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OZET

Giimiissoy, H. R., Ginseng (Panax Quinquefolius) Ekstresinin MDA-MB-
231 Hiicre Hatt1 Uzerine Etkisi, Nuh Naci Yazgan Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi, Kayseri, 2022.

Kanser, insanlik i¢in kiiresel bir tehdit haline gelmistir. Kanser verilerine gore
2012 yilinda 14,1 milyon civarinda yeni kanser vakasi ve 8,2 milyon civarinda
kanserden 6liim gerceklesmistir (Torre ve ark., 2015). Meme kanseri, kadinlarda bilinen
ve goriilen en yaygin kanser tiiriidiir ve en basta gelismis batili iilkelerden sonra tiim
toplumlarda kanser oliimleri icinde en sik olarak goriilmektedir (Demirci, 1995).
Bitkisel kaynakli biyolojik aktif olan bilesiklere fitokimyasallar denilmektedir. Oksidan
radikallerini tutarak, detoksifikasyon (toksinlerden arinma) enzimlerini aktive ederek ve
immiin sistemi uyararak kansere kargi koruyucu etki saglamaktadir. Bitkilerin c¢esitli
kisimlarindan elde edilebilen biyoaktif maddeler kanser konulu arastirmalarda
incelenmistir. Bu maddelerin etkileri epidemiyolojik verilerle desteklenmistir. In vitro
ve in vivo caligmalar Ginseng’in kanser hiicrelerinde apoptozisi uyararak ve hiicre
dongiistinii durdurarak bir ¢ok basamag etkiledigini gostermistir (Din ve ark., 2012;
Lee, Kang ve Kim, 2019). Yapilan bu calismada MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
Ginseng (Panax quinquefolius)’in zaman ve doza bagh etkisi incelenmis ve
degerlendirilmistir. Yapilan mevcut calismamizda Ginseng (Panax quinquefolius)
ekstresi 1mg/ml ve 2mg/ml dozlar ile ve 24, 48 saat olarak iki zaman {izerinde
kiyaslandi sonuclar alindi, canli meme kanseri hiicrelerini 6ldiiren ve apopitoza gotiiren
etkin dozun 24 ve 48 saat i¢in 1mg/ml oldugu, ayrica hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda
durduran grubunda 48 saat icin, 1mg/ml olan grup oldugu goriildii. Bu durum kanser

hiicresinin proliferasyonunu durduracagin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Ginseng, MDA-MB-231, Panax quinquefolius



ABSTRACT

Giimiissoy, H. R., Effect of Ginseng (Panax Quinquefolius) Extract on
MDA-MB-231 Cell Line, Nuh Naci Yazgan University Institute of Health Sciences,
Department of Nutrition and Dietetics, MSc Thesis, Kayseri, 2022.

Cancer has become a global threat to humanity. According to cancer data,
around 14.1 million new cancer cases and 8.2 million deaths from cancer occurred in
2012 (Torre et al., 2015). Breast cancer is the most common type of cancer known and
seen in women, and it is the most common cancer death in all societies, especially in
developed western countries (Demirci, 1995). The biologically active compounds of
plant origin are called phytochemicals. It provides a protective effect against cancer by
holding oxidant radicals, activating detoxification enzymes and stimulating the immune
system. Bioactive substances obtained from various parts of plants have been studied in
research on cancer. The effects of these substances are supported by epidemiological
data. In vitro and in vivo studies have shown that Ginseng affects many steps by
stimulating apoptosis in cancer cells and stopping the cell cycle (Din et al., 2012; Lee,
Kang and Kim, 2019). In this study, the time and dose dependent effects of Ginseng
(Panax quinquefolius) on MDA-MB-231 cell lines were examined and evaluated. In our
current study, Ginseng (Panax quinquefolius) extract was compared with doses of
Img/ml and 2mg/ml and over two times as 24, 48 hours. In addition, it was observed
that the group that stopped the cell cycle in the GO/G1 phase was the group with

Img/ml for 48 hours. This shows that it will stop the proliferation of cancer cells.

Keywords: Ginseng, MDA-MB-231, Panax quinquefolius
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, insanlik i¢in kiiresel bir tehdit haline gelmistir. Kanser verilerine gore
2012 senesinde 14,1 milyon civarinda kisi kansere yakalanmis ve 8,2 milyon civarinda
kiside kanserden olmiistiir (Torre ve ark., 2015). Ayrica, bu rakamlar artan niifus ve
cevre kirliligi ile artmistir. Kanser, herhangi bir organizmadaki hiicrelerin kontrol disi
olarak boliinmesi, artmasi ve birikmesidir. Kanser, coklu genler, hiicre i¢i ortam ve
komsu dokular arasindaki karmasik etkilesimlerden kaynaklanir. Temel tiimorijenez
teorisi, siirecin, proto-onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor durdurucu genlerin
baskilanmasi yoluyla normal bir hiicre ile basladigin1 6ne siirer. Doniisiimden sonra
hiicre anormal bir hiicre gibi davranir, yani kanser hiicresinin 6zelliklerini gdstermeye
baslar. Bu degismis hiicreler, biiyiime sinyalleri ile kendi kendine kontrolsiiz bir sekilde
cogalma yetisi kazanir ve bilylime karsit1 sinyallere kars1 duyarsizlasir (Aggarwal, Van
Kuiken, Iyer, Harikumar ve Sung, 2009). Kanser tiirleri icerisinde meme kanseri,
kadinlarda en fazla bilinen kanser tiiriidiir ve en basta geligsmis bat1 toplumu iilkelerden
sonra tiim toplumlarda kanser dliimleri i¢inde en ¢ok goriilmektedir. Elli yasindaki bir
kadinda geriye kalan hayat1 boyunca meme kanseri saptanma ihtimali %10 civaridir. Bir
cok genetik sendromlarda meme kanseri ihtimalini arttirmaktadir. Yirmi yasindan 6nce
meme kanseri ¢ok seyrek goriilmektedir. Yirmi yas sonrasinda ise teshis siklig1 artar ve
45-55 yaslar arasinda plato yapar, 55 yasim gecince teshisde artma gozlenir (Demirci,
1995). Apoptoz veya apoptozis, programlanmis hiicre imhasimin temel ¢esitlerinden
biridir; genetik sistemde kodlanmis kendi kendini imha etme programini kapsayan
prosediiriin aktiflegsmesiyle tetiklenir. Bir¢ok hiicrede bulunan “intihar” kodlamasinin en
onemli amaci, streslerden onarimi olanaksiz zararlar almig, viicutta ihtiya¢ olmayan
veya anormallesmis, genetigi bozulmus hiicrelerden kurtulmanin, olmasi gereken
yoludur. Boylece daha sonra ortaya cikabilecek komplikasyonlar onlenir (Kumar,
Abbas ve Aster, 2015). Bu hiicreler apoptozdan kacarak sonunda tiimoriin biiylimesine
sebep olur. Timor biiylimeye devam ettikge, kendisine besin saglayan ilave kan
damarlarinin gelismesi durumu ortaya ¢ikar, boylece kendisinin siireklilesmesi ve diger

dokular1 tutmasina ardindan oliimciil olan metastaz ile sonu¢lanmasina sebep olur



(Kumar ve Weaver 2009; Chanmee, Ontong, Konno ve Itano 2014; Noy ve
Pollard, 2014). Kemoprevensiyon, kanserin ilerlemesini 6nlemek, baskilamak ve tersine
cevirmek i¢in dogal, sentetik veya biyolojik ajanlarin kullanilmasi olarak tanimlanir

(Chanmee ve ark., 2014).

Gilintimiizde c¢evresel faktorler, genetik yatkinlik ve yasam tarzi ile kanser
arasinda bir baglanti oldugu gosterilmistir. Tiim diinyada morbidite ve mortaliteyi
etkileyen ciddi bir hastaliktir. Bu sebepten dolay1 kanser tedavisinde veya Onlemede
etkili olan bilesenler arastirilmaya baslanmistir. Bitkilerin ¢esitli kisimlarindan elde
edilebilen biyoaktif maddeler kanser konulu arastirmalarda incelenmistir. Bu
maddelerin etkileri epidemiyolojik verilerle desteklenmistir. Ginseng bitkisi biiyiik
kazik koklii, mevsimlik olmayan sacakli bir bitkidir. 6-8 yillik ginsenglerin koklerinin
cap1 10 santimetreyi gormektedir, kirmizi ya da beyaz renklidir. Bitkinin yillanmis
dolgun, dalli sacaklari, etken madde hazirlamada yararlanildigindan, Japonya, Kore,
Cin, Amerika gibi iilkelerde dogada yabani yetismesi ile birlikte, kiiltiiri de
yapilmaktadir. In vitro ve in vivo calismalar Ginseng’in kanser hiicrelerinde apoptozu
uyararak ve hiicre dongiisiinii durdurarak bir ¢ok basamag etkiledigini gostermistir

(Din ve ark., 2012; Lee ve ark., 2019).

Binlerce yildir kullanilan geleneksel bitkisel ilaglar, dengeli bir saglik
durumunun korunmasinda avantaj saglamaktadir (Baeg ve So, 2013). Ayrica, ginsengin
kanser kemoprevansiyonunda koruyucu etkisi, kapsamli laboratuvar ve preklinik

caligmalarla gosterilmistir (Nag ve ark., 2012; Vanden Berghe, 2012).

Ginseng kemoprofilaktiktir ve genellikle cesitli sinyal yollar1 aracilifiyla
hiicresel ve molekiiler hedeflere etki eder, boylece hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi,
apoptoz indiiksiyonu, anjiyogenez ve proliferasyonun inhibisyonu yoluyla tiimorii
inhibe eder. Ginsengin antikanser etkilerinin, hiicre proliferasyon aracilarinin (sikline
bagimli kinazlar ve siklinler), biiyiime faktorlerinin, tiimér baskilayicilarin
diizenlenmesi dahil olmak iizere cesitli sinyal yollarinin modiilasyonunda etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Son on yilda, bir dizi epidemiyolojik ¢alisma, ginseng tiiketiminin
kanser insidansini etkiledigini belirtmektedir (Nag ve ark., 2012; Vanden Berghe,
2012).

Bu ¢alismada Ginseng (Panax quinquefolius) bitki ekstresinin MDA-MB-231

hiicre hattina etkisinin aragtirilmasi amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser

2.1.1. Kanserin Tanimi

Kanser, hiicrelerde genetik hasarlarin birikmesi sonucu, hiicrelerin kontrolsiiz
olarak cogalmasiyla belirti veren hastaliklar grubuna verilen genel addir (Ruddon,
2007). Hiicreler 151k mikroskobu ile izlenebilir ¢iinkii kiiciik birimlerdir. Normal viicut
hiicreleri planl olarak gelisir, ¢cogalir ve oliir. Dogdugumuz andan yetigkin oluncaya
kadar normal hiicreler daha hizli cogalir. Yetiskinlikten sonra, 6len hiicreleri yenilemek
ve iyilestirmek icin cogalmaya devam eder. Her hiicrenin icinde var olan bir takim
mekanizmalar, yeni hiicre gerekmiyorsa, hiicreye cogalmasini sonlandirmasini saglar.
Buna ragmen kanser hiicreleri, gelismeye ve ¢ogalmaya devam ederek viicudun bagka
bolgelerine yayilir. Tiimorler kanser hiicrelerinin birikmesi ile olusur. Tiimorler saglikli
dokulart sikistirabilir, igcine girebilir veya hasar verebilir. Bununla birlikte kanser
hiicreleri gelisen tiimorden ayrilirsa, lenf veya kan dolasimi yolu ile viicudun baska
yerlerine giderek, buralarda tiimor yiginlart olusturarak ¢ogalmaya devam eder.
Kanserin bu tarzda viicudun bagka yerlerine ilerleme durumuna “metastaz” ismi verilir.
Timor viicudun diger yerlerine ilerlemis olsa dahi basladigi orgamin adi ile

isimlendirilir (Chen ve ark., 2014).

Kanser smiflandirilirken, olusmaya bagladigt organ ve mikroskop
goriintiisiindeki izlenimler dikkate alinir. Farkli tarzdaki kanserlerin biiyiime hizlar1 da
farklidir, bu nedenle farkli metaztaz bicimleri gostererek farkli tedavilere cevap verir.
Dolayisiyla hastalara, kanser cesitlerine gore tedaviler uygulanir. Kanser verilerinin,
diger bir ¢ok iilkeye gore daha diizgiin tutuldugu Amerika'da, ortaya c¢ikan veriler
kadinlarin {icte birinin, erkeklerin yarisinin, Omiirlerinin bir doneminde kansere
yakalanma riski olacagini rapor etmislerdir. Son zamanlarda, milyonlarca insan kanser
hastas1 olarak ya da kanseri atlatmis bireyler olarak yasamlarima devam etmektedir.

Saglikli beslenme aligkanliklarinin kazanilmasi ile birlikte sigaranin birakilmasi ve spor



aktiviteleriyle hayat tarzinin giincellenmesi, bircok kanser tiiriine yakalanma
olasihigini ciddi oranlarda diisiirebilir. Kanser tedavisinde basar1i oranmin yiiksek

olmasi, erken teshis ve dolayisi ile erken tedavi ile dogru orantilidir (Din ve ark., 2012).
2.1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda teshis edilen ve izlenen, ¢ok goriilen kanser cesididir.
En sik goriildiigii gelismis batili iilkelerden sonra tiim toplumlarda kanser oliimleri
icinde en cok goriilen kanser tiiriidiir. Elli yasindaki bir kadinin daha sonraki hayati
boyunca, meme kanseri olma ihtimali ortalama %10'dur. Herediter baz1 sendromlarin
olmasi durumunda da meme kanserine yakalanma sikligi yiikselir. Bu sendromlara
ornek sunlardir: Li-Fraumeri sendromu, Herediter meme-over kanseri sendromu,
Cowden Sendromu, bolgeye spesifik herediter meme kanseri, Muir Sendromu. Yirmi
yas Oncesinde meme kanseri ¢cok seyrek goriilmektedir. Yirmi yas sonrasinda ise teshis
siklig1 artar ve 45-55 yaslar arasinda plato yapar, 55 yasim gecince teshisde artma
gozlenir (Demirci, 1995). Cogunlukla anne veya kiz kardeslerinde meme kanseri
goriilmils kadinlarda ihtimal daha yiiksektir. Bu bireylerde kanser yaklagik 10-12 yil
daha erken donemde goriilir. Meme kanseri olan vakalarda, diger memede hastalik
olugmasi ihtimali de bariz olarak yiikselmistir. Meme kanserli hasta bulunan ailelerde
bilateral meme kanseri riski de yilikselmistir. Ailede bilateral meme kanseri olusumu,
ozellikle erken yasta meme kanserine tutulma ihtimalini artirmaktadir. Daha Once
uygulanan meme biyopsilerinde lobiiler neoplazi, selliiler atipi, juvenil papillomatozis,
atipik duktal hiperplazi goriilen kadinlarda meme kanseri ihtimali yiikselmistir. Kan
grubu O olanlarda erken yaslarda meme kanseri, benign meme hastaliklari, over kistleri
gozlenmektedir. Cok sayida veride, gecikmis olan menarsin, meme kanseri ihtimalini
9%30-50 oraninda diisiirdiigi goriilmiistir. On iki yasindan Once menars ise kanser
ihtimalini 2 kat yiikseltmektedir. Dolayisi ile erken menars meme kanseri olusumunda
bir risk faktoriidiir. Gebe olmayan kadinlarda insidansta yiikselis goriilmiistiir. Ilk
dogumu 30 yasindan sonra gerceklesen kadinlarin meme kanseri olma ihtimali, ilk
dogumu 18 yasindan sonra olanlara gore daha fazladir. Ge¢ menopoz siirecine giren
kadinlarda da goriilme sikligi artmaktadir. Postmenopozal hormon destegi ile meme
kanseri insidans artig1 tartigmalidir ve arastirilmaktadir. Yapilan birtakim calismalarda
postmenopozal hormon destegi alan kadinlarin mammografilerinde %25 kadar meme

yogunlugu yiikselisi goriilmiistiir. “Hormon tedavisi; %36 kadar vakada memelerde



agriy1 indiikler, %17-32 vakada ise mammografik farkliliklara neden olur.” (Topuz ve

ark., 1997).

Beslenme ile yag ve kolesterol tiiketimi iligkilidir. Yag tiiketimi ile meme
kanseri iligkisinin dogru orantili oldugu gosterilmistir. Bu durum postmenopozal
kadinlarda, premenopozal kadinlara gore daha etkilidir. Postmenopozal obezitede ve
kronik alkol tiiketenlerde de risk yiikselir. Meme kanserinde radyasyon da risk

faktoriidiir (Schairer ve ark., 2000; Bray, 2002).

Meme kanserlerindeki risk faktorleri, obesitesi olan postmenopozal kadinlar, gec
menopoz, erken menars, alkol alimi, ileri yas, diisitk doz radyasyon, diabetes mellitus,
ge¢ yasta ilk dogumunu yapmis kadinlar, pestisitlere maruz kalma, uzun donem oral
kontraseptif ila¢g alimidir. Ayrica aile Oykiisii, BRCA1 ve BRCA2 genlerini
bulundurmasi, genetik olarak yatkinlk, daha once gecirilen diger benign meme
hastaliklaridir (Tuncel, 1998). Son zamanlarda calisilan genetik uygulamalar, 6zellikle
premenopozal meme kanserinin etiyolojisinde genetik etmenlerin n planda oldugu
belirtilmistir. Mutasyon gerceklemis BRCA1 ve BRCA2 genlerini bulunduranlarin
meme kanseri riski bariz olarak yiikselmistir. Bu genler, 13. ve 17. kromozomlar
iistiinde yer almis ve bu genleri bulunduranlarda ortalama %85 oraninda meme kanseri
tespit edilmistir. Biitlin meme kanserlerinin %5'inde de BRCA1 ve BRCA2 genleri
etkin olarak goriilmiistiir (Cardenosa ve Eklund, 1991). On iiciincii kromozomda var
olan ressesif retinoblastoma geni bir tiimor supressor gendir ve bu kromozomda
heterojenitenin kayb1 premenopozal meme kanserine sebep olmaktadir. Kolon
kanserindeki gibi 17. kromozomdaki P53 supressor geni de meme kanseri olusumunda
onemli bir gen olup, bu genin kaybi ile meme kanseri arasinda iligki belirtilmistir. Yine
erb-B2 onkogeninin meme ve over kanseri prognozunu belirlemede Onemli bilgiler

verdigi gosterilmistir (Lee ve ark., 1997).

Meme kanserlerinin histopatolojisi arastirildiginda; %90'min duktus epitelinden,

% 10'unun lobiil epitelinden kdken aldigr tespit edilmistir (Demirci, 1995).
2.2. Hiicre Hatt1 Kiiltiirii
2.2.1. Hiicre Hatt1 Kiiltiirii Tanim

Hiicre hatti, hiicrelerin belirli kurallar ile biiyiitiilmesi siirecidir. Uygulamada

hiicre hatt1 kiiltiiri terimi, birden fazla hiicreli 6karyotlardan, 6zellikle hayvan



dokularindan elde edilen hiicrelerin Kkiiltiirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Hiicre
kiiltiirleriyle calisilan deneyler son zamanlarda giincel literatiir konularinda énemli yer
tutmaktadir. Ornegin, kanser ve farkli patolojik durumlarda farkli preparatlarin
islevlerini veya bir hiicre ve dokuda sentezlenen belirli bir maddenin islevlerini
gostermek sebebi ile hiicre hatlar calisilmaktadir. Hiicre kiiltiirtinde, istenen bir hiicre
hattindan boliinmiis hiicrelerde farkli denemeler ile canli iizerinde uygulanamayan
deneyler calisilabilir ve bu calismalar ile bilgiler elde edilebilir. Hiicre kiiltiirii
uygulamalarinin  gelismesi ve yontemleri, dokudan elde edilen hiicre c¢alismalar ile
baghdir ve benzer 6zellikler barindirmaktadir. Doku ve hiicre kiiltiirii ¢alismalan yiiz
yildan fazla zamandir ¢alisilmaktadir. Hayvansal hiicre kiiltiirii yontemleri 1900'lerin
ortasindan itibaren laboratuvarda diizenli bir sekilde ¢alisilmaya baslanmis ama ilk doku
kaynaklarindan ayirt edilen siirdiiriilebilir olarak hayatta kalan hiicre hatlar1 kavrami 19.

yy. da olusturulmustur (Alberts ve ark., 2002).

Stispansiyon hiicre kiiltiirii; siispansiyon hiicreler ortamda askida kalmis olarak
biiyiir. Bu hiicreler, kiiltiir kabina tutunmadan yasayabilir ve ¢ogalabilir. Kemik iligi,
dalak, kan ve yarn gelismis hiicreler siispansiyon olarak gelisme egilimindedir.
Siispansiyon halinde ki hiicreler bilyeye benzer sekilde izlenirler. Siispansiyon
gelismenin olumlu yami sayica fazla hiicreyi ¢ogaltabilmek ve basit olarak kiiltiirden
alip kullanabilmektir. Yapiskan hiicre kiiltiirii; bu hiicreler tek katman olarak, yiizeye
yapisarak gelisir. Endodermal, ektodermal embrionik hiicre katmanlarindan cogalan
hiicreler tutunarak gelisme egilimindedir. Bunlar, fibroblast ve epitel hiicrelerini
icermektedir. Tutunan hiicreler farkli sekillerde olabilir, ama c¢ogunlukla diizdiir.
Siispansiyon halde gelisen ayni hiicreler yuvarlak olabilir. Tutunarak biiyiimenin olumlu
yani, hiicreleri diiz yiizeylere tutturabilmektir. Bu ozellikler, fonksiyonel testlerde,

hibridizasyonda ve mikroskopta pratiklik olusturur (Masters, 2002).
2.2.2. Hiicre Kiiltiir Ortam ve Kiiltiir Sartlar:

Ihtiyag olan besinleri, hormonlar1 ,biiyiime faktorlerini icerdikleri igin kiiltiir
ortami ¢ogaltilmak istenen hiicre i¢in en onemli bilesendir. ilk hiicre hatt1 caligmalari,
doku icerikleri ve viicut mukozasindan elde edilen kiiltiir ortami ile yapilmis olmasina
karsin kiiltiir ortaminda standartlagmasi1 gereklidir. Kiiltiir ortamlarinda olmasi gereken
serum ihtiyacina gore serumsuz medium, serum-azaltilmis medium, temel medium

olmak {iizere ii¢ gruba ayrilir. Serum; hormonlar, gelisme, lipidler, adezyon faktorleri,



ve mineral kaynadi olarak olagan besiyerindeki kiiltiir hiicreleri i¢in cok Onemlidir.
Ayrica serum hiicre membram sizdirmasin regiile ederek, mikrobesinler, lipidler, eser
elementler ve enzimlerin, ileticisi olarak is yapar. Ayrica serum tiiketiminin yiiksek
iicret, standardizasyon sorunlari, Ozellik farklilik ve gelismenin ve/veya hiicresel
ozelliklerin indiiklenmesi, inhibisyonu gibi olmamasi gereken sonuglara sebep olmasi

gibi dezavantajlart vardir (Masters, 2000).

Memeli hiicre hatlarinin tamamina yakini pH 7,4’te verimli biiyiirler ve degisik
hiicre soylarinda ¢ok az farklilik goriilebilir. Ayn1 zamanda transforme hiicre hatlar
diisiik pH ortamda daha iyi gelisirler ve normal fibroblast hiicre hatlar1 yiiksek pH sart1
tercih eder. Biiyiime medium’u pH’1 ayarlar ve kiiltirdeki pH degisikliklerine gore
hiicrelere tampon olusturur. Cogunlukla CO,-bikarbonat yada organik tamponlar tercih
edilir. Medium’un pH’1 homojen bikarbonat (HCOs3-) ve karbondioksit (CO;) dengesine
baghdir ve atmosferdeki CO, farklilasmast medium pH’im1 degistirebilir. Ayrica CO,-
bikarbonat tamponlar tercih edilirken disaridan CO, destegi ihtiyactir. Hiicre kiiltiirii
gerekli sicakligi, hiicreleri izole edildigi konak¢inin biiyiik miktarda viicut sicakligr ile
iligkilidir ve anatomik degisikliklere kiyasla diisiik derecede farkliliklar olabilir (6rnegin
epidermis sicakligi iskelet kasi sicakligina kiyasla daha az olabilir). Hiicre kiiltiiriini
cok 1sitmak az 1sitmaya kiyasla daha 6nemli bir sorundur, bu nedenden inkiibator
sicakligl olmas1 gereken sicaklifin az miktarda altina ayarlanabilir. Cogu memeli ve
insan hiicre kiiltiirleri olmasi gereken gelisme igin 36-37°C sicakliga ihtiya¢ duyar

(Coecke ve ark., 2005).
2.2.3. Deney i¢in Uygun Hiicre Hattimin Secilmesi

Calismalar icin gerekli hiicre hatt1 belirlenirken asagidaki sartlar goéz Oniinde

bulundurulmalidir;

Tiir: Primat ve insan hiicresi olmayan hiicre hatlarinin ¢ogunlukla daha diisiik
biyogiivenlik 6nlemleri vardir ancak deneylerdeki pilot calismalar belirli tiir kiiltiiriinii

alimip alinmayacagim belirleyecektir.

Fonksiyonel karakteristik: Deneylerin amacina gore belirlenir. Ornegin,
bobrekten ve karacigerden alinmis hiicre hatlar1 toksisite c¢aligmalari icin daha

elverislidir.



Siirli veya siirekli: Siirli hiicre hatlarini belirlemek dogru ozelliklerin ortaya
cikmasi i¢cin daha ¢ok secenek verir, siirekli hiicre hatlarmi bilyiitmek ve siirdiirmek

cogunlukla daha uygulanabilir oldugu gosterilmistir.

Normal veya transforme olmus: Transforme hiicre hatlar1 ¢ogunlukla artmis
gelisme oran1 ve yiikselmis yayilma durumu vardir, siirdiiriilebilirdir ve daha az
medium kullanilmas1 gerekir, ancak genetik degisim yoluyla fenotipte kalici farkliliklar

ortaya ¢ikmistir.

Biiyiime sartlar1 ve karakteristik: Yiiksek miktarda rekombinant protein
ekpresyonu icin hizli gelisme yiizdesine sahip ve siispansiyonda gelisme yetisine sahip

hiicre hatt1 segilir (Stacey ve MacDonald, 2001; Kaur ve Dufour, 2012).
2.2.4. Kullamlabilir Hiicre Hatt1 Tiirleri

Amerikan Tipi Kiiltir Koleksiyonu ve Avrupa Hiicre Kiiltir Koleksiyonu
hiicreler i¢cin temel kaynaklardir ve 80 ceside ait 4000’den c¢ok hiicre kiiltiiriini
icerisinde bulundurmaktadir (Masters, 2002). Hiicre hatlar1 alindiklar1 doku tipi (deri,
kan vb.), hastalik modeli (kanser hiicre hatlari, genetik hastaliklar vb.), hiicre ¢esidi
(fibroblast, epitelyal vb.), gibi durumlar belirlendiginde c¢ok farkli sekillerde
siiflandirilabilir (Bian, Yang, Feng, Sun ve Liu, 2017).

MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

Meme kanseri ¢ok goriilen ve farkli alt ¢esitleri barindiran son derece homojen
olmayan bir hastaliktir. Meme kanserlerinin alt cesitlerinin iyilesme durumlar degisik
olabileceginden, alt cesitlerinin icinden se¢im yapabilmek ¢ok Onemlidir. Patolojik
sonuclar ve invaziv ozelliklerine gore, yaygin meme kanserleri ii¢ ana gruba ayrilabilir:
invaziv olmayan, invaziv ve metastatik meme kanserleri (Ghoncheh, Pournamdar ve
Salehiniya, 2016). Uclii negatif meme kanseri, Ostrojen hormon reseptorii (ER),
progesteron hormon reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2
(HER2)’den yoksun, olduk¢a agresif bir meme kanseri ¢esididir. MDA-MB-231 hiicresi
ilk kez 51 yasinda bir kadindan plevral efiizyonla izole edilmistir. Adin1 izole edildigi
merkez olan MD Anderson’dan aldi oldukca agresif Ostrojen reseptor negatif ve zayif
farklilagmis iiclii negatif meme kanseri hiicre dizisidir (Polyak, 2007; Zeng, Li ve Chen,
2020).



2.3. Kanser ve Beslenme

Kanserlerin ii¢te birinin beslenme sonucu orta c¢iktigi goOsterilmistir. Sigara
tiketimi, fazla dozda kimyasal ve pestisite maruz kalma, fazla alkol alimi, yagh
besinlerin fazla alimi, az miktarda meyve, sebze tiiketimi, diisiik lif tiiketimi, nitrat,
nitrit tuzu ilave edilmis besinler, aleve temas ederek 1sitilmis gidalar, dumanlanmis,
tuzlanmigs ve tiitsiilenmis besinlerin asirt1 alimi, kanser ihtimalini yiikselten
faktorlerdendir. Kanser ihtimali, planli, dengeli ve saglikli gidalar ile, spor ve viicut
agirhig yonetimi ile %30-40 oraminda disiiriilebilmektedir. Kanser beslenmesinde

dogru teknikle beslenmek olduk¢a 6nemlidir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Karbonhidrat (CHO) Alimi: Giinliik kalorinin %55-60’1 CHO lardan gelmelidir.
Siikroz, regel, bal gibi basit CHO larin tiiketimi diisiiriilmeli; Tam tahil, kuru baklagil
gibi gidalarda bulunan kompleks CHO lar arttirilmahdir. (Yildiz ve Demir, 2004;
Yildiz, 2012; Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Protein Alimi: Giinliik kalorinin ortalama %12-15' i proteinlerden gelmeli ve
kaliteli protein kaynaklar1 arttirilmalidir. (Yildiz ve Demir, 2004; Yildiz, 2012; Kasnak
ve Palamutoglu, 2015).

Yag Alimi: Giinlik kalorinin %25-30’u yaglardan gelmelidir. Yagda ¢6ziinen
vitaminlerin (A, D, E, K) viicutta kullaniminin miimkiin olmas1 i¢in toplam kalorinin
yagdan gelen orani %20’nin altina inmemelidir. Balik yagi ve zeytin gibi tekli
doymamis yaglarin beslenmedeki yagin %10-15’ini olusturmasi tavsiye edilir. Kanola,
misir 0zii gibi yaglar ¢oklu doymamis yaglardir ve onerilen miktar1 diyetteki yagin %7-
8’ ini olusturmasi tavsiye edilir. Tereyagi, et, peynir, yumurta, siit vb. besinlerde
bulunan doymus yaglar ve tavsiye edilen tiiketim miktar1 ise diyetle alinan toplam yagin

yiizde 10’udur (Yildiz ve Demir, 2004; Yildiz, 2012; Kasnak ve Palamutoglu, 2015).
2.4. Fitokimyasallar Ve Kanser iliskisi

Bitkisel icerikli biyoaktif bilesiklere fitokimyasal ad1 verilir. Serbest radikalleri
durdurarak, detoksifikasyon (toksinlerden arinma) enzim fonksiyonlarini indiikleyerek
ve bagisiklik sistemini indiikleyerek kansere kars1 kalkan etkisi gostermektedir (Yildiz

ve Demir, 2004; Yildiz, 2012; Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Likopen: Insanlar karoten iiretemediklerinden disaridan besin olarak almalar

gerekmektedir. Ilk kaynagi domates olup likopen; kusburnu, papaya, greyfurt ve
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papayada bulunur. Likopenler hiicre diizeyinde strese kars1 koruma 6zelliginden dolay1

kanser riskini diisiirmektedir.

Polifenol: Cogunlukla tiim meyve ve sebzelerde bulunmaktadir. Oksijen
radikalleri tutma kapasitesi ve demiri indirgeme performansina gore giicli
antioksidanlardir. Bu yiizden kansere karsi koruma etkisi vardir. Fenolik asit ve
flavonoid olmak iizere ikiye ayrilmaktadirlar (Yildiz ve Demir, 2004; Yildiz, 2012;
Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Fenolik Asit: Greyfurt, poratakal, iiziim, elma fenolik asit kaynaklar1 olarak
bilinir ve kanserin onemli sebebi olan serbest radikallere ve diger oksijen radikalleri
cesitlerine kars1 yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir. Hiicresel strese karsi yiiksek
baskilama kapasitesine sahiptir. Ayrica fenolik asitin immiin sistemi indiikleyici etkisi

vardir (Yildiz ve Demir, 2004; Yildiz, 2012; Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Flavonoid: Insan viicudunda tiretilemeyen flavonoid; ¢ay, meyve, kakao, sebze
gibi gidalarda mevcuttur. Hem antioksidan olarak hemde oksijen radikalleri tutucusu
olarak kansere karsi koruyucu etki gosterirler (Yildiz ve Demir, 2004; Yildiz, 2012;
Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Allilik Siilfit: Sogan ve sarimsakta bulunmaktadir. Bagisiklik sistemini uyararak,
radikallerin yikimin1 indiikleyerek ve kanser hiicresi ¢ogalmasini inhibe ederek
enzimleri aktive ederek kansere karsi koruyucu etki gosterir (Yildiz ve Demir, 2004;

Yildiz, 2012; Kasnak ve Palamutoglu, 2015).
2.5. Ginseng (Panax quinquefolius)

Tarihte ilk olarak, mucizevi etkilerinden dolay1 sadece Cin imparatoru ve yakin
cevresi tarafindan kullanimina izin verilmistir. Zamanla askerlerin dayanikliligini
artirmast ve miicadele ruhunu giiclendirmesi nedeniyle tiim ordu tarafindan
kullanilmistir. Dokuzuncu yy’da Araplar Cin’e gidip Ginseng ile tamigsmislardir. On
iclincii yy’da ise Marco Polo Cin’e gidip Ginseng’in etkilerini gézlemlemistir. Bu
gelismelerden sonra diger iilkelerde de kullammmi yayginlagmaya baglamistir. 1952
yilinda Alman botanist C.A. Meyer’in kendi Avrupa botanik yayininda bitkiyi
tanimlamasiyla Avrupa iilkelerinde de kullanilmaya baslanmistir. Ginseng,
sarmasikgiller familyasina ait ¢cok yillik bir bitki ¢esidini olusturuyor. Latince adi “tam

iyilesme” anlamindaki “panax” olan bu bitki, agirlikli olarak Dogu Asya’da yetisiyor.
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Ancak Kuzey Yarimkiire’nin uygun iklim kosullarima sahip farkli bolgelerinde de
goriilebiliyor. Olgunlagmas1 ve hasadi dort ila on yili bulan ginseng, kok bitki olmasi
bakimindan goriiniim itibariyle zencefile benziyor. Ginseng bitkisi, yetistigi bolgelere
gore “Asya-Kore ginsengi”, “Amerikan ginsengi” ve “Sibirya ginsengi” olmak iizere ii¢
temel tiire ayriliyor. Bunun yani sira hasat zamanina gore tiirleri “beyaz ginseng” ve
“kirmiz1 ginseng” olarak da adlandirnilabiliyor (Carpenter ve Cottam, 1982; Polczinski,

1982).

Ginsengin kimyasal bilesimi saponin ve saponin olmayan iki ana tipe ayrilir.
Ginseng bilesenlerinin ¢ogu saponin degildir. Karbonhidratlari, nitrojen igeren
bilesikleri, mineralleri ve vitaminleri igerir. Ginseng'deki karbonhidratlar arasinda
polisakkaritler, oligosakkaritler, seker, lif ve pektin bulunur; en biiyiilk ve aktif
karbonhidratlar polisakaritler olup, ginseng bilesenlerinin %50-60'1n1 icerir (Lee ve ark.,
2019). Ginseng'deki sonraki ana bilesenler, nitrojen iceren bilesiklerdir protein,
peptitler, amino asitler, niikleik asitler ve alkaloidler, fitosterol, organik asitler,
fenolikler ve poliasetilenlerden olusur. Bununla birlikte, saponinler, ginsengin en ¢ok
calisilan biyoaktif bilesenleridir. Cogunlukla ginsenosidler olarak bilinen saponinler,
2,3-oksidoskualenden tiiretilir. Ilgili enzime bagh olarak, daha sonra sirastyla tetrasiklik
dammaran tipi ve pentasiklik oleanan tipi saponinlere doniistiiriilen dammarenediol-1I
ve B -amirin olmak iizere farkli ginsenosid onciilleri iiretilir (Hong, Baatar ve Hwang,
2021). Ayrica, dammaran tipi saponinler, hidroksil gruplarimin konumuna ve genlerinin
cift bagma bagl olarak iki farkli kategoridedir (Shin, Kwon ve Park, 2015). 66
protopanaksadiol, 50 protopanaksatriol ve 19 oleanan tipi ginsenosid dahil olmak iizere
100'den fazla ginsenosid belgelenmistir. Ginsenosidlerin cesitliligi, stereoizomerleri ve
yapisal izomerleri ile ilgilidir. Rg2, Rg3, Rh1 ve Rh2 gibi baz1 ginsenosidler, C-20'deki
hidroksil grubunun konumuna baglh olarak farkli stereoizomerik formlarda, 20-(S) ve
20-(R) bulunur. Rb2, Rb3, Rc, aglikon, Rgl ve F11 dahil olmak iizere diger
ginsenosidler, farkli sakkarit ikame edicileri icerir (Hong, Baatar ve Hwang, 2021).
Ancak, tiim ginsenositler ginseng'de dogal olarak olugmaz. Ginsengin ginsenosid
bilesenlerini etkileyen birkac faktor vardir; Yetistirme yontemi, hasat yasi ve hazirlik
tedavisi (Yu ve ark., 2019). Genel olarak, yabani ginsengin ekili olana kiyasla daha iyi
farmakolojik etkilere sahip olduguna inamilmaktadir. Ancak, artan talep ve yabani
ginsengin asir1 toplanmasi nedeniyle, ormanlarda yetistirilen yabani simiile edilmis

ginseng ve tarlalarda yetistirilen ginseng artik daha cok kullanilmaktadir. Ormanda
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yetistirilen vahsi simiile edilmis ginseng, tarlada yetistirilen ginseng'den daha fazla Rb1
ve Re icerigine sahiptir (Bing ve Chengwei, 2021). Bir diger énemli faktor ise hasat
zamanidir. Ginsenosidler ¢cogunlukla geng¢ bitkilerde (1-2 yas) yapraklarda ve daha
sonraki yaslarda (yaklasik 5 yas) koklerde toplanir; bu nedenle, ekili ginsengler
cogunlukla 4-6 yaglarinda hasat edilir. Ayrica, ilkbaharda hasat edilen ginseng, diger
mevsimlere gore en fazla toplam saponin igerigine sahiptir ve Re icerikleri ilkbahar
sonlarinda daha yiiksek ve sonbaharda Rgl iceriklerinden daha diisiiktiir (Yujin,
Diem, Thuy, Hyesu ve Kyung-Sun, 2020). Hasat edilen ginseng taze halde veya
kurutulduktan sonra tiiketilebilir. Kurutulmus ginseng, genellikle beyaz ginseng olarak
adlandirilirken, kirmizi ginseng, ginseng'in taze kokiiniin buharda pisirilmesiyle
hazirlanir. Buharlama, ginsengin kimyasal bilesimini, beyaz ve kirmizi ginseng farkli
miktarlarda veya cesitlerde ginsenosid icerecek sekilde degistirir (Kim ve ark., 2021).
Dogal olarak olusan ginsenosidler, hasat edilmis taze ginseng'den ekstre edilebilir,
ancak c¢ogu ginsenosid, orijinal formlarindan fiziksel, kimyasal veya
biyotransformasyon yontemleriyle doniistiiriiliir (Hong ve ark., 2021). Ornegin, major
ginsenosidler (Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re ve Rgl) minér ginsenosidlere (F2, Rh2, Rg2, Rg3
ve CK) deglikozile edilebilir (Lee ve ark., 2020). Kore ginsengi (P. ginseng) Cin (P.
notoginseng) veya Amerikan (P. quinquefolius) tiirlerinden daha fazla major ginsenosid
icerdiginden, genetik de ginsenosid igeriginde rol oynar (Hong ve ark., 2021). (Sekil
2.1.)

Sun Ginseng —_—
(RKI, Rg3, RgS)

Caspasc activation,
Apoplosis

 Antiinflammatory

Antiinvasion Cell eycle arrest
Antimigration & apoptosis

! - 7 Antiinvasion
Antiangiogenesis Antimigration
Apoptosis

Antiinflammatory
Anticancer

Cell cycle arrest
& apoptosis

Sekil 2.1. Ginseng'in ana gruplar1 ve Ginseng'den izole edilen yeni bilesikler,
farkl1 hiicre hatlarina kars1 biyolojik ve anti-kanser6z aktiviteleri (Hong ve ark.,
2021)
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2.5.1. Ginseng (Panax quinquefolius) ve Kanser

Kanser insidanst son yillarda 6nemli Olciide artmaktadir. Bir¢ok kanser tedavi
yonteminden biri kemoterapidir. Tamamlayic1 ve alternatif tedavi bicimindeki
geleneksel tip, kanseri tedavi etmek igin aktif olarak kullanilmaktadir ve bu tiir
tedavilerin bircok sifal bitkisi ve aktif bileseni, bunlart modern tibba entegre etmek igin
yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir. Ginseng geleneksel olarak Asya iilkelerinde besleyici
bir tonik olarak ve cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Modern tipta
ginseng'in terapoOtik potansiyeli kapsamli bir sekilde incelenmistir; ginsengin ana
biyoaktif bileseni, 6zellikle kanser gibi liimciil hastaliklarin tedavisindeki beklentileri
nedeniyle dikkat ceken ginsenosidlerdir. Ginsenosidler antikanser ve antimetastatik
ozelliklerini sadece kanser hiicresi proliferasyonunu, canliligini, invazyon ve gociin yani
sira meme, beyin, karaciger, mide ve akciger kanseri gibi cesitli kanserlerde apoptoz,
hiicre dongiisii durmas1 ve otofajiyi tesvik ederek gosterirler. Ek olarak, ginsenosidler,
kanser tedavileriyle sinerjik olarak ¢alisabilir. Bu nedenle, ginsenosidler, kanser i¢in
yeni terapotik stratejilerde tek basina veya diger farmasotik maddelerle kombinasyon

halinde kullanilabilir (Momenimovahed ve Salehiniya, 2019).

Meme kanseri kadinlarda ¢ok goriilen kanser cesididir ve gec evrede tespit
edildiginde Oliim oran1 yiiksektir. Bununla birlikte, erken tespit edilen meme kanseri,
yiiksek tedavi olasiligi nedeniyle insidans oranina kiyasla daha diisiik bir 6liim oranina
sahiptir (Momenimovahed ve Salehiniya, 2019). En ¢ok calisilan ginsenosidlerden biri
olan Rg3, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Akt aracili kendi kendini yenileme
sinyalini inhibe etmek gibi hiicre boliinmesi ve protein sentezi ile ilgili i¢ i¢e gecmis
birkag biyolojik yolla meme kanserini baskiladi. Ek olarak, Rg3, epigenetik metilasyonu
degistirerek NOX4'li asag1 regiile ederek ve KDMS5A'y1 yukarn regiile ederek meme
kanseri hiicrelerinin biiyiimesini engelleyebilir. Benzer sekilde, immiin yanitla iligkili
genlerin Rh2 modiilasyonlu epigenetik metilasyonu kanser hiicrelerinin biiyiimesini
engelleyebilir. Rd ayrica miR-18a aracili Smad2 ekspresyonunu asagi regiile ederek ve
MDA MB-231 ve 4TIl hiicrelerinin kiiltiirlii veya fare ksenograft modelinde
anjiyogenez ile iligkili vaskiiler endotelyal biiylime faktorii kaynakli Akt aktivasyonunu
inhibe ederek metastazi bastirdi (Kim ve ark., 2020). Rg3 ve Rd tarafindan Akt ile
aktive olan hiicre proliferasyonunu durdurarak meme kanseri metastazinin bloke
edilmesine benzer sekilde, CK ginsenosid, SKBR3 hiicrelerinde apoptozu tesvik etmek

icin Aktl sinyalini bastirdi (Kim ve ark., 2021). Ayrica, CK, Rg5 ve Rkl, sirasiyla
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siklin D1, fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/Akt ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS)/PI3K/Akt sinyal yolunu inhibe ederek fare ksenograft modellerinde tiimor
biliylimesini baskilamistir. Hayatta kalmanin kilit bir diizenleyicisi olan PI3K/Akt
yolunun aktivasyonu, hiicre biiylimesi ve hayatta kalmasmin kontroliiniin ¢ikarimi ile
sonuclanir ve sonucta metastatik yeterlilik, anjiyogenez ve tedavi direncine yol agar
(Porta, Paglino ve Mosca, 2014). Ayrica, Rg2, Rg5 ve CK ginsenosid tiirevleri, MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde p53 ekspresyonunu diizenleyerek otofaji, apoptoz ve hiicre
dongiisii durmasini indiiklemistir (Hong ve ark., 2021). PPT ile birlestirilen Rh2, meme
kanseri hiicre hatt MDA-MB-231'de hiicre proliferasyonunu geciktirmede sinerjik bir
etkiye sahipti. [lging bir sekilde, stereoizomerizm, ginsenosidlerin giiciinde de rol oynar;
ornegin, Rg3'iin iki izomerinden 20-(R), MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
metastaz1 (go¢ ve istila) engellemede daha etkiliydi. Birlikte ele alindiginda,
ginsenosidler farklilagsma, ¢ogalma ve metastaz1 inhibe ederek antikanser etkilerini
sergiler ve meme kanseri hiicre dizilerinde karsinojenez ile ilgili yollar1 degistirerek

otofaji, apoptoz ve hiicre dongiisii durmasini indiikler (Nakhjavani ve ark., 2021).
2.6. Hiicre Dongiisii

Okaryotik hiicrelerde boliinmenin sadece tek asamasinda (S fazinda) DNA
sentezi olusur. S fazindan 6nce ve sonra tek zaman araligi vardir. Bu yiizden hiicre
dongiisit G1 (ilk aralik), S (sentez), G2 (ikinci aralik) ve M (mitoz) ile dort asamada
olusur. G1, G2 ve S asamalarinin tamami Interfaz seklinde adlandirilir ve mitozun

hazirlik asamasi olarak kabul edilir (Cooper, 1994).

G1 Evresi: Bu evre en uzun evreyi olusturur. Sitokinezin ardindan yeni olusan
hiicre boyutu olagan hiicre boyutunun yarisidir. Bundan dolayr G1 kismindaki hiicre en
uygun boyuta gelene kadar devamli olarak biiyiir. Bu noktadan sonra hiicre S evresini

stirdiiriip boliinmeye gider veya GO evresine geger (Cooper, 1994).

GO Evresi: Memeli hiicresinde islevsel olarak farklilagsma goriiliir. Bu hiicreler
GO kisminda yer alirlar. Bu noktada hiicre, protein sentezlemesi ile sekresyon yapar.
Bundan dolayi islevseldir. GO asamas1 kalicit olmamaktadir, uygun sinyal alindiginda S

fazina gecer ve boliiniir (Cooper, 1994).

S Evresi: Biitiin DNA replikasyonunun iki katina gectigi evredir. Bu kisimda
olusmakta olan DNA molekiilleri kardes kromatitler seklinde isimlendirilmektedir. Her

iki kohesin ismi verilen proteinlere baglanmaktadir (Cooper, 1994).
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G2 Evresi: Mitoz icin enzimlerin sentezlenmesi yapilir. Bunun yaninda
tamamlanmast eksik kalmig ya da hatali DNA sentezi kontrolii yapilarak hatali

DNA’nin mitoz alanina girisi onlenir (Cooper, 1994).

M kontrol noktasit kromozomlarin mitotik igcik iizerinde diizenli bir sekilde yer
almalarin1 kontrol eder. Boliinen kromozom yavru hiicrelere tam bir kromozom seti

halinde gecer (Cooper, 1994).
2.7. Apopitoz ve Annexin V

Anneksin V, anneksin grubundaki bir hiicresel proteindir . Akis sitometrisinde,
anneksin V, plazma zarmin dis yapragindayken apoptozun bir belirteci olan
fosfatidilserine baglanma yetenegi ile apoptotik hiicreleri saptamak i¢in yaygin olarak
kullanilir. Hiicresel apoptoz c¢alismalari, akis sitometrisi tabanli yoOntemlerin
tanitilmasidan bu yana O6nemli Olciide etkilenmistir. Propidium iyodiir de, hiicrelerin
canli, apoptotik veya nekrotik olup olmadigim belirlemek i¢cin Annexin V ile birlikte,
plazma membran biitiinligi ve gecgirgenligi farkliliklar1 araciligiyla kullanmilir (Rieger,

Nelson, Konowalchuk ve Barreda, 2011).



3. GEREC VE YONTEM

Calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali

laboratuvarinda gergeklestirildi.
3.1. Kullamilan Demirbas Ve Sarf Malzemeler
3.1.1. Demirbas Malzemeler

> Hava Kabini (Clean Air)

> Buzdolab1 +4°C (Siemens, no. KG57NVW20N)
> Derin Dondurucu (-20°C)

> Derin Dondurucu (-80°C)

> S1vi Azot Tanki -196°C (MVE/Chart)

> Invert Mikroskop (Nikon Eclipse TS100)

> Santrifiij (Gyrozen 1580)

> Hassas Terazi (Radwag)

> Pipet Tabancasi (Gilson)

> Mikropipet seti (Gilson)

> Vorteks (Ika)

> CO?inkiibatdr (Sanyo, MCO-19 A/C(UV))

> Flow sitometri cihazi (Invitrogen™ Attune™ CytPix™)
> Muse™ Analyzer Cihazi (Guava)

> Otoklav (Alp, CL-40M)
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» Mikrosantrifiij
3.1.2. Sarf Malzemeler

> Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest)

> L-Glutamin (Capricorn Scientific)

> Penisilin-streptomisin (Sigma Life Science 046M4846V)
> Tripsin-EDTA (%0,05) (Sigma Life Science SLCH8830)
> Pipet (Serolojik) 5 mL, 10 mL, 25 mL (Sarstedt)

> Steril 24 Kuyucuklu Plaklar (Corning)

> Pipet ucu 0,1-10 pL, 5-200 pL, 200-1000 pL (Gilson)

> Santrifiij (Falkon) Tiipleri (Greiner Bio one)

> 0.22um filtre (Isolab 000H02092)

> Hiicre kiiltiir plaklar 25 cm? (Greiner Bio one)

> Hiicre kiiltiir plaklart 75 cm’ (Greiner Bio one)

> Thoma Lami (Marienfeld-Superior)

> Annexin V and Dead Cell Assay Kit (MCH100105)

> Muse Cell Cycle Kit (MCH100106)

> Fosfat Tuz Tamponu (PBS) (Biochrom, kat.no. L 1825)

> Etanol (Merck)

> Dimetilsiilfoksit (DMSO) (BioChemica)

> Tween-20 (BIO-RAD)

> 4x Laemmli Sample Buffer (BIO-RAD)

> DMEM (Capricorn Scientific CP21-4310)

> Ginseng (Panax quinquefolius) (Gnc Herbal Plus®)
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3.2. Ginseng (Panax Quinquefolius) Ekstresinin Elde Edilmesi ve

Hazirlanmsi

Calismada kullanilan Ginseng (Panax quinquefolius), sertifikali saticidan temin
edildi. , 100ml su da 3gr olacak sekilde 85 santigrat derece de 5 dakika suda demlenerek
sulu ekstre elde edildi ardindan santrifiij edildi ve siipernatant 0.22um filtre ile steril

edilerek hiicrelerde kullanilmak iizere falkonlara alindi. (Sekil 3.1)

Sekil 3.1. (A) ,(B) Toz Ginseng (Panax quinquefolius) (C). Demleme Ami (D).
Steril olarak falkonlara alinmis hali

3.3. Kullanilan Hiicre Hatlar1

Bu calismada Ginseng (Panax quinquefolius) ekstresinin meme kanseri iizerine
olas1 etkileri analiz edilirken, meme kanseri hiicre hatti1 olarak MDA-MB-231 hiicresi
kullanildi. Calismada kullanilan hiicreler Erciyes Universitesi Betiil-Ziya EREN Genom

ve Kok hiicre Merkezi (Gen-Kok) Laboratuvar stoklarindan temin edildi.
3.4. Besiyerinin Hazirlanmasi

Besiyeri hazirlama islemi steril biyogiivenlik hava akim kabini igerisinde
yapildi. Besiyerinin saklanacag: tiipler 50 ml’lik falkonlar olarak belirlendi. 100 ml’lik
kiiltiir besiyeri i¢in %84 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), %15 Fetal
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Bovine Serum (FBS) ve %]1 penisilin-streptomisin kullanildi. Besiyeri hazirlanirken
kontaminasyonu engellemek icin maddeler 0,22 pm’lik filtreden gegirilerek steril edildi.

Olusturulan besiyeri +4 °C’de bekletildi.
3.5. Hiicre Saymm

Hiicre sayim1 trypan mavi boyamasi yontemiyle yapildi. Hiicreler negatif yiiklii
olan trypan mavisi ile muamele edildiginde, membran biitiinliigiinii koruyan canl
hiicreler boyay1 hiicre i¢ine almayip parlak renkli goriilirken membran biitiinliigiinii
kaybeden Olii hiicreler ise mavi renkte goriiliirler. Hiicre saymmi igin falkon tiip
icerisinden 20ul hiicre siispansiyonu 0,5ml bir ependorf tiipe aktarildi. Uzerine 20ul
%0.4 (w/v) trypan mavisi eklendi. Pipetaj yapilarak boya ile hiicrelerin karigmasi
saglandi. Daha sonra Thoma lamu iizerine lameli yerlestirildi. Lam {izerinde yer alan iki
alana 10ul bu karisimdan konuldu. Lam invert 151k mikroskobu altinda incelendi (Sekil
3.2). Her iki alanda 40x biiyiitme oraninda 16 biiyiik karede var olan canli hiicreler
sayild1 ve ortalamas1 alindi. Siispansiyondaki hiicre sayisinin belirlenmesi asagidaki

hesaplamaya gore yapildi:

Iml’deki hiicre sayis1 = goriilen bolgelerin ortalama sayisi x diliisyon faktorii x 10*

Sekil 3.2. MDA-MB-231’in mikroskop goriintiisii: (A) olii hiicre, (B) canli hiicre

3.6. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Deneylerde kullanilan hiicre hatlar1 flask tabanin1 tamamen kapladiklarinda
(konfluense ulagsmak) flask icerisindeki 6lii hiicreleri ve hiicre artiklarini iceren besiyeri
dikkatlice aspire edildi. Hiicrelerin tamamen eski besiyerinden arindirilmasi icin flask

icerisine 1ml 1X steril DPBS eklendi ve hiicrelerin yiizeyi yikandi. Daha sonra PBS
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uzaklastirildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Daha sonra adherent hiicrelerin flask
yiizeyinden kaldirilmas: i¢in Iml %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi. Flask 37
°C’de, %5 CO™li inkiibatorde 1dk tripsin ile muamele edildi. Mikroskopta hiicrelerin
yiizeyden ayrilip ayrilmadigi kontrol edildi. Tamami yuvarlak gériilen hiicreler artik
yiizeyden ayrilmis kabul edildi. Tripsin inhibisyonu i¢in 5 ml taze besiyeri eklendi.
Hiicreler falkon tiipe aktarilip 1500 rpm’de 5 dk santrifiij uygulandi. Santrifiij sonrasi
siipernatant ayrildi. Hiicre pelleti icine 5 ml besiyeri koyuldu. Sml’lik hiicre
stispansiyonu 25 cm? lik flaska alinarak, hiicre kiiltiir flasklan igerisine pasaj sayisi ve
tarih yazilarak, 37°C’de, %5 CO? inkiibatore kaldirildi. Bu sekilde sonraki deneylerde

kullanmaya yetecek kadar hiicrelerin ¢ogalmalar saglandi.
3.7. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler pasajlanirken, bir takim hiicrelerin pasajina devam edilirken, bir kisim
hiicre ileri calismalarda tekrar kullamilmasi amaciyla dondurup saklandi. Hiicreler
konfluense ulastiktan sonra flasktaki besiyeri ayrildi. Hiicreler steril 1X DPBS ile
temizlendi. Devaminda %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu ile hiicreler flask tabanindan
serbest biraktirilldi. Hiicre siispansiyonu i¢ine Sml besiyeri koyuldu ve falkon tiipiine
aktarildi. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant ayrildi. Pellet 900
ul besiyeri ile siispanse edildi. Kriyovial tiipe hiicre siispansiyonu gegirildi. Icerisine
100ul DMSO ilave edildi. Kriyovial once -20°C’de bir saat bekletildi. Daha sonra -
80°C’lik dondurucuya yerlestirildi. 1-2 giin sonra -196 °C’lik sivi azot tiiplerine

tasinarak daha sonra kullanilmak iizere saklandi.
3.8. Deney Gruplari Ve Dozun Belirlenmesi

Bu calismada MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde Ginseng (Panax quinquefolius)

ekstresinin 1 ve 2 mg/ml dozlar 24, 48 saat siire ile kiiltiire edildi (Sekil 3.3.).
3.8.1. 24 ve 48 saat siire ile Annexin Test Gruplari:

1- Kontrol Grubu: 1 x 10* MDA-MB-231 hiicresi + Besiyeri

2- Ginseng (Panax quinquefolius) Grubu: 1 x 10* MDA-MB-231 hiicresi + 1

mg/ml Ginseng (Panax quinquefolius) + Besiyeri

3- Ginseng (Panax quinquefolius) Grubu: 1 x 10* MDA-MB-231 hiicresi + 2

mg/ml Ginseng (Panax quinquefolius)
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3.8.2. 24 ve 48 saatlik siire ile Hiicre Dongiisii Test Gruplar :

1- Kontrol Grubu: 1 x 10* MDA-MB-231 hiicresi + Besiyeri

2- Ginseng (Panax quinquefolius) Grubu: 1 x 10° MDA-MB-231 hiicresi + 1

mg/ml Ginseng (Panax quinquefolius) + Besiyeri

3- Ginseng (Panax quinquefolius) Grubu: 1 x 10° MDA-MB-231 hiicresi + 2

mg/ml Ginseng (Panax quinquefolius)

Sekil 3.3. Kuyucuklara ekilmis MDA-MB-231 hiicresi ile Ginseng (Panax
quinquefolius) muamelesi

3.9. Annexin V Testi

Testin yapilmasi i¢in Muse Cell Analyzer (Millipore, ABD) aleti ve alete
uyumlu Muse Annexin V ve Olii Hiicre kitinden yararlanildi. Muse Annexin V ve Olii
hiicre kiti, apopitotik hiicrelerin dis zarindaki PS'yi saptamak i¢in Annexin V den
yararlanildi. Bu test ile erken apopitotik fazdaki ve ge¢ apopitotik fazdaki hiicrelerin ve
toplam apopitotik hiicrelerin oranlar1 belirlendi. Deney 24 ve 48 saatlik olmak iizere iki
farkli periyodu i¢ine alacak sekilde ayarlandi. Hiicrelerin kiiltiirlenebilmesi icin 24
kuyucuklu steril tek kullanimlik kiiltiir kaplar1 kullanildi. Bu kaplar1 kapaklarinin iistiine
gruplarin adlar1 asetathh kalemle yazilarak hiicrelerin ve maddelerin nereye
yerlestirilecegi belirlendi. Her grup icin sekiz kuyucuk ayrildi. Her bir kuyucuga i¢inde
10.000 MDA-MB-231 hiicresi olan 1 ml steril besiyeri ilave edildi.

Kontrol grubu icin kuyulara standart besi yeri ilave edilirken ginseng grubunda
herbir kuyucuga, i¢inde ginseng bulunan 1 ml besi yeri; 1 ve 2 mg/ml ginseng

gruplarinda da 1 ve 2 mg/ml ginseng olacak sekilde ilaveler yapildi. Her bir kuyucuk
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ayrt tek kullanimlik steril pipet ucuyla pipetaj yapilarak hiicre ve besi yerinin karismasi
saglandi. Ekim islemi bittikten sonra kiiltiir kaplar1 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde
saklandi. Ayrica ekim yapilmis olan her bir kuyucuk icin bir adet 1,5 ml’lik standart tiip
gruplara gore belirlendi. Yirmi dort saat sonra inkiibatorden alman kiiltiir kaplarinin
kuyucuklar1 pipet ve steril pipet uglart yardimi ile kendilerine ait olan ependorf
tiiplerine birakildi. Ayrica Annexin V ve olii hiicre kiti buzdolabindan alinarak oda
sicakligina gelmesi i¢in beklendi. Kuyucuklar bosaltilirken kiiltiir kab1 ortalama 45
derecelik bir agiyla sabitlendi ve hiicrelerin ¢okme durumuna karg1 siv1 pipetaj yapilarak
alind1 ve tiiplere birakildi. Tiipler, belirli acili rotorda oda sicakliginda 300 g’de 5 dk
santrifiij uygulandi. Santrifiij den sonra tiiplerin iizerindeki supernatant mikropipet
araciligi ile uzaklastirildiktan sonra tiiplere birer ml steril fosfat tamponlu tuzlu su ilave
edildi. Fosfat tamponlu tuzlu su ilave edildikten sonra vortekslenen tiipler tekrar sabit
acilt rotorda oda sicakliginda 300 g’de 5 dk santrifiij edildi. Tiiplerin iizerindeki
supernatant atildiktan sonra tiiplerin herbirine 100 ul %1’lik Fetal Bovine Serum ve 100
pul Annexin V kit sivisi eklendi. Tiipler vortekslendi ve 20 dk 24 0C’de karanlik
ortamda inkiibe edildi. Bu esnada Muse Cell Analyzer aleti standart sivilar ile on
yikama yapilarak alet 6rnek okumak i¢in hazir duruma getirildi. 20. dakikanin sonunda
tiipler tek tek aletin 6rnek haznesine koyularak analiz yapildi. Analiz islemine, kontrol
grubundan baslandi ve birinci 6rnek analiz edilirken hiicrelerin yogunluguna gore
bulundugu bolge aletin ekranindan belirlenerek degerlerin bu bolgeden alinmasi
saglandi, sulandirma yiizdesi belirlendikten sonra diger Orneklerin analizine devam
edildi. Her bir grup ardindan alete hizli yikama uygulandi. Tiim veriler aletin hafizasina
kaydedildikten sonra USB bellek ile alindi. Aymi prosediir 24 ve 48 saatlik periyotlar

sonrasinda uygulanmis oldu ve sonuclar kaydedildi.
3.10. Hiicre Dongiisii Testi (Cell Cycle Test)

Muse hiicre dongiisii kiti, tiim hiicre dongiisii fazlarindaki (GO / G1, S ve G2 /
M) hiicre yiizdesini birbirinden ayirmak ve 6lgmek icin DNA igeriginin propidyum
iyodiir temelli boyama usuliine gore kullanildi. Testin gergeklestirilebilmesi i¢in Muse
Cell Analyzer aleti ve alete uyumlu Muse Cell Cycle kiti kullanildi. Bu test ile, Muse
Cell Analyzer’da hiicre dongiisiinin GO / G1, S ve G2 / M fazlarindaki hiicre
oranlarinin kolay ve hizli kantitatif Sl¢timleri saglandi. Deney baslangicindan bir giin

once deney i¢in ihtiya¢ olan besi yerleri ve gerekli soliisyonlar ve malzemeler
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hazirlandi. Test i¢in ihtiya¢ olan %70’lik etil alkol, %100’liik absoliit alkol ve distile su
ile; 70 ml alkol, 30 ml distile su yiizdesine gore hazirlandiktan sonra kapag kapali bir
sisede -20°C’lik yerde saklandi. Deney 24 ve 48 saatlik olmak iizere iki farkli periyodu
i¢ine alacak sekilde planlandi. Hiicrelerin kiiltiire edilmesi i¢in 24 kuyucuklu steril tek
kullanimhik kiiltiir kaplarn hazirlandi. Kiiltiir kaplannmin kapaklarinin iist yiizlerine
gruplarin adlan asetatl kalemle yazilarak hangi grubun, hiicrenin ve maddenin nereye
yerlestirilecegi belirlendi. Her grup i¢in 8 kuyucuk ayrildi. Her kuyucuga 1.000.000
MDA- MB-231 hiicresi ilave edildi. Bunun iizerine 1 ml besiyeri ilave edildi. Kontrol
grubu i¢in kuyucuklara standart besi yeri ilave edilirken ginseng grubunda her bir
kuyucuga icinde ginseng bulunan 1 ml besi yeri; lmg/ml ve 2mg/ml ginseng
gruplarinda da her 1 ml besi yerinde 1mg/ml ve 2mg/ml ginseng bulunacak sekilde
ekimler yapildi. Her kuyucuk ayn tek kullanimlik steril pipet ucuyla pipetaj yapilarak
hiicre ve besi yerinin karigsmasi saglandi. Bu islemlerin tamami kabin igerisinde yapilda.
Ekim islemi bittikten sonra kiiltiir kaplar1t 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde saklandi.
Ayrica ekim yapilmis olan her kuyucuk ic¢in bir adet 1,5 ml’lik standart ependorf tiipii
gruplara gore belirlendi. Yirmi dort saat sonra inkiibatorden ¢ikarilan kiiltiir kaplarinin
kuyucuklar1 pipet ve steril pipet uglart yardimi ile kendilerine ait olan ependorf
tiiplerine birakildi. Kuyucuklarin icerikleri alinirken kiiltiir kab1 ortalama 45 derecelik
bir agiyla sabitlendi ve hiicrelerin ¢okme durumuna karsi sivi pipetaj yapilarak alindi ve
etiketlenmis tiiplere birakildi. Tiiplerin kapaklar kapatildiktan sonra belirli a¢ili rotorda
oda sicakliginda 300 g’de 5 dk santrifiij yapildi. Santrifiij den sonra tiiplerin tizerindeki
supernatant mikropipet ile atildiktan sonra tiiplere birer ml steril fosfat tamponlu tuzlu
su ilave edildi. Tiiplere fosfat tamponlu tuzlu su ilave edildikten sonra 3-5 saniye orta
hizda vortekslenerek tekrar belirli acili rotorda oda sicakliginda 300 g’de 5 dk santrifiij
yapildi. Tiiplerin icerisindeki supernatant mikropipet yardimiyla atildiktan sonra
tiiplerin her birine 50 ul DPBS ilavesinden sonra diisiik hizli vorteks uygulandi ve
karismaya devam ederken icine -20°C’den ¢ikarilan 1 ml %70’lik etanol yavasca ilave
edildikten sonra tiiplerin kapaklar1 kapatilarak vortekslendi. Tiiplerin hepsi bir spora
yerlestirilerek -20°C’de bir gece bekletildi. Daha sonra dondurucudan alian tiipler
vortekslendikten sonra iclerinden 200’er ul isaretlenmis yeni ependorf tiiplerine
birakilarak kapaklar kapatildi ve belirli agili rotorda 300 g’de 5 dk santrifiij uygulandi.
Tiiplerin tizerindeki supernatant mikropipet ile atildiktan sonra tiiplerin her birine 250 ul
DPBS ilave edildi ve tiipler 3- 5 saniye vortexlendi, ve tiipler yeniden belirli acili

rotorda 300 g’de 5 dk santrifiij uygulandi, tiiplerin igerisindeki supernatant mikropipet
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ile atildiktan sonra tiiplerin hepsine 200 pl Muse hiicre dongiisii kiti ilave edildi ve
tipler 3-5 saniye orta hizda vortexlendi. 30 dk oda sicakliginda karanlik yerde
bekletildi. Bu bekleme siiresinde Muse Cell Analyzer aleti acildi ve aletin standart
stvilar ile 6n yikama uygulanarak cihaz 6rnek analiz etmeye hazir duruma getirildi
(Sekil 3.4). Otuzuncu dakikadan sonra tiipler tek tek aletin 6rnek bolmesine koyularak
aletin hiicre dongiisii ile ilgili sonuclarn analiz etmesi saglandi. Analiz islemine kontrol
grubundan bagland1 ve birinci ornek analiz edilirken hiicrelerin yogun olarak bulundugu
bolge cihazin ekranindan belirlenerek analizin bu bolgeden yapilmasi saglandi ve diger
orneklerin analizine devam edildi. Her grup bitiminde alete hizli yikama uygulandi.
Tiim sonuclar cihazin hafizasina kaydedildikten sonra tasinabilir disk yardimiyla alindi.
24 ve 48 saatlik periyotlar sonrasinda ayni prosediir tekrarlandi ve sonuclar alindi.
Islemlerin sonrasinda Muse Cell Analyzer aleti gerekli yikamalar uygulandiktan sonra

kapatildi.

Sekil 3.4. (A) Muse cihazi i¢in kullanilan kit. (B) Muse cihazi.
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3.11. istatistiksel Analiz

Calismadaki verilerin dagilimi ShapiroWilk’s test istatistigi, histogram, g-q
grafigi ile degerlendirilmistir. Gruplar aras1 karsilastirllmasinda Tek yonlii varyans
analizi kullamildi. Varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. Coklu
karsilagtirma testi olarak Tukey kullanildi. Her bir grup i¢in, 24 saat ve 48 saat 6l¢iimler
arasindaki farkliliklar paired t testi uygulandi. Verilerin analizi TURCOSA (Turcosa
Analytics Ltd Co, Turkey, www.turcosa.com.tr) veri yaziliminda analiz edildi. P<0,05

anlamli kabul edildi.



4.1. Annexin V Bulgulan

4.BULGULAR

Bu test, MDA-MB-231 hiicrelerinin 24 ve 48 saat inkiibasyonu sonucu canli,

erken apoptik, ge¢ apoptik ve toplam apopitotik yiizdelik oranlarin1 géstermektedir.
MDA-MB-231 hiicre hattina ait Annexin V bulgular1 Sekil 4.1. ve Tablo 4.1, 4.2, 4.3,
4.4 de gosterildi.
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Sekil 4.1. Annexin V test sonuclar (A) 24 saat kontrol. (B) 24 saat 1 mg/ml
ginseng. (C) 24 saat 2 mg/ml ginseng. (D) 48 saat kontrol. (E) 48 saat Img/ml
ginseng. (F) 48 saat 2 mg/ml ginseng.
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Tablo 4. 1. Annexin V & Olii hiicre testinde 24 ve 48 saat sonunda erken
apoptotik hiicre sonuglari.

Gruplar Erken Apoptotik Erken Apoptotik p*
Hiicre 24 Saat Hiicre 48 Saat

Kontrol 1,00£0.30° 12,401.60 0,004
1 mg/ml Ginseng Ekstresi 20,00+5.10° 19,50+2.80 0,743
2 mg/ml Ginseng Ekstresi

13,00+2,30° 17,40+4,20 0,362
p*

0,001 0,070

p#; Tekonlii varyan analizi, P*; Paired t testi, Coklu karsilastirma testine gore (Tukey) alfabetik
iist simgelerin ayn1 harfi icermesi gruplar arasinda farkin anlamli olmadigin ifade eder iken
farkli olan istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade eder. Veriler aritmetik ortalama ile birlikte
standart sapma olarak ifade edildi.

Kontrol grubunda erken apoptotik hiicre 24 ve 48 saat Olciimleri istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunurken (p<0,004), 1 mg/ml Ginseng ekstresi ve 2 mg/ml

ginseng ekstresi gruplarinda anlaml farklilik bulunmadi (p=0,050) (Tablo 4.1.) .

Kontrol, 1 mg/ml ginseng ekstresi ve 2 mg/ml ginseng ekstresi gruplarinin erken
apoptotik hiicre 24 saat Olciimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunurken (p=0,004), 48 saat Ol¢iimiinde anlamli fark bulunmadi (p=0,070). Coklu
karsilagtirma testine gore erken apoptotik hiicre 24 saat ol¢iimiinde kontrol grubu, 2
mg/ml ginseng ekstresi grubu, ve 1 mg/ml ginseng ekstresi gruplarindan anlamli olarak

diistik bulundu (p<0,050) (Tablo 4.1.).
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Tablo 4. 2. Annexin V & Olii hiicre testinde 24 ve 48 saat sonunda gec

apoptotik hiicre yiizdeleri.

i Gruplar

Kontrol
1 mg/ml Ginseng Ekstresi
2 mg/ml Ginseng Ekstresi

P#

Gec Apoptotik Gec Apoptotik Hiicre
Hiicre 24 Saat 48 Saat
0,0+0,0a 1,40+0,40
0,0+0,0a 3,30£1,30
1,0+0,5b 3,60+0,90
0,008 0,057

0,026
0,048

0,085

p#; Tekonlii varyan analizi, P*; Paired t testi, Coklu karsilastirma testine gore (Tukey) alfabetik

iist simgelerin ayni1 harfi icermesi gruplar arasinda farkin anlamli olmadigin ifade eder iken

farkli olan istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade eder. Veriler aritmetik ortalama ile birlikte

standart sapma olarak ifade edildi.

Kontrol ve 1 mg/ml Ginseng ekstresi grubunda ge¢ apoptotik hiicre 24 ve 48 saat

Olctimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunurken (p<0,004), 2 mg/ml

ginseng ekstresi gruplarinda anlamh farklilik bulunmadi (p>0,050) (Tablo 4.2.).

Kontrol, 1 mg/ml ginseng ekstresi, 2 mg/ml ginseng ekstresi gruplarinin geg

apoptotik hiicre 24 saat Olciimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunurken (p=0,008), 48 saat Ol¢iimiinde anlamli fark bulunmadi (p=0,057). Coklu
karsilagtirma testine gbre ge¢ apoptotik hiicre 24 saat dlciimiinde 2 mg/ml ginseng

ekstresi grubu, Kontrol ve 1 mg/ml ginseng ekstresi gruplarindan anlamli olarak yiiksek

bulundu (p<0,050) (Tablo 4.2.).
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Tablo 4. 3. Annexin V & Olii hiivre testinde 24 ve 48 saat sonunda toplam
apoptotik hiicre sonuglari.

Gruplar Toplam Apoptotik Toplam Apoptotik p*
Hiicre 24 Saat Hiicre 48 Saat

Kontrol 1,0£0,10a 13,8+2,8a 0,015
1 mg/ml Ginseng Ekstresi

20,0+5,0b 22,8+2,5b 0,548
2 mg/ml Ginseng Ekstresi

14,0+1,20b 21,0+1,8b 0,002
p 0,001 0,008

p#; Tekonlii varyan analizi, P*; Paired t testi, Coklu karsilastirma testine gore (Tukey) alfabetik
iist simgelerin ayni harfi icermesi gruplar arasinda farkin anlamli olmadiginmi ifade eder iken
farkli olan istatistiksel olarak anlamliligi ifade eder. Veriler aritmetik ortalama ile birlikte
standart sapma olarak ifade edildi.

Kontrol ve 2 mg/ml ginseng ekstresi grubunda toplam apoptotik hiicre 24 ve 48
saat Olctimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunurken (p<0,050), 1

mg/ml ginseng ekstresi grubunda anlamli farklilik bulunmadi (p=0,050) (Tablo4.3.).

Kontrol, 1 mg/ml ginseng ekstresi, 2 mg/ml ginseng ekstresi gruplariin toplam
apoptotik hiicre 24 ve 48 saat Olgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik
bulundu (p<0,050). Coklu karsilastirma testine gore toplam apoptotik hiicre 24 ve 48
saat ol¢timiinde Kontrol grubu, 2 mg/ml ginseng ekstresi grubu ve 1 mg/ml ginseng

ekstresi gruplarindan anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,050) (Tablo 4.3.).

Tablo 4. 4. Annexin V & Olii hiicre testinde 24 ve 48 saat sonunda canli hiicre

sonuglart.
Gruplar Canh Hiicre Canh Hiicre p*
24 Saat 48 Saat

Kontrol 99,0+0,10a 85,8+2,6 0,012
1 1 Gi Ekstresi

mg/ml Ginseng Ekstresi 80,04,0b 76.9+8,10 0.321
2 mg/ml Ginseng Ekstresi

86,0+2,8b 78,7494 0,195

p* <0,001 0,354

p": Tekonlii varyan analizi, P*; Paired t testi, Coklu karsilastirma testine gére (Tukey) alfabetik
iist simgelerin ayn1 harfi icermesi gruplar arasinda farkin anlamli olmadigin ifade eder iken
farkli olan istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade eder. Veriler aritmetik ortalama ile birlikte
standart sapma olarak ifade edildi.

Kontrol grubunda canli hiicre 24 ve 48 saat ol¢iimleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunurken (p<0,012), 2 mg/ml ginseng ekstresi ve 1 mg/ml ginseng

ekstresi gruplarinda anlamli farklilik bulunmadi (p>0,050) (Tablo4.4.).

Kontrol, 1 mg/ml ginseng ekstresi, 2 mg/ml ginseng ekstresi gruplariin canl
hiicre 24 saat Olclimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunurken

(p<0,001), 48 saat dl¢iimiinde anlaml fark bulunmadi (p=0,354). Coklu karsilastirma
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testine gore canli hiicre 24 saat Ol¢iimiinde Kontrol grubu 2 mg/ml ginseng ekstresi

grubu ve 1 mg/ml ginseng ekstresi gruplarindan anlamli olarak yiiksek bulundu
(p<0,050) (Tablo4.4).

4.2. Hiicre Dongiisii Bulgular:

Bu testle, MDA-MB-231 hiicrelerinin 24 ve 48 saat inkiibasyonu sonucu hiicre
dongiisii bulgulart Sekil 4.2, 4.3 ve Tablo 4.5, 4.6, 4.7 de gosterilmistir.
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Sekil 4. 2. Cell Cycle test sonuclari (A) 24 saat kontrol. (B) 24 saat 1 mg/ml doz.
(C) 24 saat 2 mg/ml doz.
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Sekil 4. 3. Cell Cycle test sonuclari (A) 48 saat kontrol. (B) 48 saat 1 mg/ml doz.
(C) 48 saat 2 mg/ml.

Tablo 4. 5. Hiicre dongiisii testinde 24 ve 48 saat sonunda G0O/G1 evresindeki
degisim sonuclari.

Gruplar G0/G1 24 Saat G0/G1 48 Saat
Kontrol 18,270,70a 76,7124 0.016
1 mg/ml Ginseng Ekstresi

42,0+6,0b 90,8+3,50 0,001
2 mg/ml Ginseng Ekstresi

58,8+1,40c 92,2+6,40 0,007
p* <0,001 0,113

p#; Tekonlii varyan analizi, P*; Paired t testi, Coklu karsilastirma testine gore (Tukey) alfabetik
iist simgelerin ayni1 harfi icermesi gruplar arasinda farkin anlamli olmadigin ifade eder iken

farkli olan istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade eder. Veriler aritmetik ortalama ile birlikte
standart sapma olarak ifade edildi.

Kontrol, 2 mg/ml ginseng ekstresi ve 1 mg/ml Ginseng ekstresi grubunda G0/G1

Olctimii 24 ve 48 saat Olglimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu
(p<0,050) (Tablo 4.5.).

Kontrol, 1 mg/ml ginseng ekstresi, 2 mg/ml ginseng ekstresi gruplarinin GO/G1
Olctimii 24 saat Olciimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunurken
(p<0,001), 48 saat ol¢iimiinde anlaml fark bulunmadi (p=0,113). Coklu karsilastirma

testine gore GO/G1 ol¢iimii 24 saat dl¢limiinde Kontrol grubu 2 mg/ml ginseng ekstresi
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grubu ve 1 mg/ml ginseng ekstresi gruplarindan anlamli olarak diisitk bulundu

(p<0,050) (Tablo 4.5.).

Tablo 4.6. Hiicre dongiisii testinde 24 ve 48 saat sonunda S evresindeki degisim

sonuglart.

Gruplar S 24 Saat S 48 Saat |
Kontrol 44,9+10,4 7,6+2,2a 0,036
1 mg/ml Ginseng Ekstresi

27,4+5,2 3,3+1,2b 0,023
2 mg/ml Ginseng Ekstresi

21,8+12,8 2,4+0,4b 0,113
p* 0,067 0,010

p": Tekonlii varyan analizi, P*; Paired t testi, Coklu karsilastirma testine gére (Tukey) alfabetik
iist simgelerin ayni1 harfi icermesi gruplar arasinda farkin anlamli olmadigin ifade eder iken
farkli olan istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade eder. Veriler aritmetik ortalama ile birlikte
standart sapma olarak ifade edildi.

Kontrol ve 1 mg/ml Ginseng ekstresi grubunda S Ol¢timiiniin 24 ve 48 saat
Olctimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunurken (p<0,050), 2 mg/ml

ginseng ekstresi ve gruplarinda anlamli farklilik bulunmadi (p>0,050) (Tablo 4.6.).

Kontrol, 1 mg/ml ginseng ekstresi, 2 mg/ml ginseng ekstresi gruplarmin S
Olclimiiniin 48 saat ol¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunurken
(p<0,010), 24 saat ol¢iimiinde anlamli fark bulunmadi (p=0,067). Coklu karsilastirma
testine gore S Olctimii 48 saat Olciimiinde kontrol grubu 2 mg/ml ginseng ekstresi grubu
ve 1 mg/ml ginseng ekstresi gruplarindan anlamlh olarak yiiksek bulundu (p<0,050)
(Tablo 4.6.).
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Tablo 4.7. Hiicre dongiisii testinde 24 ve 48 saat sonunda G2/M evresindeki
degisim oranlart.

Gruplar G2/M 24 Saat G2/M 48 Saat P*
Kontrol 22,20+15,6a 8,100,2a 0,003
1 mg/ml Ginseng Ekstresi

15,6+4,4ab 2,60+1,30b 0,018
2 mg/ml Ginseng Ekstresi

12,6+2,3b 2,5+0,40b 0,012
p* 0,019 <0,001

p#; Tekonlii varyan analizi, P*; Paired t testi, Coklu karsilastirma testine gore (Tukey) alfabetik
iist simgelerin ayn1 harfi icermesi gruplar arasinda farkin anlamli olmadigini ifade eder iken
farkli olan istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade eder. Veriler aritmetik ortalama ile birlikte
standart sapma olarak ifade edildi.

Kontrol, 1 mg/ml Ginseng ekstresi ve 2 mg/ml ginseng ekstresi grubunda G2/M
Olctimii 24 ve 48 saat Olglimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu

(p<0,050) (Tablo 4.7.).

Kontrol, 1 mg/ml ginseng ekstresi, 2 mg/ml ginseng ekstresi gruplarinin G2/M
Olciimii 24 ve 48 saat Olclimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu
(p<0,050). Coklu karsilastirma testine gére G2/M 0Ol¢iimii 24 saat dl¢iimiinde kontrol
grubu 2 mg/ml ginseng ekstresi grubundan anlamh olarak yiiksek bulundu (p<0,050).
Coklu kargilagtirma testine gore G2/M ol¢iimii 48 saatinde kontrol grubu 1 mg/ml
ginseng ekstresi ve 2 mg/ml ginseng ekstresi gruplarinin anlamli olarak yiiksek bulundu

(p<0,05) (Tablo 4.7.).



5. TARTISMA

Kanser, insanlik icin kiiresel bir tehdit haline gelmistir. Kanser verilerine gore 2012
yilinda 14,1 milyon civarinda yeni kanser vakasi ve 8,2 milyon civarinda kanserden
olum gerceklesmistir (Torre ve ark., 2015). Ayrica, bu rakamlar artan niifus ve cevre
kirliligi ile artmistir. Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
boliinmesi, cogalmasi ve birikmesidir. Kanser, coklu genler, hiicre i¢i ortam ve komsu
dokular arasindaki karmagik etkilesimlerden kaynaklanir. Temel tiimdrijenez teorisi,
slirecin, proto-onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor durdurucu genlerin baskilanmasi
yoluyla normal bir hiicre ile basladigin1 6ne siirer. Doniistimden sonra hiicre anormal bir
hiicre gibi davranir, yani kanser hiicresinin 6zelliklerini gostermeye baglar. Bu degismis
hiicreler, biiyiime sinyalleri ile kendi kendine kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalma yetisi
kazanir ve bilyiime karsiti sinyallere karsi duyarsizlasir (Aggarwal ve ark., 2009).
Amerikan ginsengi ve ginsenosid bilesenlerinin, etki mekanizmasi belirsiz kalmasina
ragmen, kanser Onleyici etkiler gosterdigi diisiiniilmektedir. Anti-kanser ajanlarinin ana
hedefi, kanser apoptozunu tetikleme yetenekleridir. Apoptoz ile iliskili cesitli
mekanizmalar aciklanmistir, ancak 6zellikle kanser hiicrelerinde daha fazla calismaya
ihtiya¢ vardir (Chiarugi, Magnelli ve Ruggiero, 1994). Kanserde 6nemli bir asama,
hiicrelerin GO'dan itibaren hiicre dongiisiine girme hareketidir (Nurse, Masui ve
Hartwell, 1998; Szallasi ve Liang, 1998). GE' nin, onko genlerin aktivitesini inhibe eden
Raf-1 kinaz inhibitor proteini  ekspresyonunu artirarak meme kanseri hiicre
proliferasyonunu  engelledigini  gostermektedir. Bu yeni mekanizmanin meme
kanserinin potansiyel tedavisinde etkilerinin olabilecegi diisiiniilmektedir (King ve
Murphy, 2005). Ginseng 0,5 mg/ml’ doz da uygulandiginda MCF-7 hiicre
proliferasyonunda doza bagimli énemli bir inhibisyon olusturdu. MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinin ginseng ile tedavisi, kontrole gore hiicre proliferasyonunu énemli dlgiide
azaltti, hiicre dongiisiit GO/G1 fazinda durduruldu (Corbit, Ebbs, King ve Murphy,
2006). Ginseng ve estradiol, apoptozu saglayan genlerin RNA ekspresyonunu esdeger
sekilde indiikledi. Ginseng, Ostradioliin aksine, hiicre proliferasyonunda 2,000 pg/ml
doza bagli bir azalmaya neden olmustur. Ginseng'in hiicre dongiisii iizerinde olumsuz

bir etkisi yoktu, Ostradiol ise proliferatif faz1 6nemli Ol¢iide arttird1 ve dinlenme fazini.
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Ginseng ve meme kanseri terapotik ajanlarinin eszamanli kullanimi, degerlendirilen
cogu ila¢ icin hiicre biiylimesinin dnemli dlciide baskilanmasiyla sonuglandi. Ginseng
ve meme kanseri terapotiklerinin kullanimi, kanser hiicresi bilylimesini sinerjistik olarak
inhibe etti (Duda ve ark., 1999). GE, meme kanseri hiicrelerinin canlilifini azaltti
ve MDA-MB-231 hiicrelerinde. GE tedavisi, 1 ve 2.5 mg/mL doz araliginda MCF-7
hiicrelerinin ilgili geni ekspresyonunu hafifleterek hiicre proliferasyonunu inhibe etti.
Meme kanseri kok hiicre benzeri 6zelliklerin tezahiiriiniin GE tarafindan bastirilmasina,
Akt aracili kendi kendini yenileme sinyalinin blokaji aracilik etti (Oh, Yoon, Jang, Kim
ve Surh, 2019). Bu veriler, ginseng'in, sikline bagmli kinaz inhibitorlerinin
transkripsiyonel yukan regiilasyonu yoluyla meme kanseri hiicre biiyiimesi iizerinde
inhibitor etkisi oldugunu gostermistir. Prostat hiicreleri, 48 saat boyunca 250 uM
ginsenosid varliginda inkiibasyondan sonra yapigma 6zelligini kaybetti. Prostat spesifik
antijen, androjen reseptorii ve Sa-rediiktaz dahil olmak iizere biyobelirte¢ genlerinin
ekspresyonu ve cogalan hiicre niikleer antijeninin ekspresyonu baskilandi. Ginsenoside,
klasik apoptotik morfolojiyi indiikledi ve floresan mikroskobu ile gosterildigi gibi,
prostat hiicrelerinde apoptozla iligkili genlerin, ekspresyonuna miidahale etti. Sonug
olarak prostat hiicrelerini G1 fazinda durdurdugunu ve ardindan kaspaz-3 aracih
apoptoz mekanizmas1 yoluyla hiicre biiylimesini inhibe ettigini 6ne siirdiik (Liu, Xu ve
Che, 2000). Ginseng ( Panax quinquefolius ) hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde 0,64
+ 0,02 mg/mL doza bagh olarak tek basina uygulandiginda (bagimsiz olarak) hiicre
canliligin1 azaltti (Popovich, Yeo ve Zhang, 2011). MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri iizerindeki ginseng ( Panax quinquefolius) ekstresinin 0,5 mg/ml doz
ile antiproliferatif aktivitelerine bakildi. Bugulanmis ekstre, antiproliferatif aktiviteyi
onemli Olciide arttirdi ve canli hiicre sayisim1 onemli Olgiide azaltti. Hiicre dongiisii
tahlili, bugulanmis ekstre G fazindaki kanser hiicrelerini tutukladiginmi gosterdi.
Bugulanmis Amerikan Ginsengi kokiiniin, antiproliferatif aktiviteyi onemli oOlgiide
arttirdign ve hiicre dongiisii profilini etkiledigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2008).
HCT116 insan kolon karsinomu hiicrelerindeki proliferasyon, 1,0 mg/ml doz ile GE
tarafindan inhibe edildi. GE ile tedavi edilen agresif tip hiicreler, hiicre dongiisiiniin
G0/G1 fazinda durduruldu ve p53 ve p21 proteinlerinin ekspresyonu artarken kanser
enzim seviyeleri azaldi. GE'nin anti-proliferatif ve proapoptotik etkilerinden
ginsenosidlerin neden oldugu goriinmektedir. Bu calisma, p21'in, GE ile tedavi edilen
HCT116 agresif tip hiicrelerini durdurma islevi goriirken, p21 eksikligi olan hiicreler,

ginseng bilesenine bagl bir sekilde hiicre 6liimiine maruz kalir (King ve Murphy,
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2010). Diger bir calisma da Panax ginseng koklerinin bilesenleri tarafindan insan renal
hiicreli karsinom hiicrelerinin G1'den S fazina geciste hiicre dongiisii ilerlemesini bloke
ederek inhibe edildigini gosterilmistir (Sohn ve ark., 1998). Losemi hiicrelerinde (K562)
yapilan bir ¢aligmada, K562 hiicrelerinin asagidaki deneylerinde 48 saat boyunca 400
mg/l ginseng polisakkariti uygulandi. GO/G1 fazinin 6nemli Olgiide arttigi, hiicre
dongiistiniin G2+M ve S fazlarmin 6nemli Olgiide azaldigi belirlendi Bu sonuglar,
ginseng polisakkaritinin K562 hiicre ¢ogalmasinm engelleyebilecegini ve GO/G1 fazinda
hiicre dongiisiinii  durdurabilecegi belirtilmistir (Xiong ve ark., 2017). Farkh
konsantrasyonlarda (0, 25, 50 ve 100 uM) Rg5 (ginseng etken maddesi), meme kanseri
hiicrelerinde hiicre dongiisii ile ilgili proteinlerin diizenlenmesi yoluyla GO0/G1
fazinda hiicre dongiisii durmasini indiikledigi bildirilmistir (Kim ve Kim, 2015). GE
tedavisi, 5 uM Rh2 varliginda konsantrasyona bagl bir sekilde her MCF-7 hiicrelerinin
canliligin1 6nemli Olciide inhibe etti ayrica bu hiicrelerinde GE ile hiicre dongiisii
durmasina, Gi1-S fazina 0zgli enzim aktivitelerinin inhibisyonuna neden oldugu

belirtilmistir (Choi, Kim ve Singh, 2009).

Calismadaki simirhiliklar: Literatiirdeki bir¢ok c¢alismada Ginseng (Panax
quinquefolius) ekstresi elde edilirken igerisindeki biyoaktif maddeler izole edilerek
kullanilmistir. Calismamizda Ginseng (Panax quinquefolius) ekstresnin elde
edilmesinde, icerisindeki biyoaktif maddeleri izole edemedigimizden Ginseng (Panax
quinquefolius)’in  kok olarak bir biitiin halinde ekstresi elde edilmistir. Bu sebepten
dolay1 calismamizda kullamilan doz literatiirdeki diger calismalarla sinirh
iligkilendirilmistir.

Literatiirdeki bu sonuglar, yapilmis olan c¢alismamizdaki MDA-MB-231
hiicrelerinin Ginseng (Panax quinquefolius) ekstresi ile inkiibasyonu sonucu apoptoza
gotiirmesi ve hiicre dongiisiinde G0/G1 fazinda durdurdugunu gosterdigimiz sonuglar
desteklemektedir. Ancak daha fazla calisma ile bu sonuglarin desteklenmesi

gerekmektedir.



6. SONUC VE ONERILER

Yapilan caligmamizda Ginseng (Panax quinquefolius) ekstresi 1 mg/ml ve 2
mg/ml dozlar ile ve 24, 48 saat olarak iki zaman iizerinde sonuglar alindi, meme kanseri
hiicrelerini 6ldiiren ve apopitoza gotiiren etkin dozun 24 ve 48 saat i¢in 1mg/ml oldugu,
ayrica GO/G1 fazinda durduran grubunda 48 saat i¢in, 1mg/ml olan grup oldugu
goriildii. Diger calismalar ile ortak noktalarinin olmasi, literatiirde heniiz tam olarak
netlige kavugsmamis Ginseng (Panax quinquefolius) bitkisinin meme kanseri hiicrelerini
erken apopitozo gotiirebilecegi ve toplam apopitozu artirabilecegi goriilmiistiir. Bununla
birlikte Ginseng (Panax quinquefolius) ekstresi meme kanseri hiicrelerini G0/G1
fazinda durduran, 48 saat, 1lmg/ml olan gruptur ayrica hem 24 hemde 48 saat
gruplarmda S ve G2/M fazlarinda yiikselis goOriillmemesinin nedeni hiicrelerin
dongiisiiniin beklendigi gibi S fazindan 6nceki GO/G1 de durmus olmasina neden
oldugunu disiindiirmektedir. Bu durum kanser hiicresinin proliferasyonunu
durdurabilecegini gostermektedir. Ancak calisilan Annexin V ve Hiicre Dongiisii
testlerinde net olarak etkinligin belirlenmesi icin daha fazla kanita ve calismaya ihtiyag
vardir. Bu c¢alismalarin sayis1 arttirillarak ve in vivo calismalarinda ilave olarak
yapilmasi ile Ginseng (Panax quinquefolius) bitkisinin gida takviyesi (supplament)
olarak kullanim ile ilgili literatiirde daha fazla veri olusturulabilir. Yaptigimiz mevcut

caligsma yeni yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutabilir.
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