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OZET

Yilmaz B. Cesitli Yorelerden Toplanan Bitki Ekstraktlarinin
Antitiimoral Aktivitelerinin Arastirllmas;, Namuk Kemal Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi Anabilim Dal Yiiksek
Lisans Tezi, Tekirdag, 2018. Kanser tedavisinde en ¢ok tercih edilen yontemlerden
biri olan kemoterapinin sahip oldugu bazi dezavantajlar, tedavinin basar1 ylizdesini
diisirmektedir. Bu yiizden bitkisel iirlinlerin antikanser etkinliginin arastirilmasi son

donemlerde ilgi ¢eken galisma alanlarindan birisi haline gelmistir.

Bu calismada; propolis ve kurkumin ekstraktlari ile sisplatin, meme kanseri
hiicre hattt (MCF-7) iizerine hem tek tek hem de kombin seklinde uygulanarak
antitimoral etkinlikleri incelenmistir. Hiicreler tzerindeki sitotoksik etkileri
belirleyebilmek icin MTT testi, apopitozis sureclerini belirleyebilmek icin ise

Annexin V/PI flow sitometrik boyama yontemi kullanilmistir.

Calismamizda; MCF-7 hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin
sisplatin i¢in 100 pg/ml, kurkumin i¢in 5 pg/ml ve propolis i¢in 160 pg/ml dozunda
oldugu tespit edilmistir. Apopitotik hiicre oranlar1 da MTT sonuclart ile benzer
bulunmustur. Kombin c¢aligmalarinda kontrole gore en yiiksek apopitotik hiicre

oraninin sisplatint+propolis birlikteliginde oldugu saptanmuistir.

Sonu¢ olarak; klasik kanser tedavisine ek olarak kurkumin ve propolis
ekstraktlarinin kanser hiicre hatlar1 {izerine etkilerinin invitro c¢alismalar ile
arastirilmasi ve bu sonuglarin invivo deneylerle ile desteklenmesi gerekmektedir. Bu
calismalarin klinik ¢alismalarin Oniinli acabilecegi ve Tamamlayic1 ve Alternatif

Tedaviye yeni bir umut olabilecegi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Bitki, kanser, fitoterapi, kemoterapi, antitimor.



ABSTRACT

Yilmaz, B. Investigation of Antitumoral Activity of Plant Extracts
Collected from Various Regions, Namik Kemal University, Institute of Health
Sciences, Department of Tumor Biology and Immunology Master Thesis,
Tekirdag, 2012. Some disadvantages of chemotherapy, which is one of the most
preferred methods in cancer treatment, decrease the success rate of treatment.
Therefore, the search for anticancer activity of herbal products has recently become
one of the areas of interest.

In this study; propolis and kurkumin extracts and cisplatin on the breast
cancer cell line (MCF-7), both individually and in combination. MTT assay was used
to determine the cytotoxic effects on the cells, and Annexin V / PI flow cytometric
staining method was used to determine apoptosis processes.

In our study; The most significant reduction in MCF-7 cell viability was
found to be 100 pg / ml for cisplatin, 5 pg / ml for kurkumin and 160 pg / ml for
propolis. Apoptotic cell ratios were also found to be similar to MTT results. The
highest proportion of apoptotic cells in the combinatorial study was found to be in
the presence of cisplatin + propolis.

As a result; In addition to classical cancer treatments, the effects of keratin
and propolis extracts on cancer cell lines should be investigated by in vitro studies
and these results should be supported by in vivo experiments. We believe that these
studies may pave the way for clinical trials and complementary and alternative
therapies.

Key words: Plant, cancer, phytotherapy, chemotherapy, antitumor.
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1. GIRIS

Kanser, diizenli olarak hiicrelerin ¢ogalmasini saglayan hiicre dongiisi
kontroliiniin ortadan kalkmasi ve/veya azalmis apopitoz nedeniyle ortaya ¢ikan
patolojik bir durumdur (Kuno 2012). Kontrolii bozulan bu hiicreler hizla yayilip
yakinlardaki dokulari istila ederek metastaz yapabilirler (Siegel 2016). Kanseri
olusturan nedenlerin % 5-10 genetik, % 90-95 cevreseldir. Cevresel faktorler
arasinda en 6nemli nedenlerden biri tiitiin ve tiitiin tirtinleri (%30-35) kullanimidir.
Sigara digindaki en Onemli kanser nedeni ise beslenme ile ilgili aliskanliklardir
(Kushi 2006, Czene 2002, Anand 2008). Genetik temelli kanser vakalarinda
molekiler testler yapilarak tiim aile bireylerinin bilin¢lendirilmesi ve farkindalik

yaratilmasi 6nemli bir basamaktir (Giiran 2005).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore oliimlerin %63’ii kanser ile
iligkilidir (Monteiro 2014). Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Baskanligi’nin verilerine
gore, bir giinde yaklasik olarak 450 kisi kanser tanisi almaktadir (anonim2017a
THSK). Ulasilabilen en giincel kanser istatistikleri (2014 yilina ait) tiim yas
gruplarinda en sik goriilen kanser tiirleri cinsiyetlere gore ayri ayr incelenerek 2017
yilinda yayinlanan raporda yer almaktadir. Bu rapora gore erkeklerde en sik goriilen
kanser tipleri sirasiyla trakea-brons-akciger kanseri, prostat, kolorektal, mesane,
mide, non-hodgkin lenfoma, bobrek, larinks, tiroid, beyin-sinir sistemi kanserleri;
kadinlarda ise meme, tiroid, kolorektal, uterus-korpus, trakea-brons-akciger, mide,
over, non-hodgkin lenfoma, uterus-serviks, beyin-sinir sistemi kanserleri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Anonim 2017b).

Meme kanseri, lobul ile terminal duktus birlesme yerindeki epitelden koken
alan bir adenokarsinomdur. Meme kanseri (invaziv duktal kanser) gelismeden dnce
duktus epiteli, atipik duktal hiperplazi, duktal karsinoma insitu gibi evrelerden
gegerek olusur. (Aydintugu 2004). Toplumda, “her 8 kadindan birinde meme kanseri
gelisir” ifadesi bir kadinin yasami siiresince invaziv meme kanseri gelisme riskinin
%13,3 olmasi ile agiklanabilir (Phillips 1999). Tiirkiye’de meme kanserine
yakalanan kadin sayis1 1999 yilinda 8.879 iken, 2003 yilinda 12.772’ye yiikselmistir.

Ulkemizde tiim kanserlerin %24,1° ini meme Kkanserlerinin olusturdugu



bildirilmektedir (Koroglu 2004). Yapilan epidemiyolojik calismalar ile meme
kanserinin gelisimi agisindan birgok risk faktorii belirlenmistir. Bu riskler toplumlar
arasinda; yasanilan bolge, c¢evrede kisinin maruz kaldigi etkenler ve diyet

aligkanliklar1 gibi faktorlerden olusmaktadir (Morrow 1999).

Kanserde hastalarin sag kalim oranlari, tarama programlar1 sayesinde erken
tam1 ve etkili tedaviler ile artmustir (Hewitt 2006, Stewart 2017). Kanser
tedavilerindeki amag¢ tiimorii ortadan kaldirip, tedavilerin toksik etkisini en aza
indirmektir (Stefani 2017). Gilinlimiizde kanserle miicadelede basvurulan temel
tedavi yOntemleri arasinda; cerrahi girisim, kemoterapi, radyoterapi, hormon
replasmani ve immunoterapi yer almaktadir. Kemoterapi, kanserle miicadelede
siklikla bagvurulan bir metottur. Fakat kemoterapideki baz1 dezavantajlar (tedaviye
yanit almamamasi, ciddi toksisite ve ¢oklu ilag direnci) basar1 yiizdesini
diistirmektedir (Tan 2011). Ayrica onkoloji ve farmakoloji alaninin hala ¢6zemedigi
bir problem de bazi kanser hiicrelerinin farmakolojik ajanlarla bile apopitoza
yonlendirilememesidir. Bu yiizden antikanser ilaglara karsi olan direnci kirabilmek
icin yeni ydntemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. iste bu noktada dogal iiriinlerin kanserli
hlcrelerde apopitoz ve sinyal yolaklar {izerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalar

ivme kazanmistir (Fulda 2010).

Bitkilerin Urettigi dogal Urlnler olan primer ve sekonder metabolitler
dogrudan ve dolayli olarak endiistride yerini almigtir. Bitkilerin tedavide kullanimlari
insanlik tarihiyle birlikte baslamistir. Binlerce yil once insan, bitkilerin tedavi edici
gicinl tamimis ve saglikli yasayabilmek icin ondan yararlanmistir. Halk hekimligi
uygulamalarina yaygin olarak rastlanan Anadolu’da tedavi amach kullanilan
bitkilere, giinlimiizde de kullanilmaya devam edilmektedir. Modern tipta kullanilan
pek cok ilac da bitkilerden elde edilmektedir. Dinya Saglik Orgiiti (WHO)
arastirmalarina gore tedavi amacghi kullanilan tibbi bitkilerin sayis1  20.000

civarindadir (Faydaoglu ve Siiriictioglu 2011).

Bu calismada; ¢esitli bitki ekstraktlarinin (Propolis ve Kurkumin), meme

kanseri hiicre hatti (MCF-7) Uzerine anti tumoral aktivitelerinin belirlenmesi



amaglanmaktadir. Ayrica kemoterapétik bir ilag olan sisplatinin tek basina etkilerinin
yan1 sira bitki ekstraktlar1 ile kombine edildiginde antagonistik ve/veya sinerjistik
etkilerinin arastirilmasi planlanmaktadir. Calisma sonunda elde edilen veriler
dogrultusunda, klasik kanser tedavisine ek olarak bitkilerden hazirlanan droglarin

klinisyenlerin planladig: tedavi protokoliine destek olmas1 hedeflenmektedir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme; kadinlarda siit tretimi i¢in diizenlenmis ve farklilagsmis bir
tubuloalveolar ter bezidir (Aydintugu2008). Toraksin lizerinde ve sternumun iki
yaninda 2. ve 6. kostalar arasinda yer alir. Meme; lobuller (siit bezleri) ve ductuslar

(sut kanallar1) olmak tizere iki kistmdan olusur. Bu iki yap1 arasindaki boslugu destek

ve yag dokusu doldurmaktadir (Sekil 2. 1) 1- Govde, kabugalar

(THORAX)

2- Gogiis kaslar (Pectoralis
major + pectoralis minor)

3- Siit bezleri (Lobus
Grandulae mammaeiae)

4- Meme ucu (Papilla
mammariae)

5- Areola

6- Siit kanallari(Ductus
lactiferi

7- Yumusak yag doku
(Corpus adiposum mammae)

8- Deri

Sekil 2. 1. Meme kanseri anatomisi

Meme kanserleri lobiiller ve ductuslar arasindaki epitelden kaynaklanan
adenokarsinomlardir. In situ ve invaziv karsinomlar olmak iizere meme karsinomlari
histolojik olarak iki ana gruba ayrilir (Ilvan 2006). Meme kanserlerinde bu histolojik
tipler iyi veya kotu prognozu gosterebilir. Tubuler, kribriform, muisinéz, meduller,

invaziv lobuler ve papiller kanser iyi prognozu, meta plastik (sarkomatoid tip)



inflamatuar ve lipidden zengin kanser ise kotl prognozu gostermektedir (Tavassoli
2003).

Bazal membrandan bag dokuya gecgen siit kanallar1 ile sinirli tiimor hiicreleri
kan damarlar1 ve lenfatiklerle karsilastiklarinda burada beslenerek metastaz yapma
yetenegi kazanirlar. Fakat her tiimor hiicresi ayni1 oranda biiyliyiip metastaz yapmaz.
Ornegin baz1 tiimérler ¢ok kiiciik ¢aplara sahipken metastaz yapar, bazilar1 ise 3-4
cm c¢apa ulagsa bile metastaz yapmazlar (Aydintugu 2004). Meme Kkanserinin
bolgesel olarak en sik yayildigr alanlar aksiller lenf zinciri, mammaria interna lenf
zinciri ve supraklavikuler lenf bezi gruplaridir. Bu boélgelerdeki tutulumlarinin iyi
bilinmesi ve belirlenmesi hem dogru evreleme hem de uygun tedavi yontemlerinin
planlanmasi ag¢isindan biiylik 6nem tasimaktadir(Nemoto 1983). Meme karsinomlar1
timoriin ¢esidi ve evresine gore tedavi edilmedigi takdirde uzak doku ve organ
metastazlari yaparak Slimlere neden olabilmektedir (Aydintugu 2004). Erkeklerde
nadir olarak goriilen meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen malignitedir.
GLOBACAN 2012 verilerime gore gelismekte olan iilkelerde kadinlarda en sik 6lim
nedeni olarak karsimiza meme kanserleri ¢ikmaktadir (Ferlay 2015). Tablo 2. 2°de
kadinlarda en sik goriilen ilk 5 kanserin dagilimi 6zetlenmistir.

Tablo 2. 1. Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) Tarafindan Yaymnlanan
Globocan 2012 Verilerine gére Kadinlarda En Sik Gériilen ilk Bes Kanserin
Dagilim Tiirkiye Birlesik Veri Tabam

(Turkiye Halk Sagligi Kurumu2009 Kanser Tarama Kisa Raporu 2016).

Turkiye Dinya IARC’ aiiye | AB(28 ulke) ABD
24 Ulke

Meme Meme Meme Meme Meme

Tiroid Kolorektal Kolorektal Kolorektal Akciger
Kolorektal Uterus serviksi Akciger Akciger Kolorektal

Uterus Akciger Uterus serviksi | Uterus korpusu Tiroid
korpusu

Akciger Uterus korpusu | Uterus korpusu | Uterus serviksi | Uterus korpusu




Kanser verileri incelendiginde 2035°de diinya da neredeyse 15 milyon insanin
kanser nedeni ile 6lebilecegi tahmin edilmektedir (GLOBACAN 2012). Kadinlarda
goriilen kanser cesitlerinde istatistiksel verilere bakildiginda gerek diinya capinda
gerekse Ulkemizde en fazla gorulen ve 6lumlere neden olan kanserin meme kanseri
oldugu tespit edilmistir (http://kanser.gov.tr/.01,032018). Uluslararas1 Kanser Ajansi
(IARC), meme kanserindeki artisa dikkat ¢ekmektedir (Costa 2016). Ulkemizde ise
kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin verileri asagidaki tabloda (Tablo 2. 2)
yiizdeleri ile birlikte gdsterilmektedir(Saglik Istatistikleri Yillig1 2016).

Tablo 2. 2. Kadinlarda En Sik Goriilen 10 Kanser Tiiriiniin Toplam Kanser
Icindeki Dagilimi (%)

% Kanser Verileri

® Meme

® Tiroid

M Kolorektal

M Uterus Korpusu

M Trakea, Akciger ve Brong
i Mide

u Over

i Non-Hodgkin Lenfoma

1 Uterus Serviksi

M Beyin, Diger Sinir Sistemi

Meme kanserlerinde tek bir risk faktoriinden s6z etmek dogru degildir. Her
toplumda degiskenlik gosteren belirli risk faktorleri vardir (sekil 2. 3). Bu risk
faktorlerinin bilinmesi, kansere bagli mortalite ve morbidite oranlarinin azalmasina

neden olabilir (Holland 1982).




Endojenve
ekzojen
Hormonal
Faktorler

Sosyo-

Cevresel

Ekonomik ,
faktorler

gruplar

Risk

Faktorleri

Gegirilmis
Meme
Kanseri

Beningn
Meme
Hastahg

Sekil 2. 2. Meme kanseri risk faktorleri
(Gullbahar 2017, Tannock 1992).

Postmenapoz donemde goriilen meme kanseri yakalanma yas1 giin gectikce
diisiis gostermektedir. Bu sebeple yapilan erken tan1 ve tarama programlarinin yas
araliginin degistirilmesinin daha uygun olacag: diisiiniilmektedir (Elmore 2005). 50-
75 yas arasindaki kadinlara uygulanan mamografi, meme kanserinin klinik takibi
acisindan onem arz etmektedir (Welch 2010, Humphrey 2002). T.C. Saglik
Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi 2004 yilinda meme kanseri igin
farkindaligin artirllmas: ve taramalarin ulusal dizeyde olusturulmas: igin bazi
standartlar yaymlamistir. Bu standartlara gore 50-69 yas arasindaki kadinlarda 2
yilda bir ¢ift yonlii mamografi ¢ekilmesi 6nerilmistir (Anonim 2018).

Yapilan taramalar (mamografi ve meme usg) dogrultusunda sonuglar BI-
RADS (Breast Imaging Reporting and Data System) adi verilen ve meme kanseri

riskini gosteren dlgege gore degerlendirilir (Ulusu 2007).



Tablo 2. 3. BI-RADS kategorileri
(Ulusu 2007, Bakanligi, T.C.S., Tiirkiye Kadin Sagligi Arastirmasi. 2014: Ocak).

BI-RADS (Breast Imaging Reporting and Data System) Olcegi

Katagoriler Degerlendirme
0 Ek tetkik gerektirenler
1 Normal mamografi
2 Benign bulgular
3 Biiyiik olasilikla benign
4 siipheli anormallikler (biyopsi yapilmasi diistintilmelidir)
5 Malign olasilig1 ¢ok yiiksek lezyonlar (gerekli islemler yapilmalidir)

Meme kanserinin belirtileri kisiden kisiye degisim gosterebilmektedir. Bu
belirtiler kitle, agri, meme basinda c¢ekilme ve akinti, forgue belirtisi, pau d’orange
(portakal kabugu goriintiisii), meme derisinde kasinti, iilser, 6dem ve eritem, koltuk

altinda kitle seklinde gdzlenmektedir( Parlar 2005, Kiirkcii 2008).

2.2. Meme Kanserinde Tedavi YOontemleri

Meme kanserinin belirtileri kisiden kisiye degisim gosterebilmektedir. Bu
belirtiler kitle, agri, meme basinda ¢ekilme ve akinti, forgue belirtisi, pau d’orange
(portakal kabugu goriintiisli), meme derisinde kasinti, iilser, 6dem ve eritem, koltuk

altinda kitle seklinde gozlenmektedir( Parlar 2005, Kiirk¢ii 2008).

Meme kanserinde yukarida saydigimiz belirtiler dogrultusunda kisinin kendi
kendine muayenesi, erken tani ve tarama programlar1 sayesinde evrelere uygun
tedavi yontemi uygulanir. Tablo 2. 4’ de meme kanserinin evrelendirilmesi hakkinda
bilgi verilmistir (Karabas 2013). Tabloya goére; T: TUmorin boyutunu, N: Lenf

bezini, M: metastazi gostermektedir.



Tablo 2. 4. Meme kanserinin evrelendirilmesi

Evre | Evrelerin Yorumlanmasi

TX | Timdriin boyutu belirlenememistir.

TO Tumor belirtisi yok.

TIS | Kanser LCIS, DCIS ya da Tiimdr olmayan meme basmin Paget Hastalig

tdriindendir.

T1 TUmor cap1 2cm ya da daha azdir.

T2 TUmor ¢ap1 2-5 cm arasindadir.

T3 Tiimor ¢ap1 5 cm deb daha biiytiktiir.

T4 Tliimoriin ¢capinin 6nemi yok ¢iinkii tiimoriin gégilis duvart ya da lenf

bezlerine yayildigini gosterir.

NX | Lenf bezlerine yayildig1 belirlenmemistir.

NO Tiimdr Lenf bezine yayilmistir.

N1 Tilimoriin yeri sabit olmamakla birlikte lenflere yayilim gozlenmistir.

N2 | Tiimoriin bulundugu gogiis ile ayni tarafta bulunan lenf bezlerine yayilim

gozlenmistir.

N3 Tiimoriin  bulundugu gogiis ile aym tarafta bulunan mamary ya da

supracavicular lenf bezlerine yayilmistir.

MX | Tiimoriin metastazi belirlenememistir.

MO | Timor metastaz yaparak diger uzak doku ve organlara yayilmistir.

M1 | Timor metastaz yaparak diger uzak doku ve organlara yayilmstir.

Meme kanserinin tedavisinde, hastalifinin evresine gore asagida belirtilen
yontemlerden biri ve/veya birkagt uygulanabilir (Sekil 2. 3). Bolgesel ya da primer
meme kanseri hastalarinda birlestirilmis tedavi modeli (kemoterapi sonrasi cerrahi,
radyoterapi ya da her ikiside) uygulanir (Hortobagyi, 1994). Cerrahi tedavi, en ¢ok
tercih edilen ve yaygin olarak kullanilan yontemdir. Cerrahi tedavide amag
memedeki tlimoriin tamamini ortadan kaldirmaktir. Ayrica beden goriintiisiindeki
deformasyonlar1 en aza indirmek acisindan meme koruyucu cerrahi (BCS) veya

mastektomi de kullanilabilmektedir. Meme koruyucu cerrahi (BCS), kismi



mastektomi, kadranektomi ve lumpektomi olarak da bilinir. Tiim memenin alinmasi

ise basit veya total mastektomi olarak ifade edilir(American Cancer Society, 2013).

4 \

» Cerralu tedavi

Meme » Radyoterapi(RT)

Kanserinde Lokal Tedaviler

\ y
4 \

» Kemoterapi
» Hormon tedavisi
» Hedeflennus tedavi

Meme Kanserinde Sistemik
Tedaviler

\. v,

Sekil 2. 3. Meme kanserinde tedavi yontemleri

Radyoterapi tedavisi kullanilarak meme kanserinin niiks riski yaklasik olarak
% 50 mortalite riskini ise % 20 oraninda indirgedigi bilinmektedir (Darby ve dig.,
2005). Radyoterapi tedavisi, ¢cogu zaman cerrahi tedavi sonrasinda c¢evresel
dokularda kalmis olan ya da cerrahi 6ncesi 5 cm’ den biiyiik tumor hicrelerini yok
etmek ve/veya kiiciiltmek amaciyla kullanilir (Early Breast Cancer Trialists'
Collaborative Group, 2000). Kanserin ortaya ¢ikma olasiligt meme koruyucu
cerrahide daha yiiksek olmasima ragmen operasyon sonrasi radyoterapi yapildigi
takdirde basarili sonuglar alinabilmektedir (Fisher 2002; Litiere 2012; Veronesi
2002).

Kemoterapi tedavisi metastaz yapmis tlimoriin boyutunu kii¢iiltmek amaciyla
uygulanir. Kemoterapiden adjuvan ile tedavi olarak da bahsedilebilir. Kanserin evresi
ve cesidine bagh olarak tek bir ilag ve/veya ilag kombinasyonlarinin kullanimina
bagli olarak daha verimli sonuglar elde edilir. Meme kanserinde en ¢ok kullanilan
ilac  kombinasyonlari;  siklofosfamid, = metotreksat,  5-florourasil (CMF
kombinasyonlari), doksorubisin (Adriamisin), epirubisin, paklitaksel (Taksol) ve
dosetakseldir (Gonzalez 2007).

Hormon tedavisi, cerrahi sonrasi ya da ilerlemis durumdaki meme kanserleri

icin kullanilir. En sik kullanilan ilaglar Tamoxifen, toremifene ve fulvestrant
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(Faslodex®)’ tir. Hormon tedavisinde kullanilan bazi ilaglar menopoza girmeyen

kadinlarda dstrojen seviyesini arttirabilmektedir (American Cancer Society, 2015).

Meme kanseri hastalarinin yaklasik % 15-20’si HER-2’ yi (biiyiimeyi uyaran
proteini) fazla ftretirler (Carey ve dig., 2006). HER-2 proteinini dogrudan
hedefleyen, Trastuzumab (Herceptin) monoklonal bir antikordur. Hedeflenmis
tedavi de kullanilan Trastuzumab metastatik HER-2 pozitif hastalarinin standardidir
(Wolff ve dig., 2007). Romond ve arkadaglarinin 2005 yilinda yapmis olduklar1 bir
calismada sadece standart kemoterapi uygulamasinin meme kanserini niiks ve
mortalite oranint % 33 azalttigin gosterirken, standart kemoterapiye Trastuzumab

eklenmesi sonucunda bu oranlarin % 52’ lere ¢iktigini belirtmislerdir.

Meme kanserinde kullanilan bazi tedavi yontemlerinin uzun siirmesi ve/ veya
yan etkilerinin bulunmas1 hastalar1 farkli arayislara yonlendirmistir. Tamamlayici ve
alternatif tedavi yontemlerinin kullanimi gelenekseldir (Reed 2000,Yavuz 2001).
Tamamlayic1 tedavi bilimsel tip ile birlikte kullanilan (akupunktur, meditasyon,
aromoterapi, terOpatik masaj ve diger relaksasyon teknikleri vb.) yontemler;
alternatif tedavi ise bilimsel tedavi yonteminin yerine kullanilan (diyet ve beslenme
cesitleri, farmakolojik ve biyolojik tedaviler vb.) yontemlerdir (Algier 2005, G6zim
2003). Kanser insidansinin artigi, ortalama yasam siiresinin uzamasi, hastalarin sag
kalim oranlarmin artisina bagli olarak; kanser hastalarinin TAT kullanimin1 ve TAT

hakkindaki bilgi arayis1 devam etmektedir (Burkhardt 2001).

2.3. Fitoterapi

Yunanca phytos (=bitki) ve therapy (=tedavi) kelimelerinin birlesiminden
olusan fitoterapi terimi ilk kez 1870-1953 yillar arasinda Fransiz hekim Henri
Leclerc tarafindan kesfedilmistir (Wpcare 2018). Fitoterapi; bitkilerin c¢esitli
kisimlarindan (kok, tohum, polen, kabuk, meyve) hazirlanan ekstraktlarin tedavi de
kullanilmasidir  (Gratzke 2015). Bitkisel tedavinin ge¢misi antik ¢aglara
dayanmaktadir (Bedi 2002). Ornegin Hakkari' nin giineyinde Sanidar Magarasidaki
neanderthal mezarlarinda bitki fosil Grneklerinin bulunmasi fitoterapinin insanlik

tarihi kadar eski olmasinin kanitidir (Alkofahi 1990).



11

Bitkisel ilaglar igerdikleri bilesenlere tedavi edici 6zelligi olan veya insanlarin
sagligina yarar1 olan maddeler veya Urlnlerdir (Van Overwalle 2007). Bu bitkisel
ilaclar tek bir bitki ekstraktindan elde edilebilecegi gibi farkli bitki ekstraktarinin
kombinasyonu sonucunda da kullanilabilmektedir (McVary 2014). Fitoterapi de
bitkilerin igerdikleri etken bilesenler genellikle primer ve sekonder metabolitler
(protein ve nukleik asitler bu smiflamanin disindadir) olarak ikiye ayrilir. Primer
metabolitler (Karbonhidratlar, yaglar, proteinler vb) hiicre metabolizmasinda
onemlidir (Cowan1999, Theis2003). Sekonder metabolitler (alkoloid, terpen, fenolik
bilesikler gibi) primer metabolitlerden elde edilerek c¢esitli deneysel ¢alismalarda
kullanilir (Anonim 2009a, Anonim 2009b). Dogal bitki iiriinleri olan yaglar, taninler
ve saponinler ila¢ endiistride dogrudan ya da dolayli olarak kullanilmaktadir
(Balandrin1985, Han 2001). Ilac endiistrisinde kullanilan en énemli bitki bilesikleri

(salisin, taxol ve morfin) Sekil 2.4' te gosterilmistir(Anonim 2003).

OH

Morfin Salisin

IZ
Qe
I

8]

Taxol

Sekil 2. 4. ila¢ endiistrisinde kullanilan bazi sekonder metabolitlerin kimyasal
yapisi
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Sekonder metabolitlerin, hiicre metabolizmasindaki fonksiyonlar1 tam olarak
bilinmemekle birlikte, genelde tozlasmada, ¢evresel kosullara uyum, predatorlere
kars1 kimyasal savunmada etkili oldugu belirtilir(Vanisree 2004). Bitki yapisinda az
miktarda bulunmalarindan dolay1 ekstraksiyon ile saflastirilmalar1 giigtiir(Ozgen
2005). Ukemizde bitkisel iiriinlerin ticari agidan pazar pay1 oldukga fazladir (Erséz
2012). Geleneksel Bitkisel Tibbi Uriinler Yonetmeligi'ne gore, fitoterapi de
killanilan bazi kavramlar tanimlamalar1 ile birlikte Tablo 2. 5' te belirtilmistir

(Istanbul 11 Saglik Miidiirliigii. Geleneksel bitkisel tibbi iiriinler yénetmeligi 2010).

Tablo 2. 5. Fitoterapide kullanilan baz: kavram ve tammmlar

Kavramlar Tanimlari

DROG Dogal kaynakli ilag hammaddesi

BITKISEL DROG Islem gormemis, pargalara ayrilarak
kurutulmus bitkiler veya bitki parcalari

BITKISEL PREPARAT Bitkisel droglarin ekstraksiyonu sonunda
elde edilen rdin

BITKISEL TIBBI URUN Drog, bitkisel preparat ve / veya
kombinlerinden elde edilen tibbi iiriin

ETKEN MADDE Bitkisel tibbi trtinlerin farmakolojik
aktivitesi

Bilesimimde yer alan tibbi bitkilerin
GELENEKSEL BITKISEL TIBBI | recetesiz olarak kullanilmasi tasarlanmig
URUN olan, geleneksel tibbi iiriinlere uygun

6zel uygulamalari olan miistahzarlardir.

2.4. Sisplatin

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum-I1) yapisinda platin (Pt) bulunduran
(Sekil 2. 5) kemoterapotik ajandir (Florea 2011, Kelland 2007, Boulikas 2003, Dasari
2014). Biyofizik uzmani Barnett Rosenberg (1965), E.coli ile yapmis oldugu

caligmada kullandig1 platin elektrotlarinin antineoplastik ve antibakteriyel etki
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yaptigini fark etmesi tizerine sisplatini kesfetmistir (Rosenberg 1965). Daha sonraki
caligmalarda ise sisplatinin antitimor Ozelligi kanitlanmigtir (Frezza 2010).
Sisplatinin tedavide kullanilmas1 FDA tarafindan 1978 yilinda onaylanmistir
(Kelland 2007).

Sekil 2. 5. Sisplatinin molekiiler yapisi

Sisplatin siklikla solid tiimorlerin (bas, boyun, akciger, testis, over ve meme
kanseri gibi) tedavisinde kullanilmaktadir (McKeage 1995). Timoér hiicrelerinde
DNA hasarina neden olarak apopitozu uyarir. Sisplatinin fizikokimyasal 6zellikleri
Sekil 2. 6' da gosterilmistir (Florea 2011, Boulikas 2003, Dasari 2014).
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Sekil 2. 6. Sisplatinin fizikokimyasal 6zellikleri

Sisplatinin, konsantrasyona bagli olarak bazi yan etkileri (nefrotoksisite,
hepatotoksisite, norotoksisite, ototoksisite) toksisiteye sebep olabilmektedir. Bu

toksisiteye sebep olan rmetabolit cis-diamineaquachloroplatinum II’dir. Bu metabolit
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oksijen radikallerini arttirarak DNA replikasyonu ve tamirini 0nleyebilmektedir.
(Kopke 1997, Béanfi 2004, Dehne 2001). Ayrica ilacin dozu, hastanin yasi, diger
toksik ajanlar ile birlikte kullanimi, beslenme, diisiik serum albumini ve anemi yan
etkilerin ortaya c¢ikmasini kolaylastiran faktorlerdir (Bokemeyer 1998, Kopelman
1988, Huang 2002). Sisplatinin neden oldugu toksik etkilerin mekanizmalart ¢ok
karmagiktir (Dugbartey 2016).

Sisplatin yan etkilerine ragmen, her yasta sik olarak kullanilabilen
antineoplastik ajanlardan biridir. Gii¢lii kemoterapétik bir ajan olmasi giiniimiizde
halen kullanimin1 devam ettirmektedir. Tas ve Simsek (2017) yapmis olduklar
caligmada sisplatinin yan etkilerini 6nleme ve tedavi etmede daha fazla deneyler

planlanmas1 gerektigini belirtmektedirler (Tas ve Simsek 2017).

2.5. Kurkumin

Ana vatan1 Giiney Asya olan kurkumin; Zingiberaceae ailesine ait Curcuma
longa bitkisinin rizomlarindan elde edilmektedir. Halk arasinda “zerdecal ve hint
safran1" olarak bilinir. Turuncu renkte polifenolik bir yapidadir Aggarwal 2007, Goel
2008). Molekiiler yapist Sekil 2. 7°de gosterilmistir (Duvoix 2005). Kurkumin suda
ve eterde ¢Oziinmeyen fakat diger organik ¢oziiciilerde (aseton, dimetilstlfoksit,
etanol) c¢oziinen lipofilik bir bilesiktir (Aggarwal 2003, Goel 2008, Sharma 2005).
Lipofilik 6zelliginden dolay: hiicre zar1, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zar1 gibi

yapilarda yogunlasir.

OCHs H3CO

Sekil 2. 7. Kurkuminin molekiiler yapisi

Rizomlarin aktif maddesi ve turuncu rengin ana kaynagi olan CUR
(difuruloylmetan), gida boyasi olarak da kullanilir. FDA tarafindan da onaylanan
kurkumin c¢ogu {iilkede gida takviyesi olarak kullanilmaktadir (Gupta 2013).
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Icerigindeki etken fenolik maddeler biiyiimesi durdurulmus hiicrelerin
onarimini saglayarak apopitozisi engellemektedirler (Sharma 1976). Yapilan invitro
ve invivo calismalarda kurkuminin bir¢ok hastalik T{izerine antioksidan,
antiinflamatuar, antiviral, antibakteriyel, antifungal, antiseptik, analjezik ve
antikanser rolii oldugu bilinmektedir. (Shishodia 2005, Pari 2008).

Kurkuminin mekanizmasina bakildiginda bazi yolaklar1 (kaspaz aktivasyon,
timor stpresor, mitokondriyal ve protein kinaz) etkileyerek timor hicrelerini
oldururken normal hicrelere zarar vermeden antiproliferatif ve antiapopitotik
yetenege sahip oldugu gosterilmektedir (Ravindran 200, Duvoix 2005). Kurkumin
ile inkiibasyona birakilan kanserli hiicre hatlarinin DNA igeriklerinin G1 /S fazinda
bulundugu belirtilmistir. (Singh 1996). Yani hiicre dongusinun ilerlemesini bloke
eder. Baz1 hiicresel iletim yolaklarinin (NF-kB, Notch-1, c-Jun N-terminal kinaz)

diizenlenmesine yardimci olur (Chen2014).

2.6. Propolis

Propolis yunanca pro, "giris" ve polis, "sehir" kelimelerinin birlesiminden
olusur ve is¢i bal arilarinin kovani savunmasi anlaminda kullanilir (Burdock 1998).
Tibb1 anlamda propolis antik caglarda beri gesitli hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmigtir (Castolda 2002). Giinlimiizde de sentetik ilaclarin yan
etkilerinin artmasi ile birlikte dogal ilaglarin kullanimma geri doniilmeye

baglanmistir (Kutluca 2006).

Propolis, is¢i bal arillarmin ceneleri ile toplayip arka ayaklari ile koloniye
getirdigi re¢inemsi bir maddedir. Bir ar1 kolonisi yaklasik olarak bir yilda 150-200 g
propolis toplayabilmektedir (Crane 1990, Kuropatnicki 2013). Propolis ortam
sicakliklarma gore kati, yumusak ve ¢ok yapiskandir. Su, eter, aseton gibi organik

¢oziiclilerde kismen erirken % 95’ lik etil alkolde tamami ¢6ziiniir. (Tutkun 2000).

Propolisi olusturan bilesenlerin sabit bir oran1 yoktur yaklasik degerler Tablo
2. 6' da gosterilmektedir (Albayrak 2008, Demir 2010). Genel olarak flavonoidler,
fenolik asit ve esterleri, terpenoidler, steroidler, aminoasitler ve inorganik
bilesiklerden olusan kimyasal bir yapis1 vardir (Moreno 2000). Kimyasal bilesenlerin

sabit bir degerinin olmamasi iklim, mevsim, cografik bolge, toplandig1 zamana gore
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cesitli fakliliklardan kaynaklandigi belirtilmektedir (Sforcin2000, Hegazi 2000).
Propoliste farmakolojik etkinligi yiiksek olan bilesenler flavonlar, flavonoller ve
flavononlar ile ¢esitli fenolik maddeler ve aroma maddeleridir (Grange ve Davey
1990).

Tablo 2. 6. Propolisin kimyasal bilesenleri

Bilesen Sinifi Bilesen Grubu Miktar (%)
Recine Flavonoidler
Fenolik asitler ve esterleri % 45-55
Terpenler
Mum ve yag asitleri Doymamis yag asitleri
Art ve Bitkilerden elde % 25-35
edilen mum
Esensiyal yaglar Ugucu bilesenler %10
Polen Eser element ve Serbest
amino asitler %5
Diger  organik  ve | Ketonlar, Laktonlar,
mineral maddeler Kinonlar, Steroidler %5
Benzoik asit ve esterleri
Sekerler

Arilar propolisi kovanda meydana gelen deliklerin kapatilmasi, peteklerin
onarilmasi, hasat zamani gergevelerin baglanmasi, ana ar1 yumurtlamadan once
petegin temizlenmesi amaciyla kullanmaktadir (Basim 2006). Ayni zamanda arilar
propolisi kendileri igin tehdit olusturacak diger biiyiik canlilari mumyalayarak

enfeksiyon olusmasini engellemis olurlar. (Bankova 2014).

Propolis iizerine yapilan invitro ve invivo denemelerde, tiimdr hiicrelerinde
biiyiimeyi engelleyici etkisi rapor edilmistir (Sforcin 2007). Bogdanov (2012) ve ark.
fareler ilizerine yapmis olduklar1 ¢alismada propolisin, kemoterapik ajanlarin toksik
etkisini elemine etti§ini ve ayni sonucun insanlar iizerinde de benzer bir etki
olusturacagimi belirtmislerdir. Bu yapilan c¢alisma propolis ve anti kanser ajanlar

arasindaki sinerjiyi gosterir niteliktedir. Yapilan deneysel ¢aligmalar sonucunda
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propolisin  birgok biyolojik aktiviteye (antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antiinflamatdr, antiiilser, antitimor, immiinostimiilator) sahip oldugu bilinmektedir.
Bu sebeple halk tibbinda; apiterapi, biokozmetik ve ila¢ sanayinde ¢esitli amaglarla
kullanilmaktadir (Kujumgiev 1999, Ota 2001)

2.7. Apopitoz

Her hiicre, yasam dongiisii boyunca dogar, ¢ogalir (proliferasyon), farklilagir
(diferansiasyon) ve 6lur (apopitozis) (Erdogan 2003, Hikim 1995). Ilk olarak Kerr,
Wyllie ve Currie tarafindan 1972’de tanimlanmistir (Kerr 1972). Apopitoz,
sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlayan, Yunanca apo(=ayri) ve ptozis(=diisen)
kelimelerinin birlestirilmesiyle olusturulmus bir kelimedir (Bylinsky 1995, Hizel
1997, Israels 1999, Nagata 1999). Programlanmis hiicre 6liimii siireci olarak
tanimlanan apopitozis enerji bagimli biyokimyasal bir mekanizmadir(Elmore susan
2007). Apopitoz ve nekroz arasindaki ayrimi iyi bilmemiz gerekir ¢ilinkii bu iki olay
bazen karistirilabilmektedir (Sekil 2. 8).

l Apoptoz . I
L4 9 ;
Fizyolojik bir 6liim Hem fizyolojik hem de
sekli degildir. ] patolojiktir.
U ¥
l Hiicre siser. Hiicre kiigtiliir.
v .' »

Plazma membrani Plazma
butiinliigini kaybeder membramsaglamdir
v ¥
Hiicre lizize ugrar. ‘ Hiicre kug‘uk Pal'g:alal'a

S ayrilir, _
Inflamasyon uyarilir, Inflamasyon olugmaz.

Sekil 2. 8. Apopitoz ve Nekroz arasindaki farklar
(Barisic 2003)

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, homeostasinin bozulmasi sonucunda
gelisen hastaliklarin patogenezinde apopitozun ©6nemi gosterilmektedir(Mcphie
2003). Ornegin karsinogenezde ¢ogalmanin hizlandig1 ve indirgenmis apopitozisin

onemli oldugu disiiniiliir (Kerr 1994). Canli yapisinda apopitozisi indiikleyen (c-
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myc, Bax, p21) ve baskilayan (ras onkogeni, p53, c-abl geni) ¢ok sayida gen
bulunmaktadir. (Oktem 2001).

Gunumuzde apopitozun biyokimyasal ve genetik komponentlerinin
aydinlatilmas1 kanser gibi bircok hastalik icin yeni tedavi olanaklarini giindeme
getirmektedir (Yazic1 2016).

Apopitoz, 6lim sinyallerinin 6lim reseptorlerine baglanmasiyla digsal, hiicre
ici toksisitenin neden oldugu icsel yolak olmak iizere baglica iki yolaktan
olusmaktadir. Her iki yolak da birbiri ile baglantilidir (Sekil 2. 9). Bir yolakda rol
alan molekiiller diger yolaktakini etkileyebilmektedir (Igney2002, Parrish 2013).

2.7.1. Dissal Yolak

Hiicre disindaki bir sinyalin plazma membranina bagl reseptdrler araciligiyla
apopitotik aktiviteye doniismesine dissal yolak denir. Olum reseptorleri (death
receptor) yolagi olarak da bilinmektedir (Raff 1998). Tumor nekroz faktoru (TNF)
tiimdr hiicrelerinin 6limiine neden oldugu ortaya konulmustur. TNF ailesi, reseptor
proteinlerin hiicre dis1 bolgelerine baglanarak etki gostermektedir. TNF ailesinde 19
farkli ligand bulunmakta ve bu ligandlar TNF reseptor (TNFr) ailesine ait 29 farkh
reseptore baglanmaktadir (Aggarwal 2003, Locksley 2001).

Dissal yolak da Fas ligandi (CD95/APO-1) Fas reseptorine (FASr), TNF
ligand1 ise TNFr baglanir. Ardindan Fasr, Fas iliskili 61iim domainine (FADD), TNFr
ise FADD ve reseptor interaktif protein (RIP) birimleri ile adaptér TNFR-1 iligkili
olim domaini (TRADD) proteininin baglanmasina yol agar (Hsu H 1995, Wajan
2002). FADD, prokaspaz 8 ile birleserek oldurici sinyal kompleksini (DISC)
olusturur. Bu kompleks, NF-kB (Nuclear factor kappa B), JNK (c-Jun N-terminal
kinase) ve p53 aracilig1 ile apopitozis dengesi ayarlanir. DISC, Prokaspaz 8’ i aktive
eder (Kischkel 1995). Dissal Yolak da FADD ve kaspaz-8’e baglanan c-FLIP olarak
adlandirilan bir protein tarafindan inhibe edilir (Scaffidi1999, Kataoka 1998).

2.7.2. i¢sel Yolak

Icsel yolak hiicre ici reseptorleri tarafindan olusturulan sinyallerin mitokondri
dis zarindaki degisim sonucu gergeklesir. Bu sebeple i¢sel yolaga mitokondrial yolak
adi1 da verilmektedir (Hengartner 2000, Jin 2005).
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Mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c salinarak kaspaz kaskadi baslatilir
(Puentes-Prior 2004). Sitokrom c¢ molekuld, sitoplazma proteini olan apopitotik
proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1)’e baglanarak kaspaz aktivasyonu
gorevlendirme bolgelerinin (CARDs) goriinmelerini saglar (Bratton 2010). Inaktif
prokaspaz-9, CARDs ile birleserek apopitozom kompleksini olusturur. Aktiflesen
kaspaz-9, kaspaz aktivasyonunu baglatir. Aktive olmus kaspaz-9 hucre 6limuni
gerceklestirebilecek olan kaspaz3 ve kaspaz7’ yi aktiflestirir. Daha sonra hicre

kalintilar1 ve apopitotik hicreler fagositozla uzaklastirir (Tait 2013).

Dissal Yolak igsel Yolak

Hiicre i¢i stres

\ﬂ‘ﬂ-ﬂ/ Ligandlar (Fas L, TNF) (DNA hasari, hipoksi, UV, kemoterapi, ilaglar.. vb)
“ Plazma membrani

Reseptor (Fas, TNFR)

........
—.‘-‘-’--- o ¥ % o ot e e e e ot ol o e e e e e e S o e e e e o

Prokaspaz-9 Api-t o Sitokromc
Adaptor o ©0O

o0
DISC IUD' (FADD) °
Kompleksi Bcl-2/Bcl-XL
P L Prokaspaz-8 T —

Mitokondri

Kaspaz-8 D tBid

b R

Prokaspaz-3

Kaspaz-3 @9 ——
b

Hedef proteinlerin
kesilmesi

Sekil 2. 9. Dissal ve I¢sel apopitotik yolaklar

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

Bu tez ¢alismasi Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Ar-Ge
Laboratuvari' nda gergeklestirildi. Calisma siiresince kullanilan cihazlar, markalar1 ve

mengei Tablo 3. 1' de verildi. Kullanilan sarf ve diger malzemelerin markalar1 ve
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mensei Tablo 3. 2' de belirtildi. Bu ¢alismada kullanilan propolis 6rnegi Edirne ilinin

Tuglalik kdylinden, kurkumin ise Tekirdag ilindeki bir aktardan temin edilmistir.

Tablo 3. 1. Calismada kullanilan cihazlar, markalari ve mensei

Kullanilan Cihazlar

Malzeme Marka Ulke

Biyoguvenlik Kabini Biobase Almanya

Invert Mikroskop Olympus CKX53 Japonya

CO2' li Inkiibator Heal Force/HF90 | Cin
Smart cell

Santrifdj Eppendorf centrifuge | Almanya
5810R

Derin Donduruculu Buzdolab: | Arcgelik Turkiye

(+4 ¢ Ve -20 °c)

Derin Dondurucu (-80 ©c) Arcelik Tarkiye

Hassas Analitik Terazi Denver Instrument A.B.D

Otoklav HMC Japonya

Vorteks Isolab Almanya

Flow Sitometre BD FACSCalibur Singapur

Cesitli Hacimlerde Otomatik | Dragon-med Almanya

Pipet Seti

Azot Tanki Awtech scientific Kanada

Su Banyosu Nuve Turkiye
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Tablo 3. 2. Cahismalarda kullanilan sarf ve diger malzemeler, markalar1 ve

mensei

Kullanilan Sarf ve Diger Malzemeler

Malzeme Marka Ulke
Membran filtreleri (0.2 | Minisart® NML Syringe | Almanya
um) Filter

Standart 25 ve 75 cm? | VWR/SPC Kanada
hiicre kiiltiir flasklar1

15 ve 50 mL hacimli | Isolab Turkiye
steril falkon tlipler

Steril 96 kuyucuklu hicre | VWR/SPC Kanada
kiiltiir plaklar

Thoma lami1 ve lamel

10 ve 25 mL hacimli | SPL Glney Kore
steril serolojik pipetler

3 mL hacimli steril pastor | Isolab Turkiye
pipetleri

Cesitli hacimlerde (0. 1- | Isolab Tarkiye
1000 upL) steril pipet

uglar

0.5 ve 1. 5 mL hacimli | Isolab Tarkiye
kapakl1 tlipler

Steril 6 kuyucuklu hicre | VWR/SPC Kanada
kiiltiir plaklar

Hucre SPL Glney Kore
Kaziy1c1(290mm/200mm)

DMEM, Dulbecco's | Gibco ABD
Modified Eagle Medium

%0.25 Tripsin EDTA Gibco ABD
Penisilin/Streptomisin Gibco ABD
FBS, Fetal Sigir Serumu | Gibco ABD
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Etanol Merck ABD
DMSO, Dimetil Stlfoksit | Merck ABD
Fenol Redsiz RPMI Gibco ABD
DPBS Gibco ABD
Kriyojenik Vial Cryovial® Fransa
MTT Vybrant® Invitrogen
3-(4,5-Dimetiltiazol-2- ABD
yl)-2,5-

Difeniltetrazolyum

Bromid

Invitrogen Apoptozis Kiti | Invitrogen ABD
Steril Eldiven Sterix Turkiye
Cam Malzemeler, Deney | Isolab Turkiye

Tupleri, beher vs.

3.2. Uygulanan Ydntemler

3.2.1. Hiicre Hatt1

MCF-7 hiicreleri tiimdrojeniktir ve immiin sistem baskilandiginda tiimor
olusturabilme yetenegine sahiptir. Caligmamizda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Immiinoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Emin Umit BAGRIACIK
tarafindan temin edilen insan meme kanseri MCF-7 (ATCC MCF-7) hiicre hatti
kullanildi (sekil 3. 1).

Sekil 3. 1. MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin invert mikroskopu altindaki
goriantasa (40 X bayutme ile)
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3.2.2. Hiicre Hatt1 Besiyeri

MCEF-7 hiicreleri icin Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Tablo 3.
3), igerisine 50 ml inaktive edilmis Fetal Sigir Serumu (FBS), 5 ml
Penisilin/Streptomisin antibiyotik karigimindan, 5 ml Sodyum Piriivat, 5 ml MEM-
non Essential, 5 ml L-Glutamin, 2.5 ml Ciflosin ve 500 pl B2-mercaptoethanol
eklenerek hazirlandi. Kontaminasyon riskini minimuma indirmek i¢in hazirlanan
besiyeri 50 ml hacminde falkon tiplere bolinerek 4°C sicaklikta buzdolabinda

saklandi.

Tablo 3. 3. Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) icerigi
(Dulbecco 1959)

Icerigi Molekuler Konsantrasyo mM
Agirhgi n(mg/L)

Amino Asitler
Glisin 75.0 30.0 0.4
L-arginin hidroklorid 211.0 84.0 0.398104
L-sistin 2HCI 313.0 63.0 0.201277
L-Glutamin 146.0 580.0 3.972602
L-Histidin hidrolorid- H.0 210.0 42.0 0.2
L-1zolésin 131.0 105.0 0.801526
L-Losin 131.0 105.0 0.801526
L-Lisin hidroklorid 183.0 146.0 0.797814
L-Metionin 149.0 30.0 0.201342
L-Fenilalanin 165.0 66.0 0.4
L-Serin 105.0 42.0 0.4
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L-Treonin 119.0 95.0 0.798319
L-Triptofan 204.0 16.0 0.07843
L-Tirosin 181.0 72.0 0.39779
L-Valin 117.0 94.0 0.80341
Vitaminler

Kolin Kklorid 140.0 4.0 0.028571
D-Kalsiyum pantotenat 477.0 4.0 0.008385
Folik Asit 441.0 4.0 0.009070
Niasinamid 122.0 4.0 0.032786
Piridoksin hidroklorid 206.0 4.0 0.019417
Riboflavin 376.0 0.4 0.001063
Tiamin Hidroklorid 337.0 4.0 0.011869
i-Inositol 180.0 7.2 0.04
Inorganik Tuzlar

Kalsiyum Klorid 147.0 264.0 1.795918
Ferrik Nitrat 404.0 0.1 2.47524
Magnezyum Sulfat 246.0 200.0 0.81300
Potasyum Klorid 75.0 400.0 5.33333
Sodyum Bikarbonat 84.0 3700.0 44.0476
Sodyum Kilorid 58.0 6400.0 110.344
Sodyum Fosfat Monobazik 154.0 141.0 0.91558
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Diger Bilesikler

D-Glukoz (Dekstroz) 180.0 1000.0 5.55555
Fenol Kirmizist 376.4 15.0 0.03985
Sodyum Piruvat 110.0 110.0 1.0

3.2.3. Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi

-196°C' de azot tankindan ¢ikarilan kriyojenik vial musluk altindan
gecirildikten sonra 37°C' deki su banyosuna alinarak ¢oziinmesi beklendi. Su
banyosunda fazla bekletmeden (hiicre ozmoza ugramadan) ¢6ziindiigii gibi kiiltiir
islemine alindi. Coziinen hiicre siispansiyonu 4°C’de 1200 rpm (rotor per minute) '
de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant kisim pipet yardimu ile almip atildi. Uzerine 1 ml
besiyeri eklenerek restispanse edildi. Reslispanse edilen hiicreler Trypan mauvisi ile
boyanarak canli-6lii hiicre konsantrasyonuna bakilip 25/75 cm? lik flasklara
aktarildi. Flasklara besiyeri eklenerek homojen karisim saglandi. Tim islemler

bittikten sonra 37°C' de %5' lik COz iceren steril inkiibatorde kiiltiire alindi.

3.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Yeterli konsantrasyona ulasip flask tabanina tutunmus olan hiicrelere
degmeden dikkatli bir sekilde pipetle slipernatant atildi. 5 ml steril DPBS ile flaskin
taban1 fazla bekletmeden yikandi ve pipetle tamami cekilerek dokiildii. 25 cm?' lik
flaska 5 ml, 75 cm? lik flaska 10 ml Trypsin/EDTA cozeltisi eklenerek hiicrelerin
tabandan kalkmasi i¢in inkiibatorde 1-2 dk bekletildi. Hiicrelerin tabandan kalkmasi
saglandiktan sonra hiicre-trypsin/EDTA karisimi pipetle falkona alinarak 4°C' de
1200 rpm' de 3dk santrifiij edildi. SantifiijJden sonra falkondaki siipernatant kisim
atildi. Ardindan trypsin/EDTA kalma ihtimaline karst bir kez daha besiyeri ile
yikama iglemi tekrarlandi ve santrifiij sonrasi siipernatant atildi. Pellet kismi besiyeri
ile restspanse edilerek flasklara ekildi ve hicrelerin konsantrasyonu invert

mikroskobunda kontrol edildi.
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3.2.5. Hiicrelrin Dondurulmasi

Hiicrelerin dondurulmasinda Tripsi/EDTA  yontemi kullanilarak flask
tabanina yapigan hiicreler kaldirildi. Falkona alinan hiicrelerin 4°C' de 1200 rpm' de 3
dk olmak iizere 2 kez yikama islemi yapildi. Pellet 1 ml besiyeri ile resiispense
edildi. Trypan mavisi kullanilarak hiicrelerin canli-6lii sayis1 hesaplandi. Her
Kriyojenik Viale 1x10° hiicre diisecek sekilde 50 pul DMSO, 950 ul FBS eklendi.
Kriyojenik Vialler hiicre slispansiyonu donana kadar énce -20°C' de daha sonra 24

saat -80°C derin dondurucuda bekletildi ve -196°C' deki s1v1 azot tankina alindi.

3.2.6. Trypan Mavisi YOontemi ile Hucrelerin Boyanmasi

Dondurulmus hiicreleri acarken ya da Trypsin/EDTA ydntemine uygun
sekilde flask tabanindan kaldirilan hiicrelerin dondurulma isleminden 6nce Trypan
mavisi  kullanilarak hiicre saymmi  gergeklestirildi. Falkona alinan hiicre
siispansiyonlarinin yikama isleminden hemen sonra siipernatant atildi. Pellet 1ml
besiyeri ile pipetaj yapildiktan sonra 10ul ¢ekilip ependorfa aktarildi. Uzerine
Trypan mavisi ¢ozeltisinden de 10ul eklenerek homojen sekilde karismasi igin
pipetaj yapildi ve 10ul alinarak Thoma Lamina aktarildi. Thoma laminda hazirlanan

ornege 151k mikroskobunda bakilarak hiicreler sayildi (Sekil 3. 2).

Canli Hiicre

Oli Hiicre .
Sekil 3. 2. Thoma laminda Trypan mavisi ile boyanan ve/veya boyanmayan
MCF-7 hucreleri

Thoma Lami'nda 6lii hiicreler Trypan Mavisi ile boyanirak mavi, canli hiicreler

ise boyanmayarak seffaf goriiniirler.
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Hesaplama,;

Total hiicre sayis1 (ml): Canli hiicre Sayis1 x Seyreltme Faktorii x x 10*

3.2.7. Propolis Ekstraksiyonu ve Stok Hazirlanmasi

Edirne ilinin Tuglalik kdylinden kuru halde temin edilen propolis 6rnegi
havanda ezildikten sonra %70' lik ethanol ile 3 giin oda sicakliginda etrafi 151k
gormeyecek sekilde kapatilip c¢alkalamali etiivde ¢oziinmeye birakildi. Hergiin
kontrolii yapilan propolis ¢dzeltisinde ethanol azaldiginda {izerine ilave yapildi. Ug
gundn sonunda stzgec ile stzildikten sonra liyofilizatorde kurutularak toz haline
getirildi. Kullanilana kadar +4°C' de saklandi. Toz haldeki propolisten stok
cozeltimiz 320 ug/ml olacak sekilde 0.00160 gr/ml tartilip 250 ul ethanol ve 4750 pl
PBS ile ¢ozdiiriildii. Bu karisim 0.22 pM filtreden gecirildi.

3.2.8. Kurkumin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tekirdag ilindeki bir aktardan satin alinan Hindistan kokenli toz haldeki
kurkumin 6rnegi 200ul 0.5 M NaOH + 800 pl PBS ilave edilerek vortekslendi ve
coziinmesi saglandi. Elde edilen c¢ozelti filtreden (0.22 uM) gegirilerek steril edildi.

Her ¢alisma 6ncesi kurkumin esktrakti taze olarak hazirlandi.

3.2.9. Sisplatin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kogcak Farma' dan temin edilen sisplatin (50 mg/100 ml) konsantre
soliisyonundan 400 pl alinarak besiyeri ile 3600 ul’ ye tamamlandi. Boylece stok
konsantrasyon 200 pg/ml olacak sekilde hazirlandi.

3.2.10. Hiicre Canhilik Testi

Hiicre canlilik testi ig¢in makrofaj aracili sitotoksisitenin belirlemesinde
yaygin olarak kullanillan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) testi secildi.

3.2.4 kisminda anlatilg: sekilde flask tabanindan kaldirilan hiicreler siispanse
hale getirildikten sonra Thoma Lami' nda Trypan mavisi kullanilarak sayim1 yapildi.
Calismada her kuyucuga 3x10* hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanarak

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina bu siispansiyondan 100ul pipetlendi. Propolis,
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kurkumin, sisplatin ve negatif kontrol igin 4 sira seklinde ¢alisildi. 37°C'de %5' lik
CO2' li inkiibatdrde 2 giin inkiibasyona birakildi. 2 giin boyunca invert mikroskopta
hiicreler izlenerek hiicrelerin proliferasyon konsantrasyonlar1 kontrol edildi. 2 giinliik
inkiibasyonun sonunda kuyucuklarin dibine degmeden plakay: hafif¢e kendimize
dogru egerek pipet ile fazla besiyeri ¢ekilip atildi. Uzerine 100 ul taze DMEM
eklendi. Steril yeni bir 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaginin ilk kuyucugu hari¢ 6
kuyucuguna 100 pl besiyeri eklendi. ilk kuyucuga ise calismamizda kullanacagimiz
ekstraktlar ve/veya kimyasaldan 200 pl eklenerek seri diliisyonlar yapildi. Seri
diliisyonu tamamlanan Ornekler diger plaga aktarildi. Negatif kontrol sirasindaki tiim
kuyucuklara 100 pl besiyeri eklendi. Plaklar 2 gin 37°C inkiibasyona birakildi.
Propolis icin konsantrasyon araligi 160/80/40/20/10/5/2,5 png/ml; kurkumin aralig
5/2,5/1,25/0,63/0,31/0,16/0.08 pg/ml; sisplatin araligi ise
100/50/25/12,5/6,25/3,12/1,56 pg/ml' dir. Inkiibasyondan sonra besiyeri dibe
degmeden ¢ekilip atildi. Uzerine 100 pl fenol redsiz RPMI eklendi. Ardindan daha
onceden hazirladigimiz MTT A bilesiginden (1 ml steril PBS igerisinde) 10 pl
eklenerek pipetaj yapilip 4 saat 37°C' de %5' lik CO2' li etiivde inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi tamamlanan hiicreler etiivden alindi. Her calisma Oncesi taze
olarak hazirlanan MTT B bilesiginden (2ml HCI igerisinde) 100 pl her kuyucuga
eklenerek pipetaj yapildi. Plaklar 37°C' de %5' lik CO2' li etlivde 4-18 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra 570 nm dalga
boyunda spektrofotometrede absorbanslar 6lciildii. Olgiilen absorbans degerinin,

kontrol degerine oran1 100 ile ¢arpilarak % hiicre canlilig1 elde edildi.

% Hiicre canliligi = (A6/Ak) x 100

Ad: Ornegin absorbansi; Ak: Kontrol grubunun absorbansi

Hiicrelerin %50’sinin 6ldiigii inhibitér konsantrasyonuna (LDso/IC50) en yakin

konsantrasyon hesaplanarak sonraki agamalarda bu konsantrasyonlar kullanildu.

3.2.11. Hucre Apopitoz Testi

Hicre apopitoz testinde Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V Alexa
Fluor™ 488 & Propidium lodide (PI) kiti kullanildi. Kit igerisindeki 5X annexin

binding bufferdan 1 ml alinip iizeri 4 ml distile su ile tamamlanarak 1X' lik annexin
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binding buffer hazirlandi. Ardindan diger kimyasal bilesen olan Propidium lodide
(PI), 5 pl PI Uzerine 45 pl 1X annexin binding buffer eklenip vortekslenerek
hazirlandi. Bu hazirliklar yapildiktan sonra sirasiyla islemler baslatildi. 3. 2. 4' te
anlatildig1 sekilde flask tabanindan kaldirilan hiicreler stispanse hale getirildikten
sonra Thoma Lami' nda Trypan mavisi kullanilarak sayimi yapildi. Calisgmamizda
kuyucuk basina 3x10* hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. Steril 6
kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina 2 ml olacak sekilde hiicre siispansiyonundan
pipetlenerek plaklar 37°C'de %5' lik CO>' li inkiibatdrde 2 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyona birakilan plaklar 2 giin boyunca invert mikroskopta hiicreler izlenerek
hiicrelerin proliferasyon konsantrasyonlari kontrol edildi. 2 giin inkiibasyon sonunda
hiicre kiiltiir plaklarinin dibine degmeden pipet ile fazla besiyeri c¢ekilip atild.
Uzerine 1 ml taze DMEM eklendi. Steril yeni bir 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plagmin
ilk kuyucugu hari¢ 5 kuyucuguna 1 ml besiyeri eklendi. ilk kuyucuga ise ekstrakt
ve/lveya kimyasaldan 2 ml eklenerek seri diliisyonlar yapildi. Seri diliisyonu
tamamlanan ekstrakt ve/veya kimyasaldan hiicrelerin bulundugu 6 kuyucuklu
plaklara 1 ml pipetlendi. Kuyucuklarda toplam 2 ml besiyeri+ ekstrakt ve/veya
kimyasal olan plaklar 37°C'de %5' lik CO' li inkiibatérde 2 giin inklibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra besiyeri ile birlikte hiicreler hiicre kaziyici ile plak
tabanindan kaldirilip Flow tiipiine alind1. Iki kez 1 ml soguk PBS ile 4°C' de 1500
rpm' de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant atilip pellet tizerine 100 pl 1X annexin
binding buffer eklenip resiispanse edildi. Fakat kontrol i¢in kullanilan 4 kuyucuktan
sadece hiicre olan 1. tiip PBS ile diger kontrol tiipleri ise 100 pl 1X annexin binding
buffer eklenip restispanse edildi.

100 pl 1X annexin binding buffer ile resiispanse edilen hicrelere 5 pl
AnnexinV FITC ve 1 pl PI eklenilerek pipetaj yapilditan sonra 15 dk oda 1sisinda
kenarlar1 151k almayacak sekilde kapatilip beklendi. Fakat kontrol i¢in ayirdigimiz 2.
tip 1 pl PI, 3. tip 5 pl AnnexinV FITC ve 4. tip ise 1 pl Pl + 5 pl AnnexinV FITC
eklenilerek 15 dk inkiibasyona birakildi (Tablo 3. 4). Onbes dakika inkiibasyon
sonunda buz Ustiinde 400 pl 1X annexin binding buffer eklenerek pipetaj yapildi.
Hiicreler 488 nm uyar1 vererek 530/575 nm' de BD FACSCalibur cihazinda okunarak
sekil 3.4' teki gibi elde edilen goriintiiler yorumlandi.
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Tablo 3. 4. Hucre apopitoz testinde kontrol ttpleri

Kontol Tupleri

1. Tiip Sadece 100 pl hiicre + Soguk PBS

2. Tlp 100 ul hicre + 1 ul PI

3. Tup 100 pl hiicre + 5 pl AnnexinV FITC

4. Tup 100 pl hicre + 1 pl P11+ 5 pl AnnexinV FITC

Upper Left (UL) Upper Right (UR)
Nekroz Nekroz + Gec Apontoz
i::::
N i
+¢x *
Lower Left (LL) Lower Right
Canli Hiicre Erken Apnopntoz
+ ‘;a‘;ﬁw
i* t:’ :+

Sekil 3. 3. AnnexinV FITC/ Pl Flow sitometri gérintdsi

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda elde edilen verilerin istatistiksel analizi Namik Kemal
Universitesi lisansli PASW Statistics 18SPSS(Statistics Program for Social and
Sciencei IBM, ABD) programu ile yapildi. MTT canlilik testi ve apopitoz testlerinden
elde edilen sonuglar ANOVA analizi ile karsilastirildi. Alt grup karsilastirilmalart ise
Duncan testi ile gerceklestirildi. Elde edilen "p" degeri P<0.05 istatistiksel olarak

anlamli1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Hiicre Canlilik Testi Sonuclari

Calismamizda MCF-7 insan meme kanseri hucrelerine propolis, kurkumin ve
sisplatin uygulamalar1 hem tek tek hem de kombine olarak yapildi. sisplatin,
kurkumin ve propolis icin hicrelerin % 50' sini 6ldiren letal doza (LDso) en yakin

konsantrasyonlar belirlendi.

4.1.1. Sisplatin MCF-7 Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

MCEF-7 hicrelerinde 1.56-100 pg/ml doz araliklarinda uygulamasi yapilan
sisplatinin 48 saat sonra hiicre canlilifina etkisi Sekil 4. 1' de gosterilmistir. Her

calisma 5 kez tekrar edilmistir.

Kemoterapdtik bir ajan olan sisplatinin uygulanmasindan 48 saat sonra MCF-
7 hiicre canliliginda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
saptand1 (p=0.00). Yapilan ¢alismada 48 saat sonunda hiicre canliliginda kontrole
gore en belirgin azalmanin 100 pg/ml dozunda oldugu ve bu dozda hiicre canliliginin
18,17+6,93 oldugu, en yiiksek hiicre canliliginin ise 1.56 pg/ml dozunda 89,99+8,46
oldugu belirlendi. Sisplatinin 25-50-100 pg/ml dozlar1 arasinda hiicre canlilig
acisindan anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Sisplatinin 6.25-12.5-25 pg/ml
dozlar1 arasinda da hiicre canlilig1 agisindan anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
1.56 pg/ml dozundaki sisplatinin hiicre canlilig1 {lizerine etkisi agisindan kontrole
kiyasla anlamli bir fark bulunamadi. Ancak 3.12 pg/ml dozundaki hiicre canlilik
yiizdesi diger tiim dozlardan istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Farkli harf
ile gosterilen gruplarda ortalamalar kontrole gore istatistiksel olarak farkli bulundu

(ANOVA-Duncan test p<0.001, Tablo 4. 1)

MCF-7 hiicre hattinda 48 saatlik sisplatin uygulamasi sonucu kontrole gore
belirlenen 6liim oranlari analiz edilerek %50 canlilik oranini gosteren LDso dozuna

en yakin doz 3.12 pg/ml olarak belirlendi.
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Sekil 4. 1. MCF-7 hiicrelerinde 48 saatlik Sisplatin konsantrasyonlarimin MTT
hiicre canhilik testi ytzdeleri

(n=5) *Ortalamalar kontrole gore istatistiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test
p=<0.05).



33

Tablo 4. 1. 1.56-100 pg/ml doz araliklarinda Sisplatin uygulamasimn MCF-7
hiicre canlihi@ina etkisi
(N=5, ortalama = standart hata)

Doz N (Tekrar | 48 Saat (X+Std. P Degeri
(ng/ml) Sayisi) D)
Kontrol 5 85,565,724
1.56 5 89,99+8,46¢
3.12 5 46,85+8,72° p<0.001
6.25 5 33,94+4,72°
12.5 5 33,25+5,00°
25 5 26,69+9,63%
50 5 20,36+10,63
100 5 18,17+6,93°

Propolis, kurkumin ve sisplatin' in tek olarak uygulanmasi sonucunda elde
edilen hiicre canlilig1 verilerine gore maddelerin LDso dozuna en yakin dozlarinin

birlikte 48 saat uygulanmasina karar verildi.

4.1.2. Kurkuminin MCF-7 Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

MCEF-7 hicrelerinde 0.08-5 pg/ml doz araliklarinda uygulanan kurkuminin 48
saat sonra hiicre canliligima etkisi Sekil 4. 2' de gosterilmistir. Her calisma 5 kez

tekrar edilmistir.

Kurkumin ekstraktinin uygulanmasindan 48 saat sonra MCF-7 hicre
canliliginda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu saptandi

(p=0.00). Yapilan caligmada 48 saat sonunda hiicre canliliginda kontrole gore en
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belirgin azalmanin 5 pg/ml dozunda oldugu ve bu dozda hiicre canliliginin
15,62+4,62 oldugu, en yiiksek hiicre canliliginin ise 0.16 pg/ml dozunda
69,794+20,31 oldugu belirlendi. Kurkuminin 5-2.5-1.25-0.63 pg/ml dozlar1 arasinda
hiicre canlilig1 agisindan anlamli bir fark bulunmadi (p=>0.05). Kurkuminin 0.08-0.16
pg/ml dozlart arasinda da hiicre canliligi agisindan anlamli bir fark bulunmadi
(p>0.05). Ancak 0.31 pg/ml dozundaki hiicre canlilik yiizdesi diger tiim dozlardan
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Farkli harf ile gdsterilen gruplarda
ortalamalar kontrole gore istatistiksel olarak farkli bulundu (ANOVA-Duncan test
p<0.001, Tablo 4. 2).

100-

207
=
e

S 60
I
=
S

N
1
O
=

20+

CI_

T T T T I T
0 0,08 016 0,31 0,63 1,25 25 5
Curcumin Konsantrasyonlari (ug/ml)

Sekil 4. 2. MCF-7 hiicrelerinde 48 saatlik Kurkumin konsantrasyonlarinin
MTT hiicre canhlik testi yiizdeleri
(n=5) *Ortalamalar kontrole gore istatistiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test

p=<0.05)

MCF-7 hiicre hattinda 48 saatlik kurkumin uygulamasi sonucu kontrole goére
belirlenen 6liim oranlart analiz edilerek %50 canlilik oranin1 gosteren LDsg doza en

yakin doz 0.31 pg/ml olarak belirlendi.
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Tablo 4. 2. 0.08-5 pg/ml doz araliklarinda Kurkumin uygulamasimn MCF-7
hiicre canlihigina etkisi
(N=5, ortalama * standart hata)

Doz N (Tekrar | 48 Saat (X+Std. D) P Degeri
(ng/ml) Sayisi)
Kontrol 5 85,565,824
0.08 5 69,60+16,63°
0.16 5 69,79+20,31°
0.31 5 51,41+11,01°
0.63 5 28,79+2,66°
1.25 5 21,18+6,06° p<0.001
2.5 5 19,62+6,66°
5 5 15,62+4,622

4.1.3. Propolisin MCF-7 Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde 2.5-160 pg/ml doz araliklarinda

uygulanan propolisin 48 saat inkiibasyonu sonucu hiicre canlilig1 tizerine etkisi Sekil

4.3' de gosterilmistir. Her ¢alisma 5 kez tekrar edilmistir.
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Sekil 4. 3. MCF-7 hiicrelerinde 48 saatlik Propolis konsantrasyonlarinin MTT
hiicre canhlik testi yiizdeleri
(n=5) (ANOVA-Duncan test p<0.05).

Propolis ekstraktinin tiim dozlarinin uygulanmasindan 48 saat sonra MCF-7
hiicre canliliginda kontrole gore istatistiksel olarak sinirli bir anlamliliktan s6z etmek
miimkiindiir (p<0.05). Propolisin 80 pg/ml dozunda hiicrelerde bariz bir sekilde
azalma oldugu ve 160 pug/ml ' ye c¢iktikga hiicrelerin yariya yakiin o6ldigi
gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismada 48 saatlik uygulama sonunda kontrole gore en
yiiksek hiicre canliliginin 40 pg/ml (108,99+23,55) en diisiik hiicre canliliginin ise
160 pg/ml dozunda (56,28+7,53) oldugu belirlendi.
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Tablo 4. 3. 2.5-160 pg/ml doz araliklarinda Propolis uygulamasimin MCF-7
hicre canlih@ina etkisi
(N=5, ortalama + standart hata)

Doz N (Tekrar | 48 Saat (X+Std. D) P
(ng/ml) Sayisi) Degeri
Kontrol 5 85,565, 72%

2.5 5 104,50+26,50°

5 5 102,27+34,85° p<0.001
10 5 102,91+32,81°
20 5 107,87+37,22"
40 5 108,99+23,55"
80 5 84,96+23,39%
160 5 56,28+7,53?

MCF-7 hucre hattinda 48 saatlik propolis uygulamast sonucu kontrole gore
belirlenen 6liim oranlari analiz edilerek %350 canlilik oranini gosteren LDsp doza en

yakin doz 160 pg/ml olarak belirlendi.

4.1.4. Propolis, Kurkumin ve Sisplatin' in Birlikte Uygulanmasi

MCEF-7 hucrelerinde; propolis (160 pg/ml), kurkumin (0.31 pg/ml) ve
sisplatin (3.12 pg/ml) LD s dozlarina en yakin dozlarin birlikte uygulamasindan 48
saat sonra % hicre canlilik oranlar1 Sekil 4. 4' te verildi. Her ¢alisma 5 kez tekrar

edilmistir.
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Sekil 4. 4. MCF-7 hucrelerinde 48 saatlik Sisplatin+Kurkumin+Propolis
konsantrasyonlarimmn MTT canhlik testi yiizdeleri

(n=5) *Ortalamalar kontrole gore istatistiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test
p=<0.05).

Yapilan calismada LDso dozlarina en yakin dozlarin MCF-7 hicrelerine
birlikte uygulanmasindan 48 saat sonra hiicre canlilifinda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi (p<0.05). 48 saatlik uygulama sonunda
kontrole gore en diigiik hiicre canlilig1 Sisplatin+kurkumin+propolis dozlarmin {iglii
kombininde 61,37+2,00 en yiiksek hiicre canlilig1 ise Propolis+Kurkumin dozlarinin
ikili kombininde 80,39+5,20 gozlemlendi. Propolis (160 pg/ml) + Kurkumin (0.31
pg/ml) + Sisplatin (3.12 pg/ml) dozlarinin birlikte uygulanmasi ile Propolis (160
pg/ml) + Sisplatin (3.12 pg/ml) birlikteligi arasinda hiicre canlilig1 agisindan anlamli
bir fark bulunmadi (p>0.05). Propolis (160 pg/ml) + Kurkumin (0.31 pg/ml)
dozlarimin birlikte uygulanmasi ile Sisplatin (3.12 pg/ml) + Kurkumin (0.31 pg/ml)
birlikteligi arasinda hiicre canlilig1 acisindan anlamli bir fark bulunmadi (p=>0.05).

Farkli harf ile gosterilen gruplarda ortalamalar kontrole gore istatistiksel olarak

farklidir (ANOVA-Duncan test p<0.001, Tablo 4.4)
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Tablo 4. 4. Sisplatin+Kurkumin+Propolis dozlarimin MCF-7 hiicre canlhiligina
etkisi
(N=5, ortalama * standart hata)

Doz N 48 Saat | p
(Tekrar | (X+Std. D) Degeri
(ng/ml)
Sayisi)
Kontrol 5 100,20+6,47°¢
Sisplatin+Kurkumin 5 78,85+8,71°
Sisplatin+Propolis 5 64,85+3,18% p<0.001
Propolis+Kurkumin 5 80,39+5,20°
Sisplatin+Kurkumin+Propolis | 5 61,37+2,002

4.2. AnnexinV/FITC Hicre Apopitozis Analizleri

4.2.1. Sisplatin Apopitozis Sonuglari

Calismamizda sisplatin ekstraktinin  MCF-7 hicreleri lzerine etkisini
belirlemek amaciyla canli, 6lii ve apopitotik hiicre yizdeleri Flow sitometre ile analiz
edildi. Bu yonteme gére AnnexinV ve Pl ile muamele edilen kontrol ve uygulama
gruplarindaki hiicreler canli, 6lii ya da apopitotik olma durumlarina gore

boyanmaktadir.

Yapilan analizler sonucunda 48 saatlik sisplatin uygulamasi sonucunda MCF-
7 hiicre hattinda apopitoz oranlarinda kontrole gore artis oldugu belirlendi. Buna
gore kontrole kiyasla en yiiksek apopitotik hiicre oraninin 100 pg/ml dozunda, en
diisiik apopitotik oranin ise 3.125 pg/ml dozunda oldugu saptandi. Flow sitometre
analizi ile yapilan ¢alisma sonucunda boyanan hiicrelerin toplam sayilar1 hiicrelere
oranla canli, 610 ve apopitotik hiicre yiizdelerinin grafik olarak gosterimi ise Sekil 4.

5'te verildi.
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Sekil 4. 5. A) MCF-7 hiicrelerinde Sisplatin konsatrasyonlarinin Flow sitometre
ile belirlenen canh, 6lii ve apopitotik hiicrelerin yiizdeleri B) MCF-7
hiicrelerinde 48 saatlik Sisplatin AnexinV/FITC grafigi

4.2.2. Kurkumin Apopitozis Sonuclar:

Calismamizda Kurkumin ekstraktinin MCF-7 hicreleri (zerine etkisini
belirlemek amaciyla canli, 6lii ve apopitotik hiicre yuzdeleri Flow sitometre ile analiz
edildi. Bu yonteme gore AnnexinV ve Pl ile muamele edilen kontrol ve uygulama
gruplarindaki hiicreler canli, 6lii ya da apopitotik olma durumlarina gore

boyanmaktadir.
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48 saatlik kurkumin uygulamasi sonucunda MCF-7 hiicre hattinda apopitoz
oranlarinda kontrole gore artis oldugu belirlendi. Buna gore kontrole kiyasla en
yuksek apopitotik hiicre oraninin 5 pg/ml dozunda, en diisiik apopitotik oranin ise
0.156 pg/ml dozunda oldugu saptandi. Flow sitometre analizi ile yapilan ¢alisma
sonucunda boyanan hiicrelerin toplam sayilar1 hiicrelere oranla canli, 6lii ve

apopitotik hticre yiizdelerinin grafik olarak gosterimi
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Sekil 4. 6. A) MCF-7 hiicrelerinde Kurkumin konsatrasyonlarimin Flow
sitometre ile belirlenen canl, 6lU ve apopitotik hicrelerin yuzdeleri B) MCF-7
hiicrelerinde 48 saatlik Kurkumin AnexinV/FITC grafigi

4.2.3. Propolis Apopitozis Sonugclari

Calismamizda propolis ekstraktinin MCF-7 hcreleri Gzerine apopitotik
etkisini belirlemek amaciyla canli, 6lii ve apopitozise ugramis hiicre yiizdeleri Flow
sitometre ile analiz edildi. Bu yonteme gore AnnexinV ve Pl ile muamele edilen
kontrol ve uygulama gruplarindaki hiicreler canli, 6lii ya da apopitotik olma

durumlarina gére boyanmaktadir.

48 saatlik propolis uygulamasi sonucunda MCF-7 hiicre hattinda apopitoz
oranlarinda kontrole gore artis oldugu belirlendi. Buna gore kontrole kiyasla en
yuksek apopitotik hiicre oraninin 160 pg/ml dozunda, en diisiik apopitotik oranin ise
5 pg/ml dozunda oldugu saptandi. Flow sitometre analizi ile yapilan calisma
sonucunda kontrole gore propolisin farkli konsantrasyonlarindaki canli, oli ve

apopitotik hiicre yiizdelerinin grafik olarak gosterimi Sekil 4.7' de verildi.
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Sekil 4. 7. A) MCF-7 hticrelerinde Propolis konsatrasyonlarimin Flow sitometre
ile belirlenen canh, o6lii ve apopitotik hiicrelerin yiizdeleri B) MCF-7
hiicrelerinde 48 saatlik Propolis AnexinV/FITC grafigi

4.2.4. Propolis, Kurkumin ve Sisplatin Birlikte Uygulandig1 Dozlarin Apopitozis
Sonuglar

Calismamizda propolis, kurkumin ve sisplatin' in LDso dozlarina en yakin
konsantrasyonlarinin kombinasyonunun MCF-7 hicreleri tizerine etkisini belirlemek
amaciyla canli, 6li ve apopitotik hicre yizdelerine etkisi Flow sitometre ile analiz
edildi. Bu yonteme gore AnnexinV ve Pl ile muamele edilen kontrol ve uygulama
gruplarindaki hiicreler canli, 6li ya da apopitotik olma durumlarma gore

boyanmaktadir.

48 saatlik Propolis, Kurkumin ve Sisplatin' in LDsy dozlarina en yakin
konsantrasyonlarin uygulanmast sonucunda MCF-7 hiicre hattinda apopitoz
oranlarinda kontrole gore artis oldugu belirlendi. Buna gore kontrole kiyasla en
yuksek apopitotik hiicre oraninin sisplatint+propolis, en diisiik apopitotik oranin ise

sisplatint+kurkumin birlikteliginde oldugu saptandi. Flow sitometre analizi ile yapilan
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calisma sonucunda boyanan hiicrelerin toplam sayilari hiicrelere oranla canli, 6lii ve

apopitotik hiicre yiizdelerinin grafik olarak gosterimi ise Sekil 4. 8' de verildi.
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Sekil 4. 8. A) MCF-7 hucrelerinde Kurkumin+Propolis+Sisplatin
konsatrasyonlarinin Flow sitometre ile belirlenen canli, 6lii ve apopitotik
hicrelerin yuzdeleri B) MCF-7 hicrelerinde 48 saatlik
Kurkumin+Propolis+Sisplatin AnexinV/FITC grafigi

(Cur: Kurkumin, Pro: Propolis, Cis: Sisplatin)

5. TARTISMA
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Kanser; bazen hiicre sinyal yolaklarinda meydana gelen deformasyonlar
sonucunda ortaya ¢ikan bazen de genetik dykiiyii iceren heterojen bir hastaliktir (Luo
2009). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore Sliimlerin % 63’ii kanser ile
iliskilidir (Monteiro 2014). Giinlimiizde kanserle miicadelede basvurulan esas
metodlar (cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hormon replasmani ve immunoterapi) ile
birlikte tamamlayict ve alternatif tedavi (TAT) amaciyla dogal iiriinler de
kullanilmaktadir. Ozellikle kemoterapi kanser tedavisinde siklikla basvurulan
yontemdir. Fakat bazi dezavantajlar (etkisizlik, ciddi toksisite ve ¢oklu ilag direnci)
kemoterapinin basari yilizdesini diisiirmektedir (Tan 2011). Bu yiizden dogal iiriinler
yeni kesfedilecek ilaglar icin hammadde olarak goriilmektedir. Dogal {irtinlerin
(ekstraktlar ya da izole edilen bilesikler) antikanser etkinliginin arastirilmasi son

donemlerde ilgi ¢eken ¢alisma alanlarindan birisi haline gelmistir (Taraphdar 2001).

Kav ve arkadaslarinin (2008) iilkemizde kanser hastalarinin kullandiklari
TAT yontemlerini tespit etmeye yonelik yaptiklari ¢alismada, siklikla bitkisel tedavi
yontemlerinin  kullanildigin1  belirtmiglerdir. Bu arastirma sonucuna gore de

tilkemizde en ¢ok kullanilan bitkinin 1sirgan otu oldugu tespit edilmistir.

Diinyada ve tilkemizde bir¢ok solid tiimériin (bas, boyun, akciger, testis, over
ve meme Kkanseri gibi) tedavisinde kemoterap6tik ajan olarak sisplatin
kullanilmaktadir (Rosenberg 1985, Hanigan ve Devarajan, 2003; Yao and ve ark.,
2007). Sisplatin, platin kompleksi igeren genis spektrumlu organik bir kemoterapotik
ajandir (Kostova, 2006; Arnesano ve Natile, 2008). Fakat sisplatinin toksik etkileri
bulunmaktadir (Dugbartey 2016). Kemoterapotik ilaglarin toksik etkisini azaltmak
amaciyla yapilan caligmalarda bitkisel ekstraktlar kullanilarak antikanser etkinligin

arttirilmasi aragtirilmaktadir (Adahoun 2016, Chen 2015, Perrone 2015).

Gileg ve arkadaslarinin (2004) sisplatin nefrotoksisitesine karsi Ginkgo
biloba ekstrat1 ile yaptigi deneysel ¢alismalar sonucunda ekstraktin sisplatinin toksik

etkisini azalttig1 belirlenmistir.

Kim ve arkadaglar1 (2006) yaptiklari bir ¢alismada; LLC-PK1 kanser
hicreleri Uzerinde Brassica capa bitkisinin etanol ekstraktinin sisplatinin neden

oldugu nefrotoksisiteye karsi koruyucu oldugu sonucuna varmislardir.
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Joy ve arkadaglarinin (2009) albino fareler {izerine yaptiklar1 ¢alismada; bir
gruba 12 mg/kg dozunda sisplatin diger gruba da sisplatine ek olarak Rubia
cordifolia bitkisinin ekstresi verilmistir. Deneysel ¢alisma sonuglarindan elde edilen
verilere gore bitki ekstresinin sisplatinin neden oldugu renal hasar1 azalttigi

belirtilmistir.

Sisplatinin kanser tedavisinde etkinligini artirmak, diren¢ gelisimini ve
toksisitesini azaltmak i¢in diger kemoterapdtik ajanlar ve antioksidan maddeler ile
kombine kullanimi neticesinde olumlu sonuglar alinabilecegi literatiirdeki cesitli
calismalarda belirtilmistir. Fakat toksik etkilerin minimize edilebilmesi i¢in daha

fazla invitro ve invivo ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Florea 2011).

Calismamizda ilk olarak her bir ekstraktin ve kemoterapotik ajanin (sisplatin)
MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerine tek tek inokiile edilip inkiibasyonu saglanmis
ve MTT canlilik testleri yapilmistir. Ardindan LDso'ye en yakin dozlari belirlenip

kombinleri yapilarak apopitoz testinde sinerjistik etkileri degerlendirilmistir.

Suberu ve arkadaglarmin (2014) Artemisia cay1 ve sisplatinin MCF-7
hiicreleri {lizerine sitotoksisitesini arastirdiklar1 bir calismada; ¢ayin ana bileseni olan
3-caffeoylquinic asitin IC50 degeri 126. 98 pg/ml bulunurken, sisplatinin IC50
degeri 5.75 pg/ml bulunmustur.

Nurcahyanti ve arkadaslar1 2016’da yapmis oldugu bir ¢alismada; sisplatinin
servikal ve kolon kanser hiicreleri (HeLa ve Caco-2) ile 24 saat inklbasyonu
sonrasinda MTT yontemi ile IC50 (%50 inhibe edici konsantrasyon) degerlerini
sirast ile 54.07 uM ve 96.38 uM olarak belirlemislerdir. Hepatoseluler karsinoma
hicrelerinde (Hep-G2 ve SK-HEP-1) ise IC50 degerlerini sirast ile 14.87 uM ve
77.89 uM olarak tespit etmislerdir.

MCEF-7 insan meme kanseri hucrelerinde 1.56-100 pg/ml doz araliklarinda
uygulamasi yapilan sisplatinin 48 saat sonunda hiicre canliliginda kontrole gore en
belirgin azalmanin 100 pg/ml dozunda oldugu ve bu dozda hiicre canliliginin
18,17+6,93 oldugu, en yiiksek hiicre canlilifinin ise 1.56 pg/ml dozunda ve hiicre
canliliginin 89,99+8,46 oldugu belirlendi. Daha sonra MCF-7 insan meme kanseri

hiicre hattinda 48 saatlik sisplatin uygulamasi sonucu kontrole gére belirlenen 6liim
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oranlar1 analiz edilerek %50 canlilik oranini1 gésteren LDsg dozuna en yakin doz 3.12
pg/ml olarak belirlendi. MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda 48 saatlik
sisplatin uygulamasi sonucunda apopitoz oranlarinda kontrole gore artis oldugu
belirlendi. Buna gore kontrole kiyasla en yliksek apopitotik hiicre oraninin 100 pg/ml

dozunda, en diisiik apopitotik oranin ise 3.125 pg/ml dozunda oldugu saptandi.

Calismamizda bitki ekstrakti olarak kullanilan kurkumin antitiimoral,
antiinflamatuar ve antimikrobiyal ozelliklerinden dolayr bir¢ok calismaya konu
olmus bir bitki olmasina karsin mekanizmasi tam anlamiyla anlagilamamistir (Gupta
2012, Vera Ramirez 2013). Kurkuminin MCF-7, HelLa ve HepG2 gibi gesitli

hiicreler iizerine etkilerinin arastirildigi caligsmalar literatiirde mevcuttur.

Koohpar ve arkadaslar1 (2015) MCF-7 hiicreleri ile yapmis oldugu bir
calismada; kurkuminin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonlarinda IC50 degerlerini MTT
yontemi ile sirasiyla 79.58 pg/ml; 53.18 pg/ml; 30.78 ug/ml olarak belirlemislerdir.

Ding ve arkadaglar1 (2015) yapmis olduklart ¢alismada; MCF-7, Hela ve
HepG2 hiicrelerinin kurkumin ile 72 saat inkiibasyonu sonucunda IC50 degerlerini

strastyla 9.40 pg/ml, 17.67 pg/ml ve 22.88 png/ml olarak tespit etmislerdir.

Abdel-Lateef ve arkadaslarinin (2016) kurkuminin HepG2 hiicreleri iizerinde
antikanser etkisini arastirdiklar1 bir ¢alismada; 72 saat inkiibasyon sonunda IC50

degerinin 41.5 pg/ml (~113 uM) oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismada 0.08-5 pg/ml doz araliklarinda kurkumin uygulamasinin 48 saat
sonunda MCF-7 hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 5 pg/ml
dozunda oldugu ve bu dozda hiicre canliliginin 15,62+4,62 oldugu, en yiiksek hiicre
canliliginin ise 0.16 pg/ml dozunda ve hiicre canliliinin 69,79+20,31 oldugu
belirlenmistir. Ardindan 48 saatlik kurkumin uygulamasi sonucu kontrole gore
belirlenen 6liim oranlari analiz edilerek %50 canlilik oranini gosteren LDso dozuna
en yakin dozun 0.31 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Elde ettigimiz LDso dozuna en
yakin kurkumin dozunun 48 saatlik uygulamasi sonucunda apopitoz oranlarinda
kontrole gore artis oldugu belirlendi. Buna gore kontrole kiyasla en yiiksek
apopitotik hiicre oraninin 5 pg/ml dozunda, en diisiik apopitotik hiicre oraninin ise

0.156 pg/ml dozunda oldugu saptandi.
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Calismamizda kullandigimiz diger bitki ekstraktimiz ise hem in vivo hem de
in vitro arastirmalarda kullanilan propolistir. Propolisin icerigindeki aktif bilesenlerin
kanser hicrelerinin biiylimesini engelleyerek, apopitozisi ve antitiimoral etkinligi

arttirdig ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir.

Banskota ve arkadaslar1 (2002), murin kolon 26-L5 karsinom hcre serileri
uzerinde metanollii Hollanda propolisinin antiproliferatif etkisini MTT yontemiyle

arastirmiglar ve IC50 dozunun 3.5 pg/ml oldugunu gostermislerdir.

Kimoto ve arkadaslar1 (1999) disi ratlar iizerinde yapmis olduklari invivo
caligmalarinda, propolis verilen gruplarda meme karsinomlarinin olus sikligr ve

cesitliliginin 6nemli oranda azaldigini tespit etmislerdir.

Russo ve arkadaglar1 (2004) tarafindan KB (insan agiz epidermoid karsinoma
hicreleri), Caco-2 ve DU-145 (androjen-duyarli prostat kanser hiicreleri) hiicre
hatlar1 {izerine yapilan bir c¢alismada, Sili’den elde edilen propolisin ¢esitli
konsantrasyonlarmin (5, 10, 20, 40, 80 png/ml) antiproliferatif aktivitesi incelenmistir.
Bu c¢alisma sonunda propolisin 80ug/ml konsantrasyonda tiimér hiicrelerinin

biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir.

Bufalo ve arkadaslar1 (2010) HEp-2 hiicreleri {izerinde yaptiklar: invitro bir
caligmada, propolis ekstraktinin 25, 50 ve 100 pg/uL konsantrasyonlarinin hiicre
canliligin1 azalttigin1 gozlemlerken 5 ve 10 pg/puL konsantrasyondaki propolisin

hiicre canliligina etkisinin olmadigini belirtmislerdir.

Akbulut 2014 yilinda yapmis oldugu "Tiirk Propolisinin Sulu Ekstraktinin
Insan Laringeal Epidermoid Karsinoma (Hep-2) Hiicre Serilerinde Hiicre ici Serbest
Kalsiyum Ve Hidrojen Peroksit Diizeylerine Etkisi" tez ¢alismasinda LDso dozunu 70

pg/mL olarak rapor etmistir.

Kamiya ve arkadaslarinin (2012) MCF-7 ve fibroblast hicreleri Uzerine
etanollii Brezilya kirmizi propolis ekstraktinin endoplazmik retikulum yolag: ile
apopitoza etkisini arastirdiklar1 ¢alismada; propolisin kaspaz-3 aktivitesi ile MCF-7

hicre canliligin1 6nemli 6lgiide azalttigi, ancak fibroblastlarin canlilig1 iizerine etki
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etmedigi tespit edilmistir. Sonug olarak, propolisin MCF-7 hiicrelerinde apopitozisi

arttirdig1 rapor edilmistir.

Carballo ve arkadaslar1 (2008) ¢esitli hiicre serileri (kolon, over ve prostat
karsinoma, noroblastoma) ve Kiiba propolis ekstrakti ile yaptiklari ¢alismada 5-
23ug/ml’lik konsantrasyonlarda propolisin kanser hiicrelerinde sitotoksik etki

yaptigini bildirmisglerdir.

Frozza ve arkadaslar1 (2013) HEp-2 ve Hela hicreleri tizerinde kirmizi
propolisin  ¢esitli  konsantrasyonlarmin  (10-150 pg/mL) sitotoksik etkisini
arastirmiglar ve 70 pg/mL konsantrasyonda antitiimoral etkinin daha anlamli

oldugunu belirlemislerdir.

Bu calismada, MCF-7 hiicreleri ile propolisin ¢esitli konsantrasyonlarinin
(2.5-160 pg/ml) 48 saatlik inkiibasyonu ile hiicre canliliginda kontrole gore
istatistiksel olarak sinirli bir anlamliliktan s6z etmek miimkiindiir. Propolisin 80
pg/ml dozunda hiicrelerde bariz bir sekilde azalma oldugu ve 160 pg/ml' ye ¢iktikga
hiicrelerin yartya yakininin 61diigii gozlemlenmistir. Calismada 48 saatlik uygulama
sonunda kontrole gore en yiiksek hiicre canliliginin 40 pg/ml (108,99+23,55) en
diisiik hiicre canliligmmin ise 160 pg/ml dozunda (56,28+7,53) oldugu belirlendi.
MCF-7 hicre hattinda 48 saatlik propolis uygulamasi sonucu kontrole gore
belirlenen 6liim oranlart analiz edilerek %50 canlilik oranin1 gosteren LDsg doza en
yakin doz 160 pg/ml olarak belirlendi. Literatiirlerdeki IC50/LDso dozlari ile ¢aligma
sonuglarimiz1 karsilastirdigimizda bu farklilifin esas nedeninin propolisin farkli
bolgelerden toplanmasindan kaynaklandigini, ayrica farkli kanser hiicre hatlarina
uygulanan propolisin, farkli sitotoksisitelere neden olabilecegini diisiinmekteyiz.
MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda 48 saatlik propolis uygulamasi sonucunda
apopitoz oranlarinda kontrole gore artis oldugu belirlendi. Buna gore kontrole kiyasla
en yiiksek apopitotik hiicre oraninin 5 pg/ml dozunda, en diisiik apopitotik oranin ise

0.156 pg/ml dozunda oldugu saptandi.

Propolis ile yaptigimiz bu ¢alismada apopitozis ve hiicre canlilik sonuglari
arasinda uyum bulunamamistir. Bu uyumsuzlugun ¢aligma kaynakli ya da kullanilan

kite bagli oldugu diisliniilmektedir.



54

Literatiirde kurkumin ve propolisin farkli konsantrasyonlariin, farmakolojik
etkinlikleri bilinen antikanser ilaglarla kombinasyonlarinin MCF-7 hiicre canlilig
lizerine etkilerini arastiran az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda
onemi her gecen giin artan bitki ekstraktlarinin (Kurkumin ve Propolis) sisplatin ile
kombine kullaniminin MCF-7 hiicrelerinin canlilig1 {izerine sinerjistik ve/veya
antagonistik etkileri incelenmistir. Bu anlamda bu tez ¢alismasi iilkemizde yapilan

sayil1 caligmalardan biri gibi gériinmektedir.

Ueki ve arkadaslarinin (2013) fareler {izerinde yapmis oldugu
sisplatintkurkumin  kombine calismasinda; kurkuminin sisplatin  kaynakli
nefrotoksisiteyi azaltigi belirtilmistir. Calisma i¢in fareleri dort gruba (kontrol,
kurkumin, sisplatin ve sisplatin + kurkumin) ayirmislardir. 20 mg/kg viicut agirlikta
hesaplanan kurkumin ve sisplatin, farelere intraperitoneal olarak enjekte edilmis ve
72 saatlik sonra etkilerine bakilmistir. Calisma sonunda kurkuminin, sisplatinin yol
actig1 toksik etkiyi azalttifi, nekrozu Onledigi ve serumdaki TNF-a seviyelerini

arttirdigi gosterilmistir.

Moohammed Wasem ve arkadaglarinin (2013) yapmis olduklar1 invivo
calismada 200mg/kg kurkumin sicanlara oral olarak, 6mg/kg sisplatin ise
intraperitoneal olarak verilmistir. Daha sonra sisplatintkurkumin kombine olacak
sekilde sicanlara 24 saat uygulandiktan sonra sicanlar sakrifiye edilmistir. Calisma
sonucunda, sisplatinin immiin sistemi yok ederek, mitokondride yapisal ve
fonksiyonel hasara sebep oldugu ancak kurkuminin bu hasarlar1 ortadan kaldirdig:
gozlenmistir. Ayrica sisplatinin tek dozunun dahi hepatik hasara yol agtigi rapor
edilmistir. Bu calismada elde edilen sonuglar, sisplatinin sistemik toksisitede

belirleyici oldugunu, kurkuminin ise bu toksik etkiyi azalttigin1 géstermistir.

Orsoli¢  ve arkadaslar1 (2013) fareler iizerinde olusturulan ehrlich asit
timorinde (EAT) propolis ve hipertermal intraperitoneal kemoterapinin (HIPEC)
sisplatin ile arasindaki sinerjizmi arastirmiglardir. Farelere Oncelikle EAT
hiicrelerinin implantasyonu yapilmistir. Fareler 3 giin boyunca 50 mg/kg suda
¢Oziiniir propolis (WSDP) ile tedavi edilmistir. WSDP ile tedavisi yapilan farelere
37°C' de 5 mg/kg sisplatin (CIS) enjekte edilmistir. Calisma sonunda WSDP + 5

mg/kg CIS kombinasyonunun, tiimor biiylimesini inhibe ettigi gézlenmistir. Ayrica
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WSDP+CIS kombinasyonunun farelerin hayatta kalma oranini (%115.25) arttirdigt
da belirtilmistir. Daha sonra calismada HIPEC ile WSDP kombinasyonuna
bakilmistir. WSDP' nin farelerdeki hayatta kalma oraninit (%160.3) artirdigi ve

sisplatinin toksisitesini de azalttig bildirilmistir.

Calismamizda MCF-7 hiicrelerinde; propolis (160 pg/ml), kurkumin (0.31
pg/ml) ve sisplatin (3.12 pg/ml) LD 5o dozlarina en yakin dozlarin birlikte
uygulamasindan 48 saat sonra kontrole gore en diisiik % hiicre canliliklarinin
sisplatin+kurkumin+propolis dozlarinin {iglii kombininde (61,3742,00), en yiiksek %
hiicre canliliklarinin ise propolistkurkumin dozlarinin ikili kombininde (80,39+5,2)

oldugu belirlendi.

Literatirde kukumin+propolisin ikili, sisplatin+kurkumin+propolisin Gcll
kombinlerinin MCF-7 hiicrelerinde % hiicre canliligt ve apopiptozise etkisini
inceleyen herhangi bir calismaya rastlanmadigl i¢in, calismamizda elde ettigimiz

sonuclar literatiir ile karsilastirilamada.

Buradan hareketle, calismamizda kullanilan kurkumin ve propolis
ekstraktlarinin  farkli kanser hiicre hatlarinda ve invivo deneylerle devam
ettirilmesinin, klinik ¢alismalarin 6niinii acabilecegi kanisindayiz. Bu ¢alismalardan
da elde edilecek verilerle Tamamlayici ve Alternatif Tedaviye yeni bir umut,
kemoterapiye ek olarak kurkumin ve propolisin kansere karsi kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismast Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Ar-Ge
Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismamizda; bitkisel kaynakli fenolik
bilesiklerden olan propolis ve kurkumin ile kemoterapide siklikla kullanilan
sisplatinin hem tek tek hem de kombin olacak sekilde uygulamalarinin, MCF-7 insan
meme kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve apopitotik etkilerinin aragtirilmasi

amaclanmustir.

Benzer calismalarin sonuglarmin da katkilariyla, sisplatin ile yapilan

tedavideye ek olarak propolis ve kurkumin kullaniminin antikanser tedaviye yeni bir
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bakis agis1 katacag diistiniilmektedir. Fakat bu bilesiklerin uzun dénem toksisitesinin

degerlendirilmesi i¢in daha fazla invitro ve invivo ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Propolis ve kurkuminin meme kanseri tedavisinde rutin olarak kullanilan

sisplatin ile birlikte kullaniminin hiicrelerdeki canlilik ve apopitoza etkisinin

arastirildig1 bu ¢alisma sonucunda;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

MCF-7 hcrelerinde 1.56-100 pg/ml doz araliklarinda uygulamasi yapilan
sisplatinin 48 saat sonunda hiicre canliliginda kontrole gére en belirgin
azalmanin 100 pg/ml dozunda oldugu ve bu dozda hiicre canliliginin
18,17+£6,93 oldugu, en yliksek hiicre canliliginin ise 1.56 pg/ml dozunda ve
hiicre canliliginin 89,99+8,46 oldugu belirlendi.

MCF-7 hiicre hattinda 48 saatlik sisplatin uygulamasi sonucu kontrole gore
belirlenen 6liim oranlar1 analiz edilerek %50 canlilik oranini gdsteren LDso
dozuna en yakin doz 3.12 pg/ml olarak belirlendi.

MCF-7 hiicre hattinda 48 saatlik sisplatin uygulamasi1 sonucunda apopitoz
oranlarinda kontrole gore artis oldugu belirlendi. Buna gore kontrole kiyasla
en yliksek apopitotik hiicre oraninin 100 pg/ml dozunda, en diisiik apopitotik
oranin ise 3.125 pg/ml dozunda oldugu saptandi.

MCF-7 hcrelerinde 0.08-5 pg/ml doz araliklarinda uygulamasi yapilan
kurkuminin 48 saat sonunda hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin
azalmanin 5 pg/ml dozunda oldugu ve bu dozda hiicre canliliginin
15,62+4,62 oldugu, en yiiksek hiicre canlilifinin ise 0.16 pg/ml dozunda ve
hiicre canliliginin 69,79+20,31 oldugu belirlendi.

MCEF-7 hiicre hattinda 48 saatlik kurkumin uygulamasi sonucu kontrole goére
belirlenen 6liim oranlar1 analiz edilerek %50 canlilik oranini gosteren LDso
doza en yakin doz 0.31 pg/ml olarak belirlendi.

MCF-7 hiicre hattinda 48 saatlik kurkumin uygulamasi sonucunda apopitoz
oranlarinda kontrole gore artis oldugu belirlendi. Buna gore kontrole kiyasla
en yuksek apopitotik hiicre oranmin 5 pg/ml dozunda, en diisiik apopitotik
oranin ise 0.156 pg/ml dozunda oldugu saptandi.

MCF-7 hucrelerinde 2.5-160 pg/ml doz araliklarinda uygulamasi yapilan

propolisin 48 saat sonunda hiicre canliliginda kontrole gore istatistiksel olarak



8)

9

S7

siirli bir anlamliliktan s6z etmek miimkiindiir. Propolisin 80 pg/ml dozunda
hiicrelerde bariz bir sekilde azalma oldugu ve 160 pg/ml' ye ¢iktikca
hiicrelerin yartya yakinin 6ldiigii goézlemlenmistir. Yapilan caligmada 48
saatlik uygulama sonunda kontrole gore en yiiksek hiicre canliliginin 40
pg/ml (108,99+23,55) en diigiik hiicre canliliginin ise 160 pug/ml dozunda
(56,28+7,53) oldugu belirlendi.

MCF-7 hiicre hattinda 48 saatlik Propolis uygulamasi sonucu kontrole gore
belirlenen 6liim oranlar1 analiz edilerek %50 canlilik oranin1 gosteren LDsg
doza en yakin doz 160 pug/ml olarak belirlendi.

MCF-7 hiicre hattinda 48 saatlik propolis uygulamasi sonucunda apopitoz
oranlarinda kontrole gore artis oldugu belirlendi. Buna gore kontrole kiyasla
en yliksek apopitotik hiicre oraninin 160 pg/ml dozunda, en diisiik apopitotik

oranin ise 5 pg/ml dozunda oldugu saptandi.

10) MCF-7 hiicre hattinda 48 saatlik propolis uygulamasi sonucunda apopitozis

ve hiicre canlilik verileri arasinda uyum bulunamamistir. Bu uyumsuzlugun
calisma kaynakli ya da kullanilan kite bagli oldugunu diisiinmekteyiz. Sinirh
biitce nedeni ile tekrar edemedigimiz ¢alismanin bu kisminin yaymlanmadan

once tekrar edilmesi gerekmektedir.

11) MCF-7 hiicrelerinde; propolis (160 pg/ml), kurkumin (0.31 pg/ml) ve

sisplatin  (3.12 pg/ml) LDsp dozlarina en yakin dozlarin birlikte
uygulamasindan 48 saat sonra % hiicre canliliklar1 kontrole gore en diisiik
sisplatintkurkumin+propolis dozlarinin {i¢lii kombininde (61,37+2,00), en
yiiksek propolistkurkumin dozlarinin ikili kombininde (80,39+5,20) oldugu
tespit edildi.

12) MCF-7 hiicre hattinda 48 saatlik propolis, kurkumin ve sisplatin'in LDsg

dozlarina en yakin konsantrasyonlarinin uygulanmasi sonucunda kontrole
gore en yiiksek apopitotik hiicre oraninin sisplatintpropolis, en diisiik
apopitotik oranin ise sisplatintkurkumin birlikteliginde oldugu saptandi.
Meme Kkanseri tedavisinde sisplatinle birlikte propolis ve kurkuminin
kombine verilmesi tedavi etkinligini arttirabilecegi ongoriilse de, terapotik
Oneminin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha kapsamli invitro, invivo ve klinik

caligma yapilmasi gerekmektedir.
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