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1. OZET

BAZI ENDEMIK ONOBRYCHIS TURLERININ KOLON KANSERI
HUCRELERI UZERINDEKI ETKILERININ INCELENMES]

Kanser tiirlerinin dagilimi iilkelere gore farklilik gostermekle birlikte Kolorektal
Kanserler (KRK) gelismis iilkelerde en onemli saglik problemlerinden biri olarak
goriilmektedirler. Ulkemizde Saglik Bakanlig1 verilerine gore KRK tiim kanserler
icinde kadinlarda Tgiincii, erkeklerde dordiincii sirayr almaktadir. Bitki ve
ekstraktlarinin antikanserojenik etkileri oldugu saptanmis ve antikanserojenik ilaglarin
% 63’lniin bitkilerden elde edildigi tespit edilmistir. Bitkilerden elde edilen bu
ilaclarin yan etki riskinin az olmasi ve tedavide basari oraninin yiiksek olmasi, bitki
kaynaklarinin yeni arastirmalarda odak noktasi olmasini saglamistir. Calismamizda
Yabani Korunga tiirleri olan Onobrychis argyrea, Onobrychis galegifolia, Onobrychis
tournefortii ve Onobrychis albiflora bitkilerinin toprak tistii kisimlarindan elde edilen
distile su ekstreleri kullanilmistir. Bu ekstrelerin farkli dozlari, insan Kolon Kanseri
Hiicre Hatt1 (HCT-116) ve Insan Embriyonik K6k Hiicre Hatt1 (HEK-293) iizerinde
denenmistir. Bitkilerden elde edilen ekstrelerin her iki hiicre hattinin 24 ve 48 saatlik
proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibitér konsantrasyonu (IKso) MTT
analiziyle belirlenmistir. Antikanser ilaglarinin timér hiicrelerine karsi segici olmasi
istenirken, bunun yaninda saglikli hiicreleri de oldiirebildigi gozlenmektedir. Esas
istenen ise saglikli hiicre hatlaria kars1 herhangi bir toksik etki gostermemesidir (6).
Bu sebeple calismamiza, MTT analizi sonuglarina gore belirlemis oldugumuz, HCT-
116 hiicrelerine karsi en toksik etkiyi gosterirken HEK-293 hiicrelerine karsi
olabildigince az aktif olan O. albiflora ekstresi ile devam edilmistir. O. albiflora
ekstresinin HCT-116 iizerindeki antiproliferatif ve apoptotik etkileri Caspase 3,
Annexin V/Pl Apoptoz/Nekroz analizi, Apopxin Green ve 7-AAD Apoptoz/Nekroz
analizi ile arastirtlmistir. Sonuglarda O. albiflora ekstresinin HCT-116 iizerinde
antiproliferatif, apoptotik ve nekrotik etkisinin oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akis Sitometrisi, FACS, HCT-116, Apoptoz, Nekroz,
Onobrychis.

Bu arastirma Istanbul Medipol Universitesi Bilimsel Arastirma Projelerini
Destekleme Programu tarafindan 2016/ 18 sayili proje destegi ile gerceklestirilmistir.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME ENDEMIC SPECIES OF
ONOBRYCHIS ON COLON CANCER CELLS

Although the distribution of cancer types differs from country to country, it is
determined that colorectal cancer is one of the most common cancer type in developed
western countries. In our country according to the Ministry of Health, colorectal cancer
is the third most common cancer in women and the fourth most common in men in
Turkey. The plants and extracts were found to have anticarcinogenic effects and 63%
of the anticancerogenic drugs were obtained from the plants, and the efficacy in the
treatment was found to be high. These drugs, which are derived from plants, have a
low side effects and a high success rate in treatment, which has been the focus of plant
resources in new research. In our study, distilled water soluble extracts of wild korunga
species Onobrychis argyrea, Onobrychis galegifolia, Onobrychis tournefortii and
Onobrychis albiflora were examined. These extracts were tested on human colon
cancer cell line HCT-116 and human embryonic stem cell line HEK-293 at different
doses. The concentration of inhibitor (iKso) causing 50% cell death at 24 hour and 48
hour was determined by MTT analysis. In our study, antiproliferative and apoptotic
effects of O. albiflora extract on HCT 116 cell line were investigated by Caspase 3,
Annexin V / Pl apoptosis necrosis analysis, Apopxin Green and 7-AAD Apoptosis /
Necrosis Analysis. In conclusion, O. albiflora extract was found to be antiproliferative
and apoptotic against HCT-116 cell line. And the further studies to be done with this
extract would help come up with new treatment for colon cancer if supported by animal
experiments.

Key Words: Flow Cytometry, FACS, HCT-116, Apoptosis, Necrosis, Onobrychis.
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3. GIRIS ve AMAC

Kanser, son yillarda insidansi ve mortalitesi hizla artan bir hastaliktir. Kanser tiirlerinin
dagilim iilkelere gore farklilik gostermekle birlikte Kolorektal Kanserler’in (KRK)
gelismis iilkelerde Onemli saglik problemlerinden biri oldugu goriilmektedir.
Ulkemizde Saglik Bakanligi verilerine gore KRK tiim kanserler icinde kadilarda

ticiincii erkeklerde dordiincii sirada yer almaktadir (1).

KRK’nin etiyolojisine bakildiginda, temelde kolon mukozasindaki epitelyal hiicrelerin
genetik degisim stireci s6z konusudur. KRK’y1 tetikleyen faktorler arasinda mutajen
etkilere yatkinlik, fekal mutajenler, kirmizi et tiiketimi, safra asitleri, yetersiz vitamin
ve mineral alimi1 sayilabilir (2). Bu faktorlerin yan1 sira ailesel adenomatoz
polipoziskoli ve herediter non-polipozis kolorektal kanser gibi genetik yatkinlik

durumlari da s6z konusudur (2).

Bitki, sebze ve koklerin igerisinde bulunan dogal bilesiklerin, hastalar iizerinde
kullanilmasi demek olan ve tamamlayici tip yontemleri arasinda sayilan Fitoterapi’nin,
eski zamanlardan beri uygulanageldigi bilinmektedir. Tamamlayici tip kullanimi son
yillarda gelismekte olan ve endiistrilesmis bir¢ok iilkede diizenli bir sekilde artmistir.
Gelismis {lilkelerde tamamlayici tip kullanimi Amerika’da %42.1, Avustralya'da
%A48.2, Fransa'da %49.3, Kanada'da %70.4 iken, gelismekte olan {ilkelerden Sili’de
%71, Cin’de %70, Kolombiya’da %40 ve Afrika iilkelerinde %80 oranindadir (3).
Tiirkiye Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Onkoloji Poliklinigi’nde yapilan bir arastirmaya
gore hastalarin %57.9’unun tamamlayici tedavi yontemine bagvurdugu goriilmektedir.
Ayn1 hastalarin %70°1 tamamlayici tibbi tedavi yontemini, geleneksel ve olagan tibbi

yontemlerin yaninda almaya devam etmiglerdir (4).

Bitki ve ekstraktlarinin antikanserojenik etkileri bulunmus ve antikanserojenik
ilaglarin % 63’iiniin bitkilerden elde edildigi, ayrica tedavide tesiri yiiksek oldugu
tespit edilmistir (5). Bitkilerden elde edilen bu ilaglarin yan etki riskinin az olmasi ve
tedavide basar1 oraninin yiiksek olmasi, bitki kaynaklariin yeni arastirmalarda odak

noktasi olmasini saglamistir.



Antikanser ilaglarinin timor hiicrelerine karsi segici olmasi beklenirken, bunun
yaninda saglikli hiicreleri de 6ldiirebildigi gozlenmektedir (6). Esas istenen ise saglikli

hiicre hatlarina kars1 herhangi bir toksik etki géstermemesidir (6).

Yesil cay, ginseng vb. bitkilerin antikanserojenik etkileri oldugu kanitlanmig ve bu
sonuca gore bitkilerin tiretildigi {ilkelere biiylik ekonomik kazanglar saglamistir (7).
Tiirkiye’de gittikge artan bir sekilde cesitli bitkilerin yapraklarindan, ¢iceklerinden,
kabuklarindan veya diger kisimlarindan farkli yontemlerle elde edilen, genelde sivi
seklinde formlar, kanserden diyabete kadar bir¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bitkilerden bazi antineoplastik ilaglar da dahil oldukga fazla sayida
cok dnemli ilaclar elde edilmektedir. Tiirkiye nin bu agidan bir avantaji ¢ok zengin bir
floraya sahip olmasi ve ilag elde edilebilecek bitkilerin yetismesidir. Tiirkiye bitki
florast yoniinden zengin olmasina ragmen tibbi ve ekonomik bitkilerin

antikanserojenik niteligi ve islevi heniiz fazla arastirilmamstir (8).

Yabani korunga tiirleri (Onobrychis sp.) biyotik ve abiyotik stres kosullarina (soguga,
kurakliga, hastalik ve zararlilara, tuzluluga) dayanma bakimindan olduk¢a genis bir
adaptasyon yetenegine sahiptir. Ancak bu tiirler lizerinde ¢ok fazla calisma

bulunmamaktadir (9).

Marais ve ark.’nin sulu aseton ekstraksiyon yontemiyle yaptigi ¢aligmada, korunga
bitkisinden; afzelin, arbutin, kuersetin, kaemferol, rutin, kuersetin-3-(2(G)-
ramnosilrutinoz), L-triptofan, inositol (+)-pinitol, yiiksek oranda sukroz (yaklasik

ekstrakte materyalin % 35°1) ve kondanse tanenler elde edilmistir (10).

Korungadaki flavonollardan kuersetin ve kaemferol’iin antidiaretik, antiiilser ve yangi
onleyici etkileri oldugu kadar hiicresel proliferasyonu 6nleyici, enzimatik aktiviteyi
ayarlayict ve serbest radikallerin azaltilmasi gibi in vitro biyolojik etkilerinin de
bulundugu kaydedilmistir (10).

Kuersetin’in hayvanlarda trombosit kiimelesmesini, oksidatif enzimleri ve anafilaksiyi
onledigi bildirilmektedir. Kuersetin ve diger bazi flavonoidlerin kobaylarda histamin,

baryum kloriir, asetilkolin, leukotrien D4, prostaglandin E2 ve elektriksel olarak



uyarilan ileum kas kasilmalarin1 engelledigi rapor edilmistir (11). Bu calismalar
1s18inda  direkt sindirim sistemi organlariyla ve kolon mukozasiyla etkilesime

girdikleri gozlenerek kolon kanserinde 6nleyici bir rol alabilecekleri diisiintilmektedir.

Ayrica daha oOnceki c¢alismalar, Leguminosae ailesinin D-pinitol'iin baslica
kaynaklarindan biri oldugunu gdstermistir (12). D-pinitol’in, NF-kB yolunu inhibe
ederek MCF-7 hiicre dizisinde apoptozu indiikledigi (13), aynm1 zamanda, prostat
kanserinde metastaz1 inhibe ettigi (14) ve sicanlarda yapilan calismalarda gogiis

kanserinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (15).

Bu calismada insan kolon kanseri HCT-116 hiicre hatt1 kullanilarak, 4 farkli endemik
korunga ekstratinin bu hiicreler iizerindeki apoptotik ve antiproliferatif etkilerinin
MTT analizleri, apoptoz ve nekroz analizleri ve Kaspaz 3 analizleriyle arastirilmasi

amaclanmustir.



4.GENEL BILGILER
4.1. Korunga (Onobrychis )
4.1.1. Genel Ozellikleri

Tiirkiye cografi yapist ve sahip oldugu farkli ekolojik kosullar1 sayesinde zengin bir
floraya sahiptir. Korunga (Onobrychis), Fabaceae (Baklagiller) familyasina ait ¢ok
yillik bir yem bitkisidir. Eski ¢aglardan beri yetistirilmekte olan korunga, {ilkemizin
de yer aldig1 Yakin Dogu Florasi’nda yaygin olan bir bitki tiiriidiir (16). Onobrychis
cinsi, Avrupa, Amerika, Bat1 Asya ve Kuzey Afrika'da yaygin olarak bulunan 160'dan
fazla tiire sahiptir (17).

Ulkemizde korungaya ait 42 tiir endemik olarak bulunmaktadir. Bunlardan
Onobrychis argaea, Onobrychis elata, Onobrychis argyrea ve Onobrychis tournefortii
halihazirda Tiirkiye tibbi ve aromatik bitkiler listesine girmistir (18). Geriye kalan
bir¢ok tiiriin de lizerinde arastirma yapilmasi halinde tibbi ve aromatik ozelliklere

sahip oldugunun ortaya ¢ikarilmasit muhtemeldir.

Yabani korunga tiirleri (Onobrychis sp.) biyotik ve abiyotik stres kosullarina (Soguga,
kurakliga, tuzluluga, hastalik ve zararlilara) dayanma bakimindan oldukca genis bir
adaptasyon yetenegine sahiptir. Ancak bu tiirler ilizerinde ¢ok fazla c¢alisma
bulunmamaktadir. Onobrychis cinsi tek yillik veya ¢ok yillik otsul yapida olmakla
birlikte, nadiren de dikenli yaricalilardir. Genellikle tabanda odunlagsmis veya kalin
toprakalt1 govdelidir. Govdesi genellikle kivrik ve belirgin acik yesil ¢izgili ve basit
tiylii yahut tiiysiizdiir. Cigcek durumu eksenseldir ve salkima benzer. Meyva 1-2

tohumlu, kuruyunca agilmaz, genellikle hafif dairemsidir (19).



4.1.2. Sistematik Simiflandirma
Calismamizda kullanilan Onobrychis tiirlerine ait sistematik siniflandirma;
Alem: Plantae
Alt alem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Alt siif: Rosidae
Takim: Fabales
Familya: Fabaceae
Cins: Onobrychis

Tiir: Onobrychis albiflora, Onobrychis argyrea,

Onobrychis tournefortii, Onobrychis galegifolia (20).

4.1.3. Icerdigi Kimyasal Bilesenler

Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda Korunga bitkisinden sulu aseton ekstraksiyonu
yontemiyle afzelin, arbutin, kuersetin, L-triptofan, inositol, yiliksek oranda sukroz

(ekstrate materyalin yaklasik %35°1) ve kondanse tanenler elde edilmistir (21).

Manyetik rezonans spektrokopisi analizinde Korunga yapragi ekstratlarinda 7
sinnamik asit tiirevi, 9 flavonoid glikozid ve diisiik molekiil agirligina sahip tanenler

oldugu tespit edilmistir (22).

2000’11 yillarda Onobrychis ebenoides'den ii¢ yeni 2-fenil-benzofuran izole edilmistir.

Bunlar ebenfuran I, ebenfuran II ve ebenfuran III olarak adlandirilmistir (17).



Onobrychis ebenoides tiiriiniin ekstratiyla yapilan analizlerin devaminda izoflavonlar;
ebenosin, afrormosin, formononetin ve daidzein tespit edilmistir (17). Ayni
calismalarin sonucunda ise O. ebenoides'ten bes yeni 3-formil-2-arilbenzofuran izole
edilmis ve yapisal olarak karakterize edilmistir. Bunlar ebenfuran 1V, ebenfuran V,
ebenfuran VI, ebenfuran VII, ebenfuran VIII’dir (23).

Sainfoin olarak da bilinen Onobrychis viciifolia tiiriinden sulu aseton ekstraksiyonuyla

hidroksibenzoik asitlerden; protokatesik asit, gallik asit, vanilik asit, hidrosinnamik
asitlerden; kafeik asit, kumarik asit, kafeoil glikoz, kafeoil-DOPA, ferulik asit,
feruoilglikozdihidro, flavonollerden; dihidrokemferol, dihidrokuersetin, flavanlardan;
viteksin, izoviteksin, orientin, katekinlerden; epikatekin, katekin, gallokatekinlerden;
epigallokatesin, flavonlardan; kemferol, kuersetin, mirisetin, isorhamnetin izole
edilmistir (24).

Cok sayida medikal ¢alismada kullanilan D-pinitol’iin ana kaynaginin ise Onobrychis
cinsinin de i¢inde bulundugu Fabaceae (Legliminosae) familyasi oldugu gosterilmistir
(25). 1950’11 yillarda Plouvier Victor Fabacea familyasina ait 54 tiirden yiiksek oranda
pinitol izolasyonu gergeklestirmistir (26).

4.1.4. icerdigi Onkolojik Bakimdan Onemli Bilesenler

Genel olarak Fabacea familyasina ait Onobrychis cinsinin igerdigi kimyasallardan
afzelin (27), kuersetin (28), inositol (29), D-pinitol (30), sinnamik asit (31), gallik asit
(32), vanilik asit (33), kafeik asit (34), kumarik asit (35), ferulik asit (36), viteksin (37),
epigallokatesin (38), mirisetin (39), Ebenfuran Il (40) ve 2- arylbenzofuran (41)

antikanserojen Ozellige sahip bilesiklerdir.
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Sekil 4.1.4.1. (a) afzelin, (b) kuersetin, (c) inositol, (d) D-pinitol, (e) sinnamik asit, () gallik asit, (g) vanilik asit, (h) kafeik asit,
(1) kumarik asit, (i) ferulik asit, (j) viteksin, (k) epigallokatesin, (I) mirisetin, (m) Ebenfuran II1.



4.1.5. icerdigi Bilesenlerin Antikanser Etkileri

Onobrychis cinsinin igeriginde bulunan ve onkolojik ag¢idan 6nemli kimyasallar
kisminda bahsi gecen afzelin, kuersetin, inositol, D-pinitol, sinnamik asit, gallik asit,
vanilik asit, kafeik asit, kumarik asit, ferulik asit, viteksin, orientin, epigallokatesin,
mirisetin, Ebenfuran Il ve 2-arylbenzofuran kimyasallariyla yapilmis ¢ok sayida
antikanser etki incelemesi ¢caligmalari mevcuttur. Asagida bu molekiillerin antikanser

etkilerine dair yapilmis ¢caligmalarin bazilarindan bahsedilmistir.
Afzelin

Afzelin’in androjen bagimli prostat kanseri hiicreleri (LNCaP) ve androjen bagimsiz
prostat kanseri hiicrelerinin (PC-3) proliferasyonu iizerindeki etkisi MTT testi
uygulanarak  degerlendirilmistir  (27).  Afzelin'in  aktin  organizasyonunun
diizenlenmesinden sorumlu kinazlar iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢cin Western
Blot Analizi yapilmistir. LNCaP ve PC3 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve
GO fazindaki hiicre dongiisiinii bloke ettigi tespit edilmistir. Ayrica bu antikanser
etkisini LNCaP VE PC-3 hiicrelerinde LIM domain kinase 1 ekspresyonunu inhibe
ederek gerceklestirdigi gosterilmistir (27).

Kuersetin

Kuersetin’in 10, 20, 40, 80 ve 120 uM dozlar1 9 farkli tiimor hiicre hattina (Kolon
kanseri CT-26 hiicreleri, prostat adenokarsinomu LNCaP hiicreleri, insan prostat PC3
hiicreleri, feokromositoma PCI12 hiicreleri, Ostrojen reseptor pozitif meme kanseri
MCF-7 hiicreleri, akut lenfoblastik 16semi MOLT-4 T hiicreleri, insan miyelom
U266B1 hiicreleri, insan limfoid Raji hiicreleri ve yumurtalik kanseri CHO hiicreleri)
uygulanmustir (28). Annexin V/PI boyamasiyla Kuersetin’in kontrol grubuna kiyasla
CT-26, LNCaP, MOLT-4 ve Raji hiicre dizilerinin apoptozunu Onemli OSlgiide
indiikledigi gosterilmistir (28).

Inositol heksafosfat

Inositol heksafosfat’in (IP6) antikanserojenik etkisi bir¢ok arastirmaci tarafindan
gosterilmistir (29). Ayrica bunu gergeklestirirken normal hiicrelere karsi belirgin bir

toksisite de gostermemistir. Ratlarda 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile indiiklenmis
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kolon kanseri modeli {izerinde IP6’nin antikanserojenik etkisi ve altinda yatan

mekanizma arastirilmistir (29).

PI3K / Akt ve Wnt sinyal yolaklar1 hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii kontrolii ve
dolayisiyla kanserle dogrudan iligkili olan sinyal yolaklaridir. Burada herhangi bir
mutasyondan kaynaklanan sorunlarda PI3K sinyal iletim sistemi siirekli aktif hale

gelir bu da hiicrenin anormal olarak ¢ogalmasina sebep olur (29).

DMH ile indiiklenen kolon kanseri modeline IP6 uygulamasini takiben
transkripsiyonel ve translasyonel seviyelerde PI3K / Akt ve Wnt yolaklar ile ilgili
genlerin ekspresyonu incelenmis, aynt zamanda hiicre proliferasyon analizi de

yapilmustir (29).

Sonuglar, IP6'nin DMH ile indiiklenen modelde tiimor insidansi, sayisi, agirhigi ve
hacmi ac¢isindan tiimorleri inhibe edebildigini gostermistir. Ek olarak, Akt ve c-Myc
mRNA diizeylerinin anlamli olarak azaldig1 kaydedilmistir. [P6'nin ayrica Akt, pAkt,
pGSK-3B ve c-Myc protein ekspresyonunu indirgedigi ve pp-katenin protein
ekspresyonunu artirdigi  gosterilmistir. Sonu¢ olarak IP6’nin antiproliferatif
mekanizmasinin PI3K / Akt ve Wnt yolaklar1 arasindaki ¢apraz degisimlerle alakali

olabilecegi diistiniilmiistiir (29).
D-pinitol

D-chiro-inositoliin 3-metoksi analogu olan D-pinitol soya gidalari ve Fabaceae
familyasina ait tlirlerde bol miktarda tespit edilmis ve kanser hiicrelerinin apoptozunu
indiikledigi ve metastaz1 engelledigi tespit edilmistir (30). Integrinler memeli
hiicrelerinde adhezyondan sorumlu baslica molekiildiir. Bu sebeple metastazla
yakindan iliskilendirilmislerdir. D-pinitol’{in sitotoksik olmayan dozlarinin prostat
kanseri hiicreleri (PC3 ve DU145) ile yapilan ¢alismada invazyon ve hiicre go¢iinii
azalttig1 gosterilmistir. D-pinitol ile tedavi edilen prostat kanseri hiicrelerinde avp3
integrin’in mRNA ve hiicre membrani ekspresyonlarinin azaldigi kaydedilmistir
(30). Dolayistyla D-pinitol iin prostat kanseri metastazinin tedavisinde yeni bir anti-

metastaz ajani olabilecegi diisiiniilmiistiir (30).
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Sinnamik asit

Kolon kanseri hiicre serisi olan HT29 hiicreleri Trans-sinnamik asit (tCA) ile
muamele edilmis ve MTT analizleri sonucu hiicre proliferasyonunda %50
azalmaya neden olan konsantrasyonun (IKso) ~1 mM oldugu belirlenmistir (30).
Bu ¢alismada tCA'nin histon deasetilaz (HDAC) {izerindeki etkilerini incelemek
ve altta yatan molekiiler mekanizmalar1 saptamak amacglanmistir. Yapilan
Western Blot Analizleriyle, tCA'nin HDAC inhibitori Trichostatin A'nin etkileri
ile tutarli olan asetil-H3 ve asetil-H4 proteinlerinin ekspresyonunu upregiile
ettigi gosterilmistir. Ayrica Bcl-2 (hiicre proliferasyonunun bir belirteci)

ekspresyonunun azaldig1 ve apoptozun indiiklendigi kaydedilmistir (31).
Gallik asit

Gallik asit dogal bitkilerde bulunan bir trihidroksibenzoik asittir. Gallik asit'in insan
nazofaringeal karsinoma hiicreleri (NPC-BM1) ve ilgili mekanizma iizerindeki anti-
invaziv etkileri arastirilmistir. Gallik asit, sitotoksik etki gostermeksizin doz ve
zamana bagli olarak NPC-BM1 hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etmistir (32). Matrix
Metalloproteinase-1 (MMP-1)’ler tiimoér hiicrelerinin invazyonundan sorumludur.
Afimetrik oligoniikleotid mikroarray analizi gallik asit’in NPC-BM1 hiicrelerinde
kollojenaz 1 olarak da bilinen MMP-1 gen ekspresyonunu azalttigin1 géstermistir. Bu
bulgularin nazofarengeal kanser metastazin1 onlemek i¢in yeni bir kemoterapotik

madde gelistirmek i¢in yararli olabilecegi belirtilmistir (32).
Vanilik asit

Vanilik asit dogal olarak bulunan biyoaktif bir maddedir. Serbest radikal temizleme ve
antikanserojenik olmak iizere cesitli farmakolojik 6zelliklere sahiptir. Hamsterlarda
7,12-Dimethylbenzanthracene (DMBA) ile indiiklenmis bukkal kese karsinojeniz
modelinde hamsterlerin plazma ve bukkal mukoza dokularinda antioksidan
statlisiindeki bozulmalar (Siiperoksit Dismutaz, Katalaz, Glutatyon Peroksidaz,
vitamin E, vitamin C, Glutatyon) ve lipid peroksidasyon yan iiriinlerinin (Tiobarbitiirik
Asit Reaktif Maddeler) seviyelerinin degistigi gozlemlenmistir (33). Vanillik asit’in
(200 mg/kg) yukarida belirtilen plazma ve bukkal mukoza biyokimyasal

degiskenlerini DMBA ile indiiklenen hamsterlerda normal aralia yakin bir degere geri
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getirdigi gosterilmistir. Reaktif Oksijen Tirleri’nin asirt tretilmesi ve yetersiz
antioksidan potansiyelinin, kanserde rol oynadig: diisiiniilerek Vanilik asit’in dolayl

olarak antikanser etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir (33).

Kafeik asit

Metformin ve kafeik asit insan servikal karsinom SiHa / HTB-35 hiicrelerinde
metabolik yeniden programlamay: diizenlemesi ve hiicre dongiisii diizenlemesi
yoluyla Cisplatin'in antikanser aktivitesinin arastirilmastyla ilgili bir c¢alismada
ilaglarin metastatik servikal kanser hiicrelerinin metabolizmast ve sagkalimi
tizerindeki etkileri gOsterilmistir (34). Test edilen bilesikler tarafindan uygulanan
metabolik degisikliklerin neoplastik hiicrelere spesifik olup olmayacagin
degerlendirmek i¢in normal bir hiicre hatt1 referansi olarak normal insan fibroblastlari

kullantlmustir (34).

Canlilik ve sitotoksisite analizi i¢in MTT ajan1 kullanilmistir. Apoptoz ve nekroz
analizi ise ticari bir kit kullanilarak Floresanla aktive olan hiicre ayiricida (FACS)
Olgtim yapilmigtir. MTT analizi sonucunda, Met, CA ve kombine ilaglarin, SiHa
hiicrelerinin gogalmasini inhibe ettigi ve sitotoksik etki ortaya ¢ikardigi gosterilmistir.
Test edilen ilaglarin veya kombine tedavilerin higbirinin normal fibroblast
biiylimesini, proliferasyonunu ve morfolojisini etkilemedigi bunun yaninda herhangi
bir sitotoksik etki de sergilemedigi ortaya ¢ikarilmistir. Met’in tek bagina ve CA ile
kombine olarak kullanildig1 SiHa kiiltiiriinde apoptozu indiikledigi tespit edilmistir.
Ayni zamanda tek basina CA'ya maruz kalan serviks kanseri hiicrelerinde en belirgin

oliim seklinin nekroz oldugu kaydedilmistir (34).

Ferulik asit ve Kumarik asit

Bitki fenolikleri olan ferulik asit ve kumarik asit’in kolon kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu, epidermal biiyiime faktorii reseptorlerinin gen ekspresyonunu
azaltma yoluyla inhibe ettigi gosterilmistir (35). FA ve pCA, insan kolorektal kanser

hiicre hattt HCT 15 iizerinde sitotoksik etkileri bakimindan test edilmis ve gergek
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zamanli PCR analizi ile EGFR gen ekspresyon seviyesi kontrol edilmistir. Sitotoksisite
deneyleri, her iki bilesigin, kontrollii konsantrasyon temelinde kolorektal kanser
hiicrelerinin 6ldiiriilmesinde etkili oldugunu ortaya koymustur (35). Ek olarak, EGFR
ekspresyonunun, bu bilesikler varliginda azalarak diizenlendigi gézlemlenmistir. Elde
edilen bulgularla ferulik asit ve kumarik asit’in kolon kanseri hedefli olabilecegi

vurgulanmustir (35).

Viteksin

CaCo-2 kolon kanseri hiicreleri ve HepG2 karaciger kanseri hiicreleri, konvansiyonel
hiicreler tarafindan indiiklenen apoptoza karsi yiiksek direng gosteren iki habis hiicre
hattidir. Antikanser ilaglar1 Vitexin-2-O-xyloside (XVX) ve avenanthramides (AVNS)
dogal olarak Beta vulgaris var. Cicla L. ve Avena sativa L. tiirlerinde bulunan
kimyasallardir. Bu iki tiirlin CaCo-2 ve HepG2 hiicre hatlar1 lizerinde etkileri
aragtirtlmistir. XV X and AVNSs sivi kromotografi yontemiyle izole edilmis ve bunu
takiben anti-proliferatif etkileri sulforhodamine B yontemi ile degerlendirilirken,
caspase etkinlik testleri yoluyla da pro-apoptotik etkileri degerlendirilmistir. Sonug
olarak XVX ve AVN'ler, tek tek ve birlikte, kaspaz 9, 8 ve 3'lin aktivasyonu yoluyla

CaCo-2 ve HepG2 kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engellemistir (37).

Epigallokatesin

Cisplatin kaynakli ototoksisite, Cisplatin kemoterapisini smnirlayan en 6nemli
faktorlerden biridir. Ototoksisite, dis sa¢ hiicrelerine ve kokleanin diger bolgelerine
hasar verir. Hiicresel seviyede Cisplatin, koklear inflamasyon ve apoptoza yol agan
reaktif oksijen tiirlerini arttirir. Yapilan bir ¢alismayla epigallokatesin-3-gallat’in, bu
yan etkileri onlemede bir otoprotektif ajan etkisinin oldugu ortaya konmustur.
Cisplatin ile indiiklenmis dis sag hiicreleri zarar1 yaratilmus ratlarda, oral yol ile EGCG
tedavisinden sonra kokleanin bazal kisminda ve dis sa¢ hiicrelerinde oksidatif stresin

ve apoptozun azaldig1 belirlenmistir (38).
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Mirisetin

Ovaryum kanseri jinekolojik kanserlerin en 6liimciil tipidir ve disilerde kiiresel olarak
kansere bagli mortalitenin besinci onde gelen nedenidir. Paklitaksel’in, yumurtalik
tiimorlerine karsi etkili oldugu kanitlanmis olmasina ragmen, Taxol tedavisine karsi
direngli bir fenotip gelistirdigine iliskin raporlar da yaymlanmistir (39). Coklu ilag
direnci (MDR) -1 / P-glikoproteini’nin, baz1 yumurtalik tiimorlerinde paklitaksel
direncinin kazanilmasi ile iligkili oldugu daha 6nce gosterilmistir. Bu nedenle, bu
hastaligin tedavisini gelistirmek i¢in yumurtalik kanseri hiicrelerinde MDR-1'i
hedefleyebilen ve Taxol'a duyarlilifi artiracak yeni ila¢ adaylarimin taranmasinin
gerekli oldugu “Mirisetin yumurtalik kanseri hiicrelerinde apoptozu uyarict ve

kemoterapiyi arttirict” isimli ¢alismayla belirtilmistir (39).

A2780 ve OVCAR3 ovaryum kanser hiicre hatlarinin diisiik dozlarda bir Mirisetin ile
on tedavisinde, bu hiicrelerdeki MDR-1'in belirgin sekilde azaldigindan dolay1

Paklitaksel’in sitotoksisitesini artirabilecegi de tespit edilmistir (39).

2-arylbenzofurans

Daha onceki ¢alismalarla Onobrychis ebenoides’ten Ostrojen reseptorii diizenleme
Ozelligine sahip 3 yeni 2-arylbenzofurans ebenfuran I, ebenfuran Il ve ebenfuran
11 izole edilmistir. MCF-7 (meme kanseri) hiicre hatt1 izerinde yapilan arastirmalarda
ebenfuran I ve ebenfuran Il MCF-7 {izerinde proliferatif etki gosterirken, ebenfuran

111 proliferasyonu inhibe edici 6zellik gdstermistir (41).
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Ebenfuran |11

Dogal olarak olusan bir benzofuran tiirevi olan Ebenfuran |11, DU-145 prostat kanseri
hiicre dizisi kullanilarak antiproliferatif etkileri agisindan aragtiritlmistir. Ebenfuran 111,
Orta ve Giiney Yunanistan'da endemik olan Onobrychis ebenoides'den izole
edilmistir. Ebenfuran III 'iin baz1 kanser hiicre dizileri iizerinde 6nemli sitotoksik
etkileri oldugu bildirilmistir (40). Bu etkinin, molekiiliin C-5 pozisyonundaki izoprenil
kism1 yoluyla gergeklestigi diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmanin devaminda DU-145 hiicre
hattinda yapilan proteomiks analizleriyle Ebenfuran III'in etki mekanizmasi ortaya

¢ikarilmaya ¢alisilmustir (40).

4.1.6. Antioksidan etkileri

Oksijenin normal fizyolojik konsantrasyonlari hiicrelerin metabolik aktiviteleri igin
gerekli iken yiiksek miktarda olusan reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikaller
olustururlar ve DNA mutasyonlarina sebep olurlar.

Kanserin bir¢ok tiirlinlin serbest radikal olusumuyla yakindan ilgili oldugu
gosterilmistir. Bu serbest radikaller hiicrelerde i¢ kaynakli (endojen) ve dis kaynakl
(ekzojen ) olarak olusurlar. Oksijenli solunum, lokositler, makrofajlar ve
peroksizomlar i¢ kaynakli oksidan iretimine sebep olurken aminotriazol,
asetaminofen, bleomisin, doksorubisin, hiperbarik oksijen, klonazin, klosapin, 3,4-
metilendioksimetamfetamin, nitrofurantoin, siprofloksasin, siklosporin, trisiklik
antidepresanlar, troglitazon, demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa, asbest lifleri,
mineral tozlar, ozon, karbon monoksit, nitrik oksit, nitrojen dioksit, silika, bazi
solventler, toksinler, hipoklorit, kiikiirt dioksit, parakuat, dikuat, plumbagin, juglone,
ultraviyole 151k, x-ray, gamma radyasyon, sigara ve herbisitler dis kaynaklidir.

Guanin’in oksidasyonu ile 7,8-dihidro-8-oksoguanin (OxoG) iiretilir. OxoG, adenin
ve sitozin ile baz ¢ifti olusturabilmesinden dolay1 olduk¢a mutajendir.

Replikasyonda adenin ile baz ¢ifti olusturduklarinda G:C’den T:A transversiyonuna
sebep olurlar. Bu transversiyon insan kanserlerinde yaygin olarak bulunan bir

mutasyondur (42).
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Biitlin aerobik organizmalar antioksidan savunma sistemleri ve enzimlerine sahiptir
(43). Antioksidanlar, serbest radikallerin etkisini notralize edebilmektedirler. Normal
saglikli durumlarda viicutta iiretilen antioksidanlar serbest radikallere karsi viicudu
savunmada rol oynarlar. Ancak bu dogal antioksidan mekanizma yeterli olmayabilir.
Hastalik durumunda tibbi bitkiler gibi diger kaynaklardan gelen antioksidanlar etkili
tedavi i¢in gereklidir. Biitile hidroksianizol ve biitile hidroksitoluen gibi yapay
antioksidanlarin yan etkileri bilinmediginden, antioksidanlarca zengin besinlerin
alimmasi 6nemlidir. Bol antioksidanli besinlerin tiiketilmesi ile hastaliklarin ortaya
¢ikma olasilig1 ters orantilidir (44,43). Fenol ve flavonoid bilesikleri gibi tipik fenolik

asitler antioksidan ajanlar olarak bilinirler (45).

Onobrychis hypargyrea nin metanolik ekstratinin antioksidan etkisi serbest radikal
temizleme analizi (DPPH) ve radikal katyon temizleme analizi (ABTS) ile
gosterilmistir. DPPH stabil olarak koyu mor renkli olan fakat antioksidanlarla
etkilesime girdiginde sari, kararli, diamanyetik molekiile doniisen bir serbest
radikaldir. ABTS ise normal sartlarda mavi olup hidrojen donorii varliginda renksiz
bir sekle doniisen radikal katyondur. O.hypargyrea ekstrati hem DPPH hem de
ABTS’yi indirgemede olduk¢a basarili olmustur. Bunu icerdigi yliksek fenol igerigi
sayesinde gerceklestirmistir (46).

Onobrychis armena tiiriiniin metanolik ¢icek ve kok ekstraktlariin antioksidan
aktivitesi, total antioksidan aktivite, serbest radikal aktivite, ferrik iyon azaltic1 gli¢ ve
kuprik iyonu azaltan antioksidan kapasite deneyleri ile belirlenmistir (47). Sonuglar,
O. armena'nin ¢i¢ek ve kok ekstraktlariin dogal antimikrobiyal ve antioksidanlarin
potansiyel bir kaynagi olabilecegini ve gida endiistrisinde, ilag kesfinde, klinik ve gida
kimyasinda ve insan ve balik patojenlerine karst dogal bir kaynak olarak

kullanilabilecegini gostermistir (47).
Onobrychis viciifolia’nin metanolik ekstratinin total fenolik ve flavonoid igeriginin ve

antioksidan etkisinin arastirildig1 ¢aligmada Folin-Ciocalteu reaktif yontemiyle yiiksek

oranda fenol igerigine, AlClz metoduyla yapilan analizde ise yine yiiksek oranda
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flavonoid igerdigi gosterilmistir. Ekstratin antioksidan analizinin sonuglari sentetik
antioksidan askorbik asit (% 71.26) ile karsilastirildiginda miikemmel bir antiradikal
etki gostermistir (48).

Yine Onobrychis viciifolia’nin metanolik ekstratiyla yapilan baska bir ¢alismada bu
etkinin, ekstrat igeriginde bulunan sistein, glutatyon, askorbik asit, tokoferol,
polihidroksi aromatik bilesikler (hidrokuinon, pirogallol vb.) gibi bilesiklerden
kaynaklandig1 gosterilmistir (49).

4.2. Kanser

4.2.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii temel olarak iki boliimde gerceklesir. Bunlardan ilki boéliinme igin
gerekli hazirliklarin yapildigi “INTERFAZ’’ siirecidir. Digeri ise bunu takip eden
boliinmenin gergeklestigi “MITOZ” evresidir. Bu iki siirecin tamamu sirastyla G1, S,

G2 ve M fazlariyla meydana gelir (50).

G1 interfaz siirecinin ilk fazidir. Mitozun bitisi ile DNA sentezinin baslangici arasinda
kalan, replikasyon i¢in (DNA sentezi) gerekli proteinlerin sentezlendigi hazirlik
fazidir. S fazinda ise DNA replikasyonu gergeklesir ve kromozom sentezi bu fazda
tamamlanir, hiicre diploid 6zellik kazanir. Sentez tamamlandiktan sonra hiicre G2
fazinda mitoza hazirlig1 baslatir. Mitoz siirecinde gerekli olan mikrotiibiiller bu fazda
sentezlenir. Mitoz (M) fazinda ise niikleusun (karyokinez) ve sitoplazmanin
(sitokinez) boliinmesi gergeklesir. Kardes kromatidlerin birbirlerinden ayrilmasi ve
mikrotiibiiller araciligi ile hiicrenin zit kutuplarina tasinmasi bu fazda gerceklesir. Bu

faz sonucunda iki yeni kardes hiicre meydana gelir.(50)
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Sekil 4.2.1.1. Hiicre dongiisiiniin evreleri (124).

4.2.2. Hiicre Yasam Dongiisiiniin Diizenlenmesi

Hiicre dongiisii gecislerinin  ve kontrol noktalarmin efektorlerinin  anahtar
diizenleyicileri siklin ve siklin bagimli kinazlardir (Cdk). Siklin bagimli kinazlar
normalde inaktif formdadirlar. Siklinlerle birlestiklerinde heterodimer hal alirlar ve
aktiflesirler. DNA replikasyonunu tesvik etmek i¢in, CDK / siklin kompleksleri, DNA
sentezinde yer alan genlerin aktivasyonu igin gerekli proteinleri fosforile eder. Farkli
CDK / siklin kompleksi setleri, hiicrelerin mitoz boliinme gerceklestirmesi i¢in sayisiz
proteinin fosforilasyonunu tetikler (51).

Hiicre dongiisii gegislerinde, siklin bagimli kinazlar (CDK'ler) ve bu kinazlarin

inhibisyonu, hiicre dongiisiiniin durdurulmasina neden olur (52,53).
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Siklin D

S SBK2

Siklin A

Sekil 4.2.2.1. Hiicre dongiistiniin diizenlenmesinde gorev alan siklinler ve siklin
bagimli kinazlar (51).

Hiicre yasam dongiisiiniin diizenlenmesinde ¢esitli kontrol noktalar1 (restriksiyon
noktalart) mevcuttur. Bu noktalarda hiicrenin bir fazdan digerine ge¢isi i¢in uygun
kosullarin saglanip saglanmadigi kontrol edilir. G1 faz1 kontrol noktas1 hiicre yasam
dongiisiindeki dominant kontrol noktasidir. Burada hiicrenin S fazina gecisi kontrol
edilir. Eger gerekli sartlar saglanmamigsa hiicre yasam dongiisii bu noktada kalict
olarak durdurulabilir ( 54,55,56,57). Burada siklin bagimli kinaz 4 (CDK4) ve siklin
D’nin biraraya gelmesiyle olusan heterodimer yap1 S fazina gegisi uyarir. Timor
baskilayici p16 ve p21 proteinleri ise CDK4 ‘ilin inhibisyonunu saglayarak hiicreyi G1
fazinda duraklatir (58).

G2 kontrol noktasinda hiicrenin DNA hasar1 kontrol edilir. G2 kontrol noktasinin
kritik hedefi, siklin B / CDK1 kinazin mitoz-tesvik edici aktivitesidir. Hasar var ise
CDK’lar1 aktive eden mitoz baslatici faktér (MPF) inhibe edilir (59).

Yine p21 proteini p53 yolagi lizerinden CDK kompleksini inhibe eder. Bu sayede
hiicre dongiisti G2’de duraklatilmigs olur (58) .
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Uciincii ve 6nemli bir kontrol noktasi da metafazda kromozomlarin dizilmelerini
diizenler. Metafazdan Anafaza gecis siklin A’lar1 pargalayan boylece MPF’i inaktive
eden yubikiitin proteoliz sistemini aktive eder. Mitoza girerken yubikiitin degradasyon
yolu MPF tarafindan indiiklendiginden MPF, kendi inaktivasyonunu kendisi tetiklemis
olur (60,61,62).

Duraklama
noktasi

Sekil 4.2.2.2. Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde yer alan kontrol noktalar1 (125).

4.2.3. Kanser ve Hiicre Dongiisii

Kanser, viicudun herhangi bir boliimiinii etkileyebilecek genis bir hastalik grubu i¢in
genel bir terimdir. Kullanilan diger terimler malign tiimorler ve neoplazmlardir.
Kanserin tanimlayici 6zelliklerinden biri, olagan sinirlarinin Gtesinde biiyliyen ve
diger organlara yayilabilen anormal hiicrelerin hizla olusmasidir ve bu son siire¢
metastaz olarak adlandirilir. Metastazlar kanserden Gliimlerin 6nemli bir nedenidir.
Kanser 2015 yilinda diinya capinda 8.8 milyon 6liim olusturan tiim 6liimler arasinda
onde gelen nedendir. Oliimle sonuclanan baslica kanser cesitleri akciger (1.69 milyon
6liim), karaciger (788 000 6liim), kolorektal (774 000 &liim), mide (754 000 6lim),
meme (571 000 6liim) olarak 2015 yili istatistiklerine yansimistir. Kanser normal
hiicrelerin ¢ok asamali bir siirecle malign tiimor hiicrelerine doniismesinden
kaynaklanir. Bu doniisim genel olarak, kisinin genetik faktorleri ile dis ajanlarin
etkilesimi sonucu meydana gelir. Bu dis ajanlar olarak; ultraviyole ve iyonlastirici

radyasyon gibi fiziksel kanserojen maddeler, asbest, tiitiin dumani bilesenleri,
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aflatoksin (gida kontaminasyonu), arsenik (igme suyu kontaminasyonu) gibi kimyasal
kanserojen maddeler ve bazi virlislerden, bakterilerden veya parazitlerden gelen

enfeksiyonlar gibi biyolojik kanserojenler sayilabilir (63).

Kanser hiicrelerinin diger doku ve organlara yayilmasi kan ve lenf sistemiyle
gerceklesir. Koken aldiklar1 hiicre veya doku bakimindan isimlendirildiklerinde,
karsinomalar i¢ organlar1 kaplayan dokularda, sarkomalar; kikirdak, kemik, yag, kas,
kan damarlar1 ve diger bag dokularda, lenfoma ve myeloma savunma sistemi

hiicrelerinde, 16semi kemik iligi dokularinda baglayan kanserlerdir.

Kanser gelisiminde genetik faktorler biiyiik rol oynar. Laboratuar hayvanlarindan elde
edilen deney verileri farkli konaklarda ayni1 derecede DNA hasari, onkogenlerde veya
timor baskilayict genlerde aym1 mutasyonlarin ¢esitli kanser gelisiminde rol
oynadigin1 gostermistir. Bunun sebebi ¢ok sayida polimorfik tiimor yatkinlik

genleridir.

Insan kanserleri kaynagina gore ailesel kanserler ve sporadik kanserler olarak iki ana
tipe ayrilabilir. Ailesel kanserler, ailesel retinoblastom, ailesel adenomat6z polipozis
koli, Lynch sendromu (kalitsal poliplesiz kolon kanseri), ailesel ndrofibromatoz,
ailevi meme ve BRCA1 veya BRCA2 mutasyonlart ile iligkili yumurtalik kanseri, Li-
Fraumeni sendromu gibi bazi kalitsal kanser sendromlart olustururlar. Sporadik
tiimorler ise tiim kanser vakalarinin biiyiik ¢ogunlugunu (yaklasik % 95) olusturur ve

belirgin ailesel bir model olmadan, goriiniiste rastgele bireyleri etkilerler (64).

Kanserin olusum mekanizmasiyla hiicre dongiisii kontrolii direkt olarak iligkilidir.
Ciinki hiicrenin biiylimesini ve farklilasmasini kontrol eden genlerin ekspresyonunu
veya iglevini etkileyen hiicre genomundaki degisiklikler, kanserin baslica nedeni

olarak kabul edilir (65).

DNA hasari, bir hiicrenin yagaminda yaygin bir olaydir ve mutasyona, kansere

hiicresel veya organizma 6liimiine neden olabilir. DNA hasar1 hiicrede hasarin ortadan
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kaldirilmast, hasarla basa ¢ikilmasi veya programlanmis hiicre 6liimiine gidilmesi gibi
birtakim hiicresel tepkiler dogurur. Bu tepkiler DNA hasarinin ¢ift tarafli olarak
ortadan kaldirilmasiyla DNA’nin siirekliligini saglamak, hiicre dongiisiinii durduran
bir kontrol noktasinin harekete gecirilmesi, hiicre i¢in yararl olabilecek transkripsiyon
profilindeki degisiklikler, agir hasar goren veya ciddi sekilde diizenlenmemis hiicreleri
ortadan kaldiran apoptoz seklindedir. Bunlart gerceklestiren DNA tamir
mekanizmalari; direkt tamir, baz eksizyonu(kesip-¢ikarma), niikleotid eksizyonu, ¢ift

zincir kiriklarin tamiri, ¢apraz baglantilarin tamiridir.

DNA hasar kontrol noktalari, DNA hasarini saptamak ve Chkl ve Chk2 Ser / Thr
kinazlar1 ve Cdc25 fosfatazlar1 kullanan sinyal iletim kaskadlarini baslatmak icin
ATM, ATR, Radl7-RFC kompleksi gibi hasar sensorii proteinlerini kullanir. Bu
proteinler, p53'i aktive ederken ve siklin bagimli kinazlari inhibe ederek hiicre
dongiisiinii G1'den S'ye (G1 / S kontrol noktasi), DNA replikasyonunda (S-kontrol
noktasi) veya G2'den mitoza (G2 / M kontrol noktasi) gegiste durdurur (66).

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine donlisimii DNA tamir enzimlerinde
inaktiflestirici, proto-onkogenlerde aktiflestirici, timor baskilayici  genlerde
inaktiflestirici etkiye sebep olan bir takim mutasyonlarin sonucu asamali olarak ortaya

cikar.
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4.3. Kolorektal Kanser

4.3.1. Genel Ozellikleri

Kolon, rektum, ¢ekum ve anal kanal sindirim sisteminin kalin bagirsak denen kismini
olusturur. Kolon; ¢ikan kolon, inen kolon transvers kolon, sigmoid kolon olarak 4
boliimden olusur. Cikan kolon ¢ekum denilen, ince barsaktan sindirilmemis
yiyeceklerin alindig1 ve karnin sag tarafina dogru uzanan bir kese ile baslar. S
seklindeki sigmoid kolon ise aniisle baglantisi olan rektuma katilir. Kolon ve rektum
kanserleri bu i¢ yiizeyini Orten tabakadan gelisir. Kolon kanseri veya kolorektal

kanser; rektum, kolon ve apandisitte olusan kanserlerin tamamini kapsar.
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Sekil 4.3.1.1. Kalin bagirsagin anatomik boliimleri (69).

Diinya Saghk Orgiitii’niin 2015 yili verilerine gore tiim diinyada cesitli kanser
tiplerinden kaynaklanan 8.8 milyon 6liim olmustur. Ve diinya genelinde kolon kanseri
en yiiksek dordiincii insidansa, en yiiksek ii¢lincii mortaliteye sahiptir. 2014 Tiirkiye

verilerine gore kolorektal kanserler erkeklerde her 58.400 6liimiin %7 sini olusturarak
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dordiincli sirada kadinlarda ise her 32.500 Oliimiin %9.1°ini olusturarak tg¢ilinci
siradadir. Beslenme geleneklerine, sosyoekonomik durumlara ve diger cevresel
faktorlere bagli olarak kolon kanseri insidanslart iilkeler arasinda degisim
gostermektedir (67).

Kolorektal kanserlerin biiyiik cogunlugunu adenokarsinomlar olusturmaktadir. Bunun
yaninda tiim kolorektal kanserlerin %2 ila 5’ini olusturan ¢esitli histolojik tipler vardir.
Bunlar malign karsinoid, malign lenfoma, karsinoid olmayan néroendokrin karsinom,

skuamoz hiicre karsinomasi ve sarkomayi igerir (68).

Kalin barsak mukozasinin herhangi bir yerinde gelisim gosteren kolorektal kanser
hiicresi gelisimi kolon veya rektumun duvarina kadar biiyiliyebilir. Duvara kadar
bliyliyen kanser kan ve lenf damarlarina niifuz eder. Lenf damarlari, hiicresel atiklari
ve siviyl uzaklastiran ince kanallardir. Tipik olarak kanser yakininda bulunan lenf
diigiimlerine yayilma egilimindedir. Kanserli hiicreler kan damarlariyla karaciger,
akcigerler, pelvis, periton (karin zar1) ve yumurtalik gibi diger organlara ve dokulara
yayilabilir. Ayrica kanserli hiicrelerin beslenme amaciyla kan damarlarini kendilerine

cekerek yeni damarlar olusturabilme yetenekleri vardir (69).

w» Spread to other organs

Sekil 4.3.1.2. Kolon kanserinin evreleri (69).
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Kolon kanseri sporadik, kalitsal veya inflamatuvar bagirsak gibi temellerle ilgilidir
(70,71). Kolorektal kanserler, Lynch sendromu (Hereditary nonpolyposis colorectal
cancer-HNPCC), ailesel adenomatéz polipozis (FAP), MYH (mutY human
homologue geni) ile iliskili adenomat6z polipozis, baz1 hamartomat6z polipozis Peutz-
Jeghers sendromu ve juvenil polipozis sendromu gibi iyi tanimlanmig kalitsal
sendromlarin olugsmastyla ortaya ¢ikabilir. Sendromlarin yani sira, kolon kanserlerinin
ticte biri kadar1 kalittma bagl ailesel risk artis1 ile ortaya c¢ikmaktadir. Fakat bu
sendromlar KRK vakalarimin sadece% 2-6'sin1 olusturur. Bunlar haricindeki

KRK'lerin bityiik ¢ogunlugunun tanimlanmus bir kalitsal nedeni yoktur (71).

Sporadik KRK'li hastalarin akrabalarinin hastaliga yakalanma riski yiiksektir. Burada
tam olarak karakterize edilmemis dominant yatkinlik genlerinden bahsedilebilir. Buna
karsilik KRK'nin ailesel kiimelenme, FAP ve HPNCC gibi tanimlanmis genetik

sendromlarin bir pargast olmadiginda bile olustugu genel olarak bilinmektedir (72,73).

4.3.2. Kolon Kanseri ve inflamasyon

Inflamasyon, enfeksiyon, hasar veya cesitli fiziksel ajanlar (1s1 ve radyasyon gibi) ile
olusur ve ayrica kronik hastaliklarin ve tiimorogenezin patojenezinde rol oynar
(74).Bir enflamatuar siire¢ baslayinca makrofajlar, interlokinlerin veya biiyiime

faktorlerinin etkisi ile cogalir veya aktive olurlar (75).

Kronik iltihap olustugunda, makrofajlar zararl bir etkiye sahiptir. Hiicre dis1 matriksi
yok etmeyi, apoptozu, hiicre ¢ogalmasini ve anjiyogenezi tesvik ederler. Fakat boyle
durumlarda apoptoz mekanizmasinda kontol rolii oynayan enzimler ve genler
mutasyona ugramis veya hasar gormiis ise tiimor gelisiminin ortaya ¢ikmasi da soz
konusudur. Bu yiizden inflamasyonun ve onun inhibisyonunu saglayacak

mekanizmalarin iyi bilinmesi gerekir. (76,77).
Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 gibi inflamatuvar kaynakli olan hastalarda KRK

gelisimi riski artmaktadir. inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda (IBD) kolorektal

kanser yatkinligin1 agiklayan bilinen bir genetik temel bulunmamaktadir. Burada
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kansere neden olan etmenin kronik iltthaplanma oldugu varsayilmaktadir.
[ltihaplanmaya bagli kolon kanseri Kolit Bagimli Kolon Kanseri olarak da adlandirilir.
Inflamasyondan kaynaklanan kanser gelisimi; uzun kolit siiresiyle, kolitin anatomik
olarak daha genis alana yayilmasiyla, primer sklerozan kolanjit gibi diger

enflamatuvar belirtilerin eslik eden varligiyla ortaya ¢ikar.

Inflamasyonu tedavi etmek icin kullanilan bazi ilaglar, 6rnegin S-aminosalisilatlar ve
steroidler, kolorektal kanser gelisimini engelleyebilir. Sporadik kolorektal kansere yol
acan yolaklar, yani kromozomal kararsizlik, mikro-satellit bozukluklari ve agiri
metilasyon, ayn1 zamanda kolitle iligkili kolorektal kanserlerde de ortaya ¢ikar. Fark
olarak Sporadikte bulunan "adenom-karsinom" sekansi IBD'de "inflamasyon-displazi-
karsinom" sekansi haline gelir. Ayrica inflamasyona bagli olarak ekspresyonlari
degisen NF-kB ve siklooksijenazlar gibi diger faktorler de kolite bagli KRK geligimini
hizlandirir (78). IBD’ye baglh ve kalitsal olarak ortaya ¢ikan KRK ‘nin molekiiler
gelisiminde belirgin benzerlikler mevcuttur. Asagidaki sekilde her ikisinin

mekanizmasi gosterilmektedir (70).

/ + Kolitbagimh kanser | [
|+ Gevresel Mutajenler | |l | [ owa
L

Crypt
flasion
Sz - VLS  repaic ——— [senFan
N Doku hasari ve tamiri / s E@
. g

) ) Vstas [sr-catenin] |cox-2|

8 s, '4
. 3 "
— L e—

r N
/* Gevresel Mutajenler L VAPC [xrae]
| \ 0 catenin
| * Kalitsal Mutasyonlar J [veoxa]
\- Spontan Kolon Kanseri / e
G .,_// .n? :ugrovm-

N

Sekil 4.3.2.1. Kolorektal kanserin mekanizmasi ve kolit-baglantili kanserin
gelisimi (70).
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4.3.3. Siklo-oksijenaz-2 (COX-2) ve Kolorektal Kanserler

COX-1 ve COX-2 olarak iki adet COX enzimi tanimlanmistir. COX-1, yapisal olarak
eksprese edilir ve normal hiicre metabolik iglevlerinin bir parcasidir. Buna karsilik

COX-2 neoplastik biiyiimelerde indiiklenir ve eksprese edilir.

COX-2 ekspresyonu ve karsinogenez arasindaki baglanti, ilk olarak kolon kanseri
riskini azaltmak ve hem insanlarda hem de hayvan modellerinde tiimor gerilemesini
arttirmak icin aspirin ve steroidal olmayan anti-inflamatuvar ilaglarin etkinligini
gosteren ¢aligmalarda yer almistir. Molekiiler olarak incelendiginde, insan ve hayvan
kolorektal tiimorlerinde yiiksek seviyelerde COX-2 proteininin mevcut oldugu
gosterilmistir (70). Epidemiyolojik, tiim hayvansal ve hiicresel arastirmalardan
toplanan c¢esitli kanitlar, diizensiz COX-2 ekspresyonunun tiimorogenezde hiz

sinirlayict bir adim oldugunu kaydetmistir (79).

Insan kolon karsinomlarmin % 80'inden fazlasinda COX-2’nin asir1 ekspresyonu
kaydedilmistir ve kanser hiicresi sagkalimini ve tiimor anjiyogenezisini destekleyen
o6nemli bir oyuncu oldugu diistintilmektedir. HT-29 kolon kanseri hiicre hatt1 iizerinde
yapilan ¢alismada COX-2 mRNA ve protein seviyelerinin inflamatuar sitokin timor
nekroz faktorii (TNF) tarafindan 10 kat artirildigr gosterilmistir. Ayrica histone
deasetilaz inhibitorleri butirat ve trichostatin A'nin gen-spesifik bir sekilde COX-2
aktivasyonunu bloke edebildigi bulunmustur. Farkli hiicre ve dokularda degisen
sayilarda sitokin, fizyolojik stres, onkojen ve mitojenlerin COX-2 yi indiikledigi
gosterilmistir (80).

Arasidonik asit’in hiicre zarindan ayrilip metabolize olmasi siklooksijenaz,
lipoksigenaz ve sitokrom P-450 yoluyla pro-inflamatuar metabolitlerin iiretilmesini
indiikler. 5-lipoksigenaz enzimi (5-LOX) ve COX enzimi inflamatuvar yanitta en
onemli iki yolaktir. Bunlar sirasiyla l6kotrienler ve prostaglandinlerin olusumuna
neden olan paralel yolaklardir ve inflamatuar cevabin baslatilmasi ve ilerlemesinde
onemli roller oynamaktadir. Bu vazoaktif bilesikler, inflamatuar hiicrelerin dokulara

infiltrasyonunu tesvik eden kemotaksinlerdir ve bunlarin varligi inflamatuar cevabi
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uzatmaya da hizmet eder. COX-2‘nun asir1 ekspresyonun prostaglandin E2 ve 5-
hidroksieikozatetraenoik asit (5-HETE)‘in iiretimini indiikledigi bunun da apoptozu

onledigi ve tlimerojenik hiicrelerin yayilma yeteneklerini arttirdigi gosterilmistir.

(81,82).

Giintimiizde inflamasyon ve kanserin tedavisi i¢in sentetik COX-2 inhibitorleri ve
steroit olmayan anti-inflamatuvar ilaglar gelistirilmistir. Bu sentetik COX
inhibitorlerinden bazilari, NS-398, Rofekoksib, Indometasin ve Aspirindir (83).Ancak
bu sentetik ilaglarin kanitlanmis ¢ok sayida ciddi yan etkileri mevcuttur. Ornegin iist
gastrointestinal lilser komplikasyonlar1 azaltmak i¢in gelistirilen Celecoxib’in doza
bagli olarak kardiyovaskiiler sebeplerden, miyokardial enfarktiise, fel¢ veya kalp
yetmezligine sebep oldugu belirtilmistir. Ayrica yine sentetik bir COX-2 inhibitorii
olan Rofecoxib kardiyovaskiiler trombotik olaylara sebep olmaktadir (81).

Inflamasyona bagl kolon kanserinde COX-2 ekspresyonunun artisinin  inflamatuvar
cevabi uzatmada etkili oldugu goz oniinde bulunduruldugunda , COX-2 nin inhibe

edilmesinin kanser gelisimini azaltabilecegi diisiiniilebilir.

Sentetik ve non-steroidal anti-inflamasyon ajanlarinin yan etkileri dikkate alindiginda
dogal COX-2 dnleyicilerin daha giivenilir oldugu sdylenebilir. Fakat bunun kanitlarini
ortaya koymak icin etkili doz ve sikliginin nasil olacagi lizerinde yapilan ¢aligmalarin

artirtlmasi gerekir.

Asagida daha 6nce bahsettigimiz Onobrychis sp. tiirleri iginde bulunan bilesiklerden,
dogal selektif COX-2 inhibitorii 6zelligine sahip olanlardan bahsedilmistir.

Prunus tomentosa tiiriiniin tohumlarindan izole edilen Afzelin ve Kaempferol ile
yapilan ¢alismada bu bilesikler hem giiglii serbest radikal temizleme aktivitesi hem de

NO ve COX-2 iizerinde gii¢lii inhibisyon aktiviteleri sergilemistir (84).

Lipopolisakkaritler, COX-2, MCP-1, CXCL1 ve IL-6'nin mRNA indiiksiyonuna
neden olur. Arbutin'in lipopolisakkarit indiiklii BV2 mikroglial hiicrelerdeki anti-
inflamatuar etkilerinin arastirildigi ¢calismada sonuglar Arbutin’in COX-2, MCP-1,
CXCL1 ve IL-6 mRNA diizeylerini 6nemli dl¢lide zayiflattigini gostermistir (85).
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Ayn1 modelde yapilan bagka bir ¢alismada Orientin-2"-O-galactopyranoside (OGA)
flavonu kullanilmistir. Sonuglar OGA’nin LPS ile indiiklenen TNF-q, interlokin-1,
NO sentaz ve COX-2'min eskpresyonunu belirgin bir sekilde inhibe ettigini
gOstermistir (86).

Inositol heksafosfat , baklagiller ve tahillarin agirliginimn yaklasik % 1 ila 5'ini olusturur
(87). Piringten izole edilen inositol Hexafosfat’in, Wnt / B-Katenin ve COX-2 yolaklar1
araciligr ile kolorektal kanserin inhibisyonuna etkisinin arastirildigt bir calismada
Ratlara intraperitonal olarak spesifik bir kanserojen madde azoksimetan enjekte
edilmistir. Western blot analizleri B-katenin ve COX-2'nin AOM ile indiiklenen
sicanlarda asir1 eksprese edildigini gostermektedir. IP6 ile tedavi sonras1 COX-2
ekspresyonu mRNA seviyesinde azalarak diizenlenmistir. Ve AOM ile indiiklenen
RAT kolon karsinogenezisinde COX-2 protein ekspresyonu anlamli sekilde azalmistir
(88).

INOS / COX-2 ekspresyonuyla, NF-kB'nin transkripsiyonel aktivasyonu interlokin-
1b, TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinlerin salinmasini tetikler. RAW 264.7 hiicre
hattinda (rat makrofaj hiicre hatti) LPS / IFN-g ile indiiklenen endojen bir timor
yiikseltici olan TNF-o'nin serbest birakilmasi saglanmistir. Ve daha sonra ferulik asit
15 ‘in hidrofobik bir tireviyle tedavi edilmistir. FA’min 100 mM'lik bir
konsantrasyonu, iNOS ekspresyonunu % 38 oraninda 6nemli 6lciide bastirmustir.
Fakat tek basina FA, COX-2 ekspresyonunu 100 mM'lik bir konsantrasyonda anlamli

olarak azaltamamistir (89).

Ug sentetik COX-2 onleyici (NS-398, indometasin ve aspirin) referans alinarak
yapilan g¢alismada pirogallol, sinamik aldehit, mirisetin ve kafeik asit, 100 uM

konsantrasyonda % 30'dan fazla inhibisyon gostermistir (83).

Pinitol, cam agaci, yonca ve bakliyatta bulunan dogal olarak olusan bir bilesiktir.
Ozellikle Fabacea familyas:1 bitkileri pinitoliin ana kaynagidir. Pinitoliin insiilin
benzeri etkilere sahip oldugu, kas hiicrelerine diger besin maddelerinin yani sira

kreatini ¢ektigi iyi bilinmektedir. (90,91,92).
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Ayrica pinitoliin antiinflamatuar aktivite de dahil olmak {izere ¢ok fonksiyonlu
ozelliklere sahip oldugu one siiriilmiistir (93). Ratlarda Karajena’nin indikledigi
pence Odem testinde Pinitol’lin referans gruplara oranla belirgin bir sekilde

inflamasyonu gerilettigi gosterilmistir (94).

Bu bilgiler dikkate alindiginda Onobrychis tiirlerinde bulunan degisik kimyasal
bilesenlerin se¢ici COX-2 inhibitorii olma 6zellikleri sayesinde kanser gelisiminin

Oonlenmesinde potansiyel bir etkiye sahip oldugu sdylenebilir.

4.3.4. NF-kB ve Kolorektal Kanserler

NF-kB'nin aktivasyonu, cesitli sitokinler, biiyiime faktorleri ve tirozin kinazlar
tarafindan tetiklenen farkli sinyal yollarindan kaynaklanabilir. Epidermal biiyiime
faktorii reseptdri, instilin bliylime faktorii reseptorii ve timor nekroz faktorii reseptor
ailelerinin tyelerinin artmig ekspresyonu NF-kB aktivasyonundan sorumlu olabilir.
Dahasi, Ras / MAPK ve PI3K / Akt gibi diger sinyal yollarinin aktivasyonu, NF-kB'nin
aktivasyonunda da rol oynar (95).

NF-kB ailesinin bes alt birimi p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50 / p105 (NF-kBI) ve p52 /
p100 (NF-kB2) , uyarilmamis hiicrelerde homo veya heterodimerler seklinde IkB

ailesi proteinlerine bagli olarak bulunur (96).

IkB'ye baglanma NF-kB: IkB kompleksinin ¢ekirdege transloke olmasini engeller,
boylece NF-kB'yi inaktif durumda tutar. NF-kB sinyallenmesinin, klasik ya da
alternatif yollarla meydana geldigi diistiniiliir (97).

NF-kB’nin aktivasyonunda klasik ve alternatif olarak iki sinyal yolagi tanimlanmustir.
Klasik yolakta proinflamatuar sitokinler ve patojenle iliskili molekiiler modeller,
timor nekroz faktorii reseptorleri (TNFR), ¢an benzeri reseptorler ve interlokin-1
reseptorii vasitasiyla IkB kinaz kompleksinin aktivasyonuna neden olur. NF-kB’nin
klasik mekanizmasi KRK ve Kolitis Bagimli kanserde de gerceklesmektedir (70).
Kolorektal karsinomalarda NF-kB ve COX-2 ekspresyonu artmistir. Aksine, COX-2,

NF-kB ve IkKa'nin neoplastik olmayan kolon epitel hiicrelerinde minimal
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ekspresyonu, bulunmustur (98). Hastalarin serum 6rneklerinde analiz edilen TNF-a ve

IL-6 ekspresyonu kolorektal adenoma riski ile baglantilidir (70).

4.3.5. Kolorektal Kanser ve Cevresel Faktorler

Genetik faktorlerlerin yani sira kolorektal kanserlerin biiyiilk ¢ogunlugu cevresel
etkilerle ilgilidir. Risk faktorlerini ¢cevresel ve besin kaynakli mutajenler, 6zel bagirsak
kommensalleri ve patojenleri, tiimor olusumu Oncesi gelisen kronik bagirsak

inflamasyonlari igerir (70, 99, 71).

Fiziksel aktivitenin rektal kanserde olmasa da kolon kanserine yakalanma riskini
azalttig1 ve fiziksel olarak aktif kisilerde distal ve proksimal tiimorlerin gelisme
riskinin digerlerine gore %25 oranla daha az oldugu gosterilmistir (100, 101).
Normalden fazla viicut agirlig1 kolorektal kanserle yakindan iligkilidir. Normal viicut
agirligina sahip bireylerle karsilastirildiginda obez erkeklerin kolon kanseri riski
yaklasik %50, kadinlarin ise yaklasik %20 daha fazladir (102).

Diyet, kolorektal kanser gelisiminde 6nemli bir role sahiptir. Birgok arastirmada,
giinliik beslenmeyle siit ve siit liriinlerinden ve gida takviyelerinden alinan kalsiyum
tiketiminin, adenom ve kolorektal kanserlerin gelisme riskini azalttigi ortaya
konmustur (103, 104, 105,106).

Yiiksek oranda lifli gidalarla beslenme kolorektal kanser dahil bir¢ok kanser gelisim
riskini azaltmaktadir. Lifli gidalarla beslenme digki hacmini azalttigi icin
kanserojenlere daha az maruziyet saglar ve dolayli olarak kolorektal kanser gelisim
riskini azaltabilir. Bunun i¢in beslenmede yliksek oranda lif igeren meyve sebze
tilketimine dikkat edilmelidir. (103).

2015 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi, islenmis kirmizi eti “’biiyiik
olasilikla insanlar i¢in kanserojen’’ olarak siiflandirmistir. Kolorektal kanser riskini
artirmada kirmizi etin roliine dair caligmalar devam etse de ,kirmiz1 etin genel olarak
islenme(pisirilme,saklanma vb.) prensiplerine bagli olarak riskli olabilecegi
kaydedilmistir (108, 109).

Kanda yiiksek Vitamin D orani yaratmanin kolon kanseriyle ilgisini kesin olarak

kanitlamis bir ¢alisma yoktur. Ayrica giinliik Vitamin D takviyesinin arastirildig
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klinik bir ¢alismada bulgular Vitamin D’nin adenom gelisme riskini azaltmadigini

gostermistir (107).

2009 yili kasim ay1 verilerine gore Uluslararasi Kanser Arastirmalart Ajansi, tiitiin
icilmesinin kolorektal kansere neden olduguna dair yeterli kanitin oldugunu
bildirmistir (110).

Ayrica kolorektal kansere yakalanmig halihazirda mevcut sigara igicilerde kolorektal
kansere spesifik sag kalim oranlarinin daha diisiikk oldugu gosterilmistir (111).

Hig alkol tiiketmeyenlerle arada sirada alkol tiiketenlerin karsilagtirildigi klinik bir
arastirmada giinde 2 ila 3 arasinda alkollii icki tiiketenlerde kolorektal kansere
yakalanma riskinin %20 den daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Giinde 3 ve iizerinde
alkollii i¢ki tiiketenlerde ise bu risk %40’lara kadar ¢ikmaktadir (112).

4.4. Apoptoz
4.4.1. Genel Ozellikleri

Apoptoz veya programlanmis hiicre Oliimii, DNA hasarmin tamir edilemedigi
durumlarda hiicrelerin 6lmesi i¢in 6nemli bir kontrol mekanizmasidir. Apoptoz normal
gelisimin bir parcasi olarak hiicre sayisinin ve ¢ogalmasinin kontrol edilmesinde de

onemlidir (113).

Hiicre oliimiinde apoptoz ve nekroz olarak iki tip mekanizma mevcuttur. Apoptoz,
genetik olarak kontrol edilen programlanmig hiicre limii anlamina gelir. Nekroz

terimi, pasif veya kazara hiicre 6liimii tipini tanimlar (114).

Erken apoptozda, hiicreler komsu hiicreleriyle baglantilarin1 kaybeder ve biiziiliir.
Sitoplazmada, endoplazmik retikulum genisler, sisterna vezikiiller ve vakuoller siser.
Cekirdekte, DNA degredasyonu, kromatinlerin kondenzasyonu gerceklesir ve
fragmente olurlar. Fragmentler ise endoniikleazlar tarafindan pargalanir. Cekirdek
kivrimli hale gelir ve apoptotik cisimler i¢inde kapsiillenen birka¢ pargaya
tomurcuklanir. Plazma zarinda hiicre kavsaklari parcalanir. Membran igerikleri

paketler halinde toplanir. Hiicre, ¢esitli boyutlarda apoptotik cisimlere pargalanir.
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Fizyolojik kosullar altinda, fagositik hiicreler tarafindan apoptotik cisimlerin
taninmasina olanak taniyan plazma membraninda bazi degisiklikler meydana gelir.
Bunlar arasinda sialik asit kaybi ve fosfatidilserinin dis zara translokasyonu ile zar

fosfolipid asimetrisinin kaybi sayilabilir.

Bununla birlikte, apoptozun uygulanmasi esas olarak inaktif zimojenler halinde
bulunan ve hiicre bilesenlerinin selektif parcalanmasina neden olan ayr1 bir sistein-
aspartik asit proteazlarinin (kaspazlar) aktivasyonunu ve daha sonraki kaspazlarin

aktivasyonunu igerir (115).

Hiicre 6limiiniin apoptozla diizenlenen bu siireci, embriyojenezis, doku homeostazi
ve yeniden sekillendirme sirasinda kritik bir rol oynar ve kendiliginden reaktif
lenfositler, tiimor hiicreleri, onarilamaz DNA hasar1 olan hiicreler veya viriis bulagsmis
hiicreler gibi istenmeyen hiicrelerin giderilmesinde gorev yapar. Bu nedenle apoptoz
yetersizligi, kanser, otoimmiin bozukluklar ve siirekli viral enfeksiyonun patogenezine
katkida bulunurken, asir1 apoptoz uygunsuz hiicre kaybina ve buna bagl olarak

dejeneratif bozukluklara neden olur (116).
4.4.2. Apoptozda Temel Yolaklar ve Proteinler

Apoptoz ekstrinsik ve intrinsik olarak iki temel yol ile olusur. EKkstrinsik veya
sitoplazmik yol olarak adlandirilan ilki, tiimdr nekroz faktorii reseptor siiper ailesi

tiyesi olan Fas 6liim reseptoriiyle tetiklenir (117).

Her iki yolak da diizenleyici ve yapisal molekiilleri parcalayan ve hiicrenin dliimiiyle
sonuglanan kaspazlar adi verilen bir dizi proteazin aktivasyonunu igeren bir son yolda
birlesir. Aslinda her iki yolak da birbirine basit olarak baglidir. Intrinsik yolda Bcl-
2'nin asir1 ekspresyonu, ekstrinsik aracili apoptozun inhibisyonuna yol agabilir.Tam
tersi olarak TNF, NFkB’nin ekspresyonunu artirabilir ve Bcl-2 familyasi proteinlerinin

antiapoptotik tiyelerini uyarabilir (113).

Ekstrinsik yolakta bulunan 6liim reseptorleri, membrana bagli Fas ligandi, Fas

kompleksleri, Fas ile iligkili 6liim alan1 ve kaspaz 8 ve 10 da dahil olmak {izere cesitli
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protein lyelerinden olusur. Sonugta devam eden mekanizmayla kaspazlarin geri
kalanin1 aktive eder ve oliimle sonuglanir. Ekstrinsik yolagin harekete gecirilmesi
hiicre yiizeyinde bulunan ve Oliim reseptorleri olarak adlandirilan reseptorlerin
ligasyonuyla baslar. Fas, timor nekroz faktorii reseptor siiper ailesinin bir tiyesidir ve
ayrica Apo-1 veya CD95 olarak da adlandirilir. Diger TNF reseptoleri TNF R1, DR3
(Apo 2), DR4 (TRAIL R1), DRS (TRAIL R2), DR6’dir. Fas sinyal kompleksi, Fas
adaptor proteini kaspaz 8 ve 10'u igerir ve kaspaz 8'in aktivasyonuna yol agar. Bu
sekilde Kaspaz-8 ile baglantili diger kaspaz serileri sirayla aktive olur. Bazi
hiicrelerde, kaspaz 8'in aktivasyonu Oliimiin tel sarti olurken, bazi hiicrelerde ise
kaspaz 8, Bid'i (Bcl-2 ailesinin bir proapoptotik liyesi) par¢alayarak intrinsik apoptotik

yol ile etkilesime girer ve Sitokrom-c'nin serbest birakilmasina neden olur (113).
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Sekil 4.4.2.1. Apoptozda ekstrinsik yolagin mekanizmasi (120).

Intrinsik yolagmn en ©nemli regiilatérii Bcl-2 ailesi proteinleridir. Bu yolak
uyarildginda mitokondriden sitokrom-c'nin salinmasina ve olim sinyalinin
aktivasyonuna neden olan mitokondriyal yolaktir (118). BCL-2 ailesi iiyeleri BHI,
BH2, BH3 ve BH4 olarak adlandirilan dort kadar korunmus BCL-2 homoloji alanina
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sahiptirler. Genel olarak antiapoptotik iiyeler(Bcl-2,Bcl-XL, BCL-W gibi) bu dort
korunmus alt birimin tamamina sahiptir. Proapoptotik iiyelerde ise (Bax, Bad, Bak,
Bcl-Xs gibi) BH4 alt birimi sekanslanmasina daha az rastlanir. Ayrica yapilan
delesyon ve mutajenezesis arastirmalariyla BH3’iin proapoptotik iiyelerde 6liimden
sorumlu kritik alan oldugu gosterilmistir (119).

Sitozole salinan sitokrom-c, Apaf-1 ile etkilesime girer ve prokaspaz-9 enzimlerinin
aktivasyonuna yol agar. Aktif kaspaz-9 daha sonra kaspaz-3'i aktive eder, bu kaspaz
kaskadinin geri kalaninmi aktive eder ve apoptoza yol acar. Aktive edilmis kaspazlar,
niikleer laminanin bdliinmesine ve kaspaz-3 yoluyla ¢ekirdegin par¢alanmasina yol

acar (113).

death receptors = caspase-8 iy
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Sekil 4.4.2.2. Apoptozda intrinsik yolagin mekanizmasi (120).

Ekstrinsik ve intrinsik apoptotik yollar, p53, NFKB proteinleri ve yiibukitiin proteozom

sistemi,PI3K yolaklari tarafindan diizenlenir.
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p53

p53, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA tamiri ve apoptoz i¢in 6nemli olan alt
genleri diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. pS3'tin oynadigi kritik
rol, bu gende mutasyon gegiren ¢ok sayida timor tarafindan belirgindir. Pek ¢ok
kanserde p53 kaybi, genetik istikrarsizliga, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde
bozulmaya ve apoptozun inhibisyonuna yol agar. DNA hasarindan sonra, p53, hasar
onarilana kadar hiicreyi bir kontrol noktasinda tutar. Hasar tamir edilemez durumdaysa

apoptoz tetiklenir (113).

p53, apoptoz sinyali geldiginde mitokondriyal yol ile apoptoza neden olur. Bcl-2
ailesinin  antiapoptotik  {iyelerinin  ekspresyonunu  bastirip,  proapoptotik
tiyelerinin(Bax, Bak) aktif hale gelmesini saglar. Aktiflesen Bax, Bak mitokondri dis

zarina entegre olur sitokrom —c gibi apoptotik proteinlerin serbest kalmasini saglar

(120).

NFkB

NFkB, biiyiime faktorleri, sitokinler, lenfokinler, radyasyon, farmakolojik ajan ve stres
iceren cesitli uyaranlar tarafindan aktive edilir. Inaktif formdaki NFkB sitoplazmada
inhibitor proteinlerle (IkB) baglanmis durumdadir. NFk B'yi aktive eden cesitli
uyaranlar 1kB'nin fosforilasyonuna neden olur. Ve kompleksin dagilmasini saglar.
NFkB bu yolla ¢ekirdege transloke olur. Cekirdekte NFkB ¢esitli genlerin konsensiis
sekansi ile baglanir ve bdylece transkripsiyonlarini aktive eder. Apoptozu indiikler.
NFkB’nin bu mekanizmasi interferon diizenleyici faktér-1, c-myc, p53 gibi bazi
proapoptotik proteinlerin ve kaspaz 1 gibi kaspazlarin aktivasyonu ile agiklanabilir
(113).
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Yubikiitin / proteazom sistemi

Bu sistem, hiicre biiyiimesi ve apoptozun diizenlenmesinden sorumludur. Genis bir
proteinaz kompleksinden olusur. Protein parcalanmasi, taninmayi iceren oldukca
koordineli bir siirectir. Proteininin bir¢ok yubikiitin molekiiliine baglanmasi ve daha
sonra 26S proteozom tarafindan sindirilmesi yoluyla gergeklesir. Pek ¢ok hiicre
dongiisii diizenleyicisi, transkripsiyon faktorleri (p53, siklinler ve siklin bagimli kinaz

inhibitorleri ) ve NFkB yubikiitin / proteozom sistemi tarafindan diizenlenir (121).

Buna ek olarak, Bcl-2 ailesi iiyelerinin birgogu yubikiitin / proteozom sisteminin
substratlaridir. Proteozom inhibitorleri ile apoptozun indiiksiyonu, p53, p27,
proapoptotik Bad veya Bax gibi proteinlerin baglangi¢ birikimine veya stres kinazin
aktivasyonuna yol agar. Bu da sitokrom-c'nin salinmasma ve intrinsik apoptoz

yolaginin aktivasyonuna neden olur (113).

4.4.3. Apoptoz ve Tedavi Iliskisi

Molekiiler genetik kusurlarin anlagilmasi ve tlimorlerde karmasik sinyal yollarinin
diizenlenmesi, Ozellikle de apoptozun diizenlenmesi, rasyonel olarak tasarlanmis
kanser Onleme stratejileri igin sonuglar ortaya cikarabilir. Intrinsik ve ekstrinsik
apoptotik yolaklar ve p53, proteozom / ubikitin sistemi, NFkB ve PI3K / Akt yolaklari
gibi diger sinyalleme diizenleyiciler hakkindaki bilgilerimiz, tek basina veya
konvansiyonel sitotoksik terapi veya radyasyon ile kombinasyon halinde
uygulanabilen pek ¢ok ajanin kesfini saglamistir. Farkli tiimor tiplerinde apoptozu
kontrol eden farkli sinyal yollarinin daha iyi anlasilmasi, yeni ajanlarin kesfedilmesine
ve hedeflenen tiimore spesifik molekiiler kusurlara dayanan klinik arastirmalarin

tasarlanmasina yardimci olacaktir (113).

Her iki apoptoz yolagini harekete gecirebilen antikanser ilaglar mevcuttur. Oliim
reseptOr ligandlarinin, 6zellikle de Fas ligandinin ekspresyonunu indiikleyerek hassas
duyarli hiicreler olusturanlar ve mitokondriyumdan sitokrom salinimini tetikleyenler

olarak ayrilabilir (122). Karakteristik apoptotik degisiklikler; sitarabin, 5-fluorourasil,
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fludarabin, doksorubisin, siklofosfamid, sisplatin, etoposid, daktinomisin ve
sitoprotein gibi ¢esitli sitotoksik ilaglarla farelerde kati tiimor tedavilerinde
tanimlanmistir. Bazi istisnalar disinda ¢ogu anti-kanser ila¢ tarafindan tetiklenen
apoptoz Fas/FasL sisteminden bagimsiz olarak islemektedir. Buna karsi ¢cogu ilag ile
tetiklenen apoptotik siirecte sitokrom c salinmasi ve beraberinde gerceklesen Bax

translokasyonu gosterilmistir (123).
Sonug olarak ¢esitli kanserlerin farkli mekanizmalarla ortaya ¢iktigi géz Oniinde

bulunduruldugunda apoptozu indiikleyen kemoterapdtiklerle tedavide, spesifik ilaglar

tiretilmesi i¢in apoptoz mekanizmasinin iyi anlagilmasi sarttir.
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5. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalari

Merkezinde(REMER) gerceklestirilmistir.

5.1. Gereg

5.1.1 Deneyde kullanilan materyaller

Arastirmada O. argyrea, O. galegifolia ,O. tournefortii, O. albiflora herbalari (bitkinin

toprak iistiinde kalan tiim organlari) kullanildi.

Hiicre hatt1 olarak HCT 116 insan kolon kanseri hiicreleri ve HEK 293 insan

embriyonik bobrek hiicreleri kullanildu.

Tablo 5.1.1.1. Deneyde kullanilan kimyasallar, ticari kitler ve sarf malzemeler listesi

Annexin V-FITC Early Apoptosis #6592
Detection Kit Cell signaling
Technology
Apoptosis/Necrosis Detection Kit abcam ab176749
Caspase 3Assay Kit (Fluorometric) abcam ab39383
Cell Proliferation Kit | (MTT) Roche 11 465 007 001
Mc COY’S 5A Medium Multicell 317-010-EL
Dulbecco’s Modificatiion EAGLE’S Multicell 319-005-CL
Medium (DMEM)
Fetal Bovine Serum (South America Biosera FB-1001/500
Origin)
Dulbecco’s PBS Capricorn PBS-1A
Dimetil sulfoksit (DMSO) Emplura 1.16743.1000
Multicell 325-542-EL

TRYPSIN/EDTA
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Deoxyribonuclease | from bovine Sigma-aldrich 9003-98-9
pancreas

DRAQ5™ (5mM) Abcam ab108410
Antibiyotik-Antimitotik Soliisyon (100x) | Multicell 450-115-EL
Triton™ X-100 Sigma-aldrich 9002-93-1
Laminar Kabin(sinif 2 giivenlik kabini) | Thermo Scientific | 12469:2000

Thermo Scientific

Heracell 1501 CO2 inkiibator

Inkiibator

Santrifij Thermo Scientific | SL16R
Fluorescence-activated cell sorting BD Influx Cell | With Bioprotect Safety
(FACS) Sorter Cabinet
Inverted mikroskop ZEISS AXxio

Otoklav Niive OT40L

-80 °C Dondurucu Thermo Scientific | Forma 88000
SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate Molecular 3x

Reader with SoftMax Pro Software Devices

Pipet Seti Mettler Toledo RAININ XLS
Serolojik Pipet Tabancasi Mettler Toledo RAININ
96-well plate NEST NEST

T25 ve T75 Flask NEST NEST
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=9003-98-9&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product

5.2. Yontem
5.2.1. Hiicre Hatlarimin Kiiltiiri

Her iki hiicre hatt1 da ¢oziilmelerine takiben T25’lik ve flasklarda kiiltiire edildi.
HCT 116 hiicre hattinin kiiltiirii igin %1 antibiyotik/antimitotik soliisyon, %10
FBS,%5 L-Glutamin igeren McCOY’s besi yeri kullanildu.

HEK 293 hiicre hattinin kiiltiirii i¢cin %1 antibiyotik/antimitotik soliisyon, %10 FBS,
L-Glutamin, Sodyum Piriivat ve 4.5 g/LL Glukoz iceren DMEM besiyeri kullanildi.

Onobrychis argyrea, Onobrychis galegifolia, Onobrychis tournefortii, Onobrychis

albiflora herbalarinin Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Kuru haldeki herbalarin her biri 10 mg olarak tartildi.1 ml distile su igerisinde
blendirda homojenizasyonlart saglandi. Elde edilen distile su igerisindeki homojenat
1500 rpm’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi. Pellet ve siiparnatant kismi1 ayrildi.
Stipernatant kismi ¢aligmalarda kullanilmadan 6nce 0,22 pm siringa filtresi ile steril

edildi.

5.2.2. Hiicre Proliferasyonunun Ol¢iimii (Hiicre Canhlik Tespiti)

MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-Difenil  tetrazolyum bromit) metabolik
aktivitenin Ol¢limiine dayali bir testtir. Calisma prensibi, proliferasyona ugrayan
hiicrelerin dehidrojenaz enzimi aktivitesinin artmasi sonucu olusan tetrazolyumu
kullanarak mor renkli ‘formazan’tuzu iiretmesi seklinde gergeklesir. Normalde sari
renkte olan MTT soliisyonu mor renkli Formazana indirgenir. Coziicii soliisyon olan

DMSO eklendikten sonra iiretilen formazan tuzlariin ¢éziinmesiyle mor renk alir.

Deney Basamaklari;

T25'lik flasklarda kiiltiire edilmis hiicre besiyerinin aspirasyonunu takiben hiicreler
steril PBS ile yikandi. Hiicreleri kaldirmak i¢in 750 pl Tripsin/EDTA eklendi. 2-
3 dakika inkiibatorde bekledikten sonra, hiicreler kaldirildi. 1000 rpm’de 3 dk santrifiij
sonrast siipernant kismi atildi. Hiicreler tekrar besiyeri ile karistirildi. Hiicre sayimi

icin ‘Scepter Automated Cell Counter’ ad1 verilen otomatik hiicre sayim cihaz kullanildi.
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Hiicrelerin 96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 0,5x10° hiicre olacak sekilde
ekimi yapildi. Konfluent olmalari i¢in 96 kuyucuklu plaklarda 24 saat bekletildi. Daha
sonra kuyucuklar tizerindeki besiyerlerinin aspirasyonu saglandi. Her herba 5 mg/ml,
4 mg/ml, 3 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml ve 0.5 mg/ml konsantrasyonlarda 24 saat ve 48
saat inkiibe edilmek iizere, HEK 293 VE HCT 116 hiicreleri iizerine esit miktarda
besiyerleriyle birlikte eklendi. Biitiin konsantrasyonlarin, her iki inkiibasyon siiresinde
de (24 ve 48 saat) iiclii tekrarlar1 yapildi. Inkiibasyon siireleri sonunda hiicrelerin
tizerindeki besiyeri, herba karisimlarinin aspirasyonu yapildi. 1:20 (mtt ajani: toplam
besiyeri) oraninda MTT ajan1 ilave edilerek 3-4 saat arasi inkiibe (37°C, %5 CO>)
edildi. Inkiibasyonu takiben MTT aspire edildi. 1:1 (besiyeri: DMSO) oraninda ¢dziicii
soliisyon ilave edilerek orbital karistiricida karanlik ortamda 1 saat inkiibe edildi.
Olusan renk degisiminin absorbanst 570 nm’de spektrofotometre ile olgiildii.
Ekstrelerin her iki hiicre hattinin 24 ve 48 saatlik proliferasyonunda %50
azalmaya neden olan inhibitdr konsantrasyonu (iKso), istatistikleri ve grafikleri
GraphPad Prism 6 programu kullanilarak kaydedildi. MTT analiziyle en etkili IKso
degerine sahip bitkinin Onobrychis albiflora oldugu belirlendi. Ve bundan sonraki

analizlere sadece Onobrychis albiflora ekstresiyle devam edildi.

5.2.3. Akis Sitometri Analizleri(FACS)

Akis sitometri analizi, siispansiyon halindeki hiicrelerin tekli olarak akisinin
saglanmasi, akis devam ederken es zamanli olarak da her birinin lazer ile uyarilip
eksitasyon derecelerinin dlgiilmesi prensibine dayanir.

Calismamizda bu analiz i¢in Floresanla aktive edilmis hiicre ayirim cihazi
(Fluorescence-activated cell sorting -FACS ) kullanilmigtir. Cihazin sahip oldugu
cesitli lazerler sayesinde farkli floresan boyalarla boyanmais hiicreler istenilen emisyon
dereceleriyle uyarilir. Daha sonra her birinin verdigi eksitasyon dereceleri kaydedilir.

Bu kayitlarla ¢esitli diyagramlar ve istatistikler olusturulur.
5.2.3.1. FACS, Annexin V-FITC Early Apoptoz/Nekroz Analizi

Aragtirmamizda HCT 116 hiicrelerine ticari olarak satilan Annexin V-FITC Early
Apoptosis Detection Kit’i uygulandi. Annexin V-FITC Erken Apoptoz Tespit Kiti,
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aragtirmacilarin = bir hiicre popiilasyonu i¢indeki erken apoptotik hiicreleri
belirlemelerini saglar. Annexin V-FITC konjuge protein, erken apotoz belirteci olan
fosfatidilserin ifade eden hiicre ylizeylerine baglanir. Propidium iodide (PI), normalde
saglikli hiicrelerde membrani gegemeyip DNA’ya baglanamaz. Fakat membran
gecirgenligini kaybetmis nekrotik hiicrelerde hiicre i¢ine girerek DNA’ya baglanir.
Hem Pl hem de Anneksin V-FITC ile boyanan hiicreler ileri apoptozu ve erken
nekrozu gosterirler. Annexin V, 160'dan fazla iiyeden olusan annexin proteinleri
ailesine aittir. Annexin protein ailesi iiyelerinin karakteristik 6zelligi Ca*? varliginda
negatif yiiklii fosfolipid yiizeylere baglanmasidir. Normalde Fosfatidilserin (PS)
molekiilleri hiicre membraninin sitozole bakan i¢ tarafinda yerlesmis durumdadir.
Apoptozun erken asamalarinda plazma membraninin sitozolik yiizliinden dis yiiziine

transloke olurlar. Bu sekilde Annexin V ile baglanirlar.
Deney Basamaklari;

T25 flaskda kiiltiire edilmis HCT 116 hiicrelerinin besiyerinin aspire edilmesini
takiben hiicreler steril PBS ile yikandi. Hiicreleri kaldirmak ig¢in 750 pl
Tripsin/EDTA eklendi.2-3 dakika inkiibatérde bekledikten sonra,hiicreler kaldirildi.
500g’de 5 dk santrifiij sonrasi siipernant ayrildi. Hiicreler tekrar besiyeri ile karistirildi.
1x10° hiicre sayildi. Tekrar steril T25 flask igine alinip besiyeriyle birlikte Onobrychis
albiflora ekstresinin iKso konsantrasyonuyla inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyondan
sonra tekrar kaldirilip santriftij edilen hiicrelerin siipernatant kismi uzaklastirildi.
Hiicre pelleti kit igeriginde bulunan 1X Annexin V baglanma tamponu ile
karistirllarak, 96 pl’lik alikotlara ayrildi. Ayrilan her bir 96 ul alikot tizerine 1 pl
Annexin V-FITC konjugati ve 12.5 pl Propidium Iodide (PI) eklendi. Buz {izerinde ve
karanlikta 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 1/10* oraninda diliie edilmis psdydo
DNA boyasi DRAQ5 ve DNase eklendi. Final hacmi 1X Annexin V baglanma
tamponu eklenerek 250 pl’ye tamamlandi. DRAQS i¢in 640nm, PI i¢in 560nm FITC
icin 488nm de uygun lazer kanallariyla FACS analizi yapildi. Yesil floresan veren
hiicreler apoptozun erken asamasinda olanlar, kirmizi floresan verenler ise nekroza

ugramis olanlar olarak belirlendi.
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5.2.3.2. FACS, Apopxin Green ve 7-AAD Apoptoz/Nekroz Analizi

Calismamizda ayrica igeriginde Apopxin Green,7-AAD ve Cytocalcein Violet
bulunan bagka bir ticari Apoptoz/Nekroz kit’i kullanilmigtir. Calismamizda kullanilan
bu kit apoptotik, nekrotik ve saglikli hiicreleri ayn1 anda bir akis sitometresi veya
floresan mikroskopu ile izlemek iizere tasarlanmustir. Kit igeriginde bulunan Apopxin
Green indikatorii ajani apoptozun erken sathasinda hiicre membraninin dis yiizeyine
yer degistirmis fosfatidilserin molekiilleriyle baglanarak apoptotik hiicrelerin yesil
floresan vermesini saglar. Plazma biitiinliigiiniin kaybedilmesi apoptozun ileri
safhalarinda ve nekrozda karakteristik bir olaydir. Kit igeriginde bulunan 7-AAD (7-
aminoaktinomisin D) membran ge¢irimsiz bir boyadir. Membran biitiinliiglinii
kaybetmis hiicrelerde ise zardan gegerek ¢ekirdegi boyayip kirmizi floresan vermesini
saglar. Kit igcerigindeki diger bir boya olan CytoCalcein Violet 450 ise canli hiicrelerin
sitoplazmalarinda tutunarak mavi floresan renk verir. Bu sekilde canli hiicreler kolayca

ayirt edilmis olur.
Deney Basamaklari;

T25 flaskda kiiltire edilmis HCT 116 hiicrelerinin besiyerinin aspire edilmesini
takiben hiicreler steril PBS ile yikandi. Hiicreleri kaldirmak ig¢in 750 pl
Tripsin/EDTA eklendi.2-3 dakika inkiibatorde bekledikten sonra, hiicreler kaldirildi.
500 g’de 5 dk santrifiij sonrasi siipernant kismi uzaklastirildi. Hiicreler tekrar besiyeri
ile karigtirildi. 1x10® hiicre sayildi. Tekrar steril T25 flask igine alinip besiyeriyle
birlikte Onobrychis albiflora ekstresinin 1Kso konsantrasyonuyla inkiibe edildi. 24
saatlik inkiibasyondan sonra tekrar kaldirilip santrifiij edilen hiicrelerin siipernatant
kismi uzaklastirildi. Hiicre pelleti kit i¢eriginde bulunan 200 pl deney tamponu ile
karistirildi. Hiicre deney tamponu karigimima 2 pl Apopxin Green indikatori, 1 pl 7-
AAD (7-aminoaktinomisin D),1 pl CytoCalcein Violet 450 ajanlar1 eklendi. Oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyonlari saglandi. FACS analizi 6ncesi tekrar 300 uL deney
tamponu ile diliie edildi. FL1 kanali (Ex / Em = 490/525 nm) kullanilarak Apopxin
Green Indicator, FL3 kanali1 (Ex / Em = 550/650 nm) kullanilarak 7-AAD, Ex/ Em =
405/450 nm’de ise CytoCalcein Violet 450 FACS ile analiz edildi.
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5.2.4. Florometrik Kaspaz 3 Analizi

Arastirmamizda ticari olarak Abcam39383 Caspase 3 Assay (Flourometric) kiti
kullanilmigtir. Kaspazlar, programlanmis hiicre Sliimiinde rol oynayan bir proteaz
enzimi ailesidir. ICE ( interlokin-1-beta converting enzim) ailesinden proteazlarin /
kaspazlarin aktivasyonu, memeli hiicrelerinde apoptozu baglatir. Kit iceriginde
DEVD-AFC, hiicre lizis tamponu, deney tamponu ve DTT ajanlar1 bulunmaktadir. Bu
kit DEVD'ye bagh kaspaz aktivitesini test etmek i¢in basit ve kullanish bir yontem
saglamaktadir. Apoptoz sirasinda aktive edilmis kaspaz-3, 6zellikle DEVD amino
dizisinde hedeflenen poli (ADP-riboz) polimeraz dahil olmak iizere ¢esitli substratlari
parcalamaktadir. Deney, DEVD-AFC substratinin (AFC: 7-amino-4-triflorometil
kumarin) bdliinmesinin saptanmasina dayanir. DEVD-AFC normalde mavi floresan
yayar (Amax = 400 nm); Substratin kaspaz 3 veya ilgili kaspazlar tarafindan
pargalanmasiyla birlikte serbest kalan AFC, sari-yesil bir floresan (Amax = 505 nm)
yayar. Bu floresan derecesi bir florometre veya floresan mikroplaka okuyucusu
kullanilarak nicellestirilir. Apoptotik bir numunenin AFC floresan degeri kontrol

grubuyla karsilagtirildiginda Kaspaz 3 etkinligindeki artisa karar verilebilir.
Deney Basamaklari;

T25 flaskda kiiltiire edilmis HCT 116 hiicrelerinin besiyerinin aspire edilmesini
takiben hiicreler steril PBS ile yikandi. Hiicreleri kaldirmak i¢in 750 pl
Tripsin/EDTA eklendi. 2-3 dakika inkiibatérde bekledikten sonra, hiicreler kaldirildi.
1000 rpm’de 3 dk santriflij sonrast siipernant ayrildi. Hiicreler tekrar besiyeri ile
karistirildi. 96 kuyucuklu plaklara her kuyucuk 0,5x10° hiicre icerecek sekilde ekimi
yapildi. Konfluent olmalarmi takiben Onobrychis albiflora ekstresinin 1Kso
konsantrasyonuyla 24 saat inkiibasyon saglandi. Kuyucuklarin igerigi aspire edildi.
Her kuyucuga 50 pl lizis tamponu eklendi. 10 dakika buz iizerinde inkiibasyonu
takiben 50 pl 2x (10Mm DTT igeren) deney tamponu ve 5 pl IMm DEVD-AFC
substrat1 eklendi. Tekrar 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Plaka Ex/Em:400nm/505nm

de SpectraMax i3x cihazinda altinda analiz edildi.
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6.BULGULAR

6.1. Hiicre Proliferasyonunun Olciimii (Hiicre Canlhilik Tespiti)

Her herba 5 mg/ml, 4 mg/ml, 3 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml ve 0.5 mg/mi
konsantrasyonlarda 24 saat ve 48 saat inkiibe edilmek tizere, HEK 293 VE HCT 116
hiicreleri iizerine eklendi. Ve yapilan MTT analizleriyle iKso degerleri bulundu.

Resim 6.1.1. HEK-293 hiicrelerinin deney 6ncesi 151k mikroskobu goriintiisii (10X).
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Resim 6.1.2. HCT-116 hiicrelerinin deney 6ncesi 151k mikroskobu goriintiisii (10X).

6.1.1. HCT-116 Hiicreleri Canhilik Tespiti

24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda Onobrychis albiflora, Onobrychis galegifolia,
Onobrychis tournefortii ve Onobrychis argyrea herbalarinin 1Kso degerleri asagidaki

tabloda gosterilmistir.

Tablo 6.1.1.1. Onobrychis albiflora, Onobrychis galegifolia, Onobrychis tournefortii
ve Onobrychis argyrea herbalarinin HCT-116 hiicrelerindeki IKso degerleri.

HCT-116
24 SAAT 1Kso (mg/ml) | 48 SAAT iKso (mg/ml)
Onobrychis albiflora 1,396 1,322
Onobrychis galegifolia 2,707 2,755
Onobrychis tournefortii 2,048 2,236
Onobrychis argyrea 3,287 1,217
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O.albiflora 24 sa. 1C50: 1,396 mg/ml

150- .
Normalize Absorbans
= Degerleri
: 100 2
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3
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O
:==:
L 1 L] ’ 1 \O
8 6 -4 -2 2 4 °
-50-

Logaritmik Konsantrasyon

Sekil 6.1.1.1. O. albiflora’nin HCT-116 hiicreleri iizerindeki 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu bulunan canlilik egrisi ve [Kso degeri.

O.albiflora 48 sa. 1C50: 1,322 mg/ml

150 - Normalize Absorbans
Degerleri
100+ E’
=
3
50 o
(8]
3
T T T T . 1 fo
-8 -6 -4 -2 2 4 °
.50

Logaritmik Konsantrasyon

Sekil 6.1.1.2. O. albiflora’nin HCT-116 hiicreleri tizerindeki 48 saatlik inkiibasyonu
sonucu bulunan canlilik egrisi ve [Kso degeri.
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O.argyrea 24 sa. 1C50: 3,287 mg/ml
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Sekil 6.1.1.3. O. argyrea’nin HCT-116 hiicreleri {lizerindeki 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu bulunan canlilik egrisi ve Kso degeri.

O.argyrea 48 sa. 1C50: 1,217 mg/ml
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Logaritmik Konsantrasyon

Sekil 6.1.1.4. O. argyrea’nin HCT-116 hiicreleri lizerindeki 48 saatlik inkiibasyonu
sonucu bulunan canlilik egrisi ve IKso degeri.
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0.galegifolia 24 sa. 1C50: 2,707 mg/ml
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Sekil 6.1.1.5. O. galegifolia’nin HCT-116 hiicreleri iizerindeki 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu bulunan canlilik egrisi ve iKso degeri.

0O.galegifolia 48 sa. 1C50: 2,755 mg/ml
Normalize Absorbans
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Sekil 6.1.1.6. O. galegifolia’nin HCT-116 hiicreleri iizerindeki 48 saatlik inkiibasyonu
sonucu bulunan canlilik egrisi ve [Kso degeri.
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O. tournefortii 24 sa. 1C50: 2,048 mg/ml

150- Normalize Absorbans
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Sekil 6.1.1.7. O. tournefortii’nin HCT-116 hiicreleri iizerindeki 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu bulunan canlilik egrisi ve 1Kso degeri.

O. tournefortii 48h IC50: 2,236 mg/ml

150+
-~ normalized value abs
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I L] ] . 1
-8 -6 -4 -2 2 4
-50-

log concentration

Sekil 6.1.1.8. O. tournefortii’nin HCT-116 hiicreleri iizerindeki 48 saatlik inkiibasyonu

sonucu bulunan canlilik egrisi ve IKso degeri.
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6.1.2. HEK-293 Hiicreleri Canlilik Tespiti

24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda Onobrychis albiflora, Onobrychis galegifolia,
Onobrychis tournefortii ve Onobrychis argyrea herbalarmin IKso degerleri asagidaki

tabloda gosterilmistir.

Tablo 6.1.2.1. Onobrychis albiflora, Onobrychis galegifolia, Onobrychis tournefortii
ve Onobrychis argyrea herbalarin HEK-293 hiicrelerindeki IKso degerleri.

HEK-293
24 SAAT IKso (mg/ml)| 48 SAAT 1Kso (mg/ml)
Onobrychis albiflora 1,649 1,601
Onobrychis galegifolia 2,563 3,989
Onobrychis tournefortii 0,9797 1,269
Onobrychis argyrea 3,749 3,611

O.albiflora 24 sa. 1C50: 1,649 mg/ml
150- Normalize

Absorbans Degerleri
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Logaritmik Konsantrasyon

Sekil 6.1.2.1. O. albiflora’nin HEK-293 hiicreleri iizerindeki 24 saatlik inkiibasyonu

sonucu bulunan canlilik egrisi ve IKso degeri.
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O.albiflora 48 sa. 1C50: 1,601 mg/ml
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Sekil 6.1.2.2. O. albiflora’nin HEK-293 hiicreleri iizerindeki 48 saatlik inkiibasyonu
sonucu bulunan canlilik egrisi ve 1Kso degeri.

O.argyrea 24 sa. 1C50: 3,749 mg/ml
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Sekil 6.1.2.3. O. arygrea’nin HEK-293 hiicreleri tizerindeki 24 saatlik inkiibasyonu

sonucu bulunan canlilik egrisi ve IKso degeri.
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O.argyrea 48 sa. 1C50: 3,611 mg/ml
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Sekil 6.1.2.4. O. arygrea’nin HEK-293 hiicreleri tizerindeki 48 saatlik inkiibasyonu

sonucu bulunan canlilik egrisi ve iKso degeri.

0O.galegifolia 24 sa. 1C50: 2,563 mg/ml
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Degerleri
1004 2
€
S
50+ o
(%)
::=:
I I T ] ! 1 =)
8 6 -4 -2 2 4 =
-50-

Logaritmik Konsantrasyon

Sekil 6.1.2.5. O. galegifolia’nin HEK-293 hiicreleri tizerindeki 24 saatlik inkiibasyonu

sonucu bulunan canlilik egrisi ve Kso degeri.
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0.galegifolia 48 sa. 1C50: 3,989 mg/ml
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Sekil 6.1.2.6. O. galegifolia’nin HEK-293 hiicreleri iizerindeki 48 saatlik inkiibasyonu

sonucu bulunan canlilik egrisi ve 1Kso degeri.

O.tournefortii 24 sa. 1C50: 0,9797 mg/ml
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Sekil 6.1.2.7. O. tournefortii’nin HEK-293 hiicreleri {izerindeki 24 saatlik

inkiibasyonu sonucu bulunan canlilik egrisi ve [Kso degeri

56



O.tournefortii 48 sa. 1C50: 1,269 mg/ml
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Sekil 6.1.2.8. O. tournefortii’nin  HEK-293 hiicreleri tizerindeki 48 saatlik

inkiibasyonu sonucu bulunan canlilik egrisi ve [Kso degeri.
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6.2. Akis Sitometri Analizleri (FACS)

HCT-116 hiicre hatt1 O. albiflora ekstresinin IKso konsantrasyonuyla 24 saat inkiibe

edildi. Deney ve kontrol gruplarinin ayr1 ayr1 akis sitometri analizleri yapildi.

6.2.1. FACS ,Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz Analizi

10

3
10

10

100 10!

. Canh Hiicreler . Apoptotik Hiicreler . Gec Apoptotik-Nekrotik Hiicreler

102
AnnexinV-FITC

Sekil 6.2.1.1 O. albiflora ekstresiyle muamele edilmeyen kontrol grubu hiicrelerinin
akis sitometrik analiz diyagramu.

Tablo 6.2.1.1 Onobrychis albiflora ekstresiyle muamele edilmeyen kontrol grubu hiicrelerinin
akig sitometrik analizi % degerleri.

Hiicre Populasyonu % deger

Tiim Hiicreler 18.857 %100

Ge¢ Apoptotik-Nekrotik 1.198 % 6.35
Apoptotik 1.615 % 8.56
Canh Hiicreler 15.199 % 80.60
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102 103

AnnexinV-FITC

104

Sekil 6.2.1.2 O. albiflora ekstresinin IKso degeri ile 24 saat muamele edilen deney

grubu hiicrelerinin akis sitometrik analiz diyagramu.

Tablo 6.2.1.2 O. albiflora ekstresinin IKso degeri ile 24 saat muamele edilen deney
grubu hiicrelerinin akis sitometrik analizi % degerleri.

Hiicre Populasyonu % deger
Tiim Hiicreler 7.167 % 100
Gec¢ Apoptotik-Nekrotik 2.237 % 31.21
Apoptotik 1.860 % 25.95
Canh Hiicreler 1.733 % 24.18
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6.2.2. FACS, Apopxin Green ve 7-AAD Apoptoz/Nekroz Analizi

Akas sitometri analizi ile elde edilen faz pikleri ve hesaplanan hiicre yiizdeleri

gosterildi.
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Olii Hacreler
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Canh Hicreler

10°

CytoCalcein Violet 450

10*

Sekil 6.2.2.1 O. albiflora ekstresiyle muamele edilmeyen kontrol grubuna ait

hiicrelerin Cytocalcein Violet 450 pik oran1 diyagrami.

Tablo 6.2.2.1 O. albiflora ekstresiyle muamele edilmeyen kontrol grubuna ait
hiicrelerin Cytocalcein Violet 450 ile belirlenen canlilik % degerleri.

Hiicre Populasyonu % deger

Canh
Hiicreler 27.128 % 66.29
Olii Hiicreler 13.555 % 33.12
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Sekil 6.2.2.2 O. albiflora ekstresinin iKso degeri ile 24 saat muamele edilen deney

grubu hiicrelerinin Cytocalcein Violet 450 pik oran1 diyagramu.

Tablo 6.2.2.2 O. albiflora ekstresinin IKso degeri ile 24 saat muamele edilen deney
grubuna ait hiicrelerin Cytocalcein Violet 450 ile belirlenen canlilik % degerleri.

Hiicre Populasyonu % deger

Canh
Hiicreler 14.496 % 39.82
Olii Hiicreler 21.660 % 59.61
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Sekil 6.2.2.3 O. albiflora ekstresiyle muamele edilmeyen kontrol grubuna ait

hiicrelerin Apopxin Green Indicator pik orani diyagrama.

Tablo 6.2.2.3 O. albiflora ekstresiyle muamele edilmeyen kontrol grubuna ait
hiicrelerin Apopxin Green Indicator ile belirlenen apoptotik % degerleri.

Hiicre
Populasyonu % deger
Apoptotik Olmayan
Hiicreler 27.002 % 65.98
Apoptotik Hiicreler 13.169 % 32.18
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Sekil 6.2.2.4 O. albiflora ekstresinin IKso degeri ile 24 saat muamele edilen deney

grubu hiicrelerinin Apopxin Green Indicator pik orani diyagrami.

Tablo 6.2.2.4 O. albiflora ekstresinin IKso degeri ile 24 saat muamele edilen deney
grubu hiicrelerinin Apopxin Green Indicator ile belirlenen apoptotik % degerleri.

Hiicre Populasyonu % deger
Apoptotik
Olmayan
Hiicreler 22.727 % 62.55
Apoptotik
Hiicreler 12.839 % 35.33
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Sekil 6.2.2.5 O. albiflora ekstresiyle muamele edilmeyen kontrol grubuna ait

hiicrelerin 7-AAD pik orani diyagramu.

Tablo 6.2.2.5 O. albiflora ekstresiyle muamele edilmeyen kontrol grubuna ait
hiicrelerin 7-AAD ile belirlenen % degerleri.

Hiicre
Populasyonu % deger
Nekrotik-Geg
Apoptotik Olmayan
Hiicreler 36.759 % 89.93
Nekrotik-Geg
Apoptotik Hiicreler 3.874 % 9.47
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Sekil 6.2.2.6 O. albiflora ekstresinin 1Kso degeri ile 24 saat muamele edilen deney

grubu hiicrelerinin 7-AAD pik orani diyagrama.

Tablo 6.2.2.6 O. albiflora ekstresinin IKso degeri ile 24 saat muamele edilen deney
grubu hiicrelerinin 7-AAD ile belirlenen % degerleri.

Hiicre
Populasyonu % deger
Nekrotik-Geg
Apoptotik Olmayan
Hiicreler 23.471 % 64.59
Nekrotik-Geg
Apoptotik Hiicreler 12.305 % 33.86
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- Kontrol Grubu - Deney Grubu

Sekil 6.2.2.7 Deney ve Kontrol grubu hiicrelerinin birlestirilmis Cytocalcein Violet

450 pik oran1 diyagramu.
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Sekil 6.2.2.8 Deney ve Kontrol grubu hiicrelerinin birlestirilmis Apopxin Green

Indicator pik oran1 diyagramiu.
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Sekil 6.2.2.9 Deney ve Kontrol grubu hiicrelerinin birlestirilmis 7-AAD pik orani
diyagramu.
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6.3. Florometrik Kaspaz 3 Analizi

Caspase 3

25108
20x10¢
15x10¢
10x10¢

5x10¢

m D.abiflora m MNegatif Kontrol = Pozitif Kontrol

Sekil 6.3.1 Deney grubu, pozitif ve negatif kontrol gruplariin Kaspaz 3 floresan

degerleri.
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7. TARTISMA ve SONUC

Tamamlayict tip kullanimi son yillarda, gelismekte olan ve endiistrilesmis birgok
iilkede diizenli bir sekilde artmistir. Buna paralel olarak kanser olusumunun toksik
olmayan dogal iiriinler kullanilarak 6nlenmesi ve tedavisi ile ilgili yapilan arastirma

sayisinda da belirgin bir artig gozlenmektedir.

Biz de ¢alismamizda kullanacagimiz Onobrychis (Korunga) tiirlerinin (Onobrychis
argyrea, Onobrychis galegifolia, Onobrychis tournefortii, Onobrychis albiflora)
icerigindeki flavonellerin, flavonlarin ve flavanlarin insan kolorektal kanser
hiicrelerinde proliferasyonu onleyici ve apoptozu indiikleyici etkilerinin oldugunu

diisiinmekteyiz.

Onobrychis tiirlerinin iginde bulundugu, halk arasindaki adiyla Korunga, soguga ve
kuraga ¢ok dayanikli, diger bitkilerin yetismedigi kirag, kiregli topraklarda iyi gelisen
ve sulanmayan topraklarda daha verimli olan bir bitkidir (129). Hem bu agidan hem
de yiiksek besin degerine sahip olmasi agisindan iilkemizin 6zellikle Dogu Anadolu
Bolgesi’'nde yem bitkisi olarak geleneksel yontemlerle kullanimi yaygindir.
Korunga’nin farkli tiirleriyle yapilmis antikanser, antioksidan ve antibakteriyel

etkilerinin arastirildigi ¢esitli galismalar mevcuttur (25-41 ).

Bitkilerin igerigindeki bilesiklerin etanol ve/veya metanolde daha iyi ¢oziindiigiine ve
metanollii ekstrelerin sulu ekstrelerden daha fazla antioksidan etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (44). Buna ragmen calismamizda sulu ekstre kullanmamizin nedeni O.
albiflora, O. argyrea, O. tournefortii ve O. galegifolia tiirlerinin dogal yollarla
tilketilmesinin barsak hiicreleri iizerindeki etkilerinin gozlemlenmesinde sulu
ekstrenin daha uygun olacagi ve etanol ve/veya metanoliin normal hiicreler lizerinde
toksik etkilerinin olabileceginin diisiiniilmesinden dolayidir. izledigimiz bu ydntem
Isirgan Otu eksterisinin kolon kanseri hiicreleri iizerindeki etkilerinin arastirildigi

baska bir ¢alismanin referansiyla da desteklenmistir (130).

Bu ¢alismada Korunga’ya ait O. albiflora, O. argyrea, O. tournefortii ve O. galegifolia
tirlerinin sulu ekstrelerinin kolon kanseri epitel hiicreleri olan HCT-116 hiicreleri

tizerindeki antiproliferatif ve apoptotik etkileri incelendi. Bunun yaninda saglikli hiicre
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hatlarina kars1 toksik etkilerinin anlasilmasi i¢in ise Insan Embriyonik K&k Hiicre
Hatt1 olan HEK-293 hiicreleri iizerinde de antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin

incelemesi yapildi.

Kolon kanseri olgularinin ¢ogu adenokarsinoma oldugundan bu alanda yapilan
calismalarda siklikla HT29 kolon adenokarsinoma hiicre hatti tercih edilmektedir
(126). Calismamizda HT-29 hiicreleriyle benzer morfolojiye sahip HCT-116 hiicreleri
kullanilmustir. (127).

Calismamizda herbalarin 5 mg/ml, 4 mg/ml, 3 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml ve 0.5 mg/ml
(w/v) konsantrasyonlarindaki ekstreleri kullanildi. Bu konsantrasyonlarla yapilan
MTT analizleri ile her bir konsantrasyonun HCT-116 ve HEK-293 hiicre hatlar
iizerindeki [Kso degerleri belirlendi. HCT-116 hiicrelerinde yapilan MTT analizleriyle
24 saatlik inkiibasyon sonucunda O. albiflora’min 1Kso degeri 1.4 mg/mL, O.
galegifolia 'mn 1Kso degeri 2.7 mg/mL, O. tournefortii 'nin 1Kso degeri 2 mg/mL ve O.
argyrea nmin iKso degeri 3.3 mg/mL olarak belirlenmistir. Dort farkl tiir arasindan, O.
albiflora HCT-116 hiicre hattina karsi en aktif apoptotik etkiye sahipken, O. argyrea
en az aktif olarak bulundu.

48 saatlik inkiibasyon sonucunda ise O. albiflora’ min 1Kso degeri 1.3 mg/mL, O.
galegifolia 'min IKso degeri 2.8 mg/ml, O. tournefortii 'nin 1Kso degeri 2.2 mg/ml, O.

argyrea min iKso 1.2 mg/mL olarak belirlenmistir.

Her iki inkiibasyon siiresinde de sonuglar hiicre canliligi ve bitki ekstresinin
konsantrasyonunun ters orantili oldugunu ortaya koydu. IKso degerleri acisindan, 24
saatlik inkiibasyon siiresinin 48 saatlik inkiibasyon siiresine kiyasla ¢ok da farkl
olmadig1 goriilmistiir. 24 saat inkiibasyonun, zaman agisindan hem in vitro hem de in
vivo calismalarda avantaj saglayacagi da goz Oniine alinarak daha uygun oldugu
goriisiine vartlmigtir. Dort farkl: tiir arasindan, HCT-116 hiicre hattinin O. albifloraya
karst en duyarli oldugu ve minimum hiicre canliliginin 4 mg/ml dozda elde edildigi
goriilmiistiir. Ote yandan ayn1 hiicre hatt1 ve O. argyrea’ya karsi en az duyarli olup

maksimum hiicre canliligr 1 mg /ml ile elde edilmistir.
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HEK-293 hiicrelerinde yapilan MTT analizleriyle, 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
0. albiflora’nin IKso degeri 1.7 mg/mL, O. galegifolia 'nin 1Kso degeri 2.6 mg/ml, O.
tournefortii'nin 1Kso degeri 1 mg/ml, O. argyrea’mn iKsop 3.8 mg/mL olarak
belirlenmistir. D6rt farkl: tiir arasindan, O. tournefortii HEK-293 hiicre hattina karsi

en aktif apoptotik etkiye sahip olurken, O. argyrea ise en az aktif olarak bulundu.

48 saatlik inkiibasyon sonucunda ise O. albiflora’nin 1Kso degeri 1.6 mg/mL, O.
galegifolia 'mn 1Kso degeri 4 mg/ml, O. tournefortii 'nin IKso degeri 1.3 mg/ml, O.
argyrea’min 1Kso 3.6 mg/mL olarak belirlenmistir. Dért farkli tiir arasindan O.
tournefortii HEK-293 hiicre hattina karsi en aktif olarak bulunurken, O. galegifolia ise

en az aktif olarak bulundu.

Antikanser ilaglarinin timor hiicrelerine karsi segici olmasi istenirken, bunun yaninda
saglikli hiicreleri de oldiirebildigi gozlenmektedir. Esas istenen ise saglikli hiicre
hatlarina kars1 herhangi bir toksik etki gostermemesidir (6). Bu sebeple ¢alismamiza,
MTT analizi sonuglarina gore belirlemis oldugumuz, HCT-116 hiicrelerine kars1 en
toksik etkiyi gosterirken HEK-293 hiicrelerine kars1 olabildigince az aktif olan O.

albiflora ekstresi ile devam etme karar1 aldik.

Insan diyetindeki ve tibbi bitkilerdeki antioksidan ve flavonoid kaynaklar arastirilmast
gereken Onemli konular arasindadir. Fenolik bilesiklerin ve 6zellikle flavonoidlerin
kanserin goriilme sikligini azaltti§i ve kanserin tedavisinde, 6zellikle tamamlayici
tedavide onemli yeri oldugu yapilan ¢alismalarla desteklenmektedir (128). Fabacea
familyasina ait Onobrychis cinsinin i¢erdigi flavonlardan; afzelin (27), kuersetin (28),
inositol (29), viteksin (37), mirisetin (39), Ebenfuran 111 (40) ve 2 arylbenzofuran (41),
hidroksibenzoik asitlerden; sinnamik asit (31), gallik asit (32), vanilik asit (33), kafeik
asit (34), kumarik asit (35), ferulik asit (36) antikanserojen etkiye sahip bilesiklerdir.
Literatiirde O. albiflora ekstresinin HCT-116 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisine
dair daha once yapilmis ¢alismalar mevcut degildir. Fakat O. albiflora igerigindeki
flavonlarin ve hidroksibenzoik asitlerin ayr1 olarak kolorektal kanser ve farkli kanser

hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerinin degerlendirildigi ¢alismalar mevcuttur (25-41).

Bitki fenoliklerinden olan ferulik asit ve kumarik asit’in kolon kanseri hiicrelerinin

proliferasyonunu, epidermal biiyiime faktorii reseptorlerinin gen ekspresyonunu
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azaltma yoluyla inhibe ettigi gosterilmistir. Insan kolorektal kanser hiicre hattt HCT
15 tizerinde yapilan sitotoksisite deneyleri, her iki bilesigin, kontrollii konsantrasyon
temelinde kolorektal kanser hiicrelerinin 6ldiriilmesinde etkili oldugunu ortaya
koymustur. Bununla birlikte yapilan PCR analizleriyle EGFR ekspresyonunun, bu

bilesikler varliginda azalarak diizenlendigi gozlemlenmistir (35).

Flavonid ve fenolik tiirevi olmadig1 halde kolon kanseri hiicre hattinda anti-proliferatif
etki gosteren farkli tiirde maddeler de bulunmaktadir. Bunlardan biri sinnamik asit
tirevi olan trans sinnamik’dir. Kolon kanseri hiicre serisi olan HT29 hiicrelerinin
sinnamik asit tiirevi olan Trans-sinnamik asit (tCA)ile muamele edildigi bir
calismada MTT  analizleri  sonucu  hiicre  proliferasyonunda %50
azalmaya neden olan  konsantrasyonun (iKsp) ~1mM oldugu belirlenmistir.
Calismanin devaminda yapilan Western Blot Analizleri ile, tCA'nin HDAC inhibitorii
Trichostatin A'min etkileri ile tutarli olan asetil-H3 ve asetil-H4 proteinlerinin
ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmistir. Ayrica hiicre proliferasyonunun bir
belirteci olan Bcl-2’nin ekspresyonunun azaldigt ve apoptozun indiiklendigi
kaydedilmistir (31).

Ratlarda 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile indiiklenmis kolon kanseri modeli iizerinde
Inositol heksafosfat’in (IP6) antikanserojenik etkisi ve altinda yatan mekanizmanin
arastirildigl bir calismada IP6’nin PI3K / Akt ve Wnt yolaklarinda gerceklestirdigi
degisimlerle antiproliferatif etkiye sahip oldugu kaydedilmistir (29).

Tiim bu bilesiklerin yan1 sira ¢ok sayida medikal ¢calismada kullanilan D-Pinitol’iin
ana kaynaginin ise Onobrychis cinsinin de iginde bulundugu Fabaceae (Legiiminosae)
familyast oldugu gosterilmistir (25). 1950°’li yillarda Plouvier Victor Fabacea
familyasina ait 54 tiirden yiiksek oranda Pinitol izolasyonu gergeklestirmistir (26).

D-Pinitol’lin, prostat kanseri hiicreleri (PC3 ve DUI145) ile yapilan ¢alismada
invazyon ve hiicre gogiinii azalttig1 ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir. D-Pinitol
ile tedavi edilen prostat kanseri hiicrelerinde avp3 integrin’in (hiicre adezyon
molekiilii) mRNA ve hiicre membrani ekspresyonlarinin azaldig kaydedilmistir

(30). Baska bir ¢alismada ise D-Pinitol’{in, p53 ve Bax'in indiiklenmesi ve Bcl-2 ve
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NF-kB'nin inhibisyonu yoluyla MCF-7 hiicrelerinde apoptozu destekledigi
goriilmektedir (13).

Benzer birgok calismada, yapilan hiicre canliligi analizleri referans alindiginda,
sonuclar ¢alismamizda gergeklestirdigimiz hiicre canliligi deneyleriyle belirgin olarak

paralellikler gostermektedir.

Hiicre canlilik testi olan MTT analizi sonuglari, AnnexinV-FITC Apoptoz/Nekroz
Akis Sitometri Analizi, Apopxin Green ve 7-AAD Apoptoz/Nekroz Akis Sitometri

Analizi ve Florometrik Kaspaz 3 Analizleri ile desteklendi.

FACS analizleri yapilirken dublet diskriminasyonu metodu ile birbirine yapigmis olan
hiicreler analiz dis1 birakildi. Ayrica Akis Sitometrisi Analizi sirasinda G6rnekler
igerisindeki hiicre dis1 partikiillerin analiz disinda birakilmasi i¢in yalnizca Draq5
(cekirdek boyasi) ile isaretlenmis olan hiicreler alt grup olarak secildi, hiicre debrisleri

analiz disinda birakilda.

AnnexinV-FITC Apoptoz/Nekroz kitiyle yaptigimiz Akis Sitometrisi Analizleri
sonucunda kontrol grubuna ait HCT-116 hiicrelerinin % 80.60’mnin canli, % 8.56’sinin
apoptotik, % 6.35’inin nekrotik oldugu tespit edildi. O. albiflora ekstresinin 1Kso
degeri ile 24 saat inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinin ise % 24.18’inin canli, % 25.95
‘inin apoptotik ve % 31.21°inin nekrotik oldugu gosterildi. Kontrol grubuyla
karsilastirdigimizda O. albiflora ekstresinin HCT-116 hiicrelerini apoptoza oranla

daha ¢ok nekroza yonlendirdigi goriildii.

Onobrychis cinsinin de iceriginde bulunan flavonlardan olan Kuersetin ile yapilan bir
calismada 10, 20, 40, 80 ve 120 uM dozlari, Kolon kanseri CT-26 hiicreleri {izerine
uygulanmistir. AnnexinV/PI boyamasiyla Kuersetin’in, kontrol grubuna kiyasla CT-
26 hiicre dizilerinin apoptozunu onemli olgiide indiikledigi gosterilmistir (28). Bu
sonuglar calismamizda uyguladigimiz AnnexinV/PI analiz sonuglariyla yiiksek

duzeyde benzerlik gostermektedir.

Yapilan Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz analizleri, Apopxin Green ve 7-AAD
Apoptoz/Nekroz kiti ile akis sitometri yontemiyle desteklendi. CytoCalcein Violet 450

74



boyast canli hiicrelerin sitoplazmalarinda tutunarak mavi floresan renk verir. Bu
sayede canli hiicreleri kolayca ayirt etmeyi saglar. Akis sitometri analiziyle O.
albiflora ekstresiyle inkiibe edilmeyen kontrol grubuna ait HCT-116 hiicrelerinin
Cytocalcein Violet 450 ile belirlenen canlilik testinde, hiicrelerin % 66.29’unun canli,
% 33.12’sinin 6lii oldugu gosterildi. O. albiflora ekstresinin iKso degeri ile 24 saat
inkiibe edilen hiicrelerin ise % 59.61inin canli, % 39.82 ‘sinin 6lii oldugu tespit edildi.

Sonuglar bekledigimiz gibi neredeyse kontrol grubuyla tam tersi oranlar sergiledi.

Apopxin Green indikatorii ajan1 apoptozun erken sathasinda hiicre membraninin dig
yiizeyine yer degistirmis fosfatidilserin molekiilleriyle baglanarak apoptotik hiicrelerin
yesil floresan vermesini saglar. Akis sitometri analiziyle O. albiflora ekstresiyle
inkiibe edilmeyen kontrol grubuna ait HCT-116 hiicrelerinin, Apopxin Green Indicator
ile belirlenen apoptoz testinde hiicre popiilasyonunun % 32.18’sinin apoptotik, %
65.98’sinin apoptotik olmayan hiicrelerden olustugu gosterildi. O. albiflora ekstresinin
IKso degeri ile 24 saat inkiibe edilen hiicre popiilasyonunun ise % 35.33’iiniin
apoptotik, % 62.55’inin apoptotik olmayan hiicrelerden olustugu belirlendi. Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda apoptotik hiicre sayisinda belirgin bir degisim olmamasi
Olim mekanizmasinda apoptoz yerine nekrozun One ¢iktigi fikri {izerine

yogunlagmamiza neden oldu.

Plazma biitiinliigliniin kaybedilmesi apoptozun ileri safthalarinda ve nekrozda
karakteristik bir olaydir. 7-AAD membran ge¢irimsiz bir boyadir. Membran
biitiinliglinii kaybetmis hiicrelerde ise zardan gecerek cekirdegi boyayip kirmizi
floresan vermesini saglar. O. albiflora ekstresiyle inkiibe edilmeyen kontrol grubuna
ait HCT-116 hiicrelerinin 7-AAD ile belirlenen nekroz testinde hiicre popiilasyonunun
% 9.47’sinin nekrotik hiicrelerden, % 89.93’liniin nekrotik olmayan hiicrelerden
olustugu gozlendi. O. albiflora ekstresinin IKso degeri ile 24 saat inkiibe edilen hiicre
poplilasyonunun ise % 33.86’sinin nekrotik hiicrelerden, % 64.59’unun ise nekrotik
olmayan hiicrelerden olustugu belirlendi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda O.
albiflora ekstresinin HCT-116 hiicrelerini belirgin sekilde nekroza yonlendirdigi
kaydedildi.
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Onobrychis cinsi igeriginde bulunan Kafeik Asit ile ilgili Kolon Kanseri Hiicre
hattinda FACS yontemi ile gozlenmis spesifik bir Apoptoz/Nekroz bulunmasa da
Insan Servikal Karsinom SiHa hiicrelerinde yapilan FACS analizleri, Kafeik asit’e
maruz kalan serviks kanseri hiicrelerinde en belirgin 6liim seklinin nekroz oldugu
kaydedilmistir (34). Apopxin Green ve 7-AAD Apoptoz/Nekroz ¢alismamizdaki

sonuclarla uyumluluk gdstermistir.

Kaspazlar, programlanmis hiicre 6liimiinde rol oynayan bir proteaz enzimi ailesidir.
ICE (interlokin-1-beta converting enzim) ailesinden proteazlarin/kaspazlarin
aktivasyonu, memeli hiicrelerinde apoptozu baslatir. Bu nedenle apoptoz
mekanizmalarinda Kaspaz 3’ler major belirteglerden biridir. Caligmamizin devaminda
O. albiflora ekstresinin HCT-116 hiicreleri {izerindeki 6liim mekanizmasindaki
apoptoz diizeyini daha acik bir sekilde tespit edebilmek icin Florometrik Kaspaz 3
Analizi yapildi. Florometrik Kaspaz 3 Analizinde Negatif kontrol grubunun Kaspaz 3
ekspresyonu floresan degeri 7,5x106 olarak belirlenirken deney grubuna ait floresan
degeri neredeyse iki kat artarak 15,3x10° belirlendi. Buna ek olarak Pozitif Kontrol
Grubunun floresan degeri 19,9x10° ile belirgin bir paralellik gosterdi. Calismamiza
benzer olarak gergeklestirilen baska bir deneyde, CaCo-2 kolon kanseri hiicreleri
tizerinde Onobrychis cinslerinin igeriginde de bulunan Viteksinin, Kaspaz etkinlik
testleri yoluyla da pro-apoptotik etkileri degerlendirilmistir. Sonug olarak Kaspaz 9, 8
ve 3'in aktivasyonu yoluyla CaCo-2 hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi ortaya

konmustur (37).

Oksijenin normal fizyolojik konsantrasyonlar:1 hiicrelerin metabolik aktivitleri igin
gerekli iken yiiksek miktarda olusan reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikaller
olustururlar ve DNA mutasyonlarina sebep olurlar. Kanserin birgok tiiriiniin serbest
radikal olusumuyla yakindan ilgili oldugu bilinmektedir. O. hypargyrea, O. Armena
ve O. viciifolia tiirlerinin ekstratlartyla yapilan analizlerde, bu tiirlerin belirgin
antioksidan etkiler sergiledikleri gosterilmistir (46,47,48,49). Bu referanslar goz
ontinde bulunduruldugunda ¢alismamizda kullandigimiz O. albiflora tiiriiniin kanser
hiicrelerindeki apoptotik etkisininin yani sira, analizlerin devami halinde, antioksidan
potansiyele sahip etkisinin de ortaya ¢ikarilarak dolayli olarak kanser olusumunu

Onleyebilecegini diisiindiirmektedir.
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Kronik iltihap olustugunda, makrofajlar zararl bir etkiye sahiptir. Hiicre dis1 matriksi
yok etmeyi, apoptozu, hiicre ¢ogalmasini ve anjiyogenezi tesvik ederler. Fakat boyle
durumlarda apoptoz mekanizmasinda kontrol rolii oynayan enzimler ve genler
mutasyona ugramig veya hasar gérmiis ise tiimor gelisiminin ortaya ¢ikmasi da sz
konusudur (76,77). Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 gibi inflamatuvar kaynakli olan
hastalarda KRK gelisimi riski artmaktadir. inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda
kolorektal kanser yatkinligini agiklayan bilinen bir genetik temel bulunmamaktadir.
Burada kansere neden olan etmenin kronik iltithaplanma oldugu varsayilmaktadir.
[ltihaplanmaya bagli kolon kanseri Kolit Bagimli Kolon Kanseri olarak da adlandirilir
(70). Bu yiizden inflamasyonun ve onun inhibisyonunu saglayacak mekanizmalarin iyi
bilinmesi gerekir (76,77). 5-lipoksigenaz enzimi (5-LOX) ve COX-2 enzimi
inflamatuvar yanitta en 6nemli iki yolaktir (81, 82). Insan kolon karsinomlarmin %
80'inden fazlasinda COX-2’nin asir1 ekspresyonu kaydedilmistir ve kanser hiicresi
sagkalimmi tiimdr anjiyogenezisini destekleyen oOnemli bir oyuncu oldugu
diisiiniilmektedir (80). Inflamasyona bagl kolon kanserinde COX-2 ekspresyonunun
artisinin inflamatuvar cevabi uzatmada etkili oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda,
COX-2’nin inhibe edilmesinin kanser gelisimini azaltabilecegi diisiiniilebilir. Sentetik
ve non-steroidal anti-inflamasyon ajanlarinin yan etkileri dikkate alindiginda ise dogal
COX-2 onleyicilerin daha giivenilir oldugu sodylenebilir. Fakat bunun kanitlarini
ortaya koymak i¢in etkili doz ve siirenin nasil olacag lizerinde yapilan ¢aligmalarin
artirllmast gerekir. Onobrychis sp. tiirleri i¢inde bulunan bilesiklerden Afzelin,
Kaempferol ve Arbutin’in, COX-2 inhibitorii 6zelligine sahip oldugunu gdsteren
calismalar mevcuttur (83, 84, 85). Ayrica ana kaynagmin Onobrychis sp. oldugu
belirtilen Pinitol’iin de antiinflamatuar etkiye sahip oldugu gosterilmistir (93). Bu
bilgiler dikkate alindiginda Onobrychis tiirlerinde bulunan degisik kimyasal
bilesenlerin se¢ici COX-2 inhibitdrii olma 6zellikleri sayesinde de kanser gelisiminin

onlenmesinde potansiyel bir etkiye sahip olabilecegi sdylenebilir.

Tamamlayic1 tedavi yoOntemlerinin son yillarda gelismesiyle birlikte insanlarin
fitoterapiye olan ilgileri ve kullanim sikliklar1 artmistir. Geleneksel olarak bitkilerin
cesitli kisitmlarini sulu ¢zeltiler halinde kaynatarak, demleyerek ve su i¢inde bekletme

seklinde kullanim yontemleri mevcuttur. Bu sekilde kullanim yaygin olsa da yeterince
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giivenilir degildir. Ciinkii geleneksel kullanim yoOntemlerindeki dozlar bilimsel
yaklasimlarla belirlenmemektedir. Bu da beklenmedik akut veya kronik problemler
dogurabilir. Ornegin ana kaynagi Fabaceae familyasi olan D-Pinitol’iin antikanser
Ozelliginin yani sira, insiilin benzeri kan sekeri diisiiriicii etkisinin oldugu da
gosterilmistir (131). Bu acidan bakildiginda doz bilgisi olmadan, geleneksel
yontemlerle kullanilan D-Pinitol icerikli bitkilerin doz asimi halinde seker
metabolizmasina zarar vererek ciddi problemler yaratabilecegi diisliniilebilir.

Cesitli bitkilerin ekstraktlarindan izole edilen etken maddelerle yapilan ilaglarin ve
arastirmalarin sayis1 giin gectikce artmaktaysa da insanlarin geleneksel yontemlerle
kullandiklar bitkilerin icerigindeki kimyasallar1 izole etmeleri miimkiin degildir. Bu
yoniiyle etkiyi bitkinin biitiiniinden beklemektedirler. Mevcut bir¢cok ¢alismada bitki
icerigindeki bilesiklerin ayr1 ayri1 tibbi etkileri arastirilmaktadir. Fakat bu yontem
igerikteki biitin kimyasallarin bir arada kullanilmasi halinde birbirileriyle
etkilesimlerinin doguracagi sonuglart dngérememektedir. Calismamiz bu yoniiyle
0zglin ve 6nemlidir.

Calismamizla elde edilen datalar dikkate alindiginda ve analizlerin devami halinde
daha birgok endemik tiiriin tibbi amaglarla kullanim potansiyellerinin incelenmesine

151k tutulacaktir.
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9. EKLER

Bu arastirmanin MTT analizleri 15.

ULUSLARARASI HISTOKIMYA VE

SITOKIMYA KONGRESI’nde ¢’ Investigation of the effects of some endemic species

of Onobrychis sp. on colon cancer cells’’ isimli poster sunumuyla sergilenmistir.
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INTRODUCTION & OBJECTIVES

In Turkey, the Ministry of Health declares the colorectal cancer is ranked
4th among all cancers (1). Besides traditional treatment options such as
surgery and/or chemotherapy, medical plant based treatments are in high
interest due to their high success rate of treatment and low risk of side
effects. According to a study conducted by the World Health Organization,

the 63% of anti-cancer drugs are obtained from the plants having big

MATERIALS & METHODS

Secondary colorectal cancer cells (Figure 1) were cultured in McCoy medium at
37°C and 5% CO2. Cells were seeded in 96 —well-plate. Cells were treated for 24
and 48 hours with 6 different doses (Smg/ml, 4mg/ml, 3mg/ml, 2mg/ml, 1mg/ml,
0.5mg/ml in dH20) of plant (Figure 2) herbal extracts. As a control group, a
colorectal cancer line not treated with herbal solutions was used. MTT analysis

for cell viability assays was carried out. GraphPad Prism 6 was used for drawing

influence on cancer treatments. graphics. Caspase3, AnnexinV and Propodium iodide are ongoing.

Onobrychis sp. are perennial herbs of the Leg family (Fab ).
Onobrychis sp, a wild bait plant, is known to be endemically with twenty-
seven species in Turkey. However, there is no study evaluating the anti-

cancer effects of these species.

The aim of this study is to investigate the anti-cancer property of the
herbaceous plant on colorectal cancer cell line. We have evaluated anti-
cancer activity of four different species (Onobrychis argyrea, Onobrychis
galegifolia, Onobrychis tournefortii, Onobrychis albiflora) of this genus
against human colorectal cancer cells.

Figure 1 Figure 2

RESULTS
The results revealed that cell viability and the concentration of the plant extract were inversely proportional. IC50 values at 24 hours Onobrychis albiflora: 1C50
0,001396 g/mL (A), Onobrychis galegifolia :1C50:0,002707 g/ml (B), Onobrychis tournefortii 1C50:0,002048 g/ml (C), Onobrychis argyrea: 1C50 0,003287 g/mL
(D) Among four different species, while Onobrychis albiflora (A) is found to be the most active against colorectal cancer cell line, Onobrychis argyrea (D ) is

found to be the least active.

0.albiflora 24h 1C50:0,001396 g/ml 0.galegifolia 24h 1C50:0,002707 g/mi 0.tournefortii 24h 1C50:0,002048 giml 0.argyrea 24h 1C50:0,003287 g/ml
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CONCLUSIONS

It is known that the Leguminosae family is one of the main sources of D-pinitol (2), which induces apoptosis in the MCF-7 cell line by inhibiting NF-kB pathway

(3) and inhibits metastasis in prostate cancer (4).We believe that cy icity of the L family strains that we used in this study is due to high D-pinitol
content as described in the literature. MTT assays showed that these species are strongly cytotoxic on human colorectal cancer cell line and can be used to carry

further studies.
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