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OZGUN MAKALE / ORIGINAL ARTICLE

AKCIiGER KANSERiI VE MEME KANSERi HUCRELERINDE
SAFRANAL BILESIGININ SITOTOKSIK AKTiVITESININ GERCEK
ZAMANLI iZLENMESI

REAL-TIME MONITORING OF CYTOTOXIC ACTIVITY OF SAFRANAL COMPOUND ON
LUNG CANCER AND BREAST CANCER
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Erciyes Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali, 38039, Kayseri, Tiirkiye

0z

Amacg: Akciger adenokarsinomu ve meme kanseri en sik goriilen kanser tiirleridir ve diinya ¢apinda
kansere bagh éliimlerin dnde gelen nedenlerindendir. Safranal bilesiginin cesitli farmakolojik
etkileri ve sitotoksik ozellikleri vardir. Bu ¢alismamn amaci, safranal bilesiginin insan akciger
karsinomu hiicre hatti (A549), insan meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) ve insan bronsiyal epitel
saglikli hiicre (Beas-2b) hatlari iizerindeki sitotoksisitesini siirekli izleme yoluyla tahlil etmektir.
Gereg¢ ve Yontem: Hiicreler, safranal ile 1, 10, 100 uM konsantrasyonda muamele edildi ve bu
bilesigin hiicre canliligi iizerindeki etkisini belirlemek i¢in xCELLigence gercek zamanli hiicre
analizérii kullamlmigtir. E-plaka kuyularimin empedanst araciligiyla hiicre indeksi goriintiilenerek
her 15 dakikada bir izlenmistir.

Sonuc ve Tartisma: Yapilan ¢calismalar sonucunda safranal bilesiginin MCF-7 hiicre hatti iizerinde
sitotoksik etkiye sahip oldugu, A549 ve Beas-2b hiicreleri iizerinde toksik etkisinin olmadig
belirlenmigti. MCF-7 hiicre hattinda, hiicre indeksi degisiklikleri, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tiim konsantrasyonlarda azaldigi tespit edilmistir. Kanser tiiriine gore bu
ilaclarin etkinligini artirmak icin geleneksel antikanser ilaglar ve safranal bilesigi kombinasyonu
kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: 4549 hiicre hatti, MCF-7 hiicre hatti, safranal, sitotoksisite, XCELLigence

ABSTRACT

Objective: Lung adenocarcinoma and breast cancer are the most commonly occurring cancer types
and they are the leading cause of cancer-related deaths worldwide. Safranal has various
pharmacological effects and have cytotoxic properties. Aim of this study was by continuous
monitoring to assay the cytotoxicity of safranal on human lung carcinoma cell line (A549), human
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breast cancer cell line (MCF-7) and human bronchial epithelial cell lines (Beas-2b).

Material and Method: Cells were treated 1, 10, 100 uM concentrations with safranal and
XCELLigence real-time cell analyzer were used to determine this compound effect on cell viability.
The cell index was monitored every 15 minutes by visualizing the impedance of the E-plate wells.
Result and Discussion: Consequently the studies, it was determined that the safranal has cytotoxic
effect on MCF-7 cell line and did not has a toxic effect on A549 and Beas-2b cells. In the MCF-7
cell line, cell index alterations were found to be decreased at all concentrations compared with the
untreated control. The combination of conventional anticancer drugs and safranal can be used to
increase the effectiveness of these drugs considering cancer type.

Keywords: A549 cell line, cytotoxicity, MCF-7 cell line, safranal, xCELLigence

GIRIS

Meme kanseri ve akciger adenokarsinomu, diinyada kansere bagl 6liimlere yol acan en yaygin
kanser tiirleridir [1]. Hedefe yonelik ilag tedavileri, immiinoterapi ve cerrahi yaklasimlar dahil olmak
tizere ¢esitli tedavi yaklasimlar: halen devam etmektedir. Diger tiim kanserler gibi, anormal hiicre
proliferasyonu bu kanser tiirlerinin temel o6zelligidir [2]. Mevcut terapdtiklerin, 6zellikle gelismis
iilkelerde, meme kanseri 6liimlerini basaril bir sekilde kontrol etmesine ragmen, meme kanseri diinya
capinda kadinlar arasinda en yaygin kanser ve dnde gelen 6liim nedeni haline gelmistir [3]. Kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasina karsi takviyeler, meme kanserinin Onlenmesine ve tedavisine katkida
bulunabilir. Ek olarak, dstrojen biyosentezini katalize eden aromataz enziminin inhibe edilmesi, meme
kanseri icin etkili bir tedavi segenegi olarak kabul edilmektedir [2]. Kanserde ilag tedavileri i¢in giiclii
bilesiklere olan gereklilik nedeniyle, ilerleme gosteren arastirmalar degerli bir yaklagimdir. Meme
kanseri ve akciger kanserinin en yaygin olarak goriilen kanser tipleri olmasi, tedaviye katki sunabilecek
her tiirlii arastirmay1 daha da 6nemli kilmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin agir yan etkileri
vardir. Bu nedenle etkinligi artirabilecek veya daha az yan etkileri olabilecek alternatif molekiillerin
antikanserojen etkinliklerinin arastirilmasiin yeni farmakolojik etkilerinin agiga ¢ikarilmasina katkida
bulunabilecegi diistiniilmektedir.

Safranal, dehidrojenasyon yoluyla beta-siklositralden tiiretilen bir monoterpenoid ve Crocus
sativus L.’de bulunan dogal bir iriindiir [4]. Antidiyabetik, antienflamatuar, antioksidan, antitiissif,
antitimor ve antikonviilsanlar1 igeren genis bir terapotik Ozellik yelpazesi, safrandan tiiretilen 6zel
nutrasotik tlirlerine atfedilmistir. Safranal, antikanser 6zellik sergileyen bir bilesiktir; safran ve temel
bilesenlerin normal hiicreler iizerinde higbir sitotoksik etkisinin olmadigi, ancak kanser hiicreleri igin
oldiriicii oldugu tespit edilmistir. Caligmalar, safranin ve bilesenlerinin kanser gelisimine karsi uygun
sekilde hareket ettigini ve tiimorlere karsi segici toksisite gosterdigini kanitlamistir [5-7].

Canli hiicrelerin metabolik aktivitesini 6lgen MTT testi gibi yaygin sitotoksisite testleri, kanser
hiicre dizilerinin, hiicre canliliginin belirlenmesinde hala yaygin olarak kullanilmaktadir [8]. Tiim
durumlar i¢in evrensel olarak uygun tek bir yontem yoktur ve her birinin belirli kosullar altinda
potansiyel olarak sinirlamalar1 vardir [9]. Ancak bu testler, yalnizca test edilen bilesigin segilen kesin
zaman noktasi tizerindeki etkisini yansitan son nokta testleridir. Bazen ilag aday1, bu yaygin sitotoksisite
testleri tarafindan test edilen zaman noktasindan/noktalarindan daha erken zaman noktalarinda akut bir
etkiye neden olabilir. Bu nedenle, gercek zamanl bir degerlendirme igin gergek zamanl sitotoksisite
testlerini kag¢inilmaz kilan bu tiir ug nokta testleri ile bu akut etkiler gozden kagirilabilir. XxCELLigence
Sistemi, hiicrelerin kantitatif ve ger¢cek zamanli izlenmesiyle ve yapisik hiicrelerin durumunu in vitro
olarak analiz etmek i¢in empedans Ol¢iimlerine dayali olarak hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitenin
degerlendirilmesine olanak tamimaktadir. Elektrik empedansinin Olciilmesi, hiicrelerin yapismasi,
cogalmas1 ve yasayabilirligi hakkinda fikir vermektedir. Hiicre baglanmasi ve yayilmasi nedeniyle
empedansta gozlenen degisiklikler Hiicre Indeksi (CI) olarak adlandirilan parametre olarak ifade
edilmektedir. CI, hiicre canliligini, dolayisiyla hiicre sayisini, baglanma kalitesini ve hiicre tipini
yansitmaktadir [10-12]. Hiicre canliligimin izlenmesi kritiktir ve xCELLigence sistemi, hiicrelerin
stirekli olarak Olgiilmesini ve kantifikasyonunu saglamaktadir [13,14]. Ayrica, xCELLigence sistemi,
zamana bagl ICsp degerlerinin gercek zamanli olarak hesaplanmasina izin vermektedir [11]. Bu analizin
ozellikle biyiik 6lgekli ilag taramasinda yararl oldugu kanitlanmustir [10-12].



Ankara Ecz. Fak. Derg., 47(3): 907-914, 2023 Uzunhisarcikli 909

Mevcut ¢alismada, safranal bilesiginin A549, MCF-7 hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif etkileri
arastirilmistir ve antikanser aktivitesinin, saglikli hiicre olan Beas-2b hiicre hatti ile kiyaslanarak gergcek
zamanlt hiicre analizorii ile degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla safranal bilesiginin A549,
MCF-7 ve Beas-2b hiicre hatlarmdaki etkileri gergek zamanli hiicre analizi ile ilk kez gdsterilmistir.

GEREC VE YONTEM

A549 (ATCC, CCL-185) insan akciger karsinomu hiicre hatti, MCF-7 (ATCC, HTB-22) insan
meme kanseri hiicre hatt1 ve Beas-2b (ATCC, CRL-9609) insan brongiyal epitel saglikli hiicre hatt1
American Type Culture Collection'dan (ATCC) satin alinmustir. Dulbecco’s Modifiye Eagle
Ortami/Besin Karigimi F-12 (DMEM/F12), DMEM, RPMI besiyeri, 100 U/ml penisilin-100 ug/ml
streptomisin, fetal sigir serumu (FBS), tripsin-EDTA, Capricorn Scientific’ten (Ebsdorfergrund,
Almanya) satin alimmustir. 96 kuyucuklu E-plaka, ACEA Biosciences’tan (San Diego, ABD) satin
almmustir. Safranal, Tamoksifen ve Gemsitabin MedChemExpress'ten (NJ, ABD) satin alinmistir.

Hiicre Kiiltirii

%10 FBS, %1 L-glutamin, 100 U/ml Penisilin ve 100 pg/ml Streptomisin igeren sirastyla DMEM-
F12, DMEM ve RPMI besiyeri ile A549, MCF-7 ve Beas-2b hiicreleri ¢ogaltilmustir. Hiicreler, %5 CO02
iceren nemli bir atmosferde 37°C’de inkiibe edilmistir. Safranal dimetilsiilfoksit (DMSO) iginde
¢Oziilmiistiir ve nihai DMSO konsantrasyonunun %0.1°den az oldugu belirlenmistir.

Gercek Zamanh Hiicre Analizi (RTCA)

A549 hiicrelerinin optimum ekim konsantrasyonu belirlenmistir ve ardindan hiicreler (12500
hiicre/kuyu), MCF-7 hiicreleri (10000 hiicre/kuyu) ve Beas-2b hiicreleri (10000 hiicre/kuyu) 96
kuyucuklu E-plakaya ekilmistir. Hiicreler yaklasik %80 doluluga ulastiginda, %0.25 tripsin-EDTA
uygulanmistir. Daha sonra 25°C'de 5 dakika 1000 rpm’de santrifiijlenip 96 kuyucuklu xCELLigence E-
plakasina ekilmistir. Hiicreler, E-plakaya ekildikten yaklasik 24 saat sonra logaritmik olarak biiylime
asamasma ulastiginda, 1, 10, 100 uM konsantrasyonlarinda safranal uygulanmistir. Tamoksifen ve
Gemsitabin pozitif kontrol olarak kullanilmustir. E-plaka kuyularinin empedansi araciligiyla her 15
dakikada bir izlenmistir. Deneyler yaklasik 72 saat siireyle yiiriitiilmiistiir. Bu bilesiklerin etkisi, kiiglik
degisikliklerle lireticinin talimatlarinda (Roche Applied Science ve ACEA Biosciences) agiklandigi gibi
RTCA sistemi ile izlenmistir. RTCA elektriksel empedansi 6l¢mekte ve hiicre canliligini, hiicre sayisini,
baglanma kalitesini ve hiicre tipini ifade eden bir parametre olan hiicre indeksini goriintiilemektedir.
ICs (yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonu) degerleri, 24 saatte RTCA entegre yazilimi araciligiyla
hesaplanmustir.

istatistiksel Analiz

Tiim hesaplamalar, xCELLigence sisteminin RTCA entegre yazilimi kullanilarak elde edilmistir.
Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. CI, xCELLigence sistemi ile tekrarlanan
deneylerden (n = 4) hesaplanmistir. Kontrol ve deney grubu arasindaki degerlerdeki farkliliklar
karsilastirmak i¢in GraphPad Prism Version 9.5.1 program kullanilarak istatistiksel analiz yapilmistir.
Gruplar arasindaki farkliliklar tek yonlic ANOVA varyans analizi ardindan Dunnett’s post-hoc analizi
yapilarak belirlenmistir. p <0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

SONUC VE TARTISMA
Safranahn Etkilerinin RTCA Kullamlarak Ger¢ek Zamanh Olarak izlenmesi

Gercek zamanli hiicre analizi; hiicre proliferasyonunu ve morfoloji degisimini, isaretci
kullanmadan saptama, fizyolojik temas gerektirmeksizin gergek zamanl izleme ile otomatik olgiimler
yapabilme, yiiksek duyarlilik ve dogrulukta goriintiileme igin kullanilan bir sistemdir. Elektronik
plakalara entegre edilmis mikroelektronik hiicre sensorii dizisi, elektrodlarin elektronik empedansinin
Olclilmesi, elektrodlar iizerindeki degisikliklerin saptanmasi ve izlenmesini saglamaktadir. Bu ¢alismada
safranal, iki kanser hiicre hattina (A549 ve MCF-7) ve saglikl hiicre olan Beas-2b hiicre hattina karsi
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sitotoksisitesi agisindan aragtirtlmistir.  Sitotoksisite, potansiyel terapotik bir ajanin antikanser
aktivitesini tespit etmek agisindan 6nemli bir 6l¢iit oldugu i¢in bu ¢alismada safranal bilegiginin etkisini
belirlemek amaglanmigtir. Safranal doz-yanit egrilerinin tekrarlanan xCELLigence dlglimleri ile elde
edilmistir. Hiicrelerin indeksi, hiicre sayisi ile dogru orantili olarak artarken, hiicreler bilesik ile
muamele edilmistir. Biyolojik aktivite ¢aligmalarinda safranal bilesiginin sitotoksik incelemeleri olumlu
sonuclar vermistir ve konsantrasyona bagl bir sekilde MCF-7 hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu
inhibe etmistir. Safranalin A549 ve Beas-2b hiicre hattinda sitotoksik etkisinin olmadigi belirlenmistir
(Sekil 1). Etkisi olan potansiyel bir antikanser bilesigin, kabul edilebilir olmasi i¢in saglikli hiicreler
tizerinde herhangi bir toksik etkisinin olmamasi veya ¢ok diisiik diizeyde olmasi beklenmektedir.
Safranal bilegiginin Beas-2b saglikli hiicre hattinda toksik etkisi bulunmadigi gézlemlenmistir (Sekil
1c).

Uygulama sonrasi 24 saat ve 48 saatlik maruziyetten sonra hiicre tipleri igin CI degisiklikleri
asagida verilmistir (Tablo 1). Safranalin MCF-7 hiicre hattinda uygulamadan sonra 24. saatteki 1Csp
degeri 12.94 uM (Sekil 2a); 48. saatteki ICso degeri 13.83 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 2b); ve
sigmoidal konsantrasyon yanit egrisi verilmistir. Bu egri, deneysel veri noktalarima en uygun egriyi
matematiksel fonksiyonlara gore olusturan sigmoidal konsantrasyon-yanit denklemini kullanarak 1Csg
degerlerinin hesaplanmasini saglamaktadir.

MCEF-7 hiicrelerinde gercek zamanli hiicre analiz sonuglar1 degerlendirildigi zaman uygulama
sonrasi 24. saatte, 10 uM Tamoksifen’in (p<0.0001) ve 1 uM, 10 uM ve 100 uM safranalin (p<0.001)
hiicre canliligin1 anlamli olarak azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 3a). Uygulama sonrasi 48. saatte ise, 10
uM Tamoksifen (p<0.0001), 1 uM safranal (p<0.05), 10 uM safranal (p<0.05) ve 100 uM safranalin
(p<0.01) hiicre canliligin1 anlamli olarak azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 3b).

Aktif biyomolekiillerin saghigi gelistirdigi ve gesitli hastaliklar1 énlemek veya tedavi etmek igin
kullanilabilecegi bilinmektedir. Potansiyel antikanser bilesiklerinin saptanmasi i¢in biyomolekiiller ile
yapilan antikanser aktivite tarama ¢alismalar1 6nem kazanmustir. Bu nedenle, yeni antikanser ilaglarin
gelistirilmesi ve kanser i¢in daha etkili tedavi stratejilerinin bulunmasinda aktif biyomolekiillerin tespiti
degerli bir yaklasim olarak goriilmektedir [15]. Safranalin kanser hiicrelerinde etkinligi ile ilgili
literatiirde ¢esitli caligmalar bulunmaktadir. Bir ¢alismada, HeLa hiicrelerinde safrandan tiiretilen farkl
bilesiklerin potansiyel sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir. Safran O6zlerinin, insan timor
hiicrelerinin hiicre biiytimesini engelledigi bildirilmistir. Safranalin HeLa hiicrelerinin biiylimesini in
vitro olarak inhibe edebildigi, yiiksek LDso degeri ile birlikte baharattaki diisiik ylizdesinin biiytimeyi
inhibe edici aktiviteye isaret ettigi belirlenmistir [16].

Safranin kanser onleyici 6zelliklerinin kesin mekanizmasi belirsizligini korumaktadir, ancak bazi
calismalarda birka¢ hipotez belirtilmistir. Bir c¢alismada, Safranalin antikanser potansiyeli,
antianjiyojenik kapasitesiyle ilgilenerek arastirilmistir. Safranalin, VEGF nin indiikledigi anjiyogenezi
in vitro ve ex vivo olarak ¢izik yara testi, tiip olusumu testi, transmembran testi ve aortik halka testi
yoluyla inhibe ettigi tespit edilmistir [5].

Safranalin potansiyel bir kanser oOnleyici madde olarak kabul edilebilecegi ve tiibiiline
baglanmasinin mikrotiibiil polimerizasyonunun inhibisyonuna yol agabilecegi belirtilmistir [17].

Tablo 1. xCELLigence sistemi kullanilarak safranal uygulandiktan 24 saat ve 48 saat sonra hiicre tipleri
icin CI degisiklikleri

Hiicre tipi A549 Ab49 MCF-7 MCF-7 Beas-2b Beas-2b
Zaman 48. saat 72. saat 48. saat 72. saat 48. saat 72. saat
Hiicre sayilar 12500 12500 10000 10000 10000 10000
(hiicre/kuyu)
S1 4.02+0.06 4.36+0.34 0.23+0.01 0.54+0.01 4.44+0.41 3.99+0.48
S2 4.39+0.06 4.61+0.19 0.334+0.09 0.62+0.17 4.66+0.33 4.5440.12
S3 4.74+0.99 4.91+0.94 0.32+0.01 0.64+0.01 4.69+0.24 4.61+0.13

xCELLigence sistemi ile tekrarlanan deneylerden elde edilen hiicre indeksi verileri kullanilarak hesaplanmistir (n = 4).
Hiicrelere 24. saatte safranal uygulanmustir. Veriler ortalama + SD olarak ifade edilmigtir. S1: 100 uM safranal; S2: 10 uM
safranal; S3: 1 uM safranal
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Degerler GraphPad Prism 9.5.1 programinda One-way ANOVA ve post-hoc Dunnett testi ile analiz edildi. *p<0.05 kontrol
grubuna kiyasla. Anlamlilik araligi; *<0.05, **<0.01, ***<0.001 ve ****<0.0001 (n=4). Sonuglar, ortalama + ortalamanin

standart hatas1 olarak sunuldu
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Safranalin HeLa ve MCF-7 hiicrelerinde safranin neden oldugu hiicre Oliimiinde rol
oynayabilecegi sonucuna varilabilecegi belirtilmistir. Lipozom kapsiillemenin safranalin anti-timor
etkisini gelistirdigi ve 6zellikle lipozomal formunun kanserde iimit verici kemoterapétik ajanlar olarak
arastirilabilecegi belirlenmigtir [18].

Literatiirdeki ¢aligmalar, birkag insan karsinom hiicre hattinin hem canlilik hem de hiicre dongiisii
inhibisyonu agisindan safranaldan etkilendigini gostermektedir [19,20].

Yapilan bir ¢alisma safranal bilesiginin oral skuamoz hiicreli karsinoma karst (KB hiicre hatti)
kismen segici sitotoksik ve apoptojenik etkilere sahip oldugunu ve normal fibroblast (NIH 3T3)
hiicreleri lizerinde ¢ok diisiik diizeyde etkilere sahip oldugunu gostermektedir [21].

Yillar boyunca yapilan kapsamli arastirmalar, safranalin kanser de dahil olmak iizere birgok
hastaligin tedavisine yonelik umut verici farmakolojik 6zelliklere sahip oldugunu gostermis olsa da,
hiicresel ve molekiiler mekanizmalar aydinlatilmay1 beklemektedir. Sonug olarak safranal, antikanser
potansiyeli agisindan daha fazla aragtirilmaya degecek nitelikte bir bilesiktir. Safranalin etkilerinde yer
alan olasi mekanizmalarm daha fazla incelenmesi, klinik deneyler de dahil olmak iizere sonraki
caligmalar i¢in giiclii bir dogrulamaya yol agacaktir.
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CIKAR CATISMASI BEYANI
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