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Oz

Krosin, safran (Crocus sativus L.) bitkisinin gicek kismindaki stigmalarinin kurutulmasi ile elde edilen
karotenoid yapili bir bilegiktir. Sunulan ¢alismada krosinin insan meme adenokarsinomu (MCF-7) hiicre
hattinda sitotoksisite diizeyleri ile oksidatif stress, inflamasyon ve apoptoza etkileri belirlendi. MCF-7
hiicrelerinde krosinin sitotoksisitesi, MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid) testiile
analiz edildi. Krosinin glinlik maruziyette MCF-7 hiicrelerindeki LDso dozu 1611 pug/mL, LDo dozu ise 20

Anahtar kelimeler pg/mL olarak belirlendi. MCF-7 hucrelerinde krosinin antioksidan ve inflamatuvar sisteme etkisini
Kanser; MCF-7 belirleyebilmek amaciyla dort farkli deneysel grup olusturuldu. Deney gruplarindan elde edilen hiicre
hicreleri; Krosin; lizatlarinda total antioksidan statl (TAS), total oksidan statii (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI), timor
inflamasyon; Oksidatif  nekrozis faktér (TNF) o, interferon (IFN) y, interléykin 1 (IL1) B diizeyleri analiz edildi. Krosinin apoptoza
stres; Apoptoz etkilerini belirlemek amaciyla ise RT-PCR ydntemiyle apoptotik/antiapoptotik genlere (p53, Bcl-2,

TRAIL1, TRAIL2, Bax) ait mRNA ekspresyon dizeyleri analiz edildi. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde, krosinin MCF-7 hiicrelerinde LDy ve LDsp dozlarinda proinflamatuvar stokin
dizeylerini etkilemeksizin oksidatif stresi artirarak apoptozu uyardigi tespit edildi. Hucre kultrl
¢alismalariile belirlenen, krosinin MCF-7 hiicrelerinde antikanserojen etkinliginin, deney hayvanlarinda
olusturulacak modellemeler ile dogrulanmasi, krosinin kanser tedavisinde olasi yararlarini agiklamak
adina yararl olabilir.

Effects of Crocin on Inflammation and Oxidative Stress Mediated
Apoptosis in Breast Cancer (MCF-7) Cells

Abstract

Crocin is a carotenoid compound obtained by drying the stigmas of the flower part of the saffron
(Crocus sativus L.) plant. The present study determined the effects of crocin on cytotoxicity, oxidative

stress, inflammation, and apoptosis in human breast adenocarcinoma (MCF-7) cell lines. The
cytotoxicity of crocin in MCF-7 cells was analyzed by the MTT (3-4,5-dimethyl-thiazolyl-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay. The LD50 dose of crocin in MCF-7 cells at daily exposure was
Keywords determined as 1611 pg/mL, and the LDy dose was determined as 20 pg/mL. In order to determine the
Cancer; MCF-7 cells;  effect of crocin on the antioxidant and inflammatory system in MCF-7 cells, four different experimental
Crocin; Inflammation;  groups was formed. Total antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS), oxidative stress index
Oxidative stress; (OSlI), tumor necrosis factor (TNF) a, interferon (IFN) y, interleukin 1 (IL1) B levels in cell lysates obtained
Apoptosis from experimental groups were analyzed. In order to determine the effects of crocin on apoptosis,
mRNA expression levels of apoptotic/antiapoptotic genes (p53, Bcl-2, TRAIL1, TRAIL2, Bax) were
analyzed by the RT-PCR method. When the obtained data were evaluated, it was determined that crocin
stimulated apoptosis in MCF-7 cells by increasing oxidative stress without affecting proinflammatory
stock levels at LDg and LDso doses. Confirmation of the anticarcinogenic activity of crocin in MCF-7 cells,
determined by cell culture studies, with models to be created in experimental animals may be helpful

to explain the possible benefits of crocin in cancer treatment.

Afyon Kocatepe Universitesi.


mailto:omerhazman@hotmail.com

Meme Kanseri (MCF-7) Hiicrelerinde Krosinin inflamasyon ve Oksidatif Stres Aracili Apoptoza Etkileri, Hazman

1. Giris

Kadinlar arasinda yaygin goriilmekte olan meme
kanseri, 2020 verilerine gore diinyada en sik gorilen
kanserler arasinda birinci siraya ylkselmistir (Sung et
al. 2021). Meme kanseri ve diger kanser tirlerinin
yayginhiginin her gecen giin artiyor olmasi, bu konuda
tedaviye katki sunabilecek her tiirli arastirmayi daha
da 6nemli kilmaktadir. Bu nedenle tedaviye yonelik
arastirmalar bilim ddnyasinin ilgi odagindadir. Hem
meme kanserinde hem de diger kanser tirlerinin
tedavisinde kullanilan geleneksel yéntemlerin agir
yan etkileri vardir. Bu nedenle vyan etkileri
azaltabilecek veya daha az yan etkileri olabilecek
alternatif yontemler gelistiriimeye calisilmaktadir.
antioksidanlarin

Bu baglamda anti-kanserojen

etkinliklerinin arastirilmasi da 6nem arz etmektedir.

Krosin, tarih boyunca bircok toplum tarafindan farkli
hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilagelen safran
(Crocus sativus L.) bitkisinden elde edilen karotenoid
yapida bir bilesiktir. Bu bilesik safran bitkisinin
ciceklerinde bulunan stigmalarinin kurutulmasi ile
elde edilir (Hoshyar and Mollaei 2017). Yapilan
arastirmalar krosinin her gecen giin yeni bir
farmakolojik etkisinin olabilecegini gostermektedir.
Bu etkiler arasinda antioksidan (Assimopoulou et al.
2005, Adah vd. 2016) anti-platelet (Liakopoulou-
Kyriakides and Skubas 1990), néroprotektif (Soeda et
al. 2001), antidiyabetik (Kianbakht and Hajiaghaee
2011, Shirali et al. 2012; Rajaei et al. 2013), anti-
hiperlipidemik (Lee et al. 2005), antiobezite (Hazman
et al. 2016), antiapoptotik (Ozkececi et al. 2016) ve
1999,
Chryssanthi et al. 2007) etkinligi gosterilmistir.

anti-kanserojenik  (Garcia-Olmo et al.
Sunulan ¢alismada ise krosinin MCF-7 hiicre hattinda
oksidatif stress veya inflamasyon aracili apoptoza
etkileri belirlenmeye ¢alisiimistir.

2. Materyal ve Metot

Arastirma (¢ asamada gerceklestirilmistir. ilk
asamada krosinin MCF-7 hiicrelerinde sitotoksik
dozlari belirlenmistir. Deney gruplarina uygulanacak
olan krosin dozlar belirlendikten sonra deney
gruplari olusturulmustur. ikinci asamada her grupta
en az 5 flask olacak sekilde hiicreler Uretilmis, deney

gruplarina, belirlenen krosin dozlari uygulanmistir.

Deney gruplarina yapilan uygulamalardan sonra
laboratuvar analizlerinde kullanilmak {izere hiicre
lizatlari elde edilmistir. Uglincli asamada ise elde
edilen numuneler kullanilarak MCF-7 hiicre hattinda
krosinin oksidatif stress, inflamasyon ve apoptoza
etkilerini belirlemeye yonelik laboratuvar analizleri
gerceklestirilmistir.

2.1 Calismada Kullanilan Hiicre Hatti ve Besiyerinin
Hazirlanmasi

Krosininin meme kanserinde inflamasyon, oksidatif
stress ve apoptoza etkilerinin belirlenmesi amaciyla
MCF-7 hcreleri kullanilmigtir. MCF-7 hiicreleri sivi
azot icinde Anadolu Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik B6limiinden
temin edilmistir. MCF-7 Hicrelerinin cogaltilmasi icin
kullanilan besiyeri; %10 (v/v) Fetal bovine serum
(Copricorn), %1 (v/v) penisilin streptomisin (Sigma),
%1 (v/v) sodyum piruvat (Sigma), %1 glutamin
(Sigma), % 87 oraninda high glukoz DMEM (Sigma)
icerecek sekilde hazirlandi. Hiicrelere uygulamalar
yapildiktan sonra tiim inkiibasyonlar, steril ortamda
% 5 CO; ve 37 °C olacak bir ortami siirekli saglayan ve
dengede tutan CO; inkibatoriinde (Panasonic)
gerceklestirildi.

Krosinin MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksisite dlizeyleri
96 kuyucuklu mikroplate kullanilarak MTT yontemi
pH=7,4)
ortaminda PBS (Phosphate buffer saline) icinde 5
MTT

ile belirlendi. MTT ¢0zeltisi, uygun pH
mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde
tuzunun (Sigma) ¢ozilmesiyle hazirlandi.

Krosin (Sigma) sitotoksisitesini belirlemekicin 0,1-6,4
mg/mL araligindaki konsantrasyonlarda farkli 7 doz
tercih edildi. Kontrol grubu olarak planlanan vellere
ise krosinin ¢oOzicisl olarak kullanilan besiyeri
eklendi.

sonra her bir kuyucuga, kuyucuk hacminin %10’u

Hicrelere krosin uygulandiktan 24 saat

oranindaki hacimde MTT c¢ozeltisi ilave edildi.
Hicreler bu sekilde 2-4 saat inkiibasyona birakildi.
MTT’nin

hicrelerde formozan kristalleri olustu. Kristalleri

inkiilbasyon sonunda etkisiyle canli
etkilemeden vellerdeki sivi kisim pipetle cekildi.
Kuyucuklardaki formozan kristalleri Gzerine 200 pL
DMSO eklendi. Boylelikle kuyucuklardaki formozan
kristallerinin tekrar ¢dziinmesi saglandi. Orneklerin

optik dansiteleri 540 nm’de, ELISA mikroplate
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okuyucu (Biotek, ELx800) kullanilarak belirlendi.
Krosin uygulanmayan deney grubunun (kontrol
grubu) hicre canlihgi orani % 100 kabul edilerek, her
bir dozun hiicre canliligina etkisi ( (%)Hiicre Canhhgi
= [(100 * Absorbansnumune) / (Absorbansiontror)] )
hesaplandi. Her bir doza ait hiicrelerin canllik
oranlari % olarak ifade edildi (Ersin vd. 2016, Ulasli
vd. 2013).

Uygulamalar sonucunda kontrol grubuna goére hiicre
canliigini % 50 azaltan krosin dozu, LDso dozu
seklinde ifade edildi. MTT uygulamalari sonucunda
kontrol grubuna gore hiicre canhliginini etkilemeyen
krosin dozu ise LDy dozu olarak kabul edilerek
calismalarda kullanildi. Uygulamada kullanilan MCF-
7 hicrelerindeki etkili olan krosine ait lethal dozlar
(LDo, LDso gibi), her bir dozun hiicrelerde olusturdugu
Lethal
hesaplanmasinda Epa Probit Analysis

% canhlik oranlari kullanilarak belirlendi.
dozlarin
Program (Version 1.5) adli yazilm kullanildi. Sunulan
calismada lethal dozlar belirlendikten sonra deney
gruplari olusturularak uygulamalara gecildi. Calisma
kapsaminda olusturulan deney gruplar Cizelge 1'de
sunulmustur. Deney gruplarina Cizelge 1'de ifade
edilen uygulamalarin tatbik edilmesi sonucunda elde
edilen hiicre lizatlari kullanilarak biyokimyasal
analizler, htcrelerden izole edilen total RNA’lar
cDNA'lar

kullanilarak ise analizi planlanan ilgili genlerin mRNA

yardimiyla  sentezi  gercgeklestirilen

ekspresyon diizeyleri belirlendi.

Cizelge 1. Calismada kullanilan deney gruplari

Gruplar Yapilan Uygulamalar
Krosin besiyerinde ¢ozuldGgl igin, diger
Grup 1 gruplara krosin uygulandigi zamanlarda

Kontrol Grubu ayni hacimde besiyeri uygulanan grup

Grup 2 MTT analizleri sonucunda belirlenen LDg
LDy dozu tedavi dozunda (20 pg/mL) krosin uygulanan
grubu grup

Grup 3 MTT analizleri sonucunda belirlenen LDsg
LDso dozu dozunda (1611 pg/mL) krosin uygulanan

tedavi grubu grup

MTT analizleri sonucunda belirlenen LDsg
dozunun iki kati oranda (3200 pg/mL)
krosin uygulanan grup

Grup 4
Yiiksek doz
tedavi grubu

2.2 Biyokimyasal Analizlerde Kullanilan Hiicre
Lizatlarinin Hazirlanmasi

Deney gruplarina ait hiicrelere Cizelge 1'de ifade
edilen uygulamalar tatbik edildikten sonra hicreler
24 saat siire ile inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
flask tabaninda adharent bir sekilde ¢ogalmis olan

hicreleri  kaldirmak  igin  tripsinizasyon  ve
detripsinizasyon islemleri uygulandi. Hcreler
besiyeri ile 2 ykama sonunda tripsinden

arindirildiktan sonra falkon tiipiin tabaninda kalan
PBS
hicrelerin Gzerine 500 uL lizis tamponu (icerisinde
%1 triton-X-100, ve %8 proteaz inhibitor kokteyli
iceren PBS c¢ozeltisi) eklendi. Pipetaj vyapildi.
Sonrasinda buz icinde sonikator (Binder) kullanilarak

hiicre peleti ile yikandi. Yikama sonrasi

ultrosonik ses dalgalarinin etkisiyle 20 saniye siireyle
hicrelerin iyice parcalanmasi saglandi. 20 saniyelik
sonikasyon isleminden sonra 40 saniye sireyle
beklendi. Sonikasyon islemine bu sekilde 10 tur
devam edildi. Boylelikle numunelerde bulunan hiicre
ve organellerine ait zarlarin pargalanarak, hicre ici
sivilarin hiicre lizatina gegmesi saglandi. Bu sekilde
+4 °C'de
8500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde

hazirlanan numuneler 10 dakika stre ile

edilen siipernatantlar biyokimyasal analizlerde hiicre
lizati olarak kullanildi. Analizlerde lizis tamponu
blank
analizlerle, numunelerde total protein diizeyleri,

olarak kullanildi. Yapilan biyokimyasal
oksidatif stres paremetreleri ve proinflamtuvar

stokin seviyeleri belirlendi (Hazman vd. 2021).

2.3 Total Protein Analizi
Elde
gerceklestirilen analizlerden elde edilen sonuglarin

edilen hiicre lizatlarinin  kullaniimasiyla
hesaplanabilmesi amaciyla her bir numunenin total
belirlendi. Numunelerin total
kit (Fluka) kullanilarak

multiplate okuyucu (Biotek ELx-800) yardimiyla 595

protein seviyesi

protein seviyeleri ticari
nm’de olglldi. Bradford (1976) ydntemine gore
kitle birlikte
kullanilarak seri dillisyonlarla hazirlanan 125-4000

calisan tedarik edilen standart

pg/mL konsantrasyonu araligindaki 6 standart
hazirlandi. 96’lik mikroplate (izerinde belirlenen
kuyucuklara iki tekrarli olacak sekilde 6 uL hacminde
standartlar ve total bilinmeyen

protein igerigi

1297



Meme Kanseri (MCF-7) Hiicrelerinde Krosinin inflamasyon ve Oksidatif Stres Aracili Apoptoza Etkileri, Hazman

numuneler eklendi. Bunlarin Gzerine fazla zaman
gecirmeden kitle birlikte tedarik edilen Coomassie
brillant blue reaktifi multikanal pipetle 300 pL
hacminde eklendi. Kuyucuklarda bulunan ¢ozeltilerin
absorbanslari ve kalibrasyon egrisi araciligl ile de
total protein seviyeleri belirlendi. Elde edilen total
protein  dizeyleri hicre lizatlarinda analizi
gerceklestirilen oksidatif stres ve
iliskili parametre dizeylerinin hesaplanmasinda

kullanildi.

inflamasyonla

2.4 Total Antioksidan Statii (TAS) Diizeyleri Analizi
farkli
antioksidanlarin toplam etkisinin belirlenebilmesi

Son yillarda bir ortamda bulunan
icin 6zel yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerde
ortama katilan reaktif bir tdriin, yine ortamda
tarafindan

bulunan antioksidanlar

indirgenme/inaktif etme slreci takip edilerek

numunenin antioksidan kapasitesi belirlenmeye
calisilmaktadir. Sunulan calismada da bu prensiple
calisan ticari bir kit (Rell Assay, Gaziantep, Tirkiye)
kullanilarak TAS diizeyleri belirlendi. Oncelikle kitle
birlikte temin edilen standartlar yardimiyla 5 farkli
konsantrasyonda (0,125-0,25-0,5-1-2 mmol trolox)
standart ¢Ozeltisi hazirlandi. Sonrasinda kalibrasyon
egrisi hazirlanarak numunelerdeki TAS dizeyleri
belirlendi. Seviyeleri belirlenen TAS dizeyleri (mmol
Trolox Equivalent/L) her bir numunenenin kendi
total protein seviyesine bolinerek mmol Trolox
Equivalent/g-protein seklinde ifade edildi.

2.5 Total Oksidan Statii (TOS) Diizeyleri Analizi
Numunelerde TOS diizeylerini belirleyebilmek igin,

oksidatif strese sebep olabilecek tirlerin toplam
etkisini belirlemek tizere kullanilan ticari bir kit (Rell
kullanildi.  Kit

uygulamalar

Assay, Gaziantep, Turkiye)

ifade
gerceklestirildikten sonra numunelerin ve kitle

protokollinde edilen
birlikte temin edilen standardin absorbans degerleri
belirlendi. Bu absorbans degerleri yardimiyla kit
protokoliinde verilen formil (TOS = [(AAbsnumune)
/ (AAbsstandart)] *20) araciligi ile numunelerdeki
TOS seviyeleri hesaplandi. Belirlenen TOS sonuglari
MM hidrojenperoksit equivalent litre (UM H,0;
Equiv./L) olarak bulundu.

kendi

Hesaplanan sonuglar

numunelerin total protein seviyelerine

bolinerek normalize edildi. TOS diizeyleri umol H,0,
Equiv./g protein seklinde ifade edildi.

2.6 Oksidatif Stres Indeksi (OSlI) Seviyelerinin
Belirlenmesi

Bir ortamda bulunan oksidan ve antioksidan tirlerin
etkileri dikkate alinarak, ortamin oksidatif stres
diizeyi (OSI) degerlendirilebilmektedir. Bu amacla
ortamda bulunan oksidan tirlerin toplam etkisi
(TOS) ve antioksidan tiirlerin toplam etkisi (TAS)
belirlendikten birbirlerine

sonra bu veriler

oranlanarak  sonuca  gidilmektedir.  Sunulan
calismada da TOS duzeyleri TAS dizeylerine
bolinerek (OSI = [(TOS/TAS) x 100]) numunelerdeki
oksidatif stress diizeyleri hesaplanmistir (Hazman ve

Ovali 2015, Hazman ve Bozkurt 2015).

2.7 inflamatuvar Stokin (TNF-a, IL-18 ve IFN-y)
Seviyelerinin Belirlenmesi
MCF-7 hicrelerinde
etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla, TNF-a,

Krosinin antiinflamatuvar

IL-1B ve IFN-y seviyeleri hiicre lizatlarinda multiplate
okuyucu cihazi (Biotek, ELx800) yardimiyla 540

nm’de spesifik ticari kitler (Sunred Biotech)
aracihgiyla  belirlendi. Elde edilen veriler,
numunelerin  kendilerine ait total protein

konsantrasyonlarina bolindd. Boéylelikle normalize
edilen stokin seviyeleri ng/mg-protein veya pg/mg-
protein olarak ifade edildi.

2.8 RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve mRNA
Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

RNA izolasyonu amaciyla her bir deney grubu igin
25’lik 5 flaska ekim yapildi. Cizelge 1’de belirtilen
uygulamalardan 24 saat sonra flasklardaki besiyerleri
hiicrelere zarar verilmeden alindi. Hiicreler 37 °C PBS
ile yikandi. Sonrasinda her bir flaska RNA izolasyonu
icin tedarik edilmis olan ticari kitin (Gen Matrix)
iceriginde bulunan lizis tampon ¢6zeltisinden uygun
hacimde eklendi. Steril hiicre kaziyicisi (Thermo, cell
scraper) kullanilarak flask tabanindaki hiicreler lize
flaskin  bir
homojenizasyon kolonlarina aktarildi. Total RNA

edildi ve kosesinde toplanarak

izolasyonu kit protokolliine uygun bir sekilde
gerceklestirildikten sonra elde edilen RNA’larin
konsantrasyonu ve kalitesi nanodropta (BioTek,
Epoch 2) belirlendi. izole edilen RNA’larin 260 nm ve
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280nm’de elde edilen optik dansiteleri (OD260/250)
orani 1.7-2,2 arasinda olan RNA’lar c¢alismada
kullanildi (Hazman et al. 2018).

Elde edilen total RNA'lar kullanilarak komplementari
DNA (cDNA) ticari kit (Thermo)
sentezlendi. cDNA’larin kalitesi ve galisip calismadigi,

yardimiyla

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) yontemi ile kontrol gen olarak B-Aktin
araciligiyla ve melting-curve protokoll uygulanarak
belirlendi. Sonrasinda RT-PCR yardimiyla p53, Bcl-2,
TRAIL1, TRAIL2, Bax genlerine ait mRNA ekspresyon
edildi. RT-PCR analizlerinde
kullanilan ve analizi gergeklestirlen genlere spesifik

dizeyleri analiz

olan primerler (Cizelge 2) literatirdeki ¢alismalar
taranarak belirlendi (Ersin vd.. 2016, Ulash vd. 2013).

Cizelge 2.0ligontikleotid primer dizileri ve RT-PCR

programlari
Gen Primer Dizisi
B-Aktin F5'CATCGTCACCAACTGGGACGAC'3
R5'CGTGGCCATCTCTTGCTCGAAG'3
053 F-5'CGGAGGTCGTGAGACGCTG'3
R5'CACATGTACTTGTAGTGGATGGTGG'3
Bax F5’CGCCTCACTCACCATCTGGAA’3
R5‘CCTCAAGACCACTCTTCCCCA’3
TRAILL F5’GAGAAGTCCCTGCACCACGAC'3
R5'CCGGAAAGTTCCTGGTTTGCAC'3
TRAIL2 F5’'TCCTTACCTGAAAGGCATCTGC'3
R-5'GTCGTTGTGAGCTTCTGTCCA’3
Bel-2 F-5'CAGCTGCACCTGACGCCCTT'3
R5'CCCAGCCTCCGTTATTCTGGA'3
Cizelge 2'de sunulan primerlerden, her bir

numuneden elde edilmis olan cDNA icin RT-PCR
reaksiyonunda 100 ng diizeyinde kullanildi. RT-PCR
cihazinda (Biorad CFX-96) gerceklestirilen analizlerde
her bir numunenin amplifikasyon egrilerine ait
dongi esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef
genlerin

MRNA ekspresyon dizeylerinin nisbi

degisimleri, 222 metodu ile hesaplandi (Pfaffl
2001). Hesaplamalar REST 2009 yazilimi (Qiagen,
Germany) kullanilarak yapildi. mRNA ekspresyon
diizeyleri misli olarak azalma ya da artis seklinde
belirlendi. Endojen kontrol olarak beta aktin geni
kullanildi. Her bir 6rnege ait beta aktin gen diizeyine
gore diger genlerin

ekspresyon dizeylerinde

diizeltme (normalizasyon) uygulandi.

2.9 istatistiki Analizler
Laboratuvar analzileri sonucunda derlenen ham
veriler ortalama t standart sapma olacak sekilde
tanimlandi. Yapilan istatistiki degerlendirmelerde
SPSS 18 edildi. istatistiki

degerlendirmeye, her bir parametreye ait verilerin

yazihmi  tercih
normal dagilim durumunun belirlenmesiyle baslandi.
Normal dagilim gosteren parametrelerde istatistiki
fark olup olmadigi ANOVA testi ile belirlendi. Gruplar
arasi farkliliklarin degerlendirilmesinde ise post-test
olarak Duncan testi tercih edildi. Normal dagilim
gostermeyen parametrelerde gruplar arasinda
istatistiki fark olup olmadig Kruskal-Wallis testi ile
tespit edildi. Hangi gruplar arasinda fark olustugu ise
Man Whirney U testi ile belirlendi. Calismada
kullanilanilgili genlere ait gen ekspresyonu seviyeleri
arasindaki istatistiki farkhhklar ise REST2007 (Qiagen,
Germany) yazilimi kullanilarak belirlendi. istatistiki
dizeyde farkliik gosteren genlere ait ekspresyon

dlzeyleri grafiklerde (*) isareti ile gosterildi.

3. Bulgular
MCF-7
belirleyebilmek icin 0.1- 6.4 mg/mL araligindaki 7

hlcrelerinde  krosinin  sitotoksisitesini
farkh dozu kullanildi. Krosinin 0.2 mg/mL ve daha
yiksek dozlarda sitotoksisitesinin arttigi goraldi.
1.6-6.4 mg/mL araligindaki dozlarin ise vyiksek
MTT

analizi verilerinden yola cikilarak hazirlanan Sekil

sitotoksisiteye sahip olabilecegi belirlendi.

1’de krosinin doza bagimli bir sekilde hiicre canliligini
azalttig gosterilmistir.

150

100 I

Hiicre Canlihgi (%)
(O]
o

Krosin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 1.MCF-7 hiicrelerinde krosinin sitotoksisitesi
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Elde edilen veriler bir istatistik programi (Epa Probit
Analysis Program, Version 1.5) ile degerlendirilerek,
krosinin MCF-7 hiicrelerindeki glinlik maruziyette
akut ortalama toksik (LDso) dozu 1611.11 pug/mL, LDo
dozuise 20.17 ug/mL olarak belirlenmisir (Cizelge 3).
Sunulan ¢alismada belirlenen lethal dozlar arasindan
yalnizca 2’si (LDo ve LDso dozlari) kullaniimistir. Bu
dozlarin disinda yiiksek doz krosin tedavi grubu olan
4. grupta ylksek doz olarak, krosinin LDsy dozunun
yaklasik iki kati olan 3200 pg/mL krosin dozu
kullanilmistir.

Cizelge 3. Krosinin MCF-7 hiicrelerinde etkili olan lethal

dozlari
Krosine ait 95% Confidence Limits
lethal dozlar ve (ng/mL)
konsantrasyonlari
(ng/mL) Lower Upper

LDo 20.17 0.094 94.78
LDs 72.76 1.78 226.09
LD1o 144.21 8.35 368.34
LD1s 228.84 23,19 523.16
LDso 1611.12 760.313 5279.85

3.1 Krosinin Oksidatif Stres ve inflamasyona Etkileri
MCF-7 hicrelerinde farkli
kullanilarak (LDo, LDso ve 2xLDso dozlari), hem

krosinin 3 dozu
krosinin disik dozlardaki etkinligi hem de yuksek
dozlarda oksidatif stress ve inflamasyona etkileri
tespit edilmeye calisildi.

Yapilan analizler sonucunda deney gruplari arasinda
en yiksek TAS seviyeleri (0.781 mmol torolox
equiv/g-protein) kontrol grubunde &lclldi. Deney
gruplarina LDy dozunda ve LDsg dozunda (1.6 mg/mL)
krosin uygulandiginda TAS seviyelerinde disUs
oldugu ve bu dislsun istatistiki dlizeyde énemli bir
fark olusturdugu belirlendi (Cizelge 4). TOS verileri
incelendiginde ise kontrol grubu ile diger deney
gruplari arasinda herhangi bir istatistik farkhhk
belirlenemedi. Oksidatif stress degerlendirilmesinde
olan OSlI
incelendiginde ise oksidatif stres indeksi en disuk

iyi bir yol gosterici veri degerleri
¢ikan grup kontrol grubu, oksidatif stres indeksi en
yiksek ¢ikan grup ise en yiksek krosin dozunun

uygulandigi 4. grup olarak belirlendi.

Cizelge 4. Krosinin MCF-7 hiicrelerinde oksidatif strese

etkisi
Deney TAS TOS
Gruplan (mmol (umol (o}
torolox H202 (Arbitrary Unit)
equiv/g- equiv./g-
protein) protein)
Grup 1 0.78+0.08¢ 10.2+0,9 1311.4+26.62
Kontrol grubu
Grup 2 0.58+0.042 b 9.8+0.6 1396.9+304.5°
LDo dozu
tedavi grubu
Grup 3 0.70+0.102 9.1+1.4 1596.3+210.5b
LD50 dozu
tedavi grubu
Grup 4 0.61+0.09bc 9.7+0.7 1612.1+78.72b
Yiksek doz
tedavi grubu
P degeri 0.001" 0.158™ 0.022*

Veriler; ortalama * standart sapma seklinde verilmistir.

ab.¢. Ay siitiinda verilen bir paremetreye ait istatistiki farkliliklar (p<0.05) iist simge halinde
harfle ile ifade edilmistir. Ayni harflerden bir veya bir kagini tasiyan gruplar arasinda fark yoktur.
Tagidigi harf farkh olan gruplar arasinda ise istattiki fark vardir. P degerinde * isareti bulunan ve
normal dagilim gésteren verilere parametrik testler uygulandi (ANOVA&Duncan). P degerinde **
isareti bulunan ve normal dagilim gdstermeyen verilere ise nonparametrik testler uygulandi
(Kruskal wallis & Man whitney U). Kisaltmalar; TAS:Total antioxidant status, TOS:Total oxidant
status, OSI: Oxidative stres index.

Gruplar arasinda istatistiki farkliliklar incelendiginde
ise LDo dozu uygulalan grup 2 ile LDsg dozu uygulanan
grup 3 OSl degerlerinin kontrol grubundan yiksek ve
istatistiki olarak farkli oldugu belirlendi (Cizelge 4).
Veriler incelendigi zaman en yiliksek OSI degerine
sahip olan 4. grubun kontrol grubundan istatistiki
olarak farkhhk gostermez iken, daha disik OSI
degerine sahip olan diger gruplarin (grup 2 ve 3)
istatistiki olarak  farkhlik

kontrol grubundan

gosterdigi belirlendi.

Bu verilerin bir geliski olusturdugu dusinulebilir.
Cizelge 4 daha dikkatli incelenirse, 6zellikle de
verilere ait standart sapmalar irdelenirse bu olusan
tezati agiklamak daha kolay olacaktir. Clinki kontrol
grubuna gore istatistiki fark gdsteren ama ortalama
degeri ¢ok ylksek olmayan 2. ve 3. grup verilerinin
standart sapmalari ¢ok yiksektir. Standart sapmalar
dikkate alinarak hesaplar gozden gegirilecek olursa,
aslinda bu gruptaki numunelerden bazilarinin en
yuksek OSI degerlerine sahip oldugu anlasiimaktadir.
Bu nedenle grup 2 ve 3’te ortalama OSI degerleri 4.
gruba gore yliksek ¢ikmasa da, kontrol grubuna gére
istatistiki fark olustugu gézlenmistir. Krosinin MCF-7
hicrelerinde inflamasyona etkileri incelendiginde ise
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istatistiki
farkhlik olusmadigi belirlenmistir (Cizelge 5).

deney gruplari arasinda herhangi bir

Cizelge 5.MCF-7 hiicrelerine krosinin inflamasyona
etkileri

Deney Gruplari IL-18 IFN-y TNF-a
(pg/mg- (pg/mg- (ng/mg-
protein) protein) protein)

Grup 1 97,6218,89 77,05+6,90 7,94+0,81

Kontrol Grubu

Grup 2 87,57+12,38 75,45+14,61 8,821+2,48

LDo dozu tedavi

grubu

Grup 3 93,4519,18 66,2019,31 7,04+0,86

LDsp dozu tedavi

grubu

Grup 4 87,40+4,49 71,3619,55 7,62+0,07

Yiiksek doz

tedavi grubu

P degeri 0,069 ™ 0,150 ** 0,208 "
Veriler; ortalama t+ standart sapma seklinde verilmistir.  Analizi yapilan
parametrelerde gruplar arsinda herhangi bir istatistiki fark varligi

belirlenememistir. P degerinde * isareti bulunan ve normal dagilim gosteren
verilere parametrik testler uygulandi (ANOVA&Duncan). P degerinde ** isareti
bulunan ve normal dagilim gostermeyen verilere ise nonparametrik testler
uygulandi (Kruskal wallis & Man whitney U). Kisaltmalar; TNF-a: tumor necrosis
factor a and IFN-y:interferony, IL-1B:interleukin 1B.

3.2 Krosinin Apoptoz ve Proliferasyona Etkileri

Krosinin MCF-7 hiicrelerinde apoptoz (p53, bax,
TRAIL1 ve TRAIL 2) ve proliferasyona (Bcl-2) etkisi,
analizi gergeklestirilen genlere ait her bir grubun
MRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubu ile
kiyaslanmasi sonucu belirlendi. MCF-7 hiicrelerine
LDo dozunda ve LDsy dozundan daha yiksek dozda
uygulanmasi TRAILL ve
proapoptotik bax gen ekspresyonlarinin kontrol
grubuna gore istatistiki olarak anlamh diizeyde
uyarildigi  (Sekil.2A ve Sekil.2C) goérildi. MCF-7
hiicrelerine LDsp dozunda krosin uygulandiginda ise

krosin durumunda

p53 ve TRAIL 2 genlerine ait ekspresyon seviyelerinin
kontrol grubuna gore istatistiki dizeyde farklilik
gosterdigi belirlendi (Sekil 2).

4., Tartisma ve Sonug

Kanser etiyolojisinde olusan hiicresel hasarin 6nemli
sebepleri arasinda oksidatif stres ve inflamasyon
aracihgiyla sekillenen apoptoz da sayilmaktadir.
Kanser gelisimi sirasinda, 6zellikle de ileri evrelerde
organizmada sistemin

immun zayiflamasi ile

oksidatif stres ve inflamasyonda artis gozlenir. Bu

Expression Hatio

Trai-2 Bax Trai-1
Gene

Expression Ratio

025

T T T T T
Beck2 p53 Traik2 Bax Traik1

Exprassion Ratia

B2 ps3 Trai-2 Bax Trail-1
Gene

Sekil 2. Krosinin MCF-7 hicrelerinde apoptoz ve
proliferasyona etkisi
Veriler; ortalama + standart hata seklinde verilmistir (n = 5). Krosinin MCF-7
hucrelerinde apoptoz ve proliferasyona etkisi, analizi gergeklestirilen genlere ait
her bir grubun mRNA ekspresyon duzeylerinin kontrol grubu ile kiyaslanmasi
sonucu belirlendi. A; kontrol grubu ile LDy dozu uygulanan 2. grubun kiyaslamasini,
B; kontrol grubu ile LDsq dozu uygulanan 3. grubun kiyaslamasini, C; kontrol grubu
ile LDsp dozunun iki kati doz uygulanan 4. grubun kiyaslamasini géstermektedir.(*):
grubuna gore istatistiki

gostermektedir (p<0.05)

Kontrol olarak farklilk gosteren parametreleri

acidan degerlendirildiginde viicudun direncinin
artirilmasi icin antioksidan takviye onemli olabilir.
Ama takviyenin kanser hiicrelerinin (iremesine de
katki yapabilecegi disunulirse, c¢ok dikkatli ve
bilingli bir sekilde yapilmasi 6nem arzetmektedir. Bu
nedenle kanser

antioksidan maddelerin

hicrelerinde etkilerinin incelenmesi ve bilim
diinyasiyla paylasiimasi kanser tedavisinde yeni

yaklasimlar gelistirilmesine katki sunabilir.
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Krosin ve diger antioksidanlar disiik dozlarda

koruyucu etkiler gosterirken, ylksek dozlarda

toksisite gosterebilir.  Antioksidanlarin  yiksek
dozlarda toksisite olusturmasi antioksidatif stres
olarak da ifade edilebilir. Antioksidanlarin yogun
kullanimi ile olusan bu toksisitenin nedenlerinden
biri, hiicre membrani ve ara béliklerinde bulunan
doymamis baglar ve/veya aktif gruplar bulunduran
biyomolekiiller ile biyoaktif metabolitler olan

antioksidanlarin  etkilesime  girmesi  olabilir.

Boylelikle antioksidanlar hicresel
molekillere/yapilara zarar vererek antioksidatif
Nitekim  kanser
etkili  aktif

maddenin disik dozlarda proliferasyonu artirirken,

stres  olusturuyor olabilir.

hiicrelerinde  bircok antioksidan
yuksek dozlarda antikanserojen etkili olabilecegini
gostermektedir (Lu et al. 2015, Fanayi et al. 2016).
Krosinin antikanserojenik etkilerinin olusmasinda
rol oynayan apoptozun uyarilmasinda oksidatif stres
ve/veya inflamasyon da etkili olabilir. Bu baglamda
sunulan ¢alisma ile krosinin MCF-7 hicrelerinde
sitotoksitesinin  belirlenmesini  yaninda  ayni
farkli  dozlardaki MCF-7
hicrelerinde oksidatif stres ve inflamasyon aracil

zamanda krosinin
apoptoza etkilerinin nasil oldugu aydinlatilmaya
cahsiimistir.

MCF-7 hicreleriyle yapilan c¢alismalarda krosinin
LDso dozuyla ilgili farkli bilgiler mevcuttur. Lu vd.
(2015)’nin yaptigi bir ¢calismada MCF-7 hiicreleri ile
krosinin farkli dozlarinin 24 ve 48 saat inkiibe
edilmesi sonucunda LDso dozlari belirlenmistir. 24
saatlik inkiibasyonda krosinin LDsg dozu 60 pg/mL,
48 saat sonunda ise 12.5 pg/mL bulundugu ifade
edilmektedir. Literatlirde Lu vd. (2015)'nin buldugu
krosin LDso dozu (60 pg/mL) ile sunulan calismada
bulunan LDsp dozu (1611 pg/mL) arasinda buyuk
farkliliklar
kullanilan krosinin saflik oranlarinin farkli olmasi ve

vardir. Bunun sebebi calismalarda
uygulama sekilleri ile ilgili olabilir. Nitekim yapilan
baska bir calismada ise MCF-7 hiicrelerinde krosinin
LDsp dozunun 3.5 mg/mL oldugu belirtiimektedir
(Fanayi et al. 2016). Sunulan ¢alismada ise yapilan
MTT analizleri sonucunda MCF-7 hicrelerinde
krosinin LDsp dozu 1611 pg/mL (1.611 mg/mL)

bulunmustur. Elde edilen bulgular daha 6nce

literatlirde belirlenen doz araliginda oldugu igin
ideal kabul edilebilir.

Krosin gibi antioksidan maddeler yiksek dozlarda
antikanserojen etkinlik gosterirken, dislik dozlarda
hem vicut hiicrelerinin hem de kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu artirabilir. Bu durum ise kanser
hicrelerinin lGreme yeteneginin normal hiicrelere
gore daha ileri oldugu goz online alinirsa kanserin
daha da ilerlemesine yol agabilir. Bununla beraber
sunulan krosin

¢alismada, disak doz

uygulamalarinin proliferasyonu etkilemeden
apoptozu uyardigi belirlendi. LDy dozu (yaklasik 20
pg/mL) krosin uygulanan grupta TAS dizeylerinin
kontrol grubuna goére azalarak oksidatif stresi
artirdig (Cizelge 4) ve blylk olasilikla bu nedenle
apoptozu uyardigl soylenebilir. Nitekim LDy dozu
uygulanan grupta oksidatif
apoptotik genler olan bax ve TRAIL1 mRNA
(Sekil  2A)
gosterilmistir. Literatlrde yapilan calismalarda bu
niteliktedir. Bakshi vd.

(2016)’a gore 20 pg/mL dozunda krosin uygulanan

stresle beraber

ekspresyon seviyelerinin uyarildig

bulgumuzu destekler
MCF-7 hicrelerinde bax, caspase 3 gibi apoptotic
genleri uyarilabilecegi rapor edilmektedir. Bu veriler
disik dozlarda bile meme kanserli hastalarda
krosinin  ve  krosin igerikli  Urinlerin  risk
olusturmayacagini gostermektedir. Bununla birlikte
disuk
Gzerindeki

dozlardaki  krosinin  saghkli  hicreler
etkisinin ayrica degerlendirilmesi /

arastirilmasi yararli olacaktir.

Sunulan calismada LDsp dozu uygulanan grupta da
TAS dlzeylerinin  dismesine bagh bir sekilde
oksidatif stresin ve buna bagl olarak apoptotik
genler olan p53 ve TRAIL2 mRNA ekspresyon
dizeylerinin uyarildigi (Sekil 2B) belirlendi. Nitekim
yapilan galismalar p53 uyarilmasinda da etkin rol
oynayabilen sitozolik ve mitokondriyal kaynakh
reaktif oksijen tirlerinin apoptozun uyarilmasinda
etkili olabilecegi ifade edilmektedir (Lu et al. 2015,
Nasimian et al. 2020). Bununla birlikte daha yiksek
krosin dozu uygulanan deney grubunda (grup 4)
oksidatif stress ve inflamasyonla ilgili kontrol
grubuna gore bir farklihk gériinmesede apoptozun
bax ve TRAIL1 araciligi ile uyarildigi gorildi. Bu
durum yiksek doz krosin uygulamalarinda MCF-7
oksidatif stress ve

hiicrelerinde apoptozun
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inflamasyon disinda baska bir hiicresel etki sonucu
sekillenmis olabilecegini akla getirmektedir. Ornegin
hatali
olarak

apoptozun  sekillenmesinde protein
cevap gelisebilen
endoplazmik retikulum (ER) stresi rol oynamis
ifade

edilebilmesi i¢in daha ileri galismalara ihtiyag vardir.

katlanmalarina

olabilir. Ama bunun daha net olarak

Cesitli hicre hatlariyla yapilan ¢alismalarla krosinin
proliferasyonu baskilayarak (Bakshi et al. 2016,
2007, 2017)
etkileri olabilecegi de ifade
edilmektedir. Fakat sunulan g¢alismada ne disuk

Chryssanthi et al. Hire et al

antikanserojen

dozlarda ne de yiiksek dozlarda krosinin proliferatif
bir gen olan Bcl-2 mRNA ekspresyon dizeylerini
etkilemedigi belirlenmistir. Bu tezatin nedeni
calismalarda kullanilan farkl krosin dozu (Bakshi et
al. 2016) veya

gosterilmesinde kullanilan parametrelerin farkli

proliferasyon  diizeylerinin

olmasiyla (Chryssanthi et al. 2007) aciklanabilir.

Elde edilen tiim veriler birlikte degerlendirildiginde
krosinin MCF-7 hiicrelerinde LDy ve LDso dozlarinda
proinflamatuvar stokin dizeylerini etkilemeksizin
oksidatif stresi artirarak apoptozu uyardigi ve
boylelikle sitotoksisiteye sebep oldugu sonucuna
ulasiimistir. Hem MCF-7 hiicrelerinde hem de diger
hicre hatlarinda krosinin antikanser etkinliginin
daha iyi anlasilabilmesi igin metabolizmay: etkileyen
onemli sinyal yollarina ve apoptozise etkilerinin
daha
gerekmektedir. Ayrica hicre kiltiirinden elde

ayrintili bir sekilde arastirilmasi

edilen bulgularin, deney hayvanlarinda

olusturulacak modellemeler ile dogrulanmasi

krosinin kanser tedavisinde olasi vyararlarini

actklamak adina faydali olabilir.
Tesekkiir

Sunulan bu calisma Afyon Kocatepe Uniiversitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan (Proje no:
16.KARIYER.160)
calismadaki bulgularin bir kismi 23-25 Agustos 2017

desteklenmistir.  Ayrica  sunulan

tarihlerinde Roma-italya’da diizenlenen “IV.

International Multidisciplinary Congress of Eurasia
(IMCOFE)” kongresinde so6zlu bildiri seklinde sunulmus ve

Ozet bildiri seklinde kongre kitabinda yayinlanmistir.
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