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ABSTRACT

In alternative medicine, natural remedies of herbal origin are often used in addition to chemotherapy-like
treatments. Panax ginseng one of them and it s preferred diseases originating from nervous system. The aim of
our study, to evaluate Panax ginseng, which was used before cisplatin, in terms of cell death and viability YKG1
cells. Commercially, purchased YKGT1 cells were incubated DMEM F12 medium in 5% CO2 incubator divided
into 4 groups. Group-1; control, group-2; 48 hours 50 mg/ml Panax ginseng, group-3; 48 hours 50 mg/ml
Panax ginseng followed by Cisplatin treatment and group-4; was determined as the only cisplatin-treated group.
Cell viability assessed by MTT. Bax/Bcl-2 and Caspase3 primary antibodies, were used for immunocytochemical
evaluation. In addition, cells were evaluated by PCR tecnique with using primers Bcl-2 and Caspase-3. According
to the immunocytochemistry, while Bax immunoreactivity didn’t change into the groups, Bcl-2 decreased in
groups 3-4, and Caspase-3 increased in groups 3-4, and PCR results were also supportive with our
immunohistochemical results. According to MTT results, cell viability rates decreased in groups 3-4. In our study,
it was observed that the use of Panax ginseng, which used as a therapeutic and prophylactic in alternative
medicine, didn’t change the Bax/Bcl-2 ratio in YKG1 cells, but it could trigger apoptosis increasing Caspase-3
activity together Cisplatin.
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kkk

Sisplatin Tedavisi Oncesi Panax Ginseng Uygulamasinin YKG1 Glioblastoma Hiicrelerine Olan
Etkisinin Apoptotik Hiicre Oliimii Ve Hiicre Canlilig1 Agisindan Degerlendirilmesi

oz

Alternatif tipta kemoterapi benzeri tedavi yOntemlerine ek olarak siklikla bitkisel kokenli dogal ilaclar
kullanilmaktadir. Panax ginseng bunlardan biridir ve sinir sistemi kaynakli hastaliklarda tercih edilmektedir.
CGalismamizda amag, sisplatinden 6nce kullanilan Panax ginsengin YKG1 glioblastoma hicrelerinde htcre Slimii
ve hiicre canlihigt bakimindan degerlendirilmesidir. Ticari olarak satin alinan YKG1 htcreleri, % 5 CO2
inktibatorde DMEM F12 besi yerinde inkiibe edildi ve 4 gruba ayrildi. Grup 1; kontrol, grup 2; 48 saat 50 mg/ml
Panax ginseng, grup 3; 48 saat 50 mg/ml Panax ginseng ve ardindan Sisplatin tedavisi ve grup 4; sadece Sisplatin
uygulanan grup olarak belirlendi. Hiicre canliligt MTT analizi ile degerlendirildi. Immiinositokimyasal
degetlendirmede apoptotik belirteclerden Bax/Bcl-2 ve Caspase-3 primer antikotlart kullanildi. Ek olarak,
hiicreler PCR teknigi ile Bcl-2 ve Caspase-3 primerleriyle degerlendirildi. Immiinositokimyasal sonuglara gore Bax
immiunoreaktivitesi gruplar arasinda degisiklik géstermezken, Bel-2’nin grup 3 ve 4’te azaldig ve Caspase-3’iin ise
grup 3 ve 4'te artuf1 gorildi ve PCR sonuglart da destekleyici yonde idi. MTT sonuglarina gére grup 3 ve 4’te
hiicre canlilik oranlarinin azaldigr gbriildii. Alternatif tipta tedavi edici ve koruyucu olarak kullandan Panax
ginseng'in calismamizda, Sisplatin tedavisinden 6nce kullanilmasinin YKG1 hiicrelerinde Bax/Bcl 2 oranint
degistirmedigi fakat Sisplatinle birlikte Caspase-3 aktivitesini arttirarak apoptozu tetikleyebilecegi diisunuldi.
Anahtar Kelimeler: Bax/Bcl, Caspase-3, Glioblastoma, Panax ginseng, Sisplatin.
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GIRIS

Glioblastoma (GBM), yiikksek morbidite ve mortalite
oranlarina neden olan en yaygin ve agresif primer
beyin timéridir (Coluccia et al. 2018). Tanimlanan
baslica histoplatolojik 6zellikleri, nekroz ve endotelyal
proliferasyon olup, Diinya Saghk Orgiiti (WHO)
beyin timotleri siniflandirmasinda en yiksek derece
olan derece IV iginde yer almaktadir (Erkin Ozgiray
2021). Standart glioblastoma tedavisi ameliyat,
radyoterapi  ve alkilleyici kemoterapiyi icerir.
Maksimum  rezeksiyon, radyasyon tedavisi ve
kemoterapiyi takiben bile, ortalama sag kalim sadece
15 aydir (Komotar, R. J., at all. 2005). Gincel tedavi
gelismeleri, degistirilmis  sinyal  transdiiksiyonu,
anjiyogenezi  baskilama,  cesiti  immunoterapi
yaklasimlari, kisiye 6zel alternatif tup tedavileri de
dahil olmak tizere, kétlh huylu fenotipi yonlendiren
molekiiler dizenlemeleri hedeflemeye
odaklanmaktadir (Wirsching et al. 2016). Sisplatin
(Cis), sitotoksik etkileri iyl tanumlanmis, yaygin
kullanilan etkili anti-kanser ilaclarindan biridir ve
radyo duyarlilastiricidir (Boeckman et al. 2005, Mjos
and Orvig 2014). Bununla birlikte, kan beyin
bariyerinden gecmek icin yiiksek dozlarda Cis
kullanimi gereklidir ve genellikle tolere edilemeyen
sistemik yan etkileri sebep olmaktadir. Ek olarak, Cis'
in yaklagtk %90-%95'1 geri donistimsiz sekilde
plazma proteinlerine baglanir ve ila¢ fraksiyonunun
yalnizca serbest kalan % 5-10'nu anti-timor etkileri
gosterecek sekilde uygulanir (Coluccia et al. 2018).
Geleneksel Cin tibbinda kullanilan bir¢ok bilesenin
timo6r olusumunu 6nleyebilir, ilag etkinligi artirabilir
ve toksisiteyi azaltabilir, tim6r niksiind ve metastazt
azaltabilir, hayatta kalma slresini uzatabilir ve
hastalarin yasam kalitesini iyilestirebilir 6zelliklerinin
oldugu  bilinmektedir.  Paklitaksel-brucea  yagy,
orneginde oldugu gibi pazara sunulmus dogal anti-
timor etkili pek ¢ok aktif bilesen de vardir. Bununla
birlikte, su anda, GBM icin geleneksel tp tzerine
nispeten az c¢alisma bulunmaktadir. (Wang et al.
2019).

Panax ginseng, dogu tibbinda hastaliklarin tedavisinde
siklikla kullanilir ve bitkilerin kralt olarak bilinir. Bitki
kokiinden kurutularak elde edilen kirmizi ginseng
ekstresinde ginsenoidler, polisakkaritler, alkaloidler,
glukozitler, fenolik asit ve benzeri bir¢ok aktif
bilesenin bulundugu bildirilmektedir (Wang et al.
2019). Modern farmakolojik calismalar, ginsengin
anti-adheziv, anti-timér, anti-diyabetik, yaslanma
karsit, néro-regiilasyon, immiinomodiilasyon gibi bir
¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugunu géstermistir
(Ru et al. 2015). Kirmizi ginsengin endoteliyal hiicre
invazyonunu ve tip formasyonunu doza baglt olarak
inhibe ettigi, NF-«B’yi diizenleyerek apoptoza etki
ettigi gOsterilmistir (Dai et al. 2017). Tian ve
arkadaglart 2015 yilinda yaptiklart c¢alismada Panax
ginseng uygulamasinin  MNK45  gastrik  kanser

hiicrelerinde Bax/Bcl-2 oranint degistirerek hiicreleri
apoptoza strtikledigini gostermistir.

Literattir  bilgileri  tarandiginda  glioblastoma
timorlerinin tedavisinde Panax ginseng’in apoptotik
etkilerini arastiran az sayida ¢alisma  oldugu
gorilmektedir. Calismamizda, YKG1 hiicre hattini
kullanarak Sisplatin tedavisinden o6nce uygulanan
Panax ginseng’in hiicre canliligi ve apoptozuna
etkilerini immunohistokimyasal olarak ve rtPCR
yontemleriyle incelemeyi amacladik.

MATERYAL ve METOT

Kimyasallarin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alman Panax ginseng ekstresi
50ug/ml besi yeri icerisinde hazitlanarak calisma
gruplarina 48 saat boyunca uygulandi. IC50 degeri
uygulama dozu daha 6nce yapimis uluslar arast
makalelerde belirlendigi oranda kullanild: (Shin et al.
2012). Ticari olarak satin alinan Sisplatin (Sigma-
PHR1624) Saticinin  talimatlarina gbre 1.55ug/ml
hazirland: ve calisgma gruplarina uyguland: (Nakagawa
et al. 2007).

Hiicre Kiiltiirii

Ticati olarak ATCC’den temin edilen YKG1 hucre
hattt kullanddi. Hiucreler, %1 L-glutamin, %1
penicilin-streptomicin, %10 fetal bovine serum iceren
DMEM F12 besi yeri igerisinde %70 hiicre yogunlugu
clde edilene kadar cogaltldi. Dért calisma grubu
belirlendi. Grup 1; kontrol grubu, grup 2, 48 saat
boyunca yalnizca Panax ginseng uygulamasi, grup 3,
48 saat boyunca Panax+Sisplatin uygulamasi ve
dordiinct grup 48 saat yalnizca Sisplatin uygulamast
yapilacak sckilde tasarlandi. TUm gruplar icin temel
besi yeri icerisine Panax ginseng ve sisplatin belirtilen
dozlarda ilave edilerek uygulanmustir.

MTT ile Hiicre Canlilig1 Tayini

YKG-1 hiicreleri 96 g6zli kuyucuklara 1X105 hiicre
olarak ekildi. Her grupta 8 kuyucuk bulunacak sekilde,
serum icermeyen besi yetleri uygulama dozlariyla
birlikte 200pL. inktbe edildi. Ardindan besi yetleri
uzaklastirildi ve kuyucuklara treticinin talimatlarina
gbre hazirlanmis MTT (A3338, BIOMATIK) igeren
110pL best yeri eklendi 37 °C de 4 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon bittiginde besi yeri uzaklagtirildi
ve kuyucuklara 200uL. DMSO ilavesi yapidi. Yatay
karistiricida karanlik ortamda 10 dk inkiibe edildi ve
550/650 nm dalga boyu araliginda
spektrofotometrede okutuldu (SHIMADZU UV-
1601).

Indirekt immunositokimyasal Yontem

%41k paraformaldehit ile 30 dk. boyunca hiicreler
fikse edildi. 3x5 defa PBS (Phosphate Buffered
Saline- Fosfat Tampon soliisyonu) ile yikandu.
Permeabilizasyon icin %0,1’lik Triton-X 100 15 dk
muamele edildi. Ardindan %3’lik hidrojen peroksit
(H202) uygulamasi ile endojen peroksidaz aktivitesi
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inhibe edildi. 3x5 defa PBS ile yikandi. 1 saat bloking
uygulamasindan sonra Anti-Caspase 3 (SC-5603,
SANTA CRUZ), anti-Bax (SC-526, SANTA CRUZ)
ve anti-Bcl-2 (SC- 7283, SANTA CRUZ) antikorlart
1:100 oraninda diliie edilerek 1 gece inkibe edildi. 3x5
defa PBS ile ytkama yapilds. Tlk olarak Biotin (30 dk.)
ardindan Streptavidin (30 dk.) uygulandi ve AEC
(TA-125-HA, THERMO) kromojeni ile
immunoreaktivitelerin gériiniirligi saglandi. Kapatma
medyumu ile kaplanarak kapatildi ve fotograflart stk
mikroskobu ile ¢ekildi. Gruplardaki hicrelerin
immuntreaktivite sonuglart boyanma siddetine gbre az,
orta ve kuvvetli olacak sekilde sirastyla (+), (++) ve
(+++) seklinde degerlendirildi ve H-score analizi
yapildt (Numata et al. 2012).

Istatistiksel Analiz

Calismanin degerlendirilmesinde tanimlayict istatistik
olarak medyan, minimum ve maksimum degetler
kullantlmistir  (Tablo 1). Grup karsilastirmalarinda
Kruskall-Wallis testi, farki yaratan grup veya gruplar
belitlemek icin ¢oklu karsilastirma testlerinden biti
olan Dunn's testi kullanildi. Istatistiksel anlamhlik
dizeyi p<0,05 olarak alnmustir. Degerlendirmeler
SPS520.0 paket programinda yapilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hicreler, kultiir ortamindan pasajlama yontemiyle
kaldirildt ve RNA izolasyonlart yapildi. Toplanan
RNA’lardan cDNA elde edildi. Ureticinin talimatlart
dogrultusunda SYBR  Green Master Mix kit
kullanilarak  BCL-2, CASPASE-3 ve (-ACTIN
genlerinin  ekspresyon seviyeleri Real Time PCR
yontemi ile analiz edildi (Biorad CFX 96). CASPASE-
3ve BCL-2 genlerinin ifadelenmesinin
normalizasyonunu gostermek icin 3-ACTIN mRNA
diizeyleri referans olarak alindi. BCL-2, CASPASE-
3ve B-ACTIN mRNA ifade diizeylerindeki farklhiliklar
“REST (2009 V2.0.13)” istatistik programi ile
karsilastirildi.

BULGULAR VE SONUC

Uygulama Sonrast Hiicre Canlilik Oranlari

Hiicre canliliginin tayini icin, daha o6nce literatiir
bilgilerinden elde edilen IC50 dozlart belirlenerek
gruplara uygun olarak uygulandi ve MTT yoéntemi
kullanildr. Birinci grup kontrol grubu, ikinci gruba 48
saat boyunca yalnizca panax uygulamasi, Uclincl
gruba 48 saat boyunca panax+Sisplatin ve dérdiincti
gruba 48 saat yalnizca Sisplatin uygulamast yapidi.
Calisma t¢ kez tekrarlandt ve her tekrarda her gruba
ait sekizer adet kuyucuk ortalamaya alindL
Spektrofotometrik  sonuglar  degerlendirildiginde
hticre canlilik oraninin en ytksek birinci grupta (%81)
oldugu gorildi (Tablo 2). Grup 2 de %72 olan
canllik orani, Grup 3 te % 53, grup 4’te ise %0064 tayin
edildi (Tablo 2).

Indirek Immunohistokimyasal Degerlendirme
Avidin-biotin-peroksidaz yontemi  kullamilarak
yaptigimiz immunohistokimyasal boyama sonuclari
H-score yontemiyle yontemiyle immunraktivite
bakimindan degerlendirildi. Caspase-3
immunreaktivitesi i¢in  anti-Caspase-3  antikoru
kullanildi. Tmmunreaktivite siddetleri grup 1 de az (+)
iken ve grup 2 de orta (++) seviyede gorildi ve grup
3 ve 4’te ise kuvvetli (+++) oldugu gorildu (Figir 1-
A, B, C, D).

Sonuclarimiza gore, anti-Bax antikorunun
immunreaktivite seviyesi grup 1, 2, 3 ve grup 4 icin az
(+) siddetindeydi (Figir 1- E, F, G, H). Anti-Bcl-2
icin gruplardaki immunreaktivite siddetleri grup 1 ve 2
de siddetli (+++) seviyede iken, grup 3 ve 4’te ise az
(+) seviyesinde kaydedildi (Figtr 1- |, K, L, M).

BCL-2, CASPASE-3 Genlerinin Real Time PCR
ile Analizi

Panax ginseng, Panax+Sisplatin ve Sisplatine maruz
birakillan YKG1 glioblastoma hiicre hattinda ifade
edilen BCL-2, CASPASE-3 genlerinin mRNA
seviyelerindeki degisimler kontrol grubu hiicrelerine
gore belirlendi. Normalizasyon icin housekeeping bir
gen olan B-ACTIN kullanildi. YKG1 hiicreleri Panax
ginseng, Panax+Sisplatin ve Sisplatin ile maruz
birakttktan  sonra  BCL-2  geni  ckspresyon
seviyelerinde kontrole gére up-regtilasyon belirlendi
(sirastyla; 34.5, 2.5, 1.9 kat). YKGT1 hucrelerini Panax
ginseng, Panax+Sisplatin ve Sisplatin ile maruz
biraktiktan sonra CASPASE-3 geni ckspresyon
seviyelerinde uygulamalarda yine kontrole gdre
upregiilasyon belirlendi (strasiyla; 5.1, 10, 10 kat)
(Tablo 3).
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Table 1. The mean, standard deviation and median values of the groups according to the H-score results.
Tablo 1. H-score sonuglarina gére gruplarin orta, standart sapma ve ortanca degerleri.

H_Skor degerleri Grup Orta Std. sapma Medyan
Grup 1 106,67 7,572 110,00
Caspase-3 Grup 2 202,00 2,646 201,00
Grup 3 484,67 4,509 485,00
Grup 4 486,33 4,726 488,00
Grup 1 116,00 4,000 116,00
Bax Grup 2 114,33 5,859 112,00
Grup 3 116,00 3,606 115,00
Grup 4 118,00 3,606 119,00
Grup 1 489,00 1,000 489,00
BCL-2 Grup 2 486,00 5,000 486,00
Grup 3 110,33 10,693 116,00
Grup 4 107,33 8,021 108,00

Table 2. Cell viability rates of the groups after MTT experiment.
Tablo 2. MTT deneyi sonucu gruplarin hiicre canhlk oranlari.
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Hicre canlilik miktari ylzdeleri

Gruplarda hticre canlilik oranlar

grup 1

grup 3
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GRUP 1
(kontrol)

GRUP 2
(Panax)

GRUP 3
(Panax
+

Sisplatin)

GRUP 4
(Sisplatin)

Sekil 1: Indirek immunohistokimyasal boyama sonucu gruplarin immunreaktiviteleri. Scale bar-100um.
Figure 1: Immunreactivities of groups as a result of indirect immunohistochemical staining. Scale bar-100um.
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Table 3. PCR result Gene expression levels in groups.

Tablo 3. PCR sonucu Gruplarda gen ekspresyon seviyeleri.

YKG1 Hiicre hatti

panax panax+cisplatin

1,6
1,4

1,2

[N

0,8
0,6
0,4
0,2

Rolatif kat degisimi Log(10)

M bcl-2 ®caspase

TARTISMA

Glioblastoma (GBM), yitksek morbidite ve mortalite
oranlarina sahip, tam tedavi sonrasi bile 12-15 ay sag
kalim orant olan ve diinya saglik 6rgitiine gbre VI
dereceden bir kanser tiiridir. Digstik sag kalm
oranlart ve kanserli htcrelerin tedavi direncinden
dolay1 adjuvan tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Panax
ginseng’deki saponin bileseni olan ginsenosidler,
kirmiz1 ginsengin kan akisinin iyilestirilmesi, bagisiklik
sisteminin gliclendirilmesi, anti-enflamatuar etkileri,
yorgunlugun hafifletilmesi ve antioksidan 6zellikleri
gibi biyolojik aktivitelerinden sorumludur (Ham et al.
2019). Ayrica yapilan pek ¢ok ¢alismada Panax
ginseng’in kanser hiicrelerinin ¢ogalma hizint ve
invazyonunu azalttugl gosterilmistir (Oh et al. 2019,
Yang et al. 20106). Sisplatin halihazirda tedavide
kullanilan antikanser bir ilagtir. Calismamizda, YKG-1
insan glioblastoma htcrelerine Sisplatin
uygulamasindan 6nce Panax ginseng maruziyetinin
hiicre canliligt ve apoptotik stirece olan etkilerini
aragtirmay! amagcladik. Hiicrelere kiiltiire ortaminda 48
saat boyunca Panax ginseng uygulamasinin ardindan
yine 48 saat boyunca Sisplatin tedavisi yapidi
Uygulamalarin ardindan hticre canliligi ve apoptozuna
etkileri, MTT, IHC (immunohistokimya) ve rtPCR
yontemleri kullanilarak incelendi.

Apoptoz programli hiicre Olumudir ve kanserli
hiicrelerde bu mekanizmayr diizenleyici genlerinde
disregiilasyon  oldugu  bilinmektedir.  Apoptozu
diizenleyici oldugunu bilinen genler ve proteinler
arasinda Caspase-3, Bax ve Bcl-2 basta gelmektedir.
Bax proteinlerinin hiicrede, porlar olusturulmas: ve
mitokondriyal membran gecirgenliginin arttirilmasi ve

cisplatin

hiicre  apoptozunun  indiksiyonundan,  Bcl-2
proteinleri ise sitokrom C nin sitozole salinmasina

katki  saglayarak  hiicrenin  yasam  yOniinde
ilerlemesinden sorumludur. Bax/Bcl-2 oranindaki
degisimler mitokondriyal yolak tizerinden hiicrelerin
apoptozunu direk olarak kontrol eder (Elmore 2007).
Calismamizda YKG 1 olusturulan gruplarda uygulama
sonrast hiicrelerindeki Bax, Bcl-2 ve Caspase-3
proteinlerinin ifadesini immunohistokimyasal yontem
ile ve Bcl-2 ve Caspase-3 gen ckspresyonu degisim
oranlarini arastirdik. Immunohistokimyasal
sonuglarimiza gore Bax immunreaktivite
siddetlerinde, gruplar karsilagtrildiginda  anlamlt
farkliiklarin olmadigr gorilda (p=0,758). Ayrica Zou
ve arkadaglari ve Zhang ve arkadaglari Panax
saponinlerinin Bax ifadesini arttirdigint géstermis
(Zou et al. 2019), Tian ve arkadaslari da 2020 yilinda
yaptiklart c¢alismada, Panax ginseng uygulamasinin
MNK45 gastrik kanser hiicrelerinde Bax/Bcl-2
oranint Bax y6ntnde degistirerek hiicreleri apoptoza
surikledigini  sOylemislerdir (Tian et al. 2020).
Calismamizda Bax ifadesinde immunohistokimyasal
olarak anlamli (p=0,758) bir artis gérilmemistir. Bu
farkliigin Zou ve Tian arkadaslarinin kullandiklar
hiicre tipinin farkli olmasindan ya da Western Blot
yontemini  kullanarak  Bax  ifadesindeki — artis1
gOstermelerinden kaynaklanmis olabilecegini,
uygulamalarimizin daha uzun siireli yapilmasiyla bu
artisin  gortlebilecegini dustinmekteyiz. Gruplardaki
Bcl-2  degisimleri immunohistokimyasal olarak ve
rtPCR ile degerlendirildi. IHC Sonuglarimiza gore;
Bcl-2 proteinlerinin  immunoreaktivitesi grup 1 ve
grup 2 de siddetli olarak kaydedilirken uygulama
sonrast grup 3 ve grup 4’te az seviyelerinde gorildu
ve bu immunoreaktivitedeki azalis kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda anlamhiyd: (p=0,036) (Figiir 1-], K,
L, M). Bcl-2 immunoreaktivitesinde grup 3 ve 4
arasinda ise anlamli bir farklilk gorilmedi. Bcl-2
immunoreaktivitesinde grup 3 ve 4 teki anlamlt bir
azalts olmast panax+Sisplatin - uygulamasimnin  ve
Sisplatin uygulamasinin hiicrelerde Bcl-2
ekspresyonunu azalttigint gosterirken yalnizca Panax
ginseng uygulanan grup 2’de kontrole gbre anlamlt bir
degisimin  olmamasi, Panax ginseng’in  Bcl-2
seviyesine  tek  basina  etkisinin  olmadigint
distindiirmektedir. PCR sonuglart da bu bulgularimiz
destekler nitelikteydi ve Bcl-2 ekspresyon seviyesi en
dustik grup 3’te kaydedildi. Bu  sonuglar
degerlendirildiginde hiicredeki yasam proteinlerinden
biri olan Bcl-2 de ki azalisin Sisplatin gruplarinda
olmast ve Panax ginseg grubunda olmamast panax’in
YKG 1 hicrelerinde Bax/Bcl-2 oranina etkisi
olmadigint  géstermektedir.  Calismamizdan  elde
ettifimiz sonuglara gore, 48 saat boyunca YKGI1
glioblastoma hiicrelerinde Panax ginseng ile uygulama
yaptmast mitokondriyal yolak izerinden yani
Bax/Bcl-2 oraninin  degisiminden kaynakli olarak
apoptatik streci etkilememektedir. Jia D.ve arkadaslart
ise 2014 yilinda Panax saponinlerinin iskemik rat
beyninde néronlar tzerine anti-apoptotik bir etkisi
oldugunu  gostermislerdir  (Jia et al.  2014).
Sonuglarimizdaki farkliilk Panax ginseng’in saglikli
hicrelerde  anti-apoptotik  bir  aktiviteye  katki
saglarken kanserli hiicrelerde béyle bir etkisi olmama
ihtimalini dusundurmektedit.

MTT sonugclarimiza gbre en yiksek hiicre canliligi
orani grup 1 %81 de iken, grup 2’de de %72 olarak
tayin edildi. MTT sonuglarina gére 48 saat yalniz
Panax ginseng uygulamasinin hticre canliligini bir
miktar disirdigi ancak bu oranin glioblastoma
hticrelerinde Panax ginseng’in uygulanan doz ve
sirede tek basina Sldiriicii etkiye sahip olmadigini
gostermistir. Ham ve arkadaglarinin 2019 yilinda
yaptiklari  calismada Panax ginseng ckstresinin
glioblastoma hastalarindan elde edilen glioblastoma
kok hiicrelerinde 6ldirict etkiye sahip oldugunu
gostermiglerdir (Ham et al. 2019). Calismamizda
benzeri etki gérilmemesinin nedeni olarak kullanilan
dozun Ham ve arkadaglarinin uygulama dozlarindan
daha disik olmast ya da kullandigimiz hiicrelerin
glioblastoma kanser htcreleri olmasi, Ham ve
arkadaglarinin ise kanser kok hiicresi tzerinde bu
etkileri g6rmiis olmalarindan kaynakli olabilecegi
dustntlebilir. Grup 3’te ve 4’te canlt hiicre sayisinin
buyik oranda azalmis olmast Panax ginseng
uygulamasinin tek basina Caspase-3  aktivitesini
etkilemedigi fakat Sisplatin ile bitlikte agonist bir
etkiye sahip olabilecegini diiginirmiistir. MTT hiicre
canlii@  deneyine ilaveten yapilan Caspase-3
immunohistokimyast ve PCR sonuglart da MTT
bulgularint destekler niteliktedir. Gruplar arasinda
Caspase-3 immunohistokimya sonugclari
degerlendirildiginde grup 3 ve 4’te anlamli bir artis
(p=0,024) oldugu gorilirken grup 1 ve 2 de ise
boyanma siddetinin aynt oldugu kaydedilmistir. IHC

bulgularinda grup 3 ve 4’te Caspase-3 siddeti artarken,
Grup 2 de bir artisin olmamistir. Bu bulgu, 48 saat
Panax ginseng uygulamasinin, YKG1 hiicrelerinde
apoptozu  Caspase-3  tizerinden  tetiklemedigini
gostermistit. Grup 3 ve 4 kendi arasinda
degerlendirildiginde ise gruplar arasinda anlamlt bir
farkliligin  bulunmamas: Panax ginseng’in  Sisplatin
tedavisinden 6nce ve birlikte uygulanmasinin
Caspase-3 proteininin varlig1 ve ekspresyon seviyesine
bir etkisinin olmadigint géstermektedir. Elde ettigimiz
PCR sonuglarimiz da degerlendirildiginde IHC ve
MTT sonuglartyla uyumlu olmast Panax ginseng’in
YKGT1 hiicrelerinin apoptozuna, uygulanan doz ve
strelerde, katkist olmadigi
gliclendirmektedir.

Kirmizi ginsengin endoteliyal hiicre invazyonunu ve
tiip formasyonunu doza bagl olarak inhibe ettigi, NF-
#«B’yi dizenleyerek apoptoza etki ettigi yapilan
calismalarla gosterilmistir (Dai et al. 2017). Literatiir
bilgisi degerlendirildiginde Panax ginseng’in YKG 1
hiicrelerinde apoptozu, NF-B ya da diger apoptatik
sinyal yolaklari tizerinden doz bagimli olarak ya da
uzun streli uygulama sonucu dizenleyebilecegi
gorilmektedir. Bizim c¢alismamizin sonuglarinda da
Bax/Bcl-2 oranlari sabit iken Caspase-3’in artmis
olmast Panax ginseng uygulamasimnin tek basmna ve
Sisplatin tedavisi ile kombine olarak kullanilmasinin
mitokondriyal hiicre OSlim yolagini etkilemedigini
fakat Olim reseptOrleri sinyali Uzerinden hicre
olumine etkisi olabilecegini gostermektedir. Sonug
olarak alternatif tipta tedavi edici ve koruyucu olarak
kullamlan Panax ginseng’in ¢alismamizda kullanilan
doz ve siirede YKGT1 hiicrelerinin apoptozuna etki
etmedigi gorilmistir. Sisplatin uygulamast 6éncesinde
kullanildiginda ise Sisplatin’in apoptotik etkilerini
degistirmedigi gorilmustir. Farkll doz ve sireli
uygulamalar ile yapilacak ileri calismalarda Panax
ginseng’ in glioblastoma tedavisinde koruyucu ve
tedaviye destek olarak kullandmasinin etkileri detaylt
sekilde arastirilmalidir.

sonucunu

Etik Kurul Bilgileri: Bu calisma etik standartlarina
uygun bicinde hazirlanmistir ve herhangi bir etik onay
gerektirmemektedir.

Cikar Catigmasi: Yazarlar aralarinda herhangi bir
ctkar catismasi olmadigint beyan edetler.
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