarda uygulanan 3 maddeye bağlı U87 Mg hücrelerinin canlılık 

değerleri. 

 

Şekil 3.6: Farklı konstrasyonlarda uygulanan 3 maddeye bağlı SH-SY5Y hücrelerinin 

canlılık değerleri. 
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Şekil 3.7: CCD 34LU hücre hattında kontrol uygulamalarının morfolojik incelemesi. A: 0. 

Saat; B: 24 saat; C: 24saat maddeden sonra; D: 48 saat maddeden sonra. 
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Şekil 3.8: CCD hücre hattında DOXO uygulaması A:DOXO 0.2ug/ml uygulaması 24saat ve 

48saat; B: DOXO 2ug/ml uygulaması 24saat ve 48saat; C: DOXO 20ug/ml uygulaması 24saat ve 

48saat 
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Şekil 3.9: FA1’in farklı dozlarının CCD 34LU hücre hattı üzerinde 24 ve 48 saatlik 

morfolojik incelemesi (10X). A. 1ug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulaması. 
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Şekil 3.10: FA2’nin farklı dozlarının CCD 34LU hücre hattı üzerinde 24 ve 48 saatlik 

morfolojik incelemesi (10X). A. 1ug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulaması.
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Şekil 3.11: FA3’ün farklı dozlarının CCD 34LU hücre hattı üzerinde 24 ve 48 saatlik 

morfolojik incelemesi (10X). A. 1ug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulaması. 

 

Şekil 3.12: U87 MG hücre hattında kontrol uygulamalarının morfolojik incelemesi. A: 24 

saat; B: 24saat maddeden sonra; C: 48 saat maddeden sonra. 
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Şekil 3.13: U87 MG hücre hattında DOXO uygulaması A:DOXO 0.2ug/ml uygulaması 

24saat ve 48saat; B: DOXO 2ug/ml uygulaması 24saat ve 48saat; C: DOXO 20ug/ml uygulaması 

24saat ve 48saat 



33 
 

 

Şekil 3.14:  FA1’in farklı dozlarının U87 MG hücre hattı üzerinde 24 ve 48 saatlik morfolojik 

incelemesi (10X). A. 1ug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulaması. 
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Şekil 3.15:  FA2’nin farklı dozlarının U87 MG hücre hattı üzerinde 24 ve 48 saatlik 

morfolojik incelemesi (10X). A. 1ug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulaması.
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Şekil 3.16: FA3’ün farklı dozlarının U87 MG hücre hattı üzerinde 24 ve 48 saatlik morfolojik 

incelemesi (10X). A. 1ug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulaması. 
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Şekil 3.17:  SH-SY5Y hücre hattında kontrol uygulamalarının morfolojik incelemesi. A: 0. 

Saat; B: 24 saat; C: 24saat maddeden sonra; D: 48 saat maddeden sonra. 
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Şekil 3.18: SH-SY5Y hücre hattında DOXO uygulaması A:DOXO 0.2ug/ml uygulaması 

24saat ve 48saat; B: DOXO 2ug/ml uygulaması 24saat ve 48saat; C: DOXO 20ug/ml uygulaması 

24saat ve 48saat 
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Şekil 3.19: FA1’in farklı dozlarının SH-SY5Y hücre hattı üzerinde 24 ve 48 saatlik 

morfolojik incelemesi (10X). A. 1ug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulaması.
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Şekil 3.20: FA2’nin farklı dozlarının SH-SY5Y hücre hattı üzerinde 24 ve 48 saatlik 

morfolojik incelemesi (10X). A. 1ug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulaması.
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Şekil 3.21: FA3’ün farklı dozlarının SH-SY5Y hücre hattı üzerinde 24 ve 48 saatlik 

morfolojik incelemesi (10X). A. 1ug/ml; B: 10ug/ml; C:100ug/ml uygulaması. 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

3.2.2. Flow Sitometri Sonuçları 

FA1’in IC50 değeri kullanılarak gerçekleştirilen flow sitometri analizinde apoptoz 

ve nekroz izlenmiştir. U87-MG (Şekil 3.22) ve SH-SY57 (Şekil 3.23) hücre 

hatlarında uygulama sonrası grafikler gösterilmiştir.

 

Şekil 3.22: (A) U87-MG hücre hattında DMSO uygulaması (kontrol), (B) U87-MG hücre 

hattında DMSO uygulaması (kontrol) (C) FA1 1x IC50 uygulaması, (D) FA1 2x IC50 uygulaması 
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Şekil 3.23: (A) SH-SY5Y hücre hattında DMSO uygulaması (kontrol), (B) U87-MG hücre 

hattında DMSO uygulaması (kontrol) (C) FA1 1x IC50 uygulaması, (D) FA1 2x IC50 uygulaması 
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3.3.Salmonella/Mikrozom Mutasyon (Ames) Testi ile Genotoksik Potansiyelin 

Belirlenmesi 

Üç bileşiğin de +S9 ve -S9 ortamlarda Salmonella typhimurium TA98 ve 

TA102 suşlarına karşı maksimum konsantrasyonda (5000 µg/mL) bile genotoksik 

etki göstermediği belirlenmiştir (Çizelge 3.1).  

 

Çizelge 3.1: FA1, FA2 VE FA3‘ün Salmonella typhimurium suşlarında oluşturduğu 

revertant koloni sayıları 

3.4. Anti-Anjiyogenik Etkinin Belirlenmesi 

3.4.1 HUVEC Hücre Hattında Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi (MTT 

Yöntemi) 

HUVEC hücre hattı üzerinde 24. 48 ve 72. saatlerde yapılan MTT 

sonucuna göre hücre canlılığı oranı %70’in üstünde olduğu için,  

FA1’in 25 µg/mL konstrasyonu (Şekil 3.24),  

FA2 (25,50,75 ve 100 µg/mL) (Şekil 3.25),  

FA3 (25,50,75 ve 100 µg/mL) (Şekil 3.26), hücre ölümü bakımından 

sitotoksik etki göstermediği belirlenmiştir. Negatif Kontrol olarak %1 

Dimetilsülfoksit (DMSO) içeren besi ortamı kullanılmıştır. 
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Şekil 3.24: FA1 maddesinin HUVEC hücre hattında hücre canlılığı oranları  

 

Şekil 3.25: FA2 maddesinin HUVEC hücre hattında hücre canlılığı oranları 

 

Şekil 3.26: FA3 maddesinin HUVEC hücre hattında hücre canlılığı oranları  
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3.4.2. In vitro Scratch Assay ile Hücre Migrasyonunun Değerlendirilmesi    

In vitro scratch hücre migrasyonu değerlendirilmesi, Human Umbilical Vein 

Endothelial Cells (HUVEC hücre hattı) üzerinde gerçekleştirilmiştir. Test maddesi 

içermeyen kontrol hücreler (Şekil 3.27), Pozitif kontrol Süramin (Şekil 3.28), FA1 

0.05 mg/ml (Şekil 3.29), FA1 0.025 mg/ml (Şekil 3.30), FA2 0.05 mg/ml (Şekil 

3.31), FA2 0.025 mg/ml Şekil (Şekil 3.32), FA3 0.05 mg/ml (Şekil 3.33), FA3 

0.025 mg/ml Şekil (Şekil 3.34) 0-4-24. saatlerdeki mikroskop görüntüleri 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.27: HUVEC hücre hattında test maddesi içermeyen kontrol grubunun A) 0. saat B) 

4. Saat ve C) 24. Saat morfolojik görüntülemesi 

 

Şekil 3.28: HUVEC hücre hattında süramin uygulanmasının A) 0. saat B) 4. Saat ve C) 24. 

Saat morfolojik görüntülemesi 
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Şekil 3.29: HUVEC hücre hattında FA1 0.05 mg/ml uygulanmasının A) 0. saat B) 4. Saat ve 

C) 24. Saat morfolojik görüntülemesi 

 

Şekil 3.30: HUVEC hücre hattında FA1 0.025 mg/ml uygulanmasının A) 0. saat B) 4. Saat 

ve C) 24. Saat morfolojik görüntülemesi 

 

Şekil 3.31: HUVEC hücre hattında FA2 0.05 mg/ml uygulanmasının A) 0. saat B) 4. Saat ve 

C) 24. Saat morfolojik görüntülemesi 
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Şekil 3.32: HUVEC hücre hattında FA2 0.025 mg/ml uygulanmasının A) 0. saat B) 4. Saat 

ve C) 24. Saat morfolojik görüntülemesi 

 

Şekil 3.33: HUVEC hücre hattında FA3 0.05 mg/ml uygulanmasının A) 0. saat B) 4. Saat ve 

C) 24. Saat morfolojik görüntülemesi 

 

Şekil 3.34: HUVEC hücre hattında FA3 0.025 mg/ml uygulanmasının A) 0. saat B) 4. Saat 

ve C) 24. Saat morfolojik görüntülemesi 
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3.4.3 TNF-α Seviyesinin Belirlenmesi 

Deney sonunda TNF-α standart grafiği oluşturulmuştur (Şekil 3.35) FA1 

uygulanan hücrelerdeki TNF-α seviyesinin kontrol grubuna göre arttığı 

gözlenmiştir (Şekil 3.36). TNF-α kaynaklı oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoza 

sebep olabilmektedir. Yapılan FA1 uygulamasının TNF-α seviyesindeki artışla 

birlikte sitotoksisite ve apoptozu indüklediği gözlenmiş olup bu bulgular flow 

sitometre sonuçları ile de uyumluluk göstermektedir. 

 

Şekil 3.35: TNF-α standart grafiği 

 

Şekil 3.36:  TNF-α konsantrasyonu (pg/ml) 
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3.4.4. HET-CAM Testi Sonuçları 

FA1’in 400 µg/mL, FA2 ve FA3’ün 200 µg/mL ve üzeri uygulamalarında 

HET-CAM testi ile anti-anjiyogenik etki gösterdiği izlenmiştir.  

Test maddeleri farklı dozda (100 ug/mL, 200 ug/mL, 400 ug/mL) ve kontrol 

gruplarının yumurtalara uygulanmış ve 24. saatteki değişimleri Şekil 3.37, 3.38, 

3.39 ve 3.40’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.37: Çözgen kontol (DMSO), B: Pozitif Kontrol (Süramin), C: Negatif Kontrol (NaCl) 

 

Şekil 3.38: FA1’in farklı dozlarda uygulanmasıyla koryoallantoik membrandaki değişimler. 

A:100 ug/ml B: 200ug/ml C: 400 ug/ml 
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Şekil 3.39: FA2’nin farklı dozlarda uygulanmasıyla koryoallantoik membrandaki değişimler. 

A:100 ug/ml B: 200ug/ml C: 400 ug/ml 

 

Şekil 3.40: FA3’ün farklı dozlarda uygulanmasıyla koryoallantoik membrandaki değişimler. 

A:100 ug/ml B: 200ug/ml C: 400 ug/ml 
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4. TARTIŞMA  

Bitkisel türevli bileşikler, her zaman çeşitli hastalıkların tedavisi için önemli 

bir ilaç kaynağı olmuştur.Yeni keşfedilen doğal kaynaklı anti-kanser ajanlar, yüksek 

biyoaktif bileşikler içermelerinden ötürü tedavilerde hedef oluşturmaktadırlar. 

dünya çapında görülen yaygın kanser vakalarında doğal ürünlerin, kimyasalların 

zararlı etkilerine karşı koruyucu ajanlar olduklarını göstermektedir. Bu doğal 

ürünlerin büyük bir çoğunluğu güçlü antioksidandır ve doğal ortamlarında fenol 

içeren bitkilerden oluşmaktadır; diğerleri ise farklı işlevsel grup içeren koruyucu 

niteliklere sahip olanlardır. 

Triterpenler, triterpenoidler olarak adlandırılan, bitkisel, hayvansal ve mantar 

kökenli doğal olarak oluşan alkenlerdir (Chudzik et al., 2015). Triterpen saponinler 

ise saponin bileşikleri grubuna ait olan triterpenler olarak adlandırılmakta; triterpen 

glikozitler de doğada en yaygın bulunan saponinler olarak bilinmektedir (Podolak 

et al., 2010). Saponinlerin kanser tedavisinde kullanımında otofajik hücre ölümünü 

uyarılabilmekte, nitrik oksit üretimini azalmakta ve hücre iskeleti bütünlüğünün 

bozulması gerçekleşmektedir. Bu bileşiklerin sitotoksik etkilerinin, apoptoz veya 

hücre ölümünün apoptotik olmayan uyarımı ile başlatılabildiği düşünülmektedir.  

Kapsamlı literatür araştırması, saponinlerin apoptoz, ferroptoz, onkotik 

nekroz, nekroptoz ve otofaji yoluyla kanser hücresi ölümünü indüklemedeki önemli 

yeteneğini ortaya çıkarmıştır (Elekofehinti et al., 2021). Bunun yanı sıra triterpen 

saponinler geniş bir farmakolojik aktivite yelpazesine sahiptir (Podolak et al., 

2010). Bu bileşikler kısa süreli hücre zarı yeniden düzenlemelerine veya tamamen 

yok olmasına neden olabilmektedirler. Saponinler, zarda gözenek oluşturabilmeleri 

sayesinde hücrelerin iyonik dengesini bozarak hücre lizisine ve ölümüne yol 

açabilmektedirler (Koczurkiewicz et al., 2015). Triterpen saponinler sadece 

neoplastik hücre dizilerinin yaşamını inhibe etmekle kalmamakta, aynı zamanda 

kanser hücrelerinin apoptozunu indükleyerek vücudun normal hücrelerine tehdit 

oluşturmadan intihar ölümlerine neden olmaktadırlar. Triterpen saponinlerin 

aktivitesinin seçiciliği, onları kanser tedavisi ve önlenmesinde alternatifler olarak 

sunmaktadır. Bu nedenle, sitotoksik özelliklerinin ve altta yatan mekanizmaların 

değerlendirilmesi için bu tür bileşiklerin izolasyon yoluyla elde edilmesi esastır. 
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Modern farmakolojik çalışmalada bu bitkinin antioksidan, nöroproteksiyon, 

kandaki lipiti azaltma ve antidiyabetik aktivite dahil olmak üzere birçok biyolojik 

aktivitesi gösterilmiştir (Yan Zhang et al., 2018). 

Günümüze kadar birçok triterpen saponin bileşiği izole edilmiş olmakla 

birlikte bu bileşiklerin antikanser, anti-anjiyogenik aktivitesi ve toksisitesi üzerinde 

bu kapsamda bir çalışma mevcut literatürde bulunmamaktadır (Podolak et al., 

2023). Bu nedenle  tez çalışması kapsamında Astragallus L.’den izole edilen 3 

triterpen saponin bileşiğinin (FA1, FA2, FA3) antioksidan kapasitesinin 

belirlenmesi, sitotoksik, genotoksik ve anti-anjiyogenik etkinlerinin ortaya konması 

amaçlanmıştır. 

In vitro hücre canlılığı ve sitotoksisite deneyleri, çeşitli maddelerin 

sitotoksisite testleri ve ilaç taraması için yaygın olarak kullanıldığı bilinmektedir 

(Aslantürk Ö.S., 2018). MTT testi, hücre canlılığı, proliferasyonu ve 

sitotoksisitenin bir göstergesi olarak hücresel metabolik aktiviteyi ölçmek için 

kullanılır (Ghasemi et al., 2021). Saponinlerin aktivitesi doza bağımlıdır ve oral 

dozajda önemli bir artış, saponin toksisitesini önemli ölçüde artırabilen 

biyoyararlanım ve etkide önemli bir artış anlamına gelir (Elekofehinti et al., 2021). 

Çalışmamızın ilk basamağını 3 triterpen saponin bileşiğinin (FA1, FA2, FA3) 

sitotoksisite denemeleri oluşturmuştur. Yapılan değerlendirilmeler sonucu FA2 ve 

FA3’te hücre canlılığı yüksek oranda olduğu için sitotoksik olmadığı kanısına 

varılmıştır. FA1 maddesinde doz arttıkça hücre canlılığı düşmüştür. Hücre kültürü 

sonuçlarına göre yalnızca FA1’de sitotoksik etki gözlenmiş ve CCD34-LU, U87-

MG ve SHSY-5Y hücre hatları için IC50 değerleri sırasıyla 44.14, 69.24 ve 35,24 

µg/mL olarak hesaplanmıştır. Bazı saponinlerin sitotoksik aktivitesini, tümörü 

önlemek için sinyal yolları aracılığıyla apoptoz yoluyla gösterdiği bildirilmektedir 

(Alam et al., 2017). Buradan yola çıkarak FA1’in IC50 değerleriyle flow sitometri 

yapılmıştır. 

Programlı hücre ölümünün formları, malignan neoplastik hücrelerin kaderine 

yön veren özgüllükleri nedeni ile günümüz anti-kanser çalışmalarının odak noktası 

haline gelmişlerdir. Hücre içerisindeki ölüm sinyallerinin belirlenebilmesine 

yönelik moleküler çalışmaların ışığında, bu üç ölüm formunun ayırt edilebilmesi, 
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yeni anti-kanser terapötik stratejilerinin geliştirilmesinde önemlidir. Günümüz anti-

kanser fitoterapötik geliştirme girişimlerinde de apoptosiz, öncelikli olarak dikkat 

çeken programlı hücre ölüm tipidir. Çalışma kapsamında MTT test sonuçlarına 

bakılarak sadece FA1’in IC50 değeri hesaplanabilmiştir. FA2 ve FA3’te sitotoksik 

etki görülmemiştir. Bu bulgulara göre FA2 ve FA3 apoptoz veya nekroz odaklı anti-

kanser ajan olarak değerlendirilemezler. FA1’in IC50 değeri kullanılarak 

gerçekleştirilen flow sitometri analizinde geç apoptoz ve nekroz izlenmiştir. 

Apoptoz ve nekroz, kanser hücrelerinin ortadan kaldırılmasında yer alan ve başarılı 

tedaviye yol açan çeşitli hücre ölüm mekanizmaları arasındadır. Bu nedenle, kanser 

hücrelerini öncelikle apoptoz yoluyla nekroz olmadan veya daha az nekrozla 

ortadan kaldıran ilaçlar, inflamatuar yanıtların olmaması nedeniyle iyi kanser ilacı 

adaylarıdır (Jantamat et al., 2019). Onlarca yıllık araştırmalar, apoptozu düzenleyen 

yolakları ortaya çıkarmış ve kanser tedavisinde yeni teşhis ve terapötik 

modalitelerin geliştirilmesine izin vermiş olsa da tümör hücresi otofajisi ve 

nekrozunun düzenlenmesi ve önemi ancak son zamanlarda araştırmaların odak 

noktası haline gelmiştir (Amaravadi et al., (2007). Radyasyon tedavisi ile 

kombinasyon halinde saponinler, kanser hücrelerinde apoptozu ve hücre döngüsü 

durmasını indükler, böylece dirençli kanser hücrelerini radyasyon tedavisine 

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

Antioksidan kapasite, yaşlanma ve yaşa bağlı diğer hastalıklarda oksidatif 

stresin durumunu ve potansiyelini değerlendirmek için birincil ölçümdür (Maurya, 

2020). Oksidatif stres, hücresel ortamı bir oksidana doğru kaydırmaya doğru bir 

dengesizlik yaratan hücre antioksidan seviyelerine karşı hücresel serbest radikal 

oluşumundaki artış olarak tanımlanır (Siddeeg et al., 2021). Oksidatif stres, doku 

hasarının önde gelen ana nedenidir ve kanser, karaciğer bozuklukları, nörolojik 

bozukluklar, diabetes mellitus (DM) ve kardiyovasküler bozukluklar dahil olmak 

üzere çok sayıda kronik bozuklukla ilişkili merkezi bir mekanizmadır (Siddeeg et 

al., 2021).  Kontrol hücreler (hücre canlılığı %100) ve 1 mM H2O2 ile hasara 

uğratılmış hücreler (hücre canlılığı %30.1) ile karşılaştırıldığında, FA1’in 

uygulanan konsantrasyonlarında H2O2 hasarına karşı koruyucu etki göstermediği 

belirlenmiştir. FA2’nin tüm konsantrasyonlarda (25, 50, 75 ve 100 µg/mL, sırasıyla 

hücre canlılığı %37.5, 37.0, 41.5 ve 44.2), FA3’ün ise 75 ve 100 µg/mL’de 

(sırasıyla hücre canlılığı %32.2 ve 39.2) H2O2 hasarına karşı koruyucu antioksidan 
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etki gösterdiği belirlenmiştir. Saponinlerin antioksidan etki yoluyla hücrelerin 

serbest radikal hasarından korunmasına, prooksidan aktivite yoluyla apoptotik 

hücre ölümünün motive edilmesine ve tümör oluşumunun inhibe edilmesine yol 

açan oksidatif strese karşı koruyucu rolü olduğu bildirilmiştir (Ashraf et al., 2013). 

Bu da FA2 ve FA3’ün bu bağlamda değerlendirilmesine yol açmıştır. 

Triterpen saponinlerin genotoksik potansiyelini belirlemek amacıyla Ames 

testi gerçekleştirilmiştir. Bu test, bakterilerde mutajeniteyi kullanan kanserojenlerin 

tanımlanması için kullanılan kısa süreli bir testtir (Föllmann et al., 2013). Üç 

bileşiğin Salmonella typhimurium TA98 ve TA102 suşlarına karşı genotoksik 

potansiyeli incelenmiştir. TA98 çerçeve kayması, TA102 baz değişim mutasyonu 

özelliklerini tespit etmekte kullanılır (Vijay et al., 2018). Bu bağlamda 

incelendiğinde madde tarafından oluşturulan kolonilerin sayısı spontan revertant 

aralığı aşarsa, madde genotoksik olarak kabul edilir (Vijay et al., 2018).. Fakat üç 

madde için de (FA1, FA2, FA3) literatürde belirtilen en yüksek konsantrasyon olan 

5000 µg/mL’de çalışılmış ve mutasyona sebep olmadığı ortaya konmuştur. Klasik 

genotoksik maddeler karsinojenisite ve doğurganlık kusurlarına neden olduğundan, 

genotoksik potansiyelin değerlendirilmesi farmasötik ve kimyasal güvenlik 

açısından çok önemlidir (Lin et al., 2021). Bu yüzden bu maddeler mutasyona sebep 

olmaması bakımından güvenli olarak değerlendirilmektedir. 

Potansiyel bir anti-anjiyogenik ajanın belirlenmesinde kullanılan yöntem olan 

HET- CAM metodu, kolay uygulanabilirliği ve hızlı sonuçların elde edilmesi 

bakımından sıklıkla tercih edilmektedir (Sandhya vd., 2012; Ribatti, 2022). Bu 

amaçla izolasyonu yapılan üç triterpen saponinin anjiyogenez inhibisyonu üzerine 

etkileri, döllenmiş tavuk yumurtalarının koryoallantoik membran üzerinde 

araştırılmıştır. Koryoallantoik Membran, Kuş ve reptil yumurtalarında bulunan 

vasküler fetal membran türüdür. Mesodermden kökenlenen membran, allantois ve 

thechorion adı verilen iki yapıdan oluşmaktadır. Memelilerdeki formu ise 

plasentadır. Membran, embriyonik gelişimin kemik oluşum safhasında kalsiyum 

transportunda önemli rol oynamaktadır. Bu membran sinir içermediğinden işlem 

sırasında embriyoda herhangi bir stres faktörü oluşturmaz (Vargas vd., 2007).  

Anjiyogenez, yara iyileşmesi, doku büyümesi ve rejenerasyon gibi çeşitli süreçlerde 

yeni kan damarlarının oluşumunu sağlayan birçok molekülün rol aldığı karmaşık 



55 
 

bir mekanizmadır (Oguntade et al., 2021). Hızlı büyüme ile karakterize edilen 

kanser hücreleri, oksijen ve besin elde etmek ve metastaz yapmak için yeni kan 

damarlarına ihtiyaç duyar. Bu nedenle, anti-anjiyojenik ajanlar uzun yıllardır kanser 

tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Al‐Husein et al., 2012). Örneğin, bir 

dammarane saponin olan ginsenoside-Rb2, tümör kaynaklı anjiyogenezi inhibe 

ederek B16-BL6'nın tümör metastazını yavaşlatır (Elekofehinti ve diğerleri, 2021). 

Çalışmada negatif ve çözgen kontrol olarak kullanılan maddelerde herhangi bir etki 

saptanmazken, anti-anjiyogenik bir ajan olduğu bilinen suramine pozitif kontrol 

olarak gereken etkiyi göstermiştir. FA1’in 400 µg/mL, FA2 ve FA3’ün 200 µg/mL 

ve üzeri uygulamalarında HET-CAM testi ile düşük etkili anti-anjiyogenik etki 

gösterdiği izlenmiştir. Yapılan MTT testi sonuçlarına bakılarak dozlar belirlendiği 

için daha yüksek doz kullanımında etki artabilmesine rağmen bu fazla toksisiteye 

sebep olabilirdi. Bu sonuçlar incelendiğinde FA1’in düşük dozlarda anti-anji-

yogenik etki göstermediği gözlemlenmiştir. FA2 ve FA3’te ise en düşük dozda etki 

görülmemiş fakat doz arttıkça anti-anjiyogenik etki de artmıştır. Gerekli 

araştırılmalar yapılıp daha yüksek dozlara çıkmak mümkün olursa daha yüksek 

dozlar denenmeli ve anti-anjiyogenik etki araştırılmalıdır.   
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5. SONUÇ 

FA1’in uygulanan konsantrasyonlarında H2O2 hasarına karşı koruyucu etki 

göstermediği belirlenmiştir. FA2’nin tüm konsantrasyonlarda (25, 50, 75 ve 100 

µg/mL) FA3’ün ise 75 ve 100 µg/mL’de H2O2 hasarına karşı koruyucu antioksidan 

etki gösterdiği belirlenmiştir. Sitotoksisite testinde yalnızca FA1’de sitotoksik etki 

gözlenmiş ve CCD34-LU, U87-MG ve SHSY-5Y hücre hatları için IC50 değerleri 

hesaplanmıştır. FA1’in IC50 değeri kullanılarak gerçekleştirilen flow sitometri 

analizinde apoptoz ve nekroz izlenmiştir. Üç bileşiğin de +S9 ve -S9 ortamlarda 

Salmonella typhimurium TA98 ve TA102 suşlarına karşı maksimum 

konsantrasyonda (5000 µg/mL) bile genotoksik etki göstermediği belirlenmiştir. 

FA1’in 400 µg/mL, FA2 ve FA3’ün 200 µg/mL ve üzeri uygulamalarında HET-

CAM testi ile anti-anjiyogenik etki gösterdiği izlenmiştir. Sonuç olarak bu 3 

triterpen saponin bileşiğinin biyolojik aktivitesi ve toksisitesi moleküler seviyede 

ortaya konmuş ve bu bileşiklerin potansiyel antikanser ajanlar olabilecekleri 

gösterilmiştir.  

Triterpen saponinlerin sadece neoplastik hücre dizilerinin yaşamını inhibe 

etmekle kalmayıp, aynı zamanda kanser hücrelerinin apoptozunu indükleyerek 

vücudun normal hücrelerine tehdit oluşturmadan ölümlerine neden olduğu 

bilinmektedir. Ayrıca triterpenlerin aktivitesi seçicilik gösterdiği için kanser 

tedavisi ve önlenmesinde alternatif olarak sunulmaktadır. Bu nedenle, sitotoksik 

özelliklerinin ve altta yatan mekanizmaların değerlendirilmesi için bu tür 

bileşiklerin yeni türevlerinin izolasyonu yoluyla elde edilmesi esastır (Chudzik et 

al., 2015). Bazı Astragallus türlerinin Uzakdoğu geleneksel tıbbında kanser tedavisi 

için kullanıldığı bildirilmiştir. Bu nedenle  bu çalışma kapsamında Astragallus’tan 

izole edilen triterpen saponinlerin antikanser özelliklerinin ortaya çıkarılması ve 

olası toksisitelerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  

Günümüze kadar birçok triterpen saponin bileşiği izole edilmiş olmakla 

birlikte bu bileşiklerin özellikle sinir sistemi tümörleri üzerinde sitotoksik, anti 

anjiyogenik aktivitesi ve toksisitesi üzerinde bu kadar ayrıntılı bir çalışma daha 

önce yapılmamış olup bu bağlamda önerilen proje özgünlük taşımaktadır. Daha ileri 

sonuçlar in vivo denemelerle desteklenmelidir. 
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