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ONUR SOZU

Doktora tezi olarak sundugum ‘‘Kukurbitasin I ve Ecballium elaterium L.
Ekstraktimin Meme Kanser Hiicreleri Uzerine Inhibisyon Etkisinin Arastirillmas:’
baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yardima
bagvurmaksizin tarafimdan yazildigim1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin
icinde hem de kaynakcada yoOntemine uygun bi¢imde gosterilenlerden olustugunu

belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Kadir YILMAZ



OZET
Doktora Tezi

KUKURBITASIN I ve Ecballium elaterium L. EKSTRAKTININ MEME KANSER
HUCRELERI UZERINE INHIBiSYON ETKISININ ARASTIRILMASI

Kadir YILMAZ

Inonii Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

XV + 80
2016

Danisman: Prof.Dr.Ismet YILMAZ

Kanser gilinlimiiziin en 6nemli saglik sorunlari arasinda yer almaktadir. Kadinlarda
Ozellikle meme kanseri ciddi bir mortaliteye sahiptir. Kanser tedavilerinde ciddi gelismeler
olmakla beraber mortalitelerde diisiis olmamasi hastalar1 farkli alternatif tedavi yéntemlerini
kullanmaya yonlendirmektedir. Bunlarin basinda ise bitkisel tedaviler gelmektedir.

Calismamizda Kukurbitasin I, Ecballium elaterium L. (E.elaterium) bitkisinin meyve
suyu ve kloroform ekstraktinin meme kanseri hiicreleri {izerine inhibisyon etkisini in vitro olarak
arastirtlmasi amaglandi. Elde edilen E.elaterium bitkisinin meyve suyu ve kloroform ekstraktinin
Kukurbitasin T igerigi, HPLC cihaziyla tespit edildi. Meyve suyu, kloroform ekstrakti ve
Kukurbitasin I’nin meme kanser hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri, MTT, Wound Healing ve
Koloni Formasyon testleri ile arastirildi.

Yapilan MTT analizlerine gore; Kukurbitasin | ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde,
400 nM konsantrasyonunda 72. saatte %68,76; MDA-MB-231 hiicrelerinde ise ayni
konsantrasyonda %82,48’1ik inhibisyon etkisi goriildii. E.elaterium’un meyve suyu ile tedavi
edilen MCF-7 hiicrelerinde, 10 mg/mL’de 72. saatte %85,16; MDA-MB-231 hiicrelerinde ise
ayni konsantrasyonda %52,47°1ik inhibisyon etkisi goriildii. E.elaterium’un kloroform ekstrakti
ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde, 0,1 mg/mL’de 72. saatte %87,51; MDA-MB-231
hiicrelerinde ise ayn1 konsantrasyonda 72. saatte %64,95’lik inhibisyon etkisi gortildii.

Wound Healing testlerinden elde edilen sonuglarda ise; 36. saat sonunda kontrol
gruplarinda hiicre gocli devam ederken, Kukurbitasin I, E.elaterium’un meyve suyu ve
kloroform ekstrakti ile tedavi sonunda hiicre gogii yeteneginin belirgin bir sekilde azaldig
goriildii.

Koloni formasyon testinde de Kukurbitasin I, E.elaterium’un meyve suyu ve kloroform
ekstrakti ile tedavi sonucu her iki kanser hiicrelerinde belli bir dozdan sonra koloni olusturma
yeteneklerinin tamamen yok oldugu tespit edildi.

Deneysel c¢alismamizdaki sonuglarimiza gore; kanser hiicrelerinde E.elaterium’un
meyve suyu, kloroform ekstrakti ve Kukurbitasin I’'nin anti-proliferatif etki gostererek hiicre
cogalmasii inhibe ettigi gorilmiistiir. Kukurbitasinlerin etki mekanizmalarinin tam olarak
belirlenmesi, meme kanseri tedavisi igin yeni molekiiler hedeflerin tanimlanmasina olanak
saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kukurbitasin I, Meme Kanseri, Ecballium elaterium
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Supervisor: Prof.Dr.ismet YILMAZ

Cancer is among the major health problems nowadays. Breast cancer has a significant
mortality, especially in women. Although important progress has been made in cancer therapy, it
is not enough to decrease mortality rate. Thus, the patients search alternative therapy methods.
One of the most popular is herbal remedies.

Obijective of this study was to investigate the inhibitory effect of Cucurbitacin | and
Ecballium elaterium L. (fruit juice and chloroform extract) on breast cancer cells. Cucurbitacin |
content of E.elaterium fruit juice and chloroform extract was quantified using HPLC. The
cytotoxic effects of the fruit juice, chloroform extract and Cucurbitacin | on breast cancer cells
were determined by MTT, wound healing and colony formation assay.

According to MTT results, it is observed that a significant inhibitory effect in
Cucurbitacin | treated breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 with %68,76 and %
82,48 at 400 nM for 72 h, respectively. Inhibitory effect of the fruit juice of E. elaterium was
%85,16 for MCF-7 cells and %52,47 for MDA-MB-231 at 10 mg/mL for 72 h. In addition,
chloroform extract inhibited %87,51 of MCF-7 cells and %64,95 of MDA-MB-231 cells at 0,1
mg/mL for 72 h.

In the dose-time Wound Healing assay, it sees that while cell migration continued in
control group (untreated) at 36 h, there was significantly decrease in the cell migration in treated
cells with Cucurbitacin I, E. elaterium fruit juice and chloroform extract.

It was also found that treated cells with Cucurbitacin I, E. elaterium fruit juice and
chloroform extract are unable to form colonies after specific dose in Colony Formation assay.

Our data showed that Cucurbitacin I, E.elaterium fruit juice and chloroform extract have
anti-proliferative activity on the breast cancer cells. Clarifying the mechanisms of cucurbitacins
enable to identify new molecular targets for breast cancer therapy.

Key Words: Cucurbitacin I, Breast Cancer, Ecballium elaterium
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1.GIRIS

Kanser ¢agimizin en énemli sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir. Diinya
Saglik Orgiitiine gore 2012 yilinda 14,1 milyon insan kansere yakalanmis ve 8,2 milyon
kisi kansere bagli nedenlerden dolayr hayatin1 kaybetmistir. Kanser artis hizinin bu
sekilde devam etmesi durumunda, niifustaki yaglanmaya ve diinya niifusunun artigina
bagli olarak 2025 yilinda toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasi olacagi belirtilmistir
(globocan.iarc.fr, 2015).

Ulkemizde Saglik Bakanlig1 Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi 2011 yili Tiirkiye
Kanser Istatistiklerine gore kadinlarda en cok tespit edilen Kanser tiirii olarak meme
kanseri %35,47 oraniyla birinci sirada yer almaktadir (saglik.gov.tr., 2015). Meme
kanseri kadinlarda goriilen ikinci 6lim nedenidir. Her sekiz kadindan birinin yasami
sirasinda meme kanseri tanisi konacagi ve otuz kadindan birinin meme kanseri nedeniyle
hayatin1 kaybedecegi tahmin edilmektedir (Sayhan, 2013).

Uygarligin basindan beri diinyadaki biitin medeniyetler bitkileri ilag olarak
kullanmustir. Ornegin geleneksel Cin Tibbi, Amerikan yerlilerinin sifa yontemleri, Hint
Ayurveda sistemini de icine alan geleneksel tip sistemleri tedavi yontemlerinde
oncelikle bitkileri kullanmiglardir. Kanser tedavisinde bitkisel tedavi yontemleri
giiniimiizde de ¢ok onemlidir. Bir¢ok hasta, doktoruna danismadan hastalik tedavisine
ek olarak bitkisel iiriinleri kullanmaktadir (Kiligarslan, 2012).

Kabakgiller botanik siniflandirmada Dicotyledoneae sinifi, Cucurbitales takimi,
Cucurbitaceae familyasi igerisinde yer almaktadir (Bisognin vd., 2002). Cucurbitaceae
familyas: bitkileri, insanlar tarafindan besin ve lif elde etmede kullanilmistir. Geleneksel
tipta, Kukurbitasin iceren bitkiler ates diisiiriicii, agr1 kesici, iltithaplanmay1 onleyici,
mikrop Oldiiriicii ve tiimorlere karsi aktiviteleriyle bilinmektedir. Cucurbitaceae
familyasindan Ecballium elaterium L. (E.elaterium) tilkemizde yaygin olarak yetisen,
Mayis-Eyliil aras1 ¢igek agan, ¢ok senelik, monoik otsu bir bitkidir. Halk tibbinda
meyvelerden elde edilen Oziitii gesitli amaclarla, miishil ve idrar soktiiriicii olarak ve
siniizite kars1 kullanilmaktadir. Bitkinin i¢erdigi Kukurbitasinlerden dolay: antitiimoral
aktivite gosterdigi bildirilmistir (Dinan vd., 1997).

Kukurbitasinler,  19(10—>9p)-abeo—10a-lanost-5en  iskeleti  son  derece

oksijenlenmis C30 triterpenoitlerinin bir grubudur. Tiim Kukurbitasin tiirleri, bir 5(6)-
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cift baga sahiptirler. Tam olarak steroidal olmayip bir metil grubu, C-10’dan ziyade C-
9’da yerlesiktir (Sekil 2.6). A’dan T’ye olmak iizere 17 ana molekiil vardir. Bunlarin
arasindan B, D, E, I, F, O, P ve Q tiirleri giiclii kanser karsit1 aktivitelerinden dolay1
genis bir sekilde arastirilmistir (Dinan vd., 1997; Lee vd., 2010).

Calismamizda Kukurbitasin |, E.elaterium bitkisinin meyve suyu, kloroform
ekstraktinin meme kanseri hiicreleri (MCF-7, MDA-MB-231) {izerine inhibisyon etkisini
in vitro olarak arastirllmasi amaglandi. E.elaterium bitkisi, Agustos ay1 sonu ile Eyliil
ay1 baslarinda Adana’da toplandi. E.elaterium bitkisinin meyve suyu ve kloroform
ekstrakti elde edildi. Elde edilen meyve suyu ve kloroform ekstraktinin Kukurbitasin |
icerigi HPLC cihaziyla tespit edildi. Kukurbitasin I, E.elaterium bitkisinin meyve suyu
ve kloroform ekstraktinin, meme kanser hiicrelerini iizerine sitotoksik etkileri; MTT,

Wound Healing ve Koloni Formasyon testleri ile arastirildi.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Kanser Nedir?

Kanser diinyada baslica hastalik nedeni olmaya devam etmektedir. Diinyada en
¢ok teshis konulan kanserler arasinda basta akciger (%13,0), meme (%11,9) ve kolon
(%9,7) kanserinin oldugu belirtilmistir. Kanser artis hizinin bu sekilde devam etmesi
durumunda, niifustaki yaslanmaya ve diinya niifusunun artisina bagl olarak 2025 yilinda
19,3 milyon yeni kanser vakasmin gerceklesebilecegi bildirilmistir (globocan.iarc.fr,
2015).
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Sekil 2.1. Uluslararas1 Kanser Ajansi tarafindan yaymlanan Globocan 2012 verilerine
gore diinyadaki iilkelere gore kanser vakalarinin dagilimi (Diinya Standart
niifusu, 100000 kiside)

Kanser, viicut hiicrelerinin anormal sekilde viicut i¢ine yayilmasi ve kontrolsiiz
olarak ¢ogalmasiyla tariflenen bir hastaliktir (Dhannikula vd., 1999). Normal dokularda
hiicre cogalmasi ve 6liimii arasindaki denge siki bir sekilde kontrol edilir. Bu dengedeki
bir bozukluk kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina sebep olur (Croce, 2008). Bu tip hiicre
davranigiyla karakterize edilen kanser, genellikle hiicrelerin biiylimesini ve ¢ogalmasini
kisacas1t normal davraniglarini kontrol eden mekanizmalarin bozulmasina bagl olarak
gelisir (Lodish vd., 2004). Hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz gibi temel hiicresel
stirecleri diizenleyen baskilayict genler ve onkogenleri kodlayan bolgelerdeki
mutasyonlar kanser gelisiminde kacinilmazdir (Duursma ve Agami 2003; Scholzova
2007).
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Sekil 2.2. Kanser hiicresinin olusumu (saglik.zararlari.com., 2015)

Kanser hiicrelerinin bagka doku bilesenleri ile etkilesimini degistiren invazyon ve
metastaz agisindan 6nem tasiyan iki 0zelligi vardir. Birincisi, malign hiicrelerin hiicre
dis1 matris bilesenlerini pargalayarak kanser hiicresinin komsu dokunun igine girmesini
saglayan proteazlar1 salgilamasidir. Ikincisi ise, kanser hiicrelerinin anjiyogenezini
hizlandiran biiytime faktorlerini salgilamasidir (Cooper and Hausman, 2006).

Kanser olusumunu meydana getiren ajanlar; fiziksel, kimyasal, viral gibi ¢evresel
kaynakli veya ailesel kanser sendromlarini igeren kalitsal kaynakli olabilmektedir
(Wong ve Ng, 2007). Kanserin olusum siireci baslangig, yiikselme ve ilerleme olmak
tizere ii¢c asamadan meydana gelir. Baslangi¢ asamasi, hizli ve geri doniisiimii olmayan
bir siiregtir. Hasara ugrayan DNA’nin onarimi gergeklesmedigi takdirde klonal
yayilmayla hiicre ¢ogalmaya baslar ve yavru hiicrelere hasarli DNA aktarilir (Farber
1984; Oliveira vd., 2007). Baslangi¢ asamasinda, sadece simetrik hiicre boliinmesi
gerceklesir ve bu da farklilasmis yavru hiicrelerin aksine benzer tipte iki hiicre
olusumunu uyarir. Eger bu hiicreler ¢evredeki hiicreler tarafindan baskilanirsa tiimor
olusmaz. Diger yandan ¢evredeki hiicrelerin baskilayici etkisini ortadan kaldiran ajanlar
tetiklenirse, farklilagmayan baslangic hiicresi ¢ogalarak dokuda birikir. Bu asamaya
yiikselme evresi denir (Trosko vd., 1996). Baslangi¢ hiicresine diger genetik ve
epigenetik degisimlerin de eklenmesiyle, baslangi¢c hiicresi birikir ve diger dokulara
metastaz yapabilir. Bu agama ilerleme agamasi olarak kaydedilmistir (Pitot vd., 1981).

llerleme asamasinda hiicre proliferasyonu uyaridan bagimsizdir ve bu asamanin



karakteristik ozellikleri hizli gelisim, invazyon, metastaz, anjiyogenez, biyokimyasal,

metabolik ve morfolojik 6zelliklerde degisim olarak siralanabilir (Folkman, 2002).
Kanser hiicreleri viicudun her yerinden ¢ikabilir ve yayilabilirler. Kanser tipleri

karsinoma, sarkoma, lenfoma ve 16semi gibi adlarla karakterize edilir. Amerika da en sik

goriilen karsinoma tipi meme kanseridir (cancer.org, 2015).

2.2. Meme Kanseri

Kanser giderek artis gosteren global bir saglik sorunudur. Meme kanseri de
diinyada kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir (Ismail-Khan ve Bui, 2010). Amerikan
Kanser Dernegi’nin 2012 verilerine gore kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik

%33’unu olusturmaktadir (cancer.org, 2012).
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Sekil 2.3. Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar
(Diinya Standart niifusu, 100000 kiside)

Meme, kadinlarda siit {iretimi i¢in diizenlenmis, farklilasmis siit bezleri ve
kanallardan olusan tubulo-alveolar bir ter bezidir. Meme dokusunda bulunan bu siit
bezleri ve kanallar1 olusturan hiicrelerin kontrol disi ¢ogalmalar1 ve viicudun cesitli
yerlerine metastaz yaparak ¢ogalmaya devam etmelerine meme kanseri denir (Sayhan,
2013).
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Sekil 2.4. Meme kanseri goriintiisii (drozon.com, 2015)

Meme kanseri kadinlarda en sik ikinci 6liim nedenidir. Her sekiz kadindan
birinin yagami sirasinda meme kanseri tanis1 konacagi ve otuz kadindan birinin meme
kanseri nedeniyle hayatin1 kaybedecegi tahmin edilmektedir. Tarama programlarinin
artmasina, operasyon tekniklerinin geligmesine ve adjuvan (yardimci) tedavilere ragmen
meme kanseri, kadinlarda mortalite ve morbiditenin 6nemli nedenlerinden biri olmaya
devam etmektedir. Bu yiiksek risk nedeniyle, meme kanseri bir halk sagligi sorunu
olarak ele alinmaktadir (Sayhan, 2013).

Klinik ve kendi kendine meme muayenesi yapilmasi, mamografi ¢ektirilmesi ve
gerekli goriildiighi durumlarda deultrasonografi ile manyetik rezonans gibi ilave tarama
yontemlerinin kullanilmasi meme kanserinden kaynaklanan dlimlerin 6nlenebilmesini
ve hastaliga yakalananlarin erken evrede tanisinin konmasi ve tedavi imkanina

kavusabilmeleri i¢in olduk¢a dnemlidir (Somunoglu, 2009).

2.2.1. Meme kanseri nedenleri

Meme kanseri genetik ve ¢evresel faktorlerin ¢ok giiglii rol aldigi kompleks,
multifaktoriyel bir hastaliktir (Martin and Weber, 2000). BRCA-1 (breast cancer-1) ve
BRCA-2 (breast cancer-2) gibi tiimér baskilayici gen mutasyonlari, ailede meme ve
yumurtalik kanseri bulunmasi gibi genetik faktorler hastaligin ortaya ¢ikma riskini

arttirmaktadir. Bununla beraber risk faktorii olarak reprodiiktif faktorlerin ilk primer

6
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meme kanseri i¢in 6nemli oldugu belirlenmistir (Kelsey vd., 1993). Meme dokusunun
uzun donem Ostrojene maruz kalma siiresi, ge¢ menopozun ve ilk dogumunu 35
yasindan sonra yapmis olmanin da meme kanseri riskini arttirdigi bulunmustur
(MacMahon vd., 1982).

Yagdan zengin beslenme, diyetteki hayvansal yaglarin %10’dan fazla olmasi
meme kanseri riskini arttirmaktadir (Rohan vd., 1993). Ama diyetteki yagin %5’in
altinda olmas1 ozellikle yag icermeyen diyetle beslenme, tlimdriin biiylimesini dahi
inhibe edebilmektedir. Alkol kullanan kadinlarda da meme kanseri daha fazla goriildiigi
bildirilmistir. Meme kanseri olup tedavi olan kadinlarin, diger memesinde kanser
gelisme olasiliginin meme kanseri teshisi konulmamis kadinlara gore 3-4 kat daha fazla
oldugu ifade edilmektedir. Kadinlarin adet gérmeye erken yasta baslamalari, bununla
birlikte ilerleyen yaslarda menopoza girilmesi fertil ¢agin1 uzatmasiyla birlikte, daha
uzun siire Ostrojen hormonuna maruz kalma siiresini artirmasi, meme kanseri gelisme
riskini yilikselttigini isaret etmektedir (Atay, 2014). Riski azaltan faktorler olarak da
erken menopoz (Eisen vd., 2005), emzirme (Newcomb vd., 1994), fiziksel aktivite (Mc
Tiernan vd., 2000), selektif Ostrojen reseptér modiilatorii kullanimi (Biglia vd., 2004)
bildirilmistir.

Meme kanser tipleri kanser hiicrelerinin yerlesim yerine ve yaygimligina gore
isimlendirilmektedir. Genel olarak hiicreler siut kanallarinda lokalize ise duktal,
lobiillerde lokalize ise lobiiler, medullada ise mediller meme kanseri olarak adlandirilir.
Kanser hiicreleri, cevresindeki dokulara metastaz yaptiklarinda invazif, metastaz
yapmadiklarinda in situ olarak isimlendirilirler. Invazif duktal karsinom en fazla goriilen

meme kanseri tipi olup tim meme kanseri vakalarinin yaklasik %75’ini olusturdugu

bildirilmistir (Atay, 2014).

2.2.2. Meme kanserinde tedavi yontemleri

Giinlimiizde meme kanserinde ele alinan tedaviler, tiimoriin evresine, hastanin
yasina ve menopoz Oncesi ya da sonrast donemde olmasina gore, kanser hiicrelerinin
hormonlara bagli olup olmamasina ve hastanin tercihine gore degismektedir (Ogden,
2004). Tedavi secenekleri cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve hormonterapiden olusan

multidisipliner tedavilerdir.



2.2.2.1. Cerrahi tedavi

Meme kanserinde ilk kullanilan yontem cerrahi tedavi olmustur. Cerrahi
tedavinin en uygun oldugu timdr biyilikligli 5 cm ve altinda olan hasta gruplardir.
(Fisher vd., 2002; Veronesi vd., 2002). Cerrahi tedavinin kullanim amaglari; total kanser
hiicrelerini azaltmak, primer olarak timorii ¢ikartmak ve palyatif olarak hastalik
semptomlar1 azaltmaktir. Bununla birlikte yapilan biyopsiler sonucunda konulan taniya

da yardimci olmaktadir (Dedeoglu, 2014).

2.2.2.2. Radyoterapi

Radyoterapinin temeli iyonize radyasyon ile tlimor hiicrelerini yok etmek veya
azaltmaktir. Kanser tedavisindeki ilk kullanimi 1899 yilina dayanmakta ve X ve y
isinlarinin ~ kullanilmasiyla uygulanmaktadir. Radyoterapi, DNA lezyonlarina ve
hiicrenin molekiillerine etki edip hiicreleri 6liime gotiirmektedir (Baba and Catoi, 2007).
Ayrica radyoterapi tedavisi, koltuk alti lenf nodlarinin ileri sathada oldugu durumlarda
da uygulanabilmektedir. Radyoterapi meme kanserinde lokal kontrolii arttirdigi gibi

genel sagkalimi da uzatmaktadir (Vatansev, 2014).

2.2.2.3. Hormonal tedavi

Meme kanserinde baslangic evresinde Ostrojen hormonunun aktivitesi
baskilanarak hormonal tedavi yapilir (Sledge, 1996). Hormonal reseptdr pozitifligi
saptanan hastalarda yaklagik %60 cevap elde edilebilen hormonal tedavi yontemi,
palyatif ve adjuvan tedavi olarak kullanilmaktadir. Endokrin yanitli postmenapozal
hastalarda aromataz inhibitorii kullanimi, premenapozal hastalarda ise GnRH ve
tamoksifen analoglari kullanimi gilinlimiizde Onerilen tedavi yaklasimlandir (Gegici,

2013).

2.2.2.4. Kemoterapi

Kimyasal ilaglarin uygulanmast yolu ile kanserin sistematik tedavisidir.
Kemoterapik ajanlar g¢esitli sekillerde uygulanabilir. Oral veya intravendz kullanilan

tipleri en yaygin olamidir (Akdemir ve Birol, 2003). Kemoterapi i¢in metotreksat,



siklofosfamid, 5 florourasil en sik kullanilan kemoterapik ajanlardir. Meme kanserinde
farkli evrelerde uygulanan kemoterapinin, adjuvan olarak kullanildiginda tekrar etme
riskini %25, olim riskini %15 azalttigi, sagkalimi da anlamli olarak artirdigi
bildirilmektedir (Gegici, 2013).

2.2.3. Meme kanser tedavilerinin yan etkileri

Kanser tedavisinde kemoterapi istenen etkilerinin yaninda, istenmeyen ¢ok fazla
toksik etkiye sahiptir. Kemoterapi ilaglarmin amaci ve yetenegi hizli biiyliyen ve
cogalan hiicreleri yok etmektir. Kanser hiicreleri bu 6zelliklere sahip oldugu i¢in, hasta
kemoterapiden fayda goriir. Ancak insan viicudundaki saglikli hiicreler de kanser
hiicreleri gibi ilaglardan etkilenerek, zarar goriirler. Kemoterapinin en sik goriilen yan
etkileri mide bulantisi, halsizlik ve sa¢ dokiilmesidir. Diger yan etkiler ise kanamalar,
sinir sisteminde ndropati, enfeksiyon, mukozit, uykusuzluk, tat degisikligi, kansizlik ve
agridir (Tankisi, 2007).

Radyoterapide tedavi sirasinda gecici yan etkiler olusabilmektedir. Uzun
donemde ise, kalict bazi yan etkiler goriilebilmektedir. Radyoterapinin yan etkileri
uygulanan bdlgeye ve doza gore degisiklikler gosterebilir. Sa¢ dokiilmesi, 16kopent,
fibrozis ve radyasyon pnémonisi olusan yan etkilerdir. Radyoterapi uygulanan bolgede,
ciltte hassaslasma, kuruma, cildin renginde koyulasma ve kizarma olabilir (Tankisi,
2007).

Cerrahi tedavide, cerrahi alanda agri, gecici siskinlik, hassasiyet, kanama,
hematom ve enfeksiyon gibi ¢esitli yan etkiler olusabilir. Hormon tedavisinde de, uterus
kanseri riskinde arti, kan pihtilasmasi, kalp krizi ve kas agrisi gibi ciddi yan etkilerin

gelisimine neden olabilir (cancer.org, 2012).

2.2.4. Kanserde tamamlayici ve alternatif tedavi (TAT) yontemleri

Tamamlayici tedavi; standart tedaviye destek olarak, semptom kontroliinii
saglamada ve hastanin bakimini giiclendirmede kullanilan yaklasimlar iken, alternatif
tedavi ise standart tedavinin yerine kullanilan bir yontemdir (Can, 2012).

Kanser hastalar1 ilaglarin yan etkilerini azaltma, immiin sistemi giiclendirme,

umutsuzluk psikolojisinden kurtulma, cevre baskist ve internet etkisi nedeniyle



tamamlayict ve alternatif (TAT) yontemlerini kullanmaktadir. TAT kullanimi son
yillarda hem gelismekte olan hem de endiistrilesmis tilkelerde giderek artmistir. Yapilan
arastirmalar kanser hastalarinin 6nemli bir kisminin TAT y6ntemlerine bagvurdugunu
ortaya ¢ikarmistir (Bilge, 2010).

TAT yontemlerine artan ilgi nedeniyle 1998 yilinda Amerika’da Ulusal Saglik
Enstitiisiine (NIH) bagli ulusal tamamlayici ve alternatif tip merkezi (NCCAM)
kurulmustur. Bu merkezin amact TAT uygulamalar1 hakkinda bilimsel arastirmalar
yapmak, bunlarin etkinligini ve gilivenilirligini inceleyip halki bilgilendirmek ve
kanitlanmis tedavilerin modern tibba entegrasyonunu saglamaktir (Bilge, 2010).

Tamamlayic1 ve alternatif tip uygulamalari ¢ok sayida alt gruba ayrilarak
incelenebilir. NCCAM’in TAT siniflamasi asagida gosterilmistir.

1. Biyolojik temelli tedaviler

2. Zihin-beden etkilesimine dayanan uygulamalar

3. Enerji tedavileri

4. El becerileri ve beden ile ilgili yontemler

5. Tibbi uygulamalar (Ayurvedik tip, Cin tibbi, homeopati ve dogal tip gibi)
(nccam.nih.gov/health/whatiscam., 2015; Giiltekin, 2012).

Bu tedavi yontemlerinin en yaygin olan ve en hizli gelisen boliimiinii, bitkisel
kokenli iiriinler olusturmaktadir (Robinson and Zhang, 2011). Ulkemizde ve birgok
iilkede antioksidan, antitimér, antikanser, antiinflamatuvar v.b. etkileri nedeniyle
dikkatleri iizerine ¢eken Cucurbitaceae familyasina ait Ecballium elaterium L. A. Rich.
(E.elaterium) bitkisi tibbi agidan biiyiik bir 6neme sahiptir (Yesilada vd., 1989; Sayed
vd., 2012; Bohlooli vd., 2012; Imen vd., 2015).

2.3. Ecballium elaterium L. A. Rich.

Ecballium elaterium L. A. Rich. (E.elaterium) Cucurbitaceae (kabakgiller)
familyasina aittir. Kabakgiller botanik smiflandirmada Dicotyledoneae simifi,
Cucurbitales takimi, Cucurbitaceae familyasi igerisinde bulunmaktadir. Bu familya
icerisinde yer alan tiirler Cucurbitler olarak ifade edilmektedir. Cucurbitaceae
familyasinda yapilan taksonomik siniflandirmada 119 cins ve 825 tiir bulunmakla
birlikte Fevileae, Melothrieae, Cucurbitaceae, Sicyoideae ve Cyclanthereae olmak iizere

5 alt familyaya ayrilmaktadir (Bisognin vd., 2002).
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Sekil 2.5. E.elaterium’un meyve ve ¢igek goriintiisii

E.elaterium; ¢ok yillik otsu bir bitki olup, gévde ve yapraklar sert tiiylerle ortiilii
ve cicekleri agik sar1 renklidir. Yapraklar iicgen kalp seklinde ve kenarlarn dislidir.
Kokleri 30-40 cm olup, govdesi ise 1-2 m’ye kadar uzanir. Meyveler; oval, sapli ve
olgunlukta asagi sarkik duruslu ve igerisinde siimiiksii bir sivi vardir. Tohumlari ise
siyaha calan koyu kahve renklidir. Meyve olgunlastik¢a iginde biiyiik bir basing toplanir
ve sonra patlayarak tohumlarini 4-6 m uzaga firlatir. Tohumlarmi siddetli firlatmasi
nedeniyle, bu bitkiye, halk arasinda cirtatan, cirtlatan, cirtlagan, ciritatan ayrica esek

hiyart, aci diilek, act kavun gibi ¢esitli isimler verilmistir (Baytop, 1984).

2.3.1. Echallium elaterium L. bilesimi

E.elaterium’un en etkin bileseni, triterpenik bir grup olan kukurbitasinlerdir.
Kukurbitasinlerden baska bileseninde steroller, fenolik bilesikler, amino asitler ve yag
asitleri bulunmaktadir.

E.elaterium’dan ilk izole edilen Kukurbitasin 1831 de Morris ve Hennel’in izole
ettigi a-Elaterin (Kukurbitasin E) dir. 1909°da Power ve Moor, bitkiden yeni bir
Kukurbitasin izole etmisler ve buna B-Elaterin (Kukurbitasin B) adin1 vermislerdir.
Giiniimiize dek bitkiden Kukurbitasin D, I, R, L, H, G diye isimlendirilen bir dizi
Kukurbitasin ve bunlarin tiirevleri elde edilmistir. Kukurbitasinlerin genel formiilii Sekil

2.6’da gosterilmistir (Atasii ve Cihangir, 1985).
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Sekil 2.6. Kukurbitasinlerin genel formiilii

Bitkide ana sterolin elasterol oldugu onceki ¢alismalarda goriilmektedir. Bunun
yaninda stigmasteroliin ve siglodkalenolunda bulundugu bildirilmistir (Sekil 2.7).

Steroller, bitkide kokte sentezlenip, yaprakta depolanmaktadir. Bitkide sterol igerigi
olgun yaprakta geng yapraga gore daha fazladir (Memisoglu, 2005).

Elasterol

Stigmasterol

Sekil 2.7. E.elaterium’dan izole edilen stereoller

E.elaterium’da kafeik asit, hidrokinon, asetovanillion (Sekil 2.8) gibi fenolik
bilesikler eser miktarda bulunmaktadir (Memisoglu, 2005).
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Sekil 2.8. E.elaterium’dan izole edilen fenolik bilesikler

Bitkinin tohumlarinda m-karboksifenilalanin ve B-pirazolilalanin ve koklerinde
allantoin az miktarlarda bulundugu tespit edilmistir. Bu aminoasitlerin diginda bitkide
aspartik asit, glutamik asit, serin, glisin, alanin, lizin, arjinin, trozin gibi cesitli
aminoasitlerin de varligi saptanmistir. Yapilan ¢aligmalarda E.elaterium’un kok, yaprak
ve meyvesinde miristik, laurik, palmitik, linoleik ve linolenik yag asitlerinin bulundugu

da tespit edilmistir (Memisoglu, 2005).

2.3.2. Ecballium elaterium L. A. Rich biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri

E.elaterium’un meyve ve kokleri, eski yiizyillardan beri taninan ve yaygin
kullanimi1 olan bir drog olarak bilinir. Bitkinin idrar artirict ve mishil etkisi
bulunmaktadir. Koklerinden elde edilen lapa ve merhemler, haricen tiimoérlere, egzama
gibi kronik cilt yariklarina ve romatizma agrilarina kars1 kullanilmaktadir. Meyvelerinin
sikilmasi ile hazirlanan usarenin, buruna g¢ekilmesiyle, siniizite kars1 kullanimi yaygindir
(Baytop, 1984; Ekici vd., 1998). Kukurbitasin i¢eren bazi bitki tiirleri, gelencksel tipta

farkli patolojilerde antiinflamatuar olarak kullanilmaktadir. Yesilada ve arkadaslari,
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E.elaterium meyve suyunun antiinflamatuar etki gosterdigini belirtmiglerdir (Yesilada
vd., 1989).

Sayed ve arkadaslari, E.elaterium’un etanolik ekstraktindan elde ettikleri etil
asetat fraksiyonunu, insan hepotokarsinoma hiicrelerine (HepG2) karsi sitotoksik etkisini
MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) testi ile 6lgmiislerdir.
ICs0 degerini 19,12 pg/mL olarak belirlenmis ve bu hiicrelerin ¢ogalmalarini yiiksek
oranda inhibe ettiklerini gostermislerdir (Sayed vd., 2012).

Bohlooli ve arkadaslari, gastrik adenokarsinoma (AGS) ve yemek borusu
(KYSE30) kanser hiicrelerini, E.elaterium meyvelerinin sogukta dondurulmus
ekstraklari ile 24, 48 ve 72 saat siireyle tedavi etmiglerdir. Bu ¢aligmanin sonucunda,
E.elaterium ekstraklarmin apoptosiz yoluyla sitotoksik etki gosterdigini belirtmislerdir
(Bohlooli vd., 2012).

Imen ve arkadaslari, Tunusta yetisen, E.elaterium meyvelerinin ¢ekirdek yagini
soxhlette hegzanla 80 °C’de ekstrakte etmislerdir. Elde edilen yagi kullanarak insan
kolon kanser hiicreleri (HT29) (ICsp 4,86 pg/mL) ve adenosarkoma (HT1080) (ICsg 4,16
ug/mL) hiicreleri tizerine antiproliferatif etkisinin oldugunu belirtmislerdir (Imen vd.,
2015).

Bitkinin antitiimor aktivite yoniinden incelenmesi bitkiye 6nem kazandirmis ve
bitkinin gliglii bir antitimor ajan oldugu saptanmistir. Bu antitimér etkinin, bitkinin
iceriginde bulunan kukurbitasinlerden kaynaklandig: literatiirde genis Olglide yer
almaktadir (Lee vd., 2010; Clericuzio vd., 2004; Liu vd., 2008; Wakimoto vd., 2008).

2.3.3. Kukurbitasinler

Kukurbitasinler bir 19(10—>9p)-abeo—10a-lanost-5en iskeleti son derece
oksijenlenmis C30 triterpenoitlerin bir grubudur. Tiim kukurbitasin tiirleri, bir 5(6)-¢ift
baga da sahiptirler. Tam olarak steroidal olmayip, bir metil grubu, C-10’dan ziyade C-
9’da yerlesiktir. A’dan T’ye olmak tizere 17 ana molekiil vardir ve bunlardan elde edilen
yiizlerce tiirevler bulunmaktadir. Bunlarin arasindan B, D, E, I, F, O, P ve Q tiirevleri
gliclii kanser karsiti aktivitelerinden dolay1 genis bir sekilde arastirilmistir (Dinan vd.,
1997).
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Kukurbitasinleri kapsayan bazi tiirler gesitli patolojilerde antiinflamatuar olarak
geleneksel tipta kullanilmigtir. Hem kukurbitasin igeren ekstraktlar hem de izole edilmis
bilesiklerin kendileri analjezik etkili maddeler olarak rapor edilmistir. Kukurbitasin
arastirmasindaki en 6nemli Onceliklerden biri bu bilesiklerin sitotoksik ve antikanser
etkilerinin bulunmasi olmustur (Almeida, 1992).

Zhang ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, Kukurbitasin B’nin hiicre dongiisii
inhibisyonu ve siklin B1 downregiilasyonu ile akciger kanseri hiicrelerini inhibe ettigi ve
kemoterapi ile tedavisinde faydali bir ajan olarak kullanilabilecegini Onermislerdir
(Zhang vd., 2014). Gao ve arkadaslar1 ise Kukurbitasin B tizerine yaptiklari ¢aligmada,
molekiiliin prostat kanseri i¢in olast bir kimyasal koruyucu etkiye sahip oldugunu
gostermiglerdir (Gao vd., 2014). Ma ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ise,
Kukurbitasin B molekiiliiniin hipoksi ile uyarilan HIF-1 aktivasyonuna kars1 giiglii bir
inhibitor aktivitesine sahip oldugunu ve kanser mekanizmasinda etkili olabilecegini
rapor etmiglerdir (Ma vd., 2014).

Kim ve arkadaslari, Trichosanthes kirilowii bitkisinden izole ettikleri
Kukurbitasin D molekiiliinin meme kanseri hiicrelerindeki etkisini arastirmislardir.
Sonug olarak bu molekiiliiniin STAT3 aktivitesini azaltarak hiicre profilasyonunu inhibe
ettigini bildirmislerdir (Kim vd., 2013).

Kong ve arkadaslar1 ise, Kukurbitasin E’nin meme kanseri lizerine etkisini
inceledikleri ¢aligma sonucunda Kukurbitasin E, apoptoz ve hiicre dongiisiiniin G2/M
fazindaki bloklamay1 kapsayarak ticlii negatif meme kanseri biiylimesini énemli dlciide
inhibe ettigini vurgulamiglardir. Boylece Kukurbitasin E, yeni TNBC (Triple negatif
meme kanseri) teropotikleri gelistirilmesi i¢in uygulanabilir bir birlesim olarak
goriilmistir (Kong vd., 2014). Ayrica Feng ve arkadaslart yaptiklari c¢alismada,
Kukurbitasin E molekiiliiniin A549, Hep3B ve SW480 kanser hiicrelerinde hiicre
dongiisii regiilatorlerinin ekspresyonunu inhibe ettigini bildirmislerdir (Feng vd., 2014).

Kukurbitasinlerin kanser hiicrelerinin gogalmalar1 ve yasamalar1 i¢in oldukga
onemli oldugu bilinen JAK-STAT ve MAPKinaz yolagmi inhibe ettiklerini
belirtilmistir. (Alghasham, 2013). Sitokin doniistiiriicli sinyallerin en iyi bilinen sekli bir
enzim olan janus kinazlar (JAK) ve sinyal doniistiirlicii ve transkripsiyon aktivatori

(STAT) olarak adlandirilan transkripsiyon faktorleridir. JAK aktivasyonunu takiben
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STAT fosforilasyonu ve aktivasyonu sonucu, STAT’lar reseptorden ayrilip niikleusa gog
ederek hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder. JAK ailesi, JAK-STAT yolag ile,
sitokin aracili sinyallerin doniisiimiinii saglayan bir grup tirozin kKinaza verilen isimdir.
Bu yolaktaki transkripsiyon faktorleri ise STAT lar olarak bilinir. STAT aktivasyonu
karsinogenez ile iliskilidir. Ornegin STAT1, STAT3 ve STATS ekspresyonu kanserin
neredeyse her tipinde belirlenmistir. JAK-STAT sinyal ileti yolagi, sitokinlere ve
bliylime faktorlerine hiicresel yanitin diizenlenmesinde gorev alarak, gen ifadelenmesini
diizenler. Programlanmis hiicre oliimii (apoptozis), genetik olarak diizenlenen ve
embriyonik gelisimde, normal hiicre homeostazinin saglanmasinda ve kendiliginden ya
da ilagla uyarilmig tiimor hiicrelerinin 6liimiinden sorumlu bir mekanizmadir. STAT3
transkripsiyon faktorleri, apoptozisin diizenlenmesinde etkin rol oynayan Bcl-2, Bcl-xL,
Mcl-1 gibi antiapoptotik ve cyclin D1, c-Myc ve p21 gibi proliferasyonunda gorevli
genlerin ifadelenmesini uyarir. Kukurbitasin | (Elaterisin B), JAK2/STAT3 sinyal
yolaginin segici kuvvetli bir inhibitoridiir. Kukurbitasin I’in akciger kanseri, gogiis
kanseri, anaplastik lenfoma gibi bazi insan kanser hiicre hatlarinda, JAK2 ve STAT3
fosforilasyonunu baskilayarik apoptozisi uyardig: ve hiicre proliferasyonunu baskiladigi

gozlemlenmistir (Blaskovich vd., 2003; Schindler vd., 1995, Eyol vd., 2014).

2.3.3.1. Kukurhbitasin |

Kukurbitasin 1, birkag¢ bitki tiirlinden izole edilmis, toksik, dogal olarak olusan
bir tetrasiklik triterpenoid bilesiktir (Chen, 2005). Kukurbitasin I, DMSO ve etanol gibi
organik ¢oziiciilerde yaklasik olarak sirasiyla 5 ve 10 mg/mL ¢oziiniirlige sahiptir. Sulu
cozeltilerde eser miktarda ¢oziinilir (www.tocris.com, 2015). Kukurbitasin I’ya Elaterisin
B, Cucurbitacine (I), 1,2-Dehidroelaterisin A, JSI 124 diye de adlandirilmaktadir.
Kukurbitasin I’'nin molekiil agirlig1 514,65028 g/mol ve molekiil formiilii C3oH4,07 dir.
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Kukurbitasin 1, JAK/STAT-3 yolagini inhibe ederek hem in vitro hem de in vivo
anti-proliferatif ve anti-tiimér aktivite gortermektedir (Ishdorj vd., 2011). Ornegin
farelerde STAT-3’lin ekspresyonunu azaltarak, tiimor iliskili B hiicrelerini baskilayip
meme kanseri gelisimini inhibe ettigi (Ren vd., 2014); fare 3T3-L1 and C3H10T1/2
adiposit hiicrelerinde adiposit farklilasmasini inhibe ettigi (Cho-Rong vd., 2014);
bortezomib ile kombine tedavide STAT3 ekspresyonunu azaltip, 1s1-sok proteini (HSP-
90) ekspresyonunu artirarak dentritik hiicrelerin fonksiyonunu diizelttigi (Jung vd.,
2014); kiiciik hiicreleri olmayan akciger kanserinde (NSCLC), yine STAT3’{in
ekspresyonunu baskilayarak kemoradyoterapi cevabini arttirdigit (Hsu vd., 2011);
glioblastomalr hastalarin hiicrelerinde da apoptozu ve otofajiyi aktive ettigi (Guang vd.,
2014), B 16semi hiicre hatlarinda (BJAB, 1-83 ve NALM-6) hiicreleri apoptoza duyarl
hale getirdigi (Ishdorj vd., 2010), ATC-CD133" hiicrelerinin Kukurbitasin I ile tedavisi
sonrasinda radyasyon ve kemoterapatik ilaglara karsi duyarliliginin arttig bildirilmistir
(Tseng vd., 2012).

Jayaprakasam ve arkadaslart yaptiklar1 ¢alismalarinda, Cucurbitacea
andreana’dan izole ettikleri Kukurbitasin B, D, E ve I’nin antikanser ve antiinflamatuar
ozelliklerini incelemislerdir. Kukurbitasin I’'nin kolon (HCT-116) ve meme kanseri
(MCF-7) hiicrelerinde sirasiyla 0,4 uM’da %65 ve %12 inhibitor etki gosterirken,

akciger kanser hiicresinde (NCI-H460) 0,1 uM’da %2 ve sinir sistemi kanser hiicresinde

17



(SF-268) 0,05 uM’da %4 inhibitor etki gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica
Kukurbitasin 1, 100 pg/mL’de COX-2 enzimini %27 oraninda etki ederken, COX-1
enzimine herhangi bir inhibitor etki yapmadigini belirtilmistir (Jayaprakasam vd., 2003).

Knecht ve arkadaslar1 fare melanoma hiicresinde (B16-F1) yaptiklar1 ¢alismada,
Kukurbitasin - I'nin  cofilin ve gelsolin proteinlerinin  kimyasal yapilarinda
modifikasyonlara sebep olarak aktin filamentlerin depolimerizasyonunun baslamasini
geciktirdigini bildirmislerdir (Knecht vd., 2010).

Kim ve Kim yaptiklari1 ¢alismada, Kukurbitasin I’nin, insan umbilikal venindeki
endotelyal hiicresinde (HUVEC), antianjiyogenik aktivitesini 6lgmiis ve Kukurbitasin
I’'nin HUVEC’de; endotelyal hiicre fonksiyonunda ve anjiyogeneziste Onemli rol
oynayan VEGF-2 (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii 2) ve FGVR-1’i (fibroblast
biiylime faktorii 1) inhibe ettigini bildirmislerdir (Kim and Kim, 2015).

Jin ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada, Kukurbitasin I’nin SW480 kolon kanser
hiicresinde, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve hiicre siklusu proteinlerinden siklin-
B1, siklin-A, CDK1 and CDC25C proteinlerinin ekspresyonunu azaltarak hiicre
siklusunu G2/M fazinda tutukladigini bildirmiglerdir. Ayrica in vivo olarakta BALB-C
farelerde CT-26 kolon karsinoma hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigini bulmuslardir

(Jin vd., 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tablo 3.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Kimyasallar

Uretici

RPMI 1640 Besiyeri

FBS (Fetal Bovin Serum)

L- Glutamin
Penicillin/Streptomycin
PBS(Fosfat tamponlu salin)
DMSO (Dimetilsulfoksit)
Izopropanol

Etanol

Metanol

Kloroform

Asetonitril

MTT (3-(4,5-Dimetil -2 thiazolil)
- 2,5 -difenil- 2H-tetrazolyum bromid)
HCI

Asetik Asit

Sodyum Hidroksil

Kukurbitasin |

Kristal viyole

EDTA

Lonza, Isvicre
Biowest, Fransa
Lonza, Isvicre
Invitrogen, Almanya
Sigma, Almanya
Carl Roth, Almanya
Fluka, Isvicre
Honeywell, Almanya
Riedel-de-Haén, Almanya
Carlo Erba, Italya
Sigma, Almanya

Serva, Almanya

Fluka, Isvicre
J.T.Baker, Almanya
Pharmazia, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar ve Uretici Firmalar:

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar ve {iretici firmalari

Cihazlar Uretici

Isik mikroskobu Olympus DP72, Japonya

UV Kabin Muttenz, Isvicre

Inkiibator Heracell 150i, ABD
Liyofilizator Christ Alpha, Ingiltere
Mikroskop Leica, Almanya

Laminar BioGARD Hood Sanford, ABD

Derin Dondurucu

Buz Dolabi

Santrifiij

Otoklav

Su Banyosu

Filtreli Enjektor Ucu 22G
Neubauer Hiicre Sayim Lami

Pipet Ucu

Petri

Hiicre Kiiltiir Sisesi (25cm?-75cm?)
Santrifiij Tiipleri (0,5mL-50 mL)

5 um UniverSil C18 i.d. analitik kolon
LC1220 (HPLC),

96, 24 ,6’lik WellPlatte
Mikroplate Reader

Hassas terazi

Spin vorteks

0,45 um filtre

Hemositometre

Heraeus, Almanya
Liebherr, Almanya
Hettich Zentrifugen, Almanya
Euroklav, Almanya
Julabo, Almanya
B.Braun, Almanya
Superior, Almanya
Greiner, Almanya
Greiner, Almanya
TPP, Isvicre

Greiner, Almanya
Diiren, Almanya
Deka, Japonya
Greiner, Almanya
Biotek, ABD
APX-200, ABD
Heidolph, Almanya
Whatman, ABD
Marienfeld, Almanya
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3.3. Kullamlan Hiicreler ve Ozellikleri

3.3.1. MCF-7 hiicre hatt1 ve ozellikleri

MCEF-7, 1970’de meme kanseri olan 69 yasinda Kafkas bir kadindan elde edilmis
ve Michigan Cancer Foundation-7 kisaltmasi olan (MCF-7) olarak isimlendirilmistir.
MCF-7 hiicre hatt1 insan meme dokusundan ve metastatik bolgelerden elde edilir. Hiicre
cesidi olarak sadece epitel hiicreleri igerir (Anait ve Craig; 1997). Bu hiicre hatti
transfeksiyon i¢in uyumludur. Sivi azotta veya -80 °C’de dondurulmus olarak saklanir.
Hiicre Kkiiltiiri sartlar1 %5 CO, ve 37 °C olarak belirlenmistir. Hiicre Kkiiltiiri
calismalarimizda kullandigimiz MCF-7 hiicre hatti Alman Kanser Arastirma Merkezi
Toksikoloji ve Kemoterapi Bolimiinden Prof.Dr. Martin Berger tarafindan hediye

edildi. MCF-7 hiticrelerinin goriintiisii Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. MCF-7 hiicrelerinin goriintiisii (4x biiyiitme)
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MCF-7 hiicre hattinin 6zellikleri temel olarak Tablo 3.3’te gosterilmistir.
Tablo 3.3. MCF-7 hiicre hattinin 6zellikleri

Kaynak Insan

Doku Meme
Morfoloji Epitel hiicre
Yapisma 6zelligi Evet
Antibiyotik Yok
Biiyiime sicakligi 37 °C
Ostrojen reseptorii Pozitif
Karbondioksit konsantrasyonu %5

Pasaj metodu % 0,25 tripsin
Ayrim orani 1:8

Omiir Sonsuz

3.3.2. MDA-MB-231 hiicre hatt1 ve ozellikleri

MDA-MB-231, 1973’de meme kanseri olan 51 yasinda Kafkas bir kadindan
M.D. Anderson Kanser Merkezi’'nde elde edilmistir. MDA-MB-231 hiicre hatt1 insan
meme dokusundan ve metastatik bolgelerden elde edilir. Hiicre ¢esidi olarak sadece
epitel hiicreleri igerir. Bu hiicre hatt1 transfeksiyon i¢in uyumludur. Sivi azotta veya -80
°C’de dondurulmus olarak saklanir. Hiicre kiiltiirti sartlar1 %5 CO, ve 37 °C olarak
belirlenmistir (cellbiolabs.com; 2015). Hiicre kiiltiirii ¢alismalarimizda kullandigimiz
MDA-MB-231 hiicre hatt1 Alman Kanser Arastirma Merkezi Toksikoloji ve Kemoterapi
Bolimiinden Prof.Dr. Martin Berger tarafindan hediye edilmistir. MDA-MB-231

hiicrelerinin goriintiisii asagida Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. MDA-MB-231 hiicrelerinin goriintiisii (4x biiyiitme)

MDA-MB-231 hiicre hattinin 6zellikleri temel olarak Tablo 3.4’te gdsterilmistir.

Tablo 3.4. MDA-MB-231 hiicre hatt1 ve 6zellikleri

Kaynak Insan

Doku Meme
Morfoloji Epitel hiicre
Yapigma 6zelligi Evet
Antibiyotik Yok
Biiytime sicaklig1 37 °C
Ostrojen reseptorii Negatif
Karbondioksit konsantrasyonu % 5

Pasaj metodu % 0,25 tripsin
Ayrim orani 1:8

Omiir Sonsuz
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3.4. Hiicre Kiiltiirii

Biitiin hiicreler %5’lik CO; ve 37 °C’de standart sartlarda kiiltiir edildi. Hiicre
vasat1 olarak tiim hiicreler i¢in RPMI-1640 besiyeriu kullanildi. Biitiin hiicreler -80
°C’de muhafaza edildi. Hiicreler kullanilmak istendiginde 37 °C ¢6zdirilip 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Olusan hiicre peleti taze hiicre vasatina alinarak

inkiibatore birakildi.

3.4.1. Hiicre kiiltiiriinde kullamlan besiyerinin hazirlanisi

500 mL RPMI-1640 besiyerinin igerisine asagidaki bilesenler eklenerek
kullanild1. Besiyeri +4 °C’de muhafaza edildi.

e %I10FBS
e %1 penisilin/streptomisin

e %1 L-Glutamin

3.4.2. Stok hiicrelerin ekimi

1. Kabin ve kullanilacak pipetler, ¢calisma oncesinde %70’lik etanol ile temizlendi.
2. Stok hiicreler alinarak 37 °C’deki su banyosunda 2 dakika bekletildi.

w

5 mL besiyeri konan falkon tiipliniin i¢ine stok soliisyonu igindeki hiicreler
aktarildi.

25°C’de 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilip, siipernatant atildi.

Hiicrelerin iizerine 5 mL besiyeri konulup pipetaj yapilarak hiicreler ¢oziildii.

10 mL RPMI-1640 besiyeri flasklara birakilarak pipetaj islemi uygulandi.

Pipetaj isleminin ardindan ¢oziilen hiicrelerin ekimi yapildi.

© N o g &

Flasktaki hiicrelerin homojen olarak dagilmasi saglandiktan sonra flask
inkiibatore (37 °C) konuldu.

9. Her calismanin sonunda 30 dakika kabinin UV 15181 acilarak kabin sterilize
edildi.
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3.4.3. Besiyeri degisimi

1- Besiyeri, 37 °C’ye gelene kadar su banyosunda bekletildi.
2- Flasktaki besiyeri uzaklastirildi.
3- 5 mL besiyeri eklenip, %5 CO; i¢eren inkiibatore konuldu.

3.4.4. Hiicrelerin pasajlanmasi

1- Hiicreler bulunduklari flasklarda yeterli doluluga ulastigi zamanlarda pasajlama
islemi yapildi.

2- RPMI-1640, 1X PBS ve tripsin-EDTA su banyosunda 37 °C’ye 1sitildu.

3- Flask dik konuma getirilip hiicre tabakasinin oldugu yiizeye pipet degdirilmeden
besiyeri ¢ekildi.

4- Hiicre tabakasina pipet degdirilmeden flask alt kosesine 1X PBS (5 mL) ilave
edilip, yliizey yikanip PBS ¢ekildi.

5- 3 mL Tripsin-EDTA eklenip, flask 3-5 dakika CO, inkiibatoriinde tutulup
hiicrelerin kalkmasi saglandi.

6- Mikroskopta hiicrelerin flask tabanindan kalkip kalkmadigi kontrol edildi.

7- 5 mL besiyeri eklenip pipetaj yapilarak 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi.

8- 10 pL alinip hemositometre ile hiicre sayimi yapildu.

9- 25°C’de 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

10- Stipernatant atilip pelet temiz besiyeri icinde homojen olana kadar ¢6zdiirtildii.

11- Deney kabina ekim islemi yapild.

12-%5 CO; igeren inkiibatore (37 °C) birakildu.

3.4.5. Tumor Hiicrelerinin Dondurulmasi

Yukarida hiicre pasajinda belirtilen islemler hiicre peleti elde edilinceye kadar
ayni sekilde yiiriitiildii. Bu hiicre peleti hazirlanan 6zel bir besiyeri igine (%70 RPMI-
1640 Besiyeri, %20 FBS ve %10 DMSO) alindi. 1 mL hiicre siispansiyonu iginde
1,5x10° hiicre gelecek sekilde hesaplandi. Once -80 °C sogutulmus daha sonrada sivi

azot icine (-196 °C) birakilarak muhafazasi saglandi.
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3.5. Kukurbitasin 1 Temini ve Muhafazasi

Kukurbitasin | AppliChem firmasindan temin edilip toz halinde +4 °C’de

muhafaza edildi. Etanolde ¢6zindiiriildiikten sonra -20 °C’de saklandi.

3.6. Ecballium elaterium’un Meyve Suyu ve Kloroform Ekstraktinin Hazirlanmasi

E.elaterium bitkisinin olgun meyveleri Adana'da toplandi. Toplanan bitkinin
tayini Inénii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Dog.Dr. Turan ARABACI tarafindan yapildi. Meyveler 1sik almayan ve klimali
bir odada +18 °C’de 48 saat siireyle bekletildi. Bu siire igerisinde meyveler
kendiliginden meyve sularini disariya verdi. Yaklasik olarak 3 L meyve suyu elde edildi.
Meyve sular yaklasik olarak ikiye boliindii. Birinci kisim, liyofilize edilip kuru halde
meyve suyu elde edildi.

Kloroform ekstraktinin hazirlanmasi; ikinci kisimdan 25 mL meyve suyu alinip,
polar olmayan organik ¢oziicli hekzan ile ekstrakte edildi. Organik faz uzaklastirildiktan
sonra geriye kalan sulu faz, kloroform ile ekstrakte edildi. Ekstraksiyon islemi, meyve
suyu:kloroform 1:1 oraninda her biri 3 saat siireyle ardisik ii¢ kez yapildi. Elde edilen
Kloroform ekstraktlar1 birlestirilip toplam 75 mL ekstrakt elde edildi. Ekstrakt, 250
mL’lik cam balon i¢inde vakum altinda 40 °C’de 3 mL kalincaya kadar evapore edildi. 3
mL’lik 6rnek daha sonra liyofilize edilerek kati halde ekstrakt elde edildi. Daha sonra
yeterli miktarda kuru madde (kloroform ekstrakti) elde edebilmek i¢in yukarida yapilan
islemler tekrarlandi.

Meyve suyu ve kloroform ekstrakti liyofilizatérde 0,20 mbar basingta -86 °C’de
dondurularak kurutuldu. 50 g meyve suyu ve 3,6 g kloroform ekstraktinin kuru
maddeleri elde edildi. Liyofilize edilen meyve suyu ve kloroform ekstrakti deneysel

calismalarda kullanilana kadar -18 °C’de saklandi.

3.7. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Numunelerinin

Hazirlanmasi

10 mg liyofilize meyve suyu, 10 mg liyofilize kloroform ekstrakt1 1 mL etanolde
coziilerek HPLC cihazinda analize verildi. 110, 90, 50 ve 10 uM Kukurbitasin 1
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standartlar1t HPLC saflikta etanolde ¢oziilerek hazirlandi. Stardart ¢ozeltilerle olusturulan

kalibrasyon grafigi Sekil 3.3’de agagida gosterilmistir.

2500,0 -
2000,0 -
= 1500,0 - y = 21,485x - 30,93
= R2=0,9968
<
A
& 1000,0 -
500,0 -
0,0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.3. Kukurbitasin I Kalibrasyon Grafigi

3.8. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Analizleri

E.elaterium meyve suyu ve kloroform ekstraktinin Kukurbitasin 1 igerip
icermedigi 1220LC (Liquid Chromatography) cihazi ile analiz edildi. MN (Diiren,
Almanya) marka Nucleosil 100-5 C18 (5um) 250x4.6 mm i.d. analitik kolon kullanildx.
Mobil faz A; Asetonitril ve Mobil faz B; %1’lik asetikasit yiiriitiicti fazlar1 kullanilarak
gradiyent analiz (baslangigta % 20 B, 30. dakikada % 55 B ve 50. dakikada tamamlandi)
yapildi. Akis hizi 1 mL/dk, dedeksiyon 229 nm dalga boyunda yapildi.

3.9. MTT Testi

MTT testi, tedaviden sonra yasayabilen hiicrelerin sayisinin fotometrik olarak
belirlenmesini saglamaktadir. MTT testi, canli hiicrelerin (3-(4,5-dimetil-2-thiazolil)-
2,5-difenil tetrazolyum bromid) boyasi ile boyanmasi esasina dayanmaktadir. Bu boya
hiicreler tarafindan alinarak formazan kristallerine metabolize edilip, mor renkli
kristaller olusmaktadir. Bu testle MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin in vitro
proliferasyon yetenekleri belirlendi.
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Yapilan 6n ¢alismalarda; hiicre sayisi her iki hiicre hatti igin de 4000 olarak
optimize edildi ve etil alkoliin hiicreler tizerine etkisini belirlemek i¢in ¢esitli etil alkol
konsantrasyonlar1  hazirlanarak hiicre hatlarina uygulandi. %2,5 etil alkol
konsantrasyonuna kadar kontrole gore absorbanslarda herhangi bir degisim olmadi.
Hazirlanan Kukurbitasin | konsantrasyonlarinda %0,5’in altinda kullanilan etil alkol,
sitotoksik etki gostermediginden kontrol olarak sadece besiyeri kullanildi.

24, 48 ve 72 saatler her iki hiicre hatt1 i¢in de hiicre yasam siiresi olarak
belirlendi. Kukurbitasin I i¢in kontrol, 0,4 nM, 4 nM, 40 nM ve 400 nM; E.elaterium’un
meyve suyu i¢in kontrol, 0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL;
E.elaterium’un kloroform ekstrakti i¢in kontrol; 0,0001 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,01
mg/mL ve 0,1 mg/mL konsantrasyon hazirlandi. Hiicre ekiminin ardindan ilk 24 saatten
sonra 96 kuyucuklu plate’in her bir kuyucuguna 10 pl steril MTT ¢ozeltisi eklendi ve
inkiibatorde 4 saat bekletildi. Biitiin kuyucuklardaki besiyeri vasati uzaklastirip her bir
kuyucuga 100 ul 0,04 N HCl igeren izopropanol eklendi. Kuyucuklardaki ¢6zelti gekilip
birakilarak formazan kristallerinin ¢6ziinmesi saglandi. Absorbanslar, mikroplate
reader’da 570 nm’de 6lgiildii. Ayn1 islemler 48 ve 72 saat sonra da tekrarlandi.

Kontrol kuyucuklarinin absorbans degerleri %100 canli kabul edildi ve
numunelerin % canlilik sonuglari kontrol grubuyla karsilastirilmast ile belirlendi.
Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verildi. Antiproliferatif etki (tedavi
edilenx100/Kontrol) esitligi ile belirlendi. Test Eyol tarafindan bildirilen protokole
uygun olarak yapildi (Eyol, 2012).

3.10. Wound Healing Testi

Hiicre gogiiniin (migrasyon) ve etkilesiminin analiz edildigi bir testtir. MCF-7
hiicre hatti i¢in hiicre ekimi sayis1 24 kuyucuklu platelere 0,5 mL iginde 40000, MDA-
MB-231 hiicre hatt1 igin ise 30000 olacak sekilde ekildi. 24 saat inkiibasyondan sonra,
pipet ucu ile kuyucugun ortasina diiz ve esit olacak sekilde cizgi ¢izildi. Ardindan
kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak yeni besiyeri ile birka¢ kez yikandi. Belirlenen
konsantrasyonlarda (Kukurbitasin I igin kontrol, 0,4 nM, 4 nM, 40 nM ve 400 nM;
E.elaterium’un meyve suyu i¢in kontrol, 0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10
mg/mL; E.elaterium’un kloroform ekstrakti i¢in kontrol, 0,0001 mg/mL, 0,001 mg/mL,
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0,01 mg/mL ve 0,1 mg/mL) 500 uL eklendi ve 0., 12., 24. ve 36. saatlerde goriintiileri
almip imageJ 1.48 programi kullanilarak analiz edildi. Test Kaleagasioglu ve Berger

tarafindan bildirilen protokole uygun olarak yapildi (Kaleagasioglu and Berger, 2012).

3.11. Koloni Formasyon Testi

Bu test, bir tek kanser hiicresinin koloni olusturma yeteneginin 6l¢iilmesi esasina
dayanmaktadir. Hiicre ekimi i¢in 6 kuyucuklu platelerin her birine her iki hiicre hatt1 i¢in
de 1000 hiicre ekildi. 24 saat inkiibasyondan sonra belirlenen konsantrasyonlarda
(Kukurbitasin I i¢in kontrol, 0,4 nM, 4 nM, 40 nM ve 400 nM; E.elaterium’un meyve
suyu ig¢in kontrol, 0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL; E.elaterium’un
kloroform ekstrakti i¢in kontrol, 0,0001 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,01 mg/mL ve 0,1
mg/mL) 1 mL eklendi. 5 giin sonra besiyeri vasati dokiilerek ikinci tedavi yapildi. 10
giin sonra hiicreler PBS ile yikanip, kristal viyole boyasi ile boyanarak 20 dakikadan
sonra tekrar yikama islemi yapildi. 6 kuyucuklu platelerin goriintiileri alinarak analiz
edildi. Bu test Tekedereli ve arkadaglarinin bildirdigi protokolden bazi degisiklikler
yapilarak uygulandi (Tekedereli vd., 2013).

3.12. istatiksel Analiz

Biitlin veriler SPSS 22 programi ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilim
gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk ile test edildi (p>0,05). Hem MCF-7 hiicresi hem de
MDA-MB-231 hiicresi igin veriler; tek yonli MANOVA ve tekrarlayan o6lgiimlerde
ANOVA test ile degerlendirildi. Mauchly’s Sphericity testi 0,05’den diisiik
bulundugunda, MCF-7 hiicresi verileri i¢cin Huynh-Feldt diizeltmesi (€>0,75) yapilirken
MDA-MB-231 hiicresi verileri iginde Greenhouse-Geisser diizeltmesi uygulandi
(€<0,75). Gruplarn arasinda fark oldugunda, farkin hangi gruptan kaynaklandigini
bulmak i¢in varyanslarin homojen olup olmamasina gore ikili karsilastirma (post-hoc)
olarak Dunnett testi yapildi. Herhangi bir zamandaki etken madde veya doz ortalamasi
acisindan gruplar arasi farklar tek yonli ANOVA testi ile belirlenip, p degerleri
gosterildi. Farkin hangi etken maddeden veya dozdan kaynaklandigini bulmak igin post-

hoc Tukey HSD testi yapildi. p degeri 0,05’den diisiik ise anlamli olarak kabul edildi.
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Herhangi bir zaman igin bir etken maddenin dozlari arasindaki farklar tek yonli

ANOVA ile test edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Kanser, hiicrelerin asir1 hizli yayilim gostererek ¢ogalmasindan dolay: tedavisi
zor olan bir hastaliktir. Birgok farkli tedavi yontemleri kullanilarak bu sorun ¢oziilmeye
calisilmaktadir. Farkli tedavi yontemlerinin ortak amaci tiimoriin Kontrol altina alinarak
biiyiimenin 6nlenmesini saglamaktir. Fakat bu siireg, yan etkiyi de beraberinde getirerek
metabolizma diizeninin bozulmasina yol agmaktadir. Bu nedenle antikanser ajanlarinin
hiicresel diizeydeki etkilerinin ¢ok iyi ve kontrolli bir sekilde arastirilmasi
gerekmektedir.

Kanser tedavisinde her ne kadar umut verici gelismeler olsa da basar1 yiizdesinin
diisik olmasi, kanser hastalarini ve aragtirmacilarini alternatif yeni yontemler
arastirmaya sevk etmistir. Bunlarin basinda ise halk tibbinda 6nemli bir yere sahip olan
bitkisel tedavi yontemleri gelmektedir.

Yiizyillar oncesinde, halk arasinda kullanilmaya baglanan bitkilerden biri olan
Cucurbitaceae familyasina ait E.elaterium’un antitimor bir ajan oldugu saptanmakla
birlikte antiinflamatuar, sitotoksik, antiproliferatif etkileri gibi birgok tedavi edici
ozelligi vardir. Bu tedavi edici etkisinin, iceriginde bulunan tetrasiklik triterpenoid
bilesik olan kukurbitasinlerden kaynaklandigi bilinmektedir (Sayed vd., 2012; Bohlooli
vd., 2012; Imen vd., 2015).

E.elaterium bitkisinin olgun meyveleri, Agustos ay1 sonu ile Eyliil ay1 baslarinda
Adana’da toplandi. Bitkinin olgun meyvelerinden meyve suyu ve kloroform ekstrakti
elde edildi. Elde edilen meyve suyu ve kloroform ekstraktinin Kukurbitasin I igerigi,
HPLC cihaziyla belirlendi. E.elaterium meyve suyu, kloroform ekstrakti ve
Kukurbitasin I’'nin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine antiproliferatif
etkisi, MTT testi ile; hiicre go¢ yetenegi, Wound Healing testiyle ve koloni olusturma
yetenegi ise Koloni Formasyon testi ile analiz edildi. Ayrica, hiicre morfolojilerinde

olusan degisim incelenip, arastirildi.
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4.1. Kukurbitasin I’min HPLC Analiz Sonuglar

Kukurbitasin | standardinin (110 pM) HPLC kromatogrami Sekil 4.1°de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Kukurbitasin | standardina ait HPLC diyagrami1

HPLC analizlerinde; deneysel c¢alismalardaki kromatografik kosullarda,

Kukurbitasin I pikinin alikonma zamani 33.62 dakika olarak goriildii.
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4.2. Ecballium elaterium Meyve Suyunun HPLC Analiz Sonuclar:

E.elaterium meyve suyuna ait HPLC kromatogrami Sekil 4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.2. E.elaterium meyve suyunun HPLC kromatogrami

E.elaterium’un meyve suyunun HPLC analizinde; deneysel calismalardaki
kromatografik kosullarda, Kukurbitasin | pikinin alikonma zaman1 33.639 dakika olarak
gorildi.

HPLC analizi sonucu elde edilen Kukurbitasin I’ya ait pik alani, kalibrasyon
egrisi denkleminde yerine konularak meyve suyu igerisindeki Kukurbitasin |

konsantrasyonu 175,7 uM olarak tespit edildi.
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4.3. Ecballium elaterium Kloroform Ekstraktinin HPLC Analiz Sonuglari

E.elaterium’un kloroform ekstraktina ait HPLC kromatogrami Sekil 4.3’te
asagida verilmistir.
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Sekil 4.3. E.elaterium’un kloroform ekstraktina ait HPLC kromatogrami

E.elaterium’un kloroform ekstraktinin HPLC analizinde; deneysel ¢aligmalardaki
kromatografik kosullarda Kukurbitasin I pikinin alikonma zamani1 33.586 dakika olarak
goriildi.

HPLC analizi sonucu elde edilen Kukurbitasin I’ya ait pik alani kalibrasyon
egrisi denkleminde yerine konularak kloroform ekstraktindaki Kukurbitasin 1

konsantrasyonu 102,8 uM olarak tespit edildi.

4.4, MTT Test Sonuclan

Meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7 ve MDA-MB-231); Kukurbitasin I,
E.elaterium meyve suyu ve kloroform ekstrakti ile belirli konsantrasyonlarda tedavi
edilip hiicre proliferasyonu MTT (3-(4,5-dimetil-2-thiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum
bromid) testi ile 6l¢iildii.
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4.4.1. Kukurbitasin I ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT testi analizleri

MCEF-7 hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi sonrasi

24., 48. ve 72. saatlerde elde edilen bulgular Sekil 4.4’te verilmistir.

MCF-7 Hiuicreleri/ Kukarbitasin I/
24,48 ve 72 s MTT Testi

120 -
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi edilen MCF-7 hiicresinin
24.,48. ve 72. saat MTT test sonuglar1

MCF-7 hiicrelerinin, 4 farkli konsantrasyonda hazirlanan Kukurbitasin | (0,4 nM,
4 nM, 40 nM ve 400 nM) ile tedavisi sonrasinda 24., 48. ve 72. saatlerde
spektrofotometrik olgtimler alindi. Kukurbitasin I ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde
400 nM’de 24. saatte %16,67, 48. saatte %52,96 ve 72. saatte ise %068,76 ik
inhibisyonun gerceklestigi goriildii. 1Csp degeri 48. saatte 330,12 nM; 72. saatte ise
35,12 nM olarak tespit edildi. Antiproliferatif etki; 48. ve 72. saatlerde >40 nM

konsantrasyonlarda istatistiksel (p<0,05) olarak anlamli bulundu.
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4.4.2. Ecballium elaterium meyve suyu ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin MTT

testi analizleri

MCF-7 hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda E.elaterium’un meyve suyu ile

tedavi sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerde elde edilen bulgular Sekil 4.5’te verilmistir.

MCEF-7 Hiicreleri/ E.elaterium Meyve Suyu/
24,48 ve 72s MTT Testi
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Sekil 4.5. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki meyve suyu ile tedavi edilen MCF-7
hiicresinin 24., 48. ve 72.saat MTT test sonuglar1

MCEF-7 hiicreleri E.elaterium’un meyve suyunun 4 farkli konsantrasyonu (0,01
mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL) ile tedavi sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerde
spektrofotometrik 6l¢iimler alindi. 10 mg/mL doz tedavide 24. saatte %52,46, 48. saatte
%75,02 ve 72. saatte ise %85,16’lik inhibisyonun gergeklestigi goriildi. 1Csp degeri 24.
saatte 5,19 mg/mL, 48. saatte 0,038 mg/mL, 72. saatte ise 0,00088 mg/mL olarak tespit
edildi. Antiproliferatif etki; 24. saatte 1 mg/mL ve 10 mg/mL’de, 48. ve 72. saatlerde ise

tiim konsantrasyonlarda istatistiksel (p<0,05) olarak anlamli bulundu.

36



4.4.3. Ecballium elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edilen MCF-7

hiicrelerinin MTT testi analizleri

MCF-7 hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda E.elaterium’un kloroform ekstrakti

ile tedavi sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerde elde edilen bulgular Sekil 4.6’da verilmistir.

MCEF-7 Hiicreleri/ E.elaterium Kloroform Ekstrakty/
24,48 ve 72 s MTT Testi
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Sekil 4.6. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki Kloroform ekstrakt: ile tedavi
edilen MCF-7 hiicresinin 24., 48. ve 72. saat MTT test sonuglari

MCF-7 hiicreleri E.elaterium kloroform ekstraktinin 4 farkli konsantrasyonu
(0,0001 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,01 mg/mL ve 0,1 mg/mL) ile tedavi sonras1 24., 48. ve
72. saatlerde spektrofotometrik 6lgiimler alindi. Kloroform ekstrakti ile tedavi edilen
MCEF-7 hiicrelerinde 0,1 mg/mL’de 24. saatte %48,22, 48. saatte %73,25 ve 72. saatte
ise %87,51’luk inhibisyonun gergeklestigi goriildi. 1Cso degeri 48. saatte 0,0049 mg/mL,
72. saatte ise 0,000025 mg/mL olarak tespit edildi. Antiproliferatif etki; 24., 48. ve 72.

saatlerde tiim konsantrasyonlarda istatistiksel (p<0,05) olarak anlamli bulundu.
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4.4.4. Kukurbitasin 1 ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin MTT testi

analizleri

MDA-MB-231 hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi

sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerde elde edilen bulgular Sekil 4.7°de verilmistir.

MDA-MB-231 Hiicreleri/ Kukurbitasin I/
24,48 ve 72 s MTT Testi
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi edilen MDA-MB-231
hiicresinin 24., 48. ve 72. saat MTT test sonuglari

MDA-MB-231 hiicreleri Kukurbitasin I’'nin 4 farkli konsantrasyonu (0,4 nM, 4
nM, 40 nM ve 400 nM) ile tedavi sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerde spektrofotometrik
Olgtimler alindi. Kukurbitasin | ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde 400 nM’de
24. saatte %42,27, 48. saatte %57,94 ve 72. saatte ise %82,48’lik inhibisyonun
gerceklestigi analiz edildi. 1Cso degeri 48. saatte 183,47 nM, 72. saatte ise 17,69 nM
olarak tespit edildi. Antiproliferatif etki; 24. saatte >4 nM’de, 48. ve 72. saatlerde ise

tiim konsantrasyonlarda istatistiksel (p<0,05) olarak anlamli bulundu.
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4.4.5. Ecballium elaterium meyve suyu ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin
MTT testi analizleri

MDA-MB-231 hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda E.elaterium’un meyve

suyu ile tedavi sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerde elde edilen bulgular Sekil 4.8°de

verilmigtir.
MDA-MB-231 Hiicreleri/ E.elaterium Meyve Suyu/
24,48 ve 72 s MTT Testi
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Sekil 4.8. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki meyve suyu ile tedavi edilen
MDA-MB-231 hiicresinin 24., 48. ve 72. saat MTT test Sonuglari

MDA-MB-231 hiicreleri E.elaterium meyve suyunun 4 farkli konsantrasyonu
(0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL) ile tedavisi sonras1 24., 48. ve 72.
saatlerde spektrofotometrik dl¢iimler alindi. E.elaterium’un meyve suyu ile tedavi edilen
MDA-MB-231 hiicrelerinde 10 mg/mL’de 24. saatte %22,88, 48. saatte %26,42 ve 72.
saatte ise %52,47°1ik inhibisyonun gerceklestigi goriildi. 1Cso degeri 72. saatte 4,21
mg/mL olarak tespit edildi. Antiproliferatif etki; 24. saatte 10 mg/mL’de, 48. ve 72.

saatlerde ise tiim konsantrasyonlarda istatistiksel (p<0,05) olarak anlamli bulundu.
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4.4.6. Ecballium elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edilen MDA-MB-231

hiicrelerinin MTT testi analizleri

MDA-MB-231 hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda E.elaterium’un kloroform
ekstrakti ile tedavi sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerde elde edilen bulgular Sekil 4.9’da

verilmigtir.
MDA-MB-231 Hiicreleri/ E.elaterium Kloroform Ekstrakty/ 24,
48 ve 72 s MTT Testi
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Sekil 4.9. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki Kloroform ekstrakt: ile tedavi
edilen MDA-MB-231 hiicresinin 24., 48. ve 72. saat MTT test sonuglari

MDA-MB-231 hiicreleri E.elaterium’un kloroform ekstraktinin 4 farkli
konsantrasyonu (0,0001 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,01 mg/mL ve 0,1 mg/mL) ile tedavi
sonrast 24., 48. ve 72. saatlerde spektrofotometrik olglimler alindi. E.elaterium’un
kloroform ekstrakt1 ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde 0,1 mg/mL’de 24.
saatte %34,57, 48. saatte %44,88 ve 72. saatte ise %64,95’lik inhibisyonun gerceklestigi
goriildii. 1Cso degeri 72. saatte 0,0025 mg/mL olarak tespit edildi. Antiproliferatif etki;
24. saatte 0,1 mg/mL’de, 48. ve 72. saatlerde ise tiim konsantrasyonlarda istatistiksel
(p<0,05) olarak anlamli bulundu.
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4.5. Wound Healing Test Sonugclari

Meme kanseri hiicre hatlan (MCF-7 ve MDA-MB-231) ¢esitli
konsantrasyonlarda hazirlanan Kukurbitasin I, E.elaterium’un meyve suyu ve kloroform
ekstrakt1 ile tedavi edilip, 0., 12., 24. ve 36. saatlerde baslangicta agilan yariklarin
durumu (kapanip-kapanmadigi) mikroskopla incelenip goriintiileri alindi ve imageJ 1.48

programi kullanilarak analizleri yapildi.
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4.5.1. Kukurbitasin | ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin Wound Healing testi

analizleri

MCEF-7 hiicreleri, farkli konsantrasyonlardaki Kukurbitasin | ile tedavi sonrasi 0.,

12., 24. ve 36. saatlerde alinan goriintiiler Sekil 4.10°da verilmistir.

Kontrol

0,4 nM

,’,‘ 24
x4
N\ ~ 7

nM

4

40 nM

400 nM

<A e W
Sekil 4.10. Farkli konsantra I ile tedavi edilen MCF-7
hiicrelerinin 0., 12., 24., ve 36. saat Wound Healing testi goriintiileri
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Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi edilen MCF-7
hiicrelerinin 0., 12., 24., ve 36. saat Wound Healing testi sonuglari

MCF-7 hiicreleri Kukurbitasin I'nin 4 farkli konsantrasyonu (0,4 nM, 4 nM, 40
nM ve 400 nM) ile muamele edildikten sonra 0., 12., 24. ve 36. saat sonunda Wound
Healing goriintiileri alindi. Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 226 um iken 36.
saatte yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 62 pm olarak o6lciildii.
Kukurbitasin | ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde ise yarik araligi baglangigta 222
um iken 36. saat sonunda hem hiicre 6liimleri nedeniyle hem de hiicrelerin gogalma hizi
diistiigiinden yarik araligi agilarak 267 pum’ye yikseldi. Kontrol grubunun yarik
araliginin 36. saatte %72,57 kapandigi, 400 nM konsantrasyon Kukurbitasin | tedavisi
sonrast ise yarik araliginin %16,85 agildig tespit edildi.
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4.5.2. Ecballium elaterium meyve suyu ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin Wound
Healing testi analizleri

MCEF-7 hiicreleri, E.elaterium’un meyve suyu ile tedavi sonrasi 0., 12., 24. ve 36.

saatlerde alinan goriintiiler Sekil 4.12’de verilmistir.
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Sekil 4.12. E.elaterium’un meyve suyu ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin 0., 12., 24.,
ve 36. saat Wound Healing testi goriintiileri
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Sekil 4.13. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki meyve suyu ile tedavi edilen
MCEF-7 hiicrelerinin 0., 12., 24., ve 36. saat Wound Healing testi analiz
sonuglar1

MCF-7 hiicreleri E.elaterium meyve suyunun 4 farkli konsantrasyonu (0,01

mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL) ile tedavi edilip, 0., 12., 24. ve 36.

saatlerde Wound Healing goriintiileri alind1. Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 271

um iken 36. saatte 86 pum olarak olgiildi. E.elaterium’un meyve suyu ile muamele

edilen MCF-7 hiicrelerinde ise yarik araligi 213 pm’den 36. saat sonunda 257 pm’ye
yiikseldi. Kontrol grubunun yarik araligi 36. saatte %68,27 kapanirken, E.elaterium’un
meyve suyu ile (10 mg/mL) tedavi sonucu yarik araligi %17,12 agildu.
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45.3. Ecbhallium elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edilen MCF-7

hiicrelerinin Wound Healing testi analizleri

MCF-7 hiicreleri, E.elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edildi ve 0., 12.,

24. ve 36. saatlerde alinan goriintiiler Sekil 4.14°te verilmistir.

0.s 12.s 24.s 36.5

Kontrol

0,001 mg/mL  0,0001 mg/mL

0,01 mg/mL

0, 1 mg/mL

Sekil 4.14. E.elaterium’un farkli kloroform ekstrakt: ile tedavi edilen MCF-7
hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 36. saat Wound Healing goriintiileri
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Sekil 4.15. E.elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin 0.,
12., 24. ve 36. saat Wound Healing testi sonuglari

MCEF-7 hiicreleri E.elaterium’un kloroform ekstraktinin 4 farkli konsantrasyonu
(0,0001 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,01 mg/mL ve 0,1 mg/mL) ile 0., 12., 24. ve 36.
saatlerde Wound Healing goriintiileri alindi. Kontrol grubunun yarik aralig: 0. saatte 209
um iken 36. saatte 56 pum olarak olgiildi. E.elaterium’un kloroform ekstrakti ile
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde ise yarik araligi 234 um’den 36. saat sonunda 326
um’ye yikseldi. Kontrol grubunun yarik araligi 36. saatte %73,21 kapanirken,
E.elaterium’un kloroform ekstraktinin (0,1 mg/mL) tedavisi sonucu yarik aralig1 %28,22

acildi.
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4.5.4. Kukurbitasin | ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin Wound Healing

testi analizleri

MDA-MB-231 hiicreleri, farkli konsantrasyonlardaki Kukurbitasin | ile tedavi

sonrasi 0., 12., 24. ve 36. saatlerde alinan goriintiiler Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi edllen MDA-MB- 231
hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 36. saat Wound Healing goriintiileri
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Sekil 4.17. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 36. saat Wound Healing testi sonuglari

MDA-MB-231 hiicreleri Kukurbitasin I'nin 4 farkli konsantrasyonu (0,4 nM, 4
nM, 40 nM ve 400 nM) ile muamele edildi ve 0., 12., 24. ve 36. saatlerde Wound
Healing goriintiileri alindi. Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 210 um iken 36.
saatte 46 pm olarak Olgiildia. Kukurbitasin | ile muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde ise yarik araligi 209 um’den 36. saat sonunda 240 um’ye yiikseldi. Kontrol
grubunun yarik araligi 36. saatte %78,10 kapanirken, Kukurbitasin | (400 nM) tedavisi
sonucu yarik aralig1 %12,92 agild1.
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455. Ecballium elaterium meyve suyu ile tedavi edilen MDA-MB-231

hiicrelerinin Wound Healing testi analizleri

MDA-MB-231 hiicreleri, farkli konsantrasyonlardaki E.elaterium’un meyve

suyu ile tedavi sonrasi 0., 12., 24. ve 36. saatlerde alinan goriintiiler Sekil 4.18’de

verilmigtir.

0,1mg\mL 0,01mg\mL

1mg\mL

Sekil 4.18. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki meyve suyu ile tedavi edilen
MDA-MB-231 hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 36. saat Wound Healing

goriintiileri
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Sekil 4.19. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki meyve suyu ile tedavi edilen
MDA-MB-231 hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 36. saat Wound Healing testi

sonugclari

MDA-MB-231 hiicreleri E.elaterium’un meyve suyu 4 farkli konsantrasyonu
(0.01 mg/mL, 0.1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL) ile muamele edilip 0., 12., 24. ve
36. saatlerde Wound Healing goriintiileri alindi. Kontrol grubunun yarik araligi 0.
saatte 207 pum iken 36. saatte 72 um olarak olgiildii. E.elaterium’un meyve suyu (10
mg/mL) ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde ise yarik araligi 263
um’den 36. saat sonunda 336 um’ye yiikseldi. Kontrol grubunun yarik araligi 36.
saatte %65,22 kapanirken, E.elaterium’un meyve suyu (10 mg/mL) ile tedavi sonucu

yarik araligt %21,73 acildi.
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45.6. Ecballium elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edilen MDA-MB-

231 hiicrelerinin Wound Healing testi analizleri

MDA-MB-231 hiicreleri, farkli konsantrasyonlardaki E.elaterium’un

Kloroform ekstrakti ile tedavi sonrasi 0., 12., 24. ve 36. saatlerde alinan goriintiiler

Sekil 4.20°de verilmistir.

0.s 12.s 24.s 36.s

0,00lmg/mL  0,0001mg/mL Kontrol

0,01mg/mL

0,1mg/mL

e~ . y =
Sekil 4.20. E.elaterium’un kloroform ekstrakt: ile tedavi edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 36. saat Wound Healing goriintiileri
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Sekil 4.21. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki kloroform ekstrakti ile tedavi
edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 36. saat Wound Healing
sonugclari

MDA-MB-231 hiicreleri E.elaterium’un kloroform ekstraktinin 4 farkli

konsantrasyonu (0,0001 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,01 mg/mL ve 0,1 mg/mL) ile 0.,

12., 24. ve 36. saatlerde Wound Healing goriintiileri alindi. Kontrol grubunun yarik

aralig1 0. saatte 228 pum iken 36. saatte 19 pum olarak olgiilmiistiir. E.elaterium’un

Kloroform ekstrakti (0,1 mg/mL) ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde ise

yarik araligi 226 pm’den 36. saat sonunda 277 pum’ye yiikseldi. Kontrol grubunun

yarik araligi 36.saatte %91,67 kapanirken, E.elaterium’un kloroform ekstrakti (0,1

mg/mL) ile tedavisi sonucu yarik aralig1 %18,42 acildu.
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4.6. Koloni Formasyon Testi Sonuglari

Meme kanseri hiicre hatlan (MCF-7 ve MDA-MB-231) cesitli
konsantrasyonlarda hazirlanan Kukurbitasin I, E.elaterium meyve suyu ve kloroform
ekstrakt1 ile belirli konsantrasyonlarda tedavi edilip hiicrelerin koloni olusturma
yetenekleri analiz edildi.

4.6.1. Kukurbitasin | ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin Koloni Formasyon

testi sonuclar

MCF-7 hiicrelerinin Kukurbitasin I ile tedavi sonras1 Koloni Formasyon testi

gorintiileri Sekil 4.22°de gosterilmistir.

Sekil 4.22. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi edilen MCF-7
hiicrelerinin Koloni Formasyon testi goriintiisii (a. Kontrol, b. 0,4 nM,
c. 4 nM, d. 40 nM, e. 400 nM)
MCF-7 hiicreleri Kukurbitasin I'nin 4 farkli konsantrasyonu (0,4 nM, 4 nM,
40 nM ve 400 nM) ile tedavi edildi ve Koloni Formasyon testi goriintiileri alindu.
Kontrol grubunda (tedavi yapilmayan) 113; 0,4 nM’da 102; 4 nM’da 85; 40 nM’da
11 koloni olusurken, 400 nM’da ise koloni olugsmadig: goriildii.
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4.6.2. Ecballium elaterium meyve suyu ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin

Koloni Formasyon testi sonuglari

MCF-7 hiicre hattinin E.elaterium meyve suyu ile tedavisinin Koloni

Formasyon testi goriintiileri Sekil 4.23’te gdsterilmistir.

Sekil 4.23. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki meyve suyu ile tedavi edilen
MCF-7 hiicrelerinin Koloni Formasyon testi sonuglar1 (a. Kontrol, b.

0,01 mg/mL, c. 0,2 mg/mL, d. 1 mg/mL, e. 10 mg/mL)

MCF-7 hiicreleri E.elaterium meyve suyunun 4 farkli konsantrasyonu (0,01
mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL) ile tedavi edildi ve kontrol grubunda
ortalama 123 koloni olusurken, tedavi uygulanan hiicre hatlarinda koloni olusmadigi

gozlemlendi.
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4.6.3. Echallium elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edilen MCF-7

hiicrelerinin Koloni Formasyon testi sonuglari

MCF-7 hiicre hattinin E.elaterium kloroform ekstrakti ile tedavisinin Koloni

Formasyon testi goriintiileri Sekil 4.24’de gosterilmistir.

edilen MCF-7 hiicrelerinin Koloni Formasyon testi sonuglar1 (a. Kontrol,
b. 0,0001 mg/mL, c. 0,001 mg/mL, d. 0,01 mg/mL, e. 0,1 mg/mL)

MCF-7 hiicreleri  E.elaterium’un  kloroform ekstraktinin 4  farkh
konsantrasyonu (0,0001 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,01 mg/mL ve 0,1 mg/mL) ile
tedavi edildi. Kontrol grubunda ortalama 186 koloni olusurken, tedavi uygulanan

hiicre hatlarinda koloni olusmadig tespit edildi.
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4.6.4. Kukurbitasin 1 ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin Koloni

Formasyon testi sonuclari

MDA-MB-231 hiicre hattinin Kukurbitasin | ile tedavisinden sonra Koloni

Formasyon testi goriintiileri Sekil 4.25°te gdsterilmistir.

Sekil 4.25. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin 0., 12., 24., ve 36. saat Koloni Formasyon testi sonuglari (a.

Kontrol, b. 0,4 nM, c. 4 nM, d. 40 nM, e. 400 nM)
MDA-MB-231 hiicreleri Kukurbitasin I'nin 4 farkli konsantrasyonu (0,4 nM,
4 nM, 40 nM ve 400 nM) ile tedavi edilerek Koloni Formasyon testi goriintiileri
alindi. Kontrol grubunda 126; 0,4 nM’da 105; 4 nM’da 8; 40 nM ve 400 nM’da ise

koloni olusmadigi gozlemlendi.
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4.6.5. Ecballium elaterium meyve suyu ile tedavi edilen MDA-MB 231

hiicrelerinin Koloni Formasyon testi sonuglari

MDA-MB-231 hiicre hattinin E.elaterium meyve suyu ile tedavi sonrasi

Koloni Formasyon testi goriintiileri Sekil 4.26’da gosterilmistir.

4

Sekil 4.26. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki meyve suyu ile tedavi eilen
MDA-MB-231 hiicrelerinin Koloni Formasyon testi sonuglart (a.

Kontrol, b. 0,01 mg/mL, c. 0,1 mg/mL, d. 1 mg/mL, e. 10 mg/mL)
MDA-MB-231 hiicreleri E.elaterium meyve suyunun 4 farkli konsantrasyonu
(0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL) ile tedavi edildi. Kontrol
grubunda ortalama 153 koloni olusurken, tedavi uygulanan hiicre hatlarinda ise

koloni olugsmadig: goriildii.
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4.6.6. Echallium elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edilen MDA-MB

231 hiicrelerinin Koloni Formasyon testi sonugclari

MDA-MB-231 hiicre hattinin E.elaterium’un kloroform ekstrakt: ile tedavi
sonras1 Koloni Formasyon testi goriintiileri Sekil 4.27°de gosterilmistir.

Sekil 4.27. E.elaterium’un farkli konsantrasyonlardaki kloroform ekstrakti ile tedavi
edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin Koloni Formasyon testi sonuglari (a.
Kontrol, b. 0,0001 mg/mL, c. 0,001 mg/mL, d. 0,01 mg/mL, e. 0,1
mg/mL)

MDA-MB-231 hiicreleri E.elaterium’un kloroform ekstraktinin 4 farkli
konsantrasyonu (0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL) ile tedavi edildi.
Kontrol grubunda ortalama 186 koloni olusurken, tedavi uygulanan hiicre hatlarinda

ise koloni olugmadigi tespit edildi.
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4.7. Hiicre Morfolojisi Goriintii Analizleri
4.7.1. Kukurbitasin 1 ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin morfolojik

goriintiileri

Kukurbitasin 1 (Kontrol, 0,4 nM, 40 nM, 400 nM) ile tedavi edilen MCF-7
hiicrelerinin 72 saat sonra morfolojik goriintiileri Sekil 4.28°de gdsterilmistir.
Kukurbitasin I'nin MCF-7 hiicrelerinin morfolojileride degisime sebep olup
hiicrelerin boliinlip ¢ogalmasii engelledigi, 6zellikle 400 nM konsantrasyonda

apoptosize yonledirip yok ettigi goriilmektedir.

\agiscator de TN

Sekil 4.28. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi edilen MCF-7
hiicrelerinin 72 saat sonraki hiicre morfolojileri goriintiileri (4x
biiyiitme) (a. Kontrol, b. 0,4 nM, c. 40 nM, d. 400 nM)
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4.7.2. Ecballium elaterium meyve suyu ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin

morfolojik goriintiileri

E.elaterium’un meyve suyu (Kontrol, 0,01 mg/mL, 1 mg/mL, 10 mg/mL) ile
tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin 72 saat sonra morfolojik goriintiileri Sekil 4.29’da
gosterilmistir. Meyve suyu ekstraktinin 0,01 mg/mL konsantrasyonda MCF-7
hiicrelerinin mobilite yetenegini azalttigi; 1 mg/mL ve 10 mg/mL’de ise

cogunlugunu apoptosize yonledirip yok ettigi goriilmektedir.

o & : ' ETE ot T

Sekil 4.29. Farkli konsantrasyonlarda E.elaterium’un meyve suyu ile tedavi edilen
MCF-7 hiicrelerinin 72 saat sonraki hiicre morfolojileri goriintiileri (4x
biiyiitme) (a. Kontrol, b. 0,01 mg/mL, c. 1 mg/mL, d. 10 mg/mL)
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4.7.3. Echallium elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edilen MCF-7

hiicrelerinin morfolojik goriintiileri

E.elaterium’un kloroform ekstrakti (Kontrol, 0,0001 mg/mL, 0,001 mg/mL,
0,1 mg/mL) ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin 72 saat sonra morfolojik
goriintiileri Sekil 4.30°da gosterilmistir. Kloroform ekstrakti 0,0001 mg/mL ve 0,001
mg/mL  konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerinin hareketini azaltip, boliiniip
cogalmasim1 engelledigi; 0,1 mg/mL’de ise Onemli bdliimiinii yok ettigini

goriilmektedir.

Sekil 4.30. Farkli konsantrasyonlarda E.elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi
edilen MCF-7 hiicrelerinin 72 saat sonraki hiicre morfolojileri goriintiileri
(4x biiyiitme) (a. Kontrol, b. 0,0001 mg/mL, c. 0,001 mg/mL, d. 0,1
mg/mL)
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4.7.4. Kukurbitasin 1 ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin morfolojik

goriintiileri

Kukurbitasin I (Kontrol, 0,4 nM, 40 nM, 400 nM) ile tedavi edilen MDA-
MB-231 hiicrelerinin 72 saat sonra morfolojik gorintileri Sekil 4.31°de
gosterilmigtir.  Kukurbitasin I'nin MDA-MB-231 hiicrelerinin morfolojilerinde
degisime sebeb olup hiicrelerin ¢ogalmasimni engelledigi; 40 nM ve 400 nM

konsantrasyonlarda ise hiicrelerin 6nemli bir kismin1 yok ettigi goriilmektedir.

Sekil 4.31. Farkli konsantrasyonlarda Kukurbitasin | ile tedavi edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin 72 saat sonraki hiicre morfolojileri goriintiileri (4x biiyiitme)
(a. Kontrol, b. 0,4 nM, c. 40 nM, d. 400 nM)

63



4.7.5. Ecballium elaterium meyve suyu ile tedavi edilen MDA-MB-231

hiicrelerinin morfolojik goriintiileri

E.elaterium’un meyve suyu (Kontrol, 0,01 mg/mL, 1 mg/mL, 10 mg/mL) ile
tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat sonra morfoloji goriintiileri Sekil
4.32°de gosterilmistir. Meyve suyunun 0,01 mg/mL ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda
MDA-MB-231 hiicrelerinin mobilite yetenegini azaltip apoptosize yonledirirken; 10

mg/mL’de ise 6nemli bir kismin1 yok ettigi goriilmektedir.

Sekil 4.32. Farkli konsantrasyonlarda E.elaterium’un meyve suyu ile tedavi edilen
MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat sonraki hiicre morfolojileri
goriintiileri (4x biiylitme) (a. Kontrol, b. 0,01 mg/mL, c¢. 1 mg/mL, d. 10
mg/mL)
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4.7.6. Ecballium elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edilen MDA-MB-

231 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri

E.elaterium’un kloroform ekstrakti (Kontrol, 0,0001 mg/mL, 0,001 mg/mL,
0,1 mg/mL) ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat sonra morfolojik
goriintiileri Sekil 4.33’te gosterilmistir. Kloroform ekstrakti 0,0001 mg/mL ve 0,001
mg/mL konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hiicrelerinin  boliinlip ¢ogalmasini
engelledigi; 0,001 mg/mL ve 0,1 mg/mL konsantrasyonlarda ise onemli boliimiinii

yok ettigi gortilmektedir.

o ' T o EIm

Sekil 4.33. Farkli konsantrasyonlarda E.elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi
edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin 72 saat sonraki hiicre morfolojileri
goriintiileri (4x biiyiitme) (a. Kontrol, b. 0,0001 mg/mL, c. 0,001 mg/mL,
d. 0,1 mg/mL)
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5. TARTISMA

Cagimizin en biiyliik sorunlarindan biri olan kanser, bugiin bir¢ok iilkede
yiiksek Oliim oranlariyla sonuglanan bir hastaliktir. Kanser iizerine yapilan
arastirmalar bu oranin giderek arttifi ve yakin gelecekte 17 milyon kisiye kanser
teshisi konulabilecegini ongdrmektedir. Kanserin farkl: tiirleri mevcut olup kadinlar
arasinda en sik goriilen tiiriiniin %23 gibi yiiksek bir orana sahip olan meme kanseri
oldugu ifade edilmektedir (Inzucchi vd., 2005).

Giliniimiizde meme kanseri iizerine bir¢ok c¢alisma yapilmasina ragmen bazi
tedavilerin ¢ok kisitli oldugu ya da miimkiin olmadigi durumlar da mevcuttur. Meme
kanseri tedavisinde ¢ogu zaman tedaviye yanit alamama veya tedavi sonrasi kanserin
tekrar niiksetmesi ile karsilasilmaktadir. Ayrica meme kanserinin tedavi sirasinda
ilaca direng kazanan bir kanser tiirii oldugu da ifade edilmektedir (Ozmen, 2008).

Mevcut tedavilerin yeterli olmayisi, bilim insanlarin1 daha etkili alternatif
metotlar kullanarak yeni tedavi yontemleri bulmaya tesvik etmektedir. Bu baglamda
kanser iizerine yapilan calismalarin molekiiler seviyede daha da artmasi ve genomik
diizeydeki arastirmalarin ¢ogalmast olduk¢a Onemlidir. Tim bu yaklasimlar
neticesinde kanser tedavisindeki arastirmalarda ciddi gelismeler olmakla beraber ek
tedavi yontemlerinin uygulanmasinin da hastaliga farkli bir bakis agis1 kazandiracagi
diisiiniilmektedir. Ek tedavilerin basinda alternatif tedavi yontemi olarak bitkisel
tedaviler olduk¢a dikkat ¢ekmektedir.

Yiizyillardir halk arasinda hastaliklarin  tedavisinde bir ¢ok bitki
kullanilmakla birlikte, Cucurbitaceae familyasindan olan Ecballium elaterium L.
(E.elaterium) bitkisinin de alternatif tedavi yoniinden bir¢ok 6zellige sahip oldugu
bilinmektedir. Bu bitki Tiirkiye’nin Akdeniz bélgesinde yetismektedir (Baytop,
1984). Bitkinin bir¢ok kullanim alan1 oldugu gibi antikanserojen etkisinin de mevcut
olduguna dair yapilmis ¢alismalar mevcuttur (Yesilada vd., 1989; Bohlooli vd.,
2012; Sayed vd., 2012; Imen vd., 2015).

Calismamizda; tilkemizde sik goriilen ve yeni tedavi yollar1 aranan bir kanser
olan meme kanserinin tedavisine yonelik in vitro aragtirmalar yapilmustir. Literatiirde
antikanser ajan olarak belirtilen Kukurbitasin I ve yine kanser hiicreleri iizerine
antiproliferatif etkisi arastirilan E.elaterium’un meyve suyu ve Kloroform
ekstraktinin meme kanseri hiicre hatlarina (MCF-7 ve MDA-MB-231) belirli

konsantrasyonlarda ve siirelerde uygulanmasi sonucunda, inhibisyon etkileri MTT

66



testi ile arastirildi. Meme kanseri hiicre hatlarinin; migrasyonu Wound Healing testi
ile, koloni olusturma kabiliyetleri ise Koloni Formasyon testiyle analiz edildi.
Ayrica, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin Kukurbitasin | ve E.elaterium’un
meyve suyu ve Kloroform ekstrakti ile etkilesimini takiben hiicre morfolojilerindeki
degisim incelendi.

Kromotografik kosullarin belirlenmesinde oncelikli olarak Kukurbitasin |
standart1 kullanilarak gesitli analizler yapildi. Bu analizler sonucunda en uygun mobil
fazin asetonitril ve %1°lik asetik asit oldugu tespit edildi. Yine yapilan analizlerde
gradiyent eliisyonla daha net piklerin olustugu goriildii. Hem mobil faz hem de
elisyon c¢aligmalarinda kolon sabit tutuldu. Bu kromotografik kosullarda
Kukurbitasin I'nin alikonma zamani 33.586 dakika olarak bulundu. Dolayisiyla
E.elaterium’un meyve suyu ve kloroform ekstraktlarinda yaklasik 33.586 dakikadaki
pik Kukurbitasin I’ya ait olup boylelikle ekstraktlarda Kukurbitasin I varlig: tespit
edildi. Kukurbitasin I’'nin E.elaterium’un meyve suyu ve kloroform ekstraktindaki
konsantrasyonlar1 sirastyla 175,7 uM ve 102,8 uM olarak bulundu.

Deneysel g¢alismalarimizdaki MTT test sonuglarina gore; Kukurbitasin | ile
yapilan tedavide MCF-7 hiicre hattinda 400 nM konsantrasyonda 24. saatte %16,67,
48. saatte %52,96 ve 72. saatte ise %68,76’lik inhibisyon ger¢eklesirken, MDA-MB-
231 hiicrelerinde ise ayn1 konsantrasyonda 24. saatte %42,27, 48. saatte %57,94 ve
72. saatte ise %82,48°1ik inhibisyon gerceklestigi gézlemlendi. MCF-7 hiicreleri igin
ICs0 degeri 48. saatte 330,12 nM, 72. saatte ise 35,12 nM olarak tespit edildi. MDA-
MB-231 hiicreleri i¢in ise ICsp degeri 48. saatte 183,47 nM, 72. saatte ise 17,69 nM
olarak belirlendi. Elde edilen MTT test sonuglar1 istatistiksel olarak
degerlendirildiginde 48. ve 72. saatlerde MCF-7 hiicre hatti igin >40 nM
konsantrasyonlarda, MDA-MB-231 hiicre hatt1 igin ise 48. ve 72. saatte tiim
konsantrasyonlarda Kukurbitasin I ile tedavinin istatistiksel olarak anlamli oldugu,
sonucuna varildi (p<0,05). Bu sonuglara gore Kukurbitasin I daha diisiik
konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hiicrelerine etki etmektedir.

Jayaprakasam ve arkadaslari 2003’de yaptiklar1 ¢alismada, Cucurbitacea
andreana’dan izole ettikleri Kukurbitasin I’nin, meme kanseri MCF-7 hiicre hatt1
tizerine antiproliferatif etkisini SRB testi ile incelemislerdir. Kukurbitasin I'nin
MCF-7 hiicrelerinde 48. saatte 0,4 uM’da %12 inhibitor etki gosterdigini ifade
etmislerdir (Jayaprakasam vd., 2003). Ayrica Suwit ve arkadaglar1 Kukurbitasin B ile
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MCF-7 hiicrelerinde yaptiklari ¢alismada, 48. saatte 1Cso degerini 158,76 uM olarak
tespit etmislerdir (Suwit vd.; 2010).

Bu baglamda, Kukurbitasin I’nin meme kanseri lizerine etkisini inceledigimiz
calismamizda kullanilan test yontemine baglh olarak literatiirde yer alan inhibisyon
etkisinden daha yiiksek bir etkiye sahip oldugu saptanmistir. Elde edilen bulgular
Kukurbitasin I'nin meme kanseri tedavisi {izerine antitimor ajan olarak
kullanilabilecegi fikrini kuvvetlendirmekle birlikte, gelecekte kanser tedavilerine yon
verecegi de asikardir.

E.elaterium’un meyve suyu ile tedavi edilen (10 mg/mL) MCF-7 hiicrelerinde
(Sekil 4.5), 24. saatte %52,46, 48.saatte %75,02 ve 72. saatte ise %85,16’lik
inhibisyon gergeklesirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde (Sekil 4.8) ise aym
konsantrasyonda 24. saatte %22,88, 48. saatte %26,42 ve 72. saatte ise %52,47’lik
inhibisyonun gerceklestigi belirlendi. MCF-7 hiicreleri igin 1Csp degeri 24. saatte
5,19 mg/mL, 48. saatte 0,038 mg/mL, 72. saatte ise 0,00088 mg/mL olarak tespit
edildi. MDA-MB-231 hiicreleri i¢in ise 24. ve 48. saatlerde ICsy degerine
ulasilamazken 72. saatte 4,21 mg/mL olarak bulundu.

MTT test sonuglari istatiksel olarak degerlendirildiginde MCF-7 hiicreleri
icin E.elaterium meyve suyu 24. saatte sadece 1 mg/mL ve 10 mg/mL
konsantrasyonda istatistiksel olarak anlaml farklilik gosterdigi, 48. ve 72. saatlerde
ise tim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,05).
MDA-MB-231 hiicreleri i¢in ise E.elaterium meyve suyu ile yapilan tedavilerde 24.
saatte sadece 10 mg/mL’de, 48. ve 72. saatlerde ise tiim konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak anlamli oldugu sonucuna varildi (p<0,05). Bu sonuglara gore;
E.elaterium meyve suyu MCF-7 hiicrelerine doz ve zamana bagimli olarak daha
fazla etki ettigi agik¢a goriilmektedir.

E.elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde
(Sekil 4.6) 0,1 mg/mL konsantrasyonda, 24. saatte %48,22, 48. saatte %73,25 ve 72.
saatte ise %87,51°lik inhibisyon gerceklesirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise ayni
konsantrasyonda (Sekil 4.9) 24. saatte %34,57, 48. saatte %44,88 ve 72. saatte ise
%64,95’lik inhibisyon gergeklestigi belirlendi. MCF-7 hiicreleri i¢in 1Csq degeri 48.
saatte 0,0049 mg/mL, 72. saatte ise 0,000025 mg/mL olarak tespit edildi. MDA-MB-
231 hiicreleri i¢in ise ICso degeri 72. saatte 0,0025 mg/mL olarak belirlendi.

E.elaterium kloroform ekstrakti ile yapilan tedavilerde MCF-7 hiicreleri i¢in

MTT testi istatiksel olarak degerlendildiginde; 24., 48. ve 72. saatlerde tiim
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konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi (p<0,05). MDA-
MB-231 hiicreleri i¢in E.elaterium kloroform ekstrakti ile yapilan tedavide ise 24.
saatte 0,1 mg/mL’de, 48. ve 72. saatlerde tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
anlamlilik tespit edildi (p<0,05). Bu sonuglara gore; kloroform ekstraktinin MCF-7
hiicrelerine doz ve zamana bagimli olarak daha fazla etki ettigi agikg¢a goriilmektedir.

Ayrica, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda yapilan MTT testlerinden
elde edilen tiim sonuglara gore 24. saatte meyve suyu ve kloroform ekstrakti arasinda
anlaml bir fark yokken, 48. ve 72. saatlerde ise tiim etken maddelerde anlamli bir
fark elde edildigi goriildii (p<0,05).

E.elaterium ekstraktlarmin ve Kukurbitasin I’'nin uygulandigi meme kanseri
hiicre hatlarinda (MCF-7 ve MDA-MB-231) MTT testlerimizdeki sonuglarimiza
gore (Sekil 4.4-9); bu maddelerin kanser hiicrelerinde antiproliferatif etki gostererek
hiicrelerin  ¢ogalmasin1 inhibe ettigi goriildi. Tedavi olarak kullandigimiz
E.elaterium meyve suyu, kloroform ekstrakti ve Kukurbitasin | her iki hiicre hattini
da doza ve zamana bagimli inhibisyon yoniinden etki etmesi, bu maddelerin meme
kanseri tedavisinde kullanabilirligini gilicli kilmaktadir. Giincel literatiirdeki
caligmalar, E.elaterium meyve suyu, kloroform ekstrakti ve Kukurbitasin I’'nin
antiproliferatif etkisinin varligin1 destekler niteliktedir (Jayaprakasam vd., 2003;
Sayed vd., 2012; Bohlooli vd., 2012; Imen vd., 2015).

Kukurbitasin I, E.elaterium meyve suyu ve kloroform ekstraktinin MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlarinda hiicre go¢ yetenegine etkisini gozlemleyebilmek i¢in
Wound Healing testi analizleri yapildi. MCF-7 hiicreleri Kukurbitasin I’nin 4 farkli
konsantrasyonu ile tedavi edildi (Sekil 4.10-11). Kontrol grubunun (tedavi
edilmeyen) yarik araligi 0. saatte 226 pum iken 36. saatte 62 pm olarak olgiildii.
Kukurbitasin I’'nin 400 nM konsantrasyonu ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde ise
yarik araligi 222 pm’den 36. saatte 267 um’ye yiikseldi. Kontrol grubumuzun yarik
aralig1 36. saatte %72,57 kapanirken, 400 nM konsantrasyon Kukurbitasin | tedavisi
sonucu yarik aralig1 %16,85 agild1.

MDA-MB-231 hiicreleri Kukurbitasin I'nin 4 farkli konsantrasyonu ile tedavi
edildi (Sekil 4.16-17). Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 210 um iken 36.
saatte 46 um olarak o6l¢iildii. Kukurbitasin | (400 nM) ile tedavi edilen MDA-MB-
231 hiicrelerinde ise yarik aralifi 209 pm’den 36. saatte 240 pm’ye yiikseldi.
Kontrol grubunun yarik aralig1 36. saatte %78,10 kapanirken, Kukurbitasin | tedavisi

sonucu yarik aralig %12,92 acildi.
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MCEF-7 hiicreleri E.elaterium meyve suyunun 4 farkli konsantrasyonu ile
tedavi edildi. Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 271 pm iken 36. saatte 86 pm
olarak Olgiildii (Sekil 4.12-13). E.elaterium meyve suyu (10 mg/mL) ile tedavi
edilen MCF-7 hiicrelerinde ise yarik araligi 213 um’den 36. saatte 257 pm’ye
yiikseldi. Kontrol grubunun yarik araligi 36. saatte %68,27 kapanirken, E.elaterium
meyve suyu (10 mg/mL) ile tedavisi sonucu yarik araligi %17,12 agild1.

MDA-MB-231 hiicreleri E.elaterium’un meyve suyu 4 farkli konsantrasyonu
ile tedavi edildi (Sekil 4.18-19). Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 207 um iken
36. saatte 72 um olarak Olgiildii. E.elaterium meyve suyu (10 mg/mL) ile tedavi
edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde ise yarik araligit 263 pum’den 36. saatte 336
um’ye yiikseldi. Kontrol grubunun yarik araligi 36. saatte %65,22 kapanirken,
E.elaterium meyve suyu (10 mg/mL) tedavisi sonucu yarik araligi %21,73 agildi.

MCF-7 hiicreleri  E.elaterium’un  kloroform  ekstraktinin 4  farkh
konsantrasyonu ile tedavi edildi (Sekil 4.14-15). Kontrol grubunun yarik araligi O.
saatte 209 pum iken 36. saatte 56 pum olarak olgiildi. E.elaterium’un Kloroform
ekstrakt1 (0,1 mg/mL) ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde ise yarik araligi 234
um’den 36. saatte 326 pum’ye yiikseldi. Kontrol grubunun yarik araligi 36. saatte
%73,21 kapanirken, E.elaterium’un kloroform ekstrakti ile tedavisi sonucu yarik
aralig1 %28,22 acild1.

MDA-MB-231 hiicreleri E.elaterium’un kloroform ekstraktinin 4 farkh
konsantrasyonu ile tedavi edildi (Sekil 4.20-21). Kontrol grubunun yarik araligi O.
saatte 228 pum iken 36. saatte 19 pum olarak olgiildi. E.elaterium’un Kloroform
ekstrakti (0,1 mg/mL) ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde ise yarik aralig
226 pm’den 36. saatte 277 um’ye yiikseldi. Kontrol grubunun yarik aralig1 36. saatte
%91,67 kapanirken, E.elaterium’un kloroform ekstrakt1 (0,1 mg/mL) tedavisi sonucu
yarik aralig1 %18,42 acild1.

Her iki kanser hiicre hatti ile yapilan Wound Healing testlerinden elde edilen
sonuglara gore 36. saat verilerine gore (Sekil 4.10-21) kontrol gruplarinda hiicre gogii
devam ederken, E.elaterium meyve suyu, kloroform ekstrakti ve Kukurbitasin | ile
tedavi sonucu hiicre gogli yeteneginin belirgin bir sekilde azaldigi goriilmiistiir.
Kanser hiicrelerinde yeni damar olusumu siirecindeki basamaklardan biri de
hiicrelerin aktivitasyonu, profilasyonu ve gocidiir. Kullandigimiz maddelerin
antiproliferatif etkisi MTT testiyle gosterilmistir. Wound Healing testlerinden de

hiicre goclinii 6nemli olgiide engelledigi goriilmektedir. Bu durum hem anjiyogenezi
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hem de anjiyogenezin neden oldugu metastazi engellemesi ayn1 zamanda bu
maddelerin anti-metastatik etkiye sahip olduklarini da gostermektedir.

Koloni Formasyon testinden elde edilen veriler (Sekil 4.22-27), MTT test
sonuglarint dogrulamaktadir. E.elaterium meyve suyu, kloroform ekstrakti ve
Kukurbitasin | ile tedavilerde belli bir dozdan sonra her iki kanser hiicrelerinin
koloni olusturma yeteneklerinin tamamen yok oldugu gozlemlendi. Ayni sekilde,
koloni olusturma yetenegi de metastaz yapma kabiliyeti olarak ifade edilmektedir
(pamukkale.edu.tr, 2015). Bu ifadeye gore; E.elaterium meyve suyu, kloroform
ekstrakti ve Kukurbitasin | ile tedavi metastaz1 da engelledigi agik¢a soylenebilir.

Kanser hiicreleri kan ya da lenf dolasimi araciligt ile viicudun diger
bolgelerine ulasip soz konusu bdlgelerde hiicre kolonileri olusturup ve biiylimeye
devam etmektedirler. E.elaterium meyve suyu, kloroform ekstrakti ve Kukurbitasin |
ile koloni olusturma yeteneklerinin yok edilmesi, bu maddelerin hiicre kolonilerinin
olusumunu engelledigini, olusan tiimorlerin  bliylimesini  yavaglattigint  ve
durdurdugunu (antitiimor etki) gostermektedir.

Her iki hiicre hattinda da (MCF-7 ve MDA-MB-231) hiicre morfolojilerinin
goriintiileri alinarak analizi yapildi (Sekil 4.28-33). Kontrol gruplarinda hiicreler
normal biiyiimelerine devam edip boliiniip gogalirken yani hiicre morfolojilerinde
herhangi bir degisiklik gbézlenmezken, tedavi uygulanan hiicrelerde ise hiicre
morfolojilerinde bozulma, hiicrelerin kii¢lilmesi ve hiicre oliimlerinin gerceklestigi

belirgin bir sekilde goriildii.
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6. SONUC ve ONERILER

Kukurbitasin I ve E.elaterium ekstraktiyla kanser {izerine yapilan ¢aligsmalarin
kisitli olmas1 nedeniyle baslatilan bu ¢alismadan elde edilen anlamli sonuglar bu bitki
ekstrakt1 iizerine yapilacak c¢alismalarin genisletilebilecegini gostermistir. Meme
kanserinin iilkemizde sik goriilmesi ve tedavi siirecinde yeni yollarin aranmasi
nedeni ile bu kanser iizerinde durulan calismada, meme kanseri hiicrelerinde
E.elaterium ekstraktinin belli dozlarinin hiicreleri 6liime gotiirdiigi belirlenmistir.

E.elaterium meyve suyunun ¢ok zehirli (terapotik doz araligi dar oldugundan)
olabilecegi bilinmektedir. Tabiki yapilacak calismalarda terapotik doz araliginin
tespiti gerekecektir. Burada daha ¢ok Kukurbitasinler {izerinde durularak tek molekiil
yapinin hiicre i¢ine girmesini Kolaylastiracak yollar aranmalidir. Bilinen bir gergek
Kukurbitasin I dogal bir STAT3 inhibitoriidiir. Bu sekilde bundan faydalanmak
amaci ile hangi tastyict maddenin hiicre i¢ine girisi kolaylastirarak etkiyi ne diizeyde
artiracagi caligmalarina yogunlasilabilinir. Birkag¢ calismada bu molekiiliin liposom
ile ¢evrilmesi hiicre igine girisi kolaylastirarak sitotoksisiteyi artirdigi belirtilmistir.
Daha degisik tasiyicilar tespit edilerek optimal diizeyde etkiye bu dogal STAT3
inhibitori ile ulasilabilinir. Sonrasinda in vivo ¢alismalarla tasiyicinin etkisi daha
belirgin olarak tespit edilebilir.

Bu in vitro caligmadan elde edilen Kukurbitasin I’'nin veya E.elaterium
meyve suyu Ve kloroform ekstraktinda bulunan fakat isimlendirilemeyen
molekiillerin meme kanseri tedavisinde daha etkili olabilme ihtimali mevcut
bulunmaktadir. Bununla ilgili yapilacak ¢aligmalardan biiyiik bir oranda pozitif
sonuglar elde edilmesi miimkiin goriinmektedir. Kukurbitasin I'nin ilerleyen
caligmalarda kemoterapoétiklerle birlikte kullanilmasiyla kemoterapi dozunun
azalmasma yol agacagina dair caligmalar yapilabilir ve bdylece hastalarda
kemoterapi yan etkisi azaltilarak yasam kalitesi arttirilabilir.

E.elaterium meyve suyu, kloroform ekstrakti ve Kukurbitasin I’'nin MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlarina farkli oranlarda etki etmesinin sebebi arastirilarak etki
mekanizmasi aydinlatilabilir.

Bu c¢alismanin meme kanseri tedavisinde ve yeni tedavi metotlarinin
gelistirilmesinde yol gosterici ve diger kanser tiirleri i¢in de benzer arastirilmalarin
yapilmasina vesile olarak, etkin tedavi protokollerinin gelistirilmesine katkida

bulunacagini timit ediyoruz.
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