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Mentha pulegium L. BITKISINDEN ELDE EDILEN EKSTRAKTIN
MEME KANSERI HUCRE HATTI (MCF 7) UZERINDEKI
APOPTOTIK VE ANTIPROLIFERATIF ETKIiSi
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Tibbi Biyoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Mart 2021
Damsman: Prof. Dr. Nurhan CUCER

OZET

Meme kanseri, diinya capinda kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tipidir ve
kadinlarda kansere bagl oliimlerde ilk sirada bulunmaktadir. Meme kanseri deri disi
malignant bir tiimordiir. Genel olarak, geleneksel kanser tedavi segenekleri (cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi, biyolojik terapi ve hormon tedavisi) tamamen etkili
degildir. Meme kanseri hastalarinda niiks ve diger patolojik durumlar, yan etkiler,
normal hiicrelerde ilaclarin toksisitesi ve tiimdrlerin agresif davranislari nedeniyle hala
bir sorundur. Bu bakimdan meme kanseri tedavisi ve yardimci yontemler aragtirmacilar
icin umut verici ve zorlu bir alani temsil eder. Son birka¢ yilda, meme kanseri ge¢misi
olan kadmlar tarafindan fitoterapotik tirtinler ve besin takviyeleri gibi bazi tamamlayici
ilag tiirlerinin kullanimi 6nemli Ol¢iide artmustir. Pennyroyal olarak bilinen Mentha
pulegium, Lamiaceae familyasinda ve nane cinsinde ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Mentha
pulegium, yaygin olarak sifali bir bitki, bitkisel ¢ay ve aroma maddesi olarak kullanilir.
Bu ¢alismada meme kanseri hiicre hattinda (MCF 7) Mentha pulegium L. bitikisinden
elde edilen sulu ekstraktin apoptotik ve antiproliferatif etkilerinin arastirilmasi

amagclanmistir.

Bu calismada MCF-7 hiicre hatt1 lizerine Mentha pulegium L. sulu ekstraktinin farkli
konsantrasyonlari uygulandi ve sitotoksik aktiviteleri 24 ve 48. saatte MTT yontemi
kullanilarak belirlendi. Mentha pulegium L. ekstrakti igin apoptotik etkileri belirlemek

amaciyla Giemsa boyama yontemi kullanildi.

Proliferasyon testi sonucunda, Mentha pulegium L.’nin farkli dozlari ile 24 saat
etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde % canlilik oranlar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 24 saatlik uygulamada hiicre canliliginin giderek azaldigi goriilmiistiir.

Mentha pulegium L.’nin en iyi 100 mg/ml’lik konsantrasyonda proliferasyonu



vii

baskiladig1 belirlenmistir. Mentha pulegium L.’nin farkli dozlari ile 48 saat etkilestirilen
MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde % canlilik oranlar1 istatistiksel olarak anlamh

bulunmamustir.

Giemsa boyamasi sonucunda, Mentha pulegium L.’nin farkli dozlar1 ile 24 saat
etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde % apoptotik hiicre sayisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Mentha pulegium L.’nin 100 mg/ml’lik konsantrasyonunda

apoptotik hiicre sayisinin % 27,3 ile en fazla oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada doza ve zamana bagli olarak Mentha pulegium L.ekstraktinin
MCF-7 hiicre kiiltiirlerinde proliferasyonu azalttigin1 ve az da olsa apoptotik oldugunu
gozlemledik. /n vivo deneyler ile daha ayrintili ¢alisilarak, terapotik bir ajan olarak
Mentha pulegium L. ekstraktinin meme kanseri tedavisinin gelisimine 6nemli katki

saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Mentha pulegium, Meme kanseri, MCF 7, Apoptoz
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THE APOPTOTIC AND ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF EXTRACT
FROM Mentha pulegium L. ON BREAST CANCER CELL LINE (MCF-7)

Mustafa Ozkan UYSAL

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Deparmant of Medical Biology, M.Sc. Thesis, March 2021
Supervisor: Prof. Dr. Nurhan CUCER

ABSTRACT

Breast cancer is the most common type of cancer among women worldwide and it is the
leading cause in cancer-related deaths for women. Breast cancer is a nonskin malignant
tumor. In general, conventional cancer treatment options (surgery, radiotherapy,
chemotherapy, biological therapy and hormone therapy) are not completely effective.
Recurrence and other pathologic situations in breast cancer patients are still an issue due
to side effects, toxicity of drugs in normal cells and aggressive behaviour of tumours. In
this regard, breast cancer treatment and adjuvant methods represent a promising and
challenging area for researchers. In the last few years, the use of some types of
complementary drugs, such as phytotherapeutic products and nutritional supplements by
women with a history of breast cancer has increased significantly. Mentha pulegium,
known as pennyroyal, is a herbaceous perennial plant in the Lamiaceae family and in
the mint genus. Mentha pulegium is widely used as a medicinal herb, herbal tea and
flavoring agent. In this study, it was aimed to investigate the apoptotic and
antiproliferative effects of the aqueous extract obtained from Mentha pulegium L. plant
on breast cancer cell line (MCF 7).

In this study, different concentrations of Mentha pulegium L. aqueous extract were
applied on the MCF-7 cell line and cytotoxic activities were determined at 24 and 48
hours using MTT method. Giemsa staining method was used to determine apoptotic

effects for Mentha pulegium L. extract.

As a result of the proliferation test, the % viability rates in MCF 7 cell cultures that
were interacted with different doses of Mentha pulegium L. for 24 hours were found to
be statistically significant. It was observed that the cell viability decreased gradually
during the 24-hour application. It was determined that Mentha pulegium L. suppresses
proliferation at a concentration of 100 mg / ml. The % viability rates in MCF 7 cell



cultures that were interacted with different doses of Mentha pulegium L. for 48 hours

were not found to be statistically significant.

As a result of Giemsa staining, the number of apoptotic cells % in MCF 7 cell cultures
that were interacted with different doses of Mentha pulegium L. for 24 hours was found
to be statistically significant. It was determined that the number of apoptotic cells at 100

mg / ml concentration of Mentha pulegium L. was found to be the highest with 27,3%.

In conclusion, in this study, we observed that depending on the dose and time, Mentha
pulegium L. extract decreased proliferation in MCF-7 cell cultures and was slightly
apoptotic. We believe that further study with in vivo experiments will make a
significant contribution to the development of breast cancer treatment as a therapeutic

agent.

Key words: Mentha pulegium, Breast cancer, MCF 7, Apoptosis
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya ¢apinda, kadin meme kanseri 2020 yilinda en sik teshis edilen kanser tiirii olup,
kanser bagimli Oliimler siralamasinda besinci sirada yer almaktadir (Sung ve ark.,
2021). Meme kanseri, meme dokusunda normal hiicre isleyisini saglayan
mekanizmalarin bozulmasi sonucunda kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasina bagli olarak

meydana gelmektedir (Bomford ve Sherriff, 1993).

Ustiin tanilama becerilerine ve son on yildaki tedavisinde degerli ilerlemelere ragmen,
kadinlarda diinya genelinde en sik goriilen kanser tiirlerinden birini ve kanser
Oliimlerinin 6nde gelen nedenini temsil eden meme kanseridir (Rossi ve ark., 2014).
Meme kanseri ile ilgili epidemiyolojik parametreler (6rnegin insidans, mortalite ve sag
kalim oranlar) iilkeler ve bolgeler arasinda dnemli 6lgiide farklilik gostermektedir. Bu
farkliliklar saglik aligkanliklari, yasam tarzi degisiklikleri (6rnegin diyet degisiklikleri),
radyasyona maruz kalma, aile Oykiisii, adet dongiisii diizenlerinde ilgili degisiklikler,
erken teshis ve meme kanseri ile ilgili mevcut bilgilere erisim gibi ¢esitli faktorlere

atfedilebilir (Lina, 2012).

Teshis asamas1t meme kanseri i¢in hem prognostik hem de tedavi stratejilerini etkiler. Su
anda, standart tedavi protokolii, memedeki kanseri kaldirmak veya yok etmek seklinde
yerel veya cerrahi tedavi, radyasyon ve tibbi onkoloji (kemoterapi, immiinoterapi ve
hormonal tedavi) gibi sistemik tedavileri igeren farkli multidisipliner bir yaklasimi
birlestirmektedir (Rossi ve ark., 2014).

Son yillarda 6zellikle bu yontemlerin yaninda sik¢a yardim alinan yontemlerden biri de

tamamlayici ve alternatif tip da denilen bitkisel tirtinlerdir.

Bitkiler, birgok kanser tiiriiniin tedavisi i¢in son derece etkili geleneksel ilaglarin ana
kaynag1 olmustur ve antikanser tedavisi i¢in kullanilan toplam ajanlarin % 60'indan

fazlasi, bitkilerden veya deniz ve mikro organizmalardan elde edilmektedir (Cragg ve



Newman, 2005). Kemoterapiler ve radyoterapilerle iligkili ciddi yan etkiler nedeniyle,
yakin zamanda dogal kaynaklardan alternatif ve licretsiz ilaglar aramaya yonelik bir
artis gézlenmistir (Lee, 2010). Lamiaceae familyasindan tiiretilen birgok bitkisel iiriin
potansiyel antikarsinojenik ozellikler gostermistir (Chen ve ark., 2005; Kwak ve ark.,
2009). Bu tip etkileri izerinde durulan bu familya tiyelerinden biri de Mentha pulegium
bitkisidir.

Yaygin olarak kullanilan bu besin takviyesi bitkinin antikarsinojenik etkilerinin
degerlendirilmesi, sadece antikanser Ozelliginde yer alan kesin molekiiler
mekanizmalar ele almak i¢in degil, ayn1 zamanda bu uygun ve hayati dogal kaynaktan

terapotik varliklar gelistirmek ve kritik bilgiler edinmek i¢in 6nemlidir.

Bu calismada; tilkemizin Diizce ilinden toplanan Mentha pulegium bitkisinden elde
edilen ekstraktin meme kanseri hiicre hattinda (MCF 7) zamana ve doza bagl olarak

apoptotik ve antiproliferatif etkilerinin tespiti amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser ve Tarihgesi

Kanser, viiciittaki hiicrelerin kontrolsiiz biiyiime ve yayilmasiyla karakterize bir hastalik
grubudur. Eger yayillma kontrol edilemezse oliimle sonuglanabilir. Kanser, viicudun
herhangi bir yerinde diizensiz hiicre boliinmesinden kaynaklanan tiimor olusumu olarak
da tanimlanir. Popiilasyonlarda 6liim sebebi olan en tehlikeli saglik problemlerinden biri
de kanserdir. Tiitlin, kimyasallar, radyasyon ve bulasici organizmalar gibi dis etmenler
ya da kaliimsal mutasyonlar, hormonlar, immiin kosullar ve metabolizmadan
kaynaklanan mutasyonlar gibi i¢ etmenler kanser nedenlerindendir (http://www.cancer.
org, Erisim tarihi: 12 Kasim 2008).

DNA'daki bozulma sonucu kanserli hiicreler meydana gelir. Viicut genellikle DNA’da
olusan hasar1 onarabilir. Kanser hiicrelerinde hasarli DNA tamir edilmez. Kat1 kanserler
tiimdr olustururken, bazi kanser cesitleri (0rnegin; 16semi) timor olusturmazlar. Bunun
yerine, bu kanser hiicreleri kanda ve kani olusturan organlarda bulunur ve biiyiidiikleri
diger dokularda dolasirlar. Genellikle, kanser hiicreleri biiylimeye basladiklar1 viicudun
diger bolgelerine giderler ve normal dokularin yerini alirlar. Bu siirece metastaz denir.
Bir kanserin nerede yayilacagma bakilmaksizin, her zaman bagladigi yere gore
adlandirilr. Ornegin, karacigere yayilan meme kanserine, karaciger kanseri degil meme

kanseri denmektedir (Kars, 2008).

Tiim tiimorler kanserli degildir. Tyi huylu (benign) tiimérler viicudun diger bélgelerine
yayilmazlar (metastaz yapmaz) ve ¢ok nadir istisnalar harig¢, hayat: tehdit edici degildir.
Cesitli kanser tiirleri ¢ok farkli davranislar gosterebilir. Akciger kanseri ve meme
kanserinin ¢ok farkli hastaliklar olmasi buna 6rnek gosterilebilir. Biiylime oranlari ve

cevap verdikleri tedaviler farklidir (Croce, 2008).
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Timorlerin - siniflandirilmasi, konumlandiklart veya orjin aldiklart dokuya gore
yapilmaktadir. Meme, deri, lrogenital dokular gibi epitel hiicrelerden orjin alan
timorler karsinom, kemik, kikirdak ve kas gibi mezoderm hiicrelerden orjin alanlar
sarkom, salgi dokularindan orjin alanlar ise adenokarsinom  olarak
isimlendirilmektedirler. Lokosit ve lenfositlerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucunda ise

16semi ve lenfoma olusmaktadir (Dilsiz, 2009).

Kanser tiplerinin ¢ogu, hiicre i¢indeki diizenleyici yollar1 ve DNA uygunlugunu etkiler.
Calismalarin ¢ogu, kanser hiicreleri ve tiimor kiitlesinin neden oldugu molekiiler
bozukluklarin diizeltilmesine odaklanmigtir. 2020 yilinda diinya ¢apinda 19,3 milyon
yeni kanser vakasi (melanom olmayan cilt kanseri hari¢ 18,1 milyon) ve yaklasik 10,0
milyon kanser 6liimii (melanom olmayan cilt kanseri hari¢ 9,9 milyon) meydana geldi.
Kadin meme kanseri, tahmini 2,3 milyon yeni vaka (% 11,7) ile en sik teshis edilen
kanser olarak akciger kanserini geride birakti, bunu akciger (% 11,4), kolorektal (%
10,0), prostat (% 7,3) ve mide (5,6 %) kanserleri takip etti. Akciger kanseri, kanserden
Olimlerin (toplam kanser oliimlerinin% 18,0'1) baslica nedenidir, bunu kolorektal (%
9.4), karaciger (% 8,3), mide (% 7,7) ve kadin meme (% 6,9) kanserleri izlemektedir.
Akciger kanseri, erkeklerde en stk meydana gelen kanserdir ve kanserden oliimlerin
onde gelen nedenidir. Akciger kanserini, insidans siralamasinda prostat ve kolorektal
kanseri, mortalite siralamasinda ise karaciger ve kolorektal kanseri izlemektedir.
Kadinlarda meme kanseri en sik teshis edilen kanserdir ve kanserden Sliimlerin onde
gelen nedenidir. Meme kanserini, insidans siralamasinda kolorektal ve akciger kanseri,
mortalite siralamasinda ise akciger ve kolorektal kanseri izlemektedir. Rahim agzi
kanseri hem insidans hem de mortalite i¢in dordiincii siradadir. Bununla birlikte en sik
teshis edilen kanser ve kanser Oliimiiniin onde gelen nedeni, ekonomik gelisme
derecesine ve sosyal yasam tarzi faktorlerine bagh olarak {ilkeler arasinda biiyiik 6l¢iide

farklilik gostermektedir (Sung ve ark., 2021) (Sekil 2.1.).



Both sexes
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Sekil 2.1. Diinya genelinde 2020’de her iki cinsiyette yeni kanser vakalarmin ve
oliimlerinin ylizdeleri. Kaynak: GLOBOCAN 2020 (Sung ve ark., 2021)

Kanser, insanlar ve hayvanlar i¢in tarih boyunca kaydedilmistir. Bu nedenle tarihin
baslangicindan beri insanlarin kanser hakkinda yazmis olmalari sasirtict degildir. En
eski kanser kanitlari arasinda fosillesmis kemik timorleri, eski Misir'daki insan
mumyalar1 ve eski el yazmalar1 bulunur. Mumyalarda osteosarkom adi verilen kemik
kanserini diigiindiiren bliytime goriilmiistiir. Bag ve boyun kanserinde de goriildiigii gibi
kemik kafatas1 yikimi da bulunmustur. En eski kanser tarifimiz (kanser kelimesi
kullanilmamasma ragmen) Misir'da kesfedilmistir ve M.O. 3000 yillarma kadar uzanir.
Buna Edwin Smith Papiriis denir ve travma cerrahisi tizerine eski bir Misir ders
kitabinin bir parcasinin kopyasidir. Yangin tatbikati ad1 verilen bir aletle koterizasyon
ile ¢ikarilmis 8 tiimor veya meme lilseri vakasim tarif eder. Yazi, hastalik hakkinda

“Tedavi yok” demektedir (http://www.cancer.org, Erisim tarihi: 10 Kasim 2019).

Kanser kelimesinin kokeni, “Tibbin Babasi” olarak kabul edilen Yunan hekimi
Hipokrat'a dayandirilir. Ulser olusturmayan ve iilser olusturan tiimérleri tanimlamak
i¢in karsinoz ve karsinoma terimlerini Hipokrat kullanmistir. Yunanca'da, bu kelimeler
bliylik olasilikla hastaliga uygulanan bir yengecten sz eder, ¢iinkii parmak benzeri
cikintilar bir kanserden yayilir ve yenge¢ seklini akla cagristirir. Roma hekimi Celsus
(M.O. 28-50), daha sonra Latince yenge¢ olan sdzciigii Yunanca kansere cevirmistir.

Baska bir Yunan doktor olan Galen (M.S. 130-200) tiimoérleri tanimlamak i¢in oncos


https://www.cancer.org/cancer/osteosarcoma.html
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(Yunanca’da sislik) kelimesini kullanmistir. Her ne kadar Hipokrat ve Celsus'un yengeg
analojisi hala kotii huylu tiimorleri tanimlamak i¢in kullanilsa da, gliniimiizde Galen’in
terimi, kanser uzmanlar1 (onkologlar) adinin bir pargasi olarak kullanilmaktadir

(http://www.cancer.org, Erisim tarihi: 10 Kasim 2019).

Diinyada ve iilkemizde oliim sebepleri igerisinde kanser ikinci sirada bulunmaktadir.
Diinya capinda yaklasik her 6 éliimden biri, iilkemizde ise her 5 6liimden biri kansere
bagl olarak gerceklesmektedir (http://www.who.int, Erisim tarihi: 5 Haziran 2018;
https://hsgm.saglik.gov.tr, Erisim tarihi: 2 Subat 2021). Kansere bagli oliimlerin
yaklagik licte biri; tiitiin kullanimi, yetersiz fiziksel aktivite ve alkol kullanimi, yiliksek
beden kiitle indeksi (fazla kilolu ya da sigman olma), meyve ve sebzeyi az tiikketme gibi
risk faktorlerinden kaynaklanmaktadir. Kanser i¢in en Onemli risk faktorii olan ve
kanser Oliimlerinin yaklasitk % 22’sinden sorumlu olan tiitin kullanimidir

(http://www.who.int, Erigim tarihi: 5 Haziran 2018).

Gelismis ve az gelismis tlkelere gore Kanser insidans hizlari ve profilleri degisik
olabilir. Gelismis iilke erkeklerinde 6rnegin; Orta ve Dogu Avrupa’da en fazla akciger
ve prostat kanseri, kadinlarinda ise meme ve kolorektal kanseri goriiliirken, ABD’de
erkeklerde en fazla prostat ve akciger kanseri, kadinlarda ise meme ve akciger kanseri
goriilmektedir. Bati Asya iilke erkeklerinde akciger, prostat ve kolorektal kanseri,
kadinlarinda ise meme ve kolorektal kanseri daha fazla goriilmektedir. Ulkemizde ise
erkeklerde en fazla akciger, prostat ve kolorektal kanserleri goriiliirken (Sekil 2.2.),
kadinlarda ise meme, tiroid ve kolorektal kanserleri daha fazla goriilmektedir (Jemal ve
ark., 2006; https://hsgm.saglik.gov.tr, Erisim tarihi: 2 Subat 2021) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.2. Erkekler Arasinda En Cok Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize
Edilmis Hizlar (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2016) (Diinya Standart Niifusu, 100.000
Kiside) (https://hsgm.saglik.gov.tr, Erisim tarihi: 2 Subat 2021)
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Sekil 2.3. Kadinlar Arasinda En Cok Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize
Edilmis Hizlan (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2016) (Diinya Standart Niifusu, 100.000
Kiside) (https://hsgm.saglik.gov.tr, Erisim tarihi: 2 Subat 2021)

2012-2016 yillar1 arasinda Tiirkiye’de yasa standardize edilmis kanser hiz1 erkekler i¢in
259,9, kadinlar i¢in 183,2’dir (100.000 kiside) (Sekil 2.4.). Akciger kanseri erkeklerde

en sik goriilen kanserdir. Meme kanseri, kadinlarda en fazla goriilen kanser olmayi

surdiirmektedir.

Obeziteye bagh

kanserler daha c¢ok kadinlar

etkilemektedir

(https://hsgm.saglik.gov.tr, Erisim tarihi: 2 Subat 2021).
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Sekil 2.4, 2012-2016 Yillarindaki Cinsiyete Gore Tiim Kanserlerin Yasa Standardize
Insidans Hizlarimin Degisimi (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2012-2016) (Diinya
Standart Niifusu,100.000 Kiside) (https://hsgm.saglik.gov.tr, Erisim tarihi: 2 Subat
2021)

2.2. Meme Kanseri

Memenin terminal duktal-lobiiler tinitesinden kdken aldigi kabul edilen meme kanseri,
histolojik olarak in situ ve invaziv karsinomlar olarak ayrilmaktadir. In situ karsinomda;
bazal membran i¢inde sinirh iken, invaziv karsinomda; bazal membrani delip ge¢mistir.
Invaziv tip uzak organ metastazi ile sonuclanir (http://www.cancer.gov, Erisim tarihi:
13 Kasim 2018).

Diinya ¢apinda, kadinlar arasinda en fazla tan1 konan kanser ¢esidi meme kanseridir.
Mortalite diiserken, meme kanseri kadinlarda kanser 6liimleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Kisisel veya aile meme kanseri 0ykiisii olan kadinlar, adet donemleri erken
baslayan ve hayatin sonlarinda biten, yakin zamanda oral dogum kontrol hapi veya
postmenopozal Ostrojen ve progestin kullanan, son zamanlarda hi¢ ¢ocugu olmayan
veya ilk ¢ocugunu almayan menopoz sonrasi obezite ile 30 yas ve alkollii icki tiikketenler

risk altindadir (http://info.cancerresearchuk.org, Erisim tarihi: 18 Eyliil 2008).

Risk faktorlerinin tespit edilmesi, erken teshis ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ile
6liim oranlarinin diistiriilmesi saglanabilir. Meme kanseri tedavisi, timoriin lokal olarak
¢ikarilmasi, memenin cerrahi olarak ¢ikarilmasi, radyasyon tedavisi, kemoterapi,

hormon tedavisi olabilir. Timoér boyutu, evre ve hasta tercihine ek olarak diger
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ozellikler tedavi tipi seg¢iminde Onemli faktorlerdir (http://www.cancer.org, Erisim
tarihi: 12 Kasim 2008).

In vitro ¢alismalarda bilim insanlarinin tiimor tipleri i¢in model hiicre hatlarina
ihtiyaglar1 vardir, bu nedenle model hiicre hatlarinda bazi molekiiler analizler yapilir.
MCF-7, meme epiteli karsinomu i¢in bir model hiicre hattidir (http://www.cancer.org,
Erisim tarihi: 12 Kasim 2008).

2.3. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Kanser vaka sayist diinya ¢apinda iilkelerde genel bir artis gostermektedir. 2020'de her
iki cinsiyet birlikte, tiim vakalarin yaklasik yarisinin ve kanser 6liimlerinin % 58,3'{inlin
Asya'da gergeklesecegi tahmin edilmektedir. Asya’da kiiresel niifusun % 59,5'i ikamet
etmektedir. Avrupa, kiiresel niifusun % 9,7'sini temsil etmesine ragmen, toplam kanser
vakalarmin % 22,8'ini ve kanser oOliimlerinin % 19,6'sim1  olustururken, bunu
Amerika'nin toplam kanser vakalarinin % 20,9'u ve kanser oliimlerinin % 14,2'si
izlemektedir. Afrika’da ise kanser insidans1 % 5,7 iken mortalite % 7,2’dir. Ayrica 2020
istatistikleri, diisiik veya orta Insani Gelisme Endeksi (HDI) olan iilkelere oranla,
yiksek HDI'ye sahip olan iilkelerde kanser insidansinin 2-3 kati oldugunu

gostermektedir (Sung ve ark., 2021).

Diinya ¢apinda 2020 yilinda, her iki cinsiyette kanserden 6limlerin 6nde gelen sebebi
akciger kanseridir. 2,2 milyon yeni akciger kanseri vakasi ve yaklasik 1,8 milyon 6liim,
5 (% 18,0) kanser Oliimiiniin 1'ine yakindir (Sekil 2.5.). Kadinlar arasinda akciger
kanseri 25 iilkede kanserden dliimlerin 6nde gelen nedenidir (Sung ve ark., 2021) (Sekil
2.6.).

Diinya genelinde 2020'de yeni teshis edilen kadin meme kanseri vakalar: yaklasik 2,3
milyon ve kadmlar arasinda her 4 kanser vakasindan yaklasik 1'ini olusturmaktadir
(Sekil 2.5.). Hastalik, iilkelerin ¢ogunda en sik teshis edilen kanserdir (185'in 159°u)
(Sekil 2.7.) ve ayn1 zamanda 110 iilkede kanserden o6liimlerin temel nedenidir (Sung ve
ark., 2021) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.5. Diinya’da 2020 Yilinda En Sik Gorillen 10 Kanserin (A) Erkekler ve (B)
Kadinlar igin Vakalarin ve Oliimlerin Dagilimi. Her cinsiyet i¢in, pasta grafiginin alani
toplam vaka veya Oliim sayisinin oranini yansitir; melanom olmayan cilt kanserleri

(insidans i¢in bazal hiicreli karsinom hari¢) “diger” kategorisine dahil edilir (Sung ve
ark., 2021).
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Sekil 2.6. Diinya genelinde 2020'de Kadinlar Arasinda Ulkelere Gore En Yaygin
Kanser Olimciiliiginii Sunan Kiiresel Haritalar (Sung ve ark., 2021).
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Sekil 2.7. Diinya genelinde 2020'de Kadinlar Arasinda Ulkelere Gére En Sik Goriilen
Kanser Tipine Iliskin Kiiresel Haritalar (Sung ve ark., 2021).

Kisisel veya ailede meme veya yumurtalik kanseri Oykiisii ve kalitsal mutasyonlar

(BRCAL, BRCA2 ve diger meme kanseri duyarlilik genlerinde) dahil kalitsal ve genetik
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faktorler olmasina ragmen , meme kanseri vakalarmin % 5 ile % 10'unu olusturdugu
halde, gogmenlerin ¢alismalari; Kalitsal olmayan faktorlerin, gozlenen uluslararasi ve
etnik farkliliklarin goriilme sikliginin ana itici giici oldugunu gdostermistir. Yiksek
riskli popiilasyonlara gé¢ eden disiik riskli popiilasyonlarin karsilastirilmasi, art arda
gelen nesillerde meme kanseri insidans oranlarinin arttigini ortaya koydu (Ziegler,

1993).

Diinya kanser insidansi ile iilkemizdeki kiyaslandiginda, erkeklerde ve kadinlarda diinya
insidansindan fazla oldugu gériilmektedir. Ulkemizdeki kanser insidansi, gelismislik
diizeyi yiiksek olan Avrupa Birligi iilkeleri ve Amerika gibi iilkelere oranla her iki
cinsiyet i¢cin de daha disiiktiir. Akciger kanseri, erkekler arasinda en fazla goriilen
kanserdir (Tablo 2.1). Kadinlar arasinda en sik goriilen meme kanseridir (Tablo 2.2).
Obezite nedenli kanserler daha fazla kadinlar1 etkilerken, kolorektal kanserler, her iki
cinsiyette de tcilincii sirada bulunmaktadir (https://hsgm.saglik.gov.tr, Erisim tarihi: 2
Subat 2021).

Tablo 2.1. GLOBOCAN 2018 Verilerine Gore Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC) Tarafindan Yayinlanan Erkeklerde En Cok Goriilen Bes Kanser Cesidinin
Dagilim (https://gco.iarc.fr, Erisim Tarihi: 26 Haziran 2019)

Tiirkiyve* Dviinva Bafi1 Asya Orta ve Dogu ABD
Avrupa
1  Akciger Akciger Akciger Akciger Prostat
2  Prostat Prostat Prostat Prostat Akciger
3 Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal
4  Mesane Mide Mesane Mide Mesane
5 Mide Karaciger Mide MMesane WNHL

* Tiirkive Birlesik Veri Tabam. 2016

Tablo 2.2. GLOBOCAN 2018 Verilerine Gore Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC) Tarafindan Yayinlanan Kadinlarda En Cok Goriilen Bes Kanser Cesidinin
Dagilimi (https://gco.iarc.fr, Erisim Tarihi: 26 Haziran 2019)

Tiirkive* Diinva Bati1 Asya Orta ve Dogu ABD
Avrupa
1 Meme MMeme Meme Iveme Meme
2 Tiroit Kolorektal Kolorektal Kolorektal Akecifer
3  Kolorektal Akeciger Tiroit Uterus korpusu ~ Kolorektal
4  Uterus korpusu  Uterus serviksi Uterus korpusu Uterus servikst  Troit
5 Akciger Tiroit Akciger Akciger Uterus korpusu

* Tiirkuve Birlesik Ver: Tabani, 2016


https://hsgm.saglik.gov.tr/
https://gco.iarc.fr/
https://gco.iarc.fr/

2.4. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Ailede meme kanseri oykiisii, genetik faktorler, adet diizeni, radyasyon, uzun siire agiz
yolu ile ilag alimi, meme kanseri risk faktorii (BRCA1, BRCA2) genlerinde olusan
mutasyonlar meme kanseri risk faktorlerindendir (Jemal ve ark., 2008). Meme kanseri
ile BRCA genlerinde tespit edilen mutasyonlarin iliskili oldugu tespit edilmistir
(Bonadona ve ark., 2005) (Sekil 2.8.).

| MEME KANSER RISKLERI |

TN

Q// \

o = < o
9

i

Sekil 2.8. Meme kanseri gelisimini etkileyen risk faktorleri (Mavi renkli kutular artan
risk faktorlerini, yesil renkli kutular azalan risk faktorlerini gostermektedir.) (Chiuh,
2013).

2.5. Meme Kanserinin Tipleri

Meme kanserlerinin siniflandirilmast klinik veya histopatolojik olarak yapilmaktadir.
Kanser hiicrelerinin lokalizasyonu ve yayginligina gére meme kanserinin gesitli tipleri
bulunmasina ragmen, meme kanallarini olusturan hiicrelerde olusan duktal karsinom ve
memenin siit bezlerinde olusan ise lobiiler karsinom olarak iki ayri baglik altinda
incelenmektedir. Duktal ve lobiiler karsinomlar da kendi i¢lerinde yayilma gostermeyen
in situ ve yayilma ozelligi olan invaziv timorler olarak ikiye ayrilmaktadir. En sik
rastlanan meme kanseri tipi invaziv duktal karsinomdur (Sayek, 1996; Kumar ve ark.,
2008). Meme Kanseri; duktal karsinom in situ, lobiler karsinom in situ, invaziv

karsinom ve inflamatuvar karsinom tiplerine ayrilmistir.
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2.5.1. Duktal Karsinom in Situ

Siti meme ucuna tasiyan siit kanallarint doseyen hiicrelerin  kanserlesmeye

baslamasidir. Meme kanserinin ¢ok erken bir evresidir (Lopez ve ark., 2010; Ganz ve
ark., 2010) (Sekil 2.9.).

Sekil 2.9. Duktal kanserin goriiniimii (Ganz ve ark., 2010).
2.5.2. Lobular Karsinom in Situ
Siit iireten bezlerden (lobiiller) kaynaklanan anormal hiicre biiyiimesidir. Invaziv

kanserler arasinda ikinci sirada gelmektedir (Bamias ve ark., 2001; Hanby ve Hughes,
2008) (Sekil 2.10.).

Sekil 2.10. Lobular kanserin goriiniimii (Hanby ve Hughes, 2008).
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2.5.3. Invaziv (Yayilmaci) Meme Kanseri

Kanserli hiicrelerin baslangi¢ yerinden memenin farkli dokularina ya da viicudun baska

kisimlarina yayilis géstermesi ile olusur (Luck ve ark., 2008) (Sekil 2.11.).

Fibroadenoma Normal sGt kanal)

Kist

Apx‘: Kanal iginde tOmér baglangict

(Karsinoma in situ)

Fibrokistik

Tumor

rumor Tomorln kanal digina yayilmas:

Cukurha Cilt ——p—ié

Sekil 2.11. invaziv kanserin goriiniimii (Luck ve ark., 2008).
2.5.4. inflamatuvar Meme Kanseri

Sik goriilmeyen bir meme kanseri tiirlidiir. Kanser hiicreleri memedeki lenf kanallarini
tikadigindan, meme siser, kizarir ve sertlesir. Sikga memedeki bir enfeksiyon ile
karistirtlir (Luck ve ark., 2008).

2.6. Meme Kanserinde Tedavi Yaklasimlar:

Giliniimiizde meme kanserinde tedavi yaklasimlar: lokal ve sistemik kontrolii saglamaya
yoneliktir. Lokal kontrolii saglamada cerrahi ve postoperatif radyoterapi kombinasyonu
kullanilirken, sistemik tedavide kemoterapi, hormonal terapi, hedef molekiiler tedavi
uygulanabilmektedir. Meme kanserinde en etkin tedavi yontemi cerrahidir. Hastalarda
mastektomiye ek olarak prognostik amacli olarak aksiler lenf nodu diseksiyonu da
uygulanmaktadir. Giinlimiizde mikro metastazlarla ilerledigi bilinen meme kanseri
tedavisinde sistemik adjuvan tedavi uygulanimi yaygindir. Hastaligin evresi, hastanin
premenopozal ya da postmenopozal donemde olmasi, lenf nodu metastazi ve hormon

reseptor durumuna bagl olarak uygulanacak sistemik tedavi segenekleri degismektedir.
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Kemoterapi, hormonal tedavi ve hedef molekiiler tedaviler ayr1 ayri ya da kombine

olarak uygulanabilmektedir (Goldhirsch ve ark., 2003; Saurel ve ark., 2010).

Meme kanserinde kullanilan kemoteropatik ajanlar; Antrasiklinler, Taksanlar
(Paklitaksel, Dosetaksel), Gemsitabin, Kapesitabin, 5-FU, Siklofosfamid ve
Etoposide’dir. Bu ilaglarin kombinasyonu ile farkli kemoterapi protokolleri
olusturulmus ve uygulanmaktadir. Meme kanseri tedavisinde temel kemoterapatik
ajanlar antrasiklinler ve taksanlardir. Antrasiklinler, DNA baz dizilerinin arasina girip
DNA replikasyonunu bozarlar. Ayrica DNA topoizomeraz 2 inhibisyonu ile DNA
tamirini engelleyerek tiimor hiicrelerinin Sliimiine yol acgarlar. Diger Onemli grup
taksanlar ise tiibiilin depolimerizasyonunu azaltarak, mitoza 6zgii mikrotiibiil siirecini
bozar ve hiicreleri G2-M fazinda durdururlar. Bdylece hiicre proliferasyonunu

engellerler (Saurel ve ark., 2010).

Meme kanseri tedavisinde yaygin olarak uygulanan hormonal tedavi segenekleri;
Antiostrojenler (tamoksifen, fulvestrant), Aromataz inhibitorleri (anastrozole, letrozole),
LHRH-A ve progestinlerdir. Son yillarda biliyiime faktorleri reseptorlerine
(trastuzumab), stromal proteazlara ve anjiyogenezin inhibisyonununa (bevacizumab)

yonelik hedef terapotik uygulamalara da yer verilmektedir (Goldhirsch ve ark., 2003).

Yeni kemoterapatik ilaglar, antihormonal tedavi ve hedef molekiil tedavileri ile birgok
hastada basarili sonuglar elde edilse de, meme kanserindeki molekiiler ve genetik
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi ile meme kanserinin heterojen gruplu bir hastalik
oldugu ve bazi hastalarda giiniimiizde kullanilan ilaglarin olumlu sonuglar vermedigi
bilinmektedir (Saurel ve ark., 2010). Cogu kanserde hiicre proliferasyon ve dliimiinde
gorevli sinyal yolaklarindaki molekiilleri hedef alan tedavilerin gelistirilmesi iizerine

calismalar meme kanseri i¢in de yiiriitiilmektedir.
2.6.1. Paklitaksel

Paklitaksel (Taxol), Pasifik porsuk agacinin (Taxus brevifolia) kabugundan izole
edilmistir (Yang ve Horwitz, 2017). Paklitaksel, meme ve yumurtalik kanserinin
tedavisinde kullanilan en essiz ve basarili kemoterapotik ajanlar arasindadir (Fitzpatric

ve Wheeler, 2003). Kimyasal yapis1 Sekil 2.12°de gosterilmistir.
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Sekil 2.12. Taksol’iin kimyasal yapisi (Yang ve Horwitz, 2017).

Essiz antikanser mekanizmasi nedeniyle, halihazirda en basarili ve yaygin olarak
kullanilan dogal antikanser ilaglardan biridir. Tibiilinin mikrotiibiillere birlesmesini
Onleyen diger tiiblilin baglayict antikanser ilaglarin aksine, paklitaksel, tiibiilinin
mikrotiibiillere birlesmesini tesvik eder ve mikrotiibiillerin ayrismasini onler, hiicre
dongiisii ilerlemesini bloke eder, mitozu Onler ve kanser hiicrelerinin biiylimesini

engeller (Zhu ve Chen, 2019) (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Taksol’iin etki mekanizmasi (Fitzpatric ve Wheeler, 2003).
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2.7. Meme Kanseri Hiicre Hatt1 (MCF 7)’min Ozellikleri

1973 yilinda Dr. Soule ve meslektaslar1 tarafindan kurulan Michigan Kanser Vakfi
isminin kisaltmasi olan MCF-7 hiicreleri bir meme kanseri soyu olup, 1970 yilinin
Haziran ayinda metastatik hastaligi olan 69 yasindaki bir kadinin plevral efiizyonundan

izole edilmistir (Soule ve ark., 1973).

Morfolojik olarak epitelyaldir. insiiline benzeyen biiyiime (¢ogalma) faktorii baglanma
proteinlerini sentezlemekle birlikte WNT7B onkogeninin ekspresyonu bulunmaktadir.
HER-2 geninin ekspresyonu normal olarak gergeklesir. MCF-7 hiicreleri sitogenetik
olarak analiz edildiginde; kromozom sayilarinda anormallikler, hatali eslesmis bazlarin
tamir sisteminde bozukluklar goriilmektedir (Watanabe ve ark., 2001). MLH1 ve MSH2
gibi hatali eslesmis bazlarin diizeltilmesinde gorevli olan tamir proteinleri MCF-7
hiicrelerinde mutasyona maruz kaldigindan, hiicreler antikanser ajanlara karst direng
gelistirmektedir (Schwarz ve ark., 2002). Hiicre dongiisii kontrol noktalarindan siklin
D1’ de olusan mutasyonlar, meme kanseri ve pek c¢ok insan kanserinin olusumunda

oldugu gibi, MCF-7 hiicrelerinde de vardir (Nagasawa ve ark., 1998).

MCF-7 hiicre hattinda kaspaz 6, 7, 9 ile Bcl-2 ekspresyonu da oldukga etkili olmakla
birlikte, p53 ve p21 genlerinin ekspresyonu ve diizenlenmesi de normaldir (Nieves-
Neira ve Pommier, 1999). Ostrojen ekspresyonun artmasi ve buna bagli proliferasyon,
EGF’ den bagimsiz proliferasyom, artan c-ErbB-2 (Her-2/Neu) ekspresyonu (Rait ve
ark., 2001), N-ras ve Rb proteinlerinin hizli fosforilasyonu MCF-7 hiicrelerinin

¢ogalmasina neden olmaktadir (Sutherhland ve ark., 1999; Botos ve ark., 2002).
2.8. Hiicre Oliim Mekanizmalari

Yakin zamana kadar hiicre 6liimiiniin 2 yolla gergeklestigi diisiiniilmekteydi. Bunlardan
birincisi programli hiicre 6liimii olarak da tamimlanan apoptozdur. ikinci hiicre 6liim
sekli, apoptozun karsit1 olan ve rastlant1 sonucu ortaya ¢ikan, programsiz hiicre 6limi
de denilen nekrozdur. Apoptoz ile programli hiicre 6liimii yillarca es anlamli olarak
kullanilsa da, 1960 yilindan beri alternatif programli hiicre 6lim yollarinin oldugu
bilinmektedir. Omurgasizlarda tipik apoptoz morfolojisi ile uyusmayan programli hiicre
Oliimlerinin gdsterilmesi ve organogenez déoneminde goriilen hiicre 6liimlerinde de tipik

apoptoz morfolojisi gdzlenmemesi lizerine 1990°da Clark ve arkadaglar1 hiicre 6limiinii
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morfolojik olarak iige ayirmislardir. Hiicre 6liimiiniin morfolojik siniflandirilmasinda 3
tip hiicre oliimii vardir. Tip 1 hiicre 6liimii apoptoz, tip 2 hiicre 6limi otofaji, tip 3

hiicre 6liimii ise hon-lizozomal pargalanmadir (Gozuacik ve Kimchi, 2004).
2.8.1. Apoptoz (Programh Hiicre Oliimii)

Canlilarin yasam siirecleri boyunca karsilastiklar1 sayisiz kimyasal ve biyolojik olay
vardir. Bu siirecte herhangi bir sebepten dolay1 genetik olarak stabilitesi bozulan veya
istenmeyen bir hiicrede gergeklesen programli hiicre o6lim sekline apoptoz denir.
Apoptoz, patolojik ya da fizyolojik sartlar altinda olusabilir. Komsu hiicrelere zarar
vermeden ve iz birakmadan hedef olan hiicre ortadan kaldirilir. Yunanca kokenli
“apoptozis” terimi, ilk defa 1972 yilinda Kerr ve ark. tarafindan tanimlanmistir ve
“agactan diisen yaprak veya cicekten ayrilan petal” anlamimna gelmektedir. Apoptoz,
DNA hasar1 olusan ve dolayist ile kanserlesme potansiyeli olan hiicreleri yok eden
viicuttaki timor baskilama mekanizmalarindan biridir (Evan ve Vousden, 2001).
Canlilarda her giin yasamin devamliliginin saglanmasi i¢in bir¢ok hiicre dlmektedir.
Ancak hiicre boliinmesiyle hiicre oliimii dengede oldugundan bu durum sorun
olusturmamaktadir. Apoptozda 6liim sinyallerinin alinmasini takiben sitoplazmanin
yogunlugu artar, nukleus kii¢iiliir ve parcalanir, olusan pargalar fagositik hiicreler
tarafindan fagosite edilir, bu nedenle de inflamasyon goriilmez. Programli bir 6liim sekli
olmus olmast onu diger bir hiicre 6liimii olan nekrozdan ayiran 6nemli bir unsurdur.
Apoptozun aksine nekroz sadece patolojik kosullarda ortaya ¢ikar. Hiicreler su alarak
siser, membran biitliinligi kaybolur, DNA’da diizensiz par¢alanmalar gozlenir, hiicre
igerigi etraftaki dokulara dagilir ve bu durum yogun bir inflamasyon ile sonuglanir.
Apoptoz, 6liim sinyallerinin alinmasi ile baglar ve en son olarak fagositoz ile hiicrenin

ortadan kaldirilmasi ile sonuglanir (MacFarlane ve Williams, 2004).
2.8.1.1. Apoptozda Goriilen Morfolojik Degisiklikler

Apoptotik hiicrede, kromatin ipliklerin ¢ekirdek zarma dogru yogunlasmasi, hiicre zari
yapisi bozulmadan biiziislip sitoplazma yogunlagmasi ve iyi korunan organel yapilari
morfolojik olarak goriilen degisimlerdir. Bunu sirasiyla, 6zellesmis ylizeysel yapilarin
kaybi, sitoplazmik baloncuklarin ve membranla gevrili kiigiik pargalar da denilen
apoptotik cisimlerin olusumu izlemektedir (Mountz ve Zhou, 2001). Apoptozda gériilen
degisiklikler Sekil 2.14’te belirtilmistir (Huerta ve ark., 2007).
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Sekil 2.14. Apoptozda olusan morfolojik degisiklikler (Huerta ve ark., 2007).

Apoptoz hiicre iginden veya disindan gelen sinyallerle baglayan ve birbirini takip eden
bir olaylar zinciri olarak gergeklesir. Bu mekanizma;

I) Apoptozun baslatilmasi,

IT) Hiicre icindeki proteazlarin (kaspazlarin) aktiflesmesi,

IIT) Hiicrede bir ¢ok morfolojik ve biyokimyasal degisikligin meydana gelmesi,

IV) Fagositoz, olmak iizere dort asamada gergeklesmektedir (Thompson, 1999).
2.8.1.2. Apoptozda Rol Oynayan Molekiiller

Apoptoz mekanizmasinin diizenlenmesinde p53, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller, kaspazlar,
sitokrom-c gibi proteinler, mitokondriyonlar, kalsiyum ve seramid gibi molekiiller
onemlidir. Kalsiyum apoptoz siiresince hiicre igine girer. Endoniikleaz, proteaz ve
transglutaminaz ~ aktivasyonunda, gen regilasyonunda ve hiicre  iskeleti

organizasyonunda, kalsiyum iyonlar1 rol oynamaktadir (Coskun ve Ozgiir, 2011).
2.8.1.2.1. p53

Bir transkripsiyon faktorii olarak tanimlanan p53, hiicrede DNA hasar1 olustugunda
hiicre dongiisiini G1 safhasinda durdurup hiicreye DNA tamiri i¢in zaman
kazandirmaktadir. Tamir edilemeyecek boyutta hasar varsa; Bax, Apaf-1 ve Fas
sentezini artirip Bcl-2 ve Bcl-XL’yi baskilayarak apoptozu uyarmaktadir (Coskun ve
Ozgiir, 2011).

2.8.1.2.2. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesi genlerinin heterodimer ya da homodimer yapisina baglt olarak, hiicrenin
apoptoza egilimi olup olmadigr bilinmektedir. Bcl-2 ailesi,  proapoptotik ve

antiapoptotik iiyelerden olusmaktadir (Frenzel ve ark., 2009). Hiicrede proapoptotik
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proteinler fazla ise hiicre apoptoza yatkindir, antiapoptotik proteinler fazla ise hiicre
apoptoza daha az yatkindir. Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa proteinleri
proapoptotik tiyelerdir. Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salinimini
artirarak apoptozu indiiklerler. Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1 proteinleri ise antiapoptotik
tiyelerdir. Por olusumunu tesvik eden ve iyon gecisini diizenleyen bu proteinler
mitokondri dis zarinda, endoplazmik retikulumda ve ¢ekirdek zarinda bulunmaktadir.
Hiicredeki Ca™ oranmin kontrol edilmesinde de énemli rol oynamaktadirlar. Ayrica
proapoptotik iiyelerin tersine kaspazlarin 6ncii formlari ile AIF ve sitokrom-c salinimini

engelleyerek apoptozu inhibe etmektedirler (Yang ve ark.,1995).
2.8.1.2.3. FAS (APO-1 veya CD95)

Immun sistemde hiicre 6liimiinii diizenleyen ve sitotoksik T hiicreleri ile dogal Katil
hiicreler tizerinde bulunan Fas, 24 {iyeli TNF reseptor ailesinin en bilinen iiyesidir.
Reseptor trimerizasyonu Fas proteininin  hiicre yiizeyindeki kendi reseptoriine
baglanmasiyla ger¢eklesmektedir. Aktiflesen reseptorler FADD reseptorii ile birleserek
Fas reseptoriiniin karboksil ucuna (C) yakin 80 aminoasitlik bolgeyi uyararak

prokaspazlar: aktiflestirirler ve apoptoz gergeklesir (Cheng ve ark., 1994).
2.8.1.2.4. Kaspazlar

Sistein-proteaz grubu enzimler olarak tanimlanan Kaspazlar, apoptotik hiicre 6liimii
esnasinda Onemli rol oynamaktadir. Proteolitik olarak birbirlerini aktiflestiren bu
enzimler, hiicrede inaktif proenzimler olarak bulmaktadirlar. Aktiflesen kaspazlar
hedefledikleri proteinlerin aspartik asitten (ASP) sonraki peptit bagin1 kesmektedirler
(Lavrik ve ark., 2005).

Kaspazlar 3 gesittir.
a) Baslatic1 kaspazlar; (Kaspaz 2, 8, 9, 10)

b) Efektor kaspazlar; (Kaspaz 3, 6, 7)

c) Enflamatuvar kaspazlar; (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) (Keane ve ark., 2001).
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2.9. Mentha pulegium L. Bitkisinin Genel Ozellikleri
2.9.1. Lamiaceae Familyasi

Pennyroyal olarak bilinen Mentha pulegium, Lamiaceae familyasinda ve nane cinsinde
¢ok yillik otsu bir bitkidir. Lamiaceae familyasi, tiim diinyaya yayilmis yaklasik 250
cins ve 6700 tiir icermektedir (Mabberley, 1997; Badisa ve ark., 2003). Mentha tiirleri
genellikle Iran’da ‘na’na’ ve ‘pooneh’, Tiirkiye’de ‘yarpuz’, ‘yabani nane’ adiyla
bilinmektedir (Tablo 2.3). Bu bitki yaygin olarak sifali bir bitki, bitkisel ¢ay ve aroma
maddesi olarak kullanilir (Nickavar ve ark., 2008). Giiney ve orta Avrupa’ya 6zgii bitki,
ilk Avrupa yerlesimcilerle Kuzey Amerika'ya tanitildi ve o zamandan beri diinyadaki
vahsi, 1liman bolgelerde dogallasti. Nemli bolgelerde (¢ogunlukla Bati Anadolu) bol
miktarda yetisir (Gruenwald, 1998; Chalchat ve ark., 2000). Cigeklerinin alt dudak ve
iist dudak seklinde bir araya gelmesinden dolayr 1789 yilinda De Jussieu tarafindan
‘dudakli’ anlamina gelen ‘Labiatae’ olarak adlandirilmig, 1836 yilinda Lindley

tarafindan ‘Lamiaceae’ olarak yeniden adlandirilmistir (Fayed ve ark., 2015).

Labiatae familyasi aromatik, yillik veya ¢ok yillik bitkilerden olusur veya caliliklarin
altinda bulunur ve tiyelerinin ¢ogu lezzet ve koku olarak kullanilan tibbi ve mutfak

degeri nedeniyle uzun siiredir taninir (Mabberley, 1997).

Tablo 2.3. Mentha pulegium igin kullanilan diger isimler.

Bilimsel Ad Yerel Ad Yaygin Ad Kullanilan Boliim
Mentha pulegium Filiskin, Yarpuz, Pennyroyal, Yapraklar
Piiliiskiin, Yabaninane Peppermint

Lamiaceae familyasinin 6nemli yayilis alanlarindan biri de Tirkiye’dir. Lamiaceae
familyasinin Tiirkiye’de bulunan 45 cins ve 574 tiirii bulunmaktadir. Bulundurdugu
takson sayis1 acisindan iilkemizde iiciincii sirada bulunan bu familyanin Tiirkiye’deki
endemizm orani yaklasik % 44.5’tir. Ugucu ve aromatik yaglar ile benzeri sekonder
metabolitler bakimindan bu familyadaki tiirlerin ¢ogu zengindir. Bu nedenle; tip,
eczacilik, gida, kozmetik ve parfiimeri gibi alanlarda yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Koyuncu ve ark., 2010).
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2.9.2. Mentha pulegium L. (Yalanci1 Nane)

Mentha bitkilerinin ¢ogu nemli ortami tercih etmektedir. Gol ve goletlerin kiyilarinda,
kanallar ve selalelere yakin yerlerde bulunmaktadirlar (Tucker ve Naczi, 2006). M.
Pulegium L., Avrupa’nin, Kuzey Afrika’nin ve Asya’nin kiigiik bir kismi ve yakin
Dogu’daki yerli tiirlerdir. Ote yandan Mentha cinsi, ailenin énemli {iyelerinden biridir
ve Iran florasindaki yaklasik 6 tiirii temsil eder (Nickavar ve ark., 2008). Bu tiiriin

Tiirkiye’deki habitati, batidan doguya ve giineyden kuzeye ¢ok genistir (Eryigit, 2006).

Mentha pulegium L. igeriginde en fazla bulunan ugucu yag Pulegon adli maddedir.
Pulegon’a ilave olarak piperiton, menthol ve menthon gibi maddeleri de icermektedir
(Baser ve ark., 1999; Oztiirk ve ark., 2002). Bronsit, tiiberkiiloz, soguk alginlhigi, siniizit,
kolera ve gida zehirlenmeleri tedavisinde kullanildigi rapor edilen (Zargari, 1990)
Yarpuz (Mentha L.)’un, antifungal (Hmiri ve ark., 2011), antihelmintik (Maggiore ve
ark., 2012), spazmoltik (Estrada-Soto ve ark., 2010) ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip
oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Mahboubi ve Haghi, 2008). Ayrica; adet
diizenini saglama, balgam ve idrar soktiirme, gaz giderme ve oksiiriigii kesme amaciyla
kullanilmaktadir (Barnes ve ark., 1996). Icerdigi yiiksek orandaki fenolik bilesikler
(Strycharz ve Shetty, 2002) ve flavonoitlerden dolayr methanol ve sudaki ekstraktlart
antioksidan etki gosteren Yarpuz’un antigenotoksik etkisinin de oldugu tespit edilmistir
(Justesen ve Knuthsen, 2001; Kamkar ve ark., 2010; Alpsoy ve ark., 2011).

2.9.3.Mentha pulegium L. Taksonomisi

Tablo 2.4. Mentha pulegium L. bitkisinin taksonomisi (https://plants.usda.gov, Erisim
Tarihi: 10 Kasim 2019).

Filogenetik Siniflandirma

Alem Plantae
Sube Magnoliophyta
Siif Magnoliopsida
Takim Lamiales
Familya Labiatae/ Lamiaceae
Cins Mentha L.
Tiir Mentha pulegium L.
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2.9.4. Mentha pulegium L.’nin Sitotoksik Aktivitesi

Badisa, Labiatae familyasinin on dokuz metanolik ham bitki ekstraktinin, tuzlu su
karideslerine karsi sitotoksik aktivite ve kontrol hiicresi olarak normal bir fare hiicresi
ile birlikte kolon karsinomu (Caco-2), hepatoblastom (HepG2) ve meme kanseri
hiicreleri (MCF-7) olmak iizere ii¢ insan kanseri hiicre hattinin degerlendirildigini
bildirmistir. Tuzlu su karides 6ldiiriicii testinde M. pulegium, LC50 degeri 347.3 pg/ml
olan aktif olan tek numuneydi (Badisa ve ark., 2003). Gordon, ME (Mentha Ekstrakt1)
toksisitesinde pulegone ve menthafuranin ana toksik metabolit oldugunu bildirmistir
(Gordon ve ark., 1987).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Demirbas Cihazlar
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9.

. Hiicre Kiiltiir Kabini (Faster 230 Vac)

. Inkiibator (N-Biotek, NB-203XL)

. Hassas Terazi (Pioneer Ohaus)

. Sicak Su banyosu (Termal Laboratuvar Aletleri)

. Derin dondurucu -20 (Vestel, kod. no. 100703000000)
. Derin dondurucu -85 (Panasonic)

. Buzdolab1 +4 (Ugur, no. KG57NVW20N)

Invert mikroskop (Leica)

Santrifiij (Niive, NF 800)

10. Vorteks (Benchmark)

11. Etiiv (Dedeoglu)

12. Manyetik karistiric1 (Heidolph)

13. Pipet Tabancas1 (Gilson)

14. Mikropipet seti (Gilson)

15. Sogutmali santrifiij (Hermle)

16. Mikroplate okuyucu (Tecan)
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3.1.2. Sarf Malzemeler

1. Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) (Capricorn, Cat No.DMEM-HA, Lot
No0.CP17-1894),

2. Fetal Bovine Serum (FBS) (Capricorn, Cat.no.FBS-11A, Lot No.CP16-1265 ),
3. Hepes 1M (Wisent, Cat.No. 330-050-EL, Lot. N0.330050070)

4. L-glutamin (Gibco, Ref.No. 25030-024, Lot. No. 1839860),

5. Dulbecco’s PBS (1X) (Capricorn, Cat.No. PBS-1A, Lot. No.CP16-1373)

6. Penisilin-streptomisin (Capricorn, Cat.No. PS-B, Lot. No.CP16-1498),

7. RPMI 1640 (Capricorn, Cat No.RPMI-A, Lot. No.CP17-1629),

8. Sodium Pyruvate (Capricorn, Cat No.NPY-B, Lot. No.CP18-1425),

9. Trypsin/EDTA (%0,05) (Wisent, Cat.No. 325-542-EL, Lot. N0.325542046),
10. Dimethyl sulfoxide (DMSQ) (Merck, Lot.No: K42958612 238),

11. Sodium Phosphate (Sigma-Aldrich, Lot. No.BCBT6377),

12. Etil alkol (Sesim, Cas. N0.64-17-5),

13. Giemsa’s Azur Eosin Methylene Blue (Merck, Lot. No.HX61167104),

14. Methanol (Merck, Lot. No.1849409 641),

15. Potassium Dihydrogen Phosphate (Merck, Lot. No.AM1089673 644),

16. Trypan blue (Biological Industries, Ref. 03-102-1B),

17. Propanol (VWR Chemicals, Lot. No.17B014036),

18. MTT Cell Viability Assay Kit (Biotium, Cat. 30006, Lot.16M0715-1047189),

19. Steril 6'1 (Lot. N0.2016002), 96 kuyucuklu (Lot. N0.2016002) plaklar (Orange
Scientific)

20. Cryo tiip steril (Biosigma, Lot. N0.15P1062600),
21. Stericup 500 ml 0,22 pm (Millipore, Cat.No.SCGPUO5RE, Lot. No.MP517046SA),
22. Pipet ucu 0-10 pl (Isolab), 10-200 ul (Laborant), 100-1000 ul (Labosel),

23. Serolojik pipet 5 ml, 10 ml, 25 ml (LP),
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24. Thoma lam1 (HHH),
25. Hiicre kiiltiir plaklar1 25 cm?® (Orange Scientific, Lot. N0.2016001),

26. Hiicre kiiltiir plaklar1 75 cm® (Orange Scientific, Lot. N0.2015002),
3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Orneginin Toplanmasi

Mentha pulegium L., ¢iceklenme déneminde, Diizce Efteni G&lii, Orman Isletme
Deposu’ndan (40° 45' 18" K, 31° 03' 53" D), gl kenarina 125 m. mesafede, Mustafa
Ozkan UYSAL tarafindan toplanmustir (14.08.2017) (Sekil 3.1.). Bitki 6rnegi, Diizce
Universitesi Orman Fakiiltesi’nde, Uzman Biyolog Serdar ASLAN tarafindan teshis

edilmistir. Incelenen 6rnege ait bir sahit 6rnek Diizce Universitesi Orman Fakiiltesi

Herbaryumu’nda saklanmaktadir (DUOF 7052).

Sekil 3.1. Toplanan M. pulegium L. 6rneginin genel goriintiisii
3.2.2. Mentha pulegium L. Ekstraktimin Hazirlanmasi

Toplanan Mentha pulegium L. 6rneklerinin toprak isti kisimlari (yaprak-¢igek) 5 giin
golgede, oda sicakliginda kurutuldu. Elekten gecirilip toz haline getirilen 6rnek, 2 saat
40 °C’de etiivde tutuldu ve serilip 1 gece gdlgede kurutuldu (Sekil 3.2.).
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15 g Mentha pulegium L. yaprak ve ¢icekleri, 300 ml distile suda 2 saat kaynatildi. Elde
edilen ¢ozelti slizge¢ kagidindan filtre edildi (Sekil 3.3.). Mentha pulegium L. sulu
ekstrakt1 Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi laboratuvarinda liyofilize edildi. Elde

edilen liyofilize 6rnek kullanilincaya kadar -20 °C’de bekletildi.

“ul",'.""_,.' —

Sekil 3.2. Kurutulup toz haline getirilmis Sekil 3.3. Mentha pulegium sulu
Mentha pulegium 6rneginin goriintiisii ekstraktinin goriintiisii

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii icin Besiyerinin Hazirlamsi

Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak besiyeri i¢in;
435 ml RPMI 1640 Medium (% 87),

50 ml Fetal Bovin Serum (FBS) (% 10),

10 ml Penicilin-Streptomisin (% 2),

5ml L-Glutamin (% 1) kullanildi.

Maddeler eklenerek toplam hacim 500 ml olacak sekilde kullanima hazir hiicre kiiltiir

medyumu hazirlanda.

1. FBS, ilk kullanimda 56 °C’de 30 dk sicak su banyosunda bekletilerek 1s1

inaktivasyonu yapildi.
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2. RPMI, Penicilin/Streptomycin ve L- Glutamine 37 °C’de sicak su banyosunda 1sitildi.
3. Hazirlanan besiyeri (medyum) 0.22 pum ¢apl filtreden siiziilerek 500 ml olarak
kullanima hazir hale getirildi.

3.2.4. Hiicre Inkiibasyon Kosullari

Insan meme kanseri hiicre hatti (MCF-7), 69 yasindaki bir kadmin  plevral
efiizyonundan elde edilmistir. Insan meme kanseri hiicre hatti (MCF-7), Erciyes
Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi’nden temin edildi. MCF-7 hiicrelerinin
¢ogalmasini saglamak amaciyla, 75 cm?lik flasklar icinde RPMI 1640 Mediumu ile
hazirlanan kiiltiir ortaminda steril sartlarda, CO, inkiibatoriinde 37 ‘Cve% 5 CO,' de

inkiibasyona birakild1.
3.2.5. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi
1. -85 °C’de dondurulmus stok MCF-7 hiicreleri 37 °C’de sicak su banyosunda

isitilarak ¢ozdiirtildii.

2. 15 mlP’lik falkon tiipine hazirlanan besiyerinden (RPMI) 5ml konulup iizerine

¢ozdirilmiis hiicre ilave edildikten sonra birkag kez pipetaj yapildi.

3. DMSO’yu uzaklastirma amaci ile hazirlanan ¢ozelti santrifiij cihazinda 2000

rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
4. Siipernatant (list faz) atildi.
5. Coken hiicre pelleti (alt faz) tizerine 5ml besiyeri (RPMI) konuldu. Pipetaj yapildi.

6. 75cm®lik flaska 10 ml medyum (RPMI) ve falkon icindeki 5 ml hiicre
stispansiyonu ilave edildi ve flask hareket ettirildi (Sekil 3.4.).

7. Hicrelerin yapismasini ve c¢ogalmasini saglamak icin hazirlanan kiiltir CO,

inkiibatoriinde 37 °C ve % 5 CO;’de 24 saat inkiibasyona birakild: (Sekil 3.5.).
8. Invert mikroskopta inceleme yapildi ve hiicrelerin kismen yapistig1 goriildii.

9. Besiyerine 6ml medyum ilave edilip tekrar inkiibatore konuldu.
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Sekil 3.4. 75 cm?lik flasklarda Sekil 3.5. MCF-7 hiicreleri (mavi ok) ve
hazirlanan hiicre kiiltiirii stresli hiicreler (kirmizi ok).

3.2.6. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flaskta hiicre doluluk orani (confluent) % 80-90 arahigma ulastizinda 75 cm?lik

flasklara aktarilmak iizere pasajlandi.

1.
2.

Flasktan eski medyum aspire edilip atildi.

Hiicrelerden serumu uzaklastirmak igin ii¢ kez 5 ml steril fosfat tampon soliisyonu

(DPBS) ile yikandi.

Yikanan hiicreleri flask tabanindan kaldirmak i¢in 2.5 ml tripsin (EDTA’l1) eklenip
2 dakika kadar 37 °C’de inkiibatorde bekletildi.

Hiicrelerin flask tabanindan ayrilip hareket ettigi goriiliince tripsinin etkisini inhibe
etmek icin tripsin miktarinin 2 kati olacak sekilde (5 ml) medyum ilave edilip
pipetaj yapildi.

15 ml’lik falkon tiipe alman hiicreler, 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi (Sekil
3.6.).

Stipernatant atilip pellet (hiicreler) tizerine 12 ml medyum eklenip pipet
kullanilarak homojenize edildi.

icerisinde 10 ml besiyeri bulunan 75 cm?’lik 4 flaska, 3’er ml hiicre siispansiyonu
ekimi yapildi ve 37 °C ve % 5 CO,’de inkiibatore yerlestirildi.
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Sekil 3.6. Tripsinize edilmis hiicrelerin santriflij yapildiktan sonraki siipernatant (iist
faz) ve pellet (alt faz) kism1 goriintiisii

3.2.7. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi
Pellet (hiicre), protokolde belirtildigi iizere pasajlanan hiicrelerden elde edildikten sonra

tizerine 10 mL dondurma medyumu (% 5 DMSO (Dimetilsiilfoksit) ve % 95 RPMI)
eklendi. 2 mI’lik cryo tiiplere alinan hiicreler -85 °C’de stok olarak donduruldu.

3.2.8. Mentha pulegium L. Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Bu calismada Diizce’den temin edilen Mentha pulegium L. bitkisinden elde edilen

ekstrakt kullanilmistir.

1. Liyofilize edilmis Mentha pulegium L. bitkisinden 1 (1000 mg) gram hassas
terazide tartildi.

2. Steril kabin igerisinde 15 ml’lik falkona alinan Mentha pulegium L. 6ziitiine 2 ml
besiyeri eklendi ve pipet kullanilarak iyice homojenize edildi. Seyreltilen 6ziite 8
ml daha besiyeri eklendi ve 0.22 um’lik filtreden gegirilerek 15°lik falkona
aktarildi.

3. 100 mg/ml’lik stok elde edildi. -20 °C’ye konuldu.



32

4. Stok konsantrasyon RPMI igerisinde ¢ozdiiriilerek farkli konsantrasyonlarda (1
mg/ml, 2.5mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml) hazirland1
(Sekil 3.7.).

C1XV1:C2XV2
C;: Hazirlanan Konsantrasyon C,: Stok Konsantrasyonu

V1: Hazirlanan Hacim V,: Stoktan Alinacak Hacim

Sekil 3.7. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig M. pulegium &rneklerinin goriintiisii
3.2.9.Paklitaksel Konsantrasyonlarin Hazirlanmasi
Paklitaksel, meme ve yumurtalik kanserinin intravenoz tedavisinde kullanilan en essiz,

basarili kemoterapotik ajanlar arasindadir. Bu c¢aligmada 1 flakon 30 mg/5 ml
Paklitaksel (taksen) kullanilmistir.

1. Steril kabin igerisinde Paklitaksel RPMI igerisinde ¢ozdiiriilerek farkli
konsantrasyonlarda (1 ug/ml, 2.5ug/ml, 5 ug/ml, 10 ug/ml, 20 pug/ml, 40 ug/ml, 80
ug/ml) hazirland: (Sekil 3.8.).

2. Elde edilen farkl Paklitaksel konsantrasyonlar1 -20 °C’ye konuldu.



33

Sekil 3.8. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis Paklitaksel rneklerinin gorintiisii
3.2.10. Hiicrelerin Sayilmasi

1. 75cm”lik flasklara ekimi yapilan hiicrelerden medyum aspire edilip atildi.
Flasklardaki hiicrelerin olusturdugu atiklar1 uzaklastirma amaci ile igin ii¢ defa 5

ml steril fosfat tampon soliisyonu (DPBS) ile yikandi.

2. Yikanan hiicreleri flask tabanindan kaldirmak igin 2.5 ml tripsin (EDTA’l1) eklenip
2 dakika kadar 37 °C’de inkiibatorde bekletildi.

3. Hiicrelerin flask tabanindan ayrilip hareket ettigi goriiliince tripsinin etkisini inhibe
etmek i¢in tripsin miktarinin 2 kati olacak sekilde (5 ml) medyum ilave edilip
pipetaj yapildi.

4. 15 ml’lik falkon tiipe alinan hiicreler, 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

5. Siipernatant atilip pellet (hiicreler) {lizerine 6nce 2 ml medyum eklenip pipetaj
yapildiktan sonra 8 ml daha medyum eklenip pipetaj yapildi. Boylece 10 ml’lik

hiicre siispansiyonu hazirlandi.
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6. lcerisinde 10 ml besiyeri bulunan 75 cm®lik 4 flaska, 3’er ml hiicre siispansiyonu

ekimi yapildi ve 37 °C ve % 5 CO,’de inkiibatore yerlestirildi.

7. 1.5 mP’lik ependorfa 1:1 oraninda hiicre siispansiyonu ve Tripan Blue konulup

pipetaj yapildi.

8. Ependorftan Thoma lamina iist ve alt kareye 50 pL hiicre slispansiyonu yiiklendi.
Isik mikroskobunda 20X’lik objektifte hiicreler sayildi.

9. Sayimla elde edilen rakam kullanilarak asagidaki formiille ml’deki hiicre sayisi

hesaplandi.

Hiicre sayisi/ml= [(Sayillan Hiicre x 10000) ~ Kare Sayisi] x Seyreltme Katsayisi

3.2.11. Hiicrelerin Ekilmesi
1. Hiicreler sayildiktan sonra 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyuya 2500 hiicre
olmak tizere 35 pl hiicre ekimi yapildi.

2. Kuyularin toplam hacmi 200 pl olacak sekilde hiicrelerin tizerine 165 pl medyum
eklendi.

3. Blanke 200 pl besiyeri konuldu.

4. Hiicrelerin yapigmasi i¢in 37 °C’de, % 5 CO;’de, 24 saat inkiibasyona birakildi.

3.2.12. Hiicrelere Mentha pulegium ve Paklitaksel Konsantrasyonlarimin Eklenmesi
1. 24 saat sonra inkiibatérden alinan plakalardaki medyum 200 pl’lik steril pipetle
uzaklastirildi.

2. Plaka diizenine gore her bir kuyuya her konsantrasyondan 100 pl {i¢ tekrar seklinde
ilave edilerek Mentha pulegium L. konsantrasyonlari ile kuyulardaki hiicreler
etkilestirildi.

3. Porzitif kontrol olarak ayrilan kuyulara da 100 pl Paklitaksel konsantrasyonlari
eklendi.

4. Hiicre bulunan negatif kontrol ve hiicre bulunmayan blank kuyucuklarina da 100 pl
medyum ilave edildi.

5. 24 ve 48 saat i¢in plakalar inkiibatorde tutuldu.
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3.2.13. MTT Testinin Uygulanmasi

Bu ¢alisma i¢in spektrofotometre kullanilmustir.

1.

2.

MTT soliisyonu 37 °C’de ¢oziildii ve 2000 rpm’de 10 sn. santrifiij edildi.

96 kuyucuklu pleytlerde 24 ve 48 saatlik siirelerle inkiibasyona birakilan hiicrelere
siire sonunda her bir kuyuya 10 ul MTT soliisyonu konuldu. Orbital shakerda

hafif¢e ¢alkalandi ve 4 saat siire ile inkiibatore konuldu.

Siire sonunda MTT soliisyonu eklenen kuyulardan st fazlar uzaklastirildi.
Her bir kuyuya 200 ul DMSO eklendi (Sekil 3.9-12.).

Orbital shakerda hafif¢e ¢alkalandi.

Spektrofotometre’de (TECAN), 570 ve 630 nm’de her bir kuyu i¢in absorbans

Olgtimleri yapildi.

Sekil 3.9. M. pulegium’un farkli dozlar ile 24 saat etkilestirilen MCF 7 hiicrelerinin
MTT soliisyonu eklendikten sonraki goriintiisii
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Sekil 3.10. Paklitaksel’in farkli dozlar1 ile 24 saat etkilestirilen MCF 7 hiicrelerinin
MTT soliisyonu eklendikten sonraki goriintiisii

Sekil 3.11. M. pulegium’un farkli dozlar1 ile 48 saat etkilestirilen MCF 7 hiicrelerinin MTT
soliisyonu eklendikten sonraki goriintiisii



37

Sekil 3.12. Paklitaksel’in farkli dozlar: ile 48 saat etkilestirilen MCF 7 hiicrelerinin
MTT soliisyonu eklendikten sonraki goriintiisii

3.2.14. Sorenson’s Fosfat Buffer Hazirlanisi

1000 ml dH,O igerisine 5.26 gram KH,PO, (MA:136.085g/mol) ile 8.65 gram
Na;HPO,4.2H,0 (MA: 301.93g/mol) eklenerek Sorenson Fosfat Buffer elde edildi.

Hazirlanan fosfat bufferdan 94 ml alinip lizerine 6 ml Giemsa boyasi ilave edilerek

pH’si 7 olan % 6°lik Giemsa boya soliisyonu hazirlandi.
3.2.15. Apoptoz Deneyi

1. 6l plakalarda kuyulara 4x10* hiicre olmak iizere 1.07 ml MCF 7 hiicresi ekildi.
Blanke 1.07 ml besiyeri konuldu. % 60-70 yogunluga ulagmasi i¢in inkiibasyona
birakildi.

2. 24 saat sonra kuyucuklardaki besiyeri pipet ucu alinip atildu.

3. Pleyt diizenine gore her bir kuyuya her konsantrasyondan (1 mg/ml, 2.5mg/ml, 5
mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml) 1.07 ml eklenerek Mentha
pulegium L. konsantrasyonlari ile kuyulardaki hiicreler etkilestirildi (Tablo 3.1.).

4.  Pozitif kontrol olarak ayrilan kuyulara da 1.07 ml Paklitaksel konsantrasyonlari (5
ug/ml, 40 ug/mi, 80 ug/ml) eklendi (Tablo 3.1.).
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Hiicre bulunan negatif kontrol ve hiicre bulunmayan blank kuyucuklarina da 1.07

ml besiyeri eklendi ve inkiibasyona birakildi.

24 saat sonra hiicreler, her bir kuyucuk 3 kez 2 ml DPBS ile yikandiktan sonra 2
ml soguk methanol ile 5 dakika fiksasyona birakildi.

5 dakikalik fiksasyon siiresinin hemen ardindan methanol pipetle alinarak

kuyucuklarin kurumasi i¢in beklendi.

Daha once hazirlanan % 6’lik Giemsa boyasindan (yukarida anlatildigr gibi) 3 ml
alinip her kuyuya eklendikten sonra 10 dakika inkiibatorde bekletildi.

Kuruma saglaninca hiicreler 3 defa distile su ile yikandiktan sonra kurumasi igin
beklendi.

Kurumanin bitmesinden sonra kuyulardaki hiicreler invert mikroskop altinda
40X’lik objektifte incelendi ve fotograflari g¢ekildi. Orneklerin her birindeki
hiicreler sayildiktan sonra, apoptotik hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina

oranlanmasi ile apoptotik hiicrelerin ylizde degerleri hesaplandi.

3.3. istatiksel Analizler

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram, q-q grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile

degerlendirildi. lkiden fazla gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskal Wallis testi

kullanildi. Coklu karsilastirmalar icin Bonferroni testi kullanildi. Veriler Turcosa

(Turcosa Analitik Ltd Co, Tirkiye, www.turcosa.com.tr) istatistik yaziliminda

gergeklestirilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Mentha pulegium L. ve Paklitaksel Konsantrasyonlarimin MCF 7 Hiicrelerinin

Canlih@ Uzerine Etkisi

Mentha pulegium ve Paklitaksel konsantrasyonlarinin MCF 7 hiicrelerindeki doza ve
zamana bagl olarak olarak proliferasyonu azaltici yonde tesirinin olup olmadigina MTT
testi ile bakilmigtir. M. pulegium’un farkli konsantrasyonlart (1 mg/ml, 2.5 mg/ml, 5
mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml) ile etkilestirilen MCF 7
hiicrelerinde, 24 ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra MTT ile 570 (6rnek)-630 (blank)
nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim yapilmistir. Hesaplamalar sirasinda hi¢ M.
pulegium ekstrakti eklenmeyen negatif kontrol kuyucuklarinin hiicre canliligi % 100
olarak kabul edilmistir. 24 ve 48 saatlik siirelerde alinan absorbans degerleri ile asagida

verilen formiille hiicre canlilig1 yiizde olarak hesaplanmistir.

Hiicre Canhihig1 (%)= ((")rnegin Normalize Absorbansi/ Kontroliin Normalize

Absorbans1)*100

Test sonucu M. pulegium konsantrasyonlarmnin proliferasyonu azaltici etkisinin olup
olmadigr Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.’de yiizde olarak hiicre canliligi seklinde gosterilmistir.

Bu testin istatistiksel analiz sonuglar1 ise Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.”de gosterilmistir.

24 saat kontrol grubundaki veriler degerlendirildiginde, M. pulegium uygulamalarinin 1
mg/ml, 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml ve 100 mg/ml dozlarinda
proliferasyon azalmistir (Sekil 4.1.). M. pulegium uygulanmamis negatif kontrol
hiicreleri ile karsilastirma yapildiginda en ¢ok proliferasyona 1 mg/ml konsantrasyonda,
en az ise 100 mg/ml konsantrasyonda rastlanmistir. Pozitif kontrol olan Paklitaksel
uygulamalarinin 1 pg/ml, 2.5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 ug/ml, 40 pg/ml ve 80 pg/ml
dozlarinda proliferasyon azalmistir (Sekil 4.1.). Paklitaksel uygulanmamis negatif

kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda en ¢ok proliferasyona 1 ug/ml konsantrasyonda,
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en az ise 80 pg/ml konsantrasyonda rastlanmustir. Istatiksel olarak p degeri 24 saatin M.
pulegium (p=0.013) ve Paklitaksel (p=0.012) dozlar1 i¢in anlamli ¢gitkmustir.

Kiiltiiriin 48 saat kontrol grubundaki deger g6z Oniine alindiginda, M. pulegium
uygulamalarinin 1 mg/ml, 2.5 mg/ml ve 5 mg/ml dozlarinda proliferasyon azalmistir
(Sekil 4.2.). M. pulegium uygulanmamis negatif kontrol hiicreleri ile karsilagtirildiginda
en ¢ok proliferasyona 1 mg/ml konsantrasyonda, en az ise 100 mg/ml konsantrasyonda
rastlanmistir. Pozitif kontrol olan Paklitaksel uygulamalarinin 1 ug/ml, 2.5 ug/ml, 5
ug/ml, 10 pg/ml, 20 ug/ml, 40 pg/ml ve 80 pg/ml dozlarinda proliferasyon azalmistir
(Sekil 4.2.). Paklitaksel uygulanmamis negatif kontrol hiicreleri ile karsilagtirildiginda
en ¢ok proliferasyona 1 ug/ml konsantrasyonda, en az ise 80 ug/ml konsantrasyonda
rastlanmigtir. Istatiksel olarak p degeri 48 saatin M. pulegium (p=0.563) dozlar1 igin
anlamsiz ve Paklitaksel (p=0.014) dozlari i¢in anlamli ¢ikmustir. Yildiz isaretleri,
negatif kontrol, M. pulegium ve Paklitaksel ile muamele edilen konsantrasyonlar
arasindaki anlamli farki belirtir (p<0.05).
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Sekil 4.1. Negatif kontrol, M. pulegium (mg/ml) ve Paklitaksel (ng/ml)’in farkli dozlar
ile 24 saat etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde tespit edilen ylizde canliligin
gosterilmesi * Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degerler (p<0.05).

Tablo 4.1. Negatif kontrol, M. pulegium (mg/ml) ve Paklitaksel (ug/ml)’in farkli dozlari ile
24 saat etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde yiizde canlilik oranlari.

Konsantrasyon Grup Median (min-max) p*
0 mg/ml Negatif Kontrol 100 -
1 mg/ml 94.2(93.3-100.6)°
2.5 mg/ml 79.2(74.4-93.9)*
5 mg/ml 62.2(56.0-73.1)®
10 mg/ml Mentha pulegium 57.5(51.4-63.9)® 0.013
25 mg/ml 46.0(38.6-60.9)*
50 mg/ml 47.5(32.6-58.3)®
100 mg/ml 38.7(31.4-48.4)"
1 pg/ml 71.2(49.4-72.4)°
2.5 pg/ml 60.3(46.0-69.8)*
5 pg/ml 52.9(50.7-63.7)"
10 pg/ml Paklitaksel 48.6(36.7-54.4)" 0.012
20 pg/ml 45.7(41.4-48.2)"
40 pg/ml 15.3(6.4-21.8)™
80 pug/ml 3.4(1.2-3.8)"

(p* gruplara gore konsantrasyonlar arasindaki farki ifade etmektedir. Veriler median (min-max) olarak
ifade edilmistir. Ust simge olarak gosterilen aymi harfler gruplar aras1 benzerligi, farkli harfler farklihig
ifade etmektedir.)
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Sekil 4.2. Negatif kontrol, M. pulegium (mg/ml) ve Paklitaksel (ug/ml)’in farkli dozlar
ile 48 saat etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde tespit edilen ylizde canliligin
gosterilmesi * Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degerler (p<0,05).

Tablo 4.2. Negatif kontrol, M. pulegium (mg/ml) ve Paklitaksel (ug/ml)’in farkli dozlar
ile 48 saat etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde yiizde canlilik oranlart.

Konsantrasyon Grup Median (min-max) p*
0 mg/ml Negatif Kontrol 100 -
1 mg/ml 88.6(78.5-93.0)
2.5 mg/ml 65.0(61.0-76.7)
5 mg/ml 62.8(54.7-79.9)
10 mg/ml Mentha pulegium 74.5(52.3-85.6) 0.563
25 mg/ml 72.3(62.6-110.2)
50 mg/ml 69.3(56.2-103.8)
100 mg/ml 60.9(45.6-84.1)
1 pg/ml 66.5(48.8-68.2)%
2.5 ng/ml 62.7(61.2-68.4)
5 pg/ml 57.6(53.0-70.0)®
10 pg/ml Paklitaksel 64.7(45.3-65.9)" 0.014
20 pg/ml 17.2(16.6-18.1)®
40 pg/ml 4.0(2.1-7.4)°
80 pg/ml 2.6(2.3-7.9)®

(p* gruplara gore konsantrasyonlar arasindaki farki ifade etmektedir. Veriler median (min-max) olarak
ifade edilmistir. Ust simge olarak gosterilen ayni harfler gruplar arasi benzerligi, farkli harfler farklilig1
ifade etmektedir.)
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4.2. Mentha pulegium L. ve Paklitaksel Konsantrasyonlarinin MCF 7 Hiicrelerinde

Apoptoz Uzerine Etkisi

M. pulegium’un farkli konsantrasyonlar1 (1 mg/ml, 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25
mg/ml, 50 mg/ml ve 100 mg/ml) ve Paklitaksel’in farkli konsantrasyonlart (5 pg/ml, 40
pg/ml ve 80 pg/ml) ile 24 saat etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde apoptoz
indiiksiyonu olup olmadigi giemsa boyamas: yontemi ile degerlendirildi. Koyu mavi ile
boyanan, yogunlasmis ve koyu c¢ekirdekleri ile tanimlanan hiicreler apoptotik
hiicrelerdir (Sekil 4.3.a.). M. pulegium ve Paklitaksel dozlarinin MCF 7 hiicrelerindeki
apoptotik etkisine bakilmistir. M. pulegium ve Paklitaksel’in farkli konsantrasyonlarina
bagl olarak konsantrasyon artisi ile apoptotik hiicre sayisi da artmistir. M. pulegium
uygulanmamis negatif kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda en az apoptoza 1 mg/ml
konsantrasyonda, en ¢ok ise 100 mg/ml konsantrasyonda rastlanmistir. Pozitif kontrol
olan Paklitaksel uygulamalarmin 5 pg/ml, 40 pg/ml ve 80 pg/ml dozlarinda apoptotik
hiicre sayis1 artmistir (Sekil 4.3.b.). Paklitaksel uygulanmamis negatif kontrol hiicreleri
ile karsilastirildiginda en az apoptoza 5 pug/ml konsantrasyonda, en ¢ok ise 80 pg/ml
konsantrasyonda rastlanmistir (Tablo 4.3.). Istatiksel olarak p degeri M. pulegium
(p=0.006) dozlari igin anlamli ve Paklitaksel (p=0.066) dozlar1 i¢in anlamsiz ¢ikmustir.
Yildiz isaretleri, negatif kontrol, M. Pulegium ve Paklitaksel ile muamele edilen

konsantrasyonlar arasindaki anlamli farki belirtir (p<0.05).
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Sekil 4.3. a.A) KONTROL, B)Mp 1, C)Mp 2,5, D)Mp 5, E)Mp 10, F)Mp 25, G)Mp
50, H)Mp 100, 1)Pac 5, T)Pac 40 ,J)Pac 80, MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde farkli dozlarda
uygulanan M. pulegium (mg/ml) ve Paklitaksel (ng/ml)’in apoptotik etkisinin goriintiisii
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Sekil 4.3. b.Apoptotik hiicrelerin grafiksel gosterimi, * Kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli degerler (p<0.05).

Tablo 4.3. Kontrol, M. pulegium (mg/ml) ve Paklitaksel (ug/ml)’in farkli dozlar1 ile 24 saat
etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde yiizde apoptotik etkinin oranlart.

Konsantrasyon Grup Median (min-max) p*
0 mg/ml Negatif Kontrol 1.1(0.0-3.1) -
1 mg/ml 1.4(0.8-2.1)*
2.5 mg/ml 1.4(1.1-2.8)°
5 mg/ml 3.0(1.5-4.6)™
10 mg/ml Mentha pulegium 12.1(8.3-12.6)™* 0.006
25 mg/ml 13.9(8.3-17.3)*"
50 mg/ml 15.5(13.3-17.0)**
100 mg/ml 27.3(26.9-28.0)"
5 pg/ml 10.0(6.9-12.5)
40 pg/ml Paklitaksel 10.4(9.6-12.3) 0.066
80 ug/ml 42.9(40.7-52.6)

(p* gruplara gore konsantrasyonlar arasindaki fark: ifade etmektedir. Veriler median (min-max) olarak
ifade edilmistir. Ust simge olarak gosterilen ayn1 harfler gruplar aras1 benzerligi, farkli harfler farklilig:
ifade etmektedir.)



5. TARTISMA ve SONUC

Diinya genelinde 2020'de yeni teshis edilen kadin meme kanseri vakalar yaklasik 2,3
milyon ve kadmlar arasinda her 4 kanser vakasindan yaklasik 1l'ini
olusturmaktadir. Hastalik, tlkelerin g¢ogunda en sik teshis edilen kanserdir (185'in
159’u) ve ayn1 zamanda 110 iilkede kanserden dliimlerin temel nedenidir (Sung ve ark.,
2021).

Geleneksel tipta kullanilan ve cevresel toksik bilesiklerin zararli etkilerini ortadan
kaldirabilen ve / veya ¢oklu insan hastaliklarin1 Onleyebilen dogal iriinler {izerine
yapilan caligmalara giderek daha fazla 6nem verilmektedir. Bu baglamda, farkli sifali
bitkiler yeniden degerlendirilmis ve degerli nutrasotiklerin kaynaklar1 olarak kabul

edilmistir (Soumaya ve ark., 2014).

Karakas ve ark. (2012) yaptiklari ¢alismada Bolu, Tirkiye'de yetistirilen 16 farkli
bitkinin antitimor etkisini  degerlendirdiler. Antitimor aktivitesi, Agrobacterium
tumefaciens kaynakl patates disk tiimor deneyi ile degerlendirildi. Mentha pulegium'un
sulu ekstresi ile % 94, metanolik ekstrakti ile % 86 tiimor inhibisyonu elde edilmistir.
Mentha pulegium'un tiim ekstraktlari arasinda en iyi antitimor aktivitesi sulu ile

gbzlenmistir (% 94).

Bizde tez calismamizda, in vitro kiiltiir yontemlerini kullanarak Tiirkiye’nin Diizce
bolgesinden toplanan Mentha pulegium L. bitkisinin MCF 7 meme kanseri hiicre hatti

tizerinde apoptotik ve antiproliferatif etkilerini gostermeyi amagladik.

Mentha pulegium L. bitkisi bircok kanserli hiicre tipinde calisilmis olmasina ragmen
literatiirde Mentha pulegium L. sulu ekstraktlarinin in vitro MCF 7 meme kanseri
hiicrelerinde apoptotik ve antiproliferatif etkilerini inceleyen bir arastirma

bulunmamaktadir. Bu nedenle tez ¢alismamiz 6zgiindiir ve Mentha pulegium L. sulu
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ekstraktlarinin MCF 7 meme kanseri hiicre hatt1 {izerinde apoptotik ve antiproliferatif

etkilerini inceleyen ilk aragtirmadir.

Calismamizda, farkli konsantrasyonlardaki Mentha pulegium L. sulu ekstraktlarinin
MCF 7 meme kanseri hiicre hatti iizerinde apoptotik ve antiproliferatif etkilerinin
gozlemlenmesi amaglanmistir. Bu amag igin kiiltiire alinan MCF-7 hiicreleri, 24 ve 48
olmak tizere Mentha pulegium L. sulu ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlar: ile
etkilestirilmistir. Yedi ayr1 Mentha pulegium L. bitkisinin sulu ekstrakti (1 mg/ml,
2.5mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml) ile birlikte bir negatif
ve bir pozitif kontrol grubu ile yapilan kiiltiirlerin 24 ve 48. saatlerinde MCF 7

hiicrelerine proliferasyon testi (MTT) uygulanmuistir.

Proliferasyon testi sonucunda, Mentha pulegium L. nin farkli dozlar1 ile 24 saat boyunca
etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde % canlilik oranlar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 24 saatlik uygulamada hiicre canliligmin giderek azaldigi goriilmiistiir.
Mentha pulegium L.’nin en iyi 100 mg/ml’lik konsantrasyonda proliferasyonu

baskiladigi belirlenmistir.

Proliferasyon testi sonucunda, Mentha pulegium L. nin farkli dozlar1 ile 48 saat boyunca
etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde % canlilik oranlar1 istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustr. 48 saatlik uygulamada Mentha pulegium L. 6ziitiiniin bozuldugu ya da

daha az etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Mentha pulegium L.’nin farkli konsantrasyonlar1 ile 24 saat etkilestirme sonucunda

hiicre kiiltiirleri karsilastirildiginda;

Mentha pulegium L.’nin 100 mg/ml’lik konsantrasyonu ile muamele edilen kiiltiirde %
61,3,

Mentha pulegium L.’nin farkli konsantrasyonlari ile 48 saat etkilestirme sonucunda

hiicre kiiltiirleri karsilastirildiginda;

Mentha pulegium L.’nin 100 mg/ml’lik konsantrasyonu ile muamele edilen kiiltiirde %

39,1 hiicre canliliginin azaldig1 gézlemlenmistir.
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Yaptigimiz ¢alismadaki proliferasyon sonuglari degerlendirildiginde, 24 saat Mentha
pulegium L. eckstrakti ile etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiiriinde proliferasyon
baskilanmustir. % 5,8’lik azalma 24 saatteki en diisiik proliferasyonu baskilama degeri
olarak 1 mg/ml’lik konsantrasyonun hiicre ¢ogalmasini baskilamada yetersiz kaldigin

gostermistir.

48 saat Mentha pulegium L. ekstrakti ile etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiiriinde,
proliferasyon bazi dozlarda baskilanirken bazilarinda artmistir. Bu baskilanma ve
artiglar zaman ve doza bagli olarak anlamsiz kabul edilmektedir. Mentha pulegium
L.’nin 48 saatlik etkilestirmesinin proliferasyonu baskilamada etkisinin olmadigi

gozlenmistir.

Giemsa boyamasi sonucunda, Mentha pulegium L.’nin farkli dozlari ile 24 saat boyunca
etkilestirilen MCF 7 hiicre kiiltiirlerinde % apoptotik hiicre sayis1 istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Mentha pulegium L.’nin 100 mg/ml’lik konsantrasyonunda

apoptotik hiicre sayisinin % 27,3 ile en fazla oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismadaki apoptoz indiiksiyonu sonuglar1 yorumlandiginda, Mentha pulegium L.
uygulanan hiicrelerde apoptoz, doz artisina bagl olarak az da olsa artmistir. Bu
baskilanma % 1,4’liik bir oran ile 1 mg/ml konsantrasyonda en diisiik apoptotik degeri
gostermistir. Bu durum 1 mg/ml’lik konsantrasyonun apoptozu indiiklemede yetersiz

kaldigin1 gostermektedir.

Sonug olarak, elde ettigimiz veriler, Mentha pulegium L. sulu 6zlerinin, hiicre canlihigi
ve apoptoz tizerindeki etkileri hakkinda yeni bilgiler getirmektedir. Calisilan Mentha
pulegium L. sulu 6zlerinin molekiiler mekanizmalarini belirlemek igin ek arastirmalar
gerekli olsa da, eldeki veriler degerlendirildiginde Mentha pulegium L.’nin

antiproliferatif ve az da olsa apoptotik oldugunu gostermektedir.

Bu verilerimiz, Mentha pulegium L. 6zlerinin meme kanseri hiicrelerinin tedavisi i¢in
terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegini gdstermektedir. Bu nedenle, Mentha
pulegium L. 6zlerinin MCF 7 hiicrelerindeki apoptotik ve anti-proliferatif etkilerinin in

vivo deneylerde de gosterilerek bu sonuglarin desteklenmesi gerektigi diistiniilmektedir.
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