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OZET

MEME KANSERI HUCRE HATTINDA ISIRGAN OTU iLE BORIK ASIT’IN
APOPTOZA ETKISININ ARASTIRILMASI

Amag: Bu calisma, 1sirgan otu, borik asit’in ve kombilerinin MCF-7 insan meme kanseri
hiicreleri iizerindeki etkilerini degerlendirmeyi amaclamaktadir. Bu iki maddeyi kullanarak
meme kanseri modelinde apoptozis (programli hiicre 6liimii) ve antiapoptotik (hiicre 6limiinii
engelleyen) yolaklarini nasil etkiledigini arastirmay1 ve ayn1 zamanda 1sirgan otu ve borik

asidin koruyucu etkilerini belirlemeyi hedeflemektedir.

Gere¢ ve Yontem: Hiicrelerin canlilik durumunu degerlendirmek amaciyla MTT testi
uygulanmis ve hiicrelerin IC50 dozlar1 belirlenmistir. Ayrica, hiicre i¢indeki BAX, p53,
Sitokrom C ve Kalpain protein diizeyleri ELISA yontemiyle dl¢tilmiistiir.

Bulgular: p53 konsantrasyonu dl¢timleri, kontrol grubuyla 1sirgan otu ve borik asit arasinda
cok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermistir (p<0,001). Sitokrom C
konsantrasyonu dl¢timleri, kontrol grubuyla 1sirgan otu arasinda ¢ok yiiksek diizeyde artis
gostermis, borik asit’te ise yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir

(p<0,001), (p<0,01).

Sonug¢: Bu aragtirma, 1sirgan otu ve borik asit kombinasyonunun meme kanseri hiicrelerinde
apoptozis iizerinde sinirli etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle, bu bilesenlerin p53
ve Sitokrom C {izerinde olumlu etkileri gézlenmistir. Bu bulgular, 1sirgan otu ve borik asidin
meme kanseri tedavisinde potansiyel kullaniminin temellerini atmaktadir. Ancak, daha fazla
klinik ve hayvan ¢alismas1 yapilmasi gerekmektedir. Bu ¢alismalar, bu maddelerin etkinligini,
giivenligini ve uygun dozlarin1 belirlemeye yonelik katkida bulunacak ve klinik uygulamay1
destekleyecektir. Gelecekteki arastirmalar, i1sirgan otu ve borik asidin meme kanseri
tedavisindeki rollerini daha iyi anlamamiza ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine

yardimct olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, MCF-7, Isirgan otu, Borik asit, Apoptoz etki



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF URTIiCA DiOiCA AND BORIC ACID ON

APOPTOSIS IN BREAST CANCER CELL LINE

Objective: This study aims to evaluate the effects of nettle, boric acid and their
combinations on MCF-7 human breast cancer cells. It aims to investigate how these two
substances affect the apoptosis (programmed cell death) and antiapoptotic (preventing cell
death) pathways in the breast cancer model, and also to determine the protective effects of nettle

and boric acid.

Materials and Methods: In order to evaluate the viability of the cells, the MTT test
was applied and the IC50 doses of the cells were determined. Additionally, BAX, p53,
Cytochrome C and Calpain protein levels inside the cell were measured by ELISA method.

Results: p53 concentration measurements showed a very highly statistically significant
increase between the control group and nettle and boric acid (p<0.001). Cytochrome C
concentration measurements showed a very high increase between the control group and nettle,

and a highly statistically significant increase in boric acid (p<0.001), (p<0.01).

Conclusion: This research shows that the combination of nettle and boric acid has
limited effects on apoptosis in breast cancer cells. In particular, positive effects of these
components on p53 and Cytochrome C were observed. These findings lay the foundations for
the potential use of nettle and boric acid in the treatment of breast cancer. However, more
clinical and animal studies are needed. These studies will contribute to determining the
effectiveness, safety and appropriate doses of these substances and will support clinical
practice. Future research will help us better understand the roles of nettle and boric acid in

breast cancer treatment and help develop new treatment strategies.

Key Words: Breast cancer, MCF-7, Nettle, Boric acid, Apoptosis effect
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1 GIRIS ve AMAC

Kanser, DNA hasar1 gibi c¢esitli sebepler kaynakli hiicrelerin farklilagmasi ve
kontrolsiizce dagilim gdstermesi ile meydana gelen bir hastaliktir (Topal et al., 2009).
Meme kanseri, memenin kotli huylu tiimoriidiir. Multifaktoriyel bir hastaliktir ve
kisilerde semptom gostermeden yayilim saglayabilir (Gdlbasi et al., 2012). Meme kanseri
gelisim sebeblerine bakildiginda hormonlar en iist sirada yer alir ve bu hormonlar
arasinda Gstrojenin en ¢ok risk olusturdugu ifade edilir (Karakus, 2011).MCF-7, yillardir
bir¢ok arastirmaci tarafindan siklikla kullanilan bir meme kanseri hiicre hattidir (C. &

Leung, 2011).

Isirgan otu olarak da bilinen Urtica dioica, yiizyillardir tibbi amaglarla kullanilan bir
bitkidir. Urtica dioica'nin polifenoller de dahil olmak iizere biyoaktif dogal iirlinler
iceriginin, gii¢lii sitotoksisitesine ve anti-kanser aktivitesine katkida bulunan antioksidan,
anti-mutajenik ve anti-proliferatif 6zelliklere sahip oldugu bildirilmektedir (Esposito et
al., 2019). Urtica dioica'nin meme kanseri tedavisinde antitiimoral &zelliklere sahip
oldugu gosterilmistir. Urtica dioica ekstraktlarinin, kanser hiicrelerinde, hasarli veya
anormal hiicreleri ortadan kaldiran kendi kendini yok eden bir mekanizma olan apoptozu

indiikledigi gosterilmistir (Nafeh et al., 2023).

Bor (B), periyodik tablonun 13. grup elementlerinde metalik olmayan tek elementtir.
Dogada B element formunda bulunmaz. Borik asit (BA), kernit, boraks, boratlar, tileksit
ve kolemanitin bir bileseni olarak bulunur (Kot, 2008). Insanlarda uygulanan bor dozunun
%90'1 solunum yolu epiteli, gastrointestinal dokularin mukozal membranlari, agiz, vajina
ve aniis tarafindan emilir ve borik asit B(OH)3 olarak viicutta esit dagilir (Bakirdere et
al., 2010). Borun ¢esitli enzim ve minerallerin metabolik siire¢lerini ve bagisiklik sistemi
diizenlemesini degistirebilecegi de gosterilmistir (Khaliq et al., 2011). Borun hem baz1
bitkiler hem de hayvanlar i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Bor tarafindan bagisiklik
fonksiyonunun uyarilmasi, esas olarak bagisiklik hiicrelerinin ¢ogalmasint ve
farklilagmasini arttirmak ve salgilamayi arttirmak yoluyla olur. Borik asitin bazi kimyasal
ozellikleri kanser tedavisinde kullanilabilirligini destekler (Ayodele, 2016).Borik asit

yapisal olarak karbona benzeyen zayif bir lewis asitidir ve karbon igerikli peptitaz,



proteaz gibi substratlarin inhibitorii olarak etki edebilmektedir (Bradke et al., 2008b).
Hiicre kiiltiirti ve diger ¢alismalar 15181nda ¢esitli kanserler i¢in borik asitin antiproliferatif
etkileri olduguna bilinmektedir (Barranco & Eckhert, 2006). Bor; testosteron, dstrojen,
glikoz ve insiilin metabolizmalar1 {izerinde etki gosterir. Borik asit ile kompleks
olusturabilen; hidroksil grubu molekiiller, glikoproteinler ve glikolipidler hiicre zari
biitiinliigii icin diizenleyici olabilirler (Nielsen, 2008). In vitro ortamda borik asit
kullanimi1 meme kanseri hiicreleri iizerinde fayda saglayacaktir (Barranco & Eckhert,

2004).2



2 GENEL BILGILER

2.1 Meme Anatomisi

Hem erkeklerin hem de kadinlarin gogiisleri vardir. Meme, adipoz doku adi
verilen yagli dokudan olusur. Kadinlarin memeleri genellikle erkeklerinkinden daha fazla
glandiiler doku igerir (Torre et al., 2016). Kadin gdgiisleri daha kiigiik lobiillere ayrilan
12-20 lob igerir. Bu loblar ve lobiiller birbirine siit kanallar1 ile baglidir. Memenin yag
dokusu bir sinir ag1, kan damarlari, lenf damarlari, lenf diiglimleri tarafindan saglanir ve
ayrica fibroz bag dokusu ve baglardan olusur (Tanis et al., 2001). Kadin memesi, bebekler
icin en uygun beslenmeyi saglamak ve disinin kendisine cinsel zevk saglamak i¢in
tasarlanmigtir. Gogilisler viicuttaki hormonal degisikliklere karsi ¢ok hassas olan

glandiiler organlardir (Jagannathan & Sharma, 2017).

Adet dongiisii ile senkronize olarak dongiisel degisiklikleri benimserler.
Kadinlarin genital sistemi ile yakindan iligkilidirler. Meme ucunun uyarilmasi, hipofiz
bezinden prolaktin salgilanmasini artirir. Bu hormon ayni zamanda rahmi de etkiler ve
kasilmalara neden olabilir. Gogiis dokularini bosaltan lenf bezleri de koltuk altlarinda
bulunur. Disi bir bebek sahibi olduktan ve siit geldikten sonra, o bolgedeki meme
dokusunun sigsmesi nedeniyle annenin koltuk altlarinda carpict sislikler gelisebilir.
Gogilisler, meme uglar1 gibi her boyutta ve sekilde olabilir. Cogu kadinin bir memesi

digerinden biraz daha kiicliktiir (Brayboy et al., 2017).

Areola ve meme ucunun epidermisi ¢ok fazla pigmentlidir ve bir dereceye kadar
burusuktur ve meme derisi birkag apokrin ve sebase ter bezi ve biraz kiigiik sac igerir. 15-
25 siit kanallari, siit siniislerini sentezlemek i¢in genisledikleri her yerde meme ucunun
tabanina gider. Bu siit kanallar1 siitin meme uclarmma dogru tasiyici goérevi goriir
(Hassiotou & Geddes, 2013). Meme ucunun yiizeyinin biraz altinda, bu siniisler koni
seklindeki ampullalarda son bulur. Kiiresel areola meme ucunun etrafinda bulunur ve ¢ap1

15 ila 60 mm arasindadir.
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Cildinde yag bezleri, ter bezleri ve lanugo killar1 bulunur; Montgomery bezleri,
areola epidermisindeki Morgagni tliberkiillerine acilan kiiclik siit kanallarina sahip
bliylik, degistirilmis yag bezleridir. Meme ucunun ve areolanin derinliklerinde, birkag
diiz kas 1ifi, yogun bag dokusunda dairesel ve radyal olarak ve meme ucuna kadar uzanan
laktifoz kanallarin yaninda uzunlamasina yerlestirilmistir. Bu kas lifleri siit siniislerinin

bosalmasina, meme ucunun sertlesmesine ve arcolanin kasilmasina neden olur.

Meme parankiminin biiylik kismi1 2. veya 3. kaburga noktasindan meme altt
kivrimina kadar asagi dogru genisler. Yaklasik 6. veya 7. kaburga noktasinda ve sternum
sinirindan 6n koltuk alt1 ¢izgisine kadar ¢apraz olan noktadadir. Meme dokusu ayrica
spence'in glandiiler kuyrugu olarak koltuk altina dogru diizensiz bir sekilde genisler.
Memenin arka yiizeyi pektoralis major fasyasiin segmenti, rektus abdominis kaslari, dis

abdominal oblik ve serratus anterior tizerinde durur (Love et al., 2004).
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Sekil 1. Meme Anatomisi

2.2 Kanser

Kanser, genetik ve c¢evresel faktorlerden -etkilenebilen hiicrelerin normal
olmayacak sekilde biiyiimeleri sonucu olusan bir hastaliktir. Hiicrenin genetik kodlarinin
saklandig1 deoksiribo niikleik asit ip¢ikleri hiicre icerisinde bulunur. Ipgiklerin diizgiin
sekilde eslesememesi sonucu yeni yapi bir olusur ve kontrol edilemeyen bir ¢ogalma ile

istenmeyen kanserlesme gerceklesir insan sagligini hem fiziksel hem psikolojik olarak
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etkileyen bu saglik sorununun goriilme sikligi diinyada artarak devam etmektedir
(Akyolcu et al., 2020). Globocan 2020 y1l1 verilerine gore diinya da 10 milyon kadar 6liim
kanser sebeplidir (Bray et al., 2018).

2.2.1 Kanser insidansi

2016'da yaklasik 4.064.000 yeni teshis edilmis kanser vakasi rapor edildi ve bu da
293,9/100.000'lik bir kaba insidans oraniyla sonug¢landi. Tiim kanser vakalari i¢in diinya
standart popiilasyonunda yasa standardize edilmis insidans orani 186.5/100.000 idi. En
sik teshis edilen kanser tiirleri sirastyla %20,4, %10,0, %9.8, %9,6 ve %7,5'i olusturan ve
tiim kanserlerin %57,3"linii olusturan akciger, kolorektum, mide, karaciger ve meme
kanserleridir. Erkeklerde en sik goriilen kanser akciger kanseri (549.800; %24,6), bunu
karaciger kanseri (288.800; %12,9), mide kanseri (276.300; %12,4), kolorektal kanser
(238.500; %10,7) ve yemek borusu kanseri (184.500; %38,3) izledi. Kadinlarda en sik
goriilen malignite kadin meme kanseri (306.000; %16,7) ve akciger kanseri (278.300;
%15,2) ikinci en yaygin kanserdi ve bunu kolorektal kanser (169.500; %9,3) ve tiroid
kanseri (152.600; %38,3) izledi (Zheng et al., 2022). Tiim kanserler i¢in kaba insidans
oranlar1, 2000'den 2015'e kadar erkeklerde ve kadinlarda kademeli olarak artt1 (Wei et
al., 2020).

2.3 Kanser Risk Faktorleri

2.3.1 Cinsiyet

Meme kanseri genellikle kadinlara 6zgii bir hastaliktir ve erkeklerde nadir goriilen
bir malignitedir ve tiim kanser vakalarinin %1l'inden azini olusturur (Giordano et al.,
2002). Meme kanseri, hormonal dengesizligi olan, radyasyona maruz kalan ve ailede
meme kanseri Oykiisii olan yaslt erigskin erkeklerde daha sik goriiliir ve erkeklerde bu
hastalik i¢in en yaygin risk faktorii BRCA2 geninin mutasyonudur (Abdelwahab Yousef,
2017).
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23.2 Yas

Meme kanserinde cinsiyetten sonra bilinen en 6nemli risk faktorii yastir. Meme
kanseri goriilme siklig1 yasla birlikte 6nemli 6l¢iide artmakta, menopoz ¢aginda zirveye
ulagsmakta, daha sonra giderek azalmakta veya sabit kalmaktadir. Bir vaka kontrol
caligmasinda 50 yas {istli meme kanseri goriilme oraniyla iliskilendirilmistir. Bununla
birlikte, gen¢ kadinlarda meme tiimorleri daha biiyiik boyutlarda, ileri evrelerde, pozitif
lenf diigiimlerinde ve daha zayif hayatta kalma oranlarinda ortaya ¢ikmistir

(Momenimovahed & Salehiniya, 2019).

2.3.3 Alkol ve Tiitiin

Alkol tiiketimi, diinya capinda kanser liimleri icin birincil risk faktorii olarak
kabul edilir. Alkol tiiketimi insanlar i¢in kanserojen olarak siniflandirilmistir ve reaktif
oksijen tiirleri olusturdugu, viicudun besinleri par¢calama yetenegini bozdugu ve kandaki
Ostrojen seviyelerini arttirdig1 bilinmektedir (Li et al., 2019). Avrupa Prospektif Kanser
ve Beslenme Aragtirmasinin (EPIC) sonuglari, alkol tiiketimi ile hormon reseptorii pozitif
ve hormon reseptorii negatif meme tiimorleri arasinda bir iliski oldugunu gostermistir. Bu
calismanin sonuglari, alkol tiiketim zamanmin meme kanserine yakalanma riskini
etkileyebilecegini ve ilk tam siireli hamilelikten dnce alkol tiikketenlerde meme kanserine

yakalanma riskinin daha yiiksek oldugunu gostermistir (Romieu & Scoccianti, 2015).

Tiitlin {riinleri, kritik kanser genlerinde karmagik mutasyonlara neden olan
nikotin ve ugucu organik bilesikler gibi ¢ok sayida kanserojen {liretebilir (Hecht &
Hatsukami, 2022). Meme kanseri tanis1 konan kadinlar {izerinde yapilan bir arastirma,
teshisten bir y1l dnce aktif sigara igenlerin meme kanseri, solunum yolu kanseri, diger
solunum yolu hastaliklar1 ve kardiyovaskiiler hastaliklardan 6lme olasiliginin hi¢ sigara
icmeyenlere gore daha yiiksek oldugunu bulunmustur. Teshis konulduktan sonra sigara
icmeye devam eden kadinlarin meme kanserinden 6lme olasiligi da daha ytiksektir

(Passarelli et al., 2016).

13



2.3.4 Fiziksel Aktivite

Fiziksel aktivite, seks hormonlariin seviyelerini diigiirerek, insiilin duyarliligini
azaltarak ve kolonik peristaltizmi artirarak kanser riskini azaltir (Cao, 2001). Yaslar1 50-
79 arasinda degisen 74.171 kadinla yapilan prospektif bir kohort caligmasinin sonuglari,
artan fiziksel aktivitenin menopoz sonrasi kadinlarda meme kanserine yakalanma
riskindeki azalmayla iligkili oldugunu gostermistir. Gozlemsel bir c¢aligmada
aragtirmacilar, meme kanseri tanis1 konulduktan sonra yapilan fiziksel aktivitenin 6liim
riskini azaltabilecegini belirtmiglerdir (Holmes et al., 2005). Egzersiz yapan kisilerde
meme kanserine bagli mortalite ve morbiditenin azaldigi diger ¢alismalarda da

dogrulanmistir (Momenimovahed & Salehiniya, 2019).

2.3.5 Obezite

Asirt kilo ve obezite, uzun siireli inflamasyona ve oksidatif strese neden olabilir.
Erkeklerde ve kadinlarda kanser yiikiiniin sirasiyla %11,9'u ve %]13,1'i obeziteye
atfedilebilir. Obezitenin endometrial kanser, 6zofagus adenokarsinomu ve kolorektum,
postmenopozal meme, prostat ve bobrek kanserleri riskini artirdigi gosterilmistir
(Avgerinos et al., 2019). Yag dokusunda androjenik onciillerin periferik aromatizasyon
yoluyla 6strojene donlisme oraninin daha yiiksek olmasi nedeniyle obezite meme kanseri
ile iliskilidir. Ote yandan obeziteye yanit olarak yiiksek diizeyde insiilin ve insiilin benzeri
faktorler, kanser hiicrelerinin biiylimesini uyarabilir (M.-J. Chen et al., 2016). Bir
caligmanin sonuclari, meme kanseri tanis1 konuldugu sirada obez olan postmenopozal
kadmlarin hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim oranlarimin daha diisiik oldugunu

gostermistir (Scholz et al., 2015).

2.3.6 Ureme Faktorleri

Coklu iireme faktorlerinin meme kanseri riski ile iligkisi iyi bilinmektedir.
Menarsta daha geng yas ve menopozda daha ileri yas meme kanseri riskinin artmasiyla
iligkilidir; bu durum potansiyel olarak bir kadinin yasami boyunca yumurtlama
sikluslarinin  sayisini  ve Ostrojen maruziyetini yansitir (Hamajima & Hirose,

2012).Dogurmus kadinlarin dogumdan sonra meme kanseri riski, dogum yapmamis
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kadinlara kiyasla baslangicta daha yiiksektir; bu risk, dogumdan yaklasik 5 yil sonra
zirveye ulasir ve yaklasik 20 yil boyunca yiiksek kalir. Genel olarak, dogum sayis1 daha
fazla olan kadinlarin uzun vadede meme kanseri riski daha diisiiktiir ve sonraki her

dogumda risk daha da azalir (Beral et al., 2002; Nichols & Schoemaker, 2019).

2.4 Kanser Onleme ve Kontrolii

2.4.1 Oncelikli Korunma

Birincil 6nleme ¢abalari, kanser yiikiinii azaltmak i¢in en uygun maliyetli strateji
olarak kabul edilir. Bu ¢abalar, kanser gelisimi ile iliskili risk faktorlerine maruz kalmay1
azaltmay1 ve niifusun kanser kontroliinde yliksek dncelikli bir husus olan kanser riskine
kars1 direncini artirmay1 amaclamaktadir. Tiim ¢abalar arasinda, risk faktorlerini hedef

alan asilama ve egitim miidahaleleri en 6nemli dnleyici tedbirlerdir (Qu & Chen, 2014).

2.4.2 Kanser Kaydi

Kanser insidansini, morbiditesini, mortalitesini ve sagkalimini iceren kanser
epidemiyolojisi, kanserin dnlenmesi ve kontrolii i¢in bilimsel bilgi saglamak ac¢isindan
cok onemlidir. Kanser kontrol programlarinin temeli olarak kanser kayit defteri, kanser
epidemi siirveyansinda, kanser kontrol programlarinin degerlendirilmesinde ve kanser

karsit1 stratejiler i¢in rehberlikte cok 6nemli bir rol oynar (DR et al., 2011).

2.4.3 Kanser Taramasi

Kanser gelisimi ile iliskili risk faktorleri ¢esitlidir ve bu nedenle yalnizca birincil
koruma yoluyla kanser yiikiinii azaltmak zordur. Onemli sayida yiiksek kaliteli
epidemiyolojik calisma, belirli kanser tiirleri i¢in taramanin, asemptomatik risk altindaki
poplilasyonlarda erken teshis ve lezyonun c¢ikarilmasini saglayarak kanser

insidansini/mortalitesini etkili bir sekilde azaltabilecegini gdstermistir (Ding et al., 2022).
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2.5 Meme Kanseri

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlarin maruz kaldig1 en agresif kanser tiirtidiir
ve kadin kanser hastalar1 arasinda ikinci 6nde gelen 6liim nedeni haline gelmektedir (Lee
& Han, 2014). Her y1l Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklasik 250.000 kadina invaziv
meme kanseri teshisi konulmaktadir (Watkins, 2019). Meme kanseri hastaliginin birincil
nedeni, esas olarak hastalarin genlerindeki genetik mutasyonlar1 miras almasiyla ilgilidir
(Majeed et al., 2014). Meme kanseri hizli metastaz olusmasina neden olabilmektedir ve
bu da birincil tiimdriin meme kanseri hiicrelerini kemik, karaciger, akciger ve beyin gibi
uzak organlara kuvvetli bir sekilde yaymasma neden olur (Sree Kumar et al., 2010).
Meme kanserinin metastatik 6zellikleri cogunlukla yiiksek tedavi edilemezlik oranindan
sorumludur (Sun et al., 2017). Meme kanseri tedavisindeki ilerlemeler tiim yas
gruplarinda meme kanseri 6liim oranlarinda bir azalmaya yol agsa da, geng yas yiiksek
risk faktorii olmaya devam etmekte ve hayatta kalma oranmi diisiiktiir (Lee & Han, 2014).
Meme kanseri hastalarinin erken tanisi, 6nleyici prosediirlerin gelistirilmesinin yani sira

meme kanserinin hizli ilerlemesinin 6nlenmesi agisindan da 6nemlidir (Sun et al., 2017).

2.6 Meme Kanseri Belirtileri

2.6.1 Memede Kitle ve Agr1

Kanser i¢in ilk bulgu meme de bir kitlenin ele gelmesidir. Baglangi¢ evrelerde agr1

goriilmemekle birlikte ilerleyen evrelerde agr1 meydana gelebilir (Atashi et al., 2020).

2.6.2 Meme Bas1 Akintisi

Meme bas1 akintis1 her zaman kanser belirteci degildir. Gebelik sebebi ile olusan
¢ift tarafli akint1 normaldir ve bir hastaliga isaret degildir. Istenmeyen meme bas1 akintist

genellikle tek tarafli kanli olarak goriilmektedir (Klarenbach et al., 2018).

2.6.3 Forgue ve Retraksiyon Belirtisi

Meme basinin tiimoriin bulundugu yere dogru cekilerek yukarida ve dolgun
durmasi forgue durumudur. Retraksiyon ise, meme dokusundaki tiimor hiicrelerin meme

basinda ice ¢ekilerek olusturdugu durumdur (Coskun, 2019).
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2.6.4 Meme Derisinde Odem, Eritem, Ulserasyon

Kanserli hiicrelerin artisi ile lenf damarlar1 tikanir ve dolasimin bozulmasi meme
derisinde 6dem yapar. Damarlarin daha fazla tikamasi sonucu deri beslenmesi bozulur

once eritem sonra ise lilserasyon meydana gelir.

2.6.5 Portakal Kabugu Goriiniimii

Meme kanserinin ileri evresinde goriliir. Fazlalasan kanserli hiicreler lenf
damarlarinin tikanmasina yol agar ve sonucunda meme portakal kabugu goriiniimii alir

(Renzulli et al., 2019).

2.6.6 Lenf Nodiillerinde Biiyiime

Tiimdr lenf nodiillerine yayilarak nodiillerinin tikanmasina sebeb olur. Genelde

agrisiz kitleler, viicutta ates ve kilo kayb1 ile kendini gosterir (Feruza, 2021).

2.7 Meme Kanseri Risk Faktorleri

Epidemiyolojik ¢aligmalar, meme kanseri risk gelisimi veya ilerlemesi i¢in farkli
faktorleri iligkilendirir (Sun et al., 2017). Geg evlilik yasi, ilk dogum ve menopoz gibi
risk faktorleri, hastalik gelisimi ile giiclii bir sekilde iligkilidir (Marphatia et al., 2017).
Evlenme ve dogumda ge¢ yas, meme dokusu farklilagmasinin olmamasina, strojenik
olmayan mutajenlere daha fazla maruz kalmaya ve Ostrojen tarafindan genotoksisiteye
yol agar (Dey et al., 2009). 50 yasindan sonraki menopoz, kadinlari uzun siireli dstrojen
maruziyetine sokar (Dall & Britt, 2017). Erken gebelik ve daha uzun emzirme siiresinin
ER (Estrojen reseptorii) pozitif ve ER negatif meme kanseri riskini azalttigini
gozlemlenmigler (Fortner et al., 2019). Dengesiz beslenme meme kanseri riski ile iligkili
baska bir faktordiir. Vejeteryan olmayan ve yiiksek hayvansal yag diyeti uygulayan
kadimlari, vejeteryan diyeti uygulayan kadinlara gére meme kanseri gelisme riskinin
daha yiiksek oldugunu tahmin ediyor (Chang et al., 2017). Disiik fiziksel aktivite de
meme kanseri riski ile iligkilidir. Ev i¢i faaliyetlerle ugrasan kadinlarin, ev igi faaliyetlere
katilmayan kadinlara kiyasla diisiik meme kanseri riskine sahip oldugu belirlendi (Wirtz

& Baumann, 2018). Obezite (yiiksek bel-kalga orani), menopoz sonrasi kadinlarda meme
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kanseri i¢in bagka bir giiclii risk faktoriidiir ve ayrica her yastan kadinda kotii hastalik
sonucu ile iligkilidir (Picon-Ruiz et al., 2017). Amerika Birlesik Devletleri'nde menopoz
oncesi kadmlarin yaklasik %18'i yiiksek BKI' (Beden Kiitle indeksi) ye sahiptir ve yiiksek
meme kanseri gelisme riski altindadir (Ma et al., 2018). BKI' (Beden Kiitle indeksi) >5.0
ve karin c¢evresi >90 cm olan postmenopozal kadinlarin meme kanseri gelistirme
olasiliginin daha yiiksek oldugu gozlemlendi (Recalde et al., 2021). Gogiis yag
dokusunda polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) aktivitesi ve birikiminden
kaynaklanir. Gogilis yag dokusunda PAH, meme kanseri gelisme riskini artirmak igin
hiicresel dstrojen reseptorii ile etkilesime girer (Niehoff et al., 2017). Meme kanserli obez
kadinlarin, meme kanserli obez olmayan kadinlara gore daha kotii hastaliksiz ve genel
hayatta kalma oranlarina sahip oldugunu kaydetti (Picon-Ruiz et al., 2017). Meme
dokusunda daha yiiksek dozda alkol, alkol dehidrogenaz enzimi tarafindan asetaldehite
metabolize edilir. Birikmis asetaldehit, proteinlere ve DNA'ya baglanabilir ve BRCAT1'i
(Breast Cancer geni 1) asagi dogru diizenleyerek antioksidan savunma sistemi, DNA
sentezi ve onarim sistemine miidahale eder (Dumitrescu & Shields, 2005). Hormonal
kontrasepsiyon formiilasyonlar1 daha diisiik dozlarda 6strojen igerir, ancak uzun siireli

kullanim1 kadinlar1 yliksek meme kanseri riskine sokabilir (White, 2018).

2.8 Isirgan Otu

Isirgan otu (Urtica Dioica), Kuzey Afrika, Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya'da
yabani olarak yetisir (Jakubczyk et al., 2015).Ham kurutulmus toz, infiizyon (bitki ¢ay1),
kuru ekstrakt, kaynatma veya taze meyve suyu gibi tiirevleri fitoterapide tartismasiz
onemli kabul edilmektedir (Ait et al., 2015). Isirgan otu, formik asit, histamin ve
asetilkolin gibi ¢esitli biyokimyasallar ve flavonoidler, tanenler, fitosteroller, saponinler,
proteinler ve amino asitler gibi degerli bilesikler icerir (Otles & Yalcin, 2012). Isirgan
otunda bulunan flavonoidler arasinda flavonoller, flavanonlar ve flavonoid glikozitler
bulunur. Isirgan otunun toprak iistii kisimlarinin su ve alkollii ekstraktlari tiamin,
riboflavin, piridoksin, folik asit, nikotinik asit ve askorbik asit gibi vitaminler igerir.
Isirgan otu iizerinde yapilan aragtirmalar, kersetin, trans-ferulik asit, beta-sitosterol,
erusik asit, dotriakotan, ursolik asit, skopoletin, rutin ve p-hidroksilbenzalkol gibi ¢esitli

bilesiklerin izolasyonu ile sonu¢lanmistir (Ji et al., 2007). Isirgan otu, "farmakognozinin
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babas1" Dioscorides'in en begenilen evcil bitkilerinden biri oldugu icin antik ¢aglardan
beri kullanilmaktadir. Anti-proliferatif ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve bulasic

hastaliklari iyilestirdigi kanitlanmistir.

Sekil 2. Isirgan otu yaprag:

Bitkilerin yapisinda bulunan flavonoidler gibi bir¢cok dogal fitokimyasallarin timdr
baskilama ve kanser lizerinde etki gosterebilen bircok protein ve gen ekspresyon
durumlarini degistirdikleri, bdylelikle anti-karsinojenik etki yarattiklart bilinmektedir
(Aggarwal et al., 2004). Isirgan otu, adjuvan terapotik bir ajan olarak kullanilabilir
(Fattahi et al., 2018b). Antiproliferatif etki ile tiimor biiylimesini yavaglatarak kanser
tedavisi saglayabilir (Abu-Dahab, 2007). Ayrica isirgan otu kemoterapide destekleyici
etkiye sahiptir (Durak et al., 2004). Timorlerinin bliylimesini azaltabildigi ve
indiikleyebilmesi ile meme kanserine tedavi saglayabilir (Mohammadi et al., 2017). Insan
meme kanseri hiicre hatlarinda adenozin ve poliamin denge sisteminde anahtar
diizenleyici enzimler olarak ornitin dekarboksilaz ve adenozin deaminazi hedef alir hiicre

biliylimesini inhibe ederek apoptozu indiikler (Fattahi et al., 2018).

2.9 Bor

Periyodik tabloda 3A grubunda bulunan bor, ametallerden daha iyi iletkenlik
ozelligine sahip bir yar1 metaldir. Kimyasal sembolii B'dir. Atom numarasi 5 olan borun
atom agirhigr ise 10,81 g/mol'diir (Restuccio et al., 1992). M.O 2000'li yillarda, Babil
uygarlig1 tarafindan kullanildigina dair veriler bulunmaktadir. Tiirkiye bugiin diinya bor

rezervlerinin %72'sini barindirarak lider konumda yer almaktadir (Yenmez, 2011).
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Borik asit, borun en yaygin ¢oziinebilir formudur. H3;BO; kimyasal formiiliine sahip
olan borik asit, beyaz graniil seklinde, renksiz, kokusuz ve seffaf kristal yapida bulunur.
Ayn1 zamanda ortoborik asit olarak da bilinen bor, bir Lewis asitidir. Bor, birgok bitki ve
hayvan i¢in 6nemli bir elementtir ve hem insan hem de hayvan dokularinda diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Hayvanlarda, diyetlerinde 0.3 mg/kg bor bulunmasi ve
tolere edilebilir en yiiksek bor seviyesi olan 150 mg/kg'a kadar bor eksikligi
goriilmeyebilir (Barranco & Eckhert, 2004).

Borik asit viicuttan iiriner sistem yoluyla atilir ve metabolize edilmez. Bor, viicutta
yumusak dokularda birikme egilimi gostermez ve yar1 omrii yaklagik olarak 1 giin
kadardir. Bununla birlikte, kemik dokuda borik asidin artmis bir birikme ozelligi
bulunmaktadir (Qureshi et al., 2001). Diyetle alinan bor, baslangicta ince bagirsak
mukozasinda borik asite doniiserek pasif diflizyon yoluyla absorbsiyona ugrar ve bu
sekilde dolasim sistemine transfer olur (Henderson et al., 2015). Borik asit ve boratlar,
oksijenle yiiksek enerji gerektiren kimyasal baglarin koparilmasi nedeniyle metabolize
edilmez. Viicuda alinan borik asidin yaklasik %50'si ilk 12 saat i¢inde bobrekler
tarafindan metabolize edilmeden atilir, kalan miktar ise azalan diizeylerde 7 giin boyunca
atilir. Bor ve borik asidin insan saglig: tizerindeki faydali etkileri fark edildiginden beri
aragtirmalar devam etmektedir. Bu maddelerin genital sistem {izerinde etkileri, endokrin

sistemi araciligiyla gergeklesir (Ayodele & Ayodele, 2016).

Diyetle alinan borun kemik sagligi iizerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir.
Bor ve tiirevlerinin immiin sistem ve inflamasyon siirecinde etkin rol oynayan eikozanoid
yolak iizerinde etkileri oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, bor ve bilesiklerinin LDL,
trigliserid ve kolesterol seviyelerini diisiirerek HDL kolesterolii artirarak kolesterol
bozuklugunda faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Scorei et al., 2008). Yiiksek dozda
borik asit alinmasi, kisa siire i¢inde ataksi, depresyon, konviilziyon ve benzeri etkilerin
ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Ayrica, borun 6zellikle tireme sistemi {izerinde etkili
oldugu ve yiiksek dozlarda hamilelik sirasinda gelisimsel anomalilere yol agabilecegi

belirtilmektedir (K. A. Henderson et al., 2015).
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Sekil 3. Borik asidin kimyasal yapis1

Borik asit, borun plazmada dolasan formudur ve medikal tedavilerde potansiyel
olarak kullanilabilecegi konusunda ¢esitli c¢aligmalar yapilmistir. Bu bilimsel
aragtirmalar, borik asidin kanser tedavisinde etkili olabilecegini gosteren verilere dayanan
olumlu destekleyici unsurlar1 igermektedir. Borik asidin yapisi, karbon atomuna
benzeyen bir yapiya sahiptir ve zayif bir Lewis asittir. Bu yap1 nedeniyle, karbon i¢eren
bir¢ok madde i¢in kompetitif inhibitor olarak davranabilir. Bu 6zelligi sayesinde borik
asit, proteozomaz, proteaz, arjinaz, peptidaz, transpeptidaz ve nitrik oksit sentaz gibi bazi
enzimlerde giiclii bir sekilde inhibisyon yapabilir. Ayrica, borik asidin diigiik toksik
seviyeleri ve metabolize edilmeden hizli bir sekilde idrar yoluyla atilmasi, farmakolojik

ozellikleriyle birlikte kanser tedavisi i¢in ilgi ¢ekicidir (Bradke et al., 2008).
2.10 Apoptoz Mekanizmasi

Programlanmis hiicre oliimii olan apoptoz, gen seviyesinde ince bir sekilde
diizenlenir ve DNA hasarini takiben veya gelisim sirasinda meydana gelenler gibi hasarlt
hiicrelerin diizenli ve verimli bir sekilde ¢ikarilmasiyla sonuglanir (Fuchs & Steller,
2011). Apoptoz mekanizmas1 karmasiktir ve bir¢ok sinyal yolunu igerir. Apoptoz, bir
hiicrede kaspaz aracili digsal veya icsel yolaklar yoluyla tetiklenebilir. Her iki yol da
efektor apoptotik kaspazlar aktive etmek igin birlesir ve sonugta apoptozun ozellikleri
olan morfolojik ve biyokimyasal hiicresel degisikliklere neden olur (Wong, 2011).
Genellikle, pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein diizenleyiciler arasindaki denge, bir
hiicrenin apoptoz geg¢irip gecirmedigini belirlemek i¢in kritik bir anahtar noktadir. Kanser
oncesi lezyonlarda DNA hasarinin bir sonucu olarak apoptozun indiiklenmesi, potansiyel

olarak zararli hiicreleri ortadan kaldirabilir ve bdylece tlimor biiyiimesini bloke edebilir.
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Bu 6liim siirecinin kuralsizlastirilmasi, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, kanserin geligimi
ve ilerlemesi ve ilag¢ tedavilerine karst kanser direnci ile iliskilidir (Fulda, 2009). Bu
nedenle, apoptozun kuralsizlagtirilmasi, kanserin ayirt edici 6zelliklerinden biri olarak

kabul edilir (Hanahan & Weinberg, 2011).

Memeli Hiicresindeki Ana Apoptotik Yollar
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Sekil 4. Apoptoz da goriilen sinyal yollart

2.11 Markerler

2.11.1 P53

p53, bir timor baskilayict proteindir. Stresli kosullar altinda apoptozu ve DNA
onarimint tesvik ederek hiicre biiyiimesini siki bir sekilde diizenler. Mutasyona
ugradiginda, islevini kaybederek anormal hiicre ¢ogalmasi ve tiimor ilerlemesine neden
olur. Mutasyonuna bagli olarak, proteinin negatif islev kazanmasina yol agan agregatlar
olusur. Mutant iligkili agregasyon birka¢ kanser dokusunda gozlenmistir ve timor
biiytimesini tesvik ettigi gosterilmistir. Kanserde, protein yanlis katlanmasi/agregasyonu

esas olarak p53 proteinini etkiler (Kanapathipillai, 2018).

P53, timoér biiyiimesi sirasinda hiicre donglisiinii, DNA replikasyonunu ve

kontrolsiiz hiicre boliinmesini kontrol ettigi icin timor baskilayict protein olarak
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adlandirilir. P53 proteini mutasyona ugradiginda veya kiimelendiginde, islevini

kaybederek tiimdriin ilerlemesine ve biiytimesine neden olur (Luo et al., 2017).

Normalde, p53 proteinleri hiicreler stres yasadiginda ve kontrolsiiz boliinme ve
proliferasyona ugradiginda kapatilir ve aktive edilir (Harris & Levine, 2005). Kontrolsiiz
hiicre biiylimesi ortaya c¢iktiginda, p53, p21 ekspresyonunu indiikleyerek hiicre
dongiisliniin durmasina yol acar (Georgakilas et al., 2017). Hasar onarilamaz oldugunda,
p53, Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir {iyesi olan BAX dahil olmak iizere apoptozla ilgili
genleri tetikleyerek programlanmis hiicre 6liimiinii tetikler (Gottlieb & Oren, 1998).
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Sekil 5. p53 ve apoptotik yolaklar

2.11.2 BAX

Bax, apoptozu kontrol etmede c¢ok Onemli bir rol oynayan proapoptotik bir
proteindir. Genellikle anti-apoptotik proteinlerle heterodimerize olan sitoplazmada
bulunur. Bir hiicre apoptotik bir uyarana maruz kaldiginda, Bax proteini mitokondriye
yer degistirir. Artan Bax ekspresyonu, erken apoptoza aracilik eder. Bel-2 ailesi tiyeleri,
BH1, BH2, BH3 ve BH4 olmak iizere dort homoloji tiiriinden en az birini paylasir (Wolter
et al.,, 1997). Yapilari, dokuz o sarmalina ve mitokondriyal kaplamaya bagli bir
transmembran terminal C ile c¢ekirdege gomiilii bir hidrofobik a-helikse sahip

homodimerler veya heterodimerler olabilir. Bax aktivasyonu, 1s1, pH degisimi ve stres
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kosullar1 gibi ¢esitli abiyotik faktorler tarafindan baglatilabilir. p53, stres ortaminda Bax't
bir uyaran yaniti olarak yukari1 dogru diizenler ve Bax gibi akis asag1 hedef genleri daha
da etkinlestirir. Bax geni ilk 6nce 6nemli proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinden biri
olarak rapor edildi. Insan Bax geni, 19q kromozomunda bulunur ve alt: ekzon ve dért
varyanttan olusur (M. C. Wei et al., 2001). Bax geninin kodlama bdlgelerindeki ve
promotorlerindeki mutasyonlar ve degisikliklerin, ¢esitli malignitelerde protein
ekspresyonunu ve fonksiyonunu etkiledigi tespit edilmistir (K. Chen et al., 2007). Bax
genindeki mutasyonlar ¢ok siktir ve tiimor baskilayici fonksiyonun kaybina ve apoptoza
ve kemoterapiye direngle sonuclanir (Miquel et al., 2005). Bax'in tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) geni, yani -125 niikleotidde, transkripsiyonun baslangicindan
itibaren bir G'den A'ya gecis ve translasyon baslangicindan itibaren -248 niikleotidde,
kanserde fark edilmistir. Bu SNP, kanser gelisimi ve kemorezistans ile iliskili

degistirilmis mRNA/protein ekspresyonu ile baglantiliydi (Moshynska et al., 2005).

Genotoksik Hasar

ey

@ = Cytochrome C Hiicre Oliimii

Sekil 6. BAX ve apoptotik yolaklar

2.11.3 Sitokrom C

Sitokromlar ilk kez 1925 yilinda David Keilin tarafindan tanimlanmis ve

adlandirilmistir. Maya hiicrelerinden, hayvanlardan ve bitkilerden alinan dokularin
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absorpsiyon spektrumlarinda dort absorpsiyon bandi bulunmus, bu dort absorpsiyon
bandindan, "sitokrom" adini verdigi bir "hiicresel pigment" tamimlanmistir. a, b ve c
olarak tanimlanan {i¢ bilesikten olugmasi 6nerilmistir (Bose et al., 1925). Mitokondriyal
solunum zincirindeki rolleri belirlenmistir. Sitokrom b; koenzim Q - cyt-c’ nin alt
birimlerinden biridirrediiktaz (kompleks III) ve sitokroma, sit ¢ oksidazin (kompleks IV)
alt birimlerinden biridir (Slater, 2003). Sitoktom C (cyt-c), kompleks III ve IV arasinda,
mitokondriyal zarlar arasi boslukta bulunan monomerik bir proteindir (Pérez-Mejias et

al., 2019).

Sitokrom C, mitokondriyal solunum zincirinin bir elektron tastyicisidir.
Mitokondriyal dis zarin gegirgenlesmesi iizerine Sitokrom C, apoptozun ig¢sel yolunu
tetikledigi sitoplazmaya salinir. Apoptoz inhibisyonu, kanserin ayirt edici 6zelliklerinden
biridir ve tiimorlerde indiiksiyonu, yaygin olarak kullanilan bir terapétik yaklagimdir.
Apoptoz inhibisyonu ve indiiksiyonu, sirasiyla azalmis ve artmis serum Sitokrom C
seviyeleri ile iliskilidir. Proapoptotik uyaranlar {izerine, mitokondriyal dis zar
gecirgenlesir ve Sitokrom C'nin mitokondriyal zarlar aras1 bosluktan sitoplazmaya akisini
tetikler (Kuwana et al., 2002). Sitoplazmada, Sitokrom C apoptotik proteaz aktive edici
faktor-1'e (Apaf-1) baglanarak, hiicresel bilesenleri pargalayarak apoptozu gerceklestiren
bir proteaz smifi olan kaspazlarin aktivasyonuna neden olan bir dizi biyokimyasal
reaksiyonla sonuclanir (Slee et al., 2001). Apoptoz, kanserde en yiiksek dneme sahip bir
stirectir. Birincisi, genellikle kanser hiicrelerinde inhibe edilir (Mohamed et al., 2017).
Ikinci olarak, kanser hiicresi apoptozisinin uyarilmas: olaganiistii terapotik potansiyele
sahiptir (Pfeffer & Singh, 2018). Mitokondriyal dis zar gecirgenligi, apoptozun igsel
yolunun tetiklenmesinde geri doniisii olmayan bir nokta olarak kabul edilir (Singh et al.,
2019). Dogrudan sonuglarindan biri, Sitokrom C'nin mitokondriyal zarlar arasi1 bosluktan
sitoplazmaya akisidir. Kanser dokularinda azalmis Sitokrom C seviyeleri tespit edilmistir,
bu da apoptoz inhibisyonunu diisiindiiriir. Sitokrom C'nin kanser hiicrelerinin apoptozunu
indiikleme kapasitesi, kanser hiicrelerinin sitoplazmasina taginmasi ve salinmasi igin

cesitli molekiiler araglarin gelistirilmesine ilham vermistir (Delinois, 2021).

Sitokrom C dagitim sistemleri genel olarak fiizyon proteini bazli sistemler ve

nanopartikiil bazli sistemler olarak ayrilabilir. Yaygin sitotoksisiteden kaginmak icin
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bircogu, kanser hiicrelerinin yiizeyinde spesifik olarak ifade edilen bir zar proteinini
tantyan bir protein veya peptit icerir. Bu modifikasyon, Sitokrom C dagitim sisteminin
bu hiicreler tarafindan segici olarak taninmasini ve endositozunu destekler. Olasi
sitotoksik etkileri en aza indirmek i¢in, endositlenmis ekzojen maddeler hizla lizozomlara
aktarilabilir ve bu da bunlarin lizozomal bozunmasina neden olur. Bu koruyucu
mekanizma, endosite edilmis bir ilacin terapotik etkisine engel olusturabilir (Pessoa,

2022).
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Sekil 7. Sitokrom C ve apoptotik yolaklar

2.11.4 Kalpainler

Kalpain sistemi, hiicre dongiisii, hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi, hiicresel
proliferasyon, gog, kanser hiicresi istilasi, metastaz, hayatta kalma, otofaji, apoptoz ve
sinyallesmenin yani sira ¢ok ¢esitli bozukluklarin patogenezi dahil olmak iizere bir¢ok
onemli fizyolojik siire¢ icin gereklidir. Kalpainler, kanser ilerlemesi sirasinda onemli
sinyal molekiilleri olan spesifik substratlarinin proteolizini katalize ederek ve
diizenleyerek kanserin ilerlemesine aracilik etmede yer alan, hiicre i¢i korunmus
kalsiyumla aktive olan nétr sistein proteinazlardir (Nian & Ma, 2021). Kalpain ailesi
ondan fazla liyeden olugsmasina ragmen, p-kalpain ve m-kalpain en sik tanimlananlardir
ve her yerde ifade edilirler. Kalpastatin, p-kalpain ve m-kalpainin endojen inhibitoriidiir

ve ¢coklu izoformlari ve ek varyantlar1 vardir. Kalpain, kanser ve uzuv-kusak kas distrofisi
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tip 2A (LGMD2A) ve norodejenerasyon dahil olmak {izere bir dizi baska hastalik
durumuyla baglantihidir. Kalpain aktivitesi, fokal adezyon kinaz ve talin gibi fokal
adezyon proteinlerinin proteolizi yoluyla hiicresel gog¢ ile baglantilidir. Kalpain, niikleer
faktor-xB (IkB) inhibitorlerinin bdliinmesi yoluyla hiicrenin hayatta kalmasiyla
baglantilidir. Kalpain, BCL-2 ailesi lyelerinin, kaspazlarin ve apoptozu indiikleyen
faktoriin boliinmesi yoluyla apoptoz ile baglantilidir. Kalpain ve kalpastatin ekspresyonu,

tiimoriin ilerlemesi ve terapilere yanit ile iligkilendirilmistir (Storr et al., 2011)
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Sekil 8. Kalpain mekanizmasi
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3 MATERYAL VE METOT

3.1 Ekstraksiyon ve Standardizasyon

3.1.1 Bitkisel Materyal

Urtica dioica L. (1sirgan otu) toprak tstii kisimlar1 kuru droglar olmak kosuluyla

aktardan, borik asit Sigma-Aldrich (B6768) temin edilmistir.

3.1.2 Ekstraksiyon

Caligmada kullanilan bitki Ornekleri, Avrupa Farmakopesi standartlarina
uygunlugu kontrol edildikten sonra uygun boyutta 6giitiildii. Daha sonra, farkli oranlarda
farmakopeye uygun ¢oziicliler (etanol-su, 1:1 hacim/hacim veya etanol-su, 1.5:0.5
hacim/hacim vb., etanol, metanol, su vb.) kullanilarak ¢esitli ekstreler hazirlandi. Bitki
materyalleri, uygun ¢oziiciiler i¢cinde 30 dakika boyunca ultrasonik banyoda ekstre edildi.
Ardindan, ekstraksiyon verimleri hesaplandi ve ekstraksiyon verimine bagli olarak

gerektiginde 24 saat boyunca ¢alkalamali maserasyon yontemiyle ekstraksiyon yapildi.

3.1.3 Standardizasyon

HPLC analizleri Agilent 1100 HPLC sistemi iizerinde UV dedektorii kullanilarak
gerceklestirildi. Sabit faz olarak C18 kolon (2504.6mm10um) kullanildi ve mobil faz
olarak A: asetonitril: su: formik asit (10:89:1), B: su: asetonitril: formik asit (89:10:1)
gradient akisi ile ¢alisildi. Akis hizi 0.7 mL/dk olarak ayarlandi. Pikler 330 nm'de tespit
edildi. Calisilan ekstreler 10 mg/mL konsantrasyonda incelendi ve metanolde
coziildiikten sonra 0.22 mikron membran filtreden siiziilerek analiz edildi. Enjeksiyon
hacmi 20 pL olarak ayarlandi ve kolon sicakligi 40°C olarak sabitlendi (Sekil 9) (Karadag
etal., 2019).
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Sekil 9. Isirgan ekstresi (10 mg/mL) HPLC kromatogrami
3.1.4 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiiriiniin temel prensibi, canli dokulardan gesitli yontemler ile alinan
parcalarin in vitro ortamda canlilik ve iireme gibi faaliyetlerini siirdiirebilmesidir
(Freschney, 2005). MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS),
2 mM glutamin, 0.01 mg/ml insiilin ve %1 penisilin/streptomisin karigimi igeren diisiik
glikozlu Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle ortaminda (DMEM) 1x10° hiicre/sisede
T25 siselerinde ekilmis ve %5 CO. atmosferinde 37°C'de inkiibe edilmistir. Ortam
yenilemesi haftada 2 kez gergeklestirilmis, hiicreler ise haftada 1: 3'liik bir alt kiiltivasyon
oraninda pasajlanmistir (Comsa et al., 2012). Alternatif bir hiicre kiiltiirii ortamu,
antibiyotikler/antimikotikler ve %10 FBS ile desteklenen DMEM olacaktir (Comsa et al.,
2015).
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Sekil 10. MCF-7 hiicrelerinin mikroskopta goriiniimii

Hiicreler stok yapilmasi amaci ile dondurulmustur. Gelistirilmis olan hiicre
canlilig1 ve ¢dzdiirme isleminde sonra hiicrelerin geri kazanimi amaciyla dondurma
soliisyonu fetal serumu icermektedir. Ayrica bu soliisyon, en iyi oranda fetal sigir serumu
(FBS) icermelidir ¢iinkii gelismis hiicre canliligini ve ¢ozdiirmeden sonra hiicrelerin geri
kazanimi saglanmalidir. %10 FBS ve %1 DMSO karistirilip soliisyon hazirlanip 1 ml

tripsin ile hiicreler toplanmistir ve sonra cryo tiipler i¢inde -80°C’de dondurulmustur.

Hiicreler ¢oziindiiriiliir iken mekanik hasar olmamasi sebebiyle ¢oziindiirme
isleminin hizli olarak yapilmasi gerekmektedir. -80°C’den ¢ikarilan hiicreler, ¢oziinmesi
icin 37°C’lik su banyosunda bekletilmistir. Bekleme bitince hiicre kiiltiir kabindaki 37°C
isitilmis 9 mL RPMI 1640 (%10 FBS + %0.1 gentamisin) besiyeri hiicrelerin iizerine
dikkatli bir sekilde pipetaj yapilmasinin ardindan ilave edilmistir.

Tablo 1. Deney Plam

Grup Numarasi Grup Adr
Grup I MCEF-7
Grup II MCF-7 + Isirgan otu
Grup IIT MCE-7 + Borik asit
Grup IV MCF-7 + Isirgan otu + Borik asit
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3.1.5 Hiicre Patlatma

MCF-7 hiicreleri flasklarda biiytitiildii ve ardindan tripsinizasyon islemi
uygulanarak hiicreler flasktan ¢ikarildi. Tripsin sonrasinda, hiicrelerin kalintilarindan
ayrilmasi i¢in 1500 rpm hizinda 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Santrifiij isleminden
sonra, hiicre pelleti (¢cokeltisi) hiicre mediumu ve tripsinden tamamen ayrilmasi i¢in PBS
ile yikand1 ve 1000 rpm hizinda 5 dakika siireyle tekrar santrifiij edildi. Hiicrelerin
temizlenmesi i¢in medium atildiktan sonra, hiicreler 6nceden sogutulmus olan PBS ile 3
defa yikandi. Hiicrelerin stabil kalmasi ve tutulmasi i¢in 1x10° hiicre igin, dnceden
sogutulmus olan PBS'e 150-250 pL eklendi. Dondurma-¢ozdiirme islemi birkac kez
tekrarlandi, bu sekilde hiicrelerin dondurulmasi ve ¢dziilmesi saglandi. Dondurma-
¢cozdiirme isleminden sonra, 2-8 °C'de 1500 rpm hizinda 10 dakika siireyle santrifiij
edildi. Santrifiij islemi sonrasinda, tiipiin en altinda kalan hiicre parcalar1 bir pellet
olusturdu ve proteinler siipernatantin (iistte kalan siv1 kisim) i¢inde kaldi. Protein analizi

veya diger testler icin siipernatantlar toplandi.

3.1.6 Hiicre Sayim

Tripan mavisi boyama, 6lii hiicreleri tanimlamak i¢in uzun siiredir devam eden ve
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Yalnizca saglam zarlari olan hiicreler boyay1
etkili bir sekilde dislayabilir, bu nedenle tehlikeli zarlar1 olan 6lii hiicreler lekelenir.
Dilisyon miktar1 hiicre sayimi1 yaparken giivenilirlik a¢isindan 6nemli role sahiptir. Hiicre
siispansiyon ideal diliisyonu i¢in ortalama hiicre sayisinin 50, 150 araliinda tutulmasi
gerekir. Hiicre sayisinin fazla ¢ikti§1 durumlarda tripan blue ve hiicre karisiminin hiicre
hacimi azaltilir tripan mavisi hacmi artirilir bu durum sonucu daha diliie olan hiicre
siispansiyonu ortaya ¢ikartiktan sonra hiicre sayimi yinelenir. Sonug olarak diliisyon orant
yiikseltilmis olacaktir. Hiicre say1s1 yogun ¢iktig1 zaman 20 pl hiicre siispansiyonu, 80 ul
tripan mavisi alinarak yapilabilir. mL olarak hiicre sayisini belirtmek i¢in formiil
kullanilir. Hiicre sayisinda azlik veya fazlalik yok ise 10 mcg hiicre 10 mcg %0,5 tripan

mavisi olacak sekilde hazirlanir.

Tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre siispansiyonundan 10 pl 0,5

ml'lik ependorfa almir (Bizim elimizdeki protokole gore yaptigimiz tripsinizasyon;
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santrifiijden sonra falkonun iist kismin1 bosaltip 2 ml complete medium ekledik. Bu 2 ml

complete mediumdan 100 pl alinir).

100 pl %0,5 tripan mavisi iizerine eklenerek iyice karistirilir. Distile su ile toma
lam1 temizlenir. Toma lami tizerine lamelin kaymamasi i¢in kdseleri distile su ile 1slatilir.
Toma lameline 6n arka bakarak yapisiklik durumunu kontrol ediyoruz. Lam iizerinde
hiicre sayimi1 yapilabilmesi i¢in hazirlanan karisimdan 100 pl alinir ve toma lamu {izerine
konulur. E harfi ile gosterilen bdlge i¢inde ki hiicreler sayilir. Toma laminda iki bdlmede
bulunan iki alanin ortalamasi ayr1 ayr1 sayilarak belirlenir. Formiile gore hesaplama

yapilir ve 1 ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplanir.

1 ml ig¢indeki hiicre say1s1 = Sayilan hiicre ortalamasi x 10.000 x diliisyon faktori

Sayilan hiicre ortalamasi (iki E alanindaki hiicrelerin sayilip ikiye boliinmesi) yada (Zone

1 +Zone 2 + Zone 3 + Zone 4) /4 =X

X = Cell per 0.1 pl

Diliisyon faktorii (final hacim/hiicre hacmi — ne kadar hiicreye ne kadar boya

koyulduysa, 6rnegin 10 mcg hiicreye 10 mcg tripan mavisi koyulduysa; 20/10 = 2 —
diliisyon katsayisi)

Sekil 11. Hiicre Sayim
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3.1.7 MTT Testi Yaparak Doz Ayarlanmasi

Hiicre sayimi yapildiktan sonra MTT (canlilik testi) yapildi ve hiicrelere
uygulanmis olan maddelerin hiicrelerin yarisin1 6ldiiren doz olarak tanimlanan IC50
dozlar1 belirlenmistir. MTT testi yapabilmek i¢in 96 kuyucuklu platelere, 100 ul besiyeri
icerisine 10.000 hiicre olacak sekilde MCF-7 hiicrelerinin ekimi yapilmistir. 2 mg/ml PBS
ile hazirlanip her bir kuyucuga ilave edilmis ve ardindan hiicreler 37°C'de, %5’lik CO»
inkiibatoriinde 4 saat daha inkiibe edilmistir. 4 saatlik inkiibasyonun sonunda, kuyular
Ozveri ile bosaltilmistir ve formazan kristallerini ¢6zlindiirmek amaciyla 100 ul DMSO
eklenmistir ve 15-30 dakika arasinda bekletilmistir. Son asamada mikroplate okuyucu
kullanilarak 570 nm'de, 630 nm referans alinarak okutulmustur (Mohammadi et al.,

2016).
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Sekil 12. MTT testi yapilist
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3.2 Biyokimya Parametrelerin Incelenmesi

3.2.1 P53 Diizeyinin Ol¢iimii

Hiicre hattinda P53 diizeyleri P53 ELISA ticari kiti kullanilarak dl¢tilmiistiir
(Sekil 13).

y =0,0007x + 0,474
R*>=10,9285

Absorbans 450nm

0 1000 2000 3000 4000 5000

Konsantrasyon pg/mL

Sekil 13. P53 kalibrasyon egrisi

3.2.2 BAX Diizeyleri Ol¢iimii

Hiicre hattinda BAX diizeyleri BAX ELISA ticari kiti kullanilarak dl¢iilmiistiir
(Sekil 14).

2.59

y =0,0471x + 0,103
2.0 R>=0,995

Absorbans 450nm

Konsantrasyon pg/mL

Sekil 14. BAX kalibrasyon egrisi
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3.2.3 Sitokrom C Diizeyleri Ol¢iimii

Hiicre hattinda Sitokrom C diizeyleri Sitokrom C ELISA ticari kiti kullanilarak
Olciilmiistiir (Sekil 15).

y =0,0005x + 0,1905
R*=0,9584

Absorbans 450nm

0 1000 2000 3000 4000 5000

Konsantrasyon pg/mL
Sekil 15. Sitokrom C kalibrasyon egrisi
3.2.4 Kalpain Aktivitesi Ol¢iimii

Hiicre hattinda Kalpain aktivitesi, Kalpain ELISA ticari kiti kullanilarak

Olciilmiistiir (Sekil 16).

3.0

2.5 y =0,1251x + 0,1824
R?=10,9796

Absorbans 450nm

Konsantrasyon pg/mL

Sekil 16. Kalpain kalibrasyon egrisi
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3.2.5 ELISA Kiti Hazirlama ve Uygulama

Reaktiflerin hepsi kullanim saglamadan 20 dk 6nce buzdolabindan ¢ikarildi ve
oda sicakligina (18-25 °C) getirildi. Maddeler kullanim saglanmadan 6nce oda sicakligina
(18-25 °C) getirildi. Numuneler kopiirtiilmeden tamamen karistirildi. 25x Konsantre
Yikama Tamponunu 1x calisma soliisyonuna diliie edildi. Referans Standardi farkl
konsantrasyonlara diliie edildi. 100x Biyotinlenmis Saptama Ab/Ag'yi, ilk asama
sonlandirilmadan 15 dakika 6nce 1x calisma soliisyonunda diliie edildi. 100x Konsantre
HRP Konjugatini ikinci asama sonlandirilmadan 1x ¢aligma soliisyonuna 15 dakika dnce

diliie edildi. Son asamaya baslandiginda mikroplaka okuyucusu dnceden 1sitildi.

500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL

2 Ve W W WV Wy |

Rcference
Standard

—_——

L' 3 3 03 § O

5000 2500 1250 625 312.5 156.25 78.13 0

Sekil 17. p53 ve Cyt-C standartlarinin farkli konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL

2 Ve W W W W |

Rcference

—_— —_— = = —— —

Standard
| =
E"."
-
|
50 12.500 6.250 3.130 1.570 0.78 0

Sekil 18. Bax standardinin farkli konsantrasyonlarmin hazirlanmasi
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500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL

2 Ve W WFe WV WVey |

Rcference
Standard

L\

Eo-—Rli
LA

20 10 5 2.500 1.250 0.630 0.31 0

Sekil 19. CAPNI1 standardinin farkli konsantrasyonlarmin hazirlanmasi

Diliie edilmis standart, kor ve madde i¢in kuyucuklar belirlendi. Uygun
kuyucuklara standart, kér ve maddenin hepsinin seyreltilmis halinden 100 mikrolitre
eklendi (Tiim maddelerin ve standartlarin iki kopya olarak test edilmesi Onerilir). Plaka
kitin i¢inde bulunan yapistirict ile kapatildi. 90 dakika 37°C'de inkiibe edildi. Mikro
ELISA plakasinin dibine ¢ozeltiler i¢ duvara degdirilmeden ve kopiirtiillmeden eklendi.
Her kuyucuktan yikamadan sivilar bosaltildi. Detection Ab c¢alisma soliisyonu 100
mikrolitre miktarinca her kuyucuga eklendi. Plakay1 yeni bir seffaf yapistirici ile plaka
ortiildii. 37 °C'de 60 dakika inkiibesi saglandi. Her kuyucuktan sivilar bosaltildi ve
kuyucuklara 350 mikrolitre miktarinda yikama tamponu eklendi. 1 dakika beklettikten
sonra soliisyon her kuyucuktan bosaltildi, temiz emici kagit iizerinde kurulandi. Bu
yapilan yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Yikama adimlarinda bir mikroplaka yikayici

kullanild1. Kuyucuklarin kurumasina engel olundu.

HRP Konjugat ¢aligma soliisyonu kuyucuklara 100 mikrolitre olarak eklendi.
Plakay1 yeni bir seffaf yapistirict ile ortiildii. 30 dakika 37°C'de inkiibesi saglandi. Her
bir kuyucuktaki ¢ozeltiyi bosaltildi, 3. adimda gerceklestirildigi gibi yikama islemini 5
kez tekrarlanda.

Her kuyucuga 90 mikrolitre Substrat Reaktifi eklendi. Plaka yeni bir seffaf
yapistirict ile ortiildii. 37°C'de yaklasik 15 dakika inkiibasyon saglandi. Plaka isiktan
korundu. Reaksiyon siiresi, gercek renk degisimine gore kisaltilabilir veya uzatilabilir,
ancak 30 dakikay1 gecemez. OD (optik yogunlugunu) Ol¢iimiinden 6nce Microplate
Reader'1 yaklasik 15 dakika 6nceden 1sitildi. Her kuyucuga 50 mikrolitre Stop Solution
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eklendi. Durdurma soliisyonunun eklenmesi, substrat soliisyonu ile ayn1 sirada yapildi.
450 nm'ye ayarlanmis bir mikro plaka okuyucu ile her kuyucugun optik yogunlugunu

(OD degeri) ayn1 anda belirlendi.

Streptavidin-HRP vv

9

A

)
Biyotin .
e A A J&

R

NZ N7 SNZ W~ \W
I I | [ | Il

®

\\

/

Sekil 20. ELISA testin basamaklar1

3.3 Tiim verilerin istatistiksel analizinin yapilmasi ve yorumlanmasi ¢alisilmasi

Veriler, istatistiksel olarak analiz edilmek tizere SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) Windows 26.0 ve GraphPad Prism 9 programlariyla degerlendirildi. Gruplar
arasinda degisken Ol¢iimleri agisindan fark olup olmadiginmi belirlemek igin Oncelikle
dagilimlarin normal dagilima uygunlugu incelendi. Parametrik verilerin normal dagilip
dagilmadigin belirlemek i¢in Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri kullanildi.
Normal dagilim gdsteren verilerin karsilastirilmasi i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi
(Oneway ANOVA) testi kullanildi ve gruplar arasinda coklu karsilastirmalar igin
TUKEY HSD testi uygulandi. Bulgular, ortalama + SD (standart sapma) olarak sunuldu.
Normal dagilim gostermeyen verilerin karsilastirilmas: i¢in Kruskal-Wallis  testi
kullanild1 ve gruplar arasinda ¢oklu karsilagtirmalar i¢in TUKEY HSD testi uygulandi.
Bu veriler, ortanca deger, 25. ylizdelik ve 75. ylizdelik degerlerle ifade edildi. Degiskenler
arasindaki iliskiyi gostermek icin Pearson ve Spearman korelasyon testleri kullanildi ve

p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

Isirgan Otu (Urtica)
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Sekil 21. 24 ve 48 saatlik 1sirgan otu (urtica) konsantrasyonlarina gére MCF-7 hiicre hattindaki canlilik degisimi

24 saatlik ve 48 saatlik urtica konsantrasyonlarina gére MCF-7 hiicre hattindaki
canlilik degisiminde biyoistatistik analizlerine gore 24 saatlik IC50 degeri 45.32 uM, 48

saatlik IC50 degeri 24.62 uM olarak saptanmistir. Belirlenen doz 50 uM olarak
secilmistir (Sekil 20).

Tablo 2. 24 ve 48 saatlik 1sirgan otu konsantrasyonlarina gére MCF-7 hiicre hattindaki canlilik degisiminin%’lik
kiyaslanmas1

Konsantrasyon Isirgan Otu 24H (N=4) Isirgan Otu 48H (N=4)
(mM) % %
0 100,000 100,000
12,5 60,158 51,919
25 58,414 50,113
50 52,047 45,122
100 41,753 40,143
200 33,490 32,180
400 28,411 22,022
800 15,888 9,155
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Sekil 22. 24 ve 48 saatlik borik asit konsantrasyonlarina gére MCF-7 hiicre hattindaki canlilik degisimi

24 saatlik ve 48 saatlik borik asit konsantrasyonlarina goére MCF-7 hiicre
hattindaki canlilik degisiminde biyoistatistik analizlerine gore 24 saatlik IC50 degeri
55.90 uM, 48 saatlik IC50 degeri 36.91 uM olarak saptanmistir. Belirlenen doz 50 uM
olarak secilmistir (Sekil 21).

Tablo 3. 24 ve 48 saatlik borik asit konsantrasyonlarina gére MCF-7 hiicre hattindaki canlilik degisiminin%’lik
kiyaslanmas1

Konsantrasyon Borik Asit 24H (N=4) Borik Asit 48H (N=4)
(mM) % %
0 100,000 100,000
12,5 68,496 59,293
25 58,717 55,079
50 56,367 50,138
100 50,197 43,993
200 33,990 31,879
400 13,448 0,853
800 0,470 0,251
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Isirgan Otu (Urtica) + Borik Asit-24H

120=
110

100

i

My —

“

N\ N\ N\
S x‘g’ x‘g’ x‘g’
& N S &

Sekil 23. Kontrol grubu ve 24 saatlik kombinasyonlarin canlilik degerleri

24 saatlik kontrol grubu ve kombinasyonlarin konsantrasyonlarina gére MCF-7
hiicre hattindaki canlilik degisiminde kontrol grubuyla en fazla fark olan 16,25+B50
kombinasyonunda 24 saatlik IC50 degeri 72,93 uM olarak saptanmistir (Sekil 22).

Tablo 4. Kontrol grubu ve 24 saatlik kombinasyonlarin canlilik degerleri acisindan kiyaslanmasi

Degiskenler Kontrol-Xi Farki

Kontrol

1100+B50 68,52
150+B50 59,88
125+B50 47,05

112,5+B50 61,00

16,25+B50 72,93

150+B100 31,12
150+B25 27,37

150+B12,5 9,724

150+B6,25 48,17
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Isirgan Otu (Urtica) + Borik Asit-48H
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Sekil 24. Kontrol grubu ve 48 saatlik kombinasyonlarin canlilik degerleri

48 saatlik kontrol grubu ve kombinasyonlarin konsantrasyonlarma gére MCF-7
hiicre hattindaki canlilik degisiminde kontrol grubuyla en fazla fark olan 112,5+B50
kombinasyonunda 48 saatlik IC50 degeri 47,98 uM olarak saptanmistir (Sekil 23).

Tablo 5. Kontrol grubu ve 48 saatlik kombinasyonlarin canlilik degerleri acisindan kiyaslanmasi

Degiskenler Kontrol-Xi Farki

Kontrol

1100+B50 45,66
150+B50 29,51
125+B50 22,35

112,5+B50 46,75

16,25+B50 25,04

150+B100 28,12
150+B25 26,83

150+B12,5 -0,7960

150+B6,25 7,063
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Sekil 25. Kontrol grubu, 1sirgan otu, borik asit ve 1sirgan otu+tborik asit’te P53’{in konsantrasyon degerleri

(***p<0,001)

P53’te 1sirgan otu ve borik asit konsantrasyon bulgulart kontrol grubunun
konsantrasyonu ile karsilagtirildiginda artista ¢ok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak
anlamli farklilik oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Isirgan otu+tborik asit konsatrasyon
bulgular1 karsilagtirnldiginda azalista ¢ok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlaml
farkliligin oldugu goriilmiistiir (p<<0,001) (Sekil 24).
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BAX
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2.5+ | Aokk
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Sekil 26. Kontrol grubu, 1sirgan otu, borik asit ve 1sirgan otu-+borik asit’te BAX 1 konsantrasyon degerleri

(ns: p>0,05; ***: p<0,001)

BAX’ta 1sirgan otu ve borik asit konsantrasyon bulgular1 kontrol grubunun
konsantrasyonu ile karsilastirildiginda azalista ¢ok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak
anlamli farklilik oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Isirgan otutborik asit konsantrasyon
bulgulari ile kontrol grubu konsantrasyon bulgular1 karsilastirildiginda azalisin istatiksel

olarak anlamli farkliligin olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 25).
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Sekil 27. Kontrol grubu, 1sirgan otu, borik asit ve 1sirgan otu+borik asit’te CYCT nin konsantrasyon degerleri

(ns: p>0,05; **p<0,01; ***: p<0,001)

CYCT’de 1sirgan otu konsantrasyon bulgular1 kontrol grubunun konsantrasyonu
ile karsilastirildiginda artista cok yliksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli farklilik
oldugu goriilmistiir (p<0,001). Borik asit konsantrasyon bulgulari kontrol grubu
konstantrasyon bulgular ile karsilagtirildiginda artista yiiksek diizeyde istatistiksel olarak
anlamli farkliligin oldugu goriilmiistiir (p<0,01). Isirgan otu+borik asit konsantrasyon
bulgulari ile kontrol grubu konsantrasyon bulgular1 karsilastirildiginda azalisin istatiksel

olarak anlamli farkliligin olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 26).
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Sekil 28. Kontrol grubu, 1sirgan otu, borik asit ve 1sirgan otutborik asit’te CAPN1’in konsantrasyon degerleri

(**p<0,01; ***: p<0,001)

CAPN-1"de 1sirgan otu ve borik asitin konsantrasyon bulgularini kontrol grubunun
konsantrasyonu ile karsilastirdigimizda azalista yiiksek diizeyde istatistiksel olarak
anlamli farkliligin oldugu goriilmiistiir (p<0,01). Isirgan otut+borik asit konsantrasyon
bulgular1 kontrol grubunun konsantrasyon bulgulariyla karsilastirildiginda azalista ¢ok
yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli farkliligin oldugu goriilmiistiir (p<<0,001)
(Sekil 27).
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5 TARTISMA

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir ve diinya
genelinde kadinlarin hayatin1 kaybetme nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir.
Bu nedenle, meme kanserinin tedavisi i¢in farkli ilaglar ve maddeler iizerinde bir¢ok
arastirma yapilmakta ve cesitli calismalar yiiriitiilmektedir. Bitkiler, kanser onleyici
tedavi i¢in adjuvan, tamamlayici veya alternatif bir kaynak olarak kullanilabilir ve umut

vericidir (Esposito et al., 2019).

Isirgan otu, kanser 6nlemede etkili olabilecek biyolojik aktivitelere sahiptir; hiicresel
metabolizmadaki 6nemli siireclerin indiiksiyonu veya inhibisyonu ve apoptotik yolaklar1
aktive etme yetenegi bu etkiler arasindadir. Esposito ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 bir
caligmada, 1sirgan otunun farkli insan kanserleri iizerinde anti-proliferatif ve apoptotik
etkilerini bildirmistir. Isirgan otu ekstraktlarinin bu etkilerinin, antioksidan, anti-
mutajenik ve anti-proliferatif 6zelliklere sahip oldugu bildirilen polifenoller dahil olmak
lizere biyoaktif dogal iirlin i¢eriginden kaynaklandigini 6ne siirmiistiir (Esposito et al.,
2019). Fattahi ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 1sirgan otu yaprak
sulu 6ziitlinlin insan meme kanseri hiicre dizisi MCF-7 {lizerindeki aktivitesi incelenmistir
ve doza bagli bir sekilde 6nemli hiicre 6liimii tespit edilmistir (Fattahi et al., 2013). Percin
ve arkadaslar1 (2022), 1sirgan otu ekstraktlarinin MCF-7, MDA-MB-468 ve MDA-MB-
231 hiicrelerine kars1 sitotoksisitesini arastirmistir. Isirgan otunun MCF-7, MDA-MB-
468 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin canliligimi doza bagli bir sekilde azalttigini
gostermistir (Karakol et al., 2022).

Borik asit, giiclii bir antioksidan etkiye sahiptir ve 6zellikle kanser tedavisinde
kullanilan ilaglarin yan etkilerini azaltmada ve reaktif oksijen tiirlerinin seviyesinin
diisiiriilmesinde 6nemli bir rol oynayabilir (Miyamoto et al., 2000). Scorei ve arkadaslari
(2008), meme kanseri hiicre dizisi MDA-MB-231 {izerinde borik asit ve kalsiyum
fruktoboratin etkisini incelemistir MDA-MB-231 hiicrelerinde sitotoksiteye neden
oldugunu gostermistir (Scorei et al., 2008). Ceyhan ve arkadaslarinin (2020) bir
caligmasinda, yiiksek konsantrasyonlarda borik asidin DU-145 insan prostat kanseri

hiicre hattinda kontrole kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya

47



neden oldugu gosterilmistir (Cigel et al., 2020). Barranco ve arkadaslar1 (2004) yapmis
olduklar ¢alismada, borik asidin DU-145 prostat kanseri hiicre hattinda proliferasyonu
inhibe ettigini ve hiicre biiylimesini baskiladigini gdstermistir (Barranco & Eckhert,
2004). Alvin ve arkadaslar1 (2009), insan deri melanoma hiicre hatlar1 izerinde yaptiklar
calismada, yiiksek diizeyde borik asidin melanoma hiicrelerinin ¢ogalmasini

durdurdugunu gostermistir (Acerbo & Miller, 2009).

Bu ¢alismada, MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerinde 1sirgan otu ve borik asit’in
apoptotik etkileri arastirilmistir. Bunun i¢in, p53, BAX, Sitokrom C ve CAPN-1

markerlar1 kullanilarak apoptoz tespit edilmistir.

P53, DNA hasarina yanit veren bir timor baskilayict gendir. Bununla birlikte,
pS53"in bir dizi strese hiicresel yanit1 koordine etmede ¢esitli rolleri kesfedilmistir. Artik
pS3'liin oksidatif strese ve oksitlenmis DNA'ya yanit verdigi bilinmektedir; hiicresel
metabolizmanin 06zelliklerini izler ve diizenler, uygun kromozom ayrimini yonetir;
hiicresel stres faktorlerine yanit olarak hiicre dongiisii durmasini kontrol eder; apoptozu
indiikler ve otofaji ve yaslanmay1 diizenler (Mills, 2013). Karakol ve arkadaslar1 (2022)
tarafindan yapilan bu ¢aligmada, 1sirgan otunun timor biiyiimesi iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Isirgan otunun in vivo immiino histokimyasal incelemelerinde siganlarin
tiimoral dokularinda p53 aktivitesini artirdigl gézlenmistir (Karakol et al., 2022). Fattahi
ve arkadaslart (2013) bir ¢caligmasinda 1sirgan otu yaprak 6zii uygulanan MCF7 hiicre
hattinda p53 seviyesini artis1 ile apoptozu iliskilendirmistir (Fattahi et al., 2013). Yapilan
bir calismada, 1sirgan otunun insan losemi hiicre hattinda p53 seviyelerinin artigi ile
apopptotik etkisi bildirilmistir (Temiz et al., 2021). Borik asit’in akciger kanseri hiicreleri
lizerine anti kanser etkileri calisilmis ve P53 proteinlerin seviyelerinin borik asit
tedavisiyle birlikte artis gosterttigi rapor edilmistir (Cebeci et al., 2022). Baska bir
calismada, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde borik asitin apoptoz
mekanizmasindaki etkileri incelenmis ve p53 protein ekspresyon seviyesinde 6nemli bir
degisiklige neden olmadigi rapor edilmistir (Scorei et al., 2008). Barranco ve
arkadaslarinin calismasinda, prostat kanseri hiicreleri borik aside maruz birakilmigtir. p53
ekspresyonunda herhangi bir degisiklik gézlenmedigi bildirilmistir (Barranco & Eckhert,
2006).
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Bu calismada 1sirgan otu, borik asit ve 1sirgan otutborik asidin p53
konsantrasyonuna etkileri incelenmistir. Isirgan otu ve borik asitin p53 seviyelerini
artirdigi, 1sirgan otutborik asit kombinasyonunun ise p53 seviyelerini azalttigi
goriilmiistiir. Isirgan otu ve borik asit kombinasyonu p53 seviyelerini azaltarak apoptozun
olumsuz etkilediginden; kanser tedavisi kullanimi konusunda daha temkinli olunmasi
gerektigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, sadece 1sirgan otu veya sadece borik asit
kullanimimin p53 konsantrasyonlarim1 artirarak apoptozu olumlu etkileyebilecegi
gorlilmiistiir ve bu artiglar litaratiirii de destekler niteliktedir. Isirgan otu ve borik asit

bilesenlerinin kanser tedavisinde potansiyel bir kullanimi olabilecegi gosterilmistir.

Bax, apoptozun igsel yolunun temel diizenleyicilerindendir. Apoptotik uyaran
lizerine, apoptozda 6nemli bir adim olarak kabul edilen ge¢irgenlestirmeye aracilik etmek
icin mitokondriyal dis membranda aktive edilir (Pefia-Blanco & Garcia-Séez, 2018).
Yapilan bir ¢calismada 1sirgan otu yapraklarinin sulu 6zii, akut miyeloid 16semi hiicre
hattinin proliferasyonunu azaltmistir. Ayrica, proapoptotik protein Bax ekspresyonunu
artirarak ve antiapoptotik protein erken ve gec¢ asamalarda hiicre dongiisiinii GO fazina
durdurabildigi ve hiicre apoptozunu artirabildigi gosterilmistir (Rizk et al., 2017). Yapilan
bir diger ¢alismada isirgan otunun farkli konsantrasyonlarda hepatokarsinom hiicre
hattinda ve kolon kanseri hiicre hattinda antiproliferatif etkiler gosterdigi saptanmigtir ve
Bax oraniin arttig1 gozlenmistir (Kardan et al., 2020). Bir arastirmada, akciger kanseri
hiicrelerinde yapilan deneylerde farkli konsantrasyonlardaki borik asitin etkisi
incelenmistir. Borik asit akciger kanseri hiicrelerindeki BAX geninde ekspresyon
seviyesini artirmistir (Genet et al., 2021). Glines ve arkadaglarinin (2023) yaptiklari bir
calismada zamana ve doza baglh olarak borik asit hiicre canliligin1 baskilamis ve Bax
proteininin belirgin bir sekilde artmasina saglamistir (Eroglu Gunes, 2023). Yapilan bir
caligmada 1sirgan otu yapraginin sulu ekstraktinin doza bagl anti-proliferatif etkisi MCF-
7 hiicreleri iizerinde gozlenmistir. Bax proteinlerin artis1 ile apoptozdaki artis
iligskilendirilmistir (Fattahi et al., 2013). Bu ¢alismada litaratiir verilerinin aksine 1sirgan
otu ve borik asit Bax konsantrasyonunu diislirmiistiir ve apoptotik etki géstermemistir.
Ayni sekilde kombinasyonlari da apoptotik etki gostermemistir. Kanser tedavisinin

hedeflenen etkilerinin anlagilabilmesi i¢in Bax seviyeleri 6nemli bir sisteme sahiptir. Bu
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nedenle, Bax'in arttirllmasi veya azaltilmasinin belirlenmesi, yeni kanser tedavisi

teknolojisinin gelistirilmesine katki saglayabilir.

Sitokrom C, mitokondride bulunan bir proteindir. Apoptoz sirasinda
mitokondriden sitoplazmaya salinir ve burada hiicre 6liimiine yol acan bir dizi olay1
aktive eder (Nur Ahsani, 2014). Hacioglu ve arkadaslarinin (2020) prostat kanseri ile
ilgili bir ¢aligmasinda 24 saat boyunca uygulanan borik asit; Sitokrom C diizeyini 6nemli
ol¢tide artirarak apoptotik yollarin etkili bir sekilde baslattig1 gdzlenmistir (Hacioglu et
al., 2020). Yapilan bir diger calismada, meme kanseri hiicreleri iizerinde borik asit’in
Sitokrom C seviyelerinde bir farklilik yaratmadigi gozlenmistir (Scorei et al., 2008).
Glines ve arkadaslarinin (2023) calismasinda borik asitin, insan pankreas kanseri
hiicrelerinde hiicre canliligin1 azalttigi ve Sitokroc C espresyonunun onemli 6l¢iide
artirdig1 saptanmistir (Eroglu Gunes, 2023). Bu ¢alismada, meme kanseri hiicre hattinda
1sirgan otu, borik asit ve 1sirgan otutborik asit kombinasyonunun Sitokrom C
konsantrasyonu {izerindeki etkileri incelendiginde 1sirgan otu ve borik asit’in
konsantrasyonu artirarak apoptotik etki gosterdigi gézlenmistir. Isirgan otu+borik asit
konsantrasyonunun ise apoptotik etkisi gézlenmemistir. Hiicre 6liimiine yol acan bir dizi
olay1 aktive eden Sitokrom C’nin konsantrasyonunu artiran veya azaltan bilesiklerin

belirlenmesi, kanser tedavisi i¢in yeni hedeflerin belirlenmesinde katki saglayacaktir.

Kalpainler, transkripsiyon, hayatta kalma, cogalma, apoptoz, géc ve istila dahil
olmak iizere ¢esitli hiicresel siireclerde onemli roller oynayan kalsiyumla aktive olan
sistein kalpainler potansiyel anti-kanser hedefleri olarak kabul edilmektedir (Leloup &
Wells, 2011). Kalpain ailesinin proteolitik aktivitesinin ¢ok sayida hiicre i¢i proteini
diizenledigini ve hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi, hiicre yapismasi, gog,
proliferasyon ve apoptoz dahil olmak {izere gesitli hiicresel islemlerde rol oynadigi
gosterilmistir (Gora & Latajka, 2015). Yapilan bir ¢alismada, MCF-7 hiicre hattinda
1sirgan otu Oziiniin kalpainl seviyesini artirdig1 ve apoptotik etki gdsterdigi gozlenmistir
(Fattahi et al., 2013). Li ve arkadaslarinin (2017) yaptiklar1 c¢alismada, kalpain
inhibitorlerinin, MCF-7 hiicrelerinin istilasini inhibe ettigi gosterilmistir (C. L. Li et al.,
2017). Yapilan bir ¢aligsmada, kalpainlerin apoptozu diizenleyebilecegi ve mitokondriyal

islev iizerine etki gosterebilecegi gosterilmistir (Smith & Schnellmann, 2012). Davis ve
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arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢calismada, endokrin tedavisi alan meme kanseri hastalarinda
diisiik kalpain ekspresyonunu, kétii sonuglar ile iligkilendirmislerdir (Davis et al., 2014).
Yapilan bir diger c¢alismada, prostat kanseri hiicreleri lizerinde kalpain inhibitoriiyle
tedavinin hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Wang
et al., 2020). Yapilan bir calismada, kalpainin meme kanseri ilerlemesinde, prognozunda

ve tedaviye yanitinda aktif rol oynadigini bildirilmistir (Storr et al., 2015).

Bu calisma, 1sirgan otu, borik asit ve 1sirgan otutborik asitin meme kanseri
hiicrelerinde kalpain protein konsantrasyonunu azalttigini gostermistir. Isirgan otu+ borik
asit kombinasyonunun kalpain konsantrasyonunu azaltmada ki etkisi 1sirgan otu ve borik
asite gore daha fazladir. Bu bilesenlerin meme kanseri tedavisinde kullanimina yonelik

daha ¢ok arastirma yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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6 SONUC

Kanser, viicudun normal hiicrelerinin kontrolsiiz ve anormal bir sekilde biiytliyerek
viicudun diger bolgelerine saldirdigi ve yayildigr bir grup hastaliktir. Kansere karsi
savagmak i¢in dogal, sentetik veya biyolojik ajanlar kullanilarak tiimor baskilayabilen
veya Onleyebilen tedaviler uygulanir. Bitkiler, kanser Onleyici tedavi i¢in adjuvan,
tamamlayici veya alternatif bir kaynak olarak kullanilabilir ve umut vericidir (Esposito et

al., 2019).

Isirgan otunun literatiirde antiproliferatif antikanser kemopreventif belirlenmis
etkileri mevcuttur. Bu etkileri yapisinda bulunan ¢ok sayida flavanol glikozitleri
vasitasiyla gerceklestirdigi belirtilmektedir. Hem polifenollerin hem de karotenoidlerin
onleyici aktivitesi, 1sirgan otunun kanser gibi hastaliklara kars1 saglig gelistirici etkileri
ile iligkilidir. Borik asitin kemo-0nleyici rolii, MCF-7 hiicre hattin1 kullanarak borik
asit’in meme kanseri tlizerinde benzer bir anti-kanser etkisi olup olmadigini belirleme
cabasina tesvik etmistir. Borik asit testosteron, dstrojen gibi meme kanseri gelisiminde
rol alan cesitli mekanizmalar ilizerinde etkin olmakla birlikte hiicre kiiltiirii ve diger

caligmalarda kanser tiirleri i¢in antiproliferatif ve antitiimorijenik etki gostermektedir.

Elde edilen sonuglara dayanarak, bu ¢alisma MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
1sirgan otu, borik asit ve 1sirgan otu+tborik asit ekstrelerinin apoptoz iizerine etkilerini
aragtirmistir. Arastirmanin amaci, kanser tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecek
dogal bilesiklerin belirlenmesi ve alternatif tedavi segeneklerinin ortaya konmasidir.
Isirgan otu ve borik asit kombinasyonunun apoptoz etkilerinin, literatiirde kombine olarak
heniiz ¢alisilmamis olusu bu calismay1 6zgiin kilmaktadir. P53, BAX, Sitokrom C ve

CAPN-1 markerlar1 kullanilarak yapilan analizler sonucunda su bulgular elde edilmistir:

P53 konsantrasyonlar1 6lgiildiigiinde, 1sirgan otu ve borik asit uygulamalarinin
kontrol grubuna goére anlaml bir artig ile farklilik yarattigi ve apoptozu destekledigi
gozlenmistir. Bu sonuglar, 1sirgan otu ve borik asitin kanser hiicrelerinde p53
aktivasyonunu artirarak hiicre 6liimiinii tetikleyebilecegini gostermektedir. Bununla

birlikte, 1sirgan otutborik asit kombinasyonunun p53 konsantrasyonunu azaltarak
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apoptozu desteklemedigi tespit edilmistir. Bu bulgu, kombinasyon tedavisinin p53

yolaklar iizerindeki etkilerini daha ayrintili sekilde arastirmay1 gerektirmektedir.

Bax konsantrasyonlar1 dl¢tildiiglinde, 1sirgan otu ve borik asit uygulamalarinin
kontrol grubuna gore anlamli bir azalis ile farklilik yaratti1 ve apoptozu desteklemedigi
gozlenmistir. Isirgan otu+ borik asitin kontrol grubuna gére Bax konsantrasyonlarinda
anlamli bir degisiklik olusturmadigi belirlenmistir. Bu sonuglar, 1sirgan otu+ borik asitin
kanser hiicrelerinde Bax aktivasyonunu etkilemedigini gdostermektedir. Ancak, diger
apoptotik yolaklar veya mekanizmalar {izerindeki etkileri daha ayrintili olarak

incelenmelidir.

Sitokrom C konsantrasyonlar1 o6lgiildiigiinde, 1sirgan otu ve borik asit
uygulamalarinin kontrol grubuna gore artirarak anlamli bir farklilik olusturdugu ve
Sitokrom C konsantrasyonlarinin apoptozu destekledigi tespit edilmistir. Bu bulgular,
1sirgan otu ve borik asitin mitokondriyal apoptoz yolaklarini etkileyerek hiicre limiinii
uyardigini gostermektedir. Ancak, 1sirgan otu+borik asit kombinasyonunun Sitokrom C
konsantrasyonlarinda anlamli bir farklilik olusturmadigi belirlenmistir. Bu durum,
kombinasyon tedavisinin Sitokrom C salinimi {izerindeki etkilerini daha fazla aragtirmay1

gerektirmektedir.

CAPN-1 konsantrasyonlart ol¢iildiglinde, 1sirgan otu, borik asit ve 1sirgan
otutborik asit uygulamalarinin kontrol grubuna gore CAPN-1 konsantrasyonlarini
anlamli olarak azalttig1 ve apoptotik etki gdstermedigi saptanmistir. Bu sonuglar, bu
bilesiklerin CAPN-1 enzimi {izerinde dogrudan etkili olmadigini ve kanser hiicrelerinde

baska mekanizmalar araciligryla hiicre 6liimiinii tetikleyebilecegini gostermektedir.

Bu calismanin sonuglari, 1sirgan otu ve borik asitin meme kanseri hiicrelerinde
apoptozu uyardigini ve potansiyel anti-kanser etkilerine sahip oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte, 1sirgan otutborik asit kombinasyonunun etkileri daha fazla
arastirilmalidir. Sonug olarak, bu ¢aligma 1sirgan otu, borik asit ve 1sirgan otu+borik asit
ekstrelerinin meme kanseri hiicreleri tizerindeki apoptotik etkilerini degerlendirmistir.

Elde edilen bulgular, 1sirgan otu ve borik asitin p53 ve sitokrom C {iizerinde etkili
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oldugunu ve apoptozu destekledigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, Bax ve CAPN-

1 tizerindeki etkileri sinirli veya istatistiksel olarak anlamli degildir.

Bu calismanin sonuglari, 1sirgan otu ve borik asittin potansiyel anti-kanser
etkilerini vurgulamaktadir. Bu dogal bilesiklerin kanser tedavisi alaninda alternatif ve
tamamlayict tedavi secgenekleri olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, ileriki ¢aligmalarda bu kombinasyonun etkinligi ve
mekanizmalar1 daha ayrintili bir sekilde incelenmelidir. Bu bulgular, daha fazla deneysel
ve klinik c¢aligmalarla desteklenmeli ve mekanizmalart daha ayrintili olarak

arastirilmalidir.
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