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OZET

Doktora Tezi

TACLI FIG (Coronilla varia) VE GAZELBOYNUZU (Lotus corniculatus) BITKI
EKSTRAKTLARININ MEME KANSERI HUCRELERINDE In Vitro
SITOTOKSIK ETKILERININ MOLEKULER SEVIYEDE INCELENMES]

Serife YERLIKAYA
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU

Kanser gelisimi, genetik olaylar, anjiyogenez, metastaz ve mutasyonlar1 iceren bir
dizi olaylar nedeniyle ortaya ¢ikar. Bu ¢alismada, Lotus corniculatus ve Coronilla
varia adli iki bitki tiiriiniin toprak tstii par¢alarinin EA, MeOH ve su ekstraktlarinin
DNA koruma aktiviteleri, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri
tizerindeki apoptotik, otofajik ve telomeraz gen aktivitelerinin belirlenmesi ve bu
hiicreler tizerindeki anti-metastatik aktiviteleri aragtirilmastir.

Lotus corniculatus EA ekstrakti ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
apoptoz tespit edilmistir. Ayrica Lotus corniculatus EA ekstrakti ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinde ise Bcl-2 gen ifadesinin artisiyla otofaji belirleyen gen
ifadelerinin  artti§1i  tespit  edilmistir. Sonuglar, stvi  kromatografi,
Dionex Ultimate 3000RS UHPLC sistemi ile belirlenmis olan bitki ekstraktlart
igerisindeki fenolik igeriklerle iliskilendirilmistir. Lotus corniculatus EA igerisinde
diger ekstraktlarda var olmayan linoleamid maddesi tespit edilmis, antikanser
sonuglarin bu maddeyle iliskili oldugu literatlir arastirmasinda dogrulanmistir.
Ayrica, Coronilla varia EA ve su ekstraktlar ile muamele edilen sirasiyla MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde Bax gen ifadesinin artisi ve Bcl-2 gen ifadesinin
azalmasiyla apoptotik hiicre 6liimiiniin bagladig1 belirlenmistir.

Bu calismada yiiksek aktiviteye sahip linoleamid maddesinin ilag direncini tersinir
ederek potansiyel ilagc ham maddesi olmasi ile ilgili kapsamli ¢alismalara katkisi
olacag1 ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ekstrakt, antikanser, apoptoz, otofaji, metastaz

2019, 147 sayfa
Bilim Kodu: 923



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

MOLECULAR INVESTIGATION OF In Vitro CYTOTOXIC EFFECTS OF
CROWNVETCH (Coronilla varia) AND BIRD'S-FOOT TREFOIL
(Lotus corniculatus) PLANT EXTRACTS ON BREAST CANCER CELLS

Serife YERLIKAYA
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetics and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU

Cancer development is caused by a series of events involving genetic events,
angiogenesis, metastasis and mutations. In this study, plasmid DNA protection
activities, apoptotic, autophagic and telomerase gene activities and anti-metastatic
activities of aerial parts of two plant species Lotus corniculatus and Coronilla varia
EA, MeOH and water extracts on MCF-7 and MDA-MB-231 cells were investigated.

Apoptosis was determined in MDA-MB-231 cells treated with Lotus corniculatus
EA extract. In addition, it was found that in the MCF-7 cells, treated with Lotus
corniculatus EA extract, the expression of Bcl-2 gene was increased and the
expression of autophagy genes was increased. Results were associated to phenolic
contents in extracts determined by Dionex Ultimate 3000RS UHPLC analysis. In
Lotus corniculatus EA, linoleamide substance was detected and it was confirmed that
anticancer results were related with this substance in literature review. In addition,
after treatment of MCF-7 cells with Coronilla varia EA and MDA-MB-231 cells
with Coronilla varia water, Bax gene expression increased and Bcl-2 gene expession
decreased due to apoptotic mechanism.

In this study, it is predicted that linoleamide will contribute to the comprehensive

studies by making drug resistance reversible for being the potential raw material of
the drug.

Key Words: Extract, anticancer, apoptosis, autophagy, metastasis

2019, 147 pages
Science Code: 923
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1. GIRIS

Kanser, klinik belirtileri ortaya ¢ikmadan evvel uzun bir ge¢misi olan kronik bir
hastaliktir. 1775 yilinda baslayan kanser ¢alismalari, ilk olarak kanser hiicrelerinin
neoplastik 6zelliklere sahip oldugunun saptanmasiyla ortaya ¢ikmistir. Neoplazma,
basitce normal hiicrelerin malign (kotii huylu) timdr veya kanserli hiicrelere
doniistimiiyle meydana gelen transformasyondur [1]. Kanser, genel olarak normal
hiicrelerin gen ifadelerinde meydana gelen anormal degisimlerle hiicrelerin diger

organ ve dokulara metastaz yoluyla yayilim gostermesidir [2].

Ceyrek asir siiren hizli gelismelerden sonra, kanser arastirmalari kanserin genomda
dinamik degisimler i¢eren bir hastalik oldugunu ortaya g¢ikarmistir. Kanser hiicre
genotiplerinin bircogunu kapsayan ve malign biiylimeyi dikte eden kanserin hiicre
fizyolojisindeki 6 temel 6zelligi; biiylime sinyallerini kendi biiyiimesi i¢in yeterli
hale getirmesi, biiylime karsit1 sinyallere karst duyarsiz olmasi, apoptozdan kagmasi,
simirsiz ¢ogalma potansiyeli, siirekli olarak anjiyogenez (yeni kan damarlar

olusturma kapasitesi) ve doku invazyonu ve metastaz yapmasidir [3].

Kanser, oliimciil hastaliklar arasinda yer aldig1 i¢in aragtirma sahasinda onemli bir
yere sahip olmustur. Diger iilkelerde oldugu gibi Tiirkiye’de de goriilme siklig1 artan
kanser hastaligi, Ulusal Hastalik Yiikii ve Maliyet Etkililik Calismas: ve Tirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) o6liim nedeni istatistiklerine gore kardiyovaskiiler

hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir [4].

Kot huylu timor, karmagsik bir gelisimle insan viicudunu ele gecirdigi igin tedavi
i¢cin farkli alternatiflere yonelim gerceklesmistir. Tibbi ve aromatik bitkiler bunlar
arasindadir. Bu bitkilerin sekonder metabolitlerinden {iretilen ilaglar tedavide
kullanilmak tizere 6nemli bir hammadde haline gelmistir. Sekonder metabolitler,
primer mtabolitlerden farkli olarak bitkinin biliylime ve gelisimde rol oynayan
maddelerin disinda hayatta kalmasini devam ettiren maddelerin iiretiminden sorumlu
metabolitlerdir. Familya ve tiir bazinda dagilim gostermek kosuluyla bitkilerden asil
sifanin alindig1 kismi, bu metabolitler olusturur. Fitokimyasal olarak adlandirilan bu

metabolitler, alkaloid, glikozit, polifenoller, saponinler, terpenler ve antrakinonlar



olarak siniflandirilabilirler [5]. Fitokimyasallar arasinda, flavonoidler en 1iyi
bilinenlerdir ve kimyasal olarak, heterosiklik bir piren halkasi ile baglanmis iki
benzen halkasi igeren onbes karbonlu bir iskeletten olusur. Flavonlar (flavon,
apigenin ve luteolin vb.), flavonoller (quercetin, kaempferol, myricetin ve fisetin
vb.), flavanonlar (flavanon, hesperetin ve naringenin vb.), flavanonol (taxifolin),
izoflavonlar (genistein, daidzein) ve flavan-3-ol (Kkatesin, epicatechin) olarak

smiflandirilirlar [6].

Bitkilerden elde edilen bu hammaddelerin ilag olma potansiyelleri ile ilgili
calismalara olan ilgi carpici bir sekilde bir sekilde artis gdstermistir. Ozellikle, kanser
kemoterapi ilaci olabilmesi yoniindeki molekiiler calismalar hiz kazanmistir. Kanser
tedavisinde en Onemli sorun kemoterapi ilaglarmin direncidir. Bununla basa
cikabilmek i¢in arastirmacilar, diisiik toksisite ve maksimum etki ile dogal kokenli

bilesikler iizerinde ¢alismaya baslamislardir.

Bu ¢alismada, Fabaceae familyasina ait iki bitki tiirti olan Lotus corniculatus L. ve
Coronilla varia bitki ektraktlarinin oksidatif strese kars1 DNA koruma ozellikleri ile
MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik
etkilerinin molekiiler seviyede analiz edilmesi ve anti-metastatik &zelliklerinin

incelenmesi amaclanmustir.
1.1. Kanser Molekiiler Biyolojisi
1.1.1. Kanser Genleri

Kanser gelisim siirecinde degisime ugrayan ii¢ g¢esit hiicresel gen vardir. Bunlar;
“onkogenler” adi verilen pozitif biiylime diizenleyicileri, “timor baskilayici genler”
olarak adlandirilan negatif diizenleyiciler (p53, Rb ve p21) ve stabilite genleridir [7].
Hiicresel onkogenlerin varligi, ilk olarak retroviriislerin ¢alisilmasiyla ortaya
cikarilmustir. Ozellikle tiimér baskilayici genler, DNA tiimérii ile etkilesimleriyle
bilinen viriislerdir [8]. Onkogen aktivasyonlari, kromozomal translokasyonlardan,
gen amplifikasyonlarindan veya gen lriiniin aktivitesini diizenleyen kritik noktalar
etkileyen gen igerisindeki mutasyonlardan kaynaklanabilir. Timdr baskilayict genler,

genetik degisiklikler ile tersinir calisirlar yani, mutasyonlar, gen {rliniiniin



aktivitesini azaltir. Bu tiir inaktivasyonlar, proteolizle degisime ugrayan bir proteinin
sebep oldugu mutasyonlardan, bazi delesyonlardan, insersiyonlardan veya epigenetik
susturmadan kaynaklanir. Onkogen ve tiimor baskilayici gen mutasyonlarinin hepsi
fizyolojik seviyede birlikte calisirlar. Hiicre donglistiniin tutulmasimi veya hiicre
Olimiinii inhibe ederek, hiicre ¢ogalmasini stimule ederek neoplastik siirecin
gelismesine sebep olurlar. Boylece anjiyogenez mekanizmasi gelistirerek hiicrelerin
apoptozdan kagmasina sebep olurlar. Stabilite genleri olarak adlandirilan {igiinci
kanser genleri sinifi ise, mutasyona ugradiginda genlerde farkli bir yolla timor
olusuma sebep olur. Bu sinif, normal DNA replikasyonu sirasinda yapilan veya
mutajenlere maruz kalmanin sebep oldugu hatalarin onarimindan sorumlu olan yanlis
eslesme onarimi (mismatch repair) (MMR), niikleotit-eksizyon onarimi (NER) ve
baz eksizyon onarimi (BER) genlerini igerir. Diger stabilite genleri, mitotik

rekombinasyondan ve kromozomal ayrilmadan sorumlu olan islemleri kontrol eder

[7].

Kanserin somatik genetik degisikliklerden kaynaklandigina dair ilk kanit Burkitt’in
lenfoma ¢alismalarindan sonra ortaya ¢ikmustir. Burkitt’in lenfoma, onkogeni aktive
eden bir kromozomal translokasyona sahip oldugu gosterilen ilk tiimorlerden biri
olan, viriis (HIV) ile iligkili olan ilk insan timéridir (MYC onkogeni ile iliskili

oldugu gosterilmistir) [9, 10].

Kanserin genetik alterasyonlar sonucu ortaya ¢iktigin1 gosteren ikinci kanit ise fare
fibroblastlariyla yapilan transfeksiyon deneyidir. Bu fibroblastlar insan kanser
hiicrelerinin DNA's1 ile in vitro transfekte edildiginde hiicrelerin malign 6zellik
kazandig1 goriilmistiir. Daha sonra transforme olan DNA’larin RAS onkogenine
doniistiigli gortilmiistiir. Bu onkogen, RAS onkogenik proteinin transforme 6zelligini

aktiflestiren mutasyonlar tagir [9, 11, 12].

Ucgiincii kanzt, folikiiler lenfomanin karakteristik dzelligi olan kromozomal noktalarin
B-hiicresi lenfomalariyla iligkili oldugunu gosteren Bcl-2 onkogeninin ortaya
¢ikmasidir. Bcl-2’nin asir1 derecede ifade olmasina sebep olan bir kromozom

translokasyonu sonucu Bcl-2 onkogeni olugmustur [9, 13, 14].



Dordiincii kanit ise onkogen tasiyan transgenik farelerde insan tiimdrlerine benzeyen
kanserlerin gelismis olmasidir. Uygun kosullar altinda, transgenik farelerde c-myc
geninin aktivasyonu, hiicreyi kritik bir biiyiime faktoriine bagimli hale getirmek ve
boylece ¢oklu neoplazmalar gelistirerek onu malign hiicreye doniistiirmek i¢in yeterli
olabilir [9]. “c-myc” geni, antikor {ireten B lenfositlerin timori olan insan Burkitt

lenfomasi ve fare plazmasitomlar ile iligkilidir [15].

Onkogenler, hiicre gogalmasini, apoptozu veya her ikisini kontrol eden proteinleri
kodlar. Onkogen iiriinleri, transkripsiyon faktorleri, kromatin remodeller, biiyiime
faktorleri, bliyime faktor reseptorleri, sinyal iletim mekanizmalar1 ve apoptoz
diizenleyicileri olarak alt1 genis gruba ayrilabilir [9]. Ornegin, Fos transkripsiyon
proteini, AP1 (aktivator protein 1) transkripsiyon faktoriinii olusturmak igin Jun
transkripsiyon faktorii ile dimerize olur ve bu kompleks, hiicre boliinmesini kontrol

eden birka¢ genin ekspresyonunu arttirir [16].

Biiytime faktorii geninin aktivasyonu da malign transformasyona katkida bulunabilir.
Trombositlesmis biiyiime faktorii (PDGF) a ve B zincirlerinden olusur ve pihtilasma
sirasinda  trombositlerden salinir, bu biiylime faktorii ¢esitli hiicre tiplerinin
proliferasyonunu indiikleyebilir ve yara iyilesmesine katilmak i¢in fibroblastlar

uyarabilir [9].

Bir¢ok onkogen, sinyal iletim yolaklarinin tiyelerini kodlar. Bunlar, reseptér olmayan
protein kinazlar ve guanosin-trifosfat baglayici proteinler olmak iizere iki ana gruba
ayrilir [17, 18]. Reseptor olmayan protein kinazlar tirozin kinazlar (ABL, LCK ve
SRC), serin ve treonin kinazlar (AKT, RAF1, MOS ve PIM1) olarak iki tiptedir.
Aktive edici mutasyonlari tagiyan sinyal iletim proteinleri mutasyonlardan dolayi
onkogenik hale gelirler. Buna en 6nemli 6rnek PI3K’dir ve onun tirozin kinaz sinyal
yolu iletim mekanizmasi igin kritik rolii olan ve kanserde mutasyona ugrayan AKT
ve SGK gibi alt siniflaridir. Kanserde PI3K, hiicrenin sag kaliminda gérev alarak
hiicreyi apoptozdan korur. Sekil 1.1.’de insan kanserlerine sebep olan reseptor tirozin
kinaz biiyiime faktorleri gosterilmistir [9]. Bircok tiimorde, tirozin kinaz aktivitesine
sahip bir transmembran proteini olan epidermal biiylime faktorii reseptdriiniin

(EGFR) ligand baglama bdlgesinin delesyona ugramasi, ligand baglanmasinin



yoklugunda reseptoriin aktivasyonuna sebep olur [19]. Vaskiiler endotel biiylime

faktorii (VEGF) ise gen transkripsiyonunun hipoksiye bagli kontroliinii diizenler [9].

Hiicre membrani
|SS s5 ss|
L 1
' = : = sitoplazma
\N 7

EGE(e2ehton IGF-1 reseptdrii PDGF reseptorii NGF reseptérii FGF reseptdrii VEGF reseptori

Sekil 1.1. Reseptor tirozin kinazlar

1.1.2. Kanser Biyokimyasi ve Oksidatif Stresin Kanserdeki Rolii

Kanser gelisimi kalitim yoluyla ve ¢evresel yolla olmak iizere iki tiirde meydana
gelir. Cevresel olarak maruz kalmman kimyasal etkenler kanserin gelisim siirecini

genetik faktorler kadar etkilemektedir.

Saglikli bir hiicrenin kimyasal maddelerden dolay1 kanserli hiicreye doniismesi
“kimyasal karsinogenez” olarak adlandirilir. 1775 yilinda ilk kez Sir Percival Pott
tarafindan ortaya ¢ikan bu tanim, baca temizleyicilerinde is ile alakali bir kanser olan

skrotal kanserinin gériilmesiyle belirtilmistir [20].

Kimyasal maddeler dogrudan ve dolayli olmak iizere iki farkli yolla karsinogenez
gelisimini tetikler. Ornegin, dimetil siilfat, benzil kloriir ve hardal gaz1 gibi maddeler

direkt olarak kanserlesme siirecine katkida bulunurken benzen, diallil siilfit ve vinil



kloriir gibi maddelerin kansere sebep olmasi igin dolayli yolla once aktif

metabolitlere doniistiirilmesi gereklidir [21].

Metabolik aktivasyonlar viicutta bulunan faz 1 ve faz II enzimleri tarafindan
olusturulmaktadir. Alman antikanser ilaglar, hiicrenin endoplazmik retikulumunda
bulunan bu enzimler tarafindan metabolize edilmektedir. Faz | enzimleri sitokrom
p450 enziminin birgok izoformunu (CYP2E1, CYP1Al, CYP17) igermektedir. Bu
enzim tarafindan metabolize edilen yabanci maddeler, karacigerde detoksifikasyonla
polar maddelere doniistiiriilerek kolayca atilirlar. Bazi sitokrom p450 ve
detoksifikasyon enzimleri polimorfizm yoluyla karsinogeneze katkida bulunabilir.
Yiiksek dozda kemoterapi veya radyasyon alarak meme kanseri tedavisine yanit
verdigi goriilen bazi kadinlarda yapilan caligmalara bakildiginda, GSTMI1- ve
GSTT1 (Glutatyon S-Transferazlar) enzimlerine sahip oldugu, bu enzimleri kodlayan
lokuslarmin mutasyona ugramasi sonucu genotiplerinin tedaviye direng gosterdigi

diistinilmiistir [22].

Epigenetik kanserojenler, kriptojenik olarak transforme olmus hiicrelerden veya
direkt olarak neoplazi aktivitesiyle kanser gelisimine katkida bulunurlar. DNA-
reaktif kanserojenlerin ¢ogu organik sentetik kimyasallar veya dogal olarak olusan
maddelerdir. Epigenetik kanserojenler ise biiyiik Olglide sentetik pestisitler, gida
katk1 maddeleri ve ilaglardir. DNA reaktif kanserojenler yapilarinda reaktif
elektrofilik gruplara sahiptir veya elektrofilik reaktiflerle biyoaktif hale gelebilirler.
Epigenetik karsinojenler, elektrofil olusturmak i¢in gereken molekiiler yapilardan
yoksundur. Genellikle biyotransformasyondan sonra, neoplazide artmaya neden olan
hiicresel etkileri ortaya g¢ikaran g¢ok cesitli yapilara sahiptirler [23]. Epigenetik
ajanlar, reaktif oksijen tiirleri, nitrik oksit ve DNA'y1 modifiye etme potansiyeline
sahip olan lipit peroksidasyon iirlinleri gibi hiicre i¢i reaktif tiirleri arttirarak

transformasyona sebep olabilirler [23, 24].

Son zamanlarda, serbest radikallerin, 6zellikle oksijen radikallerinin, karsinojenezin
gelisiminde Onemli bir rol oynadigi ortaya konulmustur. Bilimsel ¢aligsmalar,
dogrudan serbest radikalleri temizleyen veya serbest radikal aracili olaylarin

olusumunu engelleyen antioksidanlarin neoplastik siireci engelledigini ortaya



koymustur. Serbest bir radikal, bagimsiz varolma yetenegine sahip, bir veya daha
fazla eslestirilmemis elektron igeren bir tiirdiir. Serbest radikallerden biri olan oksijen
radikalleri, siiperoksit radikalleri, hidroksil radikalleri ve peroksil radikalleri olmak
lizere 1ii¢ gruba ayrlir. Cesitli kanserojenlerin metabolizmasinda oksidatif
yolaklardaki bir elektron, organik oksi veya peroksi radikallerinin olusumuna,
dolayisiyla indirgenmis oksijen tiirlerinin olusumuna yol agar [25]. Bu aktif oksijen
tiirleri hiicrelere ciddi bir tehdit olusturur ve hiicresel hasar, doku hasari, DNA
modifikasyonu ve birgok hastaliga sebep olur [26]. Oksidatif strese maruz kalan
memeli hiicrelerde mutagenezin arttigi ve ROS'un p53 tiimor baskilayic1 geninde
mutasyonlara neden oldugu bulunmustur [27]. Tablo 1.1.’de kanserojenezde rol alan

oksidatif stresin baglica eksojen nedenleri gosterilmistir.

Oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun meme kanseri etiyolojisine bagl
olduguna dair dogrudan kanitlar vardir. Bir¢cok kanserli dokuda DNA bazlarinin
oksidatif hasarmin arttig1 tespit edilmistir. Serbest radikallerin neden oldugu DNA
hasar1, baz hasar, tek iplik¢ik kirilmalari, ¢ift iplik¢ik kirilmalari, DNA arasinda
capraz baglanma ve kromozomal aberasyon seklinde ortaya ¢ikmaktadir [27].



Tablo 1.1. Kanserogenezde rol alan oksidatif stresin baslica eksojen nedenleri

Olksidatif stres Serbest radikal cesidi Kanser tiirii

Sigara dumam NO-, -OH Bronkojenik karsinoma

Ultravivole 1sinlar -OH., organik radikaller Melanoma ve diger deri kanseri
tiirleri

Gidalardaki yag asitleri Lipit peroksitleri Kolorektal  kanseri. meme
kanseri

Demir ve balar ivonlar -OH Kolorektal kanseri

Eranol Lipit peroksitleri Hepatoseliler karsinoma. meme
kanseri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RNS) ve ayrica Fenton reaksiyonu
ile ortaya cikan agir metalleri igeren cevresel toksik ajanlar, DNA hasarma ve
dolayisiyla mutasyonlara neden olur. Selatli demir kompleksleri, siiperoksit anyon ve
hidrojen  peroksitin  hidroksil radikal gruplarina doniistiiriilmesi ~ Fenton
reaksiyonunun  olusumunu katalize edebilir ve hidroksil radikal, lipit
peroksidasyonunu baslatir. Fenton reaktifi, DNA, lipid ve proteinler gibi hiicresel

bilesenlere zarar veren oldukga zararli hidroksil radikallerini iiretir [28, 29].

Fe?*+ H,0, — Fe** + OH+ ‘OH (Fenton reaksiyonu)



1.1.3. Kanserde Ila¢ Diren¢ Mekanizmalar1

Genel olarak, kanserin kemoterapiye yanit vermemesinin iki nedeni olabilir. Bunlar
epigenetik degisiklikler veya konake¢i diger faktorler olabilir. Konaker faktorler,
diisiik serum seviyesi, zayif emilim veya hizli metabolizma sebebiyle ilacin disari
atilimi; ilacin 6zellikle yasli hastalarda dozu optimal seviyelerin altina diigiirme
ihtiyac1 ve asil timdr bolgesine ilacin ulasamamasit (monoklonal antikorlar ve
immiinotoksinler gibi yiliksek molekiil agirligi olup diisiik penetrasyon ozellikteki

biyolojik ajanlar) olarak sayilabilir [30, 31].

Son 50 yildir arastirmacilar, kiiltiirde biiyiiyen kanser hiicrelerinin antikanser ilaglara
nasil direngli hale geldigini ¢esitli mekanizmalarla ortaya koymuslardir.
Kultirlenmis kanser hiicrelerinde ¢oklu ilaca diren¢ mekanizmasimnin temel
sebebinin, alternatif olarak P-glikoprotein (P-gp) veya coklu ilag tasiyicisi olarak
bilinen enerjiye bagli bir ilag akisi pompasimin oldugu ortaya g¢ikarilmistir [30].
Insandaki MDR1 gen iiriinii ve farede mdrla ve mdrlb olarak bilinen bu akis
pompasi, ATP'ye bagh tasiyic ailenin ABC (ATP Binding Cassette) kasetidir. Insan
MDRI1 gen iiriinii ve insanda bilinen 48 ABC tasiyicisindan biri olan P-gp, her biri
altt transmembran alani iceren iki ATP baglayict kaset ve iki transmembran
bolgesinden olusan 170 kDa molekiiler agirlikli bir fosfoliglikoproteindir. Sekil
1.2.’de P-gp’nin yapis1 gosterilmistir [30, 32].

P-gp, plazma membranina girerken ¢ok cesitli hidrofobik dogal {iriin ilaglarini
algilayabilir ve baglanabilir. Doksorubisin, daunorubisin, vinblastin, vinkristin ve
taksol gibi antikanser ilaglar bu dogal ilaglar arasindadir. Bu ilaglarin baglanmasi,
ATP baglayict alanlardan birinin aktivasyonu ile sonuglanir ve ATP'nin hidrolizi, P-
gp’in seklinin degisimiyle ilacin hiicre dis1 bosluga salinmasi ile sonuglanir (toksik
maddeler P-gp sayesinde hiicre disina pompalanir) [33]. ikinci bir ATP molekiiliiniin
hidrolizi, tastyict maddeyi orijinal durumuna geri dondiirmek icin gereklidir, boylece

ila¢ baglama ve salinma dongiisii tekrarlanabilir hale gelir [34, 35].

flag akis mekanizmalarindaki degisiklikler, coklu ilag direncinin sonucudur. P-

glikoprotein (P-gp), ¢oklu ilag direnci ile iligkili protein 1 (MRP1) ve meme kanseri



direng proteini gibi ATP baglayict kaset (ABC) tasiyict proteinlerinin asiri
ekspresyonu bunlar arasindadir [36]. ABC tasiyicilari, antikanser ajanlart hiicre ici
ortamdan hiicre dis1 matris igine pompalayarak etki eder. P-gp substratlar
antrasiklinleri, taksanlar1, antimetabolitleri ve vinka alkaloitlerini icerir. Meta analiz
hesaplarina gore 31 meme kanseri hastalarinda yapilan klinik ¢aligmalarda P-gp’nin
asirt miktarda eksprese oldugu ve hastalarin kemoterapiye cevap vermeme riskinin 3
kat arttig1 goriilmistiir [37]. MRP1'in antrasiklinlere ve vinka alkaloidlerine direng

gosterdigi, ancak taksanlara direng gostermedigi gosterilmistir [38].

Seker zincirleri

2 &K
ilacin pompalandigi bolgeler
\ % Plazma zan

/

O
‘\ ~

ATP baglayan bolgeler

Sekil 1.2. P-glikoprotein yapist

P-gp’den dolayi ortaya ¢ikan ilag direncinin tersinir edilmesi i¢in arastirmacilar P-gp
inhibitdrlerine  yonelmislerdir.  Inhibisyon mekanizmas1 {i¢ farkli yolla
gerceklesmektedir; (1) substrat baglanma bolgelerinin yarigsmali, yarismasiz veya
allosterik olarak bloke edilmesi, (2) ATP hidrolizine miidahale edilmesi, ve (3) hiicre
membrani lipidlerinin biitiinligiiniin degistirilmesidir [39]. Kuersetin gibi ATP
hidrolizini inhibe eden bilesikler, P-gp tarafindan taginmadiklart ve bagirsak
limeninde lokal olarak daha diisiik bir konsantrasyonla etki mekanizmasi

gerceklestireceklerinden P-gp inhibitorleri arasindadirlar [40].

llag direnglerinin olusumuna sebep olan P-gp disindaki mekanizmalar, hiicresel
diizeyde, adenosin-trifosfat- (ATP-) bagimli tasiyicilar, sitokrom p450 gibi

detoksifiye edici proteinlerin aktivasyonu, ilacin sebep oldugu DNA hasarini tamir
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eden mekanizmalarin aktivasyonu ve apoptotik sinyal yolaklarinda bozulmalar
olarak sayilabilir. Ormegin, Glutatyon ve glutatyon S-transferaz, alkilleyici ajanlarin
ve sisplatinin detoksifikasyonunda rol oynar, bu nedenle etkinliklerinde degisim
gerceklesmesi, bu bilesiklere kars1 direnci etkileyebilir [38, 41]. DNA onariminda rol
alan veya ila¢ hassasiyetini etkileyen enzimlerdeki degisiklikler de ilag direncine
sebep olabilir. Ornegin, DNA replikasyonu ve onariminda rol oynayan kritik bir
enzim olan topoizomeraz II’nin ekspresyonunun veya fonksiyonunun azalmasi,
antrasiklinler ve epipodofilotoksinler gibi maddelere karsi direng saglayabilir.
Ayrica, topoizomeraz II enzim aktivitesini bloke eden etoposid ilacina karsi da
mutasyonlarin etkisiyle hiicreleri duyarsiz hale gelir [42]. DNA uyumsuzlugu
onarimina ek olarak, hiicresel hasar1 diizenleyen degisimler de ila¢ direncine katkida
bulunabilir. Apoptozun o6nemli bir diizenleyicisi olan tiyol proteaz kaspaz-3
diizeylerinin, normal doku ile karsilastirildiginda meme kanserinde anlamli Seviyede
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu artis diizeyi, siklofosfamid igeren kemoterapiye
direng ile korelasyon gostermektedir. MDR (Multi Drug Resistance), hiicrelerin
DNA hasar1 veya diger hiicresel hasar1 takiben apoptoz gecirememesinden
kaynaklanabilir [42]. Birgok meme kanseri hiicre hattinda p53 tiimor baskilayict
genin mutasyona ugradiglr ve bu mutasyon tiiriiniin meme kanserinde doksorubisin
ilacina kars1 direng gostermesiyle iliskili oldugu tespit edilmistir [42, 43]. Bcl-2 ve
bcl-x gibi apoptotik yolu diizenleyen diger genlerdeki degisiklikler de tiibiilin

inhibitorlerine (Taxol ilaci tiirevleri) karsi direnci artirabilir [44].

Baz1 flavonoidlerin, P-gp, MRP1 ve MRP2 gibi ABC tasiyicilart ile etkilesime
girdigi ve yarismali bir sekilde tasiyicilart inhibe ettigi gosterilmistir. Bu baglamda,
genistein, naringenin, akasetin, kaempferol, kuersetin ve ksavopiridol gibi
flavonoidlerin 6nceki ¢alismalarda BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) aracili

ilag direncine kars1 tersinir etki gosterdigi anlagilmistir [45-47].
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1.2. Kanserde Hiicre Oliim Modlar:

1.2.1. Apoptoz

Apoptoz kavraminin bilesenleri yillar 6nce tanimlanmis olmasina ragmen, apoptoz
terimi (a-po-toe-sis), morfolojik olarak farkli bir hiicre 6liimii olarak ilk kez 1972'de
Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tanimlanmistir [48]. Memeli hiicrelerinde apoptoz
stirecinde yer alan mekanizmalarin anlagilmasi, nematod Caenorhabditis elegans'in
embriyonik gelisimi sirasinda ortaya c¢ikan programlanmis hiicre Oliimiiniin
arastirilmasindan dogmustur. Bu organizmada 1090 somatik hiicreler, yetiskin
kurtcuk olusumunda iretildigi; bunlardan 131 tanesinin apoptoz veya
“programlanmig hiicre 6limii” gegirdigi anlagilmistir. Apoptoz, o zamandan beri,
hiicrelerin genetik olarak elimine edilmesini iceren “programlanmis” hiicre
Oliimiiniin farkli ve 6nemli bir modu olarak tanimlanmis ve kabul edilmistir [48, 49].
Apoptoz normal gelisim ve yaslanma sirasinda meydana gelir ve dokularda
homeostazisi saglar. Apoptoz ayrica immiin reaksiyonlarda veya hiicreler zarar
gordiigiinde bir savunma mekanizmast olarak da ortaya c¢ikar. Apoptozu
tetikleyebilen hem fizyolojik hem de patolojik ¢ok c¢esitli uyaran ve kosullar
olmasina ragmen, tiim hiicrelerin mutlaka ayni uyariciya yanit olarak Olmesi
gerekmez. Kanser kemoterapisi i¢in kullanilan ilaglar veya radyasyon bazi
hiicrelerde DNA hasarina sebep olur, bu da p53'e bagh bir yoldan apoptotik 6liime
neden olabilir. Kortikosteroidler gibi bazi hormonlar, diger hiicreler etkilenmeden

bazi hiicrelerde apoptotik 6liime yol agabilir (6rnegin timositler) [48].

Apoptozda meydana gelen morfolojik degisiklikler 151k ve elektron mikroskobu
sayesinde tamimlanmistir [50]. Apoptozisin erken evresinde hiicre Oncelikle
kiigiilmeye ve pinoz olmaya baglar, hiicre biiziilmesiyle, hiicreler daha kiiciik,
sitoplazma yogun ve organeller daha sik1 paketlenmis olarak goriiliir. Apoptozisin en
karakteristik 6zelligi pinozdur ve kromatin kondensasyonu sonucu meydana gelir.
Hematoksilen ve eozin boyasi ile yapilan histolojik incelemede apoptoz, tekli
hiicreleri veya kiiglik hiicre kiimelerini icerir. Apoptotik hiicre, koyu eozinofilik
sitoplazmaya ve yogun mor niikleer kromatin fragmanlarina sahip yuvarlak veya

oval bir kiitle olarak goriiniir. Sekil 1.3.’te B6C3F1 faresinden elde edilen ekzokrin
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pankreasin  bir kisminin  hiicre morfolojisi  gosterilmektedir.  Cekirdekler

pinotiklesmistir ve pargalanmistir, inflamasyon goriilmemistir [48].

Sekil 1.3. Apoptotik hiicre morfolojisi

Apoptoz mekanizmasi, enerjiye bagli molekiiler olaylar dizisini igeren oldukga
karmagik bir olaydir. Apoptoza, kaspaz 3 veya 7 gibi spesifik hiicre 6liimiinden
sorumlu kaskadlar aracilik eder. Kaspazlar, hasarli veya fazla olan hiicrelerin
cevrelerine zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan programlanmis hiicre
oliimiinii (apoptozis) uyaran proteazlardir. Zimojenler olarak sentezlenir. Iki
pozisyondaki spesifik ayrilmalar, N terminalindeki prodomain'i uzaklastirir ve iki
bityiik ve iki kiigiik alt birimden (azf2) olusan aktif bir enzim olusturur. Insanlarda 12
farelerde 11 tane kaspaz vardir. Bir grup kaspaz (insan kaspazlart 2, 3 ve 6-10)
apoptoza, diger grup (insan kaspazlari 1, 4 ve 5) inflamasyona neden olan piroptoza
aracilik eder [51].

Sekil 1.4.°te gorildiigii gibi, memeli sistemlerinde igsel ve digsal olmak tizere iki
apoptoz yolagi tanimlanmistir. Mitokondriyal yol olarak da adlandirilan igsel yolak,
gelisimsel olarak kontrol edilen ve genotoksik ajan aracili apoptozda galigir ve Bcl-2
aile tiyeleri tarafindan diizenlenir [51, 52]. Bcl-2 ailesi, tek-BH3 iiyeler (Bim, Bid,
Puma, Noxa, Hrk, Bmf ve Bad), proapoptotik efektér molekiilleri (Bax ve Bak) ve
antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri (Bcl-2, Bcl-xL, Mc1, Al ve Bcl-B) olmak tizere
i¢ alt aileden olusur [52]. Saglikli hiicrelerde, Bax/Bak, antiapoptotik Bcl-2 aile

tiyeleri tarafindan tutulur (arrested). Bir apoptotik uyariciya (gelisimsel isaret,
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biiyiime eksikligi veya hayatta kalma faktorii veya genotoksik ajan) cevap olarak,
tekli-BH3 iiyeleri transkripsiyonel veya posttranskripsiyonel olarak yukari dogru
regiile edilir. Tekli-aktif BH3 proteinleri Bak ve Bax'a etki ederken antiapoptotik Bcl-
2 aile tiyelerini antagonize eder. Bax ve Bak daha sonra sitokrom c'nin mitokondriden
salinimini uyarir ve sitokrom c, Apaf-1 ile birlikte, dATP/ATP'ye bagimli bir sekilde
apoptozom denilen heptametrik bir kompleks olusturur. Bu kompleks, monomerik
pro kaspaz 9'u devreye sokar ve daha sonra aktif bir heterotetramerik kompleks
olusturmak {izere otokatalitik bdliinmeye maruz kalan bir dimer olusturmasina
yardimci olur. Aktif kaspaz 9 da daha sonra kaspaz 3'i kesip aktive eder. Boylece
apoptoz uyarilmis olur [53].

Ekstrinsik apoptoz yolagi, TNF (FasL, Fas ligand; TNF-a, tiimor nekroz faktori,
TRAIL, TNF ile iligkili apoptoz-indiikleyen ligand) ailesinin 6liim faktorleri
tarafindan uyarilir. Bu faktorler, homotrimerik bir yapiya sahip tip II membran
proteinleri olarak sentezlenir ve ¢Oziiniir bir form olusturmak i¢in zardan ayrilabilir.
TNF-a, agirlikli olarak ADAMI17 (bir disintegrin ve metaloproteaz) veya TACE
(TNF-o doniistiiriicii enzim) olarak adlandirilan bir metaloproteaz ile pargalanirken,

FasL, ADAMI0 ile boliindr. [51].
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Sekil 1.4. Apoptotik sinyal iletim yolu aktivasyonu (kaspaz-bagimli)

Dissal ve igsel 6lim yolaklari, apoptoziste 6liim yolaginin son adiminda kaspazlarla
birlesirler. Bu 6liim kaspazlari, niikleer maddeyi parcalayan sitoplazmik endoniikleaz
ve niikleer ve hiicre iskeleti proteinleri parcalayan proteazlari aktive eder. Efektor
veya '"uygulayic1" kaspazlar olarak bilinen kaspaz-3, kaspaz-6 ve Kkaspaz-7;
sitokeratinler, PARP, plazma zar1 hiicre iskeleti proteini alfa fodrin, niikleer protein
NuMA ve digerleri de dahil olmak iizere ¢esitli substratlar1 parcalayarak morfolojik
ve apoptotik hiicrelerde goriilen biyokimyasal degisikliklere sebep olurlar. Kaspaz-3,
efektor kaspazlarin en 6nemlisi olarak kabul edilir ve baslatic1 kaspazlarin herhangi
biri tarafindan aktive edilir (kaspaz-8, kaspaz-9 veya kaspaz-10). Kaspaz-3 spesifik
olarak endoniikleaz CAD'1 aktive eder. Proliferatif hiicrelerde CAD, inhibitérii ICAD
ile komplekslestirilir. Apoptotik hiicrelerde, aktif kaspaz-3, CAD'in salinmasi igin
ICAD" pargalamaktadir. Daha sonra CAD ¢ekirdegin i¢indeki kromozomal DNA'y1

bozar ve kromatin kondensasyonuna neden olur. [48].
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Yetiskin insan viicudunda homeostazi siirdiirmek i¢in ve apoptozla O&lenleri
dengelemek igin her giin yaklasik 10 milyar hiicre iretildigi tahmin edilmektedir
[54]. Normal gelisim, yaslanma veya hastalik sirasinda apoptoz arttiginda bu sayi
onemli Olcilide artabilir. Cok az veya c¢ok fazla hiicre 6liimii, gelisimsel bozukluklar,
otoimmiin hastaliklar, norodejenerasyon veya kanser dahil olmak iizere bircok
bozukluk viicutta patolojiye neden olacagindan apoptozisin siki bir sekilde

diizenlenmesi gerekir [48].

Tiumor hiicreleri, Bel-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonu veya Bax gibi
pro-apoptotik proteinlerin asagi regililasyonu veya mutasyonu ile apoptoza direng
kazanabilir. Hem Bcl-2 hem de Bax ekspresyonu, p53 tiimoér baskilayici gen
tarafindan diizenlenir [55]. Insan B hiicre lenfomasinin bazi formlar1 asir1 Bcl-2
ekspresyonuna sahiptir ve bunun, hiicre oliimiinii engellendigi ve kansere katkida

bulundugu gosterilmistir [56].

Apoptoz deteksiyonu yontemleri 5 baslik altinda toplanabilir [48];

1. Hiicre morfolojisindeki degisiklikler

2. DNA fragmentasyonu

3. Kaspazlarin, parcalanmis substratlarin, regiilatorlerin ve inhibitorlerin

deteksiyonu

4. Membran degisiklikleri

5. Mitokondriyal analizler

Hematoksilen ve eozin boya ile doku kesitlerinin 151k mikroskobu ile
degerlendirilmesi apoptotik hiicrelerin goriintiillenmesini saglar. Bu yontemle geg
evre apoptoz hiicreleri tespit edilebilir, ancak erken evre apoptoz hiicreleri bu yolla
tespit edilemez. Bir epoksi-regine gomiilii blogun yari-ultra ince kesitleri, standart
151k mikroskop altinda yogun boyanmis apoptotik hiicreleri ortaya g¢ikarmak igin

toluidin mavisi veya metilen mavisi ile boyanabilir. Bu metot, apoptoz sirasinda
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ortaya c¢ikan ¢ekirdek ve sitoplazma yogunlagmasina dayanir. Diger bir apoptotik
morfoloji tespitine dayanan yontem ise TEM (Transmission Electron Microscope)
mikroskobu kullanilarak goriintiileme teknigidir. Bu yolla apoptozun belirlenmesi
i¢in hiicrenin apoptoz gegirirken karakteristik olarak kesin olan bazi 6zelliklere sahip
olmasi gereklidir. Bunlar; cekirdek fragmentasyonu, hiicre zarinin bozulmamis
olmasi, diizensiz sitoplazmik organeller, biiyiik kofullar ve hiicre yilizeyinde

kabarciklarin olugsmasi olarak sayilabilir [48].

Apoptozun tespiti i¢in ikinci yontem ise DNA fragmentasyon analizidir. Efektor
kaspazlar, hiicre ¢ekirdeginde (laminler), DNA tamir enzimlerinden PARP, fodrin,
Rb, sitoplazmada (aktin) ve hiicre iskeletinde bulunan bir¢ok yapisal ve islevsel
proteinleri parcalayan proteazlardir. Ayrica, gorevlerinden bir tanesi, hiicreyi
apoptozisten koruyan proteinleri elimine ve inaktive etmektir. Bu proteinlerden bir
tanesi ICAD’dir. Bu protein normalde CAD (kaspaz aktiviteli deoksiriboniikleaz)
proteinine baglanir ve hiicre i¢inde bu enzimi inaktif durumda tutmaktadir. Apoptotik
bir uyar1 geldiginde kaspaz aktivasyonu baglar baslamaz bu inhibitorii (ICAD)
yikarak CAD enzimini serbest birakmaktadir. Ortamda serbest kalan CAD enzimi
niikleozomlar arasindaki DNA’y1 kirarak 200 baz ¢ift uzunlugunda DNA
fragmentleri olusturmaktadir. Bu olusan DNA fragmentleri agaroz jel elektroforezde
DNA merdiveni seklinde gorsellestirilmektedir. DNA fragmentasyonu, kaspaz
bagimli bir apoptotik hiicre analiz teknigi oldugu i¢in kaspazdan bagimsiz olarak
apoptozisin uyarildig: hiicre hatlarinda test edilemez. Kaspazlardan bagimsiz olarak
(6zellikle kaspaz-3-bagimsiz) apoptozun uyarildigi durumda, hiicreler direkt olarak
proteoliz yoluyla proteinlerinin par¢alanmasiyla hiicre membranindan elimine edilir.
DNA ladder teknigi, apoptozis endoniikleaz kesim iiriinlerini test etmek igin
kullanilir. Bu yontem, apoptoz geciren hiicre sayist fazla olan hiicre ve dokularda
oldukg¢a kullanigh bir yontemdir [57]. Apoptotik DNA endoniikleaz kesim
tirlinlerinin test edildigi diger bir yontem ise TUNEL (Terminal dUTP Nick End-
Labeling) yontemidir. Burada, terminal transferaz enzimi, DNA fragmentlerinin 3’
ucuna etiketli UTP eklemek i¢in kullanilir. Daha sonra 1s1ik mikroskobu, floresans
mikroskobu veya akis sitometrisi ile tespit edilmesini saglamak i¢in dUTP ¢esitli

problarla etiketlenir [48].
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Sistein kaspazlar ve efektdr kaspazlar da dahil olmak {izere bilinen 13’ten fazla
kaspaz ve kaspaz belirlemek i¢in bir¢ok test ve kit vardir. Bu analizler, PARP ya da
fosforillenmis ve hiicre modifikasyonlari bilinen substratlarin kesim reaksiyonlarinin
deteksiyonlarinda kullanilir. Pro-kaspazlar ve aktif kaspazlarin belirlenmesi igin
poliklonal ve monoklonal antikorlar mevcuttur [48]. Kaspaz aktivasyonu, bu
antikorlar kullanilarak western blotlama, immunpresipitasyon ve immunhistokimya
olmak iizere birgok yolla tespit edilebilir. Ayrica ger¢ek zamanli PCR ve mikroarray
de apoptozda yer alan en az 112 genin ifadesini profillemek i¢in kullanilir [58]. Bu
PCR mikroarrayleri, programlanmis hiicre Olimiiniin diizenlenmesinde rol alan
anahtar ligandlari, reseptdrleri, hiicre i¢i modiilatorleri ve transkripsiyon faktorlerini
kodlayan genlerin ekspresyon profilini belirlemek igin tasarlanmistir. Anti-apoptotik
genler de bu yontemle analiz edilir. Hiicreler veya dokulardaki gen ifadesinin
karsilagtirilmasi, kontrol ornekleri kullanilarak yapilabilir. Apoptoz ile iliskili gen
ifadelerinin analizinin kolaylikla yapilmasi i¢in bir¢ok firma gen paneli sunar. Bu
metodoloji, 96-kuyucuklu bir petride yaklastk 5 nanogram RNA kullanimiyla
gerceklestirilir. Her mRNA veya transkript, bir floresan boya gibi bir marker ile
etiketlenir. Ifade profili olusturmak icin gercek zamanl bir PCR araci kullanilir. Elde
edilen sinyallerin yeri ve yogunlugu, numunedeki her transkript miktar1 i¢in tahmini

bir deger verir [59].

Annexin V boyamas: testi yoluyla fosfotidilserin kalintilarinin hiicre membraninin
disinda birikmesiyle de apoptotik hiicre deteksiyonu yapilabilir. Apoptotik hiicreler
FITC etiketli Annexin V ile baglandiginda, floresan mikroskobu ile
gorsellestirilebilirler. Bu yontem, hassas olmasi (tek apoptotik hiicre tespiti) ve
baslatic1 kaspazlarin aktivitesini dogrulama kabiliyeti olmasi agisindan oldukca

avantajhdir [60].

Mitokondriyal analizler ve sitokrom c¢ salimi, apoptozun igsel yolaginin erken
evresindeki degisikliklerinin  belirlenmesini saglar. Lazer tarama konfokal
mikroskopisi (LSCM), tek hiicrelerde cesitli mitokondri olaylarini izlemek igin
olduk¢a kullanigh bir yontemdir. Mitokondriyal gegirgenlik gecisi (MPT), ig
mitokondriyal zarin depolarizasyonu, Ca*? akisi, mitokondrial redoks durumu ve

reaktif oksijen tiirlerinin timii bu metodoloji ile izlenebilir. Mitokondriden sitokrom
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¢ salmimi floresans ve elektron mikroskopisi kullanilarak da test edilebilir. Fakat,
sitokrom c sitoplazmaya salindiktan sonra kararsiz hale gelir. Bu nedenle, apoptotik
olmayan bir kontrol kullanilmalidir [48]. Biitiin apoptoz mekanizmasinin kesin
olarak dogrulanabilmesi i¢in es zamanli birka¢ testin birlikte kullanilmasi

gerekmektedir.

1.2.2. Otofaji

Memeli hiicrelerde ubikiitin-proteozom yolu ve otofaji-lizozom yolu olmak tizere iki
cesit protein yikim mekanizmasi mevcuttur. Proteozom yoluyla kisa omiirlii ve
sitoplazmada ¢oziinmesi kolay proteinler yikilirken (apoptotik yikim yolu),
lizozomda yikilacak proteinler kargo veya keseciklerde paketlenerek sindirildikten
sonra yikima ugratilir (lizozom-bagli yikim yolu). Otofaji yolagi, fagoforun
dogmasiyla baslar ve otofagozomun Oliimiiyle sona erer. Bu yolagin hiicresel ve
molekiiler yasam dongiisii, 1950'lerin sonlarindan beri hiicre biyologlarinin arastirma
alanina girmistir. Ozellikle maya ve diger okaryotlardan elde edilen bilgiler,

otofajiye bagli ATG proteinlerin tanimlanmasini saglamistir [61].

Otofaji, tiimor mikro-ortami gibi stresli kosullarda homeostaz saglanmasi i¢in
hiicrelere siirdiiriilebilir bir biyomolekiil ve enerji kaynag saglar. Son bulgular
otofaji ile malign transformasyon arasinda yakin bir iligki oldugunu ortaya
koymustur. Bununla birlikte, tiimoriin hayatta kalmasi1 ya da hiicre oliimiindeki
otofajinin karmasik ikili rolii nedeniyle, otofaji/kanser iliskisini hedef alan etkin
tedavi stratejileri bugiine kadar basarili olamamistir (otofaji-programli hiicre 6limii

arasindaki ¢apraz etkilesim) [62].

Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji (CMA) olmak iizere ii¢ temel
otofaji tirli vardir [63]. Otofaji, bazal diizeyde aktif olan bir dizi uyarict ve stres
kosulunu takiben diizenlenir. Amino asit yoksunlugu, serum acligi ve biiylime
faktorii yoksunlugu, hipoksi ve ¢esitli kimyasallara ve toksinlere maruz kalma,
otofajiyi harekete ge¢iren stres kosullari arasinda sayilabilir. Cogu otofaji indiikleyici
sinyal, anabolik ve katabolik siirecleri koordine eden mTOR protein kompleksleri

(mMTORCL1 ve mTORC2) seviyesinde bir araya gelir. Hiicresel enerji senséric AMPK,
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mTOR"a dogrudan diizenler ve otofajik aktivitenin diizenlenmesine katkida bulunur.
Ayrica, ER/RSK yolu, PI3BK/AKT yolu, amino asit sensorii RAG sistemi ve hipoksi,
mTOR seviyesinde otofajiye bagli yollar arasindadir. Lipid kinaz VPS34 ve
diizenleyici protein Beclin-1 dahil olmak tizere bir smif III fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K) kompleksi, membran ¢ekirdeklenme asamasini ve baglangig fagofor
olusumunu kontrol eder. PI3K aktivitesi tarafindan tretilen fosfatidilinositol 3-fosfat
(PtdIns3P) ve PI3P baglayici proteinler (6rnegin, FYVE-domain) otofajiye bagl
proteinler arasindadir [64]. Ayrica, Beclin 1, smf III tip fosfoinositid 3-kinaz
(PI3BKC3)/Vps34 ile etkilesime bagli olarak, otofajik proteinlerin pre-otofagosomal
bir yapiya (PAS) lokalize olmasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Beclin 1-Vps34-Vpsl5
birlikte ¢ekirdek kompleksi olustururlar. Beclin-1 geni, otofajinin ¢esitli fizyolojik ve
patolojik siireglerini kontrol etmede olduk¢a Onemlidir. Ayrica, bir¢ok kanser
tiiriinde kaybolmus bir timor baskilayici olan, 6liimle iliskili protein kinazin (DAPK)
fosforilasyon substratidir. Ayrica bu DAPK, LC3 substratina da baglanarak otofajiyi
uyarabilir [65].

LC3 koken olarak baglangigta saflagtirilmis MAP1A ve MAPIB ile iliskili ti¢ hafif
zincirden (LC1, LC2 ve LC3) biri olarak tanimlanmustir. Bir memeli Atg8 homologu
olarak otofajiye 0Ozgli rolii ortaya ¢ikincaya kadar, LC3Win uzun zamandir
mikrotiibiillerin  diizenlenmesinde rol oynadigi diisiiniilmiistir. Otofagosomal
membranlarin olusumu sirasinda, sitozolik LC3 (LC3-1), E1-benzeri enzim Atg7 ve
E2-benzeri enzim Atg3 ile LC3-II enzimi tarafindan katalize edilen iki ardisik
ubikiitinasyon-benzeri reaksiyonla fosfatidiletanolamin (PE)’e konjiige edilir.
Otofagozomlarin lizozomlarla fiizyonu sirasinda, fagozom igindeki LC3-11 de
lizozomal proteazlarla degredasyona ugrar. Bu nedenle, otofagozomal membranlarin
bir belirteci olarak, hiicresel LC3-11 seviyesindeki degisiklikler, lizozomdaki
degisimlere, dolayisiyla da otofaji mekanizmasimin gerg¢eklesmesiyle baglantilidir
[66].

Mayadaki genetik calismalar, otofajiye bagli (ATG) genlerin kesfedilmesini
saglamistir ve boylece otofajik molekiiler sinyal yolu aydinlatilmistir. Otofajik
regiilasyon, Sekil 1.5.te gorildigi gibi baslatma, cekirdeklenme, olgunlasma,

fiizyon ve degredasyon olmak tizere bir¢ok asamadan olusur [62].
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Sekil 1.5. Memelilerde otofaji regiilasyonun molekiiler mekanizmasi

Rapamisinin TOR (memelilerde mTOR), otofaji uyaric1 sinyalin iletilmesinden
sorumlu evrimsel olarak korunan bir serin/treonin kinazdir. Memelilerde, mTOR iki
farkli kompleks halinde bulunur; bunlar mTOR kompleksil (MTORC1) ve mTOR
kompleksi2 (mMTORC2) dir. mTOR kompleksleri, anabolik ve katabolik siiregleri
koordine ederek hiicresel enerji homeostazini diizenleyen sinyal yollarinin
entegrasyonu igin kritik bir baglanti olusturur [67]. PKB-AKT yolu mTORC1'i
aktive edebilir ve otofajiyi baskilayabilir. Ancak, otofaji, hiicresel enerji ve ATP’ nin
algilanmasinda kritik rol oynayan baska bir kinaz olan AMP ile aktive olan protein
kinaz (AMPK) tarafindan aktive edilir. Ardindan, AMPK, ADP veya ATP ile
dogrudan etkilesim yoluyla aktifleserek konformasyonel bir degisiklige neden olur.
AMPK aktivasyonu LKB1 ve kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz kinaz-f3
tarafindan kontrol edilir. AMPK ve mTOR aktivitesi arasinda ¢apraz aktivasyon
mevcuttur. Besince zengin kosullar altinda, mTORC1 kompleksi, ULK1 veya ULK2
kinaz, ATG13, FIP200 ve ATGIOl'den olusan ULKI1/2 kompleksinin
etkisizlestirerek otofajiyi baskilar. Besin yoksunluguna cevap olarak ULK1/2
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kompleksi, siif Il fosfatidilinositol 3- kinaz (PI3K) kompleksi yoluyla otofajiyi
aktive eden mTORC1'in ayrilmasina neden olur [62].

Anti-apoptotik proteinlerin bir iiyesi olan Bcl-2, kanserlerde yiiksek oranda ifade
edilir ve kemo ve radyo-terapétik direng ile iliskili oldugu bilinir. Bcl-2, Beclin-1'in
negatif regiilatorii olarak tanimlanmistir ve bu nedenle, Bcl-2 ve Beclin-1 etkilesimi,
cesitli kanser hiicrelerinde otofaji ve/veya apoptoz aktivasyonu ig¢in kritik
belirleyicidir [62]. Ornegin, insan laringeal skuamoz karsinom hiicrelerinde Beclin-
1'in asir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonunda 6nemli bir azalmaya neden olur ve

hiicreleri apoptotik hiicre 6liimiine tesvik eder [62].

Otofajinin kemo veya radyoterapilere direnci destekleyen roliiniin olmasi, anti-kanser
tedavisi stratejilerinin etkinligini azaltir. Bu nedenle, otofaji inhibisyonu, timor
hiicrelerini tedaviye karsi duyarli hale getirir. Bu inhibitorler arasinda, Sinif III PI3K
inhibitorleri olan 3-metiladenin (3- MA), wortmannin, LY294002, SAR405 ve yeni
gelistirilen viridioliin otofagosom olusumunu engelledigi gosterilmistir [68-70].
Ayrica, CQ, HCQ, Lys0569 ve monensin igeren lizosomotropik ajanlar, lizozomlarin
asitlenmesini Onler ve bdylece otofagosomlarin maddeleri par¢alamasini dnleyerek
otofajiyl baskilar. Ayrica, siRNA veya miRNA aracili susturma stratejileri
kullanilarak, otofajiye bagli genlerin yikilmasi da otofajik aktiviteyi inhibe eder [62].
Yesil caylarda bulunan epigallokatesin gallat (EGCG), insan kolorektal kanser
hiicrelerinde hiicre dongiisii durmasi ve apoptozis indiiksiyonu ile iligkili bulunan bir
polifenoldur. Yapilan son ¢alismalar bu maddenin 6zellikle agiz kanser hiicrelerinde
apoptozu ve otofajiyi inhibe ettigi goriilmiistiir [71]. Kurkumin (zerdegal aktif
maddesi), bir diger dogal polifenolik bilesiktir ve antioksidan etkileri nedeniyle
kanser tedavisiyle baglantili oldugunu goésteren c¢aligmalar mevcuttur [72].
Kurkuminin malign glioma hiicrelerinde AKT/mTOR /p70 (S6K) yolunu inhibe

ederek in vitro ve in vivo otofajik hiicre 6liimiinii indiikledigi gosterilmistir [73, 74].

Cesitli calismalardan elde edilen verilere gore apoptoz ve otofajinin birbiriyle
eszamanli olarak diizenlendigini ve tablo 1.2.°de goriildiigii gibi farkli hiicresel

sonuglara yol actigin1 gostermektedir [75]. Drosophila ile yapilan ¢aligmalar 1s181nda
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steroid ile tetiklenen hiicre Olimiinde apoptoz ile iliskili genlerin otofajiyi

diizenleyen genlerle de baglantili oldugu tespit edilmistir [76, 77].
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Tablo 1.2. Programlanmus hiicre éliimleri (apoptoz-otofaji) karsilastirmasi

TiP | APOPTOTIK HUCRE OLUMU

TiP Il OTOFAJIK HUCRE OLUMU

GEKiRDEK KROMATIN KONDENSASYONU KISMi KROMATIN KONDENSASYONU
CEKIRDEK PINOZU BAZEN CEKiRDEK PiNOZU
DNA  MERDIVENI  VE  GEKIRDEK | GEKIRDEK GEC EVRELERE  KADAR
FRAGMENTASYONU SAGLAM

DNA MERDIVENI YOK

SITOPLAZMA SITOPLAZMiK KONDENSASYON ARTAN OTOFAJIK VEZIKUL SAYISI
AKTIF KASPAZLAR KASPAZLAR AKTiF DEGIL
RIBOZOMAL ENDOPLAZMIK | ARTAN LiZOZOM AKTIVITESI
RETIKULUMDAN RiBOZOM KAYBI
APOPTOTIK CiSIMLERE PARCALANMA GOLGI VE ER GENISLEMESI
MITOKONRI GECiSINDE ARTIS ARTAN OTOLIZOZOM SAYISI

HUCRE ZARI KABARCIK OLUSUMU KABARCIK OLUSUMU

HUCRE BOSLUGU

HETEROFAIJi

ARALIKLI HETEROFAJi OLUSUMU

Mitokondriyel hasara dayali apoptozda rol alan Bcl-2 ailesi proteinlerinin ayni

zamanda otofaji aktivasyonu i¢in de 6nemli bir sinyal yolagi oldugu kesfedilmistir

[78]. Bu sebepten mitokondri, hem apoptoz hem de otofajik hiicre liimiinde rol

oynayan en Oonemli hiicresel organdir. Lemasters ve arkadaglarimin 1998 yilinda

onerdigi modele gore, otofaji, proapoptotik mitokondriyal faktorlerin sitoplazmaya

salinmasini Onleyerek hasarli mitokondriyi ortadan kaldirabilir ve apoptozu bloke

edebilir [79]. Otofajiyi uyarmak igin hasarli mitokondriden salinan bu proteinin

mTOR igerdigi gosterilmistir [80]. Mitokondriyal hasara bagli otofajik hiicre 6liimii,
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ozellikle mitokondriyal temelli apoptozun baskin olmadigi veya kaspaz inhibitorleri
tarafindan bloke edildigi kosullar altinda ortaya c¢ikabilir [81]. Otofajinin hiicreyi
hayatta kalma yoniinde mi uyardigi yoksa programli hiicre 6liimiine mi tetikledigi
karmasasindan dolayi, otofaji-apoptoz arasindaki ¢apraz etkilesim ile ilgili ¢alismalar

halen devam etmektedir.

1.2.3. Nekroptoz

Hiicre oOlimii, morfolojik ve biyokimyasal Ozelliklerine gore apoptoz, otofaji,
nekroptoz ve mitotik olmak iizere fakli sekillerde siniflandirilabilir. Apoptoz ve

nekroptoz en belirgin iki hiicre 6liimiinii temsil eder [82].

Nekroptotik hiicre olimii, ilk defa TNF veya FasL ve kaspaz inhibitorleri ile
muamele edilen murin L929 fibroblast hiicrelerinde gozlenmistir [83]. Apoptotik
hiicre 6liimii, kaspaz aktivasyonuna bagli bir 6liim mekanizmasi iken, buna karsilik,
nekroptoz ilk once TNF ile sadece zVAD florometil keton gibi bir pan-kaspaz
inhibitoriiniin varliginda TNF ile muamele ile tetiklenebilen, kaspazdan bagimsiz bir
hiicre 6lim sekli olarak tanmmistir [84]. Daha 6nce, TNF'nin, kaspaz 8'in
aktivasyonuna sebep olan protein etkilesimleri ile apoptoza neden oldugunu; fakat
nekroptozun, kaspaz 8'in fonksiyonunun inhibe edilmesini veya bozulmasini

gerektirdigi ortaya ¢ikarilmistir [85].

NF-kB aktivasyonundaki rolii ile bilinen reseptor etkilesimli protein 1 (RIP1)
nekroptozda kritik rol oynayan yolaklardan biridir ve 6zellikle kaspaz ile inhibe
edilen hiicrelerde kritik bir rolii oldugu gosterilmistir. RIP1, aktivasyon dongiisii
iginde Ser 161 tizerinde fosforillenebilir veya kinazin T-halkas1 olabilir [86]. Daha
sonra calismalar, RIP1’in inhibitorii oldugu gosterilen ve bu tip hiicre 6liimiine ait
kiiclik molekiillii bir inhibitdr daha tanimladi. RIP3 olarak adlandirilan bu yolagin da
RIP1 ile beraber nekroptozda kritik rol oynadigi gosterilmistir [82].

Nekroptotik hiicreler, Sekil 1.6.’da goriildiigii gibi erken evrede plazma membran
biitiinliigli kaybi, yar1 saydam sitozol ve mitokondride sisme gibi morfolojik
ozellikler gdsterir. Buna karsilik, apoptotik hiicreler hiicre biiziilmesi, plazma zarinin

disart ¢ikmaya baslamasi, ¢ekirdek ve organel kondensasyonu gibi o6zellikler ile
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karakterize edilir [87]. Biyokimyasal seviyede, daha yiiksek bir hiicresel ATP
seviyesi gerektiren ve daha enerji tiikketen bir islem olan apoptozun aksine
nekroptotik hiicreler, hiicresel ATPmin tiikenmesiyle hiicre i¢i igeriklerin disari
sizmasina neden olurlar. Fakat apoptotik hiicreler fagositoz yoluyla yutularak plazma
zarindan elimine edilir. Molekiiler seviyede kaspazdan bagimsiz olan nekroptoz,
RIP1 (Receptor Interacting Protein 1), RIP3 ve MLKL (Mixed Lineage Kinase Like)
ile sinyal verirken, apoptoz, kaspaz aktivasyonunu gerektirir ve Bcl-2 familyasi
proteinlerinin etkilesimlerine veya 6liim reseptorlerinin aktivasyonuna aracilik eder
[82]. Nekroptozun bir bagka 6nemli 6zelligi, plazma zarinin gecirgenlestirilmesi ve
saglam bir bagisiklik ve enflamasyona cevaben yiiksek mobilite grup kutusu 1
(HMGBL) proteini ve mitokondriyel DNA gibi Hasar iliskili Molekiiler Modellerin
(DAMP'ler) salinnmina yol agabilmesidir. Bu ylizden nekroptoz, apoptoza gore

immun sistem ve enflamasyonla daha fazla iligkilidir [88].

NEKROPTOZ APOPTOZ

Sekil 1.6. Kanser hiicrelerinde nekroptoz ve apoptozun morfolojik 6zellikleri

Nekroptoz genellikle, TNF-, FAS ligand (FASL; CD95) ve TNF ile iliskili apoptoz-
indiikleyen ligand (FASL; CD95) dahil olmak iizere timor nekroz faktorii (TNF)
sitokin familyasi iiyeleri gibi ekstrinsik yol aracili apoptoz indiikleyen uyaranlarla
tetiklenir [89]. Ligand uyarimi iizerine, bu uyaricilarla aktiflestirilmis reseptorler,
ilgili 6lim domainleri yoluyla RIP1 ile etkilesime girer ve prol'nin aktivasyonuna yol
acan bir plazma zar1 (sagkalim NF-kB ve mitojenle aktive olan protein kinazlarin
(MAPK'ler) aktivasyonuna sebep olan) ile iligkili kompleksi olusturmak fizere,
clAP1 ve clAP2 gibi hiicresel apoptoz proteinleri (CIAP'lar) inhibe eder. Bu islem
sirasinda, RIP1, cIAP'ler ve diger E3 ubiquitin ligazlar1 poliubikiitinasyonlagtirilir.
Mitokondri tiirevli kaspazlar (SMAC) veya kiigiik molekiilli SMAC mimetikleri
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(IAP inhibitorleri olarak da bilinir) aktivatori ile uyarilan clAP'lerin ubiquitinasyon
ve degredasyonu, RIP1’in harekete gegmesini saglar [90]. Bu, plazma zarindan RIP1
ayrismasini ve hayatta kalma proteinin O6liim mekanizmasini uyaran proteine
doniismesine sebep olur. FAS-iliskili Oliim Yolaginin (FADD) RIP’e baglanmasi,
prokaspaz-8'i alir ve kaspaz-8’i aktiflestirir ve apoptozun indiiklenmesine yol agar.
Aktive edilmis kaspaz-8, RIPI ve RIP3 gibi nekroptozun ¢ekirdek diizenleyicilerini
pargalayarak nekroptozu Onler [82, 91]. Biyokimyasal, kimyasal biyoloji ve genetik
calismalar MLKL’yi RIP1/RIP3 aracili nekroptozun temel uyaricisi olarak
tanimlamistir. MLKL normal olarak kinaz benzeri domain tarafindan sitozolde bir
monomer olarak inaktif durumda tutulur. Oligomerize MLKL'nin nasil hiicre
Olimiine neden oldugunu agiklamak icin birka¢ farkli mekanizma Onerilmistir.
PGAMSS, mitokondriyel birlesme faktorii, protein 1'e (Drpl) baglanir ve
mitokondriyel birlesmeyi ve hiicre 6liimiinii tesvik etmek i¢cin GTPaz enzimini aktif
hale getirir [82].

Ayrica, nekroptozu tetikleyen baska unsurlar da vardir. DNA alkilleyici ajanlar,
glutamat toksisitesi, oksidatif stres, hipoksi ve iskemi, DNA hasarina yanit olarak
poly(ADP riboz) polimeraz (PARP1) enzimine bagli nekrozu tetikleyebilir. PARP1'e
bagli hiicre oOliimiine apoptoz-indiikleyici  faktoriin - (AIF)  mitokondriyel
intermembran alanindan ¢ekirdege translokasyonu ve kalpain proteazlarinin
aktivasyonu aracilik eder [92]. Nekroz olusumunun baska bir sekline, timor
baskilayict p53 geninin mitokondrideki gorevi aracilik eder. Oksidatif strese cevap
olarak, p53 mitokondriyal matrikste birikir ve ATP tiikenerek hiicre oliimiine yol
acan PTP regiilator siklofilin D ile etkilesime girer ve mitokondriyel gecirgenlik
gecis gozenegi (PTP) acilir ve bodylece nekroz uyarilir. Bu durumda, p53'iin
baskilama aktivitesi, transkripsiyonel aktivasyon fonksiyonundan bagimsiz olarak
gerceklesir [93]. Ayrica, piroptoz ve ferroptoz gibi diger bazi apoptotik olmayan
hiicre 6liimii yontemlerinin de nekroz tarafindan diizenlenmis oldugu kabul edilir.
Bununla birlikte, ayirt edici molekiiler belirteglerin bulunmamasindan dolay: farkli
nekroz bigimlerini ayirt etmek oldukca zordur. Genel olarak, bu nekroz formlari,
RIP1 veya RIP3 gibi kodlayici yolaklardan yoksun olduklari i¢in nekroptoz olarak
kabul edilmez (programli olmayan 6liim modu) [82, 94].
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Kiiltiir hiicrelerinde genel olarak TEM mikroskobu nekroptoz olan hiicreleri ayirt
etmek ic¢in kullanilir (Sekil 1.6.). Hiicre distna HMGBI1 salinimi, hiicre canliligi
kaybt ve ATP'nin tilkenmesi, nekroptoz belirtegleri olarak kullanilabilir, ancak
nekroptozu diger nekrotik oliim tiirlerinden ayiramaz. Nekroptoz kesin olarak detekt
edilebilmesi i¢in gen hedefleme, siRNA/shRNA, kinaz-6limii veya etkilesimli
domain eksikligi olan mutantlar veya kiiglik molekiil inhibitorleri kullanilarak RIP1,
RIP3 veya MLKL hedefleyen sistemler olmalidir [82]. Ornegin, IP1 inhibitorii
nekrostatin-1 (Nec-1) yaygin olarak kullanilir ve bu, RIP1'in hem Katalitik hem de
allosterik fonksiyonlarini, konformasyonel degisiklikleri indiikleyerek inhibe eder
[95].

1.3. Telomerler ve Kanserde Telomeraz Aktivitesi

Hiicresel yaslanma, diploid hiicrelerde meydana gelen ve cogalmayr simirlayan
kararli bir hiicre dongiisii durmasidir. Bu fenomenin ilk tanimi, 1960’larda Hayflick
ve Moorhead tarafindan, kiiltiirdeki insan diploid fibroblastlarinin, biiylimelerini
durdurmadan 6nce maksimum hiicre boliinmesine ulasabilecegini gézlemlemeleriyle
ortaya ¢ikmistir [96]. “Hayflick limit” olarak bilinen bu biyolojik saate goére, her
hiicre boliinmesi bir telomer kisalmasindan kaynaklanir ve bu telomer kisaligi,
genomik kararsizligi ve DNA hasarini 6nlemek i¢in fizyolojik bir yanit olarak ortaya

cikar [97].

Telomerlere ve telomeraza olan ilgi, 1930'larda Columbia'daki Missouri
Universitesi'nde Barbara McClintock ve Edinburgh Universitesi'nde Hermann J.
Muller adinda iki genetikg¢i tarafindan yapilan deneylerle ortaya ¢ikmistir. Ayri ayri
ve farkli organizmalarla (Drosophilia melanogaster ve Zea Mays ile) galisan her iki
aragtirmact da kromozomlarin uglarinda stabilite saglayan &zel bir bilesen
bulundugunu fark etmislerdir. Muller, bu yapiya Yunanca'dan “son” anlamina gelen
(telos) ve “kisim” anlamina gelen (meros) kelimelerini birlestirerek “telomer” adini

vermistir [98].
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Sekil 1.7. Kromozom uglarinda bulunan telomer yapisi

Hiicresel yaslanma, fizyolojik ve patolojik olarak cesitli nedenlerle indiiklenir.
Bunlar arasinda telomer kisalmasi en onemlilerinden biridir. Telomerler, kromozom
uclarint bozulma veya fiizyondan koruyan tekrarli niikleotid dizisi motifleridir (Sekil
1.7.). Her hiicre boliinmesi, 3'ucunda 50-200 baz giftlik kopyalanmamis DNA
kaybina neden olur. Telomeraz enzimi, (terminal transferaz) telomer erozyonunu
Oonlemek i¢in telomerlerin ucuna bazlarin eklenmesinden sorumludur. Bununla
birlikte, telomeraz aktivitesi, telomer kisalmasi ve hiicre yaslanmasiyla sonuglanan

hizl hiicre proliferasyon aktivitesini dengelemek i¢in yeterli degildir [97].

Telomerik DNA'da yerlesik olan proteinler, dubleks telomer baglayici proteinler olan
TRF1 ve TRF2'dir. TRF1 ve 2 ve iliskili proteinler, kompleksi stabilize ederek t-
dongiisiinii olustururlar. TRF1 intratelomerik sarmalda olduk¢a énemlidir. TRF2 ise
telomerin uzunlugu boyunca baglanir ve stabilizasyonda gorevlidir. DNA hasarina

cevaben RAD50 / MRE11 / NBS1 kompleksi de TRF?2 ile birlikte ¢alisir [99].

Telomeraz, kromozom uglarina heksamerik tekrarlar (TTAGGG) ekleyen,
telomerlerin uzunlugunu genisleten ve koruyan ve bdylece hiicrenin maruz
kalabilecegi boliinme sayisini artiran bir ters transkriptaz enzimidir [100]. Sekil
1.8.’de goriildigi gibi, holoenzim, hTR ad1 verilen bir RNA alt iinitesinden, hnTERT
(human TERT) denilen bir protein alt iinitesinden ve birgok iligkili proteinden olusur.
Ters transkriptaz kompleksi, hTR'nin RNA kalip dizisine tamamlayict olan telomer

uclarina TTAGGG DNA bazlarmin eklenmesini saglar. insan holoenzimi, telomeraz
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bilesenlerini in vivo olarak birlestirmek i¢in p23 ve hsp90 proteinlerine ihtiyag duyar.
Bu rekombinant proteinler, hTR ve hTERT'nin bir araya getirilmesiyle holoenzimi
olusturur [101].
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Sekil 1.8. Telomeraz holoenzimi

Telomerazin katalitik protein (WTERT) bileseninin normal fibroblastlara ve epitel
hiicrelere  sokulmasi, telomerlerin kisalmasint  oOnler ve Oliimsilizlesmeye
(immortalizasyon) sebep olur. Telomerazin Sliimsiizlesmedeki kilit roli telomer
uzunlugunu  korumaktir. Oliimsiizlestirilmis insan hiicrelerinde telomerazin

inhibisyonu, telomer kisalmasina ve hiicre 6liimiine yol agar [102].

Insan 6mrii, son yillarda giderek uzamistir. Ortalama yasam siiresinin 1900°de 47,3,
1970°de 70,8, 1997°de 76,5 yil oldugu gériilmiistiir. Ornegin, Centenarians niifusun
en hizli bityliyen kesimlerinden biridir. Burada, 2050 yilina kadar 85 yasindan biiyiik
insanlarin tim niifusun yaklasik %15'ini olusturmast bekleniyor [99]. Normal
hiicrelerin replikatif yaslanmaya girmeden Once gecirebilecekleri sinirli sayida
boliinme kapasitesi vardir. Genel olarak yash bireylerden alinan hiicreler (veya
somatik viicut hiicreleri), gen¢ hastalardan elde edilen hiicrelere kiyasla daha az

sayida bolinme gecirir. Replikatif yaslanma, genetik olarak programlanmis bir
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olaydir ve hiicrelerin boliinmeyi durdurdugu siirectir. Kanserli hiicreler sonsuz
boliinme kapasitesine sahip olduklarindan birbirine yakin, sik ve fazla telomerlere
sahiptir (Sekil 1.9.). Normal hiicreler, M1 ya da 6liim asamasi 1 olarak adlandirilan
bir biiyiime durdurma periyoduna ulasir, bu, p53/p21 ve pl6/Rb hiicre dongiisii
diizenleyici genleri tarafindan kontrol edilir. Eger p53 geni bloke olursa, (SV40 T
antijeni veya E6 / E7 papillomaviriis proteinleriyle) hiicreler, telomer kisalmasiyla
birlikte ikinci 6liim evresi (M2) sinyali gelinceye kadar boliinmeye devam eder.
Telomer kisalmasi hem M1 hem de M2 evresi tarafindan kontrol edilir. M2 evresi
genellikle “kriz evresi” olarak adlandirilir ve evrenin sonunda kromozomun fiizyon
ve kirilmalar gegirmesinden dolayr hiicreler apoptoz gecirir.  Onkoloji
aragtirmalarinda, yaslanmayr diizenleyen molekiiler mekanizmayr ve telomer
aktivitesini anlamak ¢ok Onemlidir, ¢iinkii kanser hiicrelerinde bdoliinmenin

durdurulmasi, en iyi tedavi stratejilerinden biridir. [99, 103, 104].

GENG HUCRE KANSER HUCRESI

JUDITH CAMPISI Lawrence Berkeloy Labom!

Sekil 1.9. Telomer uzunluklarinin mikroskobik goriintiileri

Telomeraz ekspresyonu kanserin 6nemli ayirt edici 6zelliklerinden biridir. Neredeyse
insan tiimorlerinin tamaminda (% 70-90) telomeraz pozitif oldugu gosterilmistir.
Ayrica, telomeraz aktivitesinin, invaziv meme kanseri hiicrelerinin % 74'linde
gergeklestigi ve 1yi huylu meme dokularinda performans gostermedigi belirlenmistir
[105]. Genel olarak malign tiimorler, simirsiz ¢ogalma kapasitesini ve dolayisiyla
Oliimstizliigli gosteren telomeraz ekspresyonu ile karakterize edilir. Cogu iyi huylu
timor (benign), telomeraz eksikligi sebebiyle nihai hiicre yaslanmasi ile sonuglanan

smirli gogalma kapasitesine sahiptir [99].

TERT, telomeraz aktivitesinin  sirlayict  protein  bilesenlerini  kodlar.

Transkripsiyon, haberci RNA (mRNA), fosforilasyon, olgunlasma ve TERT
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modifikasyonunun telomeraz aktivitesinin diizenlenmesinde hayati rol oynadigi rapor
edilmistir [106]. TERT, 5. kromozomda bulunur ve 16 ekzondan olusan bir yapidir.
TERT protein iirlinii, telomeraz holoenzimi i¢inde bir dimer olarak bulunur ve ¢
bolgeden olusur. Bunlar, bir N-terminal alan1 ve bir telomeraz RNA-baglama alani
iceren N-terminal uzantisi, merkezi katalitik ters transkriptaz domaini ve C-terminal
uzantisidir. TERT, kanserde gen amplifikasyonu, ve promotoriindeki mutasyonlar
dahil olmak tizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla ifade olabilir. TERT ifadesinin, tim
kanserlerin yaklasik % 4'linde (over kanseri, akciger adenokarsinomu, akciger
skuamoz hiicreli karsinomu, 6zofageal karsinom ve adrenokortikal karsinomun)

arttig1 gosterilmistir [107].

Son raporlar, ilag¢ direncinin ayn1 zamanda telomeraz hTERT ( insan telomeraz ters
transkriptaz) alt iinitesinin mitokondriye translokasyonu veya baska bir telomerazla
iligkili faktoriin (telomeraz ile iliskili protein 1, TEP1) translokasyonundan
kaynaklanabilecegini ortaya koymaktadir [108]. Bir¢ok ¢alisma, telomeraz ile kanser
hiicrelerinin tedaviye duyarliligi arasindaki iliskiyi gostermektedir. Bu bulgular,
kanser hiicrelerinde artan telomeraz ekspresyonunun, ilaglara karsi direngleriyle
iliskili oldugu gergegiyle dogrulanmaktadir [109]. Ornegin, telomeraz aktivitesi
inhibisyonu, meme kanseri hiicrelerini doksorubisin ilacina karsi duyarli hale

getirmistir [110].

1.4. Meme Kanseri

Amerikan Kanser Dernegi’nin en son istatistiklerine goére, ABD’li kadinlarda en sik
teshis edilen malignite tiiri meme kanseridir. Yillik toplam 290 000 olim

vakalarindan yaklagik 230 000’1 6liimciil metastaz kanserlerdir [111].

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malign tiimoérlerden biridir ve akciger ve
kolon kanseri ile birlikte diinya ¢apinda en yaygin ii¢ kanserden biridir [112]. 2012
yilinda diinya genelinde yaklagik 1,7 milyon insana meme kanseri tanisi konmus
olup yaklasik yarim milyon insanin da bu hastaliktan 61diigii rapor edilmistir [113,
114]. Kuzey Amerika ve Avrupa’da (AB) meme kanseri 6liim oranin azalmasi

cogunlukla erken teshis ve etkili sistemik tedavilerden kaynaklanmigtir. Bununla
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birlikte, meme kanseri hala az gelismis lilkelerde akciger kanserinden sonra en

yaygin ikinci 6liim nedenidir [112].

Metastaz yapmayan erken evre meme kanseri, potansiyel olarak tedavi edilebilir
durumdadir. Primer cerrahi yontem ile tiimoriin alinmasi her hasta i¢in etkin tedavi
stratejisi olmayabilir. Yine de, Gi¢lii negatif meme kanseri veya HER2-pozitif meme
kanseri gibi baz1 biyolojik tiimor alt tipleri igin, primer sistemik tedavi daha uygun

olabilir. Malignite tanis1 6ncelikle ¢ekirdek biyopsi ile dogrulanir [112].

Perou, Serlie ve arkadaslarinin 2000°li yillarda ¢igir acan calismalari nedeniyle,
meme kanserinin klinik olarak en az dort farkli ilgili molekiiler alt tipten olustugu

distintilmektedir [115, 116]. Bunlar;

1. Luminal A,

2. Luminal B,

3. HER2-zengin ve

4. Bazal tip

Meme kanseri standart patolojik kriterlere gore histolojik olarak tespit edilebilir. En
sik goriilen meme kanseri histolojisi, invaziv duktal karsinomdur ve hastalarin % 50-
75'inde goriilen tiptir, bunu invazif lobiiler karsinom (hastalarin% 5-15'1) ve

duktal/lobiiler karsinomlar takip eder [117].

Meme kanseri patogenezinde iki temel molekiiler hedef tanimlanmigtir. Bunlardan
biri, invaziv meme kanserlerinin yaklasitk % 70'inde eksprese edilen Ostrojen
reseptorii alfa (ERa) 'dir. Steroid hormon reseptorii olan ERa, Ostrojen ile aktive
edildiginde meme kanseri hiicrelerinde onkogenik biiyiime yollarini aktive eden bir
transkripsiyon faktoriidiir. Yakindan iligkili steroid hormonu progesteron

reseptoriiniin (PR) ekspresyonu da ERa sinyallesmesinin belirtecidir [118].
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Ikinci molekiiler hedef ise meme kanserlerinin % 20’sinde ifade olan transmembran
tirozin kinaz reseptorii olan epidermal biiylime faktorii 1 (ERBB2)’dir. ERBB2
geninin ¢ogalmasi veya asir1 ekspresyonu olan tiimorler ERBB2™ ile ifade edilirler.
ERBB2 eksprese eden meme kanserli hastalar, anti-ERBB2 antikorlar1 (trastuzumab
ve pertuzumab gibi) ve kiiglik molekiillii tirozin kinaz inhibitorleri (lapatinib ve
neratinib gibi) ile tedavi edilirler [117, 119].

Meme tiimorlerinin yaklasik % 15'ini olusturan i¢lii negatif meme kanseri (triple
negative), ER, PR veya ERBB2 molekiillere sahip olmamasi ile bilinmektedir.
Karakterize edilen 3 meme kanseri alt tipi HR*, ERBB2" ve {glii negatif meme
kanseri tipleridir. Uclii negatif meme tiimérlerinin daha geng ve esmer olan
kadinlarda ortaya ¢ikma olasiligi daha yiiksekken, HR* tiimorlerin yasli kadmnlarda
goriilme olasiligr yiiksektir. Ayrica, meme kanserleri genel olarak 1-4 evreleri
arasinda degerlendirilir. Burada, 4 evresi metastazin en yiiksek oldugu evre olup HR*
veya ERBB2" alt tipleri igin yaklasik 5 yil ve tiglii negatif i¢in 1 yi1l hayatta kalma
stiresine sahiptir. Evre 1 meme kanserleri ise anatomik olarak 2 cm’den kiigiik, lenf

nodlar1 olmayan timor lezyonlarina sahiptir [117].

BRCAL yolag ile bazal benzeri meme kanserleri arasinda bir baglanti vardir [120].
BRCAL ve BRCA2 genlerinin meme ve yumurtalik kanseri duyarlilig ile iligkisi ilk
defa 20 y1l 6nce gosterilmistir. BRCAL, 24 ekzondan ve 1863 aminoasitten olusan bir
proteindir. Birgok gorevi olup tanimlanan ¢oklu domainlerden olusur. N-terminal
bolgesinde, BRCA1 ve BARDI'in (BRCAL Iliskili RING Domain proteini 1)
etkilesimi ve E3 ubiquitin ligaz kompleksinin olusumu i¢in gerekli olan ¢inko
baglayict parmak domaini RING'i tasir. BRCALl'in merkezi kismi 11-13 ekzonlari
tarafindan kodlanir ve meme kanseri olusumu, genellikle bu bolgelerdeki
mutasyonlarla saptanir. BRCA1 geninde kodlanan ve kodlanmayan sekanslarda
delesyon, insersiyon ve bir¢ok tek niikleotit polimorfizmi olmak {izere 1600’den
fazla mutasyon tanimlanmistir. 1800’den fazla mutasyon ise BRCAZ2 geni igin
tanimlanmistir. Bunlar temel olarak cergeve kaymasi mutasyonlari, delesyonlar ve

bazi diger mutasyonlart igerir [121].
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BRCA1, OCT-1, c-Myc, ERa, p53, Smad3 dahil olmak iizere bircok transkripsiyon
regiilatdrlerinin aktivitesini modiile eder. Ornegin, ERa ile BRCAL ile etkilesimi,
meme kanserinde VEGF'nin (vaskiiler endotel biliylime faktorii) transkripsiyonunu
diizenler. VEGF, en iyi bilinen anjiyogenez diizenleyicisidir. Bu transkripsiyon
faktort 5 ligand (VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD ve plasental biiylime faktorii)
ve 3 reseptorden (VEGFR1, VEGFR2 ve VEGFR3) olusur. Bunlar arasinda
VEGFR2 sinyalizasyonu, anjiyogenezin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynarken,
VEGFRS sinyalleri lenfanjiyogenez olusumunda gérevlidir [122]. Ayrica, BRCAL C-
terminal bolgesinin, meme kanseri hiicrelerinde p53 hedef gen MDM2'nin
transkripsiyonunu uyardigi gosterilmistir. Bu ylizden, BRCA1’in genel olarak kanser

hiicrelerinde tiimor baskilayici roliiniin oldugu anlasilmigtir [121, 123].

Meme tiimorlerinin molekiiler heterojenligi, her alt tip i¢in farkli kdken hiicrelerin
ortaya c¢ikmasina sebep olur. Bu nedenle, transformasyon igin, her biri farkl
Ozelliklere sahip tiimorlere yol agacak olan bir meme kok hiicresi, kararli bir
progenitor hiicre veya olgun bir meme epitel hiicresi gerekir. Bunlar, tiimdriin

gelisiminin devami i¢in gerekli olan kanser kok hiicrelerdir [111].

1958 Yilindan bu yana BT-20 adindaki ilk insan meme kanseri hiicre hatti
tanimlanmis olup daha sonra 50’den fazla hiicre hatti meme dokularindan izole

edilerek tanimlanmistir [111].

1.4.1. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

Invaziv diiktal karsinomu olan 51 yasindaki MD Anderson adindaki bir kadindan
izole edilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti, ge¢ evre meme kanserlerini
modellemek icin oldukga sik kullanilmaktadir. Bu hiicre hatt1 epitel olup ER, PR ve
E-cadherin hormonlar1 negatiftir ve p53 mutasyona ugramistir (apoptoz da p53
yolagindan bagimsiz olarak, kaspaz aracili yollarla (kaspaz-3) uyarilmaktadir).
Mikroarray profillemede, MDA-MB-231 hiicre genomu, meme kanserinin bazal alt
tipi ile kiimelenmektedir. Hiicreler ayrica biiyiime faktorii reseptorii HER2'den
yoksun olduklarindan, iyi bir iiclii negatif meme kanseri modelini temsil ederler.

MDA-MB-231 hiicreleri in vitro olarak invazivdir ve implante edildiklerinde
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ortografik olarak lenf bezlerine kendiliginden metastaz yapan ksenograftlar iiretir
[111].

Diger invaziv kanser hiicre hatlarinda oldugu gibi, MDA-MB-231 hiicrelerinin
invaziv yetenegi de hiicre dig1 matrisin proteolitik degredasyonuyla meydana gelir.
Kiltiir kabinda, hiicre hatti endotel benzeri morfoloji gosterir ve Sekil 1.10.’da
goriildigii gibi siklikla ¢oklu hiicre kolonilerini kopriileyen stellat (yildiz) sekilli
invaziv fenotipiyle ayirt edilir [124, 125].

Sekil 1.10. MDA-MB-231 hiicre morfolojisi

1.4.2. MCF-7 Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

Luminal-tip kokenli olan MCF-7, meme adenokarsinomu olan 69 yasinda bir
kadindan izole edilmistir [126]. Diinya’da en ¢ok ¢alisilan meme kanser hatti olan
MCEF-7, ismini Michigan Cancer Foundation (MCF) (Michigan Kanser Vakfi)’dan
almistir [127]. Hiicre hatti, epitelyal bir morfolojiye sahip olup kiiltiir kab1 ile hiicre
tek tabakasi arasindaki sivi birikiminden dolayr mikroskobik olarak kubbe yapilar
olusturur. Sekil 1.11.’de MCF-7 hiicrelerinin ekimden 48 saat sonraki bu morfolojisi
gosterilmistir. Ostrojen reseptorii alfa (ERa) ifade eden nadir meme kanserlerinden
biridir. Hiicreler ayrica androjen, progesteron ve glukokortikoid reseptorlerini
eksprese eder. Ayrica, MCF-7'nin Gstrojenlerle tedavisinin, anti-apoptotik bir etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Anti-ostrojenlerle tedavi, insiilin benzeri biiylime faktori
baglayici proteinlerin salgilanmasini diizenleyebilir. Tiimo6r nekroz faktorii alfa (TNF

alfa) da MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini inhibe eder [128, 129].
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Kemoterapdtik ilaglarin gelistirilmesinde ve ilag direncinin anlagilmasinda 6nemli bir
yeri olan MCF-7 hiicre hatti, meme kanseri hiicre hatlari arasinda in vitro

calismalarda kullanilmak i¢in iyi bir modeldir.

Sekil 1.11. MCF-7 hiicre morfolojisi

1.5. Calismada Kullamlan Bitkiler ve Ozellikleri

Calismada baklagil ailesine ait iki bitki tiiri kullamilmistir. 18 000'den fazla
tanimlanmug tiirii olan baklagiller ailesi (Fabaceae), ¢igekli bitkilerin {igiincli biiyiik
ailesidir. Baklagil ailesinin meyve kismina teknik olarak “baklagil” veya “bakla”
denir. Bu meyve kismi, tek bir tohum igeren karpelden olusur. Baklagil meyveleri,
acilmamis ayrik baklalar da dahil olmak tizere ¢ok c¢esitli sekil ve boyutlarda ortaya
cikar. Baklagiller, diinya genelinde genis alanlarda yetistirilen, en 6nemli bitki
protein ve enerji kaynagi olan bitki tiirlerinin ailesini kapsar. Tahil baklagiller tropik,
alt tropik ve 1liman bélgelerde yetisir. Ozellikle Asya, Latin Amerika ve Afrika'da en
onemli beslenme protein kaynaklarindan birini olusturan baklagiller, insanlar
tarafindan yetistirilen en ilk besin bitkileri arasindadirlar. Yaygin olarak yetisen bazi
tirler yer fistigi (Arachis hypogaea), giivercin bezelye (Cajanus cajan), nohut
(Cicerarietinum), soya fasulyesi (Glisin max), lathyrus bezelye (Lathyrus sativus),
mercimek (Lensesculenta), lima fasulyesi (Phaseolusun), barbunya (Phaseolus
vulgaris), bahge bezelye (Pisum sativum), kanathh fasulye (Psophocarpus
tetragonolobus), bakla (Vicia laba), siyah mercimek (Vigna mungo), yesil mercimek
(Vigna radiata) ve boriilcedir (Vigna unguiculata). Baklagiller, yiiksek protein
iceriginden dolayr ayni zamanda hayvancilikta da biiyiikk dneme sahiptir. Ayrica,
baklagiller, atmosferik azotu sabitleyerek verimliliginin arttirilmasi yetenegine
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sahiptir. Baklagiller, farkl: tilkelerde olgunlagsmamis tohum, kuru tahil, gesniler veya
kavrulmus tahil, un tretimi ve fermente {irlinler gibi gesitli sekillerde tiiketilirler
[130, 131]. Baklagillerin protein igerigi, genetik ve g¢evresel faktorlerden
etkilenirken, beslenme Kkalitesi ise sindirilebilirlikleri, esansiyel amino asitlerin
dengesi ve belirli toksik maddelerin varligi gibi birkac faktore baglidir. Baklagil
proteinleri lisin ve treonin bakimindan ¢ok zengin, fakat metiyonin ve sistein gibi
kiikiirt igeren amino asitler bakimindan fakirdir [132]. Yiiksek lisin seviyesi, tahil
baklagillerini ideal bir takviye gida haline getirir. Baklagiller ayrica iyi bir vitamin,
tiamin, niasin, mineraller, kalsiyum ve demir kaynagi olusturur. Bu bilesenlere ek
olarak, esas olarak nisasta formunda yaklasik % 60 oraninda karbonhidrat igerirler.

Birim agirlik basina bakliyatin kalorisi, verimi tahillardakiyle hemen hemen aynidir

[133].

Tahil-baklagil yetistiriciliginde ana hedefler tahil verimini, metiyonin, sistin ve
protein sindirilebilirligini arttirmak ve tohum sertligini veya pisirme siiresini
azaltmaktir. Benzer sekilde, Brassica ve yerfistig1 gibi yagl tohum bitkileri de benzer
amaglara sahiptir, ancak bazi patojenlere ve hastaliklara karsi duyarhiliktan
yoksundur. Yaprak lekesi (Cerospora arachidicola) ve kok ¢tirtikliigti (Rhizoctonia
destrens) gibi hastaliklar yer fistiginda ciddi zararlara neden olur. Soya fasulyesini
etkileyen yiizden fazla patojen ve bitkide hasara neden olan yaklasik 35 hastalik
vardir [134].

N (Azot), cogu dogal ekosistemde bitkilerde temel besin sinirlayici unsurlardan
biridir. Baklagiller, simbiyotik yetenekleri sayesinde, bozulmus ekosistemlerde N
fiksasyonu mekanizmasi saglarlar. Baklagillerin ayirt edici 6zelligi, kok nodilleri
gelistirme ve uyumlu rizobi ile simbiyozda N fiksasyonu yapabilme yetenekleridir.
Simbiyotik olarak etkili kok nodiillerinin olusumu konak ve mikrosimbiyont
arasindaki sinyallesmeyi icerir. Baklagil konaginin kdkiinden salinan flavonoidler
veya izoflavonoidler, bitkiye sinyal veren lipokitooligosakarit molekiillerinin
olusumuna yol agarak rizobide nodiilasyon genlerinin transkripsiyonunu indiikler.
Baklagillerde, havadan azot alinmasi, baklagillerin kdklerinde nodiillerde geligsen
simbiyotik bakteriler (Rhizobia) ile gerceklestirilir. Bu bakteri nodiilde biiyiimek ve

cogalmak icin nitrojeni direkt olarak havadan alir. Boylece azot baklagil bitkisi i¢in
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uygun hale gelir ve biiyiimesi ve beslenmesine yardimci olur. Rhizobia'nin bu
simbiyotik birligi, baklagillere diger bitkilere kiyasla olduk¢a biiyiik bir avantaj
saglar [135].

Birgok baklagil tibbi kullanima sahiptir [136]. Ornegin soya fasiilyesi ve diger
baklagillerden elde edilen izoflavonlarin kanser riskini azalttigt ve kolesterolii

dengeledigi gortilmiistiir [135].

Yem baklagillerinin evrensel olarak yem olmayanlardan daha yiiksek bir besleme
degerine sahip oldugu kabul edilir. Genel olarak baklagiller arasinda en yiiksek
oranda protein ve mineral igeren tiirlerdir. Cilinkii, yemlik baklagillerin yapraklar1 ve
govdeleri, belli bir olgunluk safhasinda hasat edilirler. Baklagiller sadece daha
yiiksek protein yiizdesine sahip olmakla kalmaz, aym1 zamanda yiiksek kalitede
protein igerirler. Bu, 6zellikle hayvan yemlerinde yiiksek besin degeri eldesinde
oldukca onemlidir. Yem icin 6zel degere sahip olmasinin yani sira, baklagiller
topragin iyilestirilmesinde olduk¢a dnemlidir, ¢linkii yiiksek miktarda azotu sonraki

bitkilerin kullanimi igin topraga birakirlar [137].

1.5.1. Lotus corniculatus L.(Gazelboynuzu)

Alem: Plantae

Sube: Tracheophyta

Boliim: Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)
Takim: Fabales

Familya: Fabaceae (Leguminosae)

Cins: Lotus

Tur: Lotus corniculatus L.
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Sekil 1.12. Lotus corniculatus L. bitkisi ve tohum tanesi

Lotus cinsi, kserofitik ¢6l ve alpin uzun omiirlii ve tuza dayanikli tiirlerini de igeren
Iki ylizden fazla tiirden olusur. Lotus tiiriiniin bolgesel merkezi tiirlerin en fazla

cesitliliginin ortaya ¢iktig1 Akdeniz havzasidir [130].

Sekil 1.12°de goriildiigii gibi Lotus corniculatus, tag, yiikselen govdeler, bes
yaprakeik, sart ¢igekler ve bir kokii bulunan ¢ok yillik bir baklagildir. Diger ismi
Gazelboynuzu olan bu tiir, Kuzey Amerika, Avrupa’nin ve tiim Asya bolgelerinin
cesitli bolgelerinde, Brezilya, Arjantin, Sili ve Uruguay dahil olmak iizere Giiney
Amerika’nin gesitli tilkelerinde, Hindistan, Avustralya, Yeni Zelanda ve Tiirkiye
bolgelerinde yetismektedir [138, 139]. Uzun pedikiile tutturulmus 4-8 ¢igegi olan
yapisindan dolay1r “gazelboynuzu” denilmistir. Tohumun baklaya doniistimii
sirasinda bakla bir kus tiirline benzeyen ayak seklini alir (Birdsfoot trefoil). Boyu 10-
40 cm arasinda degiskenlik gosterip ¢iceklenme zamani genel olarak Haziran-
Agustos aylar1 arasindadir. ilk olarak 1597°de Avrupa’da tamimlanmis olan bu tiir,
daha sonra Kuzey Amerika’da bir milyonun iizerinde yem bitkisi olarak yayilim
gostermistir. Toprak, pH, yetisme kosullar1 ve nem oram1 ¢ok degisken kosullar

altinda biiyiiyebilir. [130].
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Lotus, genellikle baklagiller arasinda yiiksek flavonoid igerikleriyle bilinir, bu
yiizden tibbi kullanimi1 olduk¢a yaygindir. Astringent (yesil ¢ayin sikilastirict etkisi
gibi etkiye sahip), idrar soktiiriicii, antifungal, antipiretik, ve kardiyotonik etkilerinin
oldugu bilinmektedir [140]. Cigekleri antispazmodik ve sakinlestirici etkisi ile
bilinirken [141], kok pargalar1 gaz giderici (karminatif) ve ates diisiiriicii etkisiyle
bilinir [136, 142]. Ayrica hos kokusu sebebiyle kozmetik sektdriinde de oldukca
yaygin kullanimi vardir. Ancak, antikanser etkisi ile ilgili calismalara ¢ok az
rastlanmis olup meme kanseri ile ilgili ¢alismanin literatiirde mevcut olmadigi

saptanmistir.

1.5.2. Coronilla varia L. (Tach fig)

Alem: Plantae

Sube: Tracheophyta

Boliim: Magnoliopsida (iki Cenekliler)
Takim: Fabales

Familya: Fabaceae (Leguminosae)
Cins: Securigera DC.

Tiir: Coronilla varia L. (Securigera varia (L.) Lassen
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Sekil 1.13. Coronilla varia L. bitkisi ve tohum tanesi

Baklagil ailesine ait olan Coronilla varia L. bitkisi (tagh fig), Sekil 1.13te gorildigi
gibi yiiksekligi 1 metreye kadar olan kanopi seklinde yogun standlara sahiptir ve
yaprakcik sayist 9-25 arasinda degiskenlik gosterir. Cogu kanopinin iist yiizeyinde
yer alan saplar acili ve oyuktur. Cicekleri hos kokulu olup renkleri beyazdan mora
dogru degiskenlik gosterir. Bitki parcasi, kok iizerinde tomurcuklarindan filizlenerek

yukari dogru gelisir [130].

Son zamanlarda Akdeniz bolgesinde de yaygin olan tagh fig, daha ¢ok orta ve Giiney
Avrupa ve Kuzey Afrika’da yaygin bir sekilde yetismektedir. Bu bitki, onceleri
Kuzey Amerika'ya ¢ok yillik bir ¢igek olarak ve Avrupa'dan ithal edilen yonca veya
yonca tohumunun bir kontaminasyon tiiri olarak tamitilmistir. Daha sonra

Amerika’da baklagil tarlalarinda yetistirilmeye baglanmigtir [130].

Tagh fig, optimum pH aralig1 6.5-7 arasinda olan topraklarda yetisir, ancak daha
asidik topraklarda da yetisebilecegi kesfedilmistir [130].

Tagh fig, ilk zamanlar Amerika’da erozyonun kontrol edilmesi igin kullaniliyordu.
Su anda ise olduk¢a yayilis gdstermis olup, prostat hastaliklarinin tedavisinde ve
diiiretik bir kalp tonigi gibi bir¢ok tibbi kullanimi mevcuttur [143]. Nitroglikositlerin
varligindan dolay: atlar icin toksiktir, ¢ok miktarda tiiketilirse, yavas biiyiimeye,
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felce ve hatta 6liime neden olabilir. Bitki, “koronilin” ad1 verilen toksik bir glikozit
zehir maddesi igerir. Bu nedenle Ingiltere'de yetisen en zehirli bitkilerden biri oldugu
bilinmektedir [144].
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kanser Tedavisinde Alternatif Yaklasimlar

Bitkilerden sifa kaynagi olarak ilag hammadde elde edilmesi, en eski yazili kaniti
Nagpur'dan yaklasik 5000 yillik bir Stimer kil levhasinin bulunmasiyla ortaya
¢ikmistir. Bu prospektiis, hashas, henbane ve mandrake gibi alkaloidleri de igeren iki
yiiz elliden fazla bitki i¢eren 12 adet tariften olusmustur [145].

Bir¢ok kanser hastasi tamamlayic1 ve alternatif tedaviler kullanir. Tamamlayict ve
alternatif tip, standart bakima ek olarak, standart tedavilerin bir parcast olmayan tibbi
tiriinler ve uygulamalari ifade eder. Bu tedaviler, ylizyillardir diinya ¢apinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda, alternatif tedavilerin standart tedavilerle
birlikte meme kanseri hastalarina onerilmesinde dikkate deger bir artis olmustur.

Standart ve alternatif tedavi kombinasyonu, biitiinlestirici tip olarak bilinir [146].

Ulusal Tamamlayict ve Alternatif Tip Merkezi (NCCAM), tamamlayici ve alternatif
tibb1, geleneksel tibbin bir parcast olarak goriilmeyen ¢esitli tibbi sistemler,
uygulamalar ve tiriinler grubu olarak tanimlamigtir [147]. NCCAM, tamamlayici ve
alternatif tedavileri (TAT) bes ana kategoride siniflandirir; bunlar: (1) tiim tibbi
sistemler gibi geleneksel tibbi uygulamalar; (2) zihin-beden miidahaleleri; (3)
biyolojik madde bazli uygulamalar; (4) manipiilatif ve beden temelli uygulamalar; ve
(5) enerji tibbadir [148].

Kanser insidansi biiyiik dl¢lide beslenmenin birincil oldugu yasam tarzi faktorleriyle
iligkilidir. Buna gore, bircok dogal beslenme {iriiniiniin kanser i¢in tamamlayic1 veya
alternatif tedavi olabilecegi gosterilmistir [149]. Bu noktada bitkiler, kanser hastalari
tarafindan en sik kullanilan TAT ler icerisine girer. Bu nedenle, bitki kdkenli ilaglar
(fitotip) meme kanserinin Onlenmesi ve tedavisindeki etkisini anlamak Onemlidir
[150]. Bitkisel ilag ayn1 zamanda fitotip, fitoterapi veya botanik tip olarak da bilinir.
Bitki parcalari, cografi bolgeye, hasat mevsimine, hasat sonrasi isleme ve

depolamaya gore degisebilen birka¢ biyoaktif maddeden olusur. Bu faktorler ayrica
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bitkilerin biyoaktif bilesiklerinin bilesimini ve konsantrasyonunu onemli Ol¢iide
etkiler. Standart kanser tedavisinde kullanilan ¢ok sayida modern ilag bitkilerden
yapilir. Paklitaksel (Taxol), vinblastin, vincristine, topotekan, irinotekan, etoposid ve
teniposid, FDA (Foof and Drug Administration) tarafindan kanser tedavisi igin
onaylanan klasik bitki kaynakli ila¢ Ornekleri arasindadir. Geleneksel tedavi
uygulamalari, etkili ilag tedavisi i¢in bilesikler arasindaki hassas kimyasal dengeyi

korumak i¢in biitiin bitki veya 6ziit veya bitki karisimlarini kullanir [146].

Fitokimyasallar biyosentetik kokenlerine gore siniflandirilir. Bunlar, flavonoidler,
karotenoidler, fenolikler, alkaloidler, steroidler, terpenoidler, saponinler, taninler,
glikozitler ve proteinlerdir ve bu kimyasallar meme kanseri ilag gelistirmesinde tek
veya kombine terapdtik ajanlar olarak kullanilirlar [151]. Bitkilerden elde edilen
fitokimyasallar, kanser tedavisi i¢in giivenlik ve diisiikk toksisite nedeniyle diger
kaynaklardan daha yaygin olarak kullanilir. Timor gelisimi, g¢esitli genetik ve
epigenetik degisiklikleri i¢eren baslangig, ilerleme ve metastaz i¢in ¢oklu adimlarla
gerceklesir [152]. Fitokimyasallar, gesitli sinyal yollarini etkileyerek antianjiyogenik,

antienflamatuar, antioksidant, antiproliferatif ve proapoptotik etkiler gosterir [146].

19. ylizyilin baslarinda, tibbi bitkilerden alkaloidlerin kesfedilmesi, bilimsel bitki
kokenli ilag caligmalarinin baslangicini olusturmustur [145]. Bitkiler, alkaloitleri
dogal olarak iiretir. Bu alkaloidler, bitki i¢in patojen organizmalara karsi dnemli bir
savunma mekanizmasi gorevi goren sekonder metabolik yolaklardan iretilir [153].
Alkaloidler cogunlukla Ranunculaceae, Leguminosae, Papaveraceae,

Menispermaceae ve Loganiaceae familyalarina ait yiiksek bitkilerde bulunur [146].

Diger bir fitokimyasal grubu olan polifenoller meyvelerde, sebzelerde, baharatlarda,
kuruyemislerde, tahillarda, ¢ay, kahve ve sarapta yaygimn olarak bulunur. Bitki
simifinda yaklasik 8000 tip polifenol tanimlanmigtir. Literatiirde bahsedildigi lizere
nanoparcaciklarla polifenollerin kombinasyonlar1 ile son zamanlarda etkin tedavi

stratejileri olusturulmustur [154].

Epidemiyolojik veriler flavonoidlerin meme kanseri riskini azalttigini gostermistir.

Flavonoidler ve nonflavonoidler iki ana polifenol grubudur. Flavonoidler meyve ve
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sebzelerde ¢ok fazla miktarda bulunur ve cesitli biyolojik aktivitelere katilirlar.
Flavonoidlerin alt smniflari, flavonoller, flavonlar, flavan-3-ol, antosiyanidinler,
flavanonlar ve izoflavonlardan olusur. Nonflavonoidler fenolik asitleri, (benzoik
asitler ve sinamik asitler), stilbenler, liganlar, tanenler ve kurkumin, rosmarinik asit
ve gingerol gibi diger polifenolleri igerirler. Flavonoidler, polifenollerin % 60'in1 ve
fenolik asitler %30'unu olusturur [155, 156]. Her ne kadar flavonoidler, meme
kanseri tedavisinde hiicre i¢i sinyal yolaklar1 hedef alan, klinik deneylerde 6nem
teskil eden kimyasallar olsalar da meme kanserinde heniiz hi¢bir dogal flavonoidin
onaylanmadig1 bilinmektedir. Ancak, dogal flavonoidlerin yapis1 kemopreventif ve
terapotik ajanlarin gelisimi igin 6nemli bir model gorevi gérmiistiir [157]. Oldukga
zengin flavonoidleri iceren cay, sebze ve meyvelerin yaninda, yesil ve diger caylar

flavonoid olarak zengin igeriklerin yaklasik %25’ini olusturur [157].

Bitki kokenli dogal irtinlerin %60"1ndan fazlasi ayn1 zamanda izoprenoid olarak da
bilinen terpenoidlerdir. Terpenoidler aromatik olarak geleneksel tipta 6nemli bir rol
oynamaktadir. Terpenoidler okaliptiisiin kokusundan, tar¢in, karanfil, zencefilin
aromalarindan, ve domates ve aygigeklerinin renginden sorumlu sekonder
metabolitlerdir. Terpenoitler genel olarak monoterpenoidler, diterpenoidler,
triterpenoidler, tetraterpenoidler, karotenoidler, seskiterpenoidler, ugucu yaglar,
regineler, oleoresinler, oleogum regineleri ve balzamlar olarak smiflandirilir.
Triterpenoidlerin kemopreventif ve antikanser potansiyeli, hem in vitro hem de in
vivo modellerde, antiinflamatuar, antiproliferatif, proapoptotik ve antianjiyogenik
etkileri ile bilinir [146].

Cesitli arastirmalar, sanayilesmis tilkelerdeki niifusun %30 ile %50'sinin, saglikla
ilgili ¢esitli komplikasyonlar1 Onlemek veya tedavi etmek icin alternatif tibbi
kullandigin1 ortaya koymustur [158]. Kadinlarin neredeyse %80'i alternatif tibbi
kullanmaktadir [147]. Analizlere gore, 6zellikle meme kanserlerinden kurtulanlarin

yaklagik %80’inin alternatif tiptan yararlandigini ortaya koymustur [147].

Polifenollerin hiicre dongiisii diizenleyici proteinler iizerindeki modiilator etkileri
cesitli arasgtirmalarla ortaya cikarilmistir. Hiicre dongiisii diizenleyici proteinleri,

apoptozinin igsel yolunda (Bax ve Bcl-2 gibi) merkezi bir diizenleyici role sahiptir
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[159]. Ornegin, literatiire bakildiginda Arabinogalaktan ve kurkumin kombinasyonu
Bax/Bcl2 oraninda belirgin bir artisa neden olmus ve boylece kaspaz 3'in
aktivasyonu ile apoptozu baslatmistir. Ayrica, Ki67 de, hiicre dongiisiiniin ¢esitli
asamalarinda etkileri olan hiicresel proliferasyonda bulunan bir niikleer proteindir
[160]. Sekil 2.1.’de goriildiigii gibi dogal terapi olan Arabinogalaktan ve kurkumin
ile kombine tedavi, apoptoza yol agan tiimor baskilayict pS3 geninin ekspresyon
seviyesinin eszamanli bir sekilde indiikleyerek bu proteinin (Ki67) ekspresyon

seviyesini de 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir [161, 162].

DOGAL KiIMYASAL
BILESIK \
Hiicreici mikrotiibiillerin Ki67 ifade seviyesi Bax/Bcl-2 orani artsi
. inhibisyonu —
inhibisyonu L
| | |
CDK1 (Siklin bagimh kinazlar) p53 tiimor baskilayici Kaspaz 3 aktivasyonu
protein ifadelerinin azalmasi proteinin indiiklenmesi

N

\

Sekil 2.1. Polifenollerin hiicre dongiisii diizenleyici proteinler lizerindeki etkisi

Bu ¢aligmada, Fabaceae familyasina ait iki bitki tiiri olan Lotus corniculatus L.
ve Coronilla varia bitki ektrelerinin oksidatif strese karsi DNA koruma
ozellikleri ile MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 {izerindeki
sitotoksik etkilerinin molekiiler seviyede analiz edilmesi ve anti-metastatik

Ozelliklerinin incelenmesi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Bitki Tiirleri

Bu ¢alismada, Fabaceae Familyasina ait L. corniculatus ve C. varia iki bitki tiirti
kullanilmistir.  Bitkiler Konya’da araziden toplanmis olup, Dog. Dr. Evren
Yildiztugay tarafindan Tiirkiye Florasindaki teshis anahtarina goére Konya’da teshis
edilmistir. Calisilan bitkilerden L. corniculatus ve C. varia bitkisinde toprakiistii

kisimlar kullanilmistir. Bitki ekstraktlar1 analizler i¢in +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Madde, Kit ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler, ¢ogunlukla Sigma Aldrich ve MERCK’den
temin edilmistir. Calismada derin dondurucu -20°C - buzdolab1 +4 (Argelik 4252N,
Tirkiye), derin dondurucu -82°C (Glacier Nuaire Nu-9668E, Meksika), distile su
cihazi (Protek Lab, Tiirkiye), buz makinesi (Hoshizaki, Avrupa Ltd.), Thermal
Cycler 1s1 blogu (Thermo, ABD), Thermo-Shaker (Biosan Ts-100, Letonya), hassas
terazi (Presica 350-8519, Isvigre ), mikropipet (Thermo, ABD), mikrosantrifiij
(N2631-0007 Star Lab, Kore), multipurpose vorteks (Wisd Laboratory Gnstruments,
Kore), phmetre (Jenco Quality Instruments, Cin), manyetik karigtirict (Wisd
Laboratory MSH-20A, Kore), mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye), spektrofotometre
Nano Drop (Thermo Sci. Multiskan go, Finlandiya), sogutmali santrifiij (Hetrich
Micro 220/220R, Almanya), elektroforez (Thermo Scientific EC1000XL2 ve
EC300XL2, ABD), jel goriintiilleme sistemi Quantum ST5 (Vilber lourmat, Fransa),
PCR (Thermo, ABD), Real time PCR (Rotor-Gene® SYBR® Green PCR Qiagen,
Almanya), otoklav (Niive, Tirkiye ), Biosafety cabinet Class Il (Tezsan, Tiirkiye),
Genejet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, USA), DNase |, (RNase-free
Thermo Scientific, ABD), iScript cDNA synthesis kit (BIO-RAD, ABD),
SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Biorad, ABD), PZR reaksiyon
tipt (Greiner bio-one, ABD), Agaroz (Applichem, Almanya), Nucleic Acid Staining
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Solution-Jel Boyasi (Intron Biotechology), GeneJET RNA Purification Kit (Thermo
Scientific, USA) Abcam DNA Ladder Detection Kit (Cambridge, Ingiltere).
izopropanol (Applichem, Almanya), etanol (Kimetsan, Tiirkiye), B-mercaptoethanol,
EDTA (Applichem, Almanya), Asetik Asit (Glasiyal Asit, Merck), 6X DNA Jel
Yiikleme Boyasi (Thermo Fisher Scientific, ABD), GeneRuler 100 bp DNA Belirteci
(Thermo Fisher Scientific, ABD), Tris (Applichem, Almanya) kullanilmigtir.

3.1.3. Kullamilan Cozeltiler

Agaroz jel elektroforezi i¢in 1X Tris EDTA asetat (TAE) tamponu hazirlanmistir.
TAE tamponu 40 mM tris, 20 mM glasiyel asetik asit ve 1 mM EDTA (pH:8)

karigiminin 1 L saf su i¢erisinde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir.

Fenton karisimi 30 mM Hz0-, 50 mM askorbik asit, and 80 mM FeCl; ile distile su

igerisinde hazirlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir.

MTT (3-(4,5-Dimetyazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) ¢6zeltisi i¢in 50
ml %0.5 FBS igeren DMEM besiyerine 0.025 gr MTT ilave edilmis, MTT ¢dziinene

kadar vortex yardimiyla iyice karigtirilmistir.

40 mM HCl/izopropanol ¢ozeltisi i¢in 49.835 ml izopropanol iizerine 165.5 ul HCl

ilave edilmistir.

Seyreltme soliisyonu hazirlamak i¢in 4.4 ml %3 SDS i¢ine 22 ml 40 mM HCI

eklenmistir.

3.1.4. Kullanilan Hiicre Hatlar

MCF-7 meme kanseri hiicreleri Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisiinden,
MDA-MB-231 hiicreleri Bogazi¢i Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

laboratuvarindan temin edilmistir.
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3.1.5. Hiicreler icin Kullamlan Kimyasal Madde ve Besiyerleri

DMEM besiyeri (Gibco ™ high glucose, fisher scientific, USA), L-glutamin (Gibco,
200 mM, USA), human insiilin solution (Santa Cruz Biotechnology, USA), non-
essential amino acid (Gibco ™ MEM 100X, USA), dimetilsiilfoksit (DMSO for cell
culture, PAN biotech, Almanya), fosfat buffer saline (PBS, Gibco lifesciences, 10X,
USA), tripan mavisi Gibco ™ trypan blue solution, 0.4%, USA), izopropanol
(Applichem, Almanya), etanol (Kimetsan, Tirkiye), tripsin-EDTA, Mitomycin C
(Sigma aldrich, Almanya), Fetal Bovine Serum (qualified, heat inactivated, Thermo
Fisher, USA), Trypsin-EDTA (0.25%, biological industries, Israel), MTT (Thermo
Fisher, USA), Penicillin-Streptomycin (10,000 U/MI, Thermo Fisher, USA), Sodium
Dodecyl Sulfate (Thermo Scientific, USA).

3.1.6. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cihazlar ve EKipmanlar

Laminar kabin, (Bilser, Tiirkiye), CO2 inkiibatorii (Nuaire, USA), Otoklav (Niive,
Tiirkiye), Buzdolab1 (Samsung, Giiney Kore), Santrifiij (Hettich Universal 320 R,
USA), Ters mikroskop (inverted microscope, Leica DMil, Almanya), etiiv (Niive,
Tiirkiye) cihazlari kullanilmistir. Hemositometre (Thomalam, Marienfeld, 0,1 mm,
Neubauer-improved, Almanya) hiicre sayim islemi igin kullanilmistir. 6 kuyucuklu
hiicre petrileri, 96-kuyucuklu hiicre petrileri, 75 cm? hiicre biiyiitme kaplar1 (flask),
100x20 mm petri kaplari, 10 ml serolojik pipetler, 0,22 pm siringa filtreleri, hiicre
kaziyici, 10-25 cc siringalar, kriyotiipler Sigma-Aldrich’den satin  alinmistir
(SigmaAldrich, USA).
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3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Ekstraktlar1 Hazirlanisi

Bitki ekstraktlar1 Konya Selguk Universitesi Biyoloji béliimiinde Dog. Dr. Gékhan
Zengin tarafindan hazirlanmistir. Bitkilerin toprakiistii parcalar1 golgede yaklasik 10
giin bekletilerek oda sicaklifinda kurutulmustur. Daha sonra 6rnekler laboratuvar
degirmeni kullanilarak ufalanarak toz haline getirilmistir. Metanol (MeOH) ve etil
asetat (EA) ekstraktlari, 5 gram bitki numunesinin 100 ml kendi ¢oziiciilerinde
(metanol ve etilasetat) gece boyunca maserasyon yontemi (islatarak yumusatma;
soguk inflizyon yontemi) ile bekletilmesiyle hazirlanmistir. Ekstraktlar, daha sonra
filtrelenmis ve doéner bir buharlastirict kullanilarak 40°C’de vakumda konsantre
edilmistir. Su ekstraktlar1 geleneksel inflizyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir.
Infiizyon, 5 gram bitki materyalinin 100 ml kaynar suda demlenmesiyle
hazirlanmistir. Elde edilen karigimlar filtre edilmis ve liyofilizatér yardimiyla

Kurutulmustur.
3.2.2. Bitki Ekstraktlar1 Fenolik I¢erik Tayini

Bitki ekstraktlar1 fenolik icerik tayini Pavol Jozef Safarik Universitesi Kosice,
Kosice, Slovakya’da hizmetici alim yapilarak gerceklestirilmistir. S1ivi kromatografi,
Dionex Ultimate 3000RS UHPLC sistemi (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak
yapilmistir. Numuneler, bir Thermo Accucore C18 (100 mm x 2.1 mm) kolonunda
ayristirilmistir. Kolon sicakligi 25°C'ye ayarlanmistir. UHPLC sistemi, elektrosprey
iyonizasyon kaynagi ile donatilmis bir Thermo Q Eksaktif Orbitrap kiitle
spektrofotometresine (Thermo Scientific, ABD) birlestirilmistir. Verilerin toplanmasi
ve analizinde Thermo Scientific Xcalibur 4.0 ve TraceFinder 3.1 yazilimlar1 (Thermo
Scientific, ABD) kullanilmistir. Tablolarda, standartlar tarafindan dogrulanan
bilesikler isaretlenmistir. Her durumda, bilesiklerin tanimlanmasi i¢in tam molekiiler
kiitle, izotopik diizen, karakteristik fragman iyonlar1 ve alikonma siiresi (retention

time) kullanilmistir.
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3.2.3. DNA Koruma Aktivite Analizi

Metanol, etilasetat ve su igerisinde hazirlanan bitki ekstraktlarindan 10 mg/ml stok
¢Ozeltisi hazirlamak i¢in metanol ve etilasetat ekstraktlari metanolde ¢Oziilmiis, su
ekstraktlar1 su igerisinde ¢Oziilmiistiir. Ekstraktlar milipor filtreden gegirildikten
sonra steril edilmistir. Daha sonra bu stok ¢ozeltisinden alinarak konsantrasyon
miktarlarina gore seyreltmeler yapilmistir. DNA koruma aktivite analizi i¢in E.coli
susundan elde edilen pUC19 plazmit DNA (pDNA) kullanilmistir. Plazmit eldesi igin
1:1000 oraninda (100 mg/ml stoktan alinan) ampisilin antibiyotigi i¢ceren 5 ml LB
broth besiyerinde E.coli bakterisi bir gece 180 rpm 37°C’de bilyiitiilmistiir.
Antibiyotik se¢ilimi sayesinde ortamda elde edilen pUC19 plazmitlerinin izolasyonu
Thermo Scientific Genejet Plasmid Miniprep Kit kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bakteri pelletleri 250 pl resiispansiyon c¢ozeltisi kullanilarak siispanse edilmistir.
Daha sonra 250 pl lizis soliisyonu eklenmistir. 350 pl nétralizasyon soliisyonu ilave
edildikten sonra 12 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust fazdaki soliisyon
GeneJET toplama tiipiine alindiktan sonra 1 dakika siireyle 12 000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Toplama tiipiindeki siv1 atildiktan sonra 500 pl etanol iceren yikama
soliisyonu ilave edilmis ve 1 dakika siireyle 12 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Ust
fazdaki soliisyon atildiktan sonra toplama tiipli tekrar filtre tiipiine yerlestirilmis ve
yikama asamasi tekrar edilmistir. Daha sonra toplama tiipti 1,5 ml’lik ependorf
tiipiine alinmig ve daha 6nce 70°C’de 1sitilan eliisyon buffer ilave edilmistir. 2 dakika
oda sicakliginda DNA’larin inkiibasyonu saglandiktan sonra 12 000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilmistir. DNA’larin saflik ve kaliteleri spektrofotometrede (Thermo Sci.
Multiskan go, Finlandiya) 260/280 nm dalga boyunda oOl¢iilmiistiir. Elde edilen
DNA’lar analizler igin kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza edilmistir. DNA
koruma aktivitesi analizi icin DNA’da hasara sebep olan oksidatif madde olarak
Fenton karisimi kullanilmistir. Fenton karisimi, 30 mM H202, 50 mM askorbik asit,
and 80 mM FeCls ile distile su igerisinde hazirlanmis olup giines 1s18indan uzak
tutmak i¢in falkon tiipii aluminyum folyo ile sarilmigtir. Reaksiyon hacmi 5 pl
Fenton karigimi, 5 pl 10 mg/ml veya 5 mg/ml bitki ekstraktlar1 ve 300 pg/ul puUC19
plazmitten olusmustur. Son hacim saf su ile 20 pl’ye tamamlanmustir. Pozitif kontrol
fenton karisimi, plazmit ve sudan olusurken negatif kontrol plazmit ve sudan

olusmustur. Reaksiyon tiipleri hazirlandiktan sonra 37°C’de 30 dakika Thermal
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Cycler 1s1 blogunda (Thermo, ABD) inkiibasyona birakilmistir. Bu sirada %0,8’lik
agaroz tartilarak 100 ml TAE buffer igerisinde mikrodalga firinda eriyerek
¢oziinmesi saglanmis, daha sonra biraz sogutulup igerisine 5 ul Redsafe (Nucleic
Acid Staining Solution) jel boyasi konulmustur. Hazirlanan jel, elektroforez tankina
dokiilmiis ve taraklar yerlestirilerek donmasi igin beklenmistir. Inkiibasyon sonunda
orneklere 6x yiiriitme soliisyonu ilave edildikten sonra %0,8’lik agaroz igeren jele
yiiklenmis ve elektroforezde 100V elektrik akimi uygulanarak DNA bantlar
ayristirilmigtir. Daha sonra jel goriintiileme sistemi Quantum ST5 (Vilber lourmat,
Fransa) kullanilarak gorlintilenmis, fotograflari c¢ekilmistir. Bant boyutlari
goriintlileme cihazindaki kantitatif metot kullanilarak analiz edilmistir. Her bir
analizin 3 biyolojik tekrar1 yapilmis olup istatistiki analizler tek yonli-ANOVA testi
kullanilarak yapilmistir ve p degeri < 0,05 ise farklilhik anlamli olarak kabul

edilmistir.
3.2.4. Kanser Hiicrelerinde Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi
3.2.4.1. Bitki ekstraktlarinin hiicre kiiltiirii icin hazirlanist

Bitki ekstraktlarinin meme kanseri hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi igin 10 mg/ml stok bitki ¢ozeltileri metanol ve etilasetat ekstraktlari igin
%0,1 DMSO igeren sulu ¢ozelti icerinde hazirlanmistir. Su ekstraktlar1 1X PBS
icerisinde hazirlanmigtir. Hazirlanan ¢6zeltiler 0,22 pm por ¢apl filtreden siringadan
gecirilerek kullanilmadan once steril edilmesi saglanmistir. Steril ekstraktlar

kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4.2. Hiicre sayumi ve hiicre ekimi

Triple negatif invazif MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri 37°C sicaklik ve %5
COz saglayan inkiibatorde %10 FBS, %1 pennicilin/streptomycin, %1 NEAA (Non-
essential Aminoacid), 0,01 mg/ml human insulin i¢ceren 1X DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagles Medium) besiyeri icerisinde ¢ogaltilmistir. Ostrojen reseptdr pozitif
MCF-7 meme kanseri hiicreleri 37°C sicaklik ve %5 CO: saglayan inkiibatdrde %10
FBS, %1 penisilin/streptomisin ve 2mM L-glutamin igeren DMEM besiyeri

icerisinde ¢ogaltilmistir. Stok kiiltlirler 75 cm? steril flasklarda, deney kiiltiirleri ise
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96-kuyucuklu ve 6-kuyucuklu hiicre petrileri ve 100x20 mm hiicre petri kaplarinda
cogaltilmigtir. Hiicre pasaji genellikle hiicreler logaritmik fazdayken (~%80
yogunlukta) gerceklestirilmistir. Hiicreler %0.25°1ik PBS ile yikandiktan sonra 2 ml
%0.25 tripsin-EDTA (1X PBS igerisinde hazirlandi) flasklara ilave edilmistir.
Yapigan hiicrelerin %0.25 tripsin-EDTA yardimiyla flask tabanindan ayrilmasi i¢in
hiicreler yaklasik 5 dakika inkiibatérde bekletilmis, ters mikroskop ile (inverted
microscope, Leica DMil, Almanya) 10X objektif altinda kontrol edilmistir.
Hiicreleri tripsinden armndirmak igin hiicre siispansiyonu karisimi 15 ml’lik falkon
tiipe almip 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve st faz aspire edilmistir. Pellet
1 ml taze besiyeri igerisinde ¢oziildiikten sonra hiicreler yeni flasklara veya deney
icin thoma lamda %0,4 tripan mavisi boyasi kullanilarak sayilip hiicre petrilerinin
uygun hacimleri dogrultusunda yeterli sayida hiicre olacak sekilde ekilmistir. Bunu
icin mililitredeki hiicre sayis1 hemositometrede hesaplandiktan sonra 96-kuyucuklu
petride 10 000 hiicre, 6-kuyucuklu petride 500 000 ve 100x20 mm petrilerde ise

2 000 000 hiicre olacak sekilde hiicre ekim islemleri gerceklestirilmistir. Hiicre pasaji
her 3 gilinde bir periyodik olarak hiicre yogunlugu ~%=80’e ulastigt zaman

gergeklestirilmistir.

3.2.4.3. MTT hiicre canlilik testi

96 kuyucuklu petrilere ekilen 10 000 hiicre, 37°C, %5 CO: ortamda logaritmik faza
ulasana kadar yaklasik 24 saat inkiibe edilmistir. Logaritmik fazdaki hiicreler taclh fig
ve gazelboynuzu bitki ekstraktlarinin MeOH, EA ve sulu ekstraktlarinin farklh
konsantrasyonlari ile (62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1 mg/ml) 24,
48 ve 72 saat muamele edilerek inkiibatore kaldirilmistir. Kontrol hiicreleri %0,1
DMSO igeren su ¢dzeltisiyle muamele edilmislerdir. Inkiibasyondan sonra besiyeri
aspire edilmistir. Her petriye, 0,5 pg/ul MTT ve %0,5 FBS iceren besiyeri
konulmustur. Petriler inkiibatérde 4 saat siire ile 151k almayacak sekilde inkiibe
edilmistir. 4 saat sonra petrilerdeki MTT igeren besiyeri aspire edilmistir. Her petriye
%3 SDS eklenip 5 dakika calkalayicida karistirilmistir. Sonra 40 mM
HCl/izopropanol konulup 15 dakika calkalayicida karistirilmistir. Pipetleme islemi

yapilarak formazon kristallerinin ¢6ziilmesi saglanmis, homojenize edilmistir. %3

54



SDS + 40 mM HCl/izopropanol seyreltme soliisyonu ilave edildikten sonra 6rnekler
spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda absorbans degeri belirlemek igin
Ol¢tilmiistiir [163].

3.2.4.4. Hiicreler icin inhibitor ekstrakt konsantrasyonlarinin (ICs) belirlenmesi

MTT testiyle elde edilen absorbans degerleri GraphPad Prism 7.04 programinda
analiz edilerek bitki ekstraktlarinin meme kanseri hiicreleri icin ICso degerleri
(hiicrelerin ~ %50’sini  6ldiiren  ekstrakt  konsantrasyonu) belirlendi.  ICso
konsantrasyonu, kanser hiicreleri i¢in potansiyel ila¢ aday1r olabilecek maddelerin
biyolojik proseslerdeki fonksiyonunu molekiiler seviyede belirlemek i¢in oldukca
onemli bir degerdir. Calismanin in vitro molekiiler analiz kisminda ekstraktlarin

secilen en diisiik konsantrasyonlari kullanilmistir.
3.2.4.5. Apoptotik, otofajik ve telomeraz gen ifade analizleri

Total RNA izolasyonu igin 200x20 mm polistren petrilere ekilen 2 000 000 hiicre,
ekstraktlarin segilen en diisiik ICso degerleriyle belirli saat siireyle muamelesi sonrasi
toplanmis ve kuru hiicre pelleti izolasyon basamagi i¢in -80°C derin dondurucuda 15
giinii gecmeyecek sekilde muhafaza edilmistir. Kontrol hiicreleri %0,1 DMSO iceren

su ¢ozeltisiyle muamele edilmislerdir.
3.2.4.5.1. Hiicreden total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific, USA)

kullanilarak gerceklestirilmistir. Izolasyon islem basamaklar1 sirasiyla gdsterilmistir;

1. 1 ml Lizis buffer icerisine 20 pl 14,2 M B-merkaptoetanol ilave edilmesiyle
hiicre patlatma soliisyonu (lizis) hazirlanmistir. Bu soliisyondan 600 ul kullanilarak

pelletler pipetleme yapilarak siispanse edilmistir.

2. 360 pl %96’lik etanol ilave edilmis ve yavasga pipetleme yapilmistir.
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3. Cozeltinin tamami GeneJET RNA toplama tiipiine aktarilmis ve oda
sicakliginda 15 000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

4, Santrifiij sonrasi toplama tiipiine gecen sivi atildiktan sonra 700 pl etanol
iceren yikama soliisyonu 1 ilave edilmis ve 15 000 x g’de 1 dakika santrifiij

edilmistir.

5. Santrifiij sonrasi toplama tiipiine gecen sivi atildiktan sonra 600 pl etanol
iceren yikama soliisyonu 2 ilave edilmis ve 15 000 x g’de 1 dakika santrifiij

edilmistir.

6. Santriflij sonrasi toplama tiipline gegen sivi atildiktan sonra 250 pl daha
etanol iceren yikama soliisyonu 2 ilave edilmis ve 15 000 x g’de 1 dakika santrifiij

edilmistir.

7. Santrifiij sonrasi1 toplama tiipli atilmis ve RNA igeren filtreli tiip yeni 1,5

ml’lik ependorf tiipe yerlestirilmistir.

8. Filtre tiipinde bulunan RNA 100 pl niikleaz igermeyen su igerisinde 15 000 x
g’de 2 dakika santrifiij edilerek akitilmistir.

9. Elde edilen RNA orneklerinin saflik ve kalite durumunu 6l¢mek amaciyla
spektrofotometre (Thermo Sci. Multiskan go, Finlandiya) cihazi kullanilarak 260/280

nm dalga boyundaki absorbans degerlerine bakilmistir.

10. Son olarak %1’lik agaroz jel elektroforezinde de RNA bantlarinin
kalitesinden emin olunmustur. Agaroz jel elektroforezi hazirlamak i¢in 100 ml TAE
buffer i¢erisinde 1 gr agaroz ¢oziilmiistiir. Daha sonra igerisine 5 ul Redsafe (Nucleic
Acid Staining Solution) jel boyasi ilave edilmis ve donmasi i¢in beklenmistir. RNA
bantlar1 Quantum STS (Vilber lourmat, Fransa) marka jel goriintiileme sistemi

kullanilarak goriintiilenmistir.
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3.2.4.5.2. DNaz muamelesi

RNA izolasyonu sonrast RNA’lar DNaz ile muamele edilmis ve bdylece DNA
bulaskani uzaklastirilmistir. Bunun i¢in DNase 1 (Thermo scientific, USA) kit
kullanilmistir. Kullanilan soliisyon ve miktarlar Tablo 3.1.’de gdsterilmistir. DNaz
icin  kullanilacak miktarlar RNA  Orneklerinin  konsantrasyonlarina — gore
hesaplanmistir. 10X MgCl. tampon soliisyonu, RNA ve Dnaz 1 enzimi ilave
edildikten sonra reaksiyon son hacmi 10 ul’ye tamamlanmis ve Thermalcycler
(Thermo) cihazinda 37°C’de 30 dakika inkiilbe edilmistir. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra reaksiyon tiiplerine 1 ul 50 mM EDTA ilave edilip

Thermalcycler’da 65°C’de 10 dakika inkiibasyon saglanmistir.

Tablo 3.1. DNaz reaksiyon bilesenleri ve miktarlart

RNA lug

10x MgCl, iceren reaksiyon tamponu 1ul

Dnaz | 1ul (21U)

Niikleaz icermeyen su Son hacim 10 pl' ye tamamlandi.
50 mM EDTA 1ul

3.2.4.5.3. Komplementer DNA sentezi

DNaz muamelesi sonrasi temizlenen RNA Ornekleri, iScript cDNA synthesis kit
(BIO-RAD, ABD) kiti kullanilarak, kitte bulunan revers transkriptaz enzimi
yardimiyla komplementer DNA’ya donistiiriilmistiir. Reaksiyon miktarlar1 Tablo
3.2.’de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Komplementer DNA sentezi bilesenleri

Komplementer DNA sentezi bilesenleri _

5x iScript Reaksiyon Karisimi 4 pl

iScript Ters Transkriptaz Enzimi 1l

RNA 2 ug

Nukleaz icermeyen su Reaksiyon son hacmi 20 ul' ye
tamamlandi.

Reaksiyon sirastyla 5x iScript Reaksiyon Karisimi, RNA, iScript Ters Transkriptaz
enzimi konulduktan sonra su ile 20 pl’ye tamamlanmistir. Daha sonra 5 dakika
25°C’de, 20 dakika 46°C’de ve 1 dakika 95°C sicaklikta thermalcycler’da reaksiyon
inkiibe edilmis ve cDNA eldesi saglanmigtir. DNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -20

°C’de saklanmustir.
3.2.4.5.4. Polimeraz zincir (PZR) reaksiyonu

Apoptotik, otofajik ve telomeraz (Bax, Bcl-2, Beclin-1, LC3-11 ve TERT-1) aktivitesi
gen ifade analizlerinde kullanilan primer ciftlerine en uygun baglanma sicakliginin
belirlenmesi i¢in her bir primer c¢iftine cDNA'lar kullanilarak sicaklik gradiyenti
yontemiyle klasik PZR yapilmistir. PZR’da kullanilan bilesen ve miktarlar1 Tablo
3.4.’te verilmis, PZR reksiyon kosullar1 ve sicakliklari ise Tablo 3.3.’te verilmistir.
PZR reaksiyonu thermal cycler cihazinda gerceklestirilmis olup akabinde PZR
tirtinleri %1°lik agaroz jel elektroforezinde 110 Voltta 45 dakika yiiriitiilmiis ve jel
goriintiileme cihazinda (Quantum ST5) bantlar goriintiilenmistir. PZR reaksiyon
sonrasi uygun bant olusturan {iriinler gen ifade analizlerinin tespiti i¢in bir sonraki
analiz olan ger¢ek zamanli PZR reaksiyonunda kullanilmistir. Primer c¢iftleri i¢in

optimize edilen baglanma sicakliklar1 Tablo 3.5.’te gosterilmistir.
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Tablo 3.3. PZR reaksiyon kosullar: ve sicakiiklar:

Reaksiyon Sicaklik Stire Déngii Sayist
admlar

Baslangig 95°C 5 dakika 1
denatiirasyonu

Denatiirasyon 95°C 1 dakika

Primer baglanmasi | 55-58°C 1 dakika 35

Uzama 72°C 1 dakika

Son uzama 72°C 7 dakika 1

Tablo 3.4. PZR reaksiyonu i¢in gereken bilesen ve miktarlart

Reaksiyon icin gerekli bilesenler

1 PZR tiipii icin gerekli miktar

10X tag buffer 2 ul
dNTP karigmmi 2 ul
MgClL 3ul
Ileri primer 1l
Gert primer 1 ul
Tag DNA Polimeraz 0,5 ul
Kalip cDNA 100 ng

Niikleaz icermeyen su

Son hacim suile 20 ul’ye tamamlandi.

3.2.4.5.5. Gergek zamanl PZR analizi

Klasik PZR yontemiyle kalip DNA’larin primer ¢iftlerine baglanma sicakliklari

optimize edildikten sonra gen ifade analizlerinin tespiti i¢in ger¢ek zamanli PZR

yapilmistir.
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. PZR reaksiyonu icin kullanilan primerler ve baglanma sicakliklar

Primer | Primer ydnii Primer dizisi Primer Optimize
EL] (5’->3’) uzunlugu edilen
(bg) baglanma
sicakhg
Forward CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG 21 57 S57:C
Reverse CCAGCCCATGATGGTTCTGAT 21 52
Forward GGTGGGGTCATGTGTGTGG 19 63 575C
Reverse CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 22 54
Forward GGCTGAGAGACTGGATCAGG 20 60 57:C
Reverse CTGCGTCTGGGCATAACG 18 61
Forward GAGAAGCAGCTTCCTGTTCTGG 22 54 57:C
Reverse GTGTCCGTTCACCAACAGGAAG 22 54
11498 Forward GGATGAAGCGGAGTCTGGA 19 55 57°C
Reverse CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA 20 58
Forward GGACTGACCTGCCGTCTAG 19 63 57:€
Reverse TAGCCCAGGATGCCCTTGAG 20 60

Ger¢ek zamanli PZR reaksiyonu i¢in her bir deney asamasi ii¢ tekrar olarak
gerceklestirilmis olup ayrica ti¢ biyolojik tekrar olarak calisilmistir. Reaksiyon i¢in
kullanilan bilesenler ve sicaklik sartlar1 Tablo 3.6. ve Tablo 3.7.’de verilmistir. Syber
green i¢in 530 nm dalga boyunda okuma yapilacak olup erime egrisi analizi, ¢ogalan
gen bolgesinin dogru yerde cogalip cogalmadigini anlamak igin yapilmistir.
Reaksiyon, Real time PCR (Rotor-Gene® SYBR® Green PCR Qiagen, Almanya)
cihazinin 65°C ile 95°C arasinda her bir 0,5°C’lik artista floresan sinyalleriyle okuma

yapmastyla gerceklestirilmistir [164].
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Tablo 3.6. Es zamanli PZR icin kullanilan maddeler ve miktariar

Supermix (Syber green) 10 pl

ileri Primer 1 pl

Geri Primer 1l

Kalip cDNA 100 ng

Nikleaz icermeyen su Son hacim su ile 20 pl’'ye tamamlandi.

Tablo 3.7. Es zamanli PZR reaksiyonu sartlart

Program Sicaklik Dongii Sayisi Tepkime siiresi
Baslangi¢ 95 °C - 1 300 sn
Denaturasyonu
Denatlirasyon 95 °C - 10 sn
Birlesme 57 °C - 40 20sn
Uzama 72°C tek 10 sn
1. Erime 95 °C - 1 5sn
2. Erime 65 °C surekli 1 60 sn
3. Erime 97°C surekli 1 -
Sogutma 4°C - 1 10 sn

Es zamanli PZR reaksiyonunda karsilagtirmali olarak gen ifade analizlerinin
yapilmas1 i¢in referans gene ihtiyag vardir. Referans gen, reaksiyon igerisinde
kontrol gorevinde olan hedef genden farkli sekans dizilerine sahip olan genlerdir. Bu
calismada referans gen olarak  “human GAPDH” kullanilmistir. Gen ifade
analizlerinin karsilastirmali analizleri 22T hesaplama metodu kullanilarak analiz
edilmis ve ifade seviyeleri hesaplanmistir [165].

Her bir analizin 3 biyolojik tekrari yapilmis olup istatistiki analizler tek yonli-
ANOVA testi kullanilarak yapilmistir ve P degeri < 0,05 ise farklilik anlamli olarak
kabul edilmistir.
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3.2.4.6. DNA fragmentasyon analizi ile apoptozun belirlenmesi

DNA fragmentasyon analizi yalnizca MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine
uygulanmistir. MCF-7 hiicrelerinde kaspaz aktivitesinden bagimsiz olarak apoptoz
uyarildiglr i¢in bu hiicrelerde apoptotoz belirteci olarak fragmentasyon analizi

kullanilmamustir.

2 000 000 MDA-MB-231 hiicresi gazelboynuzu EA ve tach fig su ekstraktlarinin en
diisiik ICso konsantrasyonlariyla muamele edilmislerdir. Kontrol hiicreleri %0,1
DMSO igeren su ¢ozeltisiyle muamele edilmislerdir. Hiicre toplama islemi hiicre 1X
PBS ile yikama asamasindan sonra hiicre kaziyici ile kaldirilarak gerceklestirilmistir.
Alinan kuru hiicre pelleti kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. DNA
fragmentasyon analizi Abcam DNA Ladder Detection Kit DNA izolasyonu
protokoliiyle gerceklestirilmistir.

izolasyon islem adimlari asagidaki gibi gdsterilmistir;

1. 35 pl TE lizis buffer ile hiicreler hafifce pipetlenerek hiicre patlatma islemi
gerceklestirilmistir.

2. 5 pl Enzim A soliisyonu ilave edilmis, hafifce vorteks yapildiktan sonra
37°C’de 10 dakika Thermal Cycler 1s1 blogunda (Thermo, ABD) inkiibasyona

birakilmstir.

3. Inkiibasyondan sonra 5 ul Enzim B hiicre tiiplerine konulmus ve gece boyu

50°C’de Thermal Cycler 1s1 blogunda (Thermo, ABD) inkiibe edilmistir.

4. Daha sonra 5 pl amonyum asetat ¢ozeltisi ilave edildikten sonra pipetleme
yapilarak iyice karistirilmigtir. 50 pl soguk izopropanol eklenip -20°C’de 10
dakika bekletilmistir.

5. Karigim 12 000 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiijlenerek DNAnin

¢okmesi saglanmistir.
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6. Santrifiij sonrasi1 iist faz atilmis ve DNA pelleti 0,5 ml %70 etanol ile
yikanmistir. Etanol uzaklastirildiktan sonra pellet kurumasi igin oda

sicakliginda bekletilmistir.

7. Daha sonra kuruyan pellet, 50 ul DNA ¢oziicii buffer igerisinde ¢oziilmiistiir.

8. DNA Kkalitesi ve konsantrasyonu 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Thermo Sci. Multiskan go, Finlandiya) 6l¢tilmistiir.

2 pg DNA 0Ornegi, 6X yiriitme soliisyonu ve su iceren yaklasik 24 pl karisim
%1,2°lik agaroz jel elektroforezinde 75 volt elektrik akiminda 2 saat siireyle

yiirlitilmistiir ve DNA ayristirilmistir.

DNA bantlar1 jel goriintileme sistemi Quantum ST5 (Vilber lourmat, Fransa)

kullanilarak goriintiilenmis, fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.4.7. Hiicre gogii testi

Pasaj sonras1 6 kuyucuklu petrilere ekilen 500 000 MDA-MB-231 ve MCF-7 meme
kanseri hiicreleri ekimden 24 saat sonra yaklasik %90 yogunluga geldikten sonra 1X
PBS ile yikanmistir. 200 pl steril pipet ucu yardimiyla petri merkez tepe noktasindan
tek c¢izikle yara acgilmasi saglanmistir. Daha sonra ekstraktlarin en diisiikk ICsg
konsantrasyonlariyla muamele edilmis, proliferasyonu 6nlemek i¢in Mitomycin C
antibiyotigi iceren besiyerlerinde 12, 24 ve 48 saat boyunca 37°C sicaklik ve %5 CO:
saglayan inkiibatorde inkiibe edilmistir. Yara kapanma durumu 4X objektif altinda
ters mikroskopta (inverted microscope, Leica DMil, Almanya) takip edilerek
fotograflari ¢ekilmistir. Analizler liglii grup tekrar1 ve ii¢ farkli biyolojik tekrar olarak
yapilmis olup veriler tek yonli-ANOVA test kullanilarak istatistiksel olarak analiz

edilmistir ve sonug grafikleri ¢izilmistir.
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3.3. istatistiksel Analizler

Tiim deneyler ii¢ tekrar olarak gerceklestirilmistir. Istatistiksel hesaplamalar igin
Minitab 17 programi kullanilmis ve tiim karsilastirmalar tek yonlii ANOVA testi
kullanilarak belirlenmistir. P < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. DNA Koruma Aktivitesi

Ekstraktlarin  DNA koruma aktivitesi Ozelligi, DNA’ya kars1 oksidatif etki
mekanizmasi ile hasar veren ROS tiirlerinden biri olan H20: (Hidrojen Peroksit)
iceren Fenton karigimi ile belirlenmistir. Lotus corniculatus L. ve Coronilla varia
EA, MeOH ve su ckstraktlarina ait DNA koruma aktiviteleri 5 mg/ml ve 10 mg/ml
konsantrasyonlardaki yiizde grafikleri ve agaroz jel elektroforezi Sekil 4.1. ve 4.2.’de
gosterilmistir. Negatif kontrol yalnizca plazmit igeritken pozitif kontrol fenton
karisimi ve plazmitten olugsmaktadir. Reaksiyon 6rnekleri ise 5 mg/ml ve 10 mg/ml
ekstrakt miktarlari ile fenton karigimi ve plazmit igeren tiiplerde hazirlanmistir. Son
hacim su ile 20 ul’ye tamamlanmistir ve inkiibasyon siiresi sonunda plazmit
DNA’larin durumu %0,8’lik agaroz jel elektroforezinde analiz edilmistir. Deneyler
lic biyolojik tekrarda yapilmis olup istatistiki analizler tek yonli-ANOVA test

kullanilarak analiz edilmis ve grafikleri ¢izilmistir.
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4.1.1. Lotus corniculatus L. Ekstraktlar1 DNA Koruma Testi Sonuclari

Sonuglara gore Sekil 4.1.’de goriildiigii gibi ii¢ ekstraktin da DNA koruma etkisi
gosterdigi gorlilmiis, en fazla koruma aktivitesi yaklasik %45 koruma etkisi olarak su
ekstraktinda belirlenmistir. MeOH ve EA ekstraktlarinin ise yaklasik %25 koruma
aktivitesi oldugu gorilmistiir. Ekstraktlarin DNA koruma aktivite oOzellikleri
ekstraktlar icerisindeki fenolik igeriklerden kaynaklidir. Igerik sonuglari detayl

olarak Boliim 4.6.”da verilmistir.
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Sekil 4.1. Lotus EA, MeOH ve su ekstraktlarinin pUC19 plazmit DNA’sin1
fenton karisimina karsi koruma aktivitesi

4.1.2. Coronilla varia Ekstraktlart DNA Koruma Testi Sonuclari

Sekil 4.2.’de gortldigi gibi Coronilla bitkisinin MeOH ve su ekstraktlar1 fenton
karisimina karsi plazmit DNA’sin1 pargalanmaktan korumus ve belirgin DNA
bantlar1 olugturmustur. Buna gore su ekstrakti, %50’den fazla bir koruma etkisi ile en
yiiksek koruma aktivitesi gosteren ekstrakt olmustur. Su ekstraktindan sonra ise
MeOH ekstraktinin yaklasik %40 yiizdelik bir DNA koruma aktivitesine sahip
oldugu goriilmiistiir. EA ekstraktinda ise pozitif kontrole gore ¢ok az bir koruma

aktivitesi tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. Coronilla EA, MeOH ve su ekstraktlariin pUC19 plazmit DNA’sin1
fenton karisimina karsi koruma aktivitesi

4.2. Bitki Ekstraktlarimin Kanser Hiicreleri Uzerindeki Canhihginin MTT
Testi ile Belirlenmesi

Bu kisimda bitki ekstraktlarinin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri
tizerindeki toksisitesi, mitokondriyel dehidrogenaz enzimi indirgenmesiyle canli
hiicrelerin formazon kristaller olusturmasi ile mor renk almasi prensibine dayanan

kolorimetrik bir 6lgtim olan MTT hiicre canlilik testi ile belirlenmistir.

96 kuyucuklu petrilere ekilen hiicrelerin ¢cogalmasinin ardindan ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlari ile (62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml ve 1 mg/ml) 24,
48 ve 72 saat muamele edilerek sitotoksik aktiviteleri MTT testiyle belirlenmistir.
Ekstraktlarla muamele edilen hiicrelerin yilizde canliliklar1 Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.°te

gosterilmistir. Kontrol hiicreleri %0,1 DMSO igeren ¢6zeltide muamele edilmistir.
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4.2.1. Bitki Ekstraktlarmin MDA-MB-231 Hiicreleri Canlihigina Etkisi

Sekil 4.3.°te gorildigl gibi her iki bitki ekstraktinin da MDA-MB-231 hiicreleri

tizerinde sitotoksik etkisinin doza ve zamana bagli olarak var oldugu tespit edilmistir.

Coronilla bitkisinde en fazla etki EA ekstraktinda hem doz hem de zamana bagh
olarak goriilmiistiir. Daha sonra MeOH ekstraktinda ve ardindan da su ekstraktinda

toksik etki varlig1 tespit edilmistir.

Lotus bitkisinde MDA-MB-231 hiicreleri tizerindeki toksisitenin de en fazla EA
ekstraktinda, ozellikle 72. saatte goriildiigli belirlenmistir. Boylece bu ekstraktin doza
degil zamana bagli olarak MDA-MB-231 hiicre proliferasyonunu onledigi tespit
edilmistir. Diisiik konsantrasyon kanser hiicrelerinde ilag inhibitor olarak minimum
toksisitede maksimum etki saglamasi acisindan olduk¢a onemlidir. EA ekstraktinin
ardindan MeOH ekstraktinin MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde doza ve zamana bagh
olarak toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Ancak, su ekstraktinin yalnizca 1000
ng/ml konsantrasyonuna 72 saat maruz kalmasiyla MDA-MB-231 hiicre canliliginin

azaldig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. MDA-MB-231 hiicresi canlilik testi sonucu

4.2.2. Bitki Ekstraktlarimmn MCF-7 Hiicreleri Canhihigina Etkisi

Sekil 4.4.’te de goriildiigi gibi Coronilla ve Lotus bitki ekstraktlarinin MCF-7 hiicre
proliferasyonu (hiicre ¢ogalmasi, canlilig1) tizerine etkisi MTT testiyle ylizde olarak
belirlenmistir. Buna gore her iki bitki i¢in de en fazla etkinin sirasiyla EA ve MeOH
ekstraktlarinda hem doza hem de zamana bagli olarak gergeklestigi belirlenmistir.
Hem Coronilla hem de Lotus bitkilerinde su ekstraktlarinda sitotoksik etki ¢ok az
goriilmiis olup hiicre canlilifinin 24 saatten itibaren yaklasik 9%60-80 arasinda

degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.
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C. MCF-7 24.saat L. MCF-7 24.saat
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Sekil 4.4. MCF-7 hiicresi canlilik testi sonucu

4.2.3. Lotus corniculatus L. Ekstraktlar1 MDA-MB-231 Hiicrelerindeki
Inhibitor Konsantrasyonlarimin (ICso) Belirlenmesi

MTT hiicre canlilik testi sonucu elde edilen veriler kullanilarak GraphPad Prism 7.04

programi  yardimiyla  ekstraktlarm  meme kanseri hiicrelerindeki  1Cso

konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Lotus ekstraktlarinin MDA-MB-231 hiicrelerinin

%50’sini dldiiren konsantrasyon degerleri (ICso) ve logaritmik tabanda analiz sonucu

EK 1°de gosterilmistir.

Sonuglara bakildiginda Lotus EA ekstraktinin 72. saat muamelesinin MDA-MB-231
hiicreleri iizerindeki en diisiik ICso 161,7 pg/ml olarak belirlenmis olup en diisiik
inhibitdr konsantrasyon oldugu icin analizlerde bu konsantrasyon degeri
kullanilmistir. Lotus MeOH ekstrakti i¢in en diisiik inhibitor konsantrasyon ise 442.,9

ng/ml olarak 48.saat muamele siiresinde yakalanmistir. Hiicrelerdeki biyolojik
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proseslerin ortaya c¢ikarilmasi igin, analizlerde toksik olmayan bu etkili inhibitor

degerleri kullanilmaistir.

MTT testi sonucunda MDA-MB-231 hiicrelerinin Lotus su ekstrakti ile muamelesi

sonrast canlilig1 yaridan fazla oldugu i¢in hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon

hesaplanamamugtir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin Lotus EA ve MeOH ekstraktlarinin segilen en diisiik
inhibitor konsantrasyonlarla muamele edilmesi sonrasi ters mikroskop altinda 10X
objektif altindaki goriintiileri Sekil 4.5.te gosterilmistir. Kontrol hiicreleri %0,1
DMSO igeren su ¢ozeltisiyle muamele edilmistir. EA ve MeOH ekstraktlarinin hiicre

proliferasyonlarini azalttiklar1 hiicre morfolojilerinde goriilmektedir.

KONTROL %0.1 DMSO

MDA-MB-231 L.EA 72 saat muamele 161,7 pg/ml MDA-MB-231 L.MeOH 48 saat muamele 442,9 pg/ml

L.EA MDA-MB-231 72.saat
L.MeOH MDA-MB-231 48.saat

@
o
1

150~
E "
'S 60- - &
S 3 1C50=161.7 pg/mi g 1C50=442.9 pg/ml
8 ° H 100+ iz
0

- >
[ T 504
£ 204 . £
S ° S
3 x >

15 20 25 3.0 35 1.5 2.0 25 3.0 35

muamele

Sekil 4.5. MDA-MB-231 hiicreleri Lotus (L.) EA ve MeOH ekstraktlarinin 1Csg
konsantrasyonlar1 ile muamelesi sonrasi ters mikroskop altindaki
hiicre morfolojileri
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4.2.4. Coronilla varia Ekstraktlart MDA-MB-231 Hiicrelerindeki Inhibitor
Konsantrasyonlarmin (ICs0) Belirlenmesi

Coronilla  ekstraktlarinin ~ MDA-MB-231  hiicrelerinin ~ %50’sini  6ldiiren
konsantrasyon degerleri EK 2’de gosterilmistir. Sonuglara bakildiginda, Coronilla
EA ekstraktinin MDA-MB-231 hiicreleri i¢in sonraki analizlerde kullanilacak olan
inhibitor konsantrasyonu 386,4 pg/ml olarak, MeOH ekstraktinin 597,7 pg/ml ve su
ekstraktinin 824,1 pg/ml olarak belirlenmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinin Coronilla
EA, MeOH ve su ekstraktlarinin secilen en diisiik ICso degerleri ile muamele sonrast
ters mikroskop altinda 10X objektif altindaki goriintiileri Sekil 4.6.’da gdsterilmistir.
Kontrol hiicreleri %0.1 DMSO igeren su ¢ozeltisiyle muamele edilmistir. EA, MeOH
ve su ekstraktlarin hiicre proliferasyonlarini inhibe ettikleri hiicre morfolojilerinde

goriilmektedir.

KONTROL % 0.1 DMSO

MDA-MB-231 C.EA 48 saat muamele 386,4 pg/ml MDA-MB-231 C.MeOH 48 saat muamele 597,7 pg/ml MDA-MB-231 C.SU 72 saat muamele 824,1 pg/ml

C.EA MDA-MB-231 48.saat

C.MeOH MDA-MB-231 48.saat C.SU MDA-MB-231 72.saat
o= 150- = 150
T . @
g w H %
s g ©
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Sekil 4.6. MDA-MB-231 hiicreleri Coronilla (C.) EA, MeOH ve su ekstraktlarinin
ICs0 konsantrasyonlari ile muamelesi sonrasi ters mikroskop altindaki hiicre
morfolojileri
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4.2.5. Lotus corniculatus L. Ekstraktlart MCF-7 Hiicrelerindeki Inhibitor
Konsantrasyonlarinin (ICso) Belirlenmesi

Lotus ekstraktlarinin MCF-7 hiicrelerinin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon degerleri
EK 3’de gosterilmistir. Lotus EA ve MeOH ekstraktlarinin MCF-7 meme kanseri
hiicreleri tizerindeki segilen ICso konsantrasyonlar1 Sekil 4.7.’de gosterilmistir. Buna
gore EA ekstrakt1 i¢in elde edilen ICso degeri 245,8 pg/ml, MeOH ekstrat1 i¢in 589,4
ug/ml olarak belirlenmistir. Su ekstrakti i¢in ICso konsantrasyonu, hiicre canliligi

%350’ye diismedigi i¢in elde edilememistir.

MCEF-7 hiicrelerinin Lotus (L.) ekstraktlarinin belirlenen en diisiik inhibitor
konsantrasyonlartyla muamele edilmesi sonrasi 10X objektifte ters mikroskop
altindaki gorintiileri Sekil 4.7.°de gosterilmistir. EA ve MeOH ekstraktlariyla
muamele sonrasi hiicre ¢cogalmalarinda azalma tespit edilmis, 6zellikle EA ekstrakti
muamelesi sonrast hiicre canliligindaki azalma hiicre morfolojisinde agikca

gorilmistir.
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KONTROL %0.1 DMSO

MCF-7 L.EA 72 saat muamele 245,8 pg/ml MCF-7 L.MeOH 72 saat muamele 589,4 pg/ml
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Sekil 4.7. MCF-7 hiicreleri Lotus (L.) EA ve MeOH ekstraktlarinin 1Csg
konsantrasyonlar1 ile muamelesi sonrasi ters mikroskop altindaki hiicre
morfolojileri
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4.2.6. Coronilla varia Ekstraktlam MCF-7 Hiicrelerindeki Inhibitor
Konsantrasyonlarinin (ICso) Belirlenmesi

Coronilla ekstraktlar1 MCF-7 hiicreleri iizerindeki ICso konsantrasyonlart EK 4’te

goruldiigi gibi belirlenmistir.

MCF-7 hiicrelerinde, Coronilla EA ekstraktinin elde edilen en disik ICsg
konsantrasyonu 72 saat muamele sonrasi 371 ug/ml olarak belirlenirken MeOH
ekstraktinin 48 saat muamele sonras1 817 pg/ml olarak belirlenmistir. Sekil 4.8.’de
MCF-7 hiicrelerinin EA ve MeOH ekstraktlarinin inhibitér konsantrasyonlariyla
muamele edilmesi sonras1 10X objektif altinda ters mikroskop altindaki goriintiileri
gosterilmistir. Hiicre morfolojilerine bakildiginda EA ve MeOH ekstraktlarinin hiicre
¢ogalmasimi inhibe ettikleri goriilmektedir. Su ekstrakti i¢in ICsp konsantrasyonu

belirlenememistir.
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KONTROL %0.1 DMSO

MCF-7 C.EA 72 saat muamele 371 pg/ml MCF-7 C.MeOH 48 saat muamele 817 pg/ml
C.EA MCF-7 72.saat C.MeOH MCF-7 48.saat
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Sekil 4.8. MCF-7 hiicreleri Coronilla (C.) EA ve MeOH ekstraktlarinin ICsp
konsantrasyonlar1 ile muamelesi sonrasi ters mikroskop altindaki hiicre
morfolojileri
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4.3. Gen ifade Analizi Sonuglar

Sitotoksik aktivitenin molekiiler seviyede incelenmesi icin bir 6nceki kisimda
belirlenen ekstraktlarin hiicreler lizerindeki inhibitér konsantrasyonlar1 kullanilmastir.
Buna gore bu ICso konsantrasyonlar1 ile muamele edilen kanser hiicreleri RNA
izolasyonu igin “materyal-yontem” kisminda anlatildig1 gibi toplanmistir. RNA’lar
komplementer DNA’lara donistiiriildiikten sonra ger¢cek zamanli PZR analizi Real
time PCR (Rotor-Gene® SYBR® Green PCR Qiagen, Almanya) cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gen ifade sonuglar1 22T hesaplama metodu kullanilarak

asagidaki gibi hesaplanmistir. Referans gen olarak “human GAPDH ” kullanilmustir.
ACT = CTémek — CTreferans Ve
AACT = ACT ekstraktla muamele edilmis ornek —ACTxontrol

Bitki ekstraktlarinin mRNA seviyesinde apoptotik, otofajik ve telomeraz aktivitesi

gen ifadelerinin tespiti i¢in ger¢ek zamanli PZR metodu kullanilmustir.

4.3.1. Lotus corniculatus L. Ekstraktlart MDA-MB-231Hiicrelerindeki
Apoptoz, Otofaji ve Telomeraz Gen ifade Sonuclar

Lotus EA ekstraktinin 161,7 ng/ml konsantrasyonu, MeOH ekstraktinin 442,9 ng/ml
konsantrasyonu ile MDA-MB-231 hiicreleri muamele edildikten sonra Bax (pro-
apoptotik), Bcl-2 (anti-apoptotik), LC3-Il (otofaji indiikleyici), Beclin-1 (otofaji
indiikleyici) ve TERT-1 (telomeraz aktive edici) gen ifade degisimleri Sekil 4.9.’da

verilmistir.
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Sekil 4.9. MDA-MB-231 hiicreleri Lotus EA ve MeOH ekstraktlari ile muamele edilmesi
sonrasi apoptotik, otofajik ve telomeraz genlerinin ifade seviyeleri

Sonuglara bakildiginda, MDA-MB-231 hiicrelerinin Lotus EA ekstraktiyla muamele
edilmesi sonrast Bax pro-apoptotik (apoptoz baslatict efektdr) geninin Kkontrol
hiicrelerine gore arttigi gortiilmiistiir. Bcl-2 anti-apoptotik gen ifadesinin ise azaldigi
goriilmiistiir. Buna gore, lotus EA ekstraktiyla muamele sonrast MDA-MB-231
hiicrelerinde apoptoz mekanizmasi ile programli hiicre o6liimiiniin baglamis
olabilecegi diigiiniilmistiir. Ayrica Beclin-1 gen ifadesinde kontrole gore hicbir gen
ifadesi degisimi goriilmezken, LC3-Il gen ifadesinde anlamli bir azalma tespit
edilmistir. Otofaji gen ifadelerindeki bu sonuglarin, Bcl-2 anti-apoptotik geni ile
iligkili olabilecegi yargisina varilmistir. Ciinkii, Bcl-2 geni apoptoz ile otofaji
arasinda capraz etkilesim saglayarak apoptoz uyarildiginda otofaji mekanizmasini
baskilayabilir. LC3-11 gen ifadesindeki diisiis de Bcl-2 gen seviyesinin disiisiiyle
aciklanabilir. Son olarak MDA-MB-231 hiicrelerinin Lotus EA ekstraktiyla muamele
edilmesi sonrast TERT-1 telomeraz gen ifadesinin kontrol hiicrelerine gore arttig

gOriilmiistiir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin Lotus MeOH ekstraktiyla muamele edilmesi sonras1 Bax
ve Bcl-2 gen ifade seviyelerinin azaldigi goriilmistiir. Beclin-1 gen ifade seviyesinde
hicbir degisim gozlenmezken, LC3-I1 gen ifadesinde kontrole gére anlamli olmayan
bir azalma tespit edilmistir. TERT-1 geninde ise anlamli bir azalma tespit edilmis,
boylece telomeraz gen ifadesinin MDA-MB-231 hiicrelerinin MeOH ekstrakt1 ile

muamelesi sonras1 baskilandig: ortaya ¢ikarilmstir.
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4.3.2. Coronilla varia Ekstraktlar1t MDA-MB-231 Hiicrelerindeki
Apoptoz, Otofaji ve Telomeraz Gen Ifade Sonuclar:

MDA-MB-231 hiicreleri logaritmik biiylime fazina ulastiktan sonra Coronilla
bitkisinin 386,4 pug/ml EA, 597,7 ug/ml MeOH ve 824,1 pg/ml su ckstraktlari ile

muamele edilmis ve gen ifade seviyeleri Sekil 4.10.”da goriildiigii gibi incelenmistir.
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Sekil 4.10. MDA-MB-231 hiicreleri Coronilla EA, MeOH ve su ekstraktlari
ile muamele edilmesi sonrasi apoptotik, otofajik ve telomeraz
genlerinin ifade seviyeleri

Sonuglar degerlendirildiginde, EA ekstrakti ile muamele sonrast MDA-MB-231
hiicrelerinde Bax ve Bcl-2 genleri ifade seviyelerinde azalma goriilmistiir. Ayrica
Beclin-1 gen ifade seviyesinde anlamli bir degisim gozlenmezken LC3-Il geninde
kontrole gore neredeyse 15 katlik bir artis oldugu tespit edilmistir. Apoptotik ve
otofajik gen ifadelerindeki bu beklenmedik sonuglar, Coronilla EA ekstraktindaki
fenolik iceriklerin sinerjistik olmayan, birbirlerinin aktivitelerini etkileyen
maddelerden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. TERT-1 geninde ise kontrole gore
azalma oldugu tespit edilmis ve buna gére MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin
Coronilla EA ekstrakti ile muamele edilmesi sonrasi telomeraz gen aktivitesinin

baskilandig1 goriilmiistiir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin Coronilla MeOH ekstrakti ile muamele edilmesi sonrasi
Bax geni ifadesi azalirken Bcl-2 anti-apoptotik geni ifadesi artmistir. Bu sonug,

MeOH ekstraktinin MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde apoptoz mekanizmasina sebep
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olmadigini agikga gostermistir. Beclin-1 gen ifadesinde ise azalma goriiliirken LC3-11
geninin ifade seviyesinde kontrole gore yaklasik 6 katlik bir artis oldugu tespit
edilmistir. LC3-Il genindeki bu artis sebebinin otofaji ekspresyonunu indiikleyen
Bcl-2 geni artis1 oldugu sonucuna varilmistir. TERT-1 geni ifadesinde ise yaklasik 3

katlik bir artig gdzlemlenmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin Coronilla su ekstraktiyla muamele edilmesi sonras1 Bax
geni ifadesinde artis ve Bcl-2 geninde ise azalma oldugu tespit edilmistir. Boylece
Coronilla su ekstraktt muamelesi sonrasi MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptoz
baglamis olabilecegi anlasilmistir. Otofaji gen ifade diizeylerine bakildiginda, Beclin-
1 gen ifadesinde azalma goriiliirken LC3-11 geninin ifade diizeyi kontrole gore ¢ok az
artmistir. TERT-1 gen ifade seviyesinin ise baskilanmadigi, artis gosterdigi tespit

edilmistir.

4.3.3. Lotus corniculatus L. Ekstraktlart MCF-7 Hiicrelerindeki
Apoptoz, Otofaji ve Telomeraz Gen Ifade Sonuclari

MCF-7 hiicrelerinin Lotus EA ekstraktinin 245,8 ng/ml ve MeOH ekstraktinin 589,4
ug/ml konsantrasyonlari ile muamele edilmesi sonrasi gen ifade diizeylerindeki

degisim Sekil 4.11.’de verilmistir.
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Sekil 4.11. MCF-7 hiicreleri Lotus EA ve MeOH ekstraktlar1 ile muamele
edilmesi sonrasi apoptotik, otofajik ve telomeraz genlerinin ifade
seviyeleri

Sonuglara gore Lotus EA ekstrakti ile muamele sonrast MCF-7 hiicrelerinde Bax geni
ifadesi diiserken, apoptozu 6nleyen Bcl-2 geni ifadesinde yaklagik olarak 10 katlik
bir artis oldugu belirlenmistir. Buna gére MCF-7 hiicrelerinin EA ekstrakti
muamelesi sonrasi programli hiicre 6liim modunun apoptoz olmadig: diisiiniilmiistiir.
Ciinkii Bcl-2 genindeki artisa bagli olarak, otofajik genler arasinda hem Beclin-1 hem
de LC3-1l geninin ifade seviyesinde anlamli oldugu diisiiniilen sirasiyla yaklagik 3
kat ve 7 katlik bir artis oldugu goriilmiistiir. Boylece hiicre 6lim modunun otofaji
olabilecegi diistiniilmiistiir. TERT-1 geninin ifadesinin ise baskilanmadigi, kontrole

gore artis gosterdigi gorilmiustiir.

MFC-7 hiicreleri Lotus bitkisinin MeOH ekstrakti ile muamele edildikten sonra Bax
geni ifade seviyesi diiserken Bcl-2 geninin ifade diizeyinde ise ¢ok az bir artig
goriilmiistiir. Beclin-1 geninin ise ifade seviyesi diiserken LC3-11 geninin ifade
seviyesi artmistir. TERT-1 geninin ifade seviyesinde ise yaklasik 9 katlik belirgin bir

artis tespit edilmistir.
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4.3.4. Coronilla varia Ekstraktlart MCF-7 Hiicrelerindeki Apoptoz, Otofaji
ve Telomeraz Gen ifade Sonuclar

MCEF-7 hiicrelerinin Coronilla EA ve MeOH ekstraktlarinin sirasiyla 371 ug/ml ve
817 ug/ml konsantrasyonlarla muamelesi sonrasi Bax, Bcl-2, Beclin-1, LC3-11 ve

TERT-1 gen ifade seviyeleri Sekil 4.12.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. MCEF-7 hiicreleri Coronilla EA ve MeOH ekstraktlart ile
muamele edilmesi sonrasi apoptotik, otofajik ve telomeraz
genlerinin ifade seviyeleri

Sonuglar degerlendirildiginde, MCF-7 hiicrelerinin Coronilla EA ekstrakti ile
muamelesi sonras1 Bax geninin ifade seviyesinin arttigi Bcl-2 geninde ise belirgin bir
azalma gozlenmistir. Boylece MRNA seviyesinde apoptotik yolla programli hiicre
Oliimiiniin baglamis olabilecegi belirlenmistir. Beclin-1 ve LC3-I1 otofaji genlerinde
ise beklenmedik bir artis oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstraktlariin fenolik
igeriklerinin apoptoz ve otofaji arasinda capraz etkilesime (crosstalk mechanism)
sebep oldugu tahmin edilmektedir. TERT-1 geninin ise ifadesinin baskilanmadigi,

kontrole gore arttig1 goriilmiistiir.

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin Coronilla bitkisinin MeOH ekstrakt1 ile
muamelesi sonrasi Bax ve Bcl-2 genleri ifade diizeylerinin arttigi belirlenmistir.
Ayrica Beclin-1 ve LC3-I1 gen ifadelerinde ise azalma goriilmiis, 6zellikle Beclin-1
geninde belirgin azalma goriilmiistiir. TERT-1 geni ifadesinin ise kontrol hiicrelerine
gore azalmaya basladigi, telomeraz gen aktivitesinin cok az baskilandigi tespit

edilmistir.
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4.4. DNA Fragmentasyon Analizi Sonug¢lari

Apoptotik gen ifade analizleri sonrasinda apoptoz mekanizmasina sebep olan Bax ve
Bcl-2 genleri ifade durumlarina gore meme kanseri hiicrelerinde apoptoz
gerceklestirdigi  distiniilen ekstraktlar segilerek DNA fragmentasyon analizi
yapilmistir. BOylece apoptoz, en kesin biyokimyasal belirteglerinden biri olan

apoptotik DNA kirilim yontemiyle kesin bir sekilde tespit edilmistir.

4.4.1. Lotus corniculatus L. EA Ekstraktit MDA-MB-231 Hiicresi Fragmentasyon
Analizi Sonucu

Lotus EA ekstraktt muamelesi sonrast MDA-MB-231 hiicrelerinde Bax pro-apoptotik
geninin ifade seviyesinin arttigi, Bcl-2 gen ifadesinin azaldigi gorilmistiir.
Sonrasinda EA ekstraktinin 161,7 pg/ml konsantrasyonu ile 72 saat boyunca
muamele edilen hiicreler toplandiktan sonra Abcam DNA Ladder Detection Kit
(Cambridge, Ingiltere) kullanilarak DNA fragmentasyon analizi gerceklestirilmistir.
Daha sonra 2 pg DNA ornekleri %1,2°lik agaroz jel elektroforezinde 75 volt elektrik

akimi kullanilarak ayristirilmig ve DNA bantlar1 goriintiilenmistir.
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Sekil 4.13. Lotus EA ekstrakti muamelesi sonrasit MDA-MB-231 hiicreleri
apoptotik DNA fragment analizi

Sekil 4.13.’te goriildiigii gibi EA ekstrakti ile muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde apoptozun biyokimyasal belirteci olan DNA merdivensi (DNA ladder)
goriintiisii elde edilmis, DNA fragmentlerine ayrilarak apoptoz gerceklesmistir (M;
DNA belirteci, kon; kontrol). Kontrol hiicreleri %0,1 DMSO ile muamele edilmistir.

4.4.2. Coronilla varia Su Ekstraktt MDA-MB-231 Hiicresi Fragmentasyon
Analizi Sonucu

Coronilla su ekstrakti muamelesi sonrasi MDA-MB-231 hiicrelerinde bir 6nceki
kisimda goriildiigii gibi Bax pro-apoptotik geninin ifade seviyesi artmis, Bcl-2 gen
ifadesi azalmigtir. Su ekstraktinin 824,1 ug/ml konsantrasyonu ile 72 saat boyunca
muamele edilen hiicreler kullanilarak apoptoz dogrulanmasi icin DNA

fragmentasyon analizi yapilmistir.
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Sekil 4.14. Coronilla su ekstrakti muamelesi sonrast MDA-MB-231
hiicreleri apoptotik DNA fragment analizi

Sekil 4.14.’te MDA-MB-231 hiicreleri Coronilla su ekstrakti muamelesi sonrasi
agaroz jel elektroforezindeki DNA fragment analizi gosterilmistir (M; DNA belirteci,
kon; kontrol). Bir 6nceki sonuglarda goriildiigii gibi Bax geni ifade seviyesinin artis
ve Bcl-2 anti-apoptotik geni ifade diizeyinin azalmis olmasina ragmen su ekstrakti
muamelesi sonrast MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptotik DNA fragmentlerine
ayrilmamstir. Fragment analizinde goriilen bu beklenmedik sonucun Coronilla su
ekstraktinda bulunan icerikler arasindaki etkilesimden kaynaklanmis olabilecegi

sonucuna varilmistir.

4.5. Hiicre Gocii Analizi Sonuclar

Meme kanseri hiicreleri metastatik aktivitesi en yliksek kanser tiirleri arasina
girmektedir. Bu sebepten kemoterapi ilact potansiyelinde olabilecegini
diistindiigiimiiz Coronilla ve Lotus bitki ekstraktlarinin MDA-MB-231 ve MCF-7
meme kanseri hiicrelerindeki anti-metastatik aktivitesini incelemek amaciyla hiicre

gocii testi yapilmistir.
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4.5.1. Lotus corniculatus L. Ekstraktlart MDA-MB-231 Hiicreleri Hiicre
Gocii Analizi Sonuclar1 ve Ters Mikroskop Goriintiileri

Hiicre yogunlugu %90’a ulastiktan sonra MDA-MB-231 hiicrelerine steril pipet ucu
yardimiyla yara agilmis, sonrasinda lotus EA ve MeOH ekstraktlariin ICsp
konsantrasyonlariyla, sirasiyla 161,7 pg/ml  ve 4429 pg/ml ile muamele
edilmiglerdir. Hiicre morfolojileri ve yara kapanma durumu 0. saatten baslamak
tizere 12, 24 ve 48 saat boyunca ters mikroskopta 4X objektifte (inverted

microscope, Leica DMil, Almanya) takip edilmis, fotograflar1 ¢cekilmistir.
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Sekil 4.15. Lotus EA ve MeOH ekstraktlariyla muamele edilen MDA-MB-231

hiicre morfolojileri ve yara kapanma yiizdeleri




Sekil 4.15.te Lotus EA ve MeOH ekstraktlariyla muamele edilen metastatik
aktivitesi yiikksek ve invazif MDA-MB-231 hiicre morfolojileri ve yara kapanma
yiizdeleri verilmistir. Kontrol hiicreleri %0,1 DMSO ile muamele edilmistir. Hiicre
proliferasyonunu Onlemek ig¢in besiyerlerine Mitomycin C (10 pg/ml) ilave

edilmistir. * p < 0,05 olarak anlamli kabul edilmistir.

Sonuglara bakildiginda EA ve MeOH ekstraktlariyla muamele edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde kontrole gére yaranin kapanmadig goriilmiistiir. Ozellikle 12. saatten
sonraki zaman diliminde kontrol hiicrelerinde metastatik aktivite devam ederek yara
kapanirken, ekstraktlarla muamele edilen hiicreler anti-proliferatif etkiyle metastatik

aktiviteyi baskilamistir.

4.5.2. Coronilla varia Ekstraktlart MDA-MB-231 Hiicreleri Hiicre Gocii
Analizi Sonuc¢lar1 ve Ters Mikroskop Goriintiileri

MDA-MB-231 hiicreleri logaritmik ¢ogalma yogunluguna ulastiktan sonra (%90
yogunlukta) steril pipet ucu ile yaralandirilmistir. Daha sonra Coronilla EA, MeOH
ve su ekstraktlarinin sirasiyla 386,4 pg/ml, 597,7 pug/ml ve 824,1 pg/ml
konsantrasyonlariyla muamele edilmislerdir. Yara kapanma durumu ve hiicre
morfolojileri 0. saatten baglanmak iizere 12, 24 ve 48 saat boyunca takip edilerek ters
mikroskop 4X objektif (inverted microscope, Leica DMil, Almanya) altinda
fotograflart ¢ekilmistir. Sekil 4.16.”daki hiicre morfolojilerinde goriildiigii gibi EA ve
MeOH ekstraktlart MDA-MB-231 hiicreleri {izerinde anti-metastatik aktivite
gostermigtir. 48. saate gelindiginde EA ve MeOH ekstraktlariyla muamele edilen
hiicrelerde yara acikligi %50’deyken su ekstraktiyla muamele edilen hiicrelerdeki

yara agikliginin neredeyse tamaminin kapandigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.16. Coronilla EA, MeOH ve su ekstraktlariyla muamele edilen

MDA-MB-231 hiicre morfolojileri ve yara kapanma yiizdeleri




Sekil 4.16.’da Coronilla EA, MeOH ve su ekstraktlariyla muamele edilen metastatik
aktivitesi yiikksek ve invazif MDA-MB-231 hiicre morfolojileri ve yara kapanma
yiizdeleri verilmistir. Kontrol hiicreleri %0,1 DMSO ile muamele edilmistir. Hiicre
proliferasyonunu Onlemek igin besiyerlerine Mitomycin C (10 pg/ml) ilave

edilmistir. * p < 0,05 olarak anlamli kabul edilmistir.

4.5.3. Lotus corniculatus Ekstraktlar1 MCF-7 Hiicreleri Hiicre Gocii Analizi
Sonuclar1 ve Ters Mikroskop Goriintiileri

%90 yogunluga ulasan MCF-7 hiicreleri pipet ucuyla yaralandirildiktan sonra Lotus
EA ve MeOH ekstraktlarinin  swrasiyla 245,8 pg/ml ve 589,4 ug/ml
konsantrasyonlariyla 0, 12, 24 48 saat boyunca muamele edilmislerdir. Hiicre
morfolojileri, bu zaman araliklarinda ters mikroskop 4X objektif (inverted

microscope, Leica DMil, Almanya) altinda analiz edilmis, fotograflar1 ¢cekilmistir.

Sonuglara bakildiginda, EA ve MeOH ekstraktlariyla muamele edilmis MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde  metastatik  aktivitesi baskilanmistir.  Kontrol
hiicrelerindeki bosluk 48 saate dogru tamamen kapanirken, ekstraktlarla muamele
edilen hiicrelerde hiicre gdogiiniin baskilandigi gozlemlenmistir. Ozellikle EA

ekstraktiyla muamele edilmis hiicrelerde yara agikligi neredeyse hi¢ kapanmamustir.
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Sekil 4.17. Lotus EA ve MeOH ekstraktlariyla muamele edilen MCF-7
hiicre morfolojileri ve yara kapanma yiizdeleri
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Sekil 4.17.°de Lotus EA ve MeOH ekstraktlariyla muamele edilen MCF-7 hiicre
morfolojileri ve yara kapanma yiizdeleri verilmistir. Kontrol hiicreleri %0,1 DMSO
ile muamele edilmistir. Hiicre proliferasyonunu O6nlemek i¢in besiyerlerine

Mitomycin C (10 ug/ml) ilave edilmistir. * p < 0,05 olarak anlamli kabul edilmistir.

4.5.4. Coronilla varia Ekstraktlart MCF-7 Hiicreleri Hiicre Gocii Analizi
Sonugclari ve Ters Mikroskop Goriintiileri

MCEF-7 hiicreleri logaritmik biiylime fazina ulastiktan sonra yaralandirilmistir. Daha

sonra Coronilla EA ve MeOH ekstraktlarinin sirasiyla 371 ug/ml ve 817 pg/ml

konsantrasyonlariyla 0, 12, 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmislerdir. Hiicre

morfolojileri ve sonuglar ters mikroskopta 4X objektifte (inverted microscope, Leica

DMil, Almanya) analiz edilmis fotograflar1 ¢cekilmistir.

Sonuglara gore her iki ekstrakt da MCF-7 hiicrelerinde yaranin agik kalmasina sebep

olmus, boylece MCF-7 kanser hiicre dizinin metastatik aktivitesini inhibe etmistir.
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Sekil 4.18. Coronilla EA ve MeOH ekstraktlariyla muamele edilen MCF-7
hiicre morfolojileri ve yara kapanma yiizdeleri



Sekil 4.18.’de Coronilla EA ve MeOH ekstraktlariyla muamele edilen MCF-7 hiicre
morfolojileri ve yara kapanma yiizdeleri verilmistir. Kontrol hiicreleri %0,1 DMSO
ile muamele edilmistir. Hiicre proliferasyonunu O6nlemek igin besiyerlerine

Mitomycin C (10 ug/ml) ilave edilmistir. * p < 0,05 olarak anlamli kabul edilmistir.
4.6. Lotus corniculatus ve Coronilla varia Ekstraktlar1 Fenolik icerikleri

Baklagil ailesine ait Coronilla ve Lotus bitki ekstraktlarinin DNA koruma aktiviteleri
ve meme kanseri hiicreleri lizerindeki sitotoksik ve anti-metastatik etkileri, bitkiler
icerisindeki  ilag  hammaddelerinde de  bulunan  fenolik  igeriklerden
kaynaklanmaktadir. Igerik analizleri Tablo 4.1., 4.2, 4.3., 4.4., 4.5. ve 4.6.’da detayh

olarak gosterilmistir.

Buna gore Lotus etil asetat (EA) ekstraktinda dominant olan ve diger ekstraktlarda
saptanmayan igerigin linoleamid oldugu belirlenmistir. En fazla igerik MeOH
ekstraktinda tanimlanmis olup totalde 76 tane belirlenmistir. Oleik asit tlirevleri
genel olarak EA ve MeOH ekstraktlarinda yogun olarak belirlenmistir. 4-O-(4-
Coumaroyl)quinic acid, gossypetin-O-pentoside, geraldol (3'-Methoxy-3,4',7-
trihydroxyflavone), isorhamnetin (3'-Methoxy-3,4',5,7-tetrahydroxyflavone),
kaempferol-O-coumaroylhexoside-O-deoxyhexoside isomer 2 ve linoleic acid
yalnizca MeOH ekstraktinda tanimlanan fenolik icerikler olup su ve EA ekstraktinda
varligi saptanmamistir. Su ekstraktinda ise MeOH ve EA ekstraktlarindan farkl
olarak riboflavin saptanmig olup kuersetin ve tiirevleri bakimindan da zengin igerige

sahip oldugu tespit edilmistir.

Coronilla bitkisi ekstraktlarinda her t¢iinde de dominant olan fenolik igerikler
apigenin ve kuersetin tiirevleridir. Yalmz MeOH ekstraktinda bulunan metabolik
igerikler ise 7-hydroxycoumarin (Umbelliferone), tetrahydroxy(iso)flavanone-C-
hexoside isomer 2, quercetin-O-pentosyldeoxyhexosylhexoside, quercetin-3-O-
glucuronide, rutin (quercetin-3-O-rutinoside) ve quercetin-O-pentoside isomer 2’dir.
Yalniz su ektraktinda bulunan spesifik igerikler ise citric acid, pantothenic acid,
riboflavin, naringenin-C-hexoside isomer 2 ve noscapine (Narcotine) olarak

belirlenmistir.
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Tablo 4.1. L. corniculatus etil asetat (EA) ekstraktimin kimyasal icerik profili

No. isim Formiil Rt [M+H]" [M-HJ
1 Uralenneoside CioH140s 10,03 285,06105
2 Gossypetin-3-O-galactoside CaiHx0013 18,48 479,08257
3 Gossytrin (Gossypetin-3-O-glucoside) CaHx0013 18,91 479,08257
4 Kaempferol-O-deoxyhexosylhexoside-O-deoxyhexoside isomer 1 CasHaoO19 19,14 739,20856
5 Kaempferol-O-deoxyhexosylhexoside-O-deoxyhexoside isomer 2 CasHaO19 19,44 739,20856
6 Kaempferol-3-O-[xylosyl-(1—2)-galactoside]-7-O-rhamnoside ~ Ca2H010 20,64 725,19291
7 Quercetin-3-O-rhamnoside-7-O-glucoside Ca7Ha001s 20,91 609,14557
8 Quercetin-O-deoxyhexoside-O-hexoside Ca7Ha001s 21,19 609,14557
9 Verbascoside CooH3015 21,95 623,19760
10 Kaempferol-3-O-rhamnoside-7-O-glucoside CaHyO1s 22,13 593,15065
11 corniculatusin-3-O-galactoside C2H22013 22,25 493,09822
12 comiculatusin-3-O-glucoside C2oH22013 22,45 493,09822
13 Hyperoside (Quercetin-3-O-galactoside, Hyperin) CaHx01, 22,62 463,08765
14 Quercetin-3,7-O-dirhamnoside CorHa0015 22,71 593,15065
15 |soquercitrin (Hirsutrin, Quercetin-3-O-glucoside) CanH20O1 22,84 463,08765
16 Gossypetin (2',3,3'5,7,8-Hexahydroxyflavone) CisH10s 23,26 317,02975
17 Quercetin-O-pentoside CooH1g011 23,43 433,07709
18 sexangularetin-3-O-glucoside C22H2201, 23,50 477,10330
19 Kaempferol-7-O-glucoside CaH001 24,07 447,09274
20 Kaempferitrin (Kaempferol-3,7-di-O-rhamnoside) CarH30O010 24,26 577,15573
21 Quercitrin (Quercetin-3-O-rhamnoside) CatHaOn 24,40 449,10839
22 Methoxy-tetrahydroxy(iso)flavone-di-O-deoxyhexoside CagH3,015 24,48 607,16630
23 Fisetin (3,3 4',7-Tetrahydroxyflavone) CisH100s 24,62 287,05556
24 1sorhamnetin-O-hexoside Ca2Hz2012 24,66 477,10330
25 |sorhamnetin-3-O-glucoside Co2H2201, 24,84 477,10330
26 Methoxy-tetrahydroxy(iso)flavone-O-deoxyhexoside CaH2,0n 25,68 461,10839
21 Kaempferol-O-acetylhexoside-O-deoxyhexoside CasHz016 26,02 635,16121
28 vestitol-O-hexoside CarHzs0s 26,31 433,14986
29 Afzelin (Kaempferol-3-O-rhamnoside) C21H20010 26,35 431,09782
30 Corniculatusin (8-Methoxy-3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone) CisH120s 26,90 331,04540
31 Quercetin CisHiOr 26,91 301,03483
32 Naringenin CisH1,05 27,15 271,06065
33 Kaempferol-7-O-rhamnoside C21H20010 28,64 431,09782
34 Kaempferol (3,4',5,7-Tetrahydroxyflavone) CisH100s 29,25 285,03991
35 Apigenin (4',5,7-Trihydroxyflavone) CisH100s 29,61 269,04500
36 Dimethoxy-trihydroxy(iso)flavone Ci7H107 29,79 329,06613
37 Coumestrol CisHeOs 29,85 269,04500
38 Hispidulin (6-Methoxy-4',5,7-trihydroxyflavone) CieH120s 30,12 299,05557
39 vestitol (2',7-Dihydroxy-4'-methoxyisoflavan) CieH104 30,29 273,11269
40 Hydroxy-methoxy(iso)flavone CiH104 30,78 269,08138
Al CiHiOs 30,97 271,09704

Medicarpin (3-Hydroxy-9-methoxypterocarpan)
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Tablo 4.1.”in devami

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

Trihydroxy-trimethoxy(iso)flavone
Dihydroxy-dimethoxy(iso)flavane
Dihydroxy-trimethoxy(iso)flavone
Dihydroxy-tetramethoxy(iso)flavone
Dodecanedioic acid
Dihydroxy-methoxy(iso)flavone

Sativan (2',4'-Dimethoxy-7-hydroxyisoflavan)
Hexadecanedioic acid

Juniperic acid (16-Hydroxyhexadecanoic acid)
Linoleamide

Oleamide

CisH160s
Cy7H1505
CigH1607
Ci9H150s
Ci12H2204
Ci16H120s
Cy7H1504
Ci6H3004
Ci6H32054
CigH33NO
CigH3sNO

31,24
31,58
33,10
33,19
33,28
33,37
34,15
40,30
40,81
44,05
45,37

303,12325

375,10800

287,12834

280,26404
282,27969

359,07669

343,08178

229,14399
283,06065

285,20659
271,22732
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Tablo 4.2. L. corniculatus metanol (MeOH) ekstraktinin kimyasal icerik profili

No. isim Formil Rt [M+H]* [M-H]
1 Uralenneoside CioH140s 10,01 285,06105
2 Chlorogenic acid (3-O-Caffeoylquinic acid) CiHiOy 14,15 355,10291

3 Caffeic acid CoHgO,4 14,27 179,03444
4 Unidentified compound CuH10s 15,88 239,05556
5 Naringenin-6,8-di-C-glucoside Cz7Hs2015 16,88 595,16630
6 Quercetin-di-O-hexoside CxH3017 17,15 625,14048
7 4-O-(4-Coumaroyl)quinic acid CiHi1s0s 17,48 337,09235
8 4-Coumaric acid CoHgOs 17,70 163,03952
9 Gossypetin-3-O-galactoside CaiHx0013 18,48 479,08257
10 Gossytrin (Gossypetin-3-O-glucoside) Ca1H2013 18,92 479,08257
1 Kaempferol-O-deoxyhexosylhexoside-O-deoxyhexoside isomer 1 CssHaO1s 19,14 739,20856
12 Gossypetin-O-pentoside CaoHi1s012 19,26 449,07201
13 Kaempferol-O-hexosylhexoside-O-deoxyhexoside Cs3HaOz 19,38 755,20347
14 Kaempferol-O-deoxyhexosylhexoside-O-deoxyhexoside isomer 2 CssHaO1s 19,44 739,20856
15 Quercetin-3-O-[xylosyl-(1—2)-galactoside]-7-O-rhamnoside CaH3g020 19,71 741,18782
16 Kaempferol-3-O-[xylosyl-(1—2)-galactoside]-7-O-rhamnoside ~ Ca2H010 20,64 725,19291
17 Quercetin-3-O-rhamnoside-7-O-glucoside Ca7Hy0O16 20,91 609,14557
18 Quercetin-O-deoxyhexoside-O-hexoside Ca7Hy0016 21,19 609,14557
19 Verbascoside CaHyO1s 21,95 623,19760
20 Kaempferol-3-O-rhamnoside-7-O-glucoside CarHx01s 22,13 593,15065
21 Corniculatusin-3-O-galactoside C2H22013 22,25 493,09822
22 Corniculatusin-3-O-glucoside C2oH22015 22,46 493,09822
23 Hyperoside (Quercetin-3-O-galactoside, Hyperin) CaH20012 22,59 463,08765
24 Quercetin-3,7-O-dirhamnoside CoH30015 22,70 593,15065
25 Isoquercitrin (Hirsutrin, Quercetin-3-O-glucoside) CanHxOrp 22,87 463,08765
26 Gossypetin (2',3,3',5,7,8-Hexahydroxyflavone) CisH100s 23,28 317,02975
27 Quercetin-O-pentoside CaoHi1s0n 23,44 433,07709
28 Sexangularetin-3-O-glucoside C22H2012 23,51 477,10330
29 Quercetin-O-malonylhexoside CaaH2015 23,60 549,08805
30 Kaempferol-7-O-glucoside CaH20011 24,07 447,00274
31 Kaempferitrin (Kaempferol-3,7-di-O-rhamnoside) CorH30014 24,22 577,15573
32 Quercitrin (Quercetin-3-O-rhamnoside) CaH20u 24,40 449,10839

33 Hydroxy-methoxy(iso)flavone-O-hexoside CoH2209 24,45 431,13421

34 Methoxy-tetrahydroxy(iso)flavone-di-O-deoxyhexoside CasH3015 24,49 607,16630
35 Fisetin (3,3',4',7-Tetrahydroxyflavone) CisHiOs 24,61 287,05556

36 Isorhamnetin-O-hexoside Ca2H2012 24,68 477,10330
37 Isorhamnetin-3-O-glucoside CaoH2,01, 24,87 477,10330
38 Kaempferol-O-malonylhexoside CasH22014 25,56 533,09314
39 Methoxy-tetrahydroxy(iso)flavone-O-deoxyhexoside CaoH2,0n 25,68 461,10839
40 Kaempferol-O-acetylhexoside-O-deoxyhexoside CasHz016 26,04 635,16121
4 Vestitol-O-hexoside CoH260y 26,31 433,14986
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Tablo 4.2.’nin devami

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

Afzelin (Kaempferol-3-O-rhamnoside)

Corniculatusin (8-Methoxy-3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone)

Quercetin
Naringenin
Kaempferol-7-O-rhamnoside

Geraldol (3'-Methoxy-3,4',7-trihydroxyflavone)

Sexangularetin (8-Methoxy-3,4',5,7-tetrahydroxyflavone)

Kaempferol (3,4',5,7-Tetrahydroxyflavone)

Kaempferol-O-coumaroylhexoside-O-deoxyhexoside isomer 1

Apigenin (4',5,7-Trihydroxyflavone)

Isorhamnetin (3'-Methoxy-3,4',5,7-tetrahydroxyflavone)

Dimethoxy-trihydroxy(iso)flavone
Coumestrol
Hispidulin (6-Methoxy-4',5,7-trihydroxyflavone

Kaempferol-O-coumaroylhexoside-O-deoxyhexoside isomer 2

Vestitol (2',7-Dihydroxy-4'-methoxyisoflavan)
Dihydroxy-trimethoxy(iso)flavone isomer 1
Hydroxy-methoxy(iso)flavone

Medicarpin (3-Hydroxy-9-methoxypterocarpan)
Trihydroxy-trimethoxy(iso)flavone
Dihydroxy-dimethoxy(iso)flavane
Dihydroxy-trimethoxy(iso)flavone isomer 2
Dihydroxy-tetramethoxy(iso)flavone
Dodecanedioic acid
Dihydroxy-methoxy(iso)flavone

Sativan (2',4'-Dimethoxy-7-hydroxyisoflavan)
Soyasaponin |

Unidentified saponin 1

Unidentified saponin 2

Unidentified saponin 3

Hexadecanedioic acid

Juniperic acid (16-Hydroxyhexadecanoic acid)

a-Linolenic acid

Oleamide

Linoleic acid

)

Ca1H20010
Ci16H1208
Ci5H1007
Ci5H120s
Ca1H20010
Ci16H1206
Ci16H1207
Ci5H1006
CasH36017
Ci5H100s
Ci6H1,07
Ci7H1407
CisHgOs
Ci6H1206
CasH36017
Ci6H1604
CigH1607
Ci6H1204
Ci6H1404
CigH160s
Ci7H150s
CigH1607
Ci9H150s
Ci12H2,04
Ci6H1205
Ci7H1504
CagH75018
Ca7H76017
Ca1HesO13
CasH72016
Ci6H3004
Ci6H320s
CigHz00
CigHasNo
CigH3.0,

26,34
26,90
26,94
27,16
28,64
28,73
29,08
29,25
29,30
29,61
29,76
29,80
29,84
30,14
30,27
30,29
30,68
30,78
30,98
31,23
31,57
33,09
33,19
33,28
33,37
34,15
37,90
38,00
38,09
39,24
40,30
40,80
44,70
45,37
45,71

301,07121

269,04500

273,11269

269,08138
271,09704

303,12325

375,10800

287,12834

282,27969

431,09782
331,04540
301,03483
271,06065
431,09782

315,05048
285,03991
739,18743
269,04500
315,05048
329,06613

299,05557
739,18743

343,08178

359,07669

343,08178

229,14399
283,06065

941,51100
911,50043
765,44252
867,47422
285,20659
271,22732

277,21676

279,23241
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Tablo 4.3. L. corniculatus su ekstraktinin kimyasal icerik profili

No. Isim Formiil Rt [M+H]* [M-H]I
1 Uralenneoside Ci12H1404 9,98 285,06105
2 Chlorogenic acid (3-O-Caffeoylquinic acid) C16H1505 14,18 355,10291
3 caffeic acid CoHsO4 14,30 179,03444
4 Unidentified compound CuH1206 15,89 239,05556
5 Naringenin-6,8-di-C-glucoside C2rH3,015 16,89 595,16630
6 Quercetin-di-O-hexoside Ca7H30017 17,16 625,14048
7 4-Coumaric acid CoHsOs 17,69 163,03952
8  Riboflavin Ci17H20N406 18,57 377,14611
9 Kaempferol-O-deoxyhexosylhexoside-O-deoxyhexoside isomer 1 CaaHaoO19 19,15 739,20856
10 Kaempferol-O-hexosylhexoside-O-deoxyhexoside Ca3Ha0020 19,39 755,20347
11 Kaempferol-O-deoxyhexosylhexoside-O-deoxyhexoside isomer 2 CasHaoO1 19,45 739,20856
12 Quercetin-3-0-[xylosyl-(1—2)-galactoside]-7-O-rhamnoside CazH35020 19,68 741,18782
13 Kaempferol-3-O-[xylosyl-(1—2)-galactoside]-7-O-rhamnoside Ca2H3e019 20,65 725,19291
14" Quercetin-3-O-rhamnoside-7-O-glucoside C27H30016 20,92 609,14557
15 Quercetin-O-deoxyhexoside-O-hexoside C27H30016 21,21 609,14557
16 Kaempferol-3-O-rhamnoside-7-O-glucoside CarH30015 22,14 593,15065
17 Comiculatusin-3-O-galactoside C22H22015 22,25 493,09822
18  corniculatusin-3-O-glucoside C22H22015 22,47 493,09822
19 Hyperoside (Quercetin-3-O-galactoside, Hyperin) Ca1H2001, 22,61 463,08765
20 Quercetin-3,7-O-dirhamnoside Ca7H30015 22,71 593,15065
21 1soquercitrin (Hirsutrin, Quercetin-3-O-glucoside) CaiHaOr, 22,86 463,08765
22 Quercetin-O-pentoside Ca0H18011 23,46 433,07709
23 sexangularetin-3-O-glucoside C22H2201, 23,51 477,10330
24 Quercetin-O-malonylhexoside C2H2015 23,60 549,08805
25 Kaempferol-7-O-glucoside C21H2001 24,09 447,09274
26 Kaempferitrin (Kaempferol-3,7-di-O-rhamnoside) CarH30014 24,25 577,15573
21" Quercitrin (Quercetin-3-O-rhamnoside) Ca1H200n 24,41 449,10839
28 Hydroxy-methoxy(iso)flavone-O-hexoside Ca2H2,04 24,47 431,13421
29 Methoxy-tetrahydroxy(iso)flavone-di-O-deoxyhexoside CagH32015 24,49 607,16630
30 |sorhamnetin-O-hexoside C22H2:01. 24,69 477,10330
31 sorhamnetin-3-O-glucoside Ca2H2201 24,87 477,10330
32 Kaempferol-O-malonylhexoside CasH22014 25,56 533,09314
33 Methoxy-tetrahydroxy(iso)flavone-O-deoxyhexoside C2oH20n 25,70 461,10839
34 Vestitol-O-hexoside CazH260s 26,32 433,14986
35 Afzelin (Kaempferol-3-O-rhamnoside) Ca1H20010 26,36 431,09782
36  Corniculatusin (8-Methoxy-3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone) C16H1,0s 26,94 331,04540
37 Quercetin Ci5H1007 26,95 301,03483
38 Naringenin CisH120s 27,16 271,06065
39 Kaempferol-7-O-rhamnoside Ca1H20010 28,65 431,09782
40 CiH1207 29,08 315,05048

Sexangularetin (8-Methoxy-3,4',5,7-tetrahydroxyflavone)
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Tablo 4.3.’Un devami

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

Kaempferol (3,4',5,7-Tetrahydroxyflavone)
Apigenin (4',5,7-Trihydroxyflavone)
Dimethoxy-trihydroxy(iso)flavone

Vestitol (2',7-Dihydroxy-4'-methoxyisoflavan)
Dihydroxy-trimethoxy(iso)flavone isomer 1
Hydroxy-methoxy(iso)flavone

Medicarpin (3-Hydroxy-9-methoxypterocarpan)
Trihydroxy-trimethoxy(iso)flavone
Dihydroxy-dimethoxy(iso)flavane
Dihydroxy-trimethoxy(iso)flavone isomer 2
Dodecanedioic acid
Dihydroxy-methoxy(iso)flavone

Sativan (2',4'-Dimethoxy-7-hydroxyisoflavan)
Soyasaponin |

Unidentified saponin 1

Unidentified saponin 2

Hexadecanedioic acid

a-Linolenic acid

C1sH1006
Ci5H100s
C17H1407
Ci6H1604
C1gH1607
Ci6H1204
C16H1404
C1gH1608
Cy7H1505
C1gH1607
C12H2,04
C16H1205
C17H1504
CagH78018
Ca7H76017
C41Hes013
C16H3004
C1gH300,

29,27
29,61
29,80
30,29
30,69
30,78
30,97
31,24
31,58
33,10
33,29
33,38
34,14
37,90
38,01
38,10
40,30
44,70

273,11269

269,08138
271,09704

303,12325

287,12834

285,03991
269,04500
329,06613

343,08178

359,07669

343,08178
229,14399
283,06065

941,51100
911,50043
765,44252
285,20659
277,21676
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Tablo 4.4. C.varia etil asetat (EA) ekstraktimin kimyasal i¢erik profili

No. isim Formiil Rt [M+H]" [M-H]
1 Uralenneoside C12H140g 10,03 285,06105
2 CaH2On 14,11 449,10839

Dihydrokaempferol-6-C-glucoside

3 14,29 355,10291
Scopoletin-7-O-glucoside C16H150,
4 Naringenin-C-hexoside-O-hexoside CxHs015 15,33 595,16630
5 Coumaroylquinic acid isomer 1 CiH1g0g 16,78 337,09235
6 Tetrahydroxy(iso)flavanone-C-hexoside C,H»01 17,19  451,12404
7 Apigenin-di-C-hexoside C,7Hg015 17,88  595,16630
8 Isoorientin-O-hexoside isomer 1 CxHs01s 18,14 609,14556
9 Scopoletin (7-Hydroxy-6-methoxycoumarin) CioHgO, 18,45 193,05009
10 Isoorientin-O-hexoside isomer 2 CyH30056 18,50 609,14556
11 Vicenin-2 (Apigenin-6,8-di-C-glucoside) Co7Hg0055 18,91 593,15065
12 Coumaroylquinic acid isomer 2 CieH1s0s 19,08 337,09235
13 Naringenin-C-hexoside CyH2010 19,27  435,12913
14 Methoxy-trihydroxy(iso)flavanone-C-hexoside isomer 1 CyH2011 19,60  465,13969
15 Methoxy-trihydroxy(iso)flavanone-C-hexoside isomer 2~ CHz01 20,15 465,13969
16 Isoorientin (Homoorientin, Luteolin-6-C-glucoside) CHaOn 20,66 449,10839
17 Myricetin-3'-O-glucoside (Cannabiscitrin) CxuH0043 20,87 479,08257
18 Dihydrokaempferol (Aromadendrin) CisH120 21,83 287,05557
19 Isovitexin (Homovitexin, Apigenin-6-C-glucoside) CoHaO10 22,20 433,11348
20 Hyperoside (Hyperin, Quercetin-3-O-galactoside) CauHx01, 22,62 463,08765
21 Methoxy-trihydroxy(iso)flavone-C-hexoside CpH201 22,64  463,12404
22 Isoquercitrin (Hirsutrin, Quercetin-3-O-glucoside) C21Ha001, 22,86 463,08765
23 Methoxy-pentahydroxy(iso)flavone-O-hexoside CpH2043 23,17 493,09822
24 Quercetin-O-pentoside CyoH1g011 23,43 433,07709
25 Quercetin-O-hexoside CoHy01, 23,75 463,08765
26 Kaempferol-O-hexoside CoH011 24,07 447,09274
27 Myricetin (3,3',4',5,5', 7-Hexahydroxyflavone) CisHi0s 24,13 317,02974
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Tablo 4.4.’iin devami

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

Kaempferitrin (Kaempferol-3,7-di-O-rhamnoside)
Astragalin (Kaempferol-3-O-glucoside)
Kaempferol-O-pentoside isomer 1
Isorhamnetin-3-O-glucoside
Dimethoxy-tetrahydroxy(iso)flavone-O-hexoside
Kaempferol-O-pentoside isomer 2
Kaempferol-O-malonylhexoside
Kaempferol-O-3-Hydroxy-3-methylglutaroylhexoside
Methoxy-trihydroxy(iso)flavone-O-glucuronide
Tetrahydroxy(iso)flavone-O-acetylhexoside
Daphnoretin

Dihydroxy(iso)flavone

Quercetin (3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavone)
Naringenin (4',5,7-Trihydroxyflavanone)
Dimethoxy-tetrahydroxy(iso)flavone isomer 1
Sebacic acid

Kaempferol (3,4',5,7-Tetrahydroxyflavone)
Methoxy-trihydroxy(iso)flavone isomer 1

Cirsiliol (6,7-Dimethoxy-3',4',5-trihydroxyflavone)
Apigenin (4',5,7-Trihydroxyflavone)
Methoxy-trihydroxy(iso)flavone isomer 2
Trihydroxy-trimethoxy(iso)flavone isomer 1
Isorhamnetin (3'-Methoxy-3,4',5,7-tetrahydroxyflavone)
Pilosin (4',6-Dimethoxy-5,7,8-trihydroxyflavone)
Dimethoxy-tetrahydroxy(iso)flavone isomer 2
Liquiritigenin (4',7-Dihydroxyflavanone)
Hydroxy(iso)flavone
Hydroxy-methoxy(iso)flavone

Medicarpin (3-Hydroxy-9-methoxypterocarpan)

Trihydroxy-trimethoxy(iso)flavone isomer 2

C27H 30014

C21H2001

C20H18010

CZZH 22012

C23H 24013

C20H18010

C24H2,014

Ca7H26015

C22H20012

C23H201,

C19H 1207

C1sH1004

CisH1007

ClSH 1205

C17H 1408

C10H104

Ci5H1006

ClGH 1206

C17H 1407

CisH100s

Ci16H12056

Ci8H160s

ClGH 1207

C17H1407

C17H 1408

ClSH 1204

Cis5H1003

Ci6H1204

Ci16H1404

Ci8H160s

24,26

24,62

24,81

24,87

24,94

25,16

25,55

25,78

25,81

26,47

26,69

26,74

26,90

27,14

27,74

27,91

29,24

29,34

29,41

29,59

29,68

29,71

29,74

29,75

29,89

29,93

30,69

30,76

30,94

31,22

239,07082

269,08139

271,09704

577,15573

447,09274

417,08218

477,10330

507,11387

417,08218

533,09314

591,13500

475,08766

489,10331

351,05048

253,05009

301,03483

271,06065

345,06105

201,11268

285,03991

299,05556

329,06613

269,04500

299,05556

359,07669

315,05048

329,06613

345,06105

255,06573

359,07669
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Tablo 4.4.’iin devami

58

59

60

61

62

63

64

Pinocembrin (5,7-Dihydroxyflavanone)
Dihydroxy-methoxy(iso)flavone
Dihydroxy-trimethoxy(iso)flavone
Dihydroxy-tetramethoxy(iso)flavone
Chrysin (5,7-Dihydroxyflavone)
Dodecanedioic acid

Dimethoxy-hydroxy(iso)flavone

C15H1204

C16H1205

Ci1gH1507

Clg H 1808

C15H 1004

C12H2,0,4

C17 H 1405

32,15

32,36

33,05

33,17

33,20

33,26

35,22

345,09743

255,06573

299,09195

255,06573

283,06065

373,09235

229,14399

103



Tablo 4.5. C.varia metanol (MeOH) ekstraktimin kimyasal i¢erik profili

No. isim Formiil Rt [M+H]" [M-H]
! Uralenneoside C;oH14Os 10,00 285,06105
2 Dihydrokaempferol-6-C-glucoside CuH20; 14,11 449,10839
3 Scopoletin-7-O-glucoside CiH1s09 14,19 355,10291
4 Naringenin-C-hexoside-O-hexoside CyH3015 15,33 595,16630
5 Coumaroylquinic acid isomer 1 CieH1s0s 16,78 337,09235
6 Naringenin-6,8-di-C-glucoside CorH32045 16,87 595,16630
7 Tetrahydroxy(iso)flavanone-C-hexoside isomer 1 CaiH2201 17,21 451,12404
8 7-Hydroxycoumarin (Umbelliferone) CgHsO03 17,61 163,03952
9 Apigenin-di-C-hexoside CorHz0055 17,88  595,16630
10 Tetrahydroxy(iso)flavanone-C-hexoside isomer 2 CaH01 18,04 451,12404
11 Isoorientin-O-hexoside isomer 1 Cz7H30016 18,15 609,14556
12 Scopoletin (7-Hydroxy-6-methoxycoumarin) CioHgOs 18,44 193,05009
13 Isoorientin-O-hexoside isomer 2 Co7Hg0016 18,55 609,14556
14 Vicenin-2 (Apigenin-6,8-di-C-glucoside) Co7H30015 18,91 593,15065
15 Coumaroylquinic acid isomer 2 CieH1s0s 19,09 337,09235
16 Naringenin-C-hexoside CuH2050 19,27 435,12913
17 Methoxy-trihydroxy(iso)flavanone-C-hexoside isomer 1~ C22H24011 19,59 465,13969
18 Methoxy-trihydroxy(iso)flavanone-C-hexoside isomer 2~ C22H201 20,15  465,13969
19 Isoorientin (Homoorientin, Luteolin-6-C-glucoside) CaiHxO1 20,66 449,10839
20 Myricetin-3'-O-glucoside (Cannabiscitrin) CaH200:3 20,86 479,08257
21 Isorhamnetin-O-hexosylhexoside CagHs2017 20,90 639,15613
22 Quercetin-O-pentosyldeoxyhexosylhexoside Ca2HgsO20 21,51 741,18782
23 Dihydrokaempferol (Aromadendrin) CisH120s 21,83 287,05557
24 Isovitexin (Homovitexin, Apigenin-6-C-glucoside) CauH2010 22,22 433,11348
25 Tetrahydroxy(iso)flavone-O-glucuronide CoHig012 22,25 461,07201
26 Hyperoside (Hyperin, Quercetin-3-O-galactoside) C21Ha012 22,63 463,08765
27 Methoxy-trihydroxy(iso)flavone-C-hexoside CpH20u 22,64  463,12404
28 Quercetin-3-O-glucuronide CoHi1g013 22,66 477,06692
29 Isoquercitrin (Hirsutrin, Quercetin-3-O-glucoside) CuH00:, 22,87 463,08765
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Tablo 4.5.”in devami

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

Rutin (Quercetin-3-O-rutinoside)
Methoxy-pentahydroxy(iso)flavone-O-hexoside
Quercetin-O-pentoside isomer 1
Quercetin-O-hexoside

Kaempferol-O-hexoside

Muyricetin (3,3',4',5,5', 7-Hexahydroxyflavone)
Quercetin-O-pentoside isomer 2

Kaempferitrin (Kaempferol-3,7-di-O-rhamnoside)
Astragalin (Kaempferol-3-O-glucoside)
Kaempferol-O-pentoside isomer 1
Isorhamnetin-3-O-glucoside
Dimethoxy-tetrahydroxy(iso)flavone-O-hexoside
Kaempferol-O-pentoside isomer 2
Kaempferol-O-malonylhexoside
Kaempferol-O-3-Hydroxy-3-methylglutaroylhexoside
Methoxy-trihydroxy(iso)flavone-O-glucuronide
Tetrahydroxy(iso)flavone-O-acetylhexoside
Daphnoretin

Dihydroxy(iso)flavone

Quercetin (3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavone)
Naringenin (4',5,7-Trihydroxyflavanone)
Dimethoxy-tetrahydroxy(iso)flavone isomer 1
Sebacic acid

Kaempferol (3,4',5,7-Tetrahydroxyflavone)
Methoxy-trihydroxy(iso)flavone isomer 1
Cirsiliol (6,7-Dimethoxy-3',4',5-trihydroxyflavone)
Apigenin (4',5,7-Trihydroxyflavone)
Methoxy-trihydroxy(iso)flavone isomer 2
Trihydroxy-trimethoxy(iso)flavone isomer 1
Isorhamnetin (3'-Methoxy-3,4",5,7-tetrahydroxyflavone)
Pilosin (4',6-Dimethoxy-5,7,8-trihydroxyflavone)

Dimethoxy-tetrahydroxy(iso)flavone isomer 2

C27H30016

C22H2013

C20H18011

C21H20012

C21H2001

Ci5H100s

C20H18011

C27H 30014

C21H20011

CZOH 18010

C2H2.01,

C23H24013

C20H18010

C24H 22014

Ca7H26015

C22H20012

C23H 22012

C19H 1207

CisH1004

CisH1007

C15H 1205

C17H 1408

CioH1804

Ci5H1006

ClGH 1206

Cl7H 1407

CisH100s

Ci6H12056

Ci8H160s

ClGH 1207

C17H1407

C17H140g

22,94 611,16122

23,18

23,44

23,77

24,07

24,13

24,18

24,25

24,62

24,82

24,88

24,94

25,16

25,55

25,79

25,83

26,48

26,70

26,74

26,92

27,14

27,74

27,92

29,24

29,35

29,42

29,59

29,68

29,71

29,75

29,78

29,86

493,09822

433,07709

463,08765

447,09274

317,02974

433,07709

577,15573

447,09274

417,08218

477,10330

507,11387

417,08218

533,09314

591,13500

475,08766

489,10331

351,05048

253,05009

301,03483

271,06065

345,06105

201,11268

285,03991

299,05556

329,06613

269,04500

299,05556

359,07669

315,05048

329,06613

345,06105
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Tablo 4.5.’in devamu

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

Liquiritigenin (4',7-Dihydroxyflavanone)
Hydroxy(iso)flavone
Hydroxy-methoxy(iso)flavone

Medicarpin (3-Hydroxy-9-methoxypterocarpan)
Trihydroxy-trimethoxy(iso)flavone isomer 2
Pinocembrin (5,7-Dihydroxyflavanone)
Dihydroxy-methoxy(iso)flavone
Dihydroxy-trimethoxy(iso)flavone
Dihydroxy-tetramethoxy(iso)flavone
Chrysin (5,7-Dihydroxyflavone)
Dodecanedioic acid

Dimethoxy-hydroxy(iso)flavone

CisH1204

ClSH 1003

Ci6H1204

ClGH 1404

C18H 1608

CisH1204

Ci6H120s

ClBH 1607

CioH108

C1sH1004

ClZH 2204

C17H 1405

29,92

30,71

30,78

30,96

31,21

32,14

32,36

33,08

33,17

33,22

33,25

35,22

239,07082

269,08139

271,09704

345,09743

255,06573

299,09195

255,06573

359,07669

255,06573

283,06065

373,09235

229,14399
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Tablo 4.6. C.varia su ekstraktinin kimyasal igerik profili

No. isim Formiil Rt [M+H]* [M-H]
! Citric acid CeHsOy 1,56 191,01918
2 Pantothenic acid CoH17NOs 5,18 220,11850
3 Uralenneoside C12H140s 9,98 285,06105
4 Dihydrokaempferol-6-C-glucoside CuH»011 14,16 449,10839
5 Scopoletin-7-O-glucoside C16H1504 14,19 355,10291
6 Naringenin-C-hexoside-O-hexoside C7H3,015 15,36 595,16630
7 Coumaroylquinic acid isomer 1 C16H150s 16,79 337,09235
8 Naringenin-6,8-di-C-glucoside CxH3015 16,89 595,16630
9 Apigenin-di-C-hexoside Co7H30015 17,90 595,16630
10 Isoorientin-O-hexoside isomer 1 CxH30s 18,14 609,14556
11 Scopoletin (7-Hydroxy-6-methoxycoumarin) C10HgO4 18,45 193,05009
12 Isoorientin-O-hexoside isomer 2 CxH3001s 18,55 609,14556
13 Riboflavin Ci7H20N4Os 18,57 377,14611
14 Vicenin-2 (Apigenin-6,8-di-C-glucoside) CoH30015 18,92 593,15065
15 Coumaroylquinic acid isomer 2 C16H10s 19,09 337,09235
16 Naringenin-C-hexoside isomer 1 Cx1H2010 19,28 435,12913
17 Methoxy-trihydroxy(iso)flavanone-C-hexoside isomer 1 CjH24011 19,61 465,13969
18 Naringenin-C-hexoside isomer 2 CaH2010 19,85 435,12913
19 Methoxy-trihydroxy(iso)flavanone-C-hexoside isomer 2~ C»H»01; 20,16  465,13969
20 Noscapine (Narcotine) CxHsNO; 20,61 414,15528
21 Isoorientin (Homoorientin, Luteolin-6-C-glucoside) CuHz011 20,67 449,10839
22 Isorhamnetin-O-hexosylhexoside CaH32017 20,91 639,15613
23 Isovitexin (Homovitexin, Apigenin-6-C-glucoside) CaH2010 22,22 433,11348
24 Tetrahydroxy(iso)flavone-O-glucuronide CuHi1s01, 22,24 461,07201
25 Hyperoside (Hyperin, Quercetin-3-O-galactoside) CuHx01, 22,62 463,08765
26 Methoxy-trihydroxy(iso)flavone-C-hexoside CxH2011 22,64 463,12404
27 Isoquercitrin (Hirsutrin, Quercetin-3-O-glucoside) CuHx01, 22,87 463,08765
28 Quercetin-O-hexoside CuHx01, 23,77 463,08765
29 Kaempferol-O-hexoside CuHx»011 24,08 447,09274
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Tablo 4.6.’nin devami

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

Kaempferitrin (Kaempferol-3,7-di-O-rhamnoside)
Astragalin (Kaempferol-3-O-glucoside)
Kaempferol-O-pentoside isomer 1
Isorhamnetin-3-O-glucoside
Kaempferol-O-pentoside isomer 2

Kaempferol-O-malonylhexoside

Kaempferol-O-3-Hydroxy-3-methylglutaroylhexoside

Tetrahydroxy(iso)flavone-O-acetylhexoside
Daphnoretin

Dihydroxy(iso)flavone

Naringenin (4',5,7-Trihydroxyflavanone)
Dimethoxy-tetrahydroxy(iso)flavone

Sebacic acid

Kaempferol (3,4',5,7-Tetrahydroxyflavone)
Methoxy-trihydroxy(iso)flavone isomer 1
Cirsiliol (6,7-Dimethoxy-3',4',5-trihydroxyflavone)
Apigenin (4',5,7-Trihydroxyflavone)
Methoxy-trihydroxy(iso)flavone isomer 2
Trihydroxy-trimethoxy(iso)flavone isomer 1
Pilosin (4',6-Dimethoxy-5,7,8-trihydroxyflavone)
Liquiritigenin (4',7-Dihydroxyflavanone)
Hydroxy(iso)flavone
Hydroxy-methoxy(iso)flavone

Medicarpin (3-Hydroxy-9-methoxypterocarpan)
Trihydroxy-trimethoxy(iso)flavone isomer 2
Pinocembrin (5,7-Dihydroxyflavanone)
Dihydroxy-methoxy(iso)flavone
Dihydroxy-trimethoxy(iso)flavone
Dihydroxy-tetramethoxy(iso)flavone

Chrysin (5,7-Dihydroxyflavone)

Dodecanedioic acid

C27H30014

C21H2001

CZOH 18010

CZZH 22012

C20H18010

C24H2,014

C27H 28015

C23H 22012

C19H 1207

ClSH 1004

CisH1205

C17H1408

Ci0H1804

ClSH 1006

Ci16H12056

Ci7H1407

Ci5H100s

ClGH 1206

CiH1608

C17H1407

C15H 1204

Ci5H100s

Ci6H1204

Ci6H1404

Ci8H160s

ClSH 1204

Ci6H1205

CigH1607

Ci9H150s

ClSH 1004

C12H204

24,26

24,64

24,82

24,87

25,17

25,55

25,78

26,49

26,71

26,76

27,14

27,77

27,92

29,25

29,36

29,43

29,60

29,70

29,72

29,79

29,91

30,71

30,77

30,97

31,22

32,16

32,38

33,08

33,17

33,19

33,26

239,07082

269,08139

271,09704

345,09743

255,06573

577,15573

447,09274

417,08218

477,10330

417,08218

533,09314

591,13500

489,10331

351,05048

253,05009

271,06065

345,06105

201,11268

285,03991

299,05556

329,06613

269,04500

299,05556

359,07669

329,06613

255,06573

359,07669

255,06573

283,06065

373,09235

229,14399
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5. TARTISMA

Karsinojenez siireci, protoonkogenler de dahil olmak iizere mutasyon gibi bir dizi
olayla gerceklesir. ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) kaynakli DNA hasar
mutasyonlarin olusumuna neden olur [27]. L. corniculatus bitkisinin DNA koruma
aktivitesine bakildiginda su ekstrakti, oksidatif reaktife karsi yaklasik %50 DNA
koruyucu etki gostermistir, EA ve MeOH ekstraktlari ise yaklasik %25 olarak daha
az DNA koruma aktivitesine sahiptir. Ekstraktlarin DNA koruma aktivitesi, Lotus
corniculatus bitkisi toprak tistii kisimlarin farkli metabolik bilesiklerinin varlhigi ile
aciklanabilir. ~ Ekstraktlarda, naringenin, apigenin, kuersetin ve tiirevleri
belirlenmistir. Onceki galismalara gore, diyet (beslenme yoluyla alinan) flavonoidler
antioksidan ozelliklere bagh olarak kanserde kemopreventif etkiler gostermislerdir
[166]. Ornegin, kuersetinin yesil ¢ay ekstraktindaki H2O, ile muamele edilen Mel-
Ab hiicreleri tizerindeki hidrojen peroksitin neden oldugu oksidatif strese karsi
hiicreleri korudugu bir ¢alismada gosterilmistir [167]. Kuersetin ve tiirevlerinin,
ozellikle lipitler, proteinler ve DNA gibi farkli biyomolekiiller ile reaksiyona
girdiginde, ROS'a kars1 en giiclii antioksidan oldugu bilinmektedir [168]. Ayrica
onceki ¢alismamizda baklagil ailesinin bagka bir tiirii olan Ononis natrix subsp.
hispanica bitkisinin DNA koruma aktivitesi incelenmis olup yiiksek miktarda
kuersetin igeren su ekstraktinin DNA %78 oraninda korudugu gorilmiistiir [169].
Ayrica,  naringenin  (5,7,4-trihidroksiflavanon), de  giicli  antioksidan,
antikarsinojenik, anti-enflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal, antimutagenik,
antiaterojenik, serbest radikal temizleyici, hepatoprotektif ve antiferogenik ajan
olarak farmakolojik agidan Onemli bir baska bilesiktir. [170, 171]. Bu bilesik,
greyfurt (Citrus paradisi) ve portakal (Citrus sinensis) gibi turunggillerde bol
miktarda bulunan bir flavonoid tiiriidiir. Bir bagka calismada naringeninin DNA
hasarmi azalttigi gosterilmistir [172]. Baska bir c¢alismada, naringenin kursun
kaynakl1 oksidatif hasara kars1 antioksidan etki gosterdigini ve karaciger ve sican
bobreklerini hasardan korudugu gosterilmistir [173]. L. corniculatus bitkisinin su
ekstraktinda bulunan diger 6nemli igerik olan riboflavin (7,8-dimetil-10-ribitil-
izoalokoksazin), ¢ok cesitli yiyeceklerde bulunan suda ¢oziinebilen bir vitamindir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, hepatokarsinojenlere maruz kalan sicanlarda
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riboflavin eksikliginin, DNA iplik¢ik kirilmasinda artisa yol agtigini gostermistir.
Riboflavin eksikligi bulunan hayvanlarda, malign transformasyonlarda ilaca dirence
katkida bulunan onarim enzimlerinin indiiksiyonunun arttigi goriilmistiir. Riboflavin
eksikligi olan sicanlarda DNA'ya kanserojen baglanmasinin arttiginin gozlenmesiyle
riboflavinin karsinojenezdeki koruyucu rolii desteklenmistir [174]. Ayrica, bir
caligmada riboflavin eksikliginin antioksidan sistemin bozulmasi yoluyla oksidatif
strese neden oldugu gosterilmistir. Aymi ¢alismada, riboflavinin, NF-kp, TOR,
MLCK ve Nrf2 gibi hiicrei¢i sinyal yollarim1 da diizenledigi ortaya ¢ikarilmistir
[175]. Bu nedenle, L. corniculatus bitkisinin su extraktinin yiiksek Kkuersetin,
naringenin ve riboflavin (vitamin B2) icerikleri nedeniyle DNA'nin korunmasinda
potansiyel bir etkiye sahip oldugu sonucuna varilabilir.

L. corniculatus toprak iistii kistmlarinin ekstraktlarinin triple negatif MDA-MB-231
meme kanseri hiicresi ve Ostrojen reseptorii pozitif MCF-7 meme kanseri hiicresi
tizerindeki sitotoksik etkisi, MTT hiicresi canlilik testi kullanilarak belirlenmistir.
Meme kanseri hiicreleri, 24, 48 ve 72. saatlerde farkli dozlarda ekstraktlarla muamele
edilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre canliliklar1 zamana ve doza bagli olarak
azalmistir. Su ekstraktinin MCF-7 hiicreleri lizerinde diger ekstraktlara gore daha az
sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber, 1000 pg/ml su
ekstraktinin 72 saatte MDA-MB-231 hiicrelerinin canliligini azalttigir goriilmiistiir.
En 6nemli sitotoksik etki her iki meme kanseri i¢in de EA ve MeOH ekstraktlarinda
belirlenmistir. MTT hiicre canlilik testine gore ekstraktlarin hiicreler lizerindeki ICso
degerleri belirlenmistir. Su ekstrakti ile muamele edilen meme kanser hiicrelerinin
canliligi %50’den fazla oldugu i¢in ICso degerleri hesaplanamamustir. Bir sonraki
analizler i¢in EA ve MeOH ektraktlarinin en diisiik ICso degerleri secilmistir. MCF-7
kanser hiicrelerine karsi inhibe edici konsantrasyonlar EA icin 245,8 pg/ml ve
MeOH igin 5894 ug/ml olarak belirlenmistir. Ayrica, MDA-MB-231 kanser
hiicrelerine kars1 ICsg degerleri ise EA i¢in 161,7 pg/ml ve MeOH igin 442,9 pg/ml
olarak belirlenmistir. Bu kantitatif 6l¢iim, belirli bir biyolojik prosesin ortaya
c¢ikarilmasi icin bir ilacin veya inhibitoriin ne kadarinin gerekli oldugunu gosterir.
MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin 6liim mekanizmalarinin aydinlatilmasi igin L.
corniculatus EA ve MeOH ekstraktlarinin 1Csp dozlariyla muamele edilmistir.
Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinin analizi igin Bax (pro-apoptotik gen) ve Bcl-2

(anti-apoptotik gen) gen ifadeleri analiz edilmistir. Sonuglara goére, MCF-7
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hiicrelerinin EA ekstrakti ile muamelesinden sonra, Bax gen ifadesi azalirken, Bcl-2
gen ifadesi arttigi goriilmistiir. Sonu¢ olarak, kaspaz-3 bagimsiz MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinda mMRNA seviyesinde apoptotik hiicre 6liimii saptanmamustir.
MDA-MB-231 hiicrelerinin EA ekstrakti ile muamelesinden sonra Bax gen
ekspresyonu artmis ve Bcl-2 gen seviyesi azalmistir. Ayrica MDA-MB-231
hiicrelerinin MeOH ekstraktt ile muamele edilmesinden sonra Bax/Bcl-2 gen
oraninda 6nemli bir degisiklik saptanmamistir. MDA-MB-231 hiicrelerinin EA
ekstrakti ile muamele edilmesinden sonra mRNA transkript seviyesinde apoptotik
hiicre 6limii tespit edilmistir. Daha sonra, apoptoz, DNA seviyesinde apoptotik DNA
fragmantasyon analizi ile de dogrulanmistir. EA ekstraktinin MDA-MB-231 kanser
hiicreleri tlizerindeki apoptotik etkisi, bir yagli amid lipit molekiilii olan linoleik
asitten tiiretilmis “linoleamid” ile iliskili oldugu diisiiniilmiistiir [176]. Onceki
calismalarda, konjuge linoleik asitlerin (CLA) kanser koruyucu ajanlar oldugu rapor
edilmistir [177]. Ayrica CLA'nin MDA-MB-231 hiicrelerinde pro-apoptotik Bax
geninin ekspresyonuna neden oldugu bir ¢alismada gosterilmistir [178]. Daha 6nce,
oleamidin yapisal analogu olan linoleamidin T24 hiicreleri (insan mesane kanseri
hiicreleri) iizerindeki etkisi belirlendi ve doza bagl bir sekilde Ca*? artisina sebep
oldugu gosterilmistir [179]. Hiicre ¢ekirdeginde Ca*? artis1, gen ekspresyonu ve
hiicre dongiisiinde yapisal degisimlere sebep olarak programlanmis hiicre 6liimiine
ve dolayistyla da apoptoza yol agmaktadir. Ca*? birikimi, kromatin yogunlagmasi ve
DNA fragmentasyonu yoluyla da apoptotik hiicre 6liimii mekanizmasinda kritik
adimi tetiklemistir [180, 181]. Bulgularin diger ¢alismalarla karsilastirilmasi, EA
ekstraktinda  linoleamid  varligmmin, MDA-MB-231  kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu apoptoz mekanizmasi ile inhibe ettigini dogrulamaktadir. DNA
fragmantasyonu, apoptozun biyokimyasal bir isaretidir ve kaspaz 3 inhibitorii
vardiginda ortaya c¢ikar. CAD (Caspase-Activated DNase), kromozomal DNA'y1
niikleer fragmentlere pargalar ve apoptozu baslatir [182]. DNA ladder metodu
kullanilarak MCF-7 meme karsinomu hiicre hattinda apoptoz belirlenemez, ¢linkii
MCF-7 hiicre hatt1, kaspaz-3-bagimsiz oldugu i¢in diger efektdr Sliim kaspazlar
vasitasiyla apoptoz gecirir [183, 184]. Bcl-2 ailesi proteinleri, bazi translasyon
sonrasi mekanizmalarin sonucu olarak bir¢cok kanserde asir1 eksprese edilir [185].
Bcl-2 ailesi proteinleri, Bax aktivasyonuyla birlikte mitokondriden kaspaz

aktivasyonuyla mitokondriyal dis membran gegirgenliginden (MOMP) sitokrom ¢
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salmimini uyararak apoptozu baslatir. Bcl-2 ailesi iiyeleri, pro-apoptotik proteinler ve
anti-apoptotik proteinler olarak siniflandirilabilir. Pro-apoptotik proteinler arasinda,
Bax ve Bak gen ifadeleri MOMP'yi indiiklemek i¢in yeterlidir [186]. Bcl-2 ile iliskili
proteinler ayrica apoptoz ve otofaji arasinda ¢apraz etkilesimlere neden olur. Beclin-
1, tekli-BH3-protein ile etkileserek anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine baglanabilir ve
boylece otofajiyi diizenler [186]. Immiinohistokimya raporlarina gore, Beclin-1
protein ekspresyonu meme karsinomunda anlamli bir sekilde azalmistir [187]. Bad,
Bax ve tekli-BH3-proteinleri, Beclin-1 ve Bcl-2 ailesi proteinlerini birbirlerinden
yarismali bir sekilde ayirmaya ve bdylece otofajiyi baslatmaya neden olurlar [188].
Immiinohistokimyasal analizlere gore, Beclin-1 ve LC3-1l genleri insan akciger
kanseri dokularinda ifadesinin azaldigi goriilmistiir. Fosfatidilinositol 3-fosfat kinaz
(PI3K) -AKT — mTOR sinyal yolu, hiicrenin hayatta kalmasindan sorumludur ve bu
yol mekanizmas1 vasitasiyla otofaji uyarilir [189]. Calismamizda, L. corniculatus
EA ekstrakti ile muamele edildikten sonra Beclin-1 ve LC3-1l1 otofajik genler,
kaspaz-bagimsiz MCF-7 hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilirken, Bax geni
ifade seviyesinin azaldig1 goriilmiistiir. Bcl-2 geni ifade seviyesi, otofajik mekanizma
nedeniyle 6nemli Slgiide artmistir. Kaspazdan bagimsiz MCF-7 hiicrelerinde, EA
ekstraktlart ile muameleden sonra, otofajinin, tip 2 hiicre 6lim mekanizmasina
(apoptotik olmayan hiicre 6liim mekanizmasi) neden olmus olabilecegi goriilmiistiir.
MCF-7 hiicrelerinde MeOH ekstrakti muamelesinden sonra gen ifadelerinde belirgin
bir degisiklik olmadigi goriilmiistir. EA ve MeOH ekstraktlartyla muamele
sonrasinda, MDA-MB-231 hiicrelerinin Beclin-1 gen ekspresyonunda bir degisiklik
olmadig1 gorilmiistiir. LC3-1I gen ifade seviyesinde ise ¢ok az bir azalma
goriilmistiir. MeOH ekstrakti ile muamele sonrasinda ise MCF-7 hiicrelerinde, LC3-
Il gen ifade seviyesinde artig tespit edilmistir. LC3-Il gen ifadesinin artisinin, MeOH
ekstrakti igerisinde bulunan kaempferol-O-koumaroilheksosid-O-deoksiheksosid
izomer 2 ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ciinkii bir ¢alismada kaempferoliin,
SNU-216 gastrik kanser hiicrelerinde ATG7 ve LC3-Il/I'nin protein ifade
seviyelerini arttirdig1 belirlenmistir [190]. MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinin L. corniculatus EA ve MeOH ekstraktlar1 ile muamelesinden sonra
telomeraz aktivite belirleyici geni TERT-1 incelenmistir. Calismada, kanserlerde
ifade seviyesi yiikksek olan hTERT (insan TERT) geni kullanmilmistir. Kanser

hiicreleri Olimsiizligii i¢in telomeraz aktivitesi olduk¢a Onemlidir. Telomeraz
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aktivitesi kanser tedavisi igin bir strateji olarak kullanilabilir. Bu calismada, yalniz
MDA-MB-231 hiicrelerinin L. corniculatus MeOH ekstraktlar: ile muamelesinden
sonra TERT-1 gen ifadesinde 6nemli bir azalma oldugu tespit edilmistir. Telomeraz
aktivitesinin, kanser proliferasyonunda tanisal bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi
onceki caligmalarla belirlenmistir [191]. Yukarida da belirtildigi gibi, kaempferoliin,
SNU-216 hiicre canliligini ve proliferasyonunu baskiladigi goriilmiistiir, bu nedenle
MDA-MB-231 hiicrelerinin antiproliferatif aktivitesi, MeOH ekstrakti igerisindeKi
kaempferol metabolik bilesigi varligi ile iliskilendirilebilir. Bu kapsamli gen
ekspresyonu analizine ek olarak, L. corniculatus'un anti-metastatik aktivitesini tespit
etmek amaciyla hiicre gocii analiz testi yapilmistir. Hiicrelerdeki EA ve MeOH
ekstraktlarinin anti-metastatik etkinligi, oleamid ve linoleamid tiirevleriyle baglantili
olabilir. Endojen uykuya neden olan lipid hormonu olan oleamid ve tiirevlerinin BL6
fare melanom hiicrelerinde spontan metastazi inhibe ettigi bildirilmistir [192]. Baska
bir ¢alismada, 3'-0O-metillenmis kuersetinin bir metaboliti olan isorhamnetin, tek
basina mide kanser hiicrelerinin go¢ kabiliyetini belirgin sekilde Onledigi
goriilmiistir [193]. Baska bir calismada da, isorhamnetin PANC-1 pankreas
adenokarsinom hiicre hattinda hiicre goc aktivitelerini inhibe etmistir. Literatiire
gore, MeOH ekstrakti i¢indeki aktif flavonoid olan isorhamnetinin, yemek borusu,
mide, 16semi, melanoma, kolon ve akciger kanserlerine karsi bir anti-kanser madde
olarak bilinir [194]. izoramnetin (Isorhamnetin), bir ¢esit besin flavonoidi olup,
maydanoz, dereotu otu, frenk sogani, sogan, su teresi, armut ve sarapta bol miktarda
bulunur. Bagka bir ¢aligmada, isorhamnetinin anti-melanoma etkileri arastirilmis ve
bunun neoplastik hiicre transformasyonu kaynakli epidermal biiyiime faktorii (EGF)
inhibisyonuyla ile iliskili oldugu bulunmustur [195, 196].

C. varia bitkisinin DNA koruma aktivitesine bakildiginda, MeOH ve su ekstraktlart,
plazmit DNA'y1 fenton karigimina karst korumus ve belirgin DNA bantlar
olusturmustur. Buna gore, su ekstrakti yaklasik %50'den fazla bir koruma etkisi ile
en yiksek koruma aktivitesine sahip olmustur. Su ekstraktindan sonra MeOH
ekstraktinin yaklagik %40 DNA koruma aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. EA
ekstraktinda pozitif kontrole kiyasla ¢ok az koruma aktivitesi goriilmistiir.
Ekstraktlarin biyolojik aktiviteleri Coronilla varia L. bitki ekstraktlarinin fenolik

ierikleriyle agiklanmistir. Ozellikle apigenin maddesinin biitiin ekstraktlarda
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dominant olarak var oldugu tespit edilmistir. Apigenin ardindan, MeOH ekstraktinda
kuersetin tiirevleri, 7-hidroksikoumarin (umbelliferone), tetrahidroksi (izo) flavanon-
C-heksosid izomer 2 ve rutin (Quercetin-3-O-rutinoside) varlig tespit edilmistir. Su
ekstraktinda ise sitrik asit, pantotenik asit, riboflavin, naringenin-C-heksosid izomer
2 ve noscapine (narcotine) varligi belirlenmistir. Bunlar arasinda antioksidan aktivite
ile iliskili metabolik bilesikler tartisilmistir. Daha 6nceki ¢alismalarimizda belirtildigi
gibi, Kuersetin ve tiirevleri iyi serbest radikal temizleyicileridir ve antioksidanlar ve

Fenton reaksiyonuna karst DNA koruma yetenegine sahiptirler [169, 197].

Kimyasal olarak 4°,5,7-trihidroksiflavon olarak bilinen apigenin, sebzeler, meyveler,
icecekler, maydanoz, lizlim, elma, papatya c¢ay1r ve sarap igeriginde bol miktarda
bulunur. Son galigmalara gore apigenin, Biyofarmasétik Siniflandirma Sisteminin |1
smifi i¢inde tamimlanmustir. Fizyolojik olarak anti-kanser, antioksidan, antiviral,
antibakteriyel, anti-inflamatuar ve kan basmcini diisiiriicti etkileri ile bilinir [198].
Apigenin iyi bir kanser kemopreventif maddesidir ve in vitro olarak sitostatik ve

antianjiyojenik etki gostermistir [199].

Bir ¢alismada rutin ve kuersetinin fenton reaksiyonu igerisinde stiperoksit ve hidroksi
radikal olusumunu onledigi bildirilmistir [199]. Baska bir ¢alisma rutinin, toplam
antioksidan aktivitesini, serbest radikal ve siiperoksit anyon radikal temizleyici
etkisini, hidroksil radikal temizleme etkinligi ve konsantrasyona bagli bir sekilde lipit
peroksidasyon etkisini gostermistir [200]. Bir ¢alismada  umbelliferonenin
antioksidan ozellikleri degerlendirilmis ve sonug olarak bu flavonoidin STZ-
diyabetik si¢anlarda lipid peroksidasyon aktivitesini azalttigi goriilmiistiir [201]. Su
ekstraktinda bulunan riboflavin ise suda ¢oziilebilen bir vitamindir ve bir raporda
riboflavin eksikliginin baliklarin solungaclarinda oksidatif hasara yol agtig1
gosterilmistir [175]. Diger onemli bilesik pantotenik asit, memeli hiicrelerinde
koenzim A (CoA) 'min biyosentezini saglayan temel bir vitamindir. CoA, yag
asitlerinin, karbonhidratlarin, piruvat, laktat, keton cisimlerinin ve amino asitlerin
oksidasyonu igin bir kofaktoér enzimidir [202]. C vitamini, E, f-karoten gibi bazi
vitaminler yiiksek antioksidan kapasiteleri ile bilinir. Ayrica, pantotenatin da
(pantotenik asit) bir calismada deoksiriboz oksidasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir

[203].
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C.varia ekstraktlarinin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri iizerindeki
toksisite analizi, MTT bazli sitotoksisite testi ile degerlendirilmistir. Hiicreler
ekstraktlarla 24, 48 ve 72 saatlik ¢esitli dozlarda muamele edilmistir. Sonug olarak,
her iki hiicrenin canliligi da zaman ve doza baglh bir sekilde azalmistir. En etkili
ekstrakt, diisiik etkili dozda EA ve EA sonrasinda, MeOH ekstrakti olarak
belirlenmigtir.  Su  ekstraktinin = MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde MCF-7
hiicrelerinden daha etkili oldugu goriilmiistiir. Hiicre canlilig1 testine gore, hiicreler
tizerindeki ekstraktlarin ICsg degerleri hesaplanmistir. MCF-7 hiicreleri i¢in MeOH
ve EA'nin en diisik ICsp degerleri sirasiyla 817 ug/ml ve 371 ug/ml olarak
belirlenmistir. MCF-7 hiicreleri {izerinde su ekstrakti i¢in ICsp degeri
belirlenememistir. MDA-MB-231 hiicreleri i¢in MeOH, EA ve su ekstraktlarinin en
disik ICso degerleri sirasiyla 597,7 pg/ml, 386,4 pg/ml ve 824,1 pg/ml olarak
belirlenmistir. Maddelerin ICsp degeri hiicreigi sinyal iletim yolundaki biyolojik
aktivitelerin aydinlatilmasi i¢in Onemli konsantrasyondur. MRNA transkript
seviyesindeki hiicre 6liim mekanizmasini belirlemek icin MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicreleri, ICso degerleri ile muamele edilmistir. Bulgularimiza gére, MDA-MB-231
hiicrelerinde C. varia su ekstrakti ile muamele sonrasi Bax pro-apoptotik gen ifade
seviyesi artmis ve Bcl-2 anti-apoptotik gen ifadesi azalmistir. Bu sonuglar, MDA-
MB-231 hiicrelerinde su ekstraktt muamelesi sonrast apoptotik hiicre 6lim
mekanizmasinin baglamis olabilecegini diisiindiirmistiir. Ancak DNA fragmentasyon
analizi sonucu apoptotik hiicre oliimii gegirmedigi tespit edilmistir. Su ekstrakti,
diger ekstraktlardan farkli olan noskapin (narkotin) icerir. Noskapin, kalp carpintisi
karsit1, anti-kanser ve Oksiiriik kesici de dahil olmak {izere ¢esitli tibbi uygulamalara
sahiptir. Diisiik toksisitede etkin olarak kullanilan giivenli bir ilag olan noskapin, bazi
caligmalara gdre mitotik biiylime fazindaki hiicrelerde proliferasyonu engellemistir
[204]. Ayrica, fare meme tiimorlerinde mikrotiibiillerin baglanmasini inhibe ederek
ve mitoz evresinde hiicrelerin bdliinmesini durdurarak apoptoza sebep olmustur
[205]. Ayrica, noskapinin, ilag direng mekanizmasini tersine c¢evirebildigi ve
OVCARS3 hiicre hatlarmin vinkristin ve doksorubisine kars1 duyarliligini arttirdigi
goriilmiistiir [206]. Ayrica, K562 apoptoz direngli hiicrelerde, Bax/Bcl-2 oranini da
arttirdi@1 gorilmiistiir [204]. Bax ve Bcl-2 gen ifadeleri, MDA-MB-231 hiicrelerinde
EA ekstrakti ile muamele edildikten sonra azalmis olup MeOH ekstrakti ile muamele

edildikten sonra Bax geni ifadesi azalirken, Bcl-2 geni ifade seviyesi artmistir. Bu
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bulgular, MDA-MB-231 hiicrelerinin MeOH ekstrakti ile muamele sonrasinda hiicre
6liim mekanizmasinin, apoptoz olmadigi acik¢a géstermistir. Ote yandan, MCF-7
hiicrelerinde EA ekstrakti ile muamele edildikten sonra Bax geninin ekspresyonu
artmis ve Bcl-2 geni ifadesi azalmistir. Apigenin, C.varia bitkisinde her iig
ekstraktin, 6zellikle EA ekstraktinin dominant fenolik igerigidir. insan kanserlerinde,
apigenin igsel veya digsal yol yoluyla apoptozun giiclii bir baglaticisi oldugu
gosterilmistir [198]. Bir c¢alismada, apigeninin insan promyelositik 16semi HL-60
hiicrelerinde mitokondriyal dis membran potansiyelini (MOMP) azalttigi ve
mitokondriden sitokrom c'nin sitozole salinimi uyararak ve procaspaz 9’in
aktiflesmesiyle intrinsik yol yoluyla apoptotik hiicre 6lim mekanizmasini
gerceklestirdigi  bildirilmistir [207]. MCF-7 hiicrelerinde MeOH ekstrakti ile
muamele edildikten sonra Bax ve Bcl-2 gen ifadeleri artmigtir. Beklenmeyen bu
sonucun MeOH ekstraktlarindaki metabolik maddelerin = sinerjistik olmayan
etkilerinden  kaynaklanabilecegi  diisiinilmistiir. ~ Otofajik ~ mekanizmay1
degerlendirmek i¢in Beclin-1 ve LC3-Il genleri kullanilmistir. Sonug olarak, EA
ekstraktlart ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin Beclin-1 ve LC3-I1 gen
ifadelerinin, Bcl-2 geninden bagimsiz olarak arttigi gorilmistiir. Buna karsilik,
MeOH ekstraktlar1 ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde Beclin-1 ve LC3-I1 gen
ifadelerinin, Bcl-2 geninden bagimsiz olarak azaldigi goriilmiistiir. Ayrica, EA
ekstraktlar1 ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde Beclin-1 ve LC3-11 gen
ifadelerinin arttig1 goriilmiistiir. Ancak, MeOH ekstraktlar1 ile muamele edilen
MDA-MB-231 hiicrelerinde LC3-11 gen ifadesinin arttigi, Beclin-1 gen ifadesinin
azaldig1 gozlenmistir. Su ekstraktlariyla muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
ise Beclin-1 gen ifadesinin azaldigi goriilmiis, LC3-11 gen ifadesinde ise anlamli bir
fark gozlenmemistir. Baz1 beklenmedik sonuclarin, otofaji ve apoptoz belirleyici
genler arasindaki capraz etkilesimden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. C.
varia ekstraktlar1 ile muamele edilen MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin
telomeraz altivitesini belirlemek igin TERT-1 geni kullanilmigtir. Sonuglara gore,
MDA-MB-231 hiicrelerinde TERT-1 gen ifadesi, sadece EA ekstrakti ile muamele
edildikten sonra azalmis ve MCF-7 hiicrelerinde ise, sadece MeOH ekstrakti
muamelesinden azalmistir. MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki telomeraz aktivitesi
azalmasimin MeOH ekstraktinda bulunan rutin (Quercetin-3-O-rutinoside) ile ilgili

olabilecegi diisliniilmiistiir. Kanser hiicrelerinin telomeraz aktivitesi, malign
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hiicrelerin yiiksek proliferatif kabiliyetleriyle ilgilidir. Onceki ¢alismalarda rutinin,
kolorektal kanser hiicre hatlarinda hiicre biiylimesini ve anjiyogenezini inhibe ettigi

gosterilmistir [208].

C. varia ekstraktlarinin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerindeki
anti-metastatik aktivitesini degerlendirmek amaciyla, hiicre gogii testi kullanilmistir.
Sonug olarak, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin hiicre go¢ kabiliyeti EA ve
MeOH ekstraktlar1 ile muamelesinden sonra inhibe edilmistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde yara, su ekstrakti ile muamele edildikten sonra 48 saate gelindiginde
kapanmustir, hiicre metastazi devam etmistir. Iyi huylu tiimérlerden farkli olarak kétii
huylu tiimérler diger dokulara invazyon yoluyla metastaz yapabilir. Metastatik
aktivite, ilaca karsi artan diren¢ mekanizmasindan dolayr kemoterapi ilaglarinin
temel problemlerinden biridir. In vitro kanser hiicreleri ve in vivo hayvan
modellerinde yapilan deneyler, apigenin kanser hiicresi goglinii ve invazyonunu
inhibe ettigini gostermistir [198]. Baska bir calismada, prostat kanseri DU145
hiicrelerinde, apigeninin doza bagli bir sekilde hiicre invazyonunu ve gogiinii

onledigi gortlmistiir [209].

117



6. SONUCLAR

Bu calisma, L. corniculatus ve C. varia bitkilerinin toprak {istii kisimlariin
biyolojik, farmakolojik ve meme kanseri hiicrelerinde anti-kanser etkilerini ortaya
koyan ilk ¢alismadir. Ekstraktlarin in vitro DNA koruma ve anti-kanser etkileri

ortaya konulmustur.

L. corniculatus EA ekstrakti ile muamele edilmis triple negatif bazal tip MDA-MB-
231 meme kanseri hiicreleri iizerinde mRNA transkript seviyesinde ve DNA
fragmentasyon analizi ile apoptoz mekanizmasi tespit edilmistir. Fragmentlerine
ayrilmis DNA, apoptozun biyokimyasal olarak geceklestigini gosteren en net
belirtectir. Bu mekanizmanin gergeklesmesini saglayan ve yalniz EA ekstraktinda
bulunan maddenin linoleamid maddesi kaynakli oldugu tespit edilmistir.
Linoleamidin, hiicre i¢i Ca' miktarimin artisna sebep olmasiyla birlikte
mitokondriden sitokrom ¢ salinimiyla apoptozun baslamasina sebep oldugu

distiniilmistiir.

L. corniculatus EA ekstrakti ile muamele edilen MCF-7 meme kanseri hiicreleri
tizerinde otofaji gen ifadelerinin artigiyla ve Bax/Bcl-2 oraninin azalmasiyla tip 2

hiicre 6liimiiniin (otofajik) gerceklesmis olabilecegi diisiiniilmiistiir.

L. corniculatus su ekstraktinin DNA koruma aktivitesinin ekstrakt igerisinde
agirlikli olarak bulunan naringenin, apigenin ve kuersetin tlirevleri iceriklerinden

kaynakli oldugu diigiiniilmiistiir.

C. varia su ve MeOH ekstraktlarinin DNA koruma aktivitesinin ekstraktlar i¢erisinde
agirlikli olarak bulunan naringenin, apigenin, kuersetin tiirevleri, riboflavin ve

pantotenik asit igeriklerinden kaynakli olmus olabilecegi diistiniilmiistiir.

C. varia EA ekstrakti ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinde Bax/Bcl-2 oram
artisinin apoptotik hiicre 6limi kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu aktivitenin
EA ekstraktinda yogun olarak bulunan apigenin tiirevlerinden kaynakli olabilecegi,

literatiirdeki diger ¢alismalarla karsilastirilarak dogrulanmaistir.

118



C. varia su ekstrakti ile muamele edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde Bax/Bcl-2
orani artisinin su ekstraktinda bulunan, noskapin (narkotin) maddesi ile iliskili

oldugu diistiniilm{stiir.

L. corniculatus ve C. varia bitkilerinin EA ve MeOH ekstraktlarinin MDA-MB-231
ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde metastatik aktiviteyi inhibe ederek hiicre

goclinii baskiladigr gorilmiistiir.
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7. ONERILER

Bugiine kadar bitki ekstraktlarinin fitokimyasal igeriklerinin gida ve ilag
endiistrisinde farmakolojik olarak onemli 6zelliklerinin var oldugu in vitro ve in vivo
calismalarla belirlenmistir. Bu ¢alismada apoptoz ve hiicre gocii inhibisyonuna sebep
olan oleik asit tiirevi olan linoleamidin tek veya kombine olarak dncelikle in vitro ve
in vivo testlerde uygulamalari yapilabilir. Ozellikle, kanser kemoterapisinde ilag
direncinin  Oniine gecebilecek bu maddenin ticari kemoterapi ilaglariyla
kombinasyonu yapilarak hormon reseptorii olmayan meme kanseri tiirlerinde daha
etkin bir tedavi stratejisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Meme kanserlerinde ilag
direncinin Oniine gegebilecek, potansiyel ilag adayi olabilecek olan bu maddenin

kesfiyle ilerleyen ¢alismalarin 6niiniin agilmis olacagi 6ngoriilmektedir.
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EK 2 Coronilla (C.) Ekstraktlart MDA-MB-231 Hiicreleri Uzerindeki
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EK 3 Lotus (L.) Ekstraktlart MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki
ICso Inhibitér Konsantrasyonlar
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ICso Inhibitér Konsantrasyonlar

C.EA MCF-7 24.saat

150+
. ° 1C5,=856,8 ug/mi
L
1004
504
0 T T T 1
- — 1.5 2.0 2.5 3.0 35
L muamele
)O‘) C.EA MCF-7 48.saat
q) 1501
. b .
-O | IC5o=749,7 g /ml
100
N %
. j 1.5 2.0 25 3.0 35
> muamele
—
O C.EA MCF-7 72.saat
L\ 150
e . 1C50=371 pg/ml
C 100+ b
x ‘ 504
L]
] T T T 1
1.5 2.0 2.5 3.0 35
muamele

C.MeOH MCF-7 48.saat

150
L]
1 L]
100 2 1C5,=817 ug/ml
504
0 T . r |
1.5 20 2.5 3.0 35
muamele
C.MeOH MCF-7 72.saat
150+
) . L] ® . IC50=~ 933,6 ng/ml
1004
504
0 T T T 1
1.5 20 2.5 3.0 3.5
muamele

143



EK 5 Apoptotik, Otofajik Ve Telomeraz Aktivite Genlerinin

MDA-MB- 231 ve MCF-7 Hiicrelerindeki Erime Egri Grafikleri
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