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Amag¢: Meme kanseri, diinyada ve iilkemizde kadinlarda en sik teshis edilen kanser tiirlerinden biridir. Diinya geneline
bakildiginda 6liim sebepleri arasinda kadmlarda ikinci sirada yer aldigi bilinmektedir. Bu galigmanin amaci, Melissa officinalis
ekstresinin meme kanseri hiicre dizisinde (MCF-7) antiproliferatif, apoptotik ve antioksidan etkilerinin belirlenmesidir.
Yontem: Arastirmada ogulotu bitki ekstresinin farkli konsantrasyonlart (1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL ve 1000 pg/mL)
MCF-7 hiicre dizisi lizerine uygulanmustir. Sitotoksik aktiviteleri 24 saatte MTT yontemi, apoptotik aktiviteleri ise muse
anneksin V yontemi kullanilarak belirlenmistir. Biyokimyasal parametrelerin belirlenmesinde 1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL
ve 1000 pg/mL dozlarda hiicrelere uygulama yapilmis ve sonra hiicre lizatlari elde edilmistir. Hazirlanan numuneler ile ilk
olarak hiicrenin protein diizeyi hesaplanmistir. Ardindan TOS, TAS, OSI, SOD, GPx aktivite tayini, MDA ve NO analizleri
yapilmstir.

Bulgular: Sonuglar degerlendirildiginde, aragtirmamizda doz ve zamana bagli olarak Melissa officinalis ekstresinin MCF-7
hiicre proliferasyonunu azalttig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda elde ettigimiz apoptoz artis1 da bu proliferasyon inhibisyonunu
aciklamaktadir. Arastirma gergevesinde ortaya ¢ikan antioksidan sonuglari da proliferasyonun inhibisyonunu ve ayni zamanda
apoptozun artisini desteklemektedir.

Sonug: Tstatistiksel olarak tiim veriler yorumlandiginda Melissa officinalis ekstresinin, MCF-7 hiicrelerinde molekiiler
antikanserojenik mekanizmalari, tekli ya da kemoterapdtik ajanlarla kombine ¢alisilarak, meme kanseri tedavisi igin yeni
kemoterapdtik ve kemopreventif ajanlarin gelisimine 6nemli katki saglayacagi mevcut aragtirma ile belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan parametreler, Apoptoz, MCF-7, Melissa offinalis.

ABSTRACT

Objective: Breast cancer is one of the most frequently diagnosed cancer types in women in the world and in our country. It is
known that it is the second leading cause of death in women worldwide. The aim of this study is to determine the
antiproliferative, apoptotic and antioxidant effects of Melissa officinalis extract on breast cancer cell line (MCF-7).

Methods: In the study, different concentrations of Melissa officinalis extract (1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL and 1000 pg/mL)
were applied to the MCF-7 cell line. Cytotoxic activities were determined using the MTT method at 24 hours, and apoptotic
activities were determined using the muse annexin V method. To determine the biochemical parameters, 1 pg/mL, 10 pg/mL,
100 pg/mL and 1000 pg/mL doses were applied to the cells and then cell lysates were obtained. Firstly, the protein level of the
cell was calculated with the prepared samples. Then, TOS, TAS, OSI, SOD, GPx activity determination, MDA and NO analyzes
were investigated.
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Results: When the results were evaluated, it was determined in our study that Melissa officinalis extract decreased MCF-7 cell
proliferation depending on dose and time. At the same time, the increase in apoptosis we obtained explains this proliferation
inhibition. The antioxidant results that emerged within the framework of the research also support the inhibition of proliferation
and also the increase of apoptosis.

Conclusion: When all the statistical data are interpreted, it has been determined by the current research that the molecular
anticarcinogenic mechanisms of Melissa officinalis extract in MCF-7 cells will contribute to the development of new
chemotherapeutic and chemopreventive agents for breast cancer treatment by working alone or in combination with
chemotherapeutic agents.

Key words: Antioxidant parameters, Apoptosis, MCF-7, Melissa offinalis.
1. GIRIS

Kanser, hiicrelerde deoksiriboniikleik asitte (DNA) olusan hasar sonucu meydana gelen,
hiicrelerin kontrolsiiz olarak boliinerek olagan disi1 biiylime egilimi olarak tanimlanmaktadir
(1). Bu kanser tiirii diinyada tiim kanser vakalarinin %18’ini olusturmaktadir. Goriilme siklig
acisindan ise kadinlarda en fazla belirlenen kanser tipidir. Oliimlii kanser hastaliklar:
siralamasinda, akciger kanserinden sonra en sik rastlanilan kanser tiirtidiir (2-4). Meme kanseri,
goriilme siklig1 acisindan ¢ok tehlikeli seviyelerdedir. Glinlimiizde her 10 kadindan birinin
meme kanserine yakalanma riskinin oldugu bildirilmistir. Bu hastaliga yakalananlarin ii¢te biri
ise hayatlarin1 kaybetme riski ile kars1 karsiyadir (5).

Kanser tedavisinde en sik kullanilan strateji kemoterapidir. Kemoterapide timor
biliylimesini ve metastaz1 engelleyen sentetik ya da bitkisel kokenli molekiiller kullanilir.
Kemoterapotik ajanlarin molekiiler hedefi hiicre 6liim mekanizmalarinin tetiklenmesidir (6).
En temel hiicre 6liim mekanizmasi olan apoptoz hiicre i¢i veya hiicre dis1 sinyaller ile baslatilir.
Bu sinyaller hiicreye ulastiginda ¢ok ve ¢esitli biyokimyasal ve morfolojik farklilagmalar baslar
(7). Kaspazlarin aktive olmasi, hiicre i¢i ve digindan ulasan sinyaller vasitasiyla meydana
gelmektedir. Bu sinyallerle hiicre, tutundugu zeminden ve komsu hiicrelerden kopar ve
kiiciilmeye baslar (Konsanse olur). Boylece hiicre iskeleti biitiinliigiinii kaybeder ayn1 zamanda
cekirdek zar1 kismen eriyebilir. Buna ek olarak ¢ekirdek DNA’s1 parcalar seklinde bdliiniir (8).
Bu asamalarin ardindan membranla ¢evrili olan vezikiiller ortaya ¢ikar. Vezikiiller, komsu
hiicreler veya fagositler vasitasiyla fagosite islemine tabi tutulur (9).

Cesitli bitki ektrelerinin kanser hiicrelerinde proliferasyonu ve invazyonu engelledigi
bilinmektedir (10). Melissa officinalis bitkisinin; antispazmolik, karminatif, sedatif, hipotansif,
hipoglisemik, hipolipidemik, sitotoksik, antinosiseptif, analjezik, vazorelaksan ozelliklere
sahip oldugu bildirilmistir. Melissa officinalis’in rosmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit,
ferulik asit, sitral, geraniol, sitronelal, neral, linalol, farnesil asetat, kariyofil, humulen ve
eremophilen gibi metabolitler bakimindan zengin oldugu gosterilmistir (11,12). Bu calismada
Melissa officinalis ekstresinin meme kanseri hiicre dizisinde (MCF-7) antiproliferatif,
apoptotik ve antioksidan etkileri incelenmistir.

2. GEREC VE YONTEMLER
Hiicre kiiltiirii

Stoktan alinan MCF-7 hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin igeren L-glutamin
ve HEPES’li RPMI-1640 besiyerinde, 25 cm2 lik flasklarda, %5 CO2 ve 37 oC ortam
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kosullarinda biiyiitiilmiistiir. Hiicreler flasklar1 %80-90 oraninda doldurduklarinda yeni 25 cm?2
ve 75 em2’lik flasklara pasajlanarak deneylerde kullanilmak iizere stoklar ¢ogaltilmistir.

Hiicre Canhlig Ol¢iimii (MTT Testi)

96 kuyucuklu plakalara sayimi yapilan MCF-7 hiicreleri 100 pl besiyeri icerisinde
10000 hiicre (10000/kuyu) olacak sekilde kuyucuklara ekim yapilmistir. Mikroplakalar 24 saat
stiresince 37°C sicaklikta ve %5 CO2 ayarli inkiibatérde bekletilmis ve hiicrelerin yiizey
bolgeye yapismalari saglanmistir. Ardindan, seri diliisyonlar seklinde hazirlanan Melissa
officinalis ekstreleri (1, 10, 100, 1000 pg/mL) hiicrelere tatbik edilmistir. 24 saat siiren
inkiibasyondan siliresinin ardindan hiicrelerin {izerine tetrazolium bromid (MTT)
soliisyonundan 10 pl eklenmistir. Soliisyon eklenmesinden sonra 96’lik plaka inkiibatore
tasinmis ve 4 saat beklenmistir.  ikinci asamada 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda medium
atilmis ve MTT ile boyanan hiicrelerin iizerine boyanin ¢oziilmesi i¢in 100 pl DMSO
eklenmistir. Ugiincii ve son asamada ise inkiibe edilen hiicrelerin dlgiimleri, mikroplak okuyucu
spektrofotometrede (Epoch Biotek) ve 570 nm absorbans ayarinda 3 tekerriirlii
gerceklestirilmistir. Microsoft Excel programinin kullanilmasi ile uygulanmis doz ve % hiicre
canlilik egrisi belirlenmistir.

Apoptotik Analizler (Annexin V Olciimii)

MCF-7 hiicreleri alt1 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Bu asamada her kuyucukta 2 mL
besiyerinde 50000 hiicre olmasina dikkat edilmistir. Hiicrelerin yiizeye yapismalar1 amaci ile
mikroplaka 48 saat 37 oC sicaklikta %5 CO2 ayarl inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon
sonunda 1, 10, 100, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda Melissa officinalis ekstreleri hiicrelere
uygulanmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicreler tripsin ile kaldirilmig ve 1100 rpm’de
5 dakika siiresince santrifiij edilerek pellet kismi1 Annexin V analizi i¢in kullanilmistir. Annexin
V 6l¢limii ticari kit (MCH100105) prosediiriine uygun olarak Muse® cell analyzer cihazinda
yapilmistir. Sonuglar yiizde oran (%) olarak degerlendirilmistir.

Biyokimyasal Analizler

MCEF-7 hiicreleri 25 cm2’lik flasklara aktarilmistir ve her bir flaskta 3.000.000 hiicre
olmasina dikkat edilmistir. Bu islemden sonra hiicrelerin ylizeye yapismalari amaci ile 25
cm?2’lik flasklar 48 saat 37 oC’de %5 CO2 ayarl inkiibatorde bekletilmistir. Hiicrelere 1, 10,
100, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda Melissa officinalis ekstreleri uygulanmistir ve 48 saat
inkiibasyona maruz birakilmistir. 25 cm2’lik her bir flask i¢indeki besiyeri aspire edilmistir.
Hiicreler soguk DPBS ile iki kez yikandiktan sonra, daha 6nce hazirlanmis buzlu RIPA lizis
tamponu her bir flaska 5 ml hacimde ilave edilmistir. Sonrasinda hiicre kaziyicisi (scraper steril)
yardimiyla flask icinde yer alan baslangic noktasi belirlenmistir. Flask saga sola el bileginin
hareket ettirilmesi ile tabanda olusan yapigsmis hiicreler kaziarak kaldirilmistir. Kazinmig
hiicreler sonra 15 ml’lik falkon tiiplere aktarilmistir. Falkonlara aktarma islemi
sonlandirilincaya kadar falkon tiiplerin soguk zemin buz iizerinde tutulmasina dikkat edilmistir.
Bu aktarma asamasi sona erdiginde hizlica sogutmali santrifiijde +4 oC’de ve 1100 rpm 5
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Boylece ¢oktiirme saglanmistir. Elde edilen lizatta SOD,
GPx, MDA, TAK, TOK ve NO analizleri gerceklestirilmistir.
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SOD 6l¢iimleri Sun ve digerleri (1988) tanimladigt metoda gore yapilmistir ve sonuglar
U/ug protein cinsinden hesaplanmistir (13).

GPx 6l¢timleri i¢in Paglia ve Valentin (1967) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir.
Sonuglar IU/ug protein cinsinden hesaplanmistir (14).

MDA olgiimleri Ohkawa ve digerlerinin (1979) tanimladigi yontem esas alinarak
gergeklestirilmistir. Sonuglar nM/mg protein cinsinden verilmistir (15).

Nitrik oksit (NO) miktarinin belirlenmesinde, Navarro Gonzalvez’in (1998) yontemi
esas alinmistir. Sonuglar pmol/g protein cinsinden hesaplanmistir (16).

3. BULGULAR
Melissa Officinalis Ekstresinin Sitotoksik Etkileri

24 saat Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin tiim dozlarinda
kontrol grubu ile kiyaslandiginda antiproliferatif etki belirlenmistir. En etkili antiproliperatif
aktivite 1000uM Melissa officinalis uygulanan hiicrelerde Ol¢iilmiistiir ve % hiicre canliligi
%357 olarak hesaplanmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait % hiicre canlilig1 grafigi

Melissa Officinalis Ekstresinin Apoptotik Etkileri

24 saat Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerinde doza bagimli olarak
apoptotik hiicre oraninda artis oldugu bulunmustur. En etkili apoptotik aktivite 1000uM
Melissa officinalis uygulanan hiicrelerde ol¢lilmiistiir ve % apoptotik hiicre orani (erken
apoptoz + ge¢ apoptoz) %98.1 olarak hesaplanmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. 1, 10, 100, 1000 pg/mL Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait Muse Annexin V
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Melissa Officinalis Ekstresinin Oksidan ve Antioksidan Sistemlere Etkileri

48 saat Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin SOD miktarinda
kontrol grubuna gore artis oldugu bulunmustur. 100 pg/mL Melissa officinalis ekstresi
uygulanan MCF-7 hiicrelerinin SOD aktivitesi 7,2 + 0,012 U/ug protein olarak hesaplanmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait SOD aktivite sonuglari

Konsantrasyon pg/mL SOD (U/ng protein)
Kontrol 5,8 £ 0,008
Ogul otu 1 6,0 £ 0,008
Ogul otu 10 6,9+0,011
Ogul otu 100 7,2+£0,012
Ogul otu 1000 6,8 +£0,011

48 saat Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin GPx miktarinda
kontrol grubuna gore artig oldugu tespit edilmistir. 100 pg/mL Melissa officinalis ekstresi
uygulanan MCF-7 hiicrelerinin GPx aktivitesi 375,4 + 1,83 IU/ug protein olarak hesaplanmistir
(Tablo 2).

Tablo 2. Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait GPx aktivite sonuglari

Konsantrasyon pg/mL GPx (1U/ug protein)
Kontrol 301,2 + 1,41
Ogul otu 1 320,5 + 1,60
Ogul otu 10 339,9 £ 1,62
Ogul otu 100 375,4+£1,83
Ogul otu 1000 312,7 £ 1,49

48 saat Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin MDA miktarinda
kontrol grubuna gore azalma oldugu tespit edilmistir. 1000 pg/mL Melissa officinalis ekstresi
uygulanan MCF-7 hiicrelerinin MDA diizeyi 0,40 + 0,003 nM/mg protein olarak hesaplanmistir
(Tablo 3).

Tablo 3. Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait MDA diizeyleri

Konsantrasyon pg/mL MDA (nM/mg protein)
Kontrol 0,41+ 0,004
Ogul otu 1 0,39 £ 0,003
Ogul otu 10 0,31+ 0,003
Ogul otu 100 0,33 + 0,003
Ogul otu 1000 0,40 + 0,003

48 saat Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin NO miktarinda
kontrol grubuna gore azalma oldugu tespit edilmistir. 100 pg/mL Melissa officinalis ekstresi
uygulanan MCF-7 hiicrelerinin NO diizeyi 3,2 + 0,006 pmol/mg proteinx103 olarak
hesaplanmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. Melissa officinalis ekstresi uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait NO diizeyleri

Konsantrasyon pg/mL NO (umol/mg proteinx10%)
Kontrol 3,9+ 0,008
Ogul otu 1 3,5+ 0,007
Ogul otu 10 3,3+ 0,007
Ogul otu 100 3,2+ 0,006
Ogul otu 1000 3,7£0,007
4. TARTISMA

Kanser vakalarinda en sik tercih edilen tedavi yontemlerinden biri olan kemoterapotik
ajanlarin ana amaci, saglikli hiicrelere kiyasla hizla biiyiiyebilen ve ¢ogalan neoplastik hiicreleri
proliferatif evrede yok etmektedir (17). Kemoterapi ilaglart ROS seviyelerinde artisa ve aksine
antioksidan seviyelerinde (GSH-Px, GSH, CAT, vitamin A, vitamin E, vitamin C, ginko,
melatonin ve sitokrom C) ise azalmalara neden olmakta dolayisiyla oksidatif strese neden
olmaktadir. Buna bagli olarak kisiler son yillarda parenteral veya oral yol ile alinan gesitli yap1
ve Ozellikteki antioksidan maddeler ile ROT seviyelerini azaltmaya ve aksine antioksidan
diizeylerini ise arttrmaya c¢abalamaktadirlar. Kullanilan antioksidan ajanlar ile
kemoterapoétiklerin olusturdugu olasi yan etkilerin azaltilmasi hedeflenmektedir (18,19).

Bitki ekstrelerinin antikanser etkilerinin in-vitro olarak incelenmesine yonelik
calismalarda son yillarda bir artis yasanmaktadir. Ramasamy ve ¢alisma arkadaglari Simarouba
glauca yapragi ekstresinin MCF-7 meme kanser hiicreleri lizerinde 16.12 pg/mL IC50 degeri
ile 6nemli sitotoksik etki gosterdigini rapor etmislerdir (20). Kanash ve calisma ekibi 1000
ng/mL Dovyalis caffra meyvesi ekstresi uygulanan HepG2 karaciger kanser hiicrelerinde %
canli hiicre oraninin %41,10’a diistiigiinii bildirmislerdir (21). Diger bir in-vitro ¢alismada ise
Sophia ve ¢aligma ekibi 500 pg/mL Tridax procumbens ve Acalypha indica kombine ekstresi
uygulanan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin % canli hiicre oraninin %28,40’a distiiglini
belirtmislerdir (22).

Tibbi olarak bir¢ok amacla kullanilan ogulotu; yatistirict 6zelligi, gaz soktiirlici,
antibakteriyal ile antiviriitik ve antifungal etkileri i¢in kisiler tarafindan tercih edilmektedir.
Ekstraklarinin farkli dozlar1 Alzheimer hastalar1 lizerinde olumlu etkiler gostermistir. Ugucu
yag icerigi zengin olan dolays: ile yiliksek antioksidan 6zelliginden 6tiirli sebze ve meyvelerin
muhafazasinda kullanilan yapay antioksidanlar yerine dogal antioksidan madde olarak
kullanilmaktadir (11). Yapilan bu aragtirmada da ogul otu bitkisinin antioksidan 6zelligi MCF-
7 hiicrelerinde de belirlenmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ogulotu yaprak ekstrelerinin
tim dozlarinda (1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL ile 1000 pg/mL dozlarinda) antioksidan
parametreler (toplam antioksidan kapasite, GPx, SOD) yiiksek belirlenmistir. Bu bulgularin
aksine kontrol grubu ile kiyaslandiginda ogulotu yaprak ekstrelerinin tiim dozlarinda (1 pg/mL,
10 pg/mL, 100 pg/mL, 1000 pg/mL) oksidan parametreler (toplam oksidan kapasite, MDA,
NO) ise diisiik bulunmustur. Veriler ogulotu bitkisinin kanser hiicrelerinde oksidatif stres
indeksini diisiirebilecegine isaret etmektedir. Saraydin ve arkadaglart 2012 yilinda MCF-7
hiicreleri iizerinde ogulotu ektrakstlarinin antikanser 6zelliklerini aragtirmiglaridir. Arastirma
sonuglarina gore ektraktlarin sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir ve ogulotunun
potansiyel antikanserojen etki gosterdigi belirtilmistir. Bu ¢calismada ayn1 etkiyi DMBA (7,12-
Dimethylbenz(a)anthracene) ile ratlarda deneysel olarak olusturulan meme kanserinde de
belirlemislerdir. Saraydin ve arkadaslar1 ¢alismasinda bizim tez arastirmasinda kullandigimiz
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annexin V yoOntemini kullanmislardir ve anlamli kaspaz 7 ekpresyonu tespit etmislerdir.
Arastirmaya gore MCF-7 hiicreleri {izerinde ogulotu IC50 degeri 18+2 olarak belirlenmistir
(23). Ogulotu hidroalkolik ekstresi, kolon karsinom hiicreleri {izerinde de antiproliferatif etki
gostermistir. Buna ek olarak hiicre i¢ci ROS olusumunun indiikler ve bu vasita ile apoptozisi
indiikleyebilir (24). Bizim arastirmamizda da ogulotunun hidroalkolik ekstresi kullanilmis ve
MCEF-7 hiicrelerinde benzer etkiler (antiproliferatif etki, apoptoz indiiklenmesi) belirlenmistir.
Yapilan bir aragtirmada ogulotunun okaryotik uzama faktorii 2 kinazin (eEF2K) protein
biyosentezini inhibe ettigi belirlenmistir (25). Bizim arastirmamizda da antiproliferatif ve
apoptotik 6zellikleri kanitlanan ogulotunun kanser hiicrelerinde protein biyosentezini stimiile
edici ajan olarak kullanilmasi antitiimor 6zelligi agisindan 6n plana ¢ikabilmektedir.

5. SONUC VE ONERILER

Kanser hastalig1 giinlimiizde diinya genelinde kalp ve damar rahatsizliklarindan sonra
en ¢ok can alan hastalik olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Durum bdyle olunca tamamlayici tedavi
metotlar1 ve yeni nesil ilag ¢alismalar1 hizli bir sekilde devam etmektedir. Son zamanlarda ise
ozellikle tamamlayict tedavi yontemleri popiilaritesini arttirmaktadir. Ciinkii mevcut
kemoterapoétikler hedef organ ve doku disinda bir¢cok organa hasar verebilir. Buna ek olarak
hiicrelerde serbest radikallerin birikmesine sebep olarak, DNA hasar1 ve mutasyon gibi ciddi
rahatsizliklara davetiye cikabilmektedir. Bu yiizden kullanilan antikanserojenik metotlar ile
antioksidan kapasitesi yiiksek bilesenlerin birlikte kullanimi son zamanlarda bilim diinyasinda
dikkate alinmaktadir. Bu calismanin sonuglari Melissa offinalis bitkisinin meme kanseri
tedavisinde destekleyici ve tamamlayici bir ajan olarak kullanilabilme potansiyeli oldugunu 6ne
¢ikarmaktadir.

Arastirma Destegi

Bu ¢alisma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii
tarafindan TPF-19040 proje numarasi ile desteklenmistir.

Cikar Catismasi

Bu ¢alismada yazarlarin ¢ikar ¢atismasi durumlar1 yoktur.
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