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Ozet: Meme kanseri kadinlar arasinda en sik gériilen kanserdir ve alternatif tedaviler olusturmak igin farkli in vivo ve in
vitro ¢alismalarda cesitli bitki bazl terapétik ajanlar kullanilmistir. Himik asit (HA), apoptozu indlkler ve anti-enflamatuar
ve anti-proliferatif etkiler dahil olmak tzere cesitli farmakolojik &zelliklere sahiptir. Calismamizda, insan meme
adenokarsinomu MCF-7 hicre hattinda 24 ve 48 saat boyunca 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda HA'nin
sitotoksik etkilerini inceledik. MTT yéntemi kullanilarak HA 100 pg/mL'nin insan meme adenokarsinomu MCF-7 hicre
hatti Gzerinde hem 24 hem de 48 saatte sitotoksik etkiye sahip oldugu; ayni zamanda (24 ve 48 saat) etkili HA dozunun
50 pg/mL oldugunu da bulmuslardir. Calismamizin sonuglari, HA'nin sitotoksik etkisinin degerlendirilerek kanser

tedavisinde alternatif tedavi yaklasimlarinin gelistiriimesine 1sik tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: hiimik asit; insan meme adenokarsinomu MCF-7 hicre hatti; MTT

1. Girig

Son yillarda bireylerin genel sagligini korumak, hastaliklari 6nlemek ve tedavi etmek amaciyla dogal Urtinlerin ve
sifal bitkilerin kullanimi giderek yayginlagsmaktadir.
GUnumuzde serbest radikalleri etkisiz hale getirerek oksidatif hasari geciktirebilen veya 6nleyebilen antioksidan bilesiklere
olan ilgi diinya capinda artmaktadir. Himik asit (HA), humus adi verilen topraktaki organik maddelerin ana iceriginin en
aktif maddesidir. HA molekullerindeki karboksil, fenol, kinon gibi reaktif gruplar asitlere mineral ve antioksidan 6zellikler
verir [1]. Humus ve humustan elde edilen urtnler tarim ve biyomedikal alanlarda kullaniimaktadir. HA maddelerinin en
bilinen aktiviteleri arasinda anti-viral, antiinflamatuar, anti-oksidan, anti-timor, anti-toksin saymak mumkunddr [2-6].
Birgok arastirmaci, HA'nin kanserlere ve kansere neden olan viruslere karsi koruma gucline sahip oldugunu ileri
sirmustur. Bu, HA'nin kanser profilaksisi ve tedavisi gibi farkli biyolojik aktivitelerin yani sira azalmis hicre proliferasyonu
ve azalmis anjiyogenez oldugunu diistindiirmektedir [7]. DSO'niin meme kanserinin kadin prevalansi ve kansere bagli
6lumlerde 6n siralarda yer aldigina dair raporu nedeniyle, meme kanseri tedavisine yonelik arastirmalar halen devam
etmektedir.
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Bu ¢alismada insan meme adenokarsinomu MCF-7 hiicre hattinda HA'nin sitotoksik etkisi amaclandi.

MTT tahlili ile hticre canliligini 6lcerek ¢alisma.

2. Malzemeler ve Yontemler

2.1. Humik Asitin Saflastiriimasi

HA (Sigma-Aldrich Co. Darmstadt, Almanya) 100 mL NaOH soltisyonunda (pH > 10) ¢6z0ldi ve daha sonra
¢6zinmeyen fraksiyon stizme ile ayrildi. Cozelti, HA'y1 ¢ckeltmek ve HA'ya baglanacak ¢ézinur fraksiyonlari elde etmek
icin 100 mL HCI ile Ph < 2.0'a asitlestirildi. Olusan herhangi bir ¢dkelti, 3000 x g'de 30 dakika santrifiijleme ile toplandi
ve 100 mL NaOH igerisinde yeniden ¢ozuldu.

En saf HA'y1 elde etmek icin, alkali asit islemi Schnitzers [8] tarafindan tarif edildigi gibi t¢ kez tekrarlandi. Bundan
sonra, saflastirilmis HA, bir toz formuna dondurularak kurutuldu ve daha sonra deneylerden énce PBS (pH = 7.4) icinde
¢6zllen kurutulmus bir toz olarak saklandi [9]. Son olarak 5, 10, 20, 50 ve 100 pg/mL filtrelerde stok ¢ozeltiler hazirlandi.

2.2. Hucre Dizisi ve Hicre Kalturd

Insan meme adenokarsinomu MCF-7 hiicre dizisi (ATCC: HTB-22), %10 fetal sigir serumu (Capricorn Scientific,
FBS-11B, Ebsdorfergrund, Aimanya) iceren RPMI-1640 ortaminda (Biochrom, FG1215, Berlin, Almanya) kulttrde
muhafaza edildi), %1 L-glutamin (EMD Millipore, K0282, Darmstadt, Almanya) ve 100 lnite/mL % penisilin ve 100 Unite/
mL streptomisin (Biochrom, A2213). Hiicreler 37 °C'de %5 CO2'de nemlendirilmis atmosferde kiltirlendi ve ortam 2
gunde bir degistirildi. Hucreler %80 birlestiginde, rutin olarak %0.25 tripsin-EDTA solisyonu (Biochrom, L2143)
kullanilarak alt kdltarlendiler. Yeterli sayida hiicre Uretildikten sonra, hicrelerin bir kismi hiicre dondurma ortami ile
-80 °C'de saklandi. Hucrelerin proliferasyonu, gegisleri ve takibi ters mikroskop kullanilarak duzenli olarak izlendi.
Hucreler birlestiginde, tripsin-EDTA solUsyonu kullanilarak siselerden ¢ikarildi ve 96 gozIU tabaklara aktarildi. MTT testi
icin bes farkl konsantrasyonda (5, 10, 20, 50 ve 100 pg/mL) kilttr ortaminda seyreltilmis HA. Hucre stspansiyonlari
ilk olarak 96 oyuklu kiltur tabaklarinin her bir oyugu igin 3000 hiicre yogunluklarinda hazirlandi ve her asit
konsantrasyonu icin t¢ kopya halinde kaplandi. Pozitif kontrol olarak HA icermeyen besiyeri (100 pL), negatif kontrol
olarak sadece hucre ve HA icermeyen besiyeri kullanildi. MCF-7 hiicreleri, daha énce belirtilen konsantrasyonlarla 24
ve 48 saat sureyle islendi. Hlcreler 37 °C'de 4 saat inkilbe edildi. Bundan sonra, her bir oyuga 100 uL DMSO ilave edildi
ve absorbans, UV-gérunir bir spektrofotometre ¢oklu plaka okuyucusunda (Versa Max, Molecular Device, Sunnyvale,
CA, ABD) hemen 540 nm'de belirlendi.

3. Sonuglar ve tartisma

Standart kltir ortaminda hticreler Sekil 1'de gosterilmektedir.

Sekil 1. Ters bir mikroskop altinda gortnttlenen MCF-7 hucreleri, 6lcek cubuklari =200 pm.
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insan meme adenokarsinomu MCF-7 hiicreleri, 24 ve 48 saat boyunca 5, 10, 20, 50 ve 100 ug/mL konsantrasyonlarinda
HA ile muamele edildi. Hicre canliligi, daha 6nce tarif edildigi gibi MTT tahlili ile belirlendi. Sonuglarimiz, 100 pg/mL dozunda
hazirlanan HA'nin 24 ve 48. saatte sitotoksik etkiye sahip oldugunu (p < 0.005) gdsterirken, 50 pg/mL HA'nin 24 ve 48. saatte
MCF-7 hiicre hatlari tizerinde en etkili doz oldugu belirlendi. 48 saat (Sekil 2).

14

BMCF-724 h
mMCF-748 h

Sekil 2. 24 ve 48 saat boyunca farkl konsantrasyonlarda hiimik asitin insan meme kanseri hiicreleri MCF-7
Uzerindeki etkilerini gosteren MTT testinin sonuclari.

HA'nin potansiyel bir karsinogenez nedeni oldugu bilinen oksidatif hasara neden olmasi nedeniyle, HA'nin kanserin
etiyolojik bir faktori oldugu 6ne surtlmustir [10]. HA'nin kanserin etiyolojik bir faktdrt oldugu 6ne strtlmustir ve HA'nin
neden oldugu oksidatif hasar karsinojenezin potansiyel bir nedensel mekanizmasidir [10]. HA, insan meme adenokarsinomu
hiicreleri Gzerindeki belirsizligini koruyor ve bugline kadar HA'nin g6gus kanseri Gizerindeki etkisini in vitro veya in vivo
calismalarda dogrudan inceleyen yayinlanmis bir rapor yok. HA'nin insan meme adenokarsinomu hucreleri Gzerindeki
sitotoksik etkisi ilk olarak bu calismada arastirildi. Bir calismada HA'nin Hela ve SiHa hiicrelerinde 100-1000 pg/mL araliginda
farkli konsantrasyonlarda kullanildigini bildirmisler ve 500 pg/mL'nin altindaki konsantrasyonlarda 48 saatte sitotoksik
etkisinin olmadigini bulmuslardir. Ayni calismada yazarlar, 500 pg/mL ve 300 pg/mL HA'nin insan rahim agzi kanseri
hicrelerinde anti-proliferatif etkiyi artirdigini bildirmislerdir [10]. Sonuglarimiz, 100 pg/mL diliisyonda hazirlanan HA'nin
MCF-7 hicrelerinde hem 24 hem de 48 saatlik inkiibasyonda sitotoksik etkiye sahip oldugunu destekledi. Ayrica 50 pg/mL
HA ile 24 ve 48 saatlik inkibasyonlarda MCF-7 hiicreleri Gzerinde etkili doz olarak bulunduk.

4. Sonuglar

Kanser diinya ¢apinda 6nde gelen 6lim nedenidir. Dogal maddelerin aliminin kanser riskini azaltabilme olasiligi, nihai
kemo-dnleyici veya kemo terapétik ajan olarak dikkat cekmistir. Ozellikle kanser hiicrelerinin tedavisinde kullanilan
bilesenlerin etkin dozu ¢ok 6nemlidir. Clinkl kanser tedavisi politikasinda sitotoksik doz yerine hasta tedavisi uygulanmadan
once etkili doz belirlenmelidir.

Tesekkir: Calismamiz Deneysel Saglik Bilimleri Arastirma Merkezi, Yakin Dogu Universitesi, Kibris tarafindan
desteklenmistir [Hibe numarasi SAG-2016-2-018].
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