T.C
SAKARYA UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

INSAN MEME KANSERI HOCRE KULTURUNDE NERIUM
OLEANDER BITKiSINDEN ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN
ANTIKANSEROJEN ETKIiSiNiN INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZi

Biyolog Tuggce Deniz KARACA

Enstitii Anabilim Dah  :  BIYOLOJI
Tez Danismani Yrd. Do¢. Dr. Kenan TUNC
Ortak danisman : Prof.Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Haziran 2008



T.C
SAKARYA UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

INSAN MEME KANSERi HOCRE KULTURUNDE NERIUM
OLEANDER BITKISINDEN ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN
ANTIKANSEROJEN ETKIiSININ INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Biyolog Tugce Deniz KARACA

Enstitii AnabilimDah  : BIYOLOJI

Bu tez 11/06/2008 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul

edilmistir. :
/ : rd /'/‘
i s G
; ’{:‘fi/’ P &?
Yrd. Do¢. Dr. Kudret YILDIRIM Yy N |
Jiiri Bagkam Uye Uye



TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimimde ve tezimin olugmasinda gosterdigi ilgi ve katkilarindan
dolayr degerli danmigmanim Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Kenan TUNC’a, Yildiz Teknik
Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi Biyomiihendislik Béliimii Hiicre Kiiltiir
Laboratuvarinda deneysel caligmalarimda beni yonlendiren ve her konuda bilgisini
esirgemeyen Saym Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV’e, deneysel calismalarim
sirasinda yakin ilgi ve destegini gordiigim Saym Yrd. Dog¢. Dr. Melahat
BAGIROVA’ya, tezimin her asamasinda ve her konuda her zaman yanimda olan ve
biiyiik desteklerini gordiigiim basta ablam Dog. Dr. Alev DOGAN ve annem Sabiha

KARACA olmak iizere tiim aileme sonsuz tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

TESEKKUR

ICINDEKILER ..ot
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI.........ccooooiiiiii
SEKILLER LISTESI ...t
TABLOLAR LISTESI......coiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et

BOLUM 2.

GENEL BILGILER ... ....couiiiiiiii e,

2.1. Kanser Biyolojisi......ovueiuiieiiiiiiei e
2.2, HUCTe SIKIUSU. ...coviiiiiiiiiiiniiieeeecce e

2.2.1. Hiicre siklusu kontrol noktalart...........ccooeueunnnnn...

2.3. TUmOr SUPresOr GEN, PS3....oeeieeiiieieeeiiiee e e

2.4, APOPLOZ. ettt

2.5, MEME KANSETL. . . e,

2.5
2.5

.1. Meme kanseri gelisiminde en belirgin risk faktorleri...........

2. Meme kanserinin belirtileri.........ooouuoieiieeiiiii ...

2.6. Vepesid (VP-16, Etoposide).........ccoeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee

2.7.Nerium OlEANGEY . ..o e,

2.7
2.7

.1. Nerium oleander’in etki ve kulanilist ............................

.2. Nerium oleander’in toksikolojik etkisi...........................



BOLUM 3.

MATERYAL VE METOT ... 18
Bl Materyal. ..o 18

3.1.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar........................ 18

3.1.2. Deneysel ¢aligsmalarda kullanilan kimyasal maddeler............. 19

3.1.3. Deneysel ¢calismalarda kullanilan ¢ozeltiler..................... 19

3.1.3.1. PBS ¢ozeltisinin hazirlanmasi............................ 19

3.1.3.2. Tripsin soliisyonunun hazirlanmasi...................... 20

3.1.3.3. MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi........................ 20

3.1.3.4. DMEM F12 (Dulbecco’s minimum essential medium)
medyumun hazirlanmasi....................o 20

3.1.3.5. Sentetik ve bitkisel bilesiklerin soliisyonlarinin

hazirlanmasi.......ooeeeeeeee e 21
R I (] 1o | 21
RIS B 5 L 1o (o 01 (18] ) U 21

3.2.1.1. Swv1 azot tankindan alinan hiicrelerin kiiltiirinin

yapilmasi ve tripsinizasyonu...........ooueeeuueenneennnennnn. 21
3.2.1.2. HUCTE SAYIMI. ..ottt 22
3.2.2. MCF-7 hiicrelerinin in vitro kiiltirtiniin hazirlanmasi............. 23

3.2.3. Deneysel ¢alismalarda kullanilan hiicre sayis1 ve plaklar......... 23
3.2.4. Vepesidin antikanserojen etkisinin MCF-7 hiicrelerinde MTT
yontemi ile incelenmesi..........ccooveiiiiiiiiiiiiiiii e, 23

3.2.5. Nerium oleander’in antikanserojen etkisinin MCF-7

hiicrelerinde MTT yontemi ile incelenmesi........................ 24
3.2.6. Hiicre kiiltiirii etken dozunun hesaplanmast........................ 25

BOLUM 4.
DENEYSEL BULGULAR ..ottt 26
4.1. MCF-7 Hiicrelerinin Mikroplaklardaki Adaptasyonu.................. 26

4.2. Vepesidin Farkli Konsantrasyonlarinin MCF-7 Hiicreleri
Uzerindeki Etkisi ve Morfolojik Inceleme.............................. 29



4.3. Vepesidin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Etkisinin MTT Y éntemi
Kullanilarak Tayini ve Morfolojik Inceleme............................ 42
4.4. Vepesidin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Etkisinin ECsp’ye Gore
Hesaplanmasi..........oooiiiiiiiiii e 53
4.5. Nerium oleander Ekstraktlarinin Farkli Konsantrasyonlarinin
MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Etkisi ve Morfolojik inceleme......... 53
4.5.1. Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstraktinin MCF-7 hiicreleri
tizerindeki antikanserojen etkisi..................ocoiiiiiiiieeeen. 54
4.5.2. Nerium oleander ¢igeginin etanollii ekstraktinin MCF-7
hiicreleri tizerindeki antikanserojen etkisi......................... 57
4.5.3. Nerium oleander yapraginin sulu ekstraktinin MCF-7
hiicreleri iizerindeki antikanserojen etkisi......................... 60
4.5.4. Nerium oleander yapraginin etanollii ekstraktinin MCF-7
hiicreleri tizerindeki antikanserojen etkisi......................... 64
4.6. Nerium oleander Ekstraktlarinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki
Etkisinin MTT Yontemi Kullanilarak Tayini ve Morfolojik
INCElEME. ... ..o, 67

4.7. Nerium oleander Ekstraktlarinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki

Antikanserojen EtKisi............oooiiiiiiiiii 80
BOLUM 5.
SONUCLAR VE TARTISMA . ... 82
KAYNAKLAR . e 85
OZGECMIS. ...t 91



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

ul

ng

mg

ml

gr

°C

A
DMEM
DMSO
PBS
EDTA
ECs
FBS
HCI
KCI
KH,PO4
NaCl
Na,HPO4
MTT
MCEF-7

: Mikrolitre

: Mikrogram

: Miligram

: Mililitre

: Gram

: Derece santigrat

:Absorbans

: Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu
: Dimetil siilfoksit

: Fosfat tampon soliisyonu

: Etilendiamin tetraasetik asit

: Etkili konsantrasyonun %50’si

: Fetal s1g1r serumu

: Hidroklorik asit

: Potasyum kloriir

: Potasyum dihidrojen fosfat

: Sodyum klortir

: Sodyum bifosfat

: Thiazoly blue tetrazolium bromide

- Insan meme kanseri hiicresi

Vi



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 4.1.

Sekil4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Hiicre siklusunun fazlari................o.o
Vepesidin kimyasal formiilii.....................ooonL.
Nerium oleander’in dogadaki goriintlisti..........................
Olenadrinin kimyasal formili....................oco
MCF-7 hiicrelerinin mikroplakta ilk ekildikleri andaki
mikroskobik gorintlisti (20X).......oovvviiiiiiiiiiiiiieain,
MCF-7 hiicrelerinin  mikroplakta 24  saat sonraki
mikroskobik gorintiisii (20X)........ccovviviiiiiiiiiiiii,
MCF-7 hiicrelerinin mikroplakta 48 saat sonraki
mikroskobik gorintiisii (20X)........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiaeennn,
MCF-7  hiicrelerinin  mikroplakta 72 saat sonraki
mikroskobik gorintiisii (20X)........coooeiiiiiiiiiiiiiiiiia,
Son konsantrasyon 0,01 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan
MCF-T7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)..............
Son konsantrasyon 0,01 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x) ........
Son konsantrasyon 0,05 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan
MCF-T7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)..............
Son konsantrasyon 0,05 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x) .......
Son konsantrasyon 1,00 ug/ml vepesidin kontrol grubu olan
MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)............
Son konsantrasyon 1,00 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x).........
Son konsantrasyon 2,00 ug/ml vepesidin kontrol grubu olan

MCF-T7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)..............

Vil

26

27

28

28

30

30

31

31

32

32



Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Son konsantrasyon 2,00 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20X) ..........
Son konsantrasyon 4,00 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan
MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)................
Son konsantrasyon 4,00 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)...........
Son konsantrasyon 6 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan
MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)................
Son konsantrasyon 6 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20X) ..........
Son konsantrasyon 10 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan
MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)...............
Son konsantrasyon 10 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)...........
Son konsantrasyon 50 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan
MCF-T7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)................
Son konsantrasyon 50 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x) ..........
Son konsantrasyon 100 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan
MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20%)...............
Son konsantrasyon 100 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x) ..........
Son konsantrasyon 150 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan
MCF-T7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)................
Son konsantrasyon 150 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)...........
Son konsantrasyon 200 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan
MCF-T7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)................
Son konsantrasyon 200 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)...........
Son konsantrasyon 300 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan

MCF-T7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)................

viii

33

34

34

35

35

36

36

37

37

38

38

39

39

40

40



Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

Sekil 4.32.

Sekil 4.33.

Sekil 4.34.

Sekil 4.35.

Sekil 4.36.

Sekil 4.37.

Sekil 4.38.

Son konsantrasyon 300 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine
etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)...........
Son konsantrasyon 0,01 pg/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7
hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan
kristallerinin mikroskobik goriintlisti (20X).........c.vvvvenvnnnn..
Son konsantrasyon 0,01 pg/ml vepesid ile muamele edilen
MCF-7 hicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan
formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)............
Son konsantrasyon 0,05 ug/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7
hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan
kristallerinin mikroskobik goriintlisti (20X).........c.cevveeneinnn..
Son konsantrasyon 0,05 pg/ml vepesid ile muamele edilen
MCF-7 hicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan
formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)............
Son konsantrasyon 1,00 pg/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7
hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan
kristallerinin mikroskobik goriintlisti (20X).........c.vvvveniennnn..
Son konsantrasyon 1,00 pg/ml vepesid ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan
formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)............
Son konsantrasyon 2,00 ug/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7
hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan
kristallerinin mikroskobik goriintlisti (20X).........c.evveeneinnnn..
Son konsantrasyon 2,00 pg/ml vepesid ile muamele edilen
MCF-7 hicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan
formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)............
Son konsantrasyon 4,00 pg/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7
hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan
kristallerinin mikroskobik goriintlisti (20X).........c.vvvvenvnnn..
Son konsantrasyon 4,00 pg/ml vepesid ile muamele edilen
MCF-7 hicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan

formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)............

41

42

43

43

44

44

45

45

46

46



Sekil 4.39.

Sekil 4.40.

Sekil 4.41.

Sekil 4.42.

Sekil 4.43.

Sekil 4.44.

Sekil 4.45.

Sekil 4.46.

Sekil 4.47.

Sekil 4.48.

Son konsantrasyon 6,00 pug/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7
hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan
kristallerinin mikroskobik goriintlisti (20X).........ccovvveneinnen..
Son konsantrasyon 6,00 pg/ml vepesid ile muamele edilen
MCF-7 hicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan
formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)............
Son konsantrasyon 10 pg/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7
hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan
kristallerinin mikroskobik goriintlisti (20X).........c.vvvvenvennnn..
Son konsantrasyon 10 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-
7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan
kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)............

Son konsantrasyon 50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200
pg/ml ve 300 pg/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7
hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan
kristallerinin mikroskobik goriintlisti (20X).........c.vvvvenvannn..
Son konsantrasyon 50 ug/ml vepesid ile muamele edilen MCF-
7 hiicrelerinin MTT ile etkilesiminin (formazan kristalleri
olugmamistir) mikroskobik goriintiisii (20x)...........

Son konsantrasyon 100 pg/ml vepesid ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesiminin (formazan
kristalleri olusmamistir) mikroskobik goriintiisii (20x)...........
Son konsantrasyon 150 pg/ml vepesid ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesiminin (formazan
kristalleri olusmamigtir) mikroskobik goriintiisii (20%)...........
Son konsantrasyon 200 pg/ml vepesid ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesiminin (formazan
kristalleri olusmamistir) mikroskobik goriintiisii (20%)...........
Son konsantrasyon 300 pg/ml vepesid ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesiminin (formazan

kristalleri olusmamistir) mikroskobik goriintiisii (20%)...........

47

48

48

49

49

50

50

51

51



Sekil 4.49.

Sekil 4.50

Sekil 4.51.

Sekil 4.52

Sekil 4.53.

Sekil 4.54.

Sekil 4.55.

Sekil 4.56.

Sekil 4.57.

Sekil 4.58.

Sekil 4.59.

MCF-7 hiicreleri uizerine DMSO 1ilave edildikten 15 dakika

sonra ¢oziinen formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii

Farkli konsantrasyonlardaki vepesidin MCF-7 hiicreleri
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OZET

Anahtar Sozciikler: Vepesid, Nerium oleander, MCF-7, MTT

Kanser giiniimiizde heniiz ¢éziimlenememis 6nemli bir saglik problemi olarak kabul
edilmektedir. Meme kanseri kadinlarin yasam iizerinde 6nemli risk olusturan kanser
tiirlerinden biridir. Hastaligin tedavisinde amag, biitiin kanser hiicrelerinin yok
edilmesidir ve bu amacla uygulanan tedavi yontemleri ise cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapidir. Kemoterapi yontemi ile kanserli hastalarin % 80’1 1yilestirilebilmekte,
ancak % 20’lik bolimdeki hastalarin kanser hiicreleri kemoterapéotik ilaglara karst
direng gelistirmekte ya da oOliimciil toksisite gelistirmektedirler. Bu nedenle
giinlimiizde kanser tedavisinde uygulanan temel yontemler ve kullanilan ilaglarin
yetersiz oldugu distiniilmektedir. Bu nedenle son yillarda meme kanserine karsi yeni
antikanserojen ilaglarin, 6zellikle bitkisel kokenli ilaglarin arastirilmasina daha fazla
onem verilmektedir.

Bu calismada ilk kez olarak, in vitro sartlarda meme kanseri hiicre kiiltiiriinde
Nerium oleander bitkisinin yaprak ve g¢igceginden elde edilen sulu ve etanollii
ekstraktlarin antikanserojen etkisinin arastirilmasi ve sentetik antikanserojen
(vepesid) ilacin etkisi ile karsilastirilmast amaglanmstir.

Deneyler; MCF-7 hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi, hiicre sayimi, hiicrelerin morfolojik
olarak degerlendirilmesi ve MTT ydntemi olmak iizere ¢esitli yontemler kullanilarak
gerceklestirilmigtir.  Sonuclar morfolojik olarak degerlendirilmistir.  Yapilan
deneylerde Nerium oleander bitkisinin ¢i¢ek ve yapragindan elde edilen etanollii ve
sulu ekstrelerinin MCF-7 hiicre kiiltiirii izerinde belirgin bir sitotoksik etkisi oldugu
goriilmiistiir. Yaprak ekstresinin sitotoksik etkisinin ¢icek ekstresinin sitotoksik
etkisinden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Nerium oleander ekstraktlarinin meme
kanseri hiicreleri {izerindeki antikanserojenik etkisi antikanserojen ila¢ olan
vepesidin hiicreler iizerinde gosterdigi etkiyle benzer olup, sadece uygulanan
konsantrasyon miktarina gore fark gosterdigi tespit edilmistir.
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THE INVESTIGATION OF THE ANTICANCEROGENIC
EFFECTS OF EXTRACTS FROM NERIUM OLEANDER ON
HUMAN BREAST CANCER CELL CULTURE

SUMMARY

Key words: Vepesid, Nerium oleander, MCF-7, MTT

Cancer is accepted as an important health problem that has not been solved
nowadays. Breast cancer is a type of cancer which makes risk in women’s life. The
aim of the desease’s treatment is to clear off all the cancer cells and the treatment’s
methods are surgery, radiotherapy and chemotherapy. 80 per cent of cancer patients
can get cured by chemotherapy, but 20 per cent of the patients do not have resistence
to the chemotherapic drugs or have fetal toxicity. There fore, today the basic methods
and the drugs that are applied on cancer treatments are clearly defective. For this
reason, in the last few years it is more important to research new anticancerogen
drugs specially drugs from plants against to breast cancer.

For the first time, in this study it was aimed to investigate the anticancerogenic
effects of the water and the ethanol extracts from Nerium oleander’s leaves and
flowers and compare with the effects of synthetic drugs (vepesid) on human breast
cancer cells’ culture in in vitro conditions.

Experiments were realized by various methods like MCF-7 cells’ culture, cells’
counting , considering the cells by morphological and MTT method. The results
were considered by morphologically. The ethanol and water extracts from Nerium
oleander have cleared cytotoxic effect on MCF-7 cell culture.

The anticancerogenic effects of Nerium oleander’s extracts on breast cancer’s cells

are the same as the effect of anticancerogen drug vespesid on cells, there was only a
difference determined according to applied doses of concentrations.
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BOLUM 1. GIRIS

Giliniimiizde kanser heniiz ¢dziimlenememis dnemli bir saglik problemi olarak kabul
edilmektedir. Meme, akciger, kolorektal, rahim ve deri kanserleri kadinlarda en sik
goriilen kanser tiirlerindendir. Ozellikle meme kanseri kadmlarin yasamui iizerinde
onemli risk olusturmaktadir ve meme kanseri, kadinlarda goriilen diger kanser
tiirlerinin yaklasik % 30’unu olusturmaktadir. Toplumda her 10 kadindan birinde
meme kanseri goriilmektedir. 40—44 yas arasindaki kadinlarda, meme kanserine baglh

Oliimler ilk sirada yer almaktadir [1, 2].

Son yillarda meme kanseri vakasinda artislar gdzlenmektedir. Ornegin, 1940 ve 1987
yillar1 arasinda hastaligin goriilme sikliginda yillik % 4 oraninda artis saptanmistir.
Meme kanseri, glinlimiizde goriilme sikliginin bu kadar yiiksek olmasinin yani sira

tedavisinde karsilasilan problemlerle de biiyiik 6l¢lide 6nem kazanmaktadir [3, 4].

Meme kanserinin tedavisinde; tamoxifen, taxol, vepesid gibi sentetik antikanser
ilaclar kullanilmaktadir. Bu ilaclarin etki mekanizmalar1 kesin olarak bilinmemekte

ancak giiclii antiproliferatif etkiye sahip olduklar1 belirtilmektedir [5-7].

Kemoterapide uygulanan antikanser etkili bir ilag, kanser hiicresi lizerine toksik etki
gosterirken, ayn1 zamanda saglikli hiicreler {izerine de toksik etki gostermekte ve
etkilenen saglikli hiicrelerin bulundugu organlarin tahrip olmasina neden olmaktadir.
Antikanser ilaclarin istenmeyen bu yan etkileri 6liim ile sonuglanabilmektedir.
Bunun yani sira, yapilan ¢alismalarda kanser kemoterapisi uygulanan hastalarda
tedavide kullanilan antikanser ilaglara kars1i diren¢c olustugu belirlenmistir.
Kemoterapi kanserli hastalarin % 80’ini iyilestirebilmekte, ancak % 20’lik
bolimdeki hastalarin  kanser hiicreleri kemoterapotik ilaglara karsi  direng

gelistirmekte ya da Oliimciil toksisite olusturmaktadirlar [8]. Bundan dolay1



glinlimiizde kanser tedavisinde uygulanan temel yontemler ve kullanilan ilaglarin

yetersiz oldugu diisiiniilmektedir.

Tedavide karsilagilan bu problemler, yeni ilaglar bulma ve meme kanserini
bilinmeyen yonleriyle arastirma c¢abalarini hizlandirmaktadir. Bu aragtirmalarin asil
amaci en az toksisite ile daha etkili bir tedavi saglamaktir. Bu amag¢ dogrultusunda
son zamanlarda yapilan calismalarda meme kanserine karsi sentetik ve bitkisel
ilaglarmn antikanser etkileri arastirilmaktadir. Ozellikle bitkilerden elde edilen
ekstraktlar ile yapilan ¢aligmalar daha timit verici sonuglar ortaya koymaktadir.
Avrupa iilkeleri basta olmak {iizere diinyanin bir¢ok iilkesinde bu konu ile ilgili

calismalar yogun sekilde yiiriitiilmektedir [1, 9-12].

Tibbi bitkilerin ekstraktlarinin antikanser aktivitelerinin arastirilmasi konusunda pek
¢ok calisma yapilmistir. Bu alanda yapilan ¢alismalarda, Lampetra tridentata (giir
calilik) (Creosote Bush) ve Juniperus communis L. (Juniper Berry) (ardig) gibi
bitkiler meme kanseri hiicreleri (MCF-7) lizerinde antikanser etkinligi arastirilan
bitkiler arasinda bulunmaktadir. Arastirma sonuglari, Lampetra tridentata ve
Juniperus communis L. bitki ekstraktlarinin meme kanser hiicrelerinin ¢ogalmalarini
onemli Ol¢iide yavaslattigini ortaya koymustur. Meme kanseri iizerinde etkinligi
arastirilan ilaglar olmasina ragmen heniiz tedavide % 100 etkili sentetik veya bitkisel

ilag bulunmamaktadir [13-15].

Bu calismada ilk kez olarak, in vitro sartlarda meme kanseri hiicre kiltiiriinde
Nerium oleander bitkisinin yaprak ve g¢igceginden elde edilen sulu ve etanollii
ekstraktlarin, antikanserojen etkisinin arastirilmasi ve sentetik antikanserojen ilacin
(vepesid) etkisi ile karsilastirilmasi: amaglanmuistir. Nerium oleander bitkisinden elde
edilen ekstraktlar ile vepesidin, insan meme kanseri hiicre kiiltiirii iizerindeki

antikanserojen etkileri morfolojik olarak degerlendirilmistir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Biyolojisi

Kanser, Latincede yenge¢ anlamina gelen “crab” sozciigiinden tiiretilmistir. Yunanh
hekim Hipokrat, hastalifin basladigt bolgeden diger organlara yayilmasini
gozlemleyerek bu tanimlamayr yapmustir. Kanser viicuttaki bir hiicre grubunun
farklilasarak, asir1 ve kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi sonucunda meydana
gelmektedir. Normalde hiicrelerin biiyiimesi ve c¢ogalmasi bir diizen igerisinde
olmaktadir. Ancak hiicrelerin anormal sekil ve hizla biiyiimeye ve g¢ogalmaya
baslamalari, tiimor adi verilen kitlenin olusumuna yol agarlar. Tiimorler normal
dokular sikistirabilirler, i¢ine sizabilir ya da tahrip edebilirler. Eger kanser hiicreleri
olustuklar1 tiimorden ayrilirsa, kan ya da lenf dolasimi aracilig: ile viicudun diger
bolgelerine gidebilirler. Kanserin bu sekilde viicudun diger bolgelerine yayilmasi
olayina metastaz adi verilir. Bu anormal hiicreler hangi organdan kokenleniyorsa
hastalik buna gore isimlendirilir (akciger, meme, prostat kanseri gibi) [16-18].

Kanserin altt 6nemli 6zelligi vardir:

a) Biiylime sinyallerinde otonomi: Normal hiicrelerin boliinebilmesi igin digardan
bliylime faktorii sinyalini almasi gerekir, kanser hiicreleri normal biliylime faktorii

sinyaline bagimli degildir, mutasyonlar diizenli olmayan biiyliimeye sebep olurlar.

b) Biiyiime sinyalleri engelleyicileri: Normal hiicreler engelleyici sinyallere
homeostasi saglamak i¢in cevap verirler (viicuttaki hiicrelerin ¢ogu aktif olarak
boéliinmez), kanser hiicreleri biiylimeyi engelleyen sinyallere cevap vermez,

mutasyonlar engelleyici yollar etkiler.



c¢) Programli hiicre 6liimiinde bozukluklar: Genellikle normal hiicreler DNA hasarina

kars1 apoptozla yok olurlar, kanser hiicreleri apoptotik sinyallerden etkilenmezler.

d) Smirsiz replikasyon potansiyeli: Normal hiicreler senesens olduktan sonra
hiicrenin sinirl sayida iki katina ¢ikmasini belirleyen sayma diizenegine sahiptirler.
Bu hiicresel sayag, her DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen kromozom
uclarinin kisalmasini belirler (telomerler), kanser hiicrelerinde telomerlerin uzunlugu
korunur, telomer regiilasyonunun degismesi sinirsiz replikasyon potansiyeline neden

olur.

e) Anjiyogenez (yeni kan damarlarinin olusumu): Normal hiicrelerin oksijen ve
besleyici oksijen ve besleyici saglayabilmesi i¢in kan damarlarina gerek vardir, fakat
olgun bir insanda dolagim mimarisi sabittir. Kanser hiicreleri anjiyogenezi uyarir,

¢linkii tiimor sagkalimi ve yayilmasi i¢in yeni kan damarlarin biiylimesi gerekir.

f) Invazyon ve metastaz: Normal hiicreler viicuttaki yerlerini korurlar ve genellikle
gdc etmezler, kanser hiicreleri ise viicudun diger bdlgelerine goc¢ ederler,
mutasyonlar invazyon ile ilgili enzimlerin aktivitesini degistirir ve hiicre-hiicre ve

hiicre-ekstraseliilar adezyon molekiillerini degistirirler [16-19].

2.2. Hiicre Siklusu

Normal dokularda, c¢ogalan hiicre sayist1 organizmanin ihtiyaclarinin  bir
fonksiyonudur. Hiicrenin kendine benzer iki hiicreye ¢ogalmasi (replikasyonu) dis
uyarilar sonucu biyokimyasal olarak baslatilan bir seri fazlardan gecer ve hem dig
hem de i¢ biiyiime faktorleri tarafindan diizenlenir. Baz1 onkogenler ve hiicre
siklusuna 6zgii proteinler hiicre siklusu boyunca senkronize bir sekilde aktiflestirilir

ve ardindan inaktiflestirilirler. Hiicre siklusunun fazlari sekil 2.1°de verilmistir.



G2 > M

GO

Sekil 2.1. Hiicre siklusunun fazlari

Sekil 2.1°deki GO; istirahat fazi, G1; ara faz, interfaz, S; DNA sentezi fazi, M;

mitozis fazi olarak adlandirilir.

a) GO (istirahat fazi): Hicreler genellikle spesifik bir islevi gérmek {izere

programlanirlar.

b) G1 (ara faz, interfaz): Spesifik hiicre fonksiyonlari i¢in gereken proteinler ve RNA
sentezlenir. Ge¢ G1 fazinda bol miktarda RNA sentezlenir. Ayrica, DNA sentezi i¢in

gereken bir¢ok enzim iretilir.

c) S (DNA sentezi faz1): Hiicre i¢indeki DNA’nin miktar ikiye katlanir.

d) G2 fazi: DNA sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam eder, mitotik

“spindle”larin mikrotiibiiler prekiirsorleri tiretilir.

e) M (mitozis): Protein ve RNA sentez hizi aniden yavaslar, genetik materyal olusan
iki yeni hiicreye dagilir. Mitozisi takiben olusan yeni hiicreler ya GO ya da G1 fazina

girerler.

Hiicre siklusunun cesitli fazlarin1 aktive eden spesifik proteinler siklinlerdir.
Siklinler, kendilerine spesifik olan ve siklin-bagimli kinazlar olarak adlandirilan

tirozin kinazlarla kombine olurlar, onlar1 aktiflestirirler ve etkilerini diizenlerler.



Hiicre siklusunda ¢esitli fazlarda, cesitli siklinler sentezlenir, ve diizeyleri senkronize

bir sekilde siklusun ¢esitli fazlar1 boyunca azalir ya da artar [18, 19].

2.2.1. Hiicre siklusu kontrol noktalari

Cogalma kapasitesine sahip hiicreler normal olarak belli kontrol noktalarinda
dururlar. ik kontrol noktas1 ge¢ G1 fazinda, S fazina girmeden hemen &nce gelir.
Hiicre G1 fazini terketmeden 6nce DNA’nin dogru (hasarsiz) bir durumda olmasi
gerekmektedir. Eger herhangi bir lezyon saptanirsa, hiicreler ya hasari onarir ya da
apoptozise giderek Ooliirler. Ikinci kontrol noktasi hiicreler M (mitozis) fazina
girmeden hemen Once gelir. Hiicre siklusu inhibitorleri, hiicreyi, yeni olusacak
hiicrelerin dogru genetik kopyaya sahip olacaklarindan emin oluncaya kadar
durdurur. DNA replikasyonu tamamiyla ve dogru sekilde tamamlanamamigsa, veya
beraberindeki tim proteinler, iplik¢ik materyalleri, ve mitozisin tamamlanmasi i¢in
gerekli diger tiim maddeler eksiksiz olarak tamamlanmamigsa hiicre bu kontrol
noktasinda her sey basariyla diizenleninceye kadar durur ve ardindan M fazina girer.
Sonug olarak hiicre, siklus boyunca ilerlerken iki kontrol noktasinda durur ve kontrol

edilmis olur [16-19].

2.3. Tiimor Siipresor Gen; p53

Hiicrede i¢ veya dis nedenlerle DNA hasar1 olustugunda aktive olan bazi genler,
hiicrenin apoptozuna neden olabilir. Bu genlerden en 6nemlisi p53 genidir. insan
timorlerinin %50’den fazlasinda mutasyona ugradigi tespit edilen p53 geninin,
kanser olusumunu 6nlemede kritik rol oynadig1 kabul edilmektedir. Normalde inaktif
durumda bulunan p53 geni, DNA hasar1 olustugunda aktifleserek p21 genini harekete
gecirir. p21 geni hiicrenin ge¢ G1 fazinda kalarak, S fazina gegmesini engeller.
Boylece hiicre siklusu durdurularak olusmus olan DNA hasarli hiicrenin ¢ogalmasi
engellenir. p5S3 geni DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu saglar. Bu
proteinler DNA hasarin1 tamir edebilirse, hiicre siklusundaki blok kalkar. Hiicre
hasarinin tamiri basarili olmazsa p53 geni bax proteinini (bcl-2 grubu proteinlerden,
proapopitotik) aktive ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin apopitoza giderek

Olmesini saglar. Boylece DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur [20].



2.4. Apoptoz

Gelismis organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak gereksinim
duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden programli
oliimiine apoptoz denir [21]. Viicudumuzdaki her hiicre belli bir siire yasar ve zamani
gelince oliir. Apoptoz olarak adlandirilan bu 6nceden programlanmis hiicre 6liimiiyle
hiicre ¢ogalmasi (mitozis) arasinda kontrollii bir denge vardir. Bu dengenin
bozulmast ¢ok sayidaki Onemli hastalifin ortaya c¢ikma nedenidir. Apoptozda
hiicreler su kaybederek kiigiiliirler, biiziiliirler, sekilleri bozulur ve komsu hiicrelerle
baglantilarin1 kaybederler. Sitoplazma yogunlasir ve organeller birbirine yakinlagir.
Organeller genel olarak saglamdir ve hiicre membrani apoptozun geg¢ evrelerine dek
biitiinliiglinii korur. En 6nemli degisiklikler ¢ekirdekte izlenir. Kromatin (hiicre
boliinmesi sirasinda yogunlasarak kromozomlart olusturan niikleik asit-protein
kompleksi), ¢ekirdek zarma yakin boélgede yogunlasir ve hilal seklinde cekirdek
zarinin i¢ yiizeyine yerlesir. Cekirdek de biiziiliir, yogunlasir ve bazen zarla sarili
olarak birkag¢ pargaya ayrilabilir. Apoptoz siireci ilerledikge, sitoplazmik ¢ikintilar ve
tomurcuklanmalar olusur. Hiicre daha sonra, sikica paketlenmis organelleri,
sitoplazma ve c¢ekirdek pargalarini igceren “apoptotik cisimcik’lere pargalanir. Bu
parcalar komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan fagosite edilerek (sindirilerek)
dokudan uzaklastirilir. Boylece herhangi bir doku reaksiyonunun ortaya ¢ikmasi

engellenir [20-22].

2.5. Meme Kanseri

Insan hayatim tehdit eden pek ¢ok kanser tiiriinden biri de meme kanseridir. Gelismis
iilkelerde en sik gozlenen kanser tipidir ve meme kanseri tiim iilkelerde bir saglik
sorunu olarak kabul edilmektedir. Son yillarda meme kanseri vakasinda artig
gozlenmektedir. Ornegin ABD’de son yillarda yaklasik 240000 yeni meme kanseri
tanis1 konulacagi ve yaklasik 40000 kadinin da meme kanserinden dlecegi olasilig
iizerinde fikirler one siiriilmektedir [23]. Yapilan arastirmalara gore, ABD’de sekiz
kadindan birisi meme kanserine yakalanmaktadir. Bu oran Avrupa iilkelerinde on

kadinda birdir.



Ancak, hastaligin tedavisinde uygulanan ana tedavi yontemleri ve alternatif olarak
yeni tamamlayici yontemler, meme kanserinin iyilesme oranmin arttirilmasinda

onemli rol oynamaktadir [24-27].

2.5.1. Meme kanseri gelisiminde en belirgin risk faktorleri

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi birgok deneysel ve toplumsal calismalar
yapilmasina ragmen meme kanserinin nedeni tam olarak heniiz anlasilamamuistir.
Fakat yapilan bu ¢alismalar meme kanseri olusum ve gelisim donemlerinde etkili
olabilen pek ¢ok faktoriin taninmasini saglamistir [2-4].

Tanimlanan faktorler asagidaki sekilde belirlenmistir.

a) Yas: Yas ilerledikge risk artmaktadir

b) Dogum yeri: Meme kanserinin bolgesel olarak yiiksek goriildiigli yerlerde ¢ocuk

dogurmak riski arttirmaktadir (Ornegin: Kuzey Amerika)

c) Genetik yatkinlik ve genetik belirleyiciler: Birinci dereceden yakinlarda meme
kanseri bulunanlarda bu hastaligin goriilme sans1 normal popiilasyona gore fazladir.
Hastalik genetik faktore bagli olunca aile iginde iki tarafli hastalik artmaktadir.

Timor daha erken yaslarda ortaya ¢ikmaktadir.

d) Sosyo-Ekonomik Durum: Egitim diizeyi ve gelir miktar1 arttik¢a risk de

artmaktadir.

e) Sigsmanlik ve beslenme bi¢imi: Bir¢ok iilkede meme kanseri sikliginin insan basina

tilketilen yag, seker ve protein miktarlarina uygunluk gosterdigi saptanmustir.

f) Dogurganlik donemi ve bagintilari: Evlilik, dogum yapma sayis1 ve ilk dogum
yasi, adet gérme durumu ve diger faktdrler (Ornegin: Sik X 1smm kullanilarak

radyolojik incelemeler (Ultrasonografi ve magnetik rezonans harig)).



2.5.2. Meme kanserinin belirtileri

Meme kanseri baslangigta hic belirti vermeyebilir. Ancak, asagidaki bulgular olasi bir

meme patolojisinin dnemli isaretleri olabilir:

Memede kitle

o P

Memede agr1

Meme basinda ¢ekilme

a o

Meme basinda akinti
Koltuk altinda kitle
Meme derisinde yara

Meme derisinde kasinti

=

Deri 6demi

—

Gogiis duvarinda kitle ve yol 6demi

Son yillarda meme kanseri tedavisinde olduk¢a 6dnemli gelismeler olmustur. Bir ¢ok
tedavi olanaklar1 ortaya ¢ikmistir. Hastaligin tedavisinde cerrahi ve sonraki donemde
sistemik ila¢ tedavisi ve radyoterapi bir ¢ok hastaya uygulanmaktadir. Tamoxifen,
taxol ve vepesid gibi antikanser ilaglar bu amacla kullanilan ilaglardan bazilaridir. Bu
ilaclarin etki mekanizmalar1 kesin olarak bilinmemekte ancak giiclii antiproliferatif

etkiye sahip olduklar1 belirtilmektedir [5-7, 28-37].

2.6. Vepesid (VP-16, Etoposide)

Vepesid bitkisel alkoloidler grubundandir, Podophylum peltatum bitkisinden elde

edilir ve podophylotoksinin yar1 sentetik bir tiirevidir.

Uygulamas1 damar yoluyla en az 30 dakika seklindedir. Ilag ¢ok hizli verildigi
takdirde siddetli hipotansiyon (diisitk kan basinci) ortaya ¢ikabilmektedir. Vepesid
ayn1 zamanda agiz yoluyla da verilmektedir. ilacin damar dismma kagmasindan
kaginilmalidir. Baglica yan etkisi kemik iligi baskilanmasidir. Uygulamalardan sonra

bulanti kusma ve istah kaybi ortaya ¢ikabilir. Diger yan etkiler; sa¢ dokiilmesi, bas
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agrisi, ates ve diisiik kan basincidir nadiren kalp krizi, kalp yetmezligi, sinir hasari,
yorgunluk, uyku, eller ve ayaklarda karincalanma ortaya ¢ikabilir [38, 39].
Vepesidin kimyasal formiilii Sekil 2.2°de goriilmektedir.

. OCH,
‘/ l—m{"’

| 1]_

CI'

Sekil 2.2. Vepesidin kimyasal formiilii

Literatiir incelendiginde, vepesidin ¢esitli kanser tiirleri iizerine antikanserojen
etkisinin arastirildigr son derece O6nemli ¢alismalar vardir. Mork ve arkadaslarinin
(2007), meme kanseri hiicreleri {izerine yaptiklar1 bir ¢alismada, vepesid ile yapilan
tedavinin etkili oldugunu belirlemisler ve EI24/PIG8 fibroblast ile meme kanser

hiicrelerinde vepesidin inhibe edici etkisi oldugunu belirtmislerdir [5].

Klamt ve arkadaslar1 (2007), insan tiimdr hiicre hatlarinda retinol ve vepesidin birlikte
etkisini aragtirmislardir. Arastirmalarinin sonucunda retinol ile yapilan tedavinin ilaca
kars1 direncte % 40 azalmaya ve vepesidin toksik etkisinin artmasina neden oldugunu

bulmuslardir [37].

Vetoshaskina ve arkadaglar1 (2007), vepesidin fare akcigerindeki toksik etkisini ve
morfolojik fonksiyonlarini arastirmiglardir. 36 fareye vepesid belirli dozlarda enjekte

edilmis ve enjeksiyondan sonra farelerde olusan degisiklikler rapor edilmistir [6].
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Borovskaya ve arkadaslarimin (2006), fareler ile 1, 3 ve 6 ay boyunca yapmis
olduklar1 bir ¢alismada, disi fare gametlerinin erkek fare gametlerine oranla vepesidin
toksik etkisine hassasiyet gostermesi nedeni ile disi farelerin canliliginda 6nemli

Olciide azalma meydana geldigi belirlenmistir [7].

Fiegl ve arkadaslar1 (2005), yash ve yogun kemoterapi almis, akut myeloid leukemia
(AML) hastalar1 iizerinde oral vepesidin faz I/Il ¢aligmasin1 yapmislardir.

Uygulamalardan sonra hastalarin % 73’{inde kotiilesme goriilmiistiir [28].

Schroeder ve arkadaslar1 (2004), kanserli hastalara yiiksek dozda vepesid vererek
ilacin farmokinetigini arastirmislardir. Dexrazoxane (ICRF-187) ajaniyla birlikte

uygulandiginda vepesidin farmokinetiginin etkisiz oldugunu bulmuslardir [29].

Allahverdiyev ve arkadaslar1 (2002), HSV Tip II iizerine vepesidin antiviral etkisini
arastirmiglardir. Arastirma sonucunda vepesidin herpes simplex tip 2 viriisliniin viral

replikasyonunu 6nledigini bulmuslardir [30].

Cory ve Cory’nin (2001), yapmis olduklar1 bir ¢alismada insan meme kanseri
hiicrelerinin 6zellikleri karsilastirilmis ve se¢ilmis MCF-7 hiicrelerinin vepeside karsi
direncleri arastirilmistir. Arastirma sonucunda MCF-7 hiicrelerinin vepeside direngsiz

olduklar tespit edilmistir [31].

Osaki ve arkadaslarinin (1998), yapmis olduklar1 bir ¢alismada, meme kanseri
hastalar1 lizerinde vepesid ile beraber kombine bir tedavi uygulamislar ve tedavi
sonucunda hastalarin % 18,7’sinin tedaviye olumlu cevap verdigi, % 21,9’unun
kismen cevap verdigi ve kemik agris1 bulunan diger hastalarin da agrilarinda azalma
meydana geldigi tespit edilmistir. Arastirmacilar bu kombine tedavinin ileri meme

kanseri hastalarinda ikinci bir tedavi olarak uygulanabilecegini 6nermislerdir [32].

Kiictik hiicreli olmayan akciger kanserli hastalar iizerinde Paprota ve arkadagslari
(1996), cisplatin ve vepesidin birlikte kullanildig1 kombine bir tedavi uygulamislardir.
Arastirma sonucuna gore, cisplatin ve vepesidin kiiclik hiicreli olmayan akciger

kanseri lizerinde etkili oldugu bulunmustur [36].
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Martin ve arkadaslari, (1993), metastatik meme kanserli 27 bayanda kronik oral
vepesidin (50 mg/m*/giin x 21 giin) faz II calismasim yapmislar ve hastalarin ilaca
kars1 gosterdikleri tepkiyi arastirmiglardir. Hastalarin % 74’tinde leukopenia, %

22’sinde thrombositopenia ve % 69,5’da anemi gibi yan etkiler goriilmiistiir [33].

Fields ve arkadaglarinin (1993), yapmis olduklar1 meme kanseri ile ilgili diger bir
calismada, 66 bayan hastada yogun dozlarda vepesid de igeren bir tedavi
uygulamiglardir. Hastalara ifofamid, karboplatin ve vepesid belirli dozlarda verilmis
ve biitiin hastalarda 6lgiilebilen metastatik hastalik oran1t % 50 olarak belirlenmistir

[34].

Cocconi ve arkadaslarinin (1986), yapmis olduklar1 klinik bir aragtirmada, metastatik
meme kanserli hastalarda, vepesid ile platinin kombine bir tedavisi uygulanmis ve bu
kombine tedavinin kemoterapiye cevap vermeyen ileri seviyedeki metastatik meme

kanserli hastalarda olumlu sonuglar verdigi tespit edilmistir [35].

Ayrica, meme kanserinin son yillarda goriilme sikligindaki artig, hastaligin
tedavisinde yeni ilaglar bulma ve meme kanserini bilinmeyen yonleriyle aragtirma
cabalarini hizlandirmaktadir. Bu nedenle ana tedavi yontemlerine alternatif olabilecek
tedavi yontemleri gelistirilmektedir. Bu yontemlerden birisi de o6zellikle bitkilerden
elde edilen ekstraktlar ile yapilan ¢aligmalardir. Bu bitkilerden biri; Apocynaceae
familyasina ait olan ve Tiirkiye’de halk arasinda zakkum adi ile bilinen, (ag1 ¢icegi,

kan ag, zikkim ag), Nerium oleander’dir.

2.7. Nerium oleander

Zakkum bitkisi, Akdeniz bolgesi iilkeleri ile Tiirkiye’de sulak yerlerde yabani olarak
yetistigi gibi siis bitkisi olarak park ve bahgelerde de yetistirilir (Sekil 2.3). Bu bitki
5-6 metre kadar yiikselebilen ve kisin yapraklarii dokmeyen bir agacgiktir.
Yapraklar mizrak bi¢iminde, sivri u¢lu, 6-30 cm uzunluk ve 1-3 cm genislikte,
derimsi, orta damar alt yiizde disar1 dogru c¢ikik, yan damarlar orta damara hemen
hemen dikey ve birbirlerine paralel, her iki ylizde de tiiysiizdiir. Cigekler dal uclarinda

toplanmis, korolla 5 pargali, pembe veya kirmizi nadiren beyaz renkli, kaliks 5
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parcali, 5-7 mm uzunluktadir. Meyva 10-18 cm uzunlukta, boyuna ¢izgili, olgunlasma
doneminde bir yandan agilir. Tohumlar 4 mm kadar uzunlukta ve tiyliidiir. Kokusuz

ve keskin lezzetlidir [40-44].

Sekil 2.3. Nerium oleander’in dogadaki goriintisii

Zakkum bitkisi bazi glikozitler icermektedir. Baslica etkili glikozid oleandrin olup
hidroliz sonunda aglikon olarak oleandrigenin (16-asetildigitoksigenin) ve seker
olarak da oleandroz (cimarin’in izomeri) verir. Oleandrigenin Digitalis (yliksiik otu)
tirlerinde rastlanan digitoksigenine yakin bir yapidadir. Aralarindaki tek fark
oleandrigenin’in 16 numarali karbon atomunda bir asetil grubu tasimasidir [45, 46].

Oleandrinin kimyasal formiilii sekil 2.4’de goriilmektedir.
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&2

Sekil 2.4. Olenadrinin kimyasal formilii

H3C

H
H3C OH

Dahilen idrar arttirici ve kalp kuvvetlendirici etkisi vardir. Tibbi miktarin tizerinde

2.7.1. Nerium oleander’in etki ve kullanilis

alindig1 zaman kalp yetmezligi, kusma ve ishal ile kendini gosteren agir zehirlenmeler
yapar. Dahilen ancak helg(Bontrolii altinda kullanilabilir. Haricen zeytinyagindaki
maserasyonu viicut parazitlerine karst kullanilir (bilhassa uyuz parazitlerilr_ll:).

O

CH
2.7.2. Nerium oleander’in toksikolojik etk1§i

Zakkum, zehirliligi anitik ~donemlerden beri bilinen bir bitkidir. Zehirlenmeler
genellikle yapraklarin tedavi amaciyla kullanilmasi sirasinda tibbi dozun asilmasi
sirasinda meydana gelmektedir. Zehirlenme mide ve bagirsak bozukluklari, solunum
giicliigli ve nabiz yavaslamasi gibi belirtilerle ortaya cikar. Zehirlilik kurutma ve
kaynatma ile giderilemez. Dal ve yapraklarin suya konulmasi sonucu etkili maddeler

suya da gecer ve bu suyun i¢ilmesi zehirlenmeye de sebep olur [46].

Nerium oleander ekstrakt: kanser tedavisinde uzun yillardan beri kullamlmaktadir. {1k

olarak 8. ylizyilda arap hekimleri tarafindan kanser tedavisinde kullanilmistir [47].

Tiirk hekimlerinden de Opr. Dr. Ziya Onel, Nerium oleander yapraklarindan

hazirladig1 bir sulu ekstrakti kullanarak bazi kanser tiirlerinde basarili sonuglar
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aldigim1  belirtmistir [42]. Bu bitkinin uluslararas1 patenti Amerika Birlesik

Devletleri’nde anvirzel adi ile alinmustir [48, 49].

Son yillarda yapilan in vitro ¢aligmalarda Nerium oleander’in ¢esitli kanser hiicreleri
iizerinde antikanserojenik etkisi oldugu belirlenmistir. Huang ve arkadaglarinin
(2007), yapmis olduklar1 ¢alismada, Nerium oleander ile endofitik mantarlarin
iligkisini arastirmislardir. Bu c¢alisma Nerium oleander’den izole edilen endofitik

mantarlarin potansiyel bir antioksidan kaynagi oldugu belirlenmistir [50].

Barbosa ve arkadaglar1 (2007), oleandrinin kegilerde sebep oldugu patolojik etkisi
iizerine bir arastirma yapmislardir. Arastirma sonuclarinda, kegilerin de oleandrine

diger hayvan tiirleri ile benzer tepkiler gosterikleri bulunmustur [51].

Srevinasan ve arkadaslarinin (2006), yapmis olduklari caligmada, bazi tiimor
hiicrelerinde oleandrinin etkisini arastirmislardir. Arastirmalarinin  sonuglarinda

olendrinin tiimdr hiicrelerinde apoptoza neden oldugu belirlenmistir [52].

Pietsch ve arkadaglar1 (2005), oleandrin zehirinin 6liimciil olmayan dozunun
belirlenmesi iizerine, 47 yasindaki bir bayan iizerinde klinik bir arastirma
yapmuslardir. Serum 6rneklerindeki oleandrin konsantrasyonunu yaklagik 1,6 ng/ml

olarak bulmuslar ve bulgular1 daha dnceki calismalarla karsilastirmislardir [53].

Afaq ve arkadaslar1 (2004), Nerium oleander yapraklarindan elde edilen oleandrinin
anti-inflammatuar ve timor hiicrelerinin bilyiimesi iizerine etkilerini aragtirmiglardir.

Arastirma sonuglarina gore oleandrinin antitiimor etkisini bulmuslardir [54].

Erdemoglu ve arkadaslar1 (2003), Nerium oleander’in kuru ve taze yapraklar ile
Rhododendron ponticum bitkisinin yapraklarinin, farede karrajene karsi giiclii bir

anti-inflamatuar etki gosterdigini bulmuslardir [55].

Sreenivasan ve arkadaglar1 (2003), yapmis olduklari calismalarinin sonucunda

oleandrinin primer hiicrelerde etkili olmadigini bulmuslardir [56].
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Smith ve arkadaslar1 (2001), Nerium oleander’in bir ekstrakti olan anvirzel {izerine
caligmiglardir. Calisma sonucunda, anvirzel ve oleandrinin; prostat kanser hiicre
serilerinde, antitimor aktivitelerinin, kanser tedavilerine katki saglayabilecegini

belirlemislerdir [57].

Newman ve arkadaslarmin (2001), anvirzel ile yaptiklar1 bir ¢alismada, Nerium
oleanderin igerdigi oleandrin, oleandirgenin, ouabain gibi bazi kimyasal bilesiklerin

hiicre serileri tizerindeki etkileri arastirilmistir [49].

Mekhail ve arkadaslar1 (2001), anvirzelin maksimum tolere edilebilen dozu (MTD),
giivenilirligi ve farmakokinetiginin belirlenmesi {izerine ¢alismislardir. Calisma
sonucunda anvirzelin 1,2 ml/m%*/giin doza kadar giivenle uygulanabilecegi

belirlenmistir [58].

Patak ve arkadaslar1 (2000) yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda, insan, fare ve kopek
timor hiicrelerinde, farkli konsantrasyonlarda anvirzel (1 ng/ml-500 pg/ml) ve
oleandrinin (0,01 ng/ml-50 pg/ml) tiimdr Sldiiriicii etkisini arastirmuslardir. Insan
kanser hiicrelerinde her iki ekstraktin da etkili oldugu, diger yandan fare kanser

hiicrelerinde oleandrinin anvirzelden daha etkili oldugunu belirtmislerdir [48].

Wang ve arkadaglar1 (2000) kanser tedavisinde zakkum ekstraktinin LC/MS/MS
analizleri tizerine bir ¢alisma yapmislardir. Ayni zamanda anvirzelin kas igci
enjeksiyonunu takiben insan plazmasinda oleandrigenin, neritalosid ve odorosid’in

belirlenmesi i¢in analitik bir metot uygulamislardir [59].

Conkey ve arkadaslar1 (2000), anvirzelin insan timor hiicrelerinde etkili oldugunu
klinik ¢alismalar1 sonucu belirlemislerdir. Bu etkilerin Nerium oleander’in antitimor
aktivitesinden kaynaklandigini sdylemisler veve oleandrinin anvirzelden 50 kat daha

fazla etkili oldugunu belirtmislerdir [60].

Giinlimiize kadar yapilan ¢aligmalar incelendiginde, Nerium oleander ekstreleri ve
antikanser ila¢ olan vepesidin toksik ve antikanserojenik etkileri iizerine ozellikle

MCF-7 hiicre kiiltiiriinde yapilan pek fazla bir calismaya rastlanmamustir.
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Bu nedenle bu g¢alismada, Nerium oleander yaprak ve ¢igeginin sulu ve etanollii
ekstraktlarinin ve sentetik antikanser ilag¢ olan vepesidin in vitro olarak MCF-7 hiicre
kiltiiriindeki  sitotoksik etkilerinin  arastirmasi  amaclanmistir. Bu amagcla

calismamizda, gliniimiizde en ¢ok kullanilan MTT y6ntemini kullanilmistir [61].
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BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Insan meme kanseri hiicre kiiltiirinde (MCF-7) Nerium oleander bitkisinden elde
edilen sulu ve etanollii ekstraktlarin antikanserojen etkisinin incelenmesi ve setetik
ila¢ olan vepesidin antikanserojen etkisiyle karsilagtirilmasi amaciyla planlanan bu
calismada kullanilan MCF7 hiicre kiiltiirii  Yildiz Teknik  Universitesi
Biyomiihendislik B6liimii Hiicre Kiiltiirii Laboratuarindan ve Nerium oleander bitki
materyali Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dalindan,
vepesid (100 mg/5ml) eczaneden temin edilmistir. Calismanin tamami Yildiz Teknik
Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi Biyomiihendislik Fakiiltesi Hiicre Kiiltiirii

Laboratuarinda gerceklestirilmistir.

3.1.1. Deneysel calismalarda kullanilan cihazlar

— ELISA

—  Etiiv

—  pH metre

— Hassas Terazi

—  Santrifiij

—  Vorteks

— Bidistile Su Cihaz1

—  Manyetik Karistirict

— Laminar Hava Akish Kabin
—  Inkiibatér (37 °C % 5 CO’li)
—  Ters Mikroskop

—  Derin Dondurucu (-45°C)
—  Otoklav
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3.1.2. Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Madde Ad1 Firma
DMEM Sigma
Nutrient Mixture F-12 Sigma

L-Glutamin Biological Industries

Penisilin-Streptomisin (PEST) Biological Industries

Fetal S1gir Serumu Seromed

Tripsin EDTA Biological Industries
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma

Sodyum Kloriir (NaCI) Atabay

Potasyum Kloriir (KCl) Carlo Erba
Disodyum Hidrojen Fosfat (Na,HPO,) Riedel de Haen
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,PO,) Riedel de Haen
Tripan Mavisi Sigma

Thiazoly Blue Tetrazolium Bromide (MTT) | Sigma

3.1.3. Deneysel calismalarda kullanilan ¢ozeltiler ve soliisyonlar

Deneysel calismalarda PBS ¢ozeltisi, tripsin soliisyonu, MTT soliisyonu, DMEM
F12 (Dulbecco’s Minimum Essential Medium) medyumu, sentetik ve bitkisel

bilesiklerin soliisyonlart kullanilmigtir. Cozelti ve soliisyonlarin hazirlanis1 asagida

verilmistir.

3.1.3.1. PBS cozeltisinin hazirlanmasi

NacCl 8¢g
KCl 02¢g
NazHPO4 1,44 g
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KH,POg4 0,24 ¢
Distile su 500 ml
Cozeltinin pH’st 7,4 olacak sekilde ayarlanir ve c¢ozelti 121°C’de 20 dakika

otoklavda steril edilir.

3.1.3.2. Tripsin soliisyonunun hazirlanmasi

Tripsin 62,5 mg
PBS 50 ml
Soliisyon sirasiyla; 0,45 pm’ lik ve 0,22 um’ lik filtrelerden gegcirilerek steril edilir.

3.1.3.3. MTT soliisyonunun hazirlanmasi

MTT 5 mg

PBS 1 ml

Soliisyon 0,45 pm’ lik filtreden gegirilerek steril edilir. Elde edilen stok soliisyon bu
haliyle + 4 °C’ de en fazla bir ay karanlik ortamda saklanabilir. MTT c¢alisma
soliisyonu hazirlanacagi zaman, bu stok soliisyonundan alinir ve kiiltiir medyumu ile
karigtirilarak  kullanilir (Deneylerde kullanilan kuyucuk sayisina gore kiiltiir
medyumu ile karistirilacak olan MTT orani hesaplanir). MTT nin 1518a hassasiyeti

nedeni ile islemler karanlikta yapilir.

3.1.3.4. DMEM F12 (Dulbecco’s Minimum Essential Medium) medyumun

hazirlanmasi

%1 200 mM L-Glutamine (5 ml)

% 0,5 Penisilin-Streptomisin (2,5 ml)

DMEM F12 500 ml

Elde edilen soliisyondan daha sonra;

DMEM F12 45 ml

FCS 5 ml olacak sekilde medyum hazirlanir.
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3.1.3.5. Sentetik ve bitkisel bilesiklerin soliisyonlarinin hazirlanmasi

Deneylerde Nerium oleander ve vepesidin farkli konsantrasyonlar1 PBS ile diliie
edilerek hazirlanmistir. Vepesid (100 mg/5Sml) eczaneden satin alinmis ve Nerium
oleander, Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’ndan

temin edilmistir.

1- Vepesidin kullanilan konsantrasyonlart:
0,01pg/ml, 0,05pg/ml, 1,00pg/ml, 2,00png/ml, 4,00ug/ml, 6,00pg/ml, 10,00pg/ml,
50pg/ml, 100pg/ml, 150pg/ml, 200pg/ml, 300pg/ml

100 mg/5 ml vepesidden belirtilen konsantrasyonlar i¢in stoklar hazirlanir. 0,01-0,05
pug/ml konsantrasyonlart i¢in 10 pl vepesid {lizerine 3 ml PBS ilave edilerek Stok A
hazirlanir, 1,00-2,00 pg/ml konsantrasyonlari i¢in 30 pl Stok A {izerine 970 ul PBS
ilave edilir ve her bir konsantrasyon i¢in kuyucuklara eklenecek ilag miktar

hesaplanir.

2- Nerium oleander’in kullanilan konsantrasyonlari:

12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml

10 mg Nerium oleander yaprak ve ¢igeginin sulu ve etanollii ekstarkatlar1 2’ser ml
PBS ile ¢oziiliir. Her bir konsantrasyon i¢in kuyucuklara eklenecek ila¢ miktarlar
hesaplanir.

3.2. Metot

3.2.1. Hiicre kiiltiiri

3.2.1.1 Siv1 azot tankindan alinan hiicrelerin kiiltiiriiniin yapilmasi ve

tripsinizasyonu

Siv1 azot tankindan ¢ikarilan donmus haldeki hiicreler musluk suyu altinda kisa

stirede ¢oziliir. Steril ortamda Laminar kabin igerisinde 15 ml’ lik falkon tiipe 5 ml
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%10 FCS igeren DMEM F12 medyumu konur ve tanktan ¢ikarilarak ¢oziilen
hiicreler falkona aktarilir. Falkon 1000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij
sonrasinda stipernatant atilir ve pellet el yardimu ile hafif¢e vurularak siispanse edilir.
Siispansiyondan alman hiicreler thoma laminda sayilir. Sayimdan sonra 25 ecm® lik
flaska 7,5 ml %10 FCS igeren DMEM F12 medyum koyulur ve iizerine 1x10° hiicre
eklenir. Flask 37 °C’ de % 5 COy’li inkiibatore kapagi hafif acik olacak sekilde
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasinda flask inkiibatorden almir ve steril
ortamda Laminar kabinde, flask icerisindeki medyum dokiiliir ve flaskin ylizeyine
yapismis halde bulunan hiicreler 1ml PBS ile yikanir. Yikama isleminden sonra PBS
dokiliir ve 1ml tripsin-EDTA ilave edilerek flask 5-10 dakika inkiibatorde bekletilir.
Inkiibasyon sonrasinda mikroskobik olarak hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip
ayrilmadiklar1 kontrol edilir. Hiicrelerin yilizeyden ayrildiklart mikroskobik olarak
gozlendikten sonra, flaska medyum eklenerek hiicreler falkon tiipe aktarilarak 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilir ve

tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti siispanse edilir.

3.2.1.2. Hiicre sayim

Hiicre saymmi thoma lami adi verilen 6zel sayim lamlarinda yapilir. Santrifiij
sonrasinda falkon tiipiin dip kisminda kalan hiicrelerden 2 pl ¢ekilerek bir ependorf
tiipiine konulur. Uzerine 50 ul besiyeri (DMEM-F12) ve 48 ul tripan blue eklenir. Tyi
bir sekilde pipetaj yapildiktan sonra karisimdan 50 pl ¢ekilerek thoma lamina yayilir.
Thoma laminin alt ve iist kisminda bulunan 16 karedeki hiicreler sayilip aritmetik
ortalamalar1 alinir. Tripan blue Ol hiicrelerin i¢ine girme O6zelligindedir ve bu
nedenle sayim yaparken koyu mavi goziiken hiicreler 6li, agik renkteki parlak
hiicreler canli olarak sayilir. Thoma laminda hiicreler sayildiktan sonra asagida

verilen formiile gore toplam hiicre sayisi elde edilir.

Ortalama Sayilan x Lamin Biiylitme x Seyreltme Orani

Hiicre Sayisi Orani

Toplam Hiicre =

Sayis1 4
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3.2.2. MCF 7 hiicrelerinin in vitro kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Dondurulmus halde sivi azot tankinda bulunan kriyotiiplerdeki MCF-7 hiicreleri
tanktan alinarak musluk suyu altinda hafifce sallanarak ¢oziiliir. Falkon tiip igerisine,
%10 FCS iceren DMEM F12 medyumu koyulur ve ¢oziinen MCF-7 hiicreleri
falkona aktarilarak 1000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda
siipernatant atilir ve pellet 7,5 ml %10 FCS iceren DMEM F12 medyumu ile
siispanse edilip 25 cm”'lik flaska aktarilir. Flask kapag: hafif gevsetilerek 37 °C’de
% 5 CO; igeren inkiibatdre konulur. Her 24 saatte bir flask yiizeyinde hiicrelerin
cogalmalar1 mikroskobik olarak incelenir. Hiicrelerin ¢ogalmalarina bagl olarak,
yiizey kaplamasi tamamlandiginda kiiltiir tripsinize edilerek hiicreler yeni bir flaska

aktarilir.
3.2.3. Deneysel calismalarda kullanilan hiicre sayisi ve plaklar

Deneyler i¢in 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilir. Mikroplakta deneylerde
kullanilacak uygun hiicre sayisinin belirlenebilmesi amaciyla her bir hiicre sayisi igin
5 ayr kuyucuga ekim yapilir. Her biri 5000, 7000 ve 10.000 hiicre igeren 100 ul
DMEM F12 % 10 FCS medyum her bir kuyucuga ekilir ve mikroplak 37 °C’de % 5
CO, igeren inkiibatdre konulur. Her 24 saatte bir mikroplakta hiicrelerin ¢gogalmasi
mikroskobik olarak gdzlenir. Deney sonucunda hiicrelerin ¢ogalmalarina bagli olarak

uygun olan hiicre miktar1 her bir kuyucuk i¢in 10000 hiicre olarak saptanmustir.

3.2.4. Vepesidin antikanserojen etkisinin MCF-7 hiicrelerinde MTT yontemi ile

incelenmesi

Kolorimetrik metot olarak ilk kez Mossmann (1983) tarafindan tanimlanan MTT
yonteminde, sar1 tetrazolium tuzu canli hiicrelerin mitokondrilerindeki dehidrogenaz
enzimleri aracilig1 ile tetrazolium halkasinin kirilmasi sonucu formazan kristallerine
dontstiiriiliir. Olusan formazan kristalleri izopropanol ve DMSO gibi ¢oziiciilerde
coziilmesi sonucu ortamda olusan renk, spektrofotometrik yodntemle olgiiliir ve

oOlciilen deger canli hiicrelerin sayist ile iligkilidir [61].
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Vepesidin antikanserojen etkisinin MCF-7 hiicrelerinde MTT yontemi ile asagidaki

sekilde incelenmistir:

Bir falkon tiipe 2 ml % 10 FCS iceren DMEM F12 konulur ve iizerine 100000/ml
hiicre eklenir. lyi bir sekilde pipetaj yapildiktan sonra 96 kuyulu mikroplagin 20
kuyucugunun her birine bu siispansiyondan 100 pl eklenir. Mikroplak 37 °C’ de % 5
COy’li inkiibatorde 48 saat kiiltiire olmas1 i¢in inkiibasyona birakilir. 48 saat boyunca
her 24 saatte bir kiiltiiriin ylizey kaplamasi mikroskopta bakilarak gozlenir. 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda farkli konsantrasyonlardaki antikanserojen etkisi incelenecek
olan ila¢ kuyucuklara eklenir. Hiicresiz olarak medyum ile ilacin etkilesiminin
degerlendirilebilmesi i¢in, yine 20 kuyucuga medyum ile farkli konsantrasyonlardaki
ilac miktarlar1 eklenir. Ayn1 sekilde hiicresiz mikroplak da 37 °C’ de % 5 CO;’li
inkiibatorde 48 saat inkiibasyona birakilir. Ilag eklendikten 24 saat sonra hiicreler
mikroskobik olarak incelenerek meydana gelen sitopatolojik degisiklikler tespit edilir
ve kontrol gruplar ile karsilastirilir. Mikroplagin 24 saatlik inkiibasyonundan sonra,
25 pg MTT/50 pl hazirlanir ve hiicreli ve hiicresiz olarak her kuyucuga hazirlanan
MTT soliisyonundan 50 pl eklenir. Mikroplak tekrar 37 °C’ de % 5 CO;’li
inkiibatorde 24 saatlik inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda mikroskobik
olarak hiicreler {izerinde meydana gelen formazan kristallerinin olusumuna bakilir.
Hiicrelerde olusan formazan kristalleri, hiicreli ve hiicresiz her bir kuyucuga 150 pl
DMSO eklenerek oda sicakliginda pipetaj yapilarak ¢oziilir. DMSO ile kristaller

¢oziildiikten sonra mikroplak ELISA ile 570 nm’ de okutulur ve sonuglar hesaplanr.

3.2.5. Nerium oleander’in antikanserojen etkisinin MCF-7 hiicrelerinde MTT

yontemi ile incelenmesi

Nerium oleander bitkisinin yaprak ve g¢igeginden elde edilen sulu ve etanollii
ekstraktlarmin 12,5 pg/ml, 25 pg/ml ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin
antikanserojen etkileri MCF-7 hiicrelerinde Bolim 3.2.4.’de anlatilan MTT y0Ontemi

ile tayin edilir.
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3.2.6. Hiicre kiiltiirii etken dozunun hesaplanmasi

Mikroplagin her bir kuyucugunda bulunan ila¢ ile muamele edilmis hiicrelerin
morfolojileri mikroskobik olarak degerlendirilir. Her bir kuyucuktaki hiicreler
tizerine MTT ilave edilerek formazan kristallerinin olusumu goézlenir. Olusan
kristaller DMSO ile ¢dzdiiriilerek mikroplak ELISA’da okutulur. ELISA sonuglarina
gore, hiicreli ve hiicresiz her bir konsantrasyon i¢in kuyucuklardan okunan degerlerin
ortalamasi alinir. Hiicreli kuyucuklarin ortalama degeri ile hiicresiz kuyucuklarin
ortalama degerlerinin farki alinir ve formiile uygulanarak % canlilik hesaplanir.
Okunan degerlere gore elde edilen grafigin egrisinden kiiltiiriin % 50’sini enfekte

eden doz hesaplanir.

Deney grubu
% Canlihk= —— x 100
Kontrol



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’ndan temin
edilen Nerium oleander bitkisel ekstraktlarinin in vitro sartlarda MCF-7 meme
kanseri hiicrelerine kars1 antikanser etkisini arastirmak ve sentetik (vepesid) ilacin
antikanser etkisi ile karsilastirmak amaciyla yapilan bu ¢alismada kullanilan ilag ve
bilesiklerin degisik konsantrasyonlart MCF-7 hiicre kiiltlirlinde morfolojik olarak

incelenmis ve sonuglar asagida verilmistir.

4.1. MCF-7 Hiicrelerinin Mikroplaklarda Adaptasyonu

MCF-7 hiicre kiiltiirii tripsinize edilip thoma lamu ile sayildiktan sonra mikroplakta
her bir kuyucuga 100 ul’de 10000 MCF-7 hiicresi ekilmis ve hiicrelerin durumu

mikroskobik olarak incelenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. MCF-7 hiicrelerinin mikroplakta ilk ekildikleri andaki mikroskobik goriintiisii (20x)
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Hiicreler ilk ekildikleri anda mikroskobik olarak incelendiklerinde; yuvarlak sekilli,
parlak ve heniiz yiizeye tutunmamis halde bulunduklar1 tespit edilmistir.

Ekim yapildiktan 24 saat sonra hiicreler mikroskobik olarak incelendiginde;

hiicrelerin yiizeye yapismaya baslayarak sitoplazmik uzantilar olusturduklart tespit

edilmistir (Sekil 4.2).

Seki 4.2. MCF-7 hiicrelerinin mikroplakta 24 saat sonraki mikroskobik gdriintiisii (20x)

Ekim yapildiktan 48 saat sonra hiicreler mikroskopta incelendiginde; hiicrelerin
ylizeye yapistigi ve az bir kisminin da yiizen 6lii hiicreler oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. MCF-7 hiicrelerinin mikroplakta 48 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)

Ekim yapildiktan 72 saat sonra hiicreler mikroskobik olarak incelendiginde; biitiin
hiicrelerin yiizeye yapistigi, monolayer c¢ogalmalarini tamamladiklar1 ve ikinci

tabakaya gecerek cogalmaya basladiklari tespit edilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. MCF-7 hiicrelerinin mikroplakta 72 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)
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4.2. Vepesidin Farkh Konsantrasyonlarinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Etkisi

ve Morfolojik inceleme

Vepesidin  MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkisini incelemek amaciyla (son
konsantrasyon 0,01 pg/ml, 0,05 pg/ml, 1,00 pg/ml, 2,00 pg/ml, 4,00 pg/ml, 6,00
pg/ml, 10,00 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml, 300 pg/ml olacak
sekilde) ilacin 12 farkli konsantrasyonu kullanilmistir. Yapilan deneyde 96 kuyulu
mikroplak ve ilacin her konsantrasyonu i¢in 4 ayr1 kuyucuk kullanilmigtir. Her bir
konsantrasyon icin 1 kuyucuk kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Ilacin
besiyeri ile etkilesimini degerlendirmek amaciyla hiicresiz olarak yine 96 kuyulu

mikroplakta ayni1 konsantrasyonlar ¢alisilmistir.

Her bir kuyucuga 100 pl’de 10000 hiicre ekilmis ve plak inkiibatére koyulmustur. 48
saatlik inkiibasyondan sonra plak mikroskop altinda incelenmis ve hiicrelerin durumu
degerlendirilmistir. Hiicrelerin plak yiizeyini kapladiklart ve saglikli olduklar
gozlendikten sonra vepesidin belirlenen konsantrasyonlar1 hiicreler iizerine ilave

edilmistir.

Vepesidin MCF-7 hiicrelerine ilave edilmesinden 24 saat sonra hiicreler mikroskobik
olarak degerlendirilmistir. Kontrol grubundaki hiicrelerin morfolojik olarak saglikli
olduklar1 gozlenmistir (Sekil 4.5). 0,05 pg/ml ile 10,00 pg/ml arasindaki vepesid
konsantrasyonlarinin ilave edildigi kuyucuklardaki hiicrelerin parlakliklarinin
kayboldugu, morfolojilerinin bozuldugu ve hiicrelerin atipik hale doniistiigii tespit
edilmistir (Sekil 4.8- 4.18). Ilacin daha yiiksek olan 50 pg/ml ile 300 pg/ml
arasindaki  konsantrasyonlarinda hiicrelerin  parlakliklarinin ~ kayboldugu ve
goriiniimlerinin bulanik oldugu ve tamamen pargalanarak morfolojilerinin bozuldugu

ve bu nedenle sayimlarinin miimkiin olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.19- 4.28).
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Sekil 4.5. Son konsantrasyon 0,01 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.6. Son konsantrasyon 0,01 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.7. Son konsantrasyon 0,05 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.8. Son konsantrasyon 0,05 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.9. Son konsantrasyon 1,00 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.10. Son konsantrasyon 1,00 pug/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.11. Son konsantrasyon 2,00 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.12. Son konsantrasyon 2,00 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.13. Son konsantrasyon 4,00 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.14. Son konsantrasyon 4,00 pug/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.15. Son konsantrasyon 6 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik
goriintiisii (20x)

Sekil 4.16. Son konsantrasyon 6 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.17. Son konsantrasyon 10 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.18. Son konsantrasyon 10 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.19. Son konsantrasyon 50 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.20. Son konsantrasyon 50 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.21. Son konsantrasyon 100 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.22. Son konsantrasyon 100 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.23. Son konsantrasyon 150 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.24. Son konsantrasyon 150 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.25. Son konsantrasyon 200 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.26. Son konsantrasyon 200 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.27. Son konsantrasyon 300 pg/ml vepesidin kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.28. Son konsantrasyon 300 pg/ml vepesidin MCF-7 hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki
mikroskobik goriintiisii (20x)
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4.3. Vepesidin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Etkisinin MTT Yontemi

Kullanilarak Tayini ve Morfolojik inceleme

Vepesid ile muamele edilen hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyonundan sonra, BSliim
3’de belirtilen konsantrasyonda hazirlanan MTT soliisyonu her bir kuyucuktaki
hiicreler iizerine ilave edilmis ve 24 saatlik inkiibasyon sonucu hiicrelerin MTT ile
etkilesimi sonucu hiicrelerde meydana gelen degisiklikler ve formazan kristal
olusumu mikroskobik olarak incelenmistir. Inceleme sonucunda; kontrol grubunda
bulunan hiicrelerin formazan kristalleri olusturdugu ve kristal olusturmayan ¢ok az
Ol hiicre bulundugu gozlenmistir. 0,0lpug/ml  ve 0,05pug/ml  vepesid
konsantrasyonlarinda kontrol grubundaki hiicrelere benzer sekilde formazan kristali
olustugu ve kontrol grubundakinden biraz daha fazla sayida kristal olusturmamis 6l
hiicreler oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.29-4.31 ). 1,00 pg/ml ile 10,00 pg/ml
arasindaki vepesid konsantrasyonlarinda ise artan konsantrasyona bagli olarak
kontrol grubundaki hiicrelere oranla daha fazla kristal olusturmayan 6lii hiicre oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.32-4.42). Buna karsilik 50 pg/ml ile 300pg/ml arasindaki
vepesid konsantrasyonlarinda hiicrelerin formazan kristalleri olusturmadigi tespit

edilmigtir. Goriintiide bulaniklik ve 6lii hiicreler gézlenmistir (Sekil 4.43- 4.48).
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Sekil 4.29. Son konsantrasyon 0,01 pg/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)



Sekil 4.30. Son konsantrasyon 0,01 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.31. Son konsantrasyon 0,05 pg/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.32. Son konsantrasyon 0,05 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.33. Son konsantrasyon 1,00 pg/ml vepesidin kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.34. Son konsantrasyon 1,00 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.35. Son konsantrasyon 2,00 pg /ml vepesidin kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.36. Son konsantrasyon 2,00 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.37. Son konsantrasyon 4,00 pg /ml vepesidin kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.38. Son konsantrasyon 4,00 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.39. Son konsantrasyon 6,00 pg /ml vepesidin kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.40. Son konsantrasyon 6,00 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.41. Son konsantrasyon 10 pg /ml vepesidin kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.42. Son konsantrasyon 10 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesimi sonucu olugan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.43. Son konsantrasyon 50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml ve 300 pg/ml vepesidin
kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin
mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.44. Son konsantrasyon 50 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesiminin mikroskobik goriintiisii (20x)
(Formazan kristalleri olugsmamistir)

Sekil 4.45. Son konsantrasyon 100 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesiminin mikroskobik goriintiisii (20x)
(Formazan kristalleri olusmamigtir)
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Sekil 4.46. Son konsantrasyon 150 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesiminin mikroskobik goriintiisii (20x)
(formazan kristalleri olusmamuistir)

Sekil 4.47. Son konsantrasyon 200 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesiminin mikroskobik goriintiisii (20x)
(Formazan kristalleri olugsmamistir)
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Sekil 4.48. Son konsantrasyon 300 pg/ml vepesid ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile
etkilesiminin mikroskobik goriintiisii (20x)
(Formazan kristalleri olugsmamistir)

MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimleri sonucu olusturduklar1 formazan kristalleri,
materyal metot boliimiinde belirtildigi gibi her bir kuyucuktaki hiicreler {izerine

belirlenen konsantrasyonda DMSO ilave edilmesi ile ¢oziilmiistiir (Sekil 4.49).

Sekil 4.49. MCF-7 hiicreleri tizerine DMSO ilave edildikten 15 dakika sonra ¢dziinen formazan
kristallerinin mikroskobik goriintiisii (20x)
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4.4. Vepesidin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Etkisinin ECsp’ye Gore

Hesaplanmasi

Mikroplakta her bir kuyucukta bulunan MCF-7 hiicreleri tizerine DMSO eklenerek
olusan formazan kristalleri ¢oziilmiis ve ¢oziilen formazan kristallerinin olusturdugu
renk degisimine gdre absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda ELISA cihazinda
Ol¢iilmiistiir. Buna gore; vepesidin MCF- 7 hiicrelerinde ECsy degeri 0.02 pg/ml
olarak bulunmustur. Vepesidin farklt konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri

izerindeki sitotoksik etkisinin gosterildigi grafik Sekil 4.50°de verilmistir.
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Sekil 4.50. Farkli konsantrasyonlardaki vepesidin MCF-7 hiicreleri tizerindeki etkisi

4.5. Nerium oleander Ekstraktlarinin Farklhh Konsantrasyonlarinin MCF-7

Hiicreleri Uzerindeki Etkisi ve Morfolojik Inceleme

Nerium oleander bitkisinin ¢igek ve yapragindan elde edilen ekstraktlarin MCF-7
hiicreleri tizerindeki etkisini incelemek amaciyla (son konsantrasyon 12,5 pg/ml, 25
pg/ml, 50 pg/ml olacak sekilde) ilacin 3 farkli konsantrasyonu kullanilmistir.
Yapilan deneyde 96 kuyulu mikroplakta ilacin her konsantrasyonu igin 4 ayri
kuyucuk kullanilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 1 kuyucuk kontrol grubu olarak

degerlendirilmistir.
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Her bir kuyucuga 100 ul’de 10000 hiicre ekilmis ve plak inkiibatore konulmustur. 48
saatlik inkiibasyondan sonra plak mikroskop altinda incelenerek hiicrelerin durumu
degerlendirilmistir. Hiicrelerin plak yiizeyini kapladiklart ve saglikli olduklar
gozlendikten sonra ve Nerium oleander’in belirlenen konsantrasyonlari hiicreler

tizerine ilave edilmistir.

Nerium olenader’in ¢igcek ve yapragindan elde edilen etanollii ve sulu ekstrelerinin
hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerine ilave edilmesinden 24 saat
sonra hiicreler mikroskobik olarak degerlendirilmistir. Ekstraktlarin degisik
konsantrasyonlarinin antikanserojen etkileri MCF-7 hiicre kiiltiirinde morfolojik

olarak incelemis ve sonuglar Sekil 4.51- 4.74 ‘de verilmistir.

4.5.1. Nerium oleander ciceginin sulu ekstraktimn MCF-7 hiicreleri iizerindeki

antikanserojen etkisi

Sulu ekstraktin eklenmesinden 24 saat sonra yapilan morfolojik degerlendirmeye
gore; kontrol grubundaki hiicrelerin morfolojik olarak saglikli olduklar1 gozlenirken,
son konsantrasyon 12,5 pg/ml, 25 pg/ml ve 50 pg/ml olacak sekilde eklenen
kuyucuklardaki hiicrelerde konsantrasyon arttik¢a parlakliklarinda kaybolma, hiicre
yuvarlaklagmasi, graniilasyon ve atipik hiicreler tespit edilmistir. Artan
konsantrasyona bagli olarak hiicrelerin canliliginda da belirli 6l¢iide azalma tespit

edilmistir (Sekil 4.51- 4.56).
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Sekil 4.51. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstresinin kontrol grubu
olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.52. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)



Sekil 4.53. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander ¢iceginin sulu ekstresinin
kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.54.Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander ¢iceginin sulu ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.55. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander ¢i¢eginin sulu ekstresinin
kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.56. Son konsantrasyon 50 pug/ml Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)

4.5.2. Nerium oleander c¢iceginin etanollii ekstraktinin MCF-7 hiicreleri

iizerindeki antikanserojen etkisi
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Etanollii ekstraktin eklenmesinden 24 saat sonra yapilan morfolojik degerlendirmeye
gore; kontrol grubundaki hiicrelerin saglikli ve diizgiin morfolojiye sahip olduklari
gozlenirken, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarda hiicrelerin
morfolojilerinin bozuldugu, artan konsantrasyona bagli olarak 6lii hiicre sayisinin
canli hiicreye oranla daha fazla oldugu ve kiiltiir ortaminda bulunan canli hiicrelerin

de ¢ok saglikli olmadiklar tespit edilmistir (Sekil 4.57- 4.62).

Sekil 4.57. Son konsantrasyon 12,5 ug/ml Nerium oleander ¢igeginin etanollii ekstresinin
kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.58. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin etanollii ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.59. Son konsantrasyon 25 ug/ml Nerium oleander gigceginin etanollii ekstresinin
kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.60. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander ¢iceginin etanollii ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.61. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin etanollii ekstresinin kontrol grubu
olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.62. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander ¢iceginin etanollii ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)

4.5.3. Nerium oleander yapragmin sulu ekstraktinin MCF-7 hiicreleri

iizerindeki antikanserojen etkisi

Sulu ekstraktin eklenmesinden 24 saat sonra yapilan morfolojik degerlendirmeye
gore; kontrol grubundaki hiicrelerin saglikli ve diizgiin morfolojiye sahip olduklar
gozlenirken, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarda hiicrelerin

morfolojilerinin bozuldugu, deforme olarak yuvarlak sekilli ve koyu renkli olduklari
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gozlenmistir. Artan konsantrasyona bagli olarak 6lii hiicre sayisinin canli hiicreye

oranla daha fazla oldugu ve kiiltiir ortaminda bulunan canli hiicrelerin de ¢ok saglikli

olmadiklar1 tespit edilmistir (Sekil 4.63- 4.68 ).

Sekil 4.63. Son konsantrasyon 12,5 yg/ml Nerium oleander yapraginin sulu ekstresinin kontrol grubu
olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.64.Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander yapraginin sulu ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)



Sekil 4.65. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander yapraginin sulu ekstresinin kontrol grubu
olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.66. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander yapraginin sulu ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.67. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander yapraginin sulu ekstresinin kontrol grubu
olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.68. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander yapraginin sulu ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)
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4.5.4. Nerium oleander yapraginin etanollii ekstraktinin MCF-7 hiicreleri

iizerindeki antikanserojen etkisi

Etanollii ekstraktin eklenmesinden 24 saat sonra yapilan morfolojik degerlendirmeye
gore; kontrol grubundaki hiicrelerin saglikli ve diizgiin morfolojiye sahip olduklari
gozlenirken, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarin eklendigi

kuyucuklardaki hiicrelerin morfolojilerinin tamamen bozuldugu, kiiltiir ortaminda hi¢

saglikli hiicre bulunmadig1r ve buna bagli olarak da 6lii hiicre sayisinin ¢ok fazla

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.69- 4.74).

Sekil 4.69. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander yapraginin etanollii ekstresinin
kontrol grubu olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)



Sekil 4.70. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander yapraginin etanollii ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.71. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander yapraginin etanollii ekstresinin kontrol
grubu olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.72. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander yapraginin etanollii ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)

Sekil 4.73. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander yapraginin etanollii ekstresinin kontrol
grubu olan MCF-7 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (20x)
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Sekil 4.74. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander yapraginin etanollii ekstresinin MCF-7
hiicrelerine etkisinin 24 saat sonraki mikroskobik goriintiisii (20x)

4.6. Nerium oleander Ekstraktlarimin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Etkisinin
MTT Yéntemi Kullanilarak Tayini ve Morfolojik inceleme

Nerium oleander bitkisinin yaprak ve ¢igeginden elde edilen sulu ve etanollii
ekstraktlar ile muamele edilen MCF-7 hiicre kiiltiiriinlin 24 saatlik inkiibasyonundan
sonra, materyal metot boliimiinde belirtilen konsantrasyonda hazirlanan MTT
sollisyonu her bir kuyucuktaki hiicreler {izerine ilave edilmis ve 24 saatlik
inkiibasyon sonucu hiicrelerin MTT ile etkilesimi sonucu hiicrelerde meydana gelen
degisiklikler ve formazan kristal olusumu mikroskobik olarak incelenmis ve

asagidaki sekillerde verilmistir (Sekil 4.75- 4.98 ).
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Sekil 4.75. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstraktinin kontrol grubu
MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)

Sekil 4.76. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstrakti ile muamele
edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik
goriintiisii (20x)
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Sekil 4.77. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstraktinin kontrol grubu
MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)

Sekil 4.78. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstrakti ile muamele edilen
MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)
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Sekil 4.79. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstraktinin kontrol grubu
MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20%)

Sekil 4.80. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstrakti ile muamele edilen
MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20%)
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Sekil 4.81. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander ¢igeginin etanollii ekstraktinin kontrol
grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik
goriintiisii (20x)

Sekil 4.82. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander ¢iceginin etanollii ekstrakti ile muamele
edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik
gorilintiisii (20x)



Sekil 4.83. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander ¢iceginin etanollii ekstraktinin kontrol
grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik
goriintiisii (20x)

Sekil 4.84. Son konsantrasyon 25 ug/ml Nerium oleander gigeginin etanollii ekstrakti ile muamele
edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik
goriintiisii (20x)
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Sekil 4.85. Son konsantrasyon 50 ug/ml Nerium oleander ¢igeginin etanollii ekstraktinin kontrol
grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik
goriintiisii (20x)

Sekil 4.86. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander ¢iceginin etanollii ekstraktinin kontrol
grubu MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik
gorilintiisii (20x)
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Sekil 4.87. Son konsantrasyon 12,5 ug/ml Nerium oleander yaprak sulu ekstraktinin kontrol grubu
MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)

Sekil 4.88. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander yaprak sulu ekstrakti ile muamele edilen

MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)



75

Sekil 4.89. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander yaprak sulu ekstraktinin kontrol grubu

MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)

Sekil 4.90. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander yaprak sulu ekstrakti ile muamele edilen
MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20%)
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Sekil 4.91. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander yaprak sulu ekstraktinin kontrol grubu
MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)

Sekil 4.92. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander yaprak sulu ekstrakti ile muamele edilen

MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)
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Sekil 4.93. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander yaprak etanollii ekstraktinin kontrol grubu
MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)

Sekil 4.94. Son konsantrasyon 12,5 pg/ml Nerium oleander yaprak etanollii ekstrakti ile muamele
edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik
goriintiisii (20x)
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Sekil 4.95. Son konsantrasyon 25 pg/ml Nerium oleander yaprak etanollii ekstraktinin kontrol grubu
MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)

Sekil 4.96. Son konsantrasyon 25 ug/ml Nerium oleander yaprak etanollii ekstrakti ile muamele edilen
MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20%)
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Sekil 4.97. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander yaprak etanollii ekstraktinin kontrol grubu
MCEF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20%)

Sekil 4.98. Son konsantrasyon 50 pg/ml Nerium oleander yaprak etanollii ekstrakti ile muamele edilen

MCF-7 hiicrelerinin MTT ile etkilesimi sonucu olusan formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii
(20x)
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4.7. Nerium oleander Ekstraktlarnimn MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki

Antikanserojen Etkisi

Mikroplakta her bir kuyucukta bulunan MCF-7 hiicreleri tizerine DMSO eklenerek
olusan formazan kristalleri ¢oziilmiis ve ¢6ziinen formazan kristallerinin olusturdugu
renk degisimine gdre absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda ELISA cihazinda
olglilmistiir. Alinan sonuglardan her konsantrasyonun ortalamasi alinmig ve Nerium
oleander bitkisel ekstraktlarinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki antikanserojen etkileri
Sekil 4.99- 4.102°de verilmistir.

1,2
MCF-7
1 T \\
« 0,8 1 -— —o
E 0,6
<
=
04 -
0,2
0
kontrol 12,5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml

Nerium oleander ¢iceginin sulu ekstrakt

Sekil 4.99. Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki Nerium oleander ¢igeginin sulu ekstraktinin
MCF-7 hiicreleri tizerindeki etkisi

1,2

1 \
0,8 - R

MCEF-7

kontrol 12,5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml
Nerium oleander ¢iceginin etanollii ekstrakti

Sekil 4.100. Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki Nerium oleander ¢igeginin etanollii
ekstraktinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki etkisi



MCF-7

kontrol 12,5 pg/ml 25 pug/ml 50 pg/ml
Nerium oleander yapragimin sulu ekstrakti

Sekil 4.101. Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki Nerium oleander yapraginin sulu
ekstraktinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki etkisi
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Nerium oleander yapragimin etanollii ekstrakt:

Sekil 4.102. Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki Nerium oleander yapraginin etanollii
ekstraktinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki etkisi
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Yapilan deneylerde vepesid ve Nerium oleander’in farkli konsantrasyonlarinin MCF-
7 hiicreleri lizerindeki antikanserojen etkisi mikroplaklarda incelenmistir. Deneylerde
vepesidin 0,01 pg/ml, 0,05 pg/ml, 1,00 pg/ml, 2,00 pg/ml, 4,00 pg/ml, 6,00 pg/ml,
10,00 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml, 300 pg/ml olmak iizere 12
farkli konsantrasyonu ile Nerium oleander bitki ekstraktlarinin 12,5 pg/ml, 25 pg/ml

ve 50 pg/ml’lik 3 farkli konsantrasyonu kullanilmistir.

Vepesidin farkli konsantrasyonlarinin, hiicreler iizerine ilave edilmesinden 24 saat
sonra, Sekil 4.20-4.28 incelendiginde vepesidin yiiksek konsantrasyonlarinda (50
pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml, 300 upg/ml) hiicrelerin tamamen
parcalandig1r ve sayilmasinin miimkiin olmadig1 gozlenmistir. Ayrica, hiicrelerin
renginde koyulasma, parlakliklarinin  kaybolmasi, hiicre yuvarlaklasmasi,
graniilasyon gibi ¢esitli sekillerde gozlenen sitopatik degisiklikler de vepesidin 1-
10pg/ml oldugu konsantrasyonlarda tespit edilmistir. (Sekil4.9-4.18). Vepesidin
0,01-0,05 pg/ml konsantrasyonlarinda ise bu degisiklikler ¢cok az gozlenmistir
(Sekil4.5-4.8).

Hiicrelerin canlilifini tespit etmek amaciyla MTT yontemi uygulandiktan sonra
hiicrelerde meydana gelen degisiklikler ve formazan kristal olusumu morfolojik
olarak incelenmistir. Vepesidin 0,01-0,05pg/ml diisiik konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore hiicre canliliginda énemli bir fark olmadigi belirlenmistir (Sekil4.29-
4.32). Vepesidin konsantrasyonu, 1,00 ug/ml’ den 10 pg/ml ye kadar arttirildiginda
artan konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginda azalma goriilmiistiir (Sekil 4.33-
4.42). En yiiksek vepesid konsantrasyonlarinda ise canli hiicre tespit edilmemistir
(Sekil 4.43-4.48). Aym zamanda Sekil 4.50’de gorildiigii gibi, absorbans
degerlerindeki azalmayla vepesidin artan konsantrasyonlarina bagli olarak hiicre

canliliginda azalma oldugu tespit edilmistir.
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Literatiir incelendiginde vepesidin farkli kanser hiicreleri iizerine antikanserojen
etkisinin arastirildigr goriilmektedir [6,21,22,24-30]. Benzer sekilde vepesid ile
yapilan ¢alismamizda da ilacin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri iizerinde
anti kanserojen etkisinin oldugunu gostermistir ve bulgularimiz literatiirle

uyumludur.

Calismamizda Nerium oleander bitkisinin ¢icek ve yapragindan elde edilen etanollii
ve sulu ekstrelerinin MCF-7 hiicre kiiltiirii lizerinde de belirgin bir sitotoksik etkisi

oldugu goriilmiistiir.

Nerium oleander bitkisinin ¢icek ve yapragindan elde edilen sulu ve etanollii
ekstraktlarin, artan konsantrasyonlara bagli olarak hiicre {izerine ilaveleri sonucu,
hiicrelerin parlakliklarinin kaybolmasi, hiicrelerde deformasyon, yuvarlaklasma ve
graniilasyon gibi ¢esitli sekillerde gozlenen sitopatik degisiklikler meydana geldigi
tespit edilmistir (Sekil 4.51-4.74 ). Bulgularimiza gore; yaprak ekstraktinin sitotoksik

etkisinin ¢igek ekstraktinin sitotoksik etkisinden daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Nerium oleander’in 16semi kanseri hiicreleri {izerine sitotoksik etkilerinin
arastirildigr bir ¢alismada, Nerium oleander’den elde edilen yaprak, kok ve govde
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Her ii¢ ekstraktin da belirgin
antilosemik etkileri oldugu tespit edilmis ve 6zellikle yaprak ve kok ekstraktlariin
govde ekstraktlarindan daha toksik oldugu bulunmustur [9]. Bu ¢alismanin sonuglari

da bizim bulgularimizla benzerdir.

Sekil 4.75-4.98> deki mikroskobik goriintiller ve Sekil 4.99-4.102° de verilen
grafikler incelendiginde, Nerium oleander bitkisinin hem yaprak hem de ¢igeginin
sulu ve etanollii ekstraktlarinin MCF-7 hiicreleri iizerine ilave edilmesinden sonra,
artan konsantrasyonlarina bagli olarak, MCF—7 hiicrelerinin canliliginda azalmalar
gozlenmistir. Sekil 4.99-4.102° deki grafiklerdeki, kontrol grubuna gore absorbans
degerlerinin azalmasi da bunun bir gostergesidir. Incelemeler sonunda Nerium
oleander bitkisinin yapraginin etanollii ekstraktinin MCF-7 hiicreleri {izerinde

antikanserojen etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Kanser tedavisinin gii¢liigii ve tedavisinde karsilasilan problemlerden dolay1 yeni
ilaclar bulma ve arastirma ¢abalar1 gelisen teknolojiye paralel olarak hiz kazanmustir.
Literatiirde, Nerium oleander bitkisi ve vepesid ile MCF-7 hiicreleri {izerinde pek
fazla galismaya rastlanilmamistir. Nerium oleander ekstraktlarinin ve vepesidin,
caligmamizda kullanilan MCF-7 hiicre kiiltiirii iizerindeki sitotoksik etkileri yapilan
deneyler sonucu tespit edilmistir. Bu nedenle calismamizin bulgular1 son derece

Onemlidir.

Nerium oleander ekstraktlarinin meme kanseri hiicreleri iizerindeki antikanserojenik
etkisi ile vepesidin ayni hiicreler iizerindeki etkisi kiyaslandiginda; morfolojik olarak

benzer bulgular elde edilmistir.

Bizim c¢alismamiz Nerium oleander ekstraktalarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkisini gostermek agisindan 6zgiin bir ¢alismadir. Bu nedenle iilkemizde
yetismekte olan Nerium oleander bitkisinden elde edilen ekstraktlarin ileride meme
kanserine kars1 antikanserojen ila¢ yapiminda kullanilmasinin uygun olacagini
diistinmekteyiz. Ancak daha ayrmtili in vitro biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar
yapildiktan sonra klinik uygulamalar i¢in umut dogabilir. Bu konu ile ilgili

arastirmalarimiz devam etmektedir.
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