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OZET

ACI CiGDEM (Colchicum umbrosum S. VE Colchicum baytopiorum C.D.)
EKSTRELERININ HeLa HUCRELERI UZERINE ANTI-TUMORAL
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Bu tez ¢alismasinda, Ac1 Cigdem (Colchicum) bitkisinden hazirlanan ekstrelerin insan
serviks karsinomu kokenli HeLa hiicre soyu lizerindeki anti-tiimoral etkisi incelendi. Bu
baglamda Bolu (Abant)’da yetisen Colchicum umbrosum Steven (S.) ve Antalya
(Termessos)’da yetisen Colchicum baytopiorum C.D. Brickell (C.D.) bitkilerinin
yumrularindan elde edilen ekstrelerin 5 farkli konsantrasyonu (0.001, 0.05, 0.1, 0.5, 1
mag/ml) 24, 48 ve 72 saat siiresince HeLa hiicreleri lizerine uygulanarak 3-[4,5-dimetil-
2-tiazolil]-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) yontemi ile Oncelikle sitotoksik
aktiviteleri incelendi. Colchicum cinsine ait 2 farkli tiir ekstresinin HeLa hiicrelerinde
meydana getirdikleri sitotoksisitenin uygulanan konsantrasyona bagli olarak kontrole
gore anlamli olarak arttig1 saptandi (p<0,05). Colchicum umbrosum S. bitkisine ait
ekstrenin 0.001 mg/ml konsantrasyonunun kontrole gére anlamli sitotoksik etkisi ise
sadece 72 saatte ortaya c¢ikti (p<0,01). Ayrica, 4’-6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile
apoptotik indeks degerleri belirlenerek maksimum apoptotik indeks degerleri
Colchicum baytopiorum C.D. ekstresinin 48 saat uygulanmasinda saptandi.

Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrenin en etkili 0.1 mg/ml’lik
konsantrasyonunun 48 saat uygulandigi deney grubunda apoptoza 6zgii morfolojik
degisimler faz-kontrast, 151k ve floresan mikroskopta gosterildi.

Apoptozun molekiiler diizeyde saptanmasi amaciyla bcl-2 gen ailesine iiye bax, bak,
bik, mcl-1, bfl-1, bcl-2, bcl-x genlerinin anlattim seviyeleri Revers Transkriptaz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile arastirildi. Ayrica agaroz jel
elektroforezi yontemi kullanilarak apoptoza 6zgli DNA fragmentasyonu incelendi.
Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrenin 0.1 mg/ml
konsantrasyonunun HeLa hiicrelerine 48 saat uygulandigi deney grubunda mcl-1 ve bcl-
X genlerinin anlatimlarinda kontrole gore artis oldugu, bax, bak, bik, bfl-1 genlerinin
anlatimlarinin yapildigi, bcl-2 gen anlatiminin ise yapilmadig saptandi.

Sonug¢ olarak degerlendirilen parametreler dogrultusunda, her iki ekstrenin de farkli
konsantrasyonlarinin sitotoksik etkiye sahip olduklari ve HeLa hiicrelerinin Colchicum
bitkisinin baytopiorum tiirtine kars1 daha duyarli oldugu belirlendi. Bu etki ile beraber
Colchicum baytopiorum C.D. bitki ekstresinin en etkin konsantrasyonunun 0.1 mg/ml
oldugu ve apoptoza yol acarak HeLa hiicrelerinde anti-tiimoral etki gosterdigi ilk kez bu
caligma ile ortaya kondu.
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SUMMARY

RESEARCH OF ANTI-TUMORAL EFFECTS OF AUTUMN CROCUS
(Colchicum umbrosum S. AND Colchicum baytopiorum C.D.) EXTRACTS ON
HelLa CELLS

This thesis presents a research on the anti-tumoral effect of the Autumn Crocus
(Colchicum) extracts on HelLa cell line originated from human cervical carsinoma. The
HelLa cells have been treated with extracts taken from corms of Colchicum umbrosum
Steven (S.) of Bolu (Abant) and Colchicum baytopiorum C.D. Brickell (C.D.) of
Antalya (Termessos). In this research, 5 different concentrations (0.001, 0.05, 0.1, 0.5,
1 mg/ml) have been used at 24, 48 and 72 hours. The 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) method has been applied in order to observe the
cytotoxic activities. Accordingly it has been determined that the cytotoxicity in HelLa
cells, treated with the extracts from the two species of Colchicum plant is being
increased in concentration compared to the control group (p<0,05). The meaningful
cytotoxic effect of the 0.001 mg/ml concentration extracted from C.umbrosum S. have
been occurred in only 72 hours, compared to the control group (p<0,01). Additionally,
apoptotic index have been determined by 4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)
respectively. The maximum parameters of the apoptotic index have been detected in the
application of the C.baytopiorum C.D. extract, in 48 hours.

The extract of C.baytopiorum C.D. has been treated with the most effective
concentration of 0.1 mg/ml in the 48 hours experiment group. The morphological
changes belong to the apoptosis have been shown through phase-contrast, light and the
flouroscent microscopies.

In order to determine the apoptosis at the molecular level, the expression rates of the
genes of the bax, bak, bik, mcl-1, bfl-1, bcl-2, bcl-x which are members of the bcl-2
gene family, have been searched through the Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) method. In addition, the DNA fragmentation specific to apoptosis
has also been examined using the agarose gel electrophoresis method. In the 48 hours
experiment group of the HelLa cells that was treated with the 0.1 mg/ml concentration of
the C.baytopiorum C.D. extract, an increasing have seen in expressions mcl-1 and bfl-1
genes compared to control group, there is some increase have been determined in the
bax, bak, bik and bfl-1 genes expressions, on the other hand no expression observed in
the bcl-2 genes.

Based on the evaluation of this parameters, different concentrations of the both extracts
from the two Colchicum species have cytotoxic effects and it has been understood that
HelLa cells are more sensitive to the species of C.baytopiorum. For the first time, this
research proves that the most effective concentration of the C.baytopiorum C.D. extract
is 0.1 mg/ml and it shows anti-tumoral effects by causing apoptosis.
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1. GIRIS

Kanser, homeostatik geri bildirim mekanizmasinin kontroliinden ¢ikmis olan somatik
hiicrelerin siirekli, klonal olarak ¢ogalmasi ile karakterize edilen ve normal dokuyu istila
ederek oldiirebilen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Bu hastalik, normal hiicrelerin
biliylimeyi inhibe eden uyarilara cevapsizlik, biiylime uyarilarina kars1 kendiliginden
olusan yetmezlik, apoptoza karsi duyarsizlik, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, siirekli
anjiogenez, invazyon ve metastaz yetenegi kazanmasi siireglerini kapsamaktadir (Evan

ve Vousden, 2001; Mitchell ve Kumar, 2003).

Kanser tedavisi, kemoterapi, radyoterapi, cerrahi, immiinoterapi, gen tedavisi ve
alternatif tedavi yontemlerini icermektedir. Bunlar arasindan en sik kullanilan yontem
kemoterapidir. Kanser kemoterapisinde amag, tiimor biiylimesini engellemek ve
oldiirticti sitotoksik etki saglamaktir. Bu baglamda genellikle hiicre replikasyonunun
gerceklesmesini  saglayan metabolik olaylarin  engellenmesi  hedeflenmektedir.
Kemoterapdtik ilaglar, boliinen hiicrelere direkt olarak etki gostermekle beraber, kan
dolagimina katilarak kanser hiicrelerinin olustuklar1 yerlerde ve metastaz yaptiklari
diger dokularda 6lmesini de saglamaktadirlar. Boylece kemoterapoétik ilaclarla tedavi
yontemi, viicudun sadece belli bir bolgesine uygulanmasi ag¢isindan avantaj
saglamaktadir. Fakat kullanimda olan ilaclar, kanser hiicrelerine zarar vermekle birlikte
cogalmakta olan diger normal hiicreleri de etkilemektedirler. Bu nedenle tedavi aralikli
olarak uygulanmakta ve kanserli olmayan hiicrelerin tekrar normal sayisina donmesi

saglanmaktadir (Mycek ve dig., 1998; Pirildar, 2006).

Yeni anti-kanser ajanlarin arastirilmast ve daha etkili ilaglarin gelistirilmesi
caligmalarinda, dogal {riinlerin Onemli bir yeri vardir. Liliaceae (Colchicaceae)
familyasia ait Colchicum cinsi bitkiden elde edilen kolsisin, dogal iiriinler arasina
girmektedir. Kemoterapide kullanilan bir anti-neoplastik ilag olan kolsisin,

kemoterapotiklerin, mitotik inhibitorler sinifinda yer almaktadir. Kolsisin, tiibiilin



polimerizasyon inhibitorii olarak anti-tiimoral etki gostermektedir. Tiibiilin inhibisyonu
ile mitokondrinin yapisinda degisiklikler goriilmekte, ig iplikleri olusumu
baskilanmakta, kemotaktik faktorlerin saliniminda azalma meydana gelerek, siklik
AMP artis1 goriilmektedir. Mikrotiibiillerin fonksiyonuna, in vitro ortamda zarar
verecek olan ajanlar hiicreyi mitoz asamasinda durdurmakta ve bunun sonucunda da

hiicre 6liimii nekroz ya da apoptoz seklinde ger¢ceklesmektedir (Pirildar, 2006).

Apoptoz; c¢ok hiicreli organizmalardaki hiicrelerin, normal gelisimin devamliligi ve
homeostaziyi saglamak amaci ile patojen saldirilar ve abiyotik stresler basta olmak
tizere gesitli sebeplerle disaridan veya iceriden gelen uyarilara cevaben gergeklestirdigi
programli hiicre o6liimiidiir. Belirgin morfolojik ve biyokimyasal degisiklikleri
kapsamaktadir. Apoptotik hiicre, hacimde kii¢lilme, niiklear kromatin fragmentasyonu
ve kondensasyonu, sitoplazmik organellerin yogunlagsmasi, endoplazmik retikulum
hacminin degismesi, plazma membraninda girinti ¢ikintilarin ve apoptotik cisimciklerin
olusmasi ile karakterize edilmektedir. Apoptoz, hasarli ya da istenmeyen hiicrelerin yok
edilmesinde, gelisimde ve homeostazinin korunmasinda kritik rol oynamaktadir. Bu
stiregteki bozukluk, kanser ve otoimmiin bozukluklardan, ndrodejeneratif hastaliklar ve
iskemik hasarlara kadar cesitli hastaliklara neden olmaktadir (Cohen, 1997; Chang ve
Yang, 2000; Ozoéren ve El-Deiry, 2000; Collazo ve dig., 2006; Shimazu ve dig., 2007) .

Apoptotik hiicre 6liimii, ilk olarak hiicreye 6liim sinyalinin gitmesi, ardindan hiicre
yapisinda belirgin morfolojik degisikliklerin olusmasi sonucunda hiicrenin yok edilmesi
seklinde iki asamada meydana gelmektedir (Cohen, 1997). Apoptoz, hiicredeki
sinyallesme, biliyiime faktorii eksikligi, granzim salimimi, &zgil reseptor-ligand
etkilesimleri, cesitli stres faktorleri (kemoterapi, radyasyon vb.) ile tesvik edilmektedir.
Daha sonra hiicre 6lim siireci baslatilmaktadir. Bu siiregte, Tiimor Nekroz Faktor
Reseptor (TNFR) ailesi gorev almaktadir. TNFR proteinlerinin oligomerizasyonu da
baslatic1 kaspazlar1 aktive ederek, hiicreleri apoptoza gotiiren siirecin baglamasina neden
olmaktadir. Daha sonra hiicre infaz yolagina dogru gitmektedir. Bu siirecte baz1 6zgiin
proteinler rol oynamaktadir. Bunlarin etkileri sonucunda sinyaller, adaptor proteinler
yardimi ile infaz mekanizmasina iletilmekte ve bcl-2 ailesi proteinleri araciliiyla
mitokondrial gecirgenligi diizenlemektedirler. Dig mitokondrial zardaki gegirgenlik

artis1 sitokrom c salinmasina neden olmaktadir. Sitokrom c, sitozolde apoptoz proteaz



aktivasyon faktoriine (Apaf-1) baglanmaktadir. Apaf-1 de adenozin trifosfat (ATP)
varliginda oligomerleserek pro-kaspaz-9 molekiilllerine baglanmakta ve apoptozomu
olusturmaktadir. Aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3 ve Kkaspaz-7 aktivasyonunda rol
oynamaktadir. Bunlara karsin, mitokondrial zarda yer alan bcl-2, mitokondrial
gecirgenlik artisin1 engelleyerek ve Apaf-1 vb. proteinleri stabil hale getirerek
kaspazlarin aktive olmasini 6nlemektedir. Boylece apoptoz ger¢eklesmemektedir. bcl-2
ailesi lyelerinden bax-xL ve bcl-2 anti-apoptotik rol oynarken, bax, bad ve bak
apoptozu tetiklemektedir (Shi, 2003).

Apoptoz ile gergeklesen Oliimiin ardindan hiicreler fagositoz ile yok edilmektedir.
Fagositozun gerceklesmesine yardimci olan ¢esitli molekiiller bulunmaktadir. Bu siirec,
i¢ sitoplazma yiizeyinde fosfatidilserinin (PS), dis yiizeye transloke olmasi ile
gerceklesmektedir. PS’nin zardaki degisikligi apoptozun erken evresinin gosterilmesini

ve bu hiicrenin fagositozunu saglamaktadir (Mitchell ve Cotran, 2003).

Son yillarda kanser tedavisinde, apoptozun ger¢eklesmesini saglayan ajanlar
kullanilarak apoptozun molekiiller mekanizmasinin arastirilmas: olduk¢ca Onem
kazanmigtir. Buna ek olarak, kanser tedavisinde dogal {iriinlerin kullaniminin da biiytik
bir yere ve 6neme sahip olmasindan dolay1 yapilan bu ¢calismada Colchicum umbrosum
Steven (S.) ve iilkemize endemik olan Colchicum baytopiorum C.D. Brickell (C.D)
bitkilerinden elde edilen ekstreler kullanilmistir. Bu bitkilerden hazirlanan ekstreler, 5
farkli konsantrasyonda 24, 48 ve 72 saat siiresince insan serviks karsinomasi kdkenli
HeLa hiicre Kkiiltlirlerine uygulanmistir. Kullanilan ekstrelerin anti-tiimoral etkisi
arastirilarak, bu etkinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmas: amaclanmistir.
Ayrica, ekstre uygulamasi sonucunda olusacak sitotoksisite kolorimetrik 3-[4,5-dimetil-
2-tiazolil]-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) ydntemi ile arastirilarak Colchicum

cinsinin farkli tiirlerinin in vitro sitotoksik etkilerinin karsilagtirilmasi da hedeflenmistir.

Ekstre uygulamasi sonucunda ortaya ¢ikacak olan sitotoksisitenin apoptoz ile olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla apoptozun morfolojik karakterleri; genel sitotoksisite
icin faz-kontrast mikroskobunda, giemsa boyasi ve Feulgen metodu ile 151k
mikroskobunda, 4'-6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile floresan mikroskopta

gosterilmistir. Ayrica hiicre kinetigi parametrelerinden Apoptotik Indeks (AI)



degerlendirilmistir. Apoptoz sirasinda meydana gelen DNA fragmentasyonu agaroz jel
elektroforezi yontemi ile, apoptozun kontrol mekanizmasinin diizenlenmesinde rol
oynayan bcl-2 gen ailesine iiye pro-apoptotik (bax, bak, bid) ve anti-apoptotik (bcl-2,
bcl-x, mcl-1, bfl-1) genlerin anlatimlari, Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile incelenmistir.

Calismamizda, bir tiirii iilkemize endemik olan Colchicum bitkilerine ait iki ekstrenin
farkli konsantrasyonlarinin Hela hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin gosterilmesinin
yaninda meydana gelen apoptozun molekiiler mekanizmasinin diizenlenmesinde hangi
molekiillerin rol oynadiginin ortaya konulmasi da planlanmigtir. Bu baglamda kanser
tedavisinde biiyiik bir dneme sahip olan dogal iirlinlerden elde edilen ila¢ caligmalarinin
tesvik edilmesine ve buna ek olarak iilkemize endemik bitkilerin bu alanda

degerlendirilmesine katkida bulunulmasi amacglanmastir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. APOPTOZ

Cok hiicreli organizmalarda, bir taraftan yeni hiicreler sentezlenirken, diger taraftan
hiicreler arasi iligkilerin gerektirdigi sekilde fonksiyonunu gergeklestiremeyen ya da
gereksinim duyulmayan hiicreler, hiicre 6limii ile ortadan kaldirilmaktadir. Boylece
organizmalar, hiicre boliinmesi, hiicre go¢ii ve programlanmis hiicre 6liimii ile hiicre
sayilarini, doku boyutlarinin kontrol edilmesini ve hiicrelerin homeostaziyi tehdit eden
diger hiicrelerden kendilerini korumalarini saglamaktadirlar (Hengartner, 2000; Oktem

ve dig., 2001; Yilmaz, 2005).

Apoptoz terimi, ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan kullanilarak canli
dokularda toplam hiicre sayisini kontrol altinda tutan programli hiicre 6liimii olarak
tanimlanmistir (Corazza ve dig., 2009; Zhivotovsky ve Orrenius, 2009). Apoptoz, eski
Yunanca’da kullanilan “apo-TEO-sis” kelimesinden kokenlenmektedir ve “sonbaharda
yaprak dokiimii” anlamina gelmektedir. Programlanmis hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre

Oltimii ve hiicre intihar1, apoptoz ile ayn1 anlami tagimaktadir (Yilmaz, 2005).

Apoptoz, organogenezde (damak fiizyonu sonrasinda kalint1 epitel hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi), gelisimsel involiisyonda (embriyogenez sirasinda bazi canlilarda
parmaklarin arasindaki perdenin yok olmasi) ve implantasyonda gézlenen bir durumdur.

Ayrica homeostazinin saglanmasinda ve patolojik siirecte de rol oynamaktadir. Bunlar;

1- Timusta otoreaktif T hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi, sitokin deplesyonunun
ardindan B ve T lenfositlerin hiicre 6liimii gibi olaylar1 igeren immiin hiicrelerin se¢imi,
2- Yaslanmis ya da fonksiyonunu kaybetmis hiicrelerin ortadan kaldirilmast,

3- Menstiirasyonda endometriyumun dokiilmesi, emzirme sonrasi meme dokusunun

hormona bagimli fizyolojik gerilemesi,



4- Sitotoksik kemoterapi, radyasyon, 1s1, radyoterapi gibi gesitli zehirleyici etkenlerin
onarilamayan DNA hasarina neden olmasi sonucunda gerceklesen hiicre 6liimii,

5- Insan bagisiklik sistemi yetersizligine neden olan viriis, Adenoviriis infeksiyonu vb.
viral hastaliklarda meydana gelen hiicre 6liimleri gibi olaylar1 kapsamaktadir (Oktem ve

dig., 2001; Mitchell ve Cotran, 2003).

2.1.1. Apoptoz Morfolojisi

Apoptoz, genel olarak tek hiicrede ya da hiicre gruplarinda meydana gelmektedir.
Apoptoza giden hiicrelerde kromatinde yogunlagsma gézlenmekte ve niikleik asitlerde
yikilma meydana  gelmektedir. DNA, endoniikleazlarin  aktivasyonu ile
interniikleozomal bolgelerden 180-200 baz cifti biiyiikliigiinde parcalara ayrilmaktadir.
Bu apoptoza 6zgii bir durum olarak bilinmektedir. Apoptoz sirasinda, yaklasik olarak
300 000 kirilma meydana gelmesinden dolay1 hiicre onarimi gergeklestirilememektedir.
Hiicre biiziilmeye baslamakta, su kayb1 gozlenen hiicrenin yiizeyi sekilsizlesmektedir.
Sitoplazmik tomurcuklar geliserek apoptotik cisimlere parcalanmaktadirlar. Bu
apoptotik cisimler, sitoplazma ve organellerin zarla g¢evrili keselerinden olugmaktadir.
Apoptoz sirasinda organellerde de yikim gergeklesmektedir (Sekil 2.1) (Oktem ve dig.,
2001; Mitchell ve Cotran, 2003; Ma ve dig., 2005).

Apoptozun en belirgin morfolojik 6zelliklerinden birisi de hiicre zarinin i¢ ylizeyinde
yer alan PS’nin dis ylizeye ¢ikmasidir. PS, apoptotik hiicrelerin taninmasi ve fagosite
edilmesi i¢in bir sinyaldir. Hiicreler, morfolojilerinde meydana gelen degisimler
sonucunda makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan taninip, parcalanarak yok

edilmektedir (Collazo ve dig., 2006; Ricci ve El-Deiry, 2007).



Nukleus

Tomurcuklar

Hiicre biziilmesi

Nukleus fragmentasyonu

Apoptotik cisimcik

Apoptotik cisimciklerin
fagositozu

Sekil 2.1: Apoptozun morfolojisi (Anonim-a, 2010).

2.1.2. Apoptoz Mekanizmalari

Temel yasam sinyallerinin alinmamasi, engellenmesi ya da dis (61iim reseptdrii) veya i¢
(mitokondrial) 6liim yolaklarinin dogrudan aktivasyonuna hiicrenin cevabi apoptoz
stirecini baslatmaktadir. Hem i¢ 6liim yolaginda hem de dis 6liim yolaginda ortak nokta,

baslatic1 ve efektor kaspazlari igermeleridir (Sekil 2.2) (Tang ve Kehrer, 2007).

Kaspazlar, kesim substrati olarak sisteini secen sistein proteazlardir ve inaktif
pro-enzimler olarak sentezlenmektedirler. Baz1 6zel durumlarda, kaspaz alt iiniteleri
birbirine baglanmaktadir. Bu baglanma, kaspaz aktivasyonunu diizenlemektedir.
(Cohen, 1997; Chang ve Yang, 2000) Pro-kaspazlarin aspartik asit molekiillerinin
islenmesi sonucunda aktivasyonu gerceklesmektedir. Genellikle kaspazlar, kaskad

seklinde fonksiyon gostermektedirler. Bu kaskadin en iist basamagindaki kaspazlari,



cesitli kaspaz adaptorleri ile uyarilmaktadir. Bu olay apoptozda dnemli yer tutmakta ve
pro-apoptotik, anti-apoptotik proteinler tarafindan kontrol edilmektedir. Kaspazlar bir
kere aktive edildiklerinde birbirlerini aktiflestirmekte ve Onemli hiicresel proteinleri

yikarak apoptoza sebep olmaktadirlar (Chang ve Yang, 2000).
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Sekil 2.2: Apoptotik yolaklar (Bogler ve Weller, 2002).

2.1.2.1. Kaspaz Kaskadlarimin Baglatilmasi
Apoptotik sinyallere cevapta rol oynayan iki mekanizma bilinmektedir. Bu apoptotik
sinyal yolaklari, baslatici kaspazlarmin birbiri ardina aktivasyonu ile apoptotik

sinyallere cevap vermektedirler (Kuan ve Kuida, 2003).



Apoptotik yolaklardan biri, hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorleri araciligi ile olmaktadir.
TNFR ailesinin tyeleri, 6lim reseptorleridir (Fas, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TNF-R1,
DR3 ve DR6). Bu reseptor polipeptidlerin sitoplazmik kisimlari, 6liim bolgesi (DD)
denilen bir aminoasit dizisi icermektedir (Igney ve Krammer, 2002; Tomatir, 2003). Fas
reseptoriin trimerizasyonunu takiben 6liim tetikleyici sinyal kompleksi (DISC) meydana
gelmektedir. Bu kompleksin bir merkez 6gesi olan apoptotik adaptor molekiil FADD,
DD aracilig1 ile protein-protein etkilesimleri boyunca Fas molekiiliine katilmaktadir.
DISC kompleksine bu katilanlarin ardindan, FADD prokaspaz-8 ve/veya -10 gibi
baglatict kaspazlara baglanmaktadir. Bu da pro-kaspaz-8 ve/veya -10 proteinlerini
uyarmaktadir. I¢ proteaz aktivitesiyle otokatalizin gergeklesmesi neticesinde aktif
kaspaz-8 ve/veya -10 meydana gelmektedir. Daha sonra kaspaz-3, -6 ve -7 gibi efektor
kaspazlar aktif hale gelerek kaspaz kaskadin baslamasina neden olmaktadir. Bu
mekanizma, DD’leri iceren TNFR’nin diger iiyeleri tarafindan da kullanilmaktadir

(Kuan ve Kuida, 2003).

Kaspaz kaskad aktivasyonunu tetikleyen ikinci yolak da mitokondrial elektron tagima
zincirinin bir elemani olan sitokrom c’dir. Apoptozun erken asamasinda, mitokondrinin
zarlar1 arasindaki alandan, sitozole sitokrom c salinmaktadir. Bu siire¢ bcl-2 ailesi
tiyeleri tarafindan diizenlenmektedir. Sitokrom c’nin salinmasindan sonra hiicre i¢i
apoptozom kompleksinin olusumu saglanmaktadir. Bu kompleks, sitokrom c ile birlikte
Apaf-1, ATP ve inaktif baglatict kaspaz olan pro-kaspaz-9’u igermektedir.
Apoptozomun olusmasi ile kaspaz-9 aktive edilmektedir. Daha sonra kaspaz-9,
kaspaz-3, -6 ve -7 gibi efektor kaspazlar aktive etmektedir. Bu kaspazlar, kaspaz
aktivasyonunun proteolitik kaskad ¢ogalmasini baslatmaktadir (Evan ve Vousden, 2001;

Igney ve Krammer, 2002; Kuan ve Kuida, 2003).

2.1.2.2. Dis Oliim Yolag

Apoptozun dis 6liim yolak mekanizmasi hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorleri araciligi
ile baglatilmaktadir (Longley ve Johnston, 2007). Bu 6liim reseptorleri, TNFR gen
ailesindendir. TNFR gen ailesi baslatic1 kaspazlar ile etkileserek hiicre 6liimiine onciiliik
eden kaspazlann aktive etmektedir. Bu siiregte Once reseptorler, ligandlara

baglanmaktadir. En iyi tanimlanmig 6liim reseptorleri ve ligandlart Fas, FasL, TNF-R1,
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DR3, DR4 ve DR5’tir. Tiimor nekroz faktdr (TNF), TNF baglantili apoptoz tesvik edici
ligand (TRAIL) ve FasL bir {i¢lii yap1 olusturmaktadir. Bu yap1 6liim reseptorlerini
taniyarak onlara baglanmaktadir. FasL ve TRAIL baglanmasindan sonra DR4, DRS5 ve
Fas, DISC eklenmesiyle sonuglanan degisimlere ugramaktadirlar. DISC ilk olarak
Fas-FasL apoptotik sinyalde tanimlanmigtir. DR4, DRS ve Fas, DD vasitasiyla
Fas-baglantili o6lim bdlgesini (FADD) c¢alistirmaktadir. FADD, o6lim tetikleyici
bolgeleri (DED) etkilesimleriyle inaktif olan kaspaz-8’in caligmasimi saglamaktadir.
Once kaspaz-8, DISC’te aktive olmaktadir. DISC’te kaspaz-8’in artisi, bunlarin
otoproteolitik ayrilmasini saglamaktadir. Bunun sonucunda aktif enzimden 2 alt {inite
ayrilmaktadir. Tip I hiicrelerde, kaspaz-8 kesilmekte ve kaspaz-3, -6, -7 aktive

edilmektedir.

Tip II hiicrelerde de, kaspaz-8 araciligi ile pro-apoptotik bcl-2 homologu olan bid’in
kesimi yapilmaktadir. bid’in kesimiyle mitokondriden sitokrom c igeren faktorlerin
salinmas1 igin bax ve Dbak uyarilmaktadir. Boylece mitokondrial apoptoz yolagi

tetiklenmektedir (Ricci ve El-Deiry, 2007; Corazza ve dig., 2009).

2.1.2.3. I¢ Oliim Yolag:
Apoptozun i¢ 6lim yolagi, mitokondri aracigi ile meydana gelmektedir. Bu siirecin

islemesinde ii¢ yol etkili olmaktadir. Bunlar;

1- Reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) iiretiminde artis olmasi,
2- Pro-apoptotik molekiillerin salinmasi ve

3- ATP iiretiminde azalma olmasidir.

Ik olarak mitokondrial zar potansiyelinin kaybi olmaktadir. Mitokondrial zar
potansiyeli kayboldugu zaman ATP sentezlenememekte ve ROS birikmeye

baslamaktadir. Bu da apoptozun olugsmasima katkida bulunmaktadir.

Mitokondriden apoptotik aracilarin salinmasi, i¢ yolakta kritik rol oynamaktadir.
Salinan apoptotik faktorlerden en Onemlilerinden birisi sitokrom c dir. Sitokrom c

salinmasi, Apaf-1, pro-kaspaz-9 ve ATP igeren apoptozom denilen kompleksin
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meydana gelmesini saglamaktadir. Apoptozomun olusumu, kaspaz-9’u aktive
etmektedir. Kaspaz-9 aktivasyonunun ardindan kaspaz-3 gibi alt takim (down-stream)

efektor kaspazlara baglanmaktadir (Tang ve Kehrer, 2007).

Mitokondrial apoptotik olaylarin kontrolii ve diizenlenisi bcl-2 ailesine ait pro-apoptotik

ve anti-apoptotik proteinler tarafindan yapilmaktadir (Frenzel ve dig., 2009).

2.1.2.4. bcl-2 Gen Ailesi Tarafindan Apoptozun Diizenlenmesi
Mitokondrial gegirgenligin kontrolii ve biiyiime faktorii eksikligi, Ca*® artis, DNA
hasar1 gibi stres uyarilarina cevap olarak gerceklesen i¢ mitokondrial apoptotik yolagin

diizenlenmesi bcl-2 gen ailesine ait proteinler tarafindan yapilmaktadir (Lalier ve dig.,

2007; Frenzel ve dig., 2009).

Fonksiyonlarina ve dizi homolojilerine gore bcl-2 gen ailesi proteinleri, 3 gruba
ayrilmaktadir. Grup I tyeleri anti-apoptotik etkiye sahipken, Grup II ve III {iyeleri
(pro-apoptotik) hiicre oliimiinii desteklemektedirler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik
iyeler hetorodimerler meydana getirmektedir. Bu durum, bcl-2 gen ailesi {iyelerinin her
birinin diger bir ¢ok farkli liyelerle etkilesim halinde olabilmesinden kaynaklanmaktadir

(Tsujimoto, 1998; Hengartner, 2000).

Anti-apoptotik fonksiyona sahip bcl-2 gen ailesinin tiyeleri (bcl-2, bel-xL, bel-w, mcl-1)
4 bcl-2 homoloji bolgesinden (BH 1-4) tamamini igermektedir. Pro-apoptotik proteinler
ise bu homoloji bolgelerinden tigiinii (BH1, BH2 ve BH3) ya da sadece BH3 bolgesini
icermektedir. Pro-apoptotik proteinlerden bax, bok ve bak gibi bax alt ailesi iiyeleri
(¢oklu-bolge proteinleri) BH1-3 seklinde homoloji gosterirken, bid, bim, bmf, Puma,
Noxa, bik ve bad gibi sadece BH3 bdlgesini igeren proteinlerin (BOP’lar) alt
siifindakiler yalmiz BH3 seklinde homoloji dizisini paylagmaktadirlar (Sekil 2.3)
(Lalier ve dig., 2007; Levine ve dig., 2008; Marzo ve Naval, 2008; Frenzel ve dig.,
2009; Peng ve dig., 2009).

BOP’lar, pro-apoptotik etkilerini 2 farkli mekanizmada ger¢eklestirmektedirler. bad ve
Noxa gibi bazi BOP’lar, bcl-2 ve bcl-xL ile bad, mcl-1 ile Noxa olacak sekilde
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anti-apoptotik proteinlerle etkilesmektedirler ve bunlari, BH3 ya da ¢oklu-bolge
proteinlerinden ayirarak mitokondrial zar gegirgenligini degistirmektedirler. t-bid (bid
proteininin uglardan kesilmis sekli) gibi diger BOP’lar ise, mitokondrial zar
gecirgenligini baglatmak i¢in ya mitokondrial zarlara bax’in gegisini uyararak ya da bak
lizerine bolgesel etki ederek, ¢oklu-bolge proteinlerini aktive etmektedirler (Levine ve

dig., 2008).

BOP’lar ve anti-apoptotik proteinler, saglikli hiicrelerde sitozolde yer alan bax ve dis
mitokondrial zara birlesik olan bak proteinlerinin aktivasyonunu ve bunlarin mitokondri
dis zarinda oligomerlesmesini, zit etki gostererek diizenlemektedirler (Lalier ve dig.,
2007; Levine ve dig., 2008). Anti-apoptotik proteinler, pro-apoptotik molekiillerin
mitokondriye hareket etmelerini engellemektedirler. Ayrica mitokondride bulunan
anti-apoptotik proteinler, apoptozu baslatan olaylardan biri olan mitokondrial zar
gecirgenligine karsi bu organelleri korumaktadirlar. Bunu, BOP’lar tarafindan nétralize
olana kadar bax wve/veya bak proteinlerinin  aktivasyonunu  Onleyerek
gergeklestirmektedirler. Mitokondrial dis zar gecirgenligine Onciiliikk eden olay sitokrom
¢ gibi apoptotik faktorlerin salinmasidir. Sitokrom ¢ salinmasi ile apoptozom olusarak
kaspaz kaskad aktivasyonu gerc¢eklesmektedir. Oliim reseptdrlerinin harekete gegmesi
sonucunda bid proteininin t-bid sekline gelmesiyle kaspaz-8 tarafindan mitokondrial
apoptoz yolagi basglatilmaktadir. Boylece bid i¢ ve dis 6liim yolagi arasinda bir koprii
olusturmaktadir (Tang ve Kehrer, 2007; Levine ve dig., 2008; Frenzel ve dig., 2009).

Bcl-2 alt ailesi BH4 BH3 BH1 BH2
Bel-2 [T | - . ] antiapoptotik
Bel-x, (NSNS | = ] antiapoptotik
Bel-x, (NI - — B prospoptotik
Bel-w [T | [ | ] ] antiapoptotik
Bax alt ailesi
Bax T e proapoptotik
Bak B SR ... proapoptotik
Bik alt ailesi
Bik proapoptotik
Bid proapoptotik

Sekil 2.3: bcl-2 gen ailesinin homolojisi (Tsujimoto, 1998).
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2.2. KANSER TEDAVISi

Kanser, uzun zaman siireci i¢inde mutasyonlarin etkisiyle hiicresel mekanizmalarda
genetik materyalin hasari sonucunda, normal biiylime kontrollerinin ortadan kalkmasi
ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Normal dokularda hiicre 6liimii ve ¢ogalmasi arasindaki
dengeyi saglayan homeostatik kontrol mekanizmasinin hasar gérmesi neticesinde timor
gelisimi gozlenmektedir (Evan ve Vousden, 2001; Sitorus ve dig., 2009). Tiimdrler
degisken ve heterojendir. Normal dokulardan farkli olarak boliinme yeteneklerine
sahiptirler. Tiimorlerin, benign ve malign olarak isimlendirilen 2 ¢esidi bulunmaktadir

(Evan ve Vousden, 2001; Mitchell ve Kumar, 2003).

Benign tiimoérler, kaynaklandiklar1 normal hiicrelere ¢ok benzemekte ve normal
hiicrelere oranla fonksiyonel yeteneginin daha fazla kalmasi olarak tamimlanan iyi
diferansiye hiicrelerden meydana gelmektedir. Bu g¢esit tiimorlerde mutasyon az
goriilmektedir. Benign tiimorlerin ¢ogu yavas biiyiime 6zelligine sahiptirler ve metastaz

yetenekleri yoktur.

Malign tiimorler ise, iyi diferansiye hiicrelerden, tamamen diferansiyasyon kaybi olan
hiicreler arasinda degisim gOsteren parankim hiicre diferansiyasyonu ile
tanimlanmaktadir. Genellikle mutasyonlar fazla goriilmektedir. Metastaz yapma
yetenegine sahiptirler. Malign tiimorler, kanser olarak tamimlanmaktadir (Mitchell ve

Kumar, 2003).

Kanser tedavisi icin kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemler, immunoterapi, gen
tedavisi ve alternatif tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Bunlar arasinda en sik
kullanilan yontemlerden birisi sitotoksik kemoterapi olarak bilinmektedir. Kemoterapi
amacli kullanilmakta olan sitotoksik maddeler, boliinme evresindeki bir hiicreyi,
duragan fazdaki bir hiicreye oranla daha fazla etkilemektedir. Bu nedenle sitotoksik

etkinin saptanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Kemoterapétik ilaglar etki mekanizmalari ve kimyasal yapilarina gore; anti-bakteriyal,
anti-malaryal, anti-helmintik, anti-neoplastik, anti-viral, anti-amibik ve anti-riketziyal

ilaglar olarak siiflandirilmaktadir. Anti-neoplastik ilaglar, DNA sentezine etki ederek
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hiicre siklusunu durduran ya da hiicreyi apoptoza gotiiren sitotoksik kemoterapdtikler
ile beraber hormon ve hormon antagonistleriyle molekiiler hedefe yonelik yontemleri de
kapsamaktadir. Anti-neoplastik ajanlar, DNA’nin yapisin1 bozarak apoptoza tesvik eden
alkilleyici ajanlar; niikleik asit sentezinde rol oynayan yapilara benzer olmalari ile hatali
replikasyona neden olan anti-metabolitler; androjen antagonistleri, aromataz
inhibitorleri, kortikosteroid, Ostrojen antagonisti, c¢esitli hormonlar ve hormon
antagonistleri; molekiiler hedefe yonelik ilaglar; biyolojik yanit modiilatorleri ve dogal

bilesikler olarak gruplandirilmaktadir (Mycek ve dig.,1998).

2.2.1. Kanser Tedavisinde Apoptozun Rolii

Apoptoza neden olan anti-kanser ilag fikri 1970’lerin basinda ortaya ¢ikmistir. Klinikte
kullanilan tiim kemoterapétik ilaglarin temelinde malign tiimorlerde apoptozun
uyarilmasi yatmaktadir (Zhivotovsky ve Orrenius, 2009). Kanser tedavilerinde,
timorlerin yok edilmesinde apoptotik yolaklara ihtiyag duyulmaktadir. Gelistirilen bazi
ajanlar ile timor hiicrelerinde, apoptoza duyarlilik arttirilmaktadir (O’Connor ve dig.,
2003).

TNF protein ailesi, bcl-2 gen ailesi proteinleri, kaspazlar ve DNA fragmentasyonu
faktorleri gibi gesitli biyolojik belirtegler apoptozda rol oynamaktadir. Bunlarla yapilan
caligmalar, kimyasallara kars1 gelistirilen diren¢ hakkinda 6nemli bilgi edinilmesini

saglamasi agisindan 6nem tagimaktadir (Mufioz-Gamez ve dig., 2005).

Ozel hiicre yiizey 6liim reseptorlerine baglanarak apoptozu tetikleyen TNF protein
ailesine iiye TRAIL proteinleri anti-kanserojen terapotik yetenegine sahiptir. TRAILin,
kanser hiicrelerini secici Oldiirme yetenegine sahip, giiclii bir ilag olabilecegi umut
edilmektedir. TNF ve FasL gibi toksik etki gostermemektedir. Bu protein, tiimorlerde
apoptozu uyarirken normal dokular iizerine etki etmemektedir (O’Connor ve dig.,
2003). Ayrica, ana etkilerini mitokondri stabilizasyonu olarak gdsteren bcl-2 ya da
bcl-XL'nin asir1 anlatimindan kaynaklanan kanser hiicrelerinin kemoterapiye dayanikli
oldugu durumlarda bile TRAIL’in apoptozu uyarabildigi diisiiniilmektedir (Evan ve
Vousden, 2001; O’Connor ve dig., 2003).



15

Apoptozun engellenmesi ile iligkili genler ve proteinler, timodr olusumunda rol
oynamaktadirlar. Apoptozu engelleyen bcl-2 mutasyonlar1  timér hiicrelerinin
kemoterapi veya radyoterapiye hassasiyetini etkilemektedir. Ayrica, bir ¢ok tiimorde
anti-apoptotik bcl-2 proteinlerinin miktar1 fazladir. Bunlar pro-apoptotik molekiillerle
(aktif kaspaz-3 ve -7 gibi) bir arada bulunmaktadirlar. bcl-2 gen ailesi pro-apoptotik ve
anti-apoptotik fonksiyona sahip proteinlerden olugsmaktadir ve bunlar belirli bir dengede
bulunmaktadir. bcl-2’nin asirt anlatimi sonucunda hiicre gelisimi yavaslayabilmekte,
hiicre olimii gergeklesebilmekte ve anti-apoptotik fonksiyonlar durdurulabilmektedir
(Zhivotovsky ve Orrenius, 2009).

bcl-2 gen ailesine iiye bax, ¢esitli uyarilara cevap olarak apoptozu tetiklemektedir ve bu
gende olusan mutasyonlar, bazi kanserlerde tanimlanmistir. Kolorektal kanser
hiicrelerinde bax’in bulunmayisi, ¢esitli ilaglara apoptotik cevabi ortadan kaldirmaktadir

(O’Connor ve dig., 2003).

Apaf-1, kaspaz-9 ve mitokondrial yollar gibi bilesenler onkogenlerin baskilanmasinda
biiyiikk 6neme sahiptir. Ornegin; Melanomda, Apaf-1 sentezleyen gen etkisiz hale
gelmistir ve bu nedenle apoptoz engellenmistir (Chang ve Yang, 2000; Ma ve dig.,
2005).

Yapilan son ¢alismalarda bcl-2 ve bcl-xL nin anti-apoptotik rollerinin, kaspazlarin
katalitik aktiviteleri {izerinden gerceklestirildigi ortaya konulmustur. Ornegin; kaspaz-3
ve -7’nin ilizerine negatif diizenleyici olarak etki edip apoptozu engellemektedirler
(Cohen, 1997).

Kaspaz-8, FasL araciligi ile apoptozu baslatabilir fakat FasL, ultraviyole (UV) gibi dis
streslere gereksinim duymaktadir (Chang ve Yang, 2000).

Onkogenlerin, tiimor baskilayicilarin ve apoptotik diizenleyicilerin anlasilmasi ile
kanser tedavisinin etkileri artmaktadir. Apoptoz mekanizmasinin ¢6ziilmesi ile kansere
kars1 tedavi yontemleri gelistirmede, etkin sitotoksik ajanlarin sentezinde ve radyasyon
tedavisinde avantajlar saglanacaktir. Tedavi, tiimorler {izerine uygulanacak molekiiler

parmak izi ile daha basarili hale gelecektir (Oktem ve dig., 2001).
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2.2.2. Bitkilerin Kanser Tedavisinde Kullanimi

Bitki alemi yaklagik 400 000 bitki tiirii icermektedir. Uzun yillardan beri cesitli
hastaliklarin tedavisinde tibbi bitkiler 6nemli rol oynamaktadir. Dogal iiriinleri igeren
bitkiler ile yapilan calismalar, yeni ve daha etkili anti-kanser ajanlarin bulunmasinda
olduk¢a Onemli bir yere sahiptir. Tibbi bitkilerin kullaniminda son yillarda artis
goriilmektedir. Amerika’da kullanilan kanser ilaglarinin %62’si dogal maddelerden ya
da dogal maddeler tiirevlendirilerek yapilmistir (Bungu ve dig., 2006; Pirildar, 2006;
Karagoz ve dig., 2007).

Cesitli  bitkilerden hazirlanan ekstrelerin anti-kanserojen etkiye sahip olduklan
bulunmustur. Ornegin; Tulbaghia violacea (yabani sarimsak), dzofagus kanserinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bununla beraber HelLa hiicrelerinde kaspaz-3 bagimli
apoptotik yolag1 tesvik etmektedir. Ayrica, bu tez ¢alismasinda kullandigimiz
Colchicum tiirlerinin de kolsisinin dahil oldugu cesitli alkaloidleri igermesi nedeni ile
tedavi amactyla kullanimi yaygindir. Hodgkin lenfoma ve kronik lenfoit 16semi vs.
hastaliklarin tedavisinde olumlu etkiledigi bildirilmistir (Bungu ve dig., 2006; Pirildar,
2006).

2.3. Colchicum BITKIiSINIiN OZELLIKLERI

Colchicaceae (Liliaceae) familyasina ait Colchicum cinsi ilk olarak Dioscorides
tarafindan tanimlanmis ve “kolchicon” ismi verilmistir. Daha sonra bu isim Linne

tarafindan “Colchicum” olarak degistirilmistir.

Hermodactyl, Siirinjan ile ayn1 anlami tasiyan Colchicum kelimesi Dogu Karadeniz,

Kafkasya, Batum Yoresi anlamina gelen “Colchis”den tiiremistir (Pirildar, 2006).

Colchicum bitkisinin M.S. 6. y.y.’den itibaren modern tedavide kullanimi, Anton
Stoerck’in  Colchicum autumnale tiirinden elde ettigi ekstreyi gut tedavisinde

kullanmasi ile baslamistir (Dumontet ve Sikic, 1999; Pirildar, 2006).

1820°de Pelletier ve Caventou, “Kolsisin”i izole etmislerdir. Ana halkasi

benzosikloheptanotroponol olan alkaloit yapidaki kolsisinin, bitki ve hayvanlarda hiicre
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boliinmesi tizerine etkisi oldugu ise Eigsti ve Dustin tarafindan bulunmustur (Pirildar,
2006). Mikrotiibiil toplanmasii engelleyen anti-mitotik bir ajan olan Kolsisin,
metafazda hiicre boliinmesini engelleme yetenegine sahip olmasi nedeni ile anti-tiimoral
ve anti-kanserojen etki gostermektedir. Ayrica anti-enflamatuvar etkisi de
bulunmaktadir (Combeau ve dig., 2000; Dumontet ve Sikic, 1999; Pirildar, 2006).

Ulkemizde 41 Colchicum tiirii (15’1 endemik) bulunmaktadir ve bunlarin bir ¢ogu,
tedavide kullanilan tropolon alkaloitlerinin en 6nemli kaynagi olan giiz ¢igdemine
(Colchicum autumnale) yakin miktarda tropolon alkaloitleri igermektedir (Pirildar,
2006). Calismada kullandigimiz ekstreler de Colchicum umbrosum S. ve iilkemize

endemik olan Colchicum baytopiorum C.D. tiirlerinden hazirlanmistir.

2.3.1. Kolsisinin Kimyasal Yapis1

1945 yilinda Dewar tarafindan mikrotiibiil polimerizasyonunu engelleyerek mikrotiibiil
dengesini bozan ajanlardan olan kolsisinin yapist belirlenmistir (Jordan ve Wilson,
2004; Pirildar, 2006). Kapali formiilii “N-5,6,7,9-tetrahidro-1,2,3,10-tetrametoksi-9-
oksobenzo (a) heptalen-7-il-(S)-asetamit™tir. Kolsisinin A halkas1 ve 5, 6, 7 ve 12 nolu
karbon atomu fenil alanin ve sinnamik asitten olusmustur. Asetamido grubu asetik

asitten, tropolon halkasi ise tirozinden tlirevlenmistir (Pirildar, 2006).

Kolsisinin yapisal formiilii Sekil 2.4’te gosterilmistir.
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Sekil 2.4: Kolsisinin kimyasal yapis1 (Anonim-b, 2009).

2.3.2. Kolsisinin Etki Mekanizmasi

Mikrofilamentlerin en 6nemli 6gesi olan mikrotiibiiller, ip gibi ince uzun ve tiip
seklinde protein polimerlerinden olugmaktadir. Bunlar, hiicre boliinmesi sirasinda
kromozom ¢iftlerinin esit sekilde paylastirilmasindan sorumlu olan mitotik igin
olugmasinda ve kaybolmasinda gereklidir (Jordan ve Wilson, 2004; Arora ve dig.,
2009). Ayrica, mikrotiibiiller gelisimde, hiicre seklinin olusumunda, vesikiillerin
tasinmasinda, hiicre hareketlerinde ve sinyalizasyonunda, hiicre seklinin korunmasinda

rol oynamaktadirlar (Combeau ve dig., 2000; Jordan ve Wilson, 2004).

Mikrotiibiiller 100 000 dalton agirlifinda, o- ve f- tiibiilin peptid dimerlerinin
polimerleridir (Sekil 2.5) (Bhalla, 2003; Jordan ve Wilson, 2004). a- ve - tiibiilin dimer
polimerizasyonu (-) ugtan (+) uca dogru hizlica meydana gelmektedir (Sekil 2.5). Bu
polarite, mikrotiibiiliin biliylimesi sirasinda olusmaktadir. Mikrotiibiilin (+) ucu,
kimyasal enerjiyi mekanik is bicimine doniistiirmektedir. Mikrotiiblil hareketi icin
gerekli olan enerji guanozin trifosfatin (GTP) hidrolizi ile saglanmaktadir. GTP
hidrolizini a- tiibiilin baslatmaktadir. Mikrotiibiil uglarinin yapist ve bunlarin
hareketlerinin kontrolii, mitoz esnasinda mitotik igin yapimi: ve fonksiyonunda dnemli

rol oynamaktadir (Bhalla, 2003).
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Okaryotik hiicrelerin mikrotiibiil sistemi, mitoz ve hiicre bdliinmesinde énemli olmasi
nedeni ile anti-kanser terapétik ajanlarin gelistirilmesinde hedef olarak kullanilmaktadir
(Jordan ve Wilson, 2004; Arora ve dig., 2009). Bu anti-mitotik ajanlar, mikrotiibiil
olusumunu engelleyen (vinka alkoloidleri, kolsisin vs.) ve tesvik eden (taksoidler ve
epotilon) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Kolsisin mikrotiibiil olusumunu
engelleyen anti-mitotik bir ajan olmasma ragmen, c¢ok toksik olmasi nedeni ile
onkolojide kullanilmamaktadir (Combeau ve dig., 2000). Fakat bazi tiirevleri
anti-tiimoral olarak kullanilabilmektedir. Ornegin, kronik miyeloit 16semi, deri kanseri
ve malign lenfoma tedavisinde kolsisin tiirevlerinden biri olan demekolsin
kullanilmaktadir. Ayrica kolsisin tiirevlerinden N-deasetilkolsisin ve trimetil kolsisinik
asit de kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Kolsisin bazi durumlarda kanser tedavisinde
etkili olabilmektedir. Gutlu hastalarda kanser tedavisi icin radyoterapi ile beraber
kolsisin de verilmistir ve olumlu etki gézlenmistir. Meme kanseri olan hastalarda
radyoterapi ve cerahi girisim uygulanmistir. Ardindan kolsisin uygulamasi yapilmistir
ve kolsisin almamis olan hastalara oranla daha iyi durumda olduklari izlenmistir

(Pirildar, 2006).

Tiiblilinde GTPaz aktivitesini baslatan kolsisin, mikrotiibiil hareketini etkilemeden 6nce
mikrotiibiiller {izerine olan etkisini, ilk olarak ¢6zilinebilir tiibiiline baglanarak
gostermektedir (Combeau ve dig., 2000; Dumontet ve Sikic, 1999). Coziinebilir
tiibliline baglanmanin ardindan tiibiilinde degisimler baslamaktadir. Daha sonra
tiibiilin-kolsisin kompleksi olusmaktadir ve mikrotiibiil yapisinin i¢inde kopolimerize
olmaktadir (Sekil 2.6). Boylece mikrotiibiil hareketliligini baskilamaktadir. Mikrotiibiil
hareketinin kararliligi, duyarli tiimor hiicrelerinde ve mitozda hiicre siklusunu
engellenmesi ile iliskilidir. Bunun sonucunda apoptoz ile hiicre oliimi

gerceklesmektedir (Jordan ve Wilson, 2004).

Kolsisin uygulamas1 yapilmasi sonucunda ndronal hiicre 6liimiiniin apoptoz yolu ile

gergeklestigi bulunmustur (Gorman ve dig., 1999).
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Tiibiilin-
kolsisin
kompleksi

Sekil 2.6: Kolsisinin mikrotiibiillere baglanmasi (Jordan ve Wilson, 2004).
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3. MALZEME VE YONTEM

Antalya-Termessos bolgesinden 05.07.2005 (ISTE: 81438) tarihinde toplanan
Colchicum baytopiorum C.D. ve Bolu-Abant bélgesinden 25.06.2008 (ISTE:85333)
tarihinde Bolu-Abant yoresinden toplanan Colchicum umbrosum S. bitkilerinin yumru
kisimlar ayrilarak dilimlendi (Sekil 3.1-2). Daha sonra 60 °C’lik etiivde kurutularak toz
haline getirilen bitkisel materyaller saf metanol ile perkole edildi. Elde edilen metanol
ekstreleri, rotavaporda 30-35 °C’de yogunlastirild1 ve liyofilize edildi. Bu bitkilere ait
ekstreler, Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’ndan
liyofilize edilmis sekilde temin edildi. Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum
umbrosum S. bitkilerinden hazirlanan ekstreler farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak,

calismada kullanilan tiimoral hiicre soyu iizerine uygulandi.

Sekil 3.1: : Colchicum baytopiorum C.D. bitkisi (A: Genel Goriiniim, Fotograf: O. Ding
Diisen, 2004, B: Cigek ve Yumrular, Fotograf: N. Siitliipinar, 2005).



22

Sekil 3.2: : Colchicum umbrosum S. bitkisi (A: Genel Goriiniim, Anonim-d, 2010, B: Yumru,
Fotograf: N. Siitliipinar, 2005).

3.1. HUCRE KULTURLERINDE KULLANILAN BESIYERININ
HAZIRLANMASI

Minimum Essential Medium (DMEM, Sigma) distile suda ¢oziindiiriilerek icerisine 100
ng/ml streptomisin (Streptomisin siilfat, I.E. Ulagay) ile 100 IU/ml penisilin (Pronapen,
Pfizer) eklendikten sonra 0,22 pm olan steril filtreden (Millipore) gegirildi. Hazirlanmig

olan stok besiyeri, +4 °C’de saklandi.

3.2. HeLa HUCRE SOYU

Deneylerde kullanilan tiimoéral hiicre soyu , laboratuvarimiza Tokyo Teknoloji Enstitiisii
tarafindan temin edilmis olan insan serviks karsinomasi kokenli HeLa hiicreleridir. Bu
hiicre kiiltiirleri i¢in kullanilmis olan DMEM’e %10 Foetal Bovine Serum (FBS, Gibco
Lab.) eklendi ve pH’st %4,4 lik NaHCO; ile 7,2’ye ayarlandi. HeLa hiicreleri 25
cm?lik steril kiiltiir kaplarinda, %5 CO, ve %95 hava karigiminda 37 °C’de haftada iki

kez diizenli pasajlar1 yapilarak inkiibe edildi.
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3.3. HUCRELERIN PASAJ iSLEMLERI

HeLa hiicreleri yetistirilmis olduklar: kiiltiir kaplarinda tek tabaka haline geldiklerinde
pasaj islemi yapildi. Hiicreler, Hank's Buffered Salt Solution (HBSS) ile yikanarak
bulunduklar1 yiizeyden kaldirilmalar1 amaci ile 6 ml %0,25’lik tripsin ile 3 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra siispanse edilen hiicreler, santrifiij tiipiine alind1 ve tripsinin
inaktive edilmesi amaci ile iizerine 2 ml besiyeri ilave edildi. 500 xg’de 3 dakika
santrifiij edilerek pasaji yapilacak olan hiicrelerin ¢okelmesi saglandi. Bu islemden
sonra ¢Okelmis olan hiicrelerin {lizerindeki siipernatant kisim uzaklastirilarak kuyucuk
basina deney planina uygun sekilde hiicre sayilar1 hesaplanip sulandirma yapilarak ekim

islemi gergeklestirildi (Freshney, 2000).

3.4. HUCRELERIN EKiM iSLEMLERI

Hiicrelerin ekim islemleri, sitotoksisite deneyi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
150 000 hiicre/ml; Al belirlenmesi i¢in 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 150 000 hiicre/ml
(lamelli ve lamelsiz); molekiiler analiz i¢in 12 kuyucuklu kiiltir kaplarma
150 000 hiicre/ml olacak sekilde yapildi. Hiicrelerin ekim islemlerinin
gerceklestirilmesinin ardindan pH 7,2’de, %5 CO, ve %95 hava igeren inkiibatorde
37 °C’de, 24 saat bekletilerek inkiibasyon gerceklestirildi.

3.5. Colchicum baytopiorum C.D. VE Colchicum umbrosum S. BITKILERINDEN
ELDE EDILEN EKSTRELERIN KONSANTRASYONLARININ
HAZIRLANMASI

Deneylerde kullanilan Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S.
bitkilerinin yumrularindan hazirlanmis olan ekstrelerin konsantrasyonlari, daha Once
yapilmis olan calismalar referans alinarak belirlendi (Pirildar, 2006; Karagoz ve dig.,
2007). Kurutulmus olarak temin edilen ekstreler serumsuz DMEM’de ¢oziindiiriilerek,
steril filtreden gecirildi ve stok soliisyon elde edildi. Hazirlanmis olan stok soliisyon
%10 FBS igeren steril DMEM ile sulandirilarak her iki tiir ekstresi i¢in de 5 farkl
konsantrasyon (1: 0.001, 2: 0.05, 3: 0.1, 4: 0.5, 5: 1 mg/ml) hazirlandi. Colchicum
baytopiorum C.D. i¢in konsantrasyonlar sirasiyla B1, B2, B3, B4 ve B5, Colchicum
umbrosum S. i¢in U1, U2, U3, U4 ve U5 olarak siiflandirildi.
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3.6. Colchicum baytopiorum C.D. VE Colchicum umbrosum S. BITKILERINDEN
ELDE EDILEN EKSTRELERIN UYGULANMASI

Kiltiir kaplarina ekimi yapilmis olan hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyonunun ardindan,
hazirlanan 5 farkli konsantrasyondaki ekstreler hiicrelere uygulandi. Kontrol grubunda

ekstre icermeyen DMEM kullanildi.

Her bir ekstre icin 5 farkli konsantrasyonda 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siiresi olmak
tizere 3 farkli deney grubu olusturuldu. Bu siirelerin sonunda besiyeri uzaklastirilarak

belirlenen parametreler dogrultusunda analizler gerceklestirildi.

3.7. HUCRE KINETiGi PARAMETRELERI

3.7.1. Sitotoksik Aktivite Tayini: Kolorimetrik MTT Yontemi

Kullanilan Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde
edilen ekstrelerin 5 farkli konsantrasyonlarmin 24, 48 ve 72 saat uygulanmasi
sonucunda HeLa hiicrelerinde meydana gelen sitotoksik etki MTT yontemi kullanilarak

belirlendi.

96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekimi yapilan hiicrelerin lizerindeki besiyeri, belirlenen
deney siireleri sonunda uzaklastirildi. Kiiltiir kaplarindaki biitiin kuyucuklara 40 pl
MTT eklendi ve 37 °C’de %5 CO;igeren etiivde 151k almayacak sekilde inkiibe edildi. 4
saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan her bir kuyucuga 160 pl Dimetil Sulfoksit
(DMSO) eklenerek calkalayici etiivde 1 saat inkiibasyona birakildi. Olusan formazan
Kristallerinin 1 saatlik inkiibasyon siiresinde ¢6ziinmesinin ardindan olusturulan deney
gruplarinin absorbans degerleri, 690 nm dalga boyu referans alinarak 570 nm’de
spektrofotometrede oOlgtimleri gergeklestirildi (uQuant, Bio-Tek Instruments INC.)
(Mossman, 1983).
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3.7.2. Apoptotik indeks

Al preparatlari i¢in hazirlanacak olan lamlar etanol:HCI (1:1 v/v) karisiminda 24 saat
boyunca +4 °C’de bekletildi. Daha sonra etanol:HCl karisiminin uzaklastirilmasi
amaciyla 24 saat akarsu altinda birakildi. Bu siirenin bitiminde distile su ig¢erisine alinan

lamlar +4 °C’de preparat yapimi i¢in bekletildi.

Hiicreler, Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde
edilen ekstrelerin uygulanma stireleri sonunda, tripsin ile muamele edildi. Yiizeyden
kaldirilan hiicreler steril santrifiij tiiplerine alinarak 500 xg hizda 5 dakika santrifiij
yapildi. Supernatantin uzaklastirilmasinin ardindan metanol:FTS (1:1 v/v) ile hiicrelerin
fiksasyonlar1 yapildi ve 500 xg hizda 5 dakika santrifiij edildikten sonra supernatant
uzaklastirildi. Pellet iizerine 1 ml metanol eklenerek pipetaj yapildi. Hazirlanan hiicre
siispansiyonlarindan 200 pl alinarak, daha 6dnceden temizlenmis olan lamlarin iizerine
tim yiizeyi kaplayacak sekilde ekim yapildi ve lamlar kurumaya birakildi. Kuruyan
preparatlar DAPI ile boyandi. 20 dakika boyunca 151k gérmeyen bir ortamda, boyama
kabinda DAPI’de bekletilen preparatlar daha sonra 20 dakika fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (PBS) icerisinde tutularak yikandi. Yikama islemleri tamamlanmis olan
preparatlarda floresan mikroskopta 364 eksitasyon 454 nm emisyon (Aex 364 nm; Aex
454 nm) dalga boyunda normal nukleuslu ve apoptotik nukleuslu hiicrelerin sayimi1
yapildi. Her deney grubu i¢in en az 30 alanda yaklasik 100 hiicre olacak sekilde sayimi
gergeklestirilen hiicrelerin her bir alandaki apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere olan
yiizde oranlar1 hesaplandi1 (Ilgar ve Ozcan Arican, 2009). Tiim deney gruplari igin

sayilan 30 alana ait yiizdelerin ortalamalar1 alinarak Al belirlendi.

3.8. APOPTOZUN INCELENMESINDE KULLANILAN YONTEMLER

3.8.1. Morfolojik Goriintilleme Yontemleri

3.8.1.1. Faz-Kontrast Mikroskobu
Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden hazirlanan
ekstrelerin, belirlenen farkli konsantrasyonlarinin uygulanmis oldugu HeLa hiicrelerinde

meydana gelen degisimler 24, 48 ve 72 saat deney siirelerinin sonunda x20’lik
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objektifte faz-kontrast mikroskobu ile incelendi. Deney gruplarindaki hiicrelerde

apoptoza 6zgii olusan morfolojik degisimler ve genel sitotoksisite belirlendi.

3.8.1.2. Isik Mikroskobu
HeLa hiicrelerinin, apoptoz sirasinda meydana gelen morfolojik degisimlerini
gozlemlemek amaci ile 24, 48 ve 72 saat deney siirelerinde hazirlanan preparatlara

Giemsa boyama yapildi ve Feulgen metodu uygulandi.

Belirlenen siireler ve konsantrasyonlar dogrultusunda hazirlanmis olan deney
gruplarinin preparatlari Carnoy fiksatifi ile fikse edildi. Daha sonra fiksasyonu yapilan
preparatlara, Giemsa boyama yapildi. Preparatlar 8 dakika Giemsa’da bekletildi. Bu
siirenin sonunda saf su ile boya uzaklastirilarak preparatlar kurumaya birakildi.
Boyanmis olan preparatlar, hiicrelerde meydana gelen apoptoza 6zgii olan morfolojik
degisimleri saptamak icin 151tk mikroskobunda x100’liikk objektif altinda incelendi.
Ayrica apoptotik hiicre morfolojisinin gosterilmesi i¢in Feulgen metodu ile boyanmis

olan preparatlar da x100’liikk objektifte 151k mikroskobunda gézlemlendi.

3.8.1.3. Floresan Mikroskop

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekimi yapilan hiicrelere, belirlenen konsantrasyonlarda
Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden hazirlanan
ekstrelerin uygulanmasinin ardindan belirlenen siireler sonunda toplanan hiicrelerin

metanol:FTS (1:1 v/v) ile fiksasyonu yapildi.

Etanol:HCI (1:1 v/v) karisimi ile temizlenmesinin ardindan +4 °C de, saf suda bekletilen
lamlar, kurumaya birakilmadan 1slak sekilde alinarak iizerine fikse edilmis hiicrelerden
100 pl konarak preparat yapildi. Hazirlanan preparatlar kurumasi i¢in oda sicakliginda
bekletildi. Ekstre uygulanmis hiicrelerde meydana gelen nuklear morfolojik
degisimlerin saptanmast i¢in DAPI kullanildi. Belirlenen siire boyunca DAPI’de
bekletilen hiicreler PBS ile yikandi. PBS icerinden alinan lamlar floresan mikroskopta
(Aex 364 nm; Aex 454 nm) incelendi. Normal ve apoptotik nukleus igeren hiicreler

belirlendi (Ilgar ve Ozcan Arican, 2009).
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3.8.2. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

3.8.2.1. Total RNA Izolasyonu

Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstrenin 0,1 mg/ml (B3)
konsantrasyonu uygulanan deney grubu ve kontrol grubundaki hiicrelerin, 48 saat siire
sonunda total RNA izolasyon Kkiti (PureLink Micro-to-Midi Total RNA Isolation Kit
Invitrogen, Kat. No. 12183-018) kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi. izole edilen
total RNA’lar, bcl-2 gen ailesine iiye pro-apoptotik (bax, bak, bid) ve anti-apoptotik
(bcl-2, bel-x, mcl-1, bfl-1) olmak {izere 7 genin anlatimlarinin belirlenmesi i¢in Revers
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yonteminde kullanildi. Her bir
deney grubu i¢in 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 150 000 hiicre/ml olacak sekilde
kuyucuk basina toplam 2 ml ekim yapildi. Kontrol ve Colchicum baytopiorum C.D.
bitkisinden hazirlanan ekstre uygulanmis olan deney gruplarindaki hiicreler, 48 saat
deney siiresinin ardindan tripsin ile kaldirilarak steril santrifiij tiiplerine alindi. 500 xg
hizda 5 dakika santrifiij edildi ve supernatant uzaklastirildi. 0,3 ml RNA lizis soliisyonu
pellet tizerine konuldu. Pellet tamamen dagilana kadar yiiksek hizda vortekslenerek
homojenizasyon gerc¢eklestirildi. Her bir tiipe 0,3 ml %70’lik etanol (1:1 v/v) konularak
vorteks edildi. Toplama tiiplerinin igerisine yerlestirilmis olan RNA doniis kartuslarinin
tizerlerine hazirlanan hiicre siispansiyonlar1 eklendi. Oda sicakliginda 12000 xg’de 15
saniye santrifiij edildikten sonra toplama tiiplerinde bulunan kisim uzaklastirilarak
kartus toplama tiiplerine tekrar konuldu. Doniis kartus iizerine 700 pl Yikama Tamponu
I eklendi. 12000 xg’de oda sicakliginda 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki
stvi uzaklastirildi ve tekrar 700 pl Yikama tamponu I eklendi ve bu asama tekrar edildi.
Doniis kartus, toplama tiipiinden alinarak yikama tiipii icerisine konuldu. Doniis kartus
tizerine 500 pl etanol ile hazirlanmis olan Yikama Tamponu II eklendi ve 12000 xg’de
15 saniye oda sicakliginda santrifiij yapildi. Yikama tiipiine akan kisim uzaklastirildi.
Doniis kartus yikama tiipline geri alindi1 ve bu asama tekrarlandi. Membranin kurumasi
igin doniis kartus 12000 xg’de 5 saniye oda sicakliginda santrifiij edildikten sonra
toplama tiipiinde biriken sivi ile birlikte toplama tiipi atildi. Doniis kartus, RNA
toplama tiipiiniin igerisine yerlestirildi. Membrandaki RNA’nin yikanmasi igin 100 pl
RNaz igermeyen su, doniis kartusa eklendi ve oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. 1
dakikalik inkiibasyon siiresinin ardindan doniis kartus alinarak 12000 xg’de 2 dakika

oda sicakliginda santrifiij edildi. Doniis kartus, toplama tiipiiniin igerisinden ¢ikartilarak
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uzaklastirildi. Toplama tiiptindeki total RNA 6rneklerinin miktarini belirlemek i¢in 200
kez sulandirilmis total RNA’larin spektrofotometrede (Cintra 20, GBC) 260 nm dalga
boyunda 6l¢limleri yapildi (Bargou ve dig., 1996, Benito ve dig., 1996).

RNA Miktar1 (ug/ul) = Absorbans degeri (OD2g0) X sulandirma miktart x 40

formiilii kullanilarak, izole edilen total RNA’larin yogunluklar1 hesaplandi.

3.8.2.2. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Yontemi

Her deney grubu ve apoptozun belirlenmesinde rol oynayan bcl-2 gen ailesi igin her bir
PCR tiipiiniin igerisine 21 pl RNaz icermeyen su eklendi. Bu karisimin iizerine tek
basamakli RT-PCR Kkitinin (The SuperScript™ One-Step RT-PCR Kit Invitrogen, Kat.
No. 10928-042) igerisinden ¢ikan 2x Reaksiyon karigimindan (her dNTP’den 0.4 mM
MSQ,) 25 ul, RT/Platinum™ Taq Mix’ten de 2 pl konuldu. Daha sonra tiipe, 1 pl bcl-2
gen ailesine tiye (mcl-1, bfl-1, bcl-2, bel-x, bax, bik ve bak) primerler (ApoPrimer Set;
[Bcl-2 family], TAKARA, Kat. No. 6623) ve daha 6nceden izole edilen her bir deney
grubuna ait total RNA’dan 1’er pl ilave edildi. Eklenen tiim elemanlarin karismasi i¢in

PCR tiipleri 15 saniye santrifiij edildi (Bargou ve dig., 1996, Benito ve dig., 1996).
Ornekler, Tablo 3.1°de belirtildigi sekilde programlanarak PCR cihazina (TC412,

Techne) yerlestirildi. Program bitiminde PCR iirlinlerini igeren tiipler cihazdan alinarak

etidyum bromid igeren agaroz jelde yiiriitiildii ve UVisik altinda gézlemlendi.

Tablo 3.1: RT-PCR i¢in hazirlanan PCR cihazi program tablosu.

cDNA Sentezi ve On PCR Amplifikasyonu Son Uzatma
Denatiirasyon

1 dongii 40 dongii: 1 dongii
55°C’de 30 dakika Denatiirasyon- 94°C’de 15 saniye

68°C’de 5 dakika
94°C’de 2 dakika Baglanma- 60°C’de 30 saniye

Uzatma- 68°C’de 1 dakika
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3.8.3. Biyokimyasal Yontemler

3.8.3.1. DNA izolasyonu

Apoptoza 6zgii olan niikleozomal fragmentasyonu gézlemlemek amaciyla Colchicum
baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstre kullanilarak hazirlanan B3
konsantrasyonu uygulanan deney grubundaki ve kontrol grubundaki hiicrelerden,
genomik DNA igeren ve icermeyen niikleozomal DNA izole edildi. Bunun i¢cin DNA
izolasyon kiti (Apoptotic-LADDER ™ Kit G-Biosciences, Kat. No. 786-209) kullanild:.
48 saat deney siiresi sonunda deney ve kontrol grubuna ait yaklasik 2 500 000 hiicre
tripsin ile ylizeyden kaldirildi. Daha sonra bu hiicreler santrifiij tiiplerine alinarak 500
xg hizda 5 dakika santriftij edildi. Cokeltinin lizerindeki DMEM ve tripsin iceren
supernatant uzaklastirildan sonra 1 ml PBS pelletin {izerine eklenerek pipetaj yapildi.
Hiicreler 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarildi. Hiicrelerin ¢okmesi i¢in 15000 xg hizda
15 saniye santrifiij yapildi. Pellet iizerindeki supernatant dokiildii. Cokeltinin {izerine
150 pl niikleozomal tampon eklenip pipetajla homojenize edildi. Genomik DNA igeren
niikleozomal DNA elde etmek icin 50 ul DNA agici1 tampon ve 10 pl proteinaz K
(Longlife™ Proteinaz K) eklendi. Tiip birka¢ kez ters cevrilerek karistirildi. Ardindan
55 °C’de 90 dakika inkiibasyona birakildi. 150 upl ¢oktiirme tamponu eklenerek
15000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant temiz bir tiipe alinip tizerine 500 pl
etanol eklenerek -20 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 15000
xg’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirilarak 35 °C’de inkiibasyona
birakilarak drnegin kurumasi saglandi. Ornegin kurumasinin ardindan ¢okelti iizerine 30
ul TE tamponu eklenerek homojenize edildi. DNA 6rnegi hidrate olduktan sonra agaroz
jele yiiklenerek gozlemi yapildi. Genomik DNA igermeyen niikkleozomal DNA elde
etmek icin ise genomik DNA iceren niikleozomal DNA izole edilirken yapilan
basamaklar, 50 pul DNA agici tamponun eklendigi kisima gelene kadar aynmi sekilde
yapildi. En son 150 pl niikleozomal tamponun eklenmesinin ardindan 6rnek +4 °C’de
15000 xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant atilmayarak baska bir steril ependorf
icinde toplandi. Bu islem 2 kez tekrarlandi. Tiiplin igerisine toplanmis olan
supernatantin iizerine 30 ul DNA acici tampon ile birlikte 10 pl proteinaz K (Longlife™
Proteinaz K) konuldu. 55 °C’deki su banyosuna konularak 1,5 saat inkiibasyona
birakildi. Siire bitiminde alinan tiiplerin igerisine 150 pl ¢okelme tamponu ilave edildi

ve 15000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatant steril bir ependorf igerisine
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alarak tizerine 500 pl saf etanol eklendi. Karigim 1 saat siiresince -20 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan ependorf 15000 xg’de 10 dakika
santriflij edildikten sonra supernatant uzaklastirildi. Etanoliin uzaklastirilmasi amaciyla
kisa stireli olmak iizere tekrar santrifiij edildi. 35°C’ye ayarlanmis olan inkiibatorde
kurumaya birakildi. Kuruyan pelletin ¢oéziinmesi i¢in 30 pul TE tamponu eklenip 15
dakika 35 °C’de bekletildi. Hiicrelerden kazanilmis DNA igerigi, agaroz jelde
yiiriitiilerek incelendi (Ozcan Arican ve dig., 2008).

3.8.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi Yontemi

DNA i¢in %1.8’lik agaroz jel kullanildi. Bu amagla 1,35 gr agaroz ve 75 ml 1x TAE
(Tris-Askorbik Asit-EDTA) tamponu karistirildi ve mikrodalga firinda 1sitildi. 60 °C’ye
soguduktan sonra jele etidyum bromiir eklendi (jel hacminin %0.01°1 kadar) ve hava
kabarcig1 olmayacak sekilde jel kasetine dokiilerek polimerize olmasi beklendi. Jel
donduktan sonra elektroforez tankina alinarak iizerine jeli gececek miktarda 1x TAE
tamponu eklendi. Her bir DNA’dan 10’ar pl alindi. Uzerlerine 6x boyama tamponundan
4’er pul eklenerek pipetaj yapildi ve jel kuyucuklarina yiiklendi. Olusan bantlarin
boyutlarinin belirlenmesi i¢in 1,5 kb’lik DNA belirteci kullanildi. Yiikleme islemi
tamamlandiktan sonra voltajit 90 V’a ayarlanmis olan gili¢ kaynagina eletroforez tanki
baglanarak 40 dakika bekletildi. Bantlarin agilmasinin ardindan UV 15181 altinda jelde

yiirlime boyutlar1 incelendi.

Izole edilmis olan RT-PCR iiriinleri de agaroz jel elektroforezinde gosterildi. RT-PCR
tirtinleri i¢in ise %?2’lik agaroz jel hazirlandi. 2 gr agaroz tartilarak tizerine 100 ml 1x
TAE tamponu eklendi. Bu agsamadan sonra, DNA 6rnekleri igin kullanilan agaroz jelin
hazirlanmasinda ve orneklerin yiiklenmesinde yapilan iglemlerin aynisi uygulandi.
Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra elektroforez tanki, gli¢ kaynagina baglandi. Giig
kaynaginin voltaj1 75 V’a ayarland1 ve 1 saatin sonunda jel tanktan cikartilarak UV

transilliiminatorde jelin goriintiilemesi yapildi.
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3.8.4. Istatistiksel Degerlendirme

Tiim deney gruplarinda uygulanan doz ve zamana gore saptanan ¢ogalma hizi, Al ve
kaspaz aktivasyon analizi degerleri kontrole ve birbirlerine gére degerlendirildi. Bu
amagla tiim deney gruplarindan saptanan degerlere tek yonlii ANOVA testi uygulandi.
Gruplarin kontrole gore anlamliliklart DUNNETT’S testi ile, gruplarin birbirleri ile olan
anlamliliklarr ise t-testi ile degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmelerde p<0,05
anlamlilik seviyesi temel alind1 (GraphPad Prism version 4.00, GraphPad Software, San
Diego California USA).
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE KINETiGi PARAMETRELERI

4.1.1. Sitotoksik Aktivite Tayini: Kolorimetrik MTT Yontemi

24, 48 ve 72 saat deney siireleri boyunca HeLa hiicre kiiltiirlerine uygulanan Colchicum
baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen ekstrelerin
0.001, 0.05, 0.1, 0.5, 1 mg/ml olacak sekilde hazirlanmig 5 farkli konsantrasyonunun
sitotoksik aktiviteleri MTT yontemi kullanilarak belirlendi. Colchicum baytopiorum
C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen ekstrelerin uygulandigi
deney gruplar1 ile kontrol grubunun ortalama absorbans degerleri oOlgiildii. Bu
degerlendirmenin ardindan yapilan istatistiksel analizlerde tiim deney gruplarinin

kontrole gore anlamliligina bakildi.

Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrelerin 24 saat siiresince
uygulanan deney gruplarinin absorbans degerleri sirasi ile B1 icin 188,7x1073, B2 i¢in
198,6x107, B3 i¢in 156,4x107, B4 icin 200,8x10>, B5 icin 205,6x10 olarak 8lgiildii.
Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen ekstrelerin uygulandigi deney
gruplarinin absorbans degerleri sirasi ile U1 i¢in 270,2x1073, U2 icin 187,9x10%, U3 i¢in
218,6x10°, U4 icin 139,9x10° ve U5 i¢in 205,6x10° olarak 6lgiildii (Tablo 4.1).
Ardindan yapilan istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubu ile Colchicum
baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrelerin uygulandigi tiim deney gruplart
arasinda anlamli bir fark oldugu belirlendi (p<0,01). Colchicum umbrosum S.
bitkilerinden elde edilen ekstrelerin U2, U3, U4 ve U5 konsantrasyonlarinin
uygulandig1 deney gruplari ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark oldugu tespit
edildi (p<0,05) (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1: Kontrol ve Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S.bitkilerinden
elde edilen ekstrelerden hazirlanan deney gruplarmin (B1 ve Ul: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve
U3: 0.1, B4 ve U4: 0.5, BS ve US: 1 mg/ml) 24 saat sonunda 6lgiilen absorbans degerleri.

Deney Gruplar Absorbans Degerleri (570 — 690 nm)
Kontrol 266,4 x 107
B1 188,7 x 10%""
B2 198,6 x 10
B3 156,4 x 10%”
B4 200,8 x 10
B5 205,6 x 10%”
U1 270,2 x 107
U2 187,9 x 10%”
u3 218,6 x 10
U4 139,9 x 10%”
U5 205,6 x 10"

p < 0,05 : * (kontrole gore anlamlilik)
p<0,01:**

24 saat deney siiresinin sonunda sitotoksik aktivite degerleri Sekil 4.1°de gosterildigi
gibi saptanan deney gruplarinin % canlilik degerleri, kontrol grubu %100 kabul edilerek
hesaplandi ve her bir deney grubu buna gore oranlandi. Colchicum baytopiorum C.D.
bitkisinden hazirlanan ekstrelerin uygulandigi deney gruplarimin % canlilik degerleri
sirast ile B1 icin %70, B2 i¢in %74, B3 i¢in %58, B4 i¢cin %73, BS i¢in %77 olarak
tespit edildi. Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen ekstrelerin uygulandigi
deney gruplarinda % canlilik degerleri ise sirasi ile Ul i¢in % 101, U2 i¢in %70, U3
icin %82, U4 i¢in %52 ve US icin %77 olarak belirlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1 : Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen
ekstrelerin ayr1 konsantrasyonlarda (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve U3: 0.1, B4 ve U4:
0.5, B5 ve U5: 1 mg/ml) uygulandig1 HeL a hiicre kiiltlirlerinde 24 saat siiresinde tespit edilen
sitotoksik aktivite degerleri.
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Sekil 4.2 : Colchicum baytopiorum C.D ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen
ekstrelerin farkli konsantrasyonlarda (1: 0.001, 2: 0.05, 3: 0.1, 4: 0.5, 5: 1 mg/ml) uygulandig1
HeLa hiicre kiiltiirlerinde 24 saat deney siiresinin sonunda % canlilik degerleri.

Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrelerin 48 saat siiresince
uygulanan deney gruplarinin absorbans degerleri sirasi ile B1 igin 87,4x107, B2 i¢in
72,1107, B3 icin 62,8x10°, B4 i¢in 79,8x10°, B5 icin 61,8x10™ olarak &lciildi.
Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen ekstrelerin uygulandigi deney

gruplarinin absorbans degerleri sirast ile Ul igin 302,8x10°, U2 igin 86,9x107,
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U3 icin 58,1x107%, U4 i¢in 101,4x107 ve U5 i¢in 64,6x10° olarak &l¢iildii (Tablo 4.2).
Ardindan yapilan istatistiksel analizlerde Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde
edilen ekstrelerin uygulandigit Ul deney grubu hari¢ diger tiim deney gruplan ile
kontrol grubu arasinda anlaml bir fark oldugu belirlendi (p<0,01) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 : Kontrol ve Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden
elde edilen ekstrelerden hazirlanan deney gruplarmin (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve
U3: 0.1, B4 ve U4: 0.5, B5 ve U5: 1 mg/ml) 48 saat sonunda 6l¢iilen absorbans degerleri.

Deney Gruplari Absorbans Degerleri (570 — 690 nm)
Kontrol 304,2 x 10”
B1 87,4x10°%"
B2 72,1x10%7
B3 62,8x 107
B4 79,8 x 10°7
B5 61,8 x 10"
U1 302,8 x 107
U2 86,9 x 10°7
u3 58,1 x 10"
U4 101,4 x 10°%”
us 64,6 x 10°7

p < 0,01 : ** (kontrole gore anlamlilik)

48 saat deney siiresinin sonunda sitotoksik aktivite degerleri Sekil 4.3’te gosterildigi
gibi saptandi. Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrelerin
uygulandig1 deney gruplarinin % canlilik degerleri sirasi ile B1 i¢in %28, B2 i¢in %23,
B3 i¢in %20, B4 i¢in %26, B5 icin %20 olarak tesbit edildi. Colchicum umbrosum S.
bitkilerinden elde edilen ekstrelerin uygulandigi deney gruplarinda % canlilik degerleri
sirast ile Ul i¢in %99, U2 i¢in %28, U3 i¢cin %19, U4 i¢in %33 ve U5 icin %21 olarak
belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3: Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen
ekstrelerin ayr1 konsantrasyonlarda (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve U3: 0.1, B4 ve U4:
0.5, B5 ve U5: 1 mg/ml) uygulandig1 HeLa hiicre kiiltiirlerinde 48 saat siiresinde tespit edilen
sitotoksik aktivite degerleri.
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Sekil 4.4 : Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen
ekstrelerin farkli konsantrasyonlarda (1: 0.001, 2: 0.05, 3: 0.1, 4: 0.5, 5: 1 mg/ml) uygulandig1
HeLa hiicre kiiltiirlerinde 48 saat deney siiresinin sonunda % canlilik degerleri.

Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrelerin 72 saat siiresince
uygulanan deney gruplarinda absorbans degerleri sirasi ile Bl i¢in 73,7107, B2 i¢in
94x103, B3 icin 133,3x10°, B4 icin 85,6x10°, B5 icin 70,7x107 olarak olgiildi.
Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen ekstrelerin uygulandigi deney

gruplarinda absorbans degerleri siras1 ile Ul igin 308,1x10°, U2 igin 99,6x107,
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U3 icin 106,6x1073, U4 i¢in 99,3x107 ve U5 icin 112,2x10° olarak 6l¢iildii (Tablo 4.3)
(Sekil 4.5). Daha sonra yapilan istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubu ile tiim

deney gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlendi (p<0,01) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 : Kontrol ve Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden
elde edilen ekstrelerden hazirlanan deney gruplarmin (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve
U3: 0.1, B4 ve U4: 0.5, BS ve US: 1 mg/ml) 72 saat sonunda 6lgiilen absorbans degerleri.

Deney Gruplari Absorbans Degerleri (570 — 690 nm)
Kontrol 486,4 x 10~
B1 73,7x10°%"
B2 94,0 x 10°7
B3 133,3x 10"
B4 85,6 x 107
B5 70,7 x 10°7
U1 308,1 x 10"
U2 99,6 x 10°7
U3 106,6 x 10"
U4 99,3 x 10"
us 112,2 x 10°™

p < 0,01 : ** (kontrole gore anlamlilik)

72 saat deney siiresinin sonunda sitotoksik aktivite degerleri Sekil 4.5’te gosterildigi
gibi saptandi. Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrelerin
uygulandig1 deney gruplarinin % canlilik degerleri sirasi ile Bl icin %15, B2 i¢in %19,
B3 i¢in %27, B4 i¢in %17, B5 igin %14 olarak tespit edildi. Colchicum umbrosum S.
bitkilerinden elde edilen ekstrelerin uygulandigi deney gruplarinda % canlilik degerleri
sirast ile U1 i¢in %63, U2 i¢in %20, U3 icin %21, U4 i¢in %20 ve US igin %23 olarak
belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen
ekstrelerin ayr1 konsantrasyonlarda (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve U3: 0.1, B4 ve U4:
0.5, B5 ve U5: 1 mg/ml) uygulandig1 HeLa hiicre kiiltiirlerinde 72 saat siiresinde tespit edilen

sitotoksik aktivite degerleri.
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Sekil 4.6 : Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen
ekstrelerin farkli konsantrasyonlarda (1: 0.001, 2: 0.05, 3: 0.1, 4: 0.5, 5: 1 mg/ml) uygulandig1
HelL a hiicre kiiltiirlerinde 72 saat deney siiresinin sonunda % canlilik degerleri.
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4.1.2. Apoptotik indeks

Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden hazirlanan
ekstrelerin 0.001, 0.05, 0.1, 0.5, 1 mg/ml olacak sekilde hazirlanan 5 farkli
konsantrasyonunun Hela hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisinin arastirilmasi amaciyla
24, 48 ve 72 saat siiresince Al degerleri saptanarak istatistiksel degerlendirilmeleri

yapildi (Tablo 4.4-6).

24 saat deney siiresince, Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstrenin
uygulandigr B1, B2, B4 ve B5 deney gruplarinin kontrole gore aralarindaki farklarin
istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlendi (p<0,01). Colchicum umbrosum S.
bitkisinden hazirlanan ekstrenin uygulandigi U3, U4 ve US deney grubu ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel agidan anlamlilik tespit edildi (p<0,01) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Kontrol ve Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden
elde edilen ekstrelerden hazirlanan deney gruplarmin (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve
U3: 0.1, B4 ve U4: 0.5, B5 ve U5: 1 mg/ml) 24 saat sonunda hesaplanan apoptotik indeks

degerleri.

Deney Gruplarn Apoptotik indeks Degerleri
Kontrol 2,30
B1 18,30
B2 16,40
B3 12,37
B4 25,12
B5 18,02
U1 8,66
u2 6,78
U3 14,49”
U4 15,88
us 18,917

p <0,01: ** (kontrole gore anlamlilik)
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24 saat deney siiresi sonundaki Al degerleri, kontrol grubu i¢in %2.3, Colchicum
baytopiorum C.D. ekstreleri uygulanmig deney gruplarinda B1 i¢in %18.3, B2 igin
%16.4, B3 icin %12.37, B4 i¢in %25.12, BS i¢in %18.02, Colchicum umbrosum S.
ekstreleri uygulanmis deney gruplarinda Ul igin %8.66, U2 icin %6.78, U3 ig¢in
%14.49, U4 igin %15.88, US igin %18.91 olarak hesaplandi (Sekil 4.7).

il
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Sekil 4.7: Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen

ekstrelerin ayr1 konsantrasyonlarda (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve U3: 0.1, B4 ve

U4: 0.5, B5 ve US: 1 mg/ml) uygulandig1 HeLa hiicre kiiltiirlerinde 24 saat sonunda saptanan
apoptotik indeks degerleri.

48 saat deney siiresince, Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstrenin
uygulandigr B2, B3, B4 ve B5 deney gruplarinin kontrole gore aralarindaki farklarin
istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlendi (p<0,01). Colchicum umbrosum S.
bitkisinden hazirlanan ekstrenin uygulandigi U2, U3 ve U5 deney grubu ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel agidan anlamlilik tespit edildi (p<0,01) (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5: Kontrol ve Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden
elde edilen ekstrelerden hazirlanan deney gruplarmin (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve
U3: 0.1, B4 ve U4: 0.5, B5 ve U5: 1 mg/ml) 48 saat sonunda hesaplanan apoptotik indeks

degerleri.

Deney Gruplarn Apoptotik indeks Degerleri
Kontrol 2,84
B1 10,67
B2 35,917
B3 38,38
B4 22,04
B5 22,03”
U1 8,90
u2 22,05
U3 30,197
U4 16,01
us 23,58"

p <0,01: ** (kontrole gore anlamlilik)

48 saat deney siiresi sonundaki AI degerleri, kontrol grubu i¢in %2.84, Colchicum
baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrenin uygulandigi deney gruplarinda B1
icin %10.67, B2 icin %35.91, B3 icin %38.38, B4 icin %22.04, BS icin %22.03,
Colchicum umbrosum S. bitkisinden elde edilen ekstrenin uygulandigi deney
gruplarinda Ul i¢in %8.9, U2 i¢in %22.05, U3 i¢in %30.19, U4 i¢in %16.01, US icin
%23.58 olarak hesapland (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen

ekstrelerin ayr1 konsantrasyonlarda (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve U3: 0.1, B4 ve

U4: 0.5, BS ve US: 1 mg/ml) uygulandigi HeLa hiicre kiiltiirlerinde 48 saat sonunda saptanan
apoptotik indeks degerleri.

72 saat deney siiresince, Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrenin
uygulandigr B2, B3, B4 ve B5 deney gruplarinin kontrole gore aralarindaki farklarin
p<0,01 seviyesinde anlaml1 oldugu belirlendi. Colchicum umbrosum S. bitkisinden elde
edilen ekstrenin uygulandig1 U3, U4 ve U5 deney gruplarinin kontrole gore aralarindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,01) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6: Kontrol ve Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden
elde edilen ekstrelerden hazirlanan deney gruplarmin (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve
U3: 0.1, B4 ve U4: 0.5, B5 ve U5: 1 mg/ml) 72 saat sonunda hesaplanan apoptotik indeks

degerleri.

Deney Gruplarn Apoptotik indeks Degerleri
Kontrol 2,92
B1 7,89
B2 11,197
B3 11,767
B4 14,72
B5 10,50
U1 2,82
u2 7,91
u3 15,22"
U4 16,237
us 11,00”

p <0,01: ** (kontrole gore anlamlilik)

72 saat deney siiresi sonundaki Al degerleri, kontrol grubu igin %2.92, Colchicum
baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstrenin uygulandigi deney gruplarinda
B1 i¢in %7.89, B2 icin %11.19, B3 icin %11.76, B4 icin %14.72, B5 icin %]10,5,
Colchicum umbrosum S. bitkisinden hazirlanan ekstrenin uygulandigi deney gruplarinda
Ul igin %2.82, U2 icin %7.91, U3 i¢in %15.22, U4 i¢in %16.23, U5 i¢in %11 olarak
saptandi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Colchicum baytopiorum C.D. ve Colchicum umbrosum S. bitkilerinden elde edilen

ekstrelerin ayr1 konsantrasyonlarda (B1 ve U1: 0.001, B2 ve U2: 0.05, B3 ve U3: 0.1, B4 ve

U4: 0.5, BS ve U5: 1 mg/ml) uygulandigi HeLa hiicre kiiltiirlerinde 72 saat sonunda saptanan
apoptotik indeks degerleri.

4.1.3. Genel Degerlendirme

Deneylerimizde kullanilan HeLa hiicre soylarina iki bitki ekstresinin 5 farkli
konsantasyonunun uygulanmasi sonucunda, Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden
elde edilen ekstrenin uygulanan tiim konsantrasyonlarmin ve Colchicum umbrosum S.
bitkisinden hazirlanan ekstrenin ise 0.05, 0.1, 0.5, 1 mg/ml konsantrasyonlarinin
sitotoksik etkisinin uygulamanin ilk saatinden itibaren (24 saat) ortaya ¢iktigi goriildii.

Ortaya ¢ikan bu sitotoksik etki uygulama siiresine bagli olarak artti.

Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrenin 48 saat uygulandig
deney grubunda en yiiksek Al degeri B3 (0.1 mg/ml) konsantrasyonunda saptandi.

Ayrica degerlendirilen parametreler 1s1gmda Colchicum baytopiorum C.D. ekstresinin
Colchicum umbrosum S. ekstresine gére HeLa hiicrelerinde daha etkin oldugu sonucuna

varildi.
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4.2. APOPTOZUN INCELENMESINDE KULLANILAN YONTEMLER

4.2.1. Morfolojik Goriintiileme Yontemleri
4.2.1.1. Faz-Kontrast Mikroskobu

Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstrenin sitotoksisite ve Al
degerleri géz oniinde bulundurularak en etkili olan konsantrasyonunun B3 (0,1 mg/ml)
oldugu saptandiktan sonra B3 deney grubunun uygulandigi HeLa hiicre kiiltiirlerinde
faz-kontrast mikroskobu ile morfolojik olarak apoptotik karakterler gozlemlendi. 24, 48
ve 72 saat deney siiresinin sonunda Hela hiicre kiiltiirlerinde meydana gelen sitotoksik

etkinin uygulanan konsantrasyon ve saate bagli olarak arttig1 goriildii (Sekil 4.10-15).
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Sekil 4.10: HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 24 saat sonunda faz-kontrast mikroskobu
goriintiisii (x200).

Sekil 4.11: HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitki ekstresinin B3
konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 24 saat sonunda faz-kontrast mikroskobu
goriintiisii (x200).
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Sekil 4.12: HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 48 saat sonunda faz-kontrast mikroskobu
goriintiisii (x200).

Sekil 4.13: HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitki ekstresinin B3
konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 48 saat sonunda faz-kontrast mikroskobu
goriintiisii (x200).
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Sekil 4.14: HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 72 saat sonunda faz-kontrast mikroskobu
goriintiisii (x200).

Sekil 4.15: HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitki ekstresinin B3
konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 72 saat sonunda faz-kontrast mikroskobu
goriintlisi (x200).
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4.2.1.2. Isik Mikroskobu

Colchicum baytopiorum C.D. Brickell bitkisinden hazirlanan ekstrenin B3 (0,1 mg/ml)
konsantrasyonunun HeLa hiicre soylar1 {izerine uygulandiktan sonra belirlenen deney
stireleri sonunda Feulgen metodu ve Giemsa boyama yapilan hiicrelerde, apoptoza 6zgi
olan hiicre membraninin etrafinda olusan tomurcuklanma ve hiicre organelleri ile

birlikte kromatin parcalarin1 da igeren apoptotik cisimcikler 151k mikroskobu

kullanilarak gosterildi ve fotograflari ¢ekildi (Sekil:4.16-27).
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Sekil 4.16: HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 24 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Giemsa) (— : Normal Hiicre).

Sekil 4.17: HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen
ekstrenin B3 konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 24 saat sonunda 151k mikroskobu
gdriintiisii (x1000; Giemsa) (— : Normal Hiicre, = : Apoptotik Hiicre).
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Sekil 4.18: HeL a hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 48 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Giemsa) (— : Normal Hiicre).

Sekil 4.19: HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen
ekstrenin B3 konsantrasyonunun uygulandig1 deney grubunun 48 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Giemsa) (— : Normal Hiicre, = : Apoptotik Hiicre).
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Sekil 4.20: HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 72 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Giemsa) (— : Normal Hiicre).

Sekil 4.21: HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen
ekstrenin B3 konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 72 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Giemsa) (— : Normal Hiicre, = : Apoptotik Hiicre).
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Sekil 4.22: HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 24 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Feulgen) (— : Normal Hiicre).

Sekil 4.23: HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen
ekstrenin B3 konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 24 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Feulgen) (— : Normal Hiicre, o Apoptotik Hiicre).



Sekil 4.24: HeL a hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 48 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Feulgen) (— : Normal Hiicre).

Sekil 4.25: HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen
ekstrenin B3 konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 48 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Feulgen) (— : Normal Hiicre, = : Apoptotik Hiicre).



Sekil 4.26: HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 72 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Feulgen) (— : Normal Hiicre).

Sekil 4.27: HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen
ekstrenin B3 konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 72 saat sonunda 151k mikroskobu
goriintiisii (x1000; Feulgen) (— : Normal Hiicre, = : Apoptotik Hiicre).
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4.2.1.3. Floresan Mikroskop

Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstrenin B3 (0,1 mg/ml)
konsantrasyonunun HeLa hiicre soylar1 iizerine uygulanmasi sonucunda 24, 48 ve 72
saat deney siireleri sonunda meydana gelen apoptoza 06zgii morfolojik 6zelliklerin
(hiicre membraninda tomurcuklanma, nuklear kondensasyon ve apoptotik cisimcikler)

DAPI ile floresan mikroskoptaki goriintiileri gosterilmistir (Sekil 4.28-33).
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Sekil 4.28: HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 24 saat sonunda floresan mikroskobu
gortntiisti (x1000; DAPI) (= : Normal Hiicre).

Sekil 4.29 : HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen
ekstrenin B3 konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 24 saat sonunda floresan
mikroskobu gériintiisii (x1000; DAPI) (— : Normal Hiicre, = : Apoptotik Hiicre).
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Sekil 4.30: HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 48 saat sonunda floresan mikroskobu
gortintiisti (x1000; DAPI) (=—: Normal Hiicre).

Sekil 4.31 : HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen
ekstrenin B3 konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 48 saat sonunda floresan
mikroskobu goriintiisii (x1000; DAPI) (= : Apoptotik Hiicre).



Sekil 4.32 : HeLa hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun 72 saat sonunda floresan mikroskobu
goriintiisti (x1000; DAPI) (= : Normal Hiicre).

Sekil 4.33 : HeLa hiicre kiiltiirlerinde Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen
ekstrenin B3 konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunun 72 saat sonunda floresan
mikroskobu gériintiisii (x1000; DAPI) (— : Normal Hiicre, = : Apoptotik Hiicre).
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4.2.2. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

4.2.2.1. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Yontemi
Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrenin 48 saat deney grubunun
en yiikksek Al degerine sahip B3 (0.1 mg/ml) konsantrasyonu uygulanan deney
grubundaki hiicrelerde total RNA izolasyonunun ardindan bcl-2 gen ailesine ait pro-
apoptotik (bax, bak, bik) ve anti-apoptotik (bcl-2, bcl-x, mcl-1, bfl-1) genlerin ve S-aktin
geninin anlatimma RT-PCR yontemi kullanilarak bakildi. RT-PCR yontemi kullanilarak
elde edilen cDNA’lar elektroforez tankindaki agaroz jelin kuyucuklarina yiiklenerek
glic kaynagina baglandi. bax, bak, bik, bcl-2, bcl-x, mcl-1 ve bfl-1 genlerinin anlatimlari
bant boyutlarina gore saptandi. Pro-apoptotik genlerden bax, bak ve bik genlerinin
anlatim1 kontrol grubunda gézlenmezken Colchicum baytopiorum C.D. ekstresinin B3
konsantrasyonu uygulanmis deney grubunda bu genlerin anlatimlarinin yapildig: tespit
edildi (Sekil 4.34). Colchicum baytopiorum C.D. ekstresinin B3 konsantrasyonu
uygulanmis deney grubunda anti-apoptotik genlerden olan mcl-1 ve bcl-x genlerinin
anlatimlarinin  kontrol grubuna gore arttigi saptandi. Ayrica B3 Kkonsantrasyonu
uygulanmis deney grubunda bfl-1 geninin anlatimi1 gozlenirken, kontrol grubunda bu
genin anlatim yapmadig: tespit edildi. bcl-2 geninin ise kontrol grubunda anlatiminin
yapildigi, B3 konsantrasyonu uygulanmig deney grubunda ise anlatiminin olmadigi
belirlendi (Sekil 4.35).
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_B-aktin

Sekil 4.34: Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstrenin B3 konsantrasyonu
uygulanan deney grubu ve kontrol grubundaki hiicrelerde 48 saat sonunda bcl-2 gen ailesine ait
bax, bak, bid genlerinin anlatimlarinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii. (M:1,5 kb marker)
(K: kontrol, B3: 0.1 mg/ml).

M mcl-1 bfl-1 bcl-2 bcl-x

K B3 K B3 K B3 K B3

Sekil 4.35: Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstrenin B3 konsantrasyonu
uygulanan deney grubu ve kontrol grubundaki hiicrelerde 48 saat sonunda bcl-2 gen ailesine ait
bcl-2, bel-x, mel-1, bfl-1 genlerinin anlatimlarinin agaroz jel elektroforezi gériintiisii.
(M:1,5 kb marker) (K: kontrol, B3: 0.1 mg/ml).



62

4.2.3. Biyokimyasal Yontemler

4.2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi Yontemi

Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstrenin B3 (0,1 mg/ml)
konsantrasyonu uygulanan 48 saat deney grubunda DNA fragmentasyonunu
gozlemlemek amaciyla deney ve kontrol grubundaki hiicrelerden DNA izole edildi ve
agaroz jel elektroforezi yontemi ile incelendi. Deney sonucunda Colchicum
baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrenin B3 konsantrasyonu uygulanan HeLa

hiicrelerinde DNA fragmentasyonu goriilmedi (Sekil 4.36).

Sekil 4.36 : Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden elde edilen ekstrenin B3 konsantrasyonu
uygulanan deney grubu ve kontrol grubundaki hiicrelerde 48 saat sonunda HeLa hiicrelerindeki
genomik DNA igeren ve igermeyen niikleozomal DNA’nin agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
(M:1,5 kb marker) (K: kontrol, B3: 0.1 mg/ml) (G: genomik DNA iceren niikleozomal DNA,
N: genomik DNA icermeyen niikleozomal DNA).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, eski ¢aglardan beri tedavi amaglh kullanilan Colchicaceace familyasina
ait olan Colchicum umbrosum S. ve iilkemize endemik Colchicum baytopiorum C.D.
bitkilerinden elde edilen ekstrelerin Hela hiicre soylar1 {izerine anti-tiimoral ve
apoptotik etkisi arastirilarak, bu etkilerin molekiiler mekanizmasinda hangi molekiillerin
etkin oldugunun aydinlatilmas: amag¢lanmstir. Ayrica kullanilan iki ekstrenin sitotoksik
etkilerinin karsilagtirllmas1 hedeflenmistir. Deneyler, her iki ekstrenin 5 farkli
konsantrasyonu igin ayri ayr1 olmak iizere belirlenen hiicre kinetigi parametrelerinden
¢ogalma hiz1 ve Al, molekiiler biyoloji yontemlerinden de DNA fragmentasyonu ve

RT-PCR kullanilarak gergeklestirilmistir.

Colchicum umbrosum S. ve Colchicum baytopiorum C.D. bitkilerilerinden elde edilen
ekstrelerinden 5 farkli konsantrasyon hazirlanarak Hela hiicre kiiltiirleri iizerine bu
ekstrenin zamana bagli sitotoksik etkisi degerlendirilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda
kolorimetrik MTT yontemi kullanilmis ve % canlilik degerleri tespit edilmistir. Bunun
sonucunda HeLa hiicreleri iizerine uygulanan Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden
elde edilen ekstrelerin, Colchicum umbrosum S. bitkisinden hazirlanan ekstrelere oranla

24 ve 48 saatte daha toksik etki gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.1-3).

Colchicum tiirleri etken madde olarak kolsisin ve tiirevlerini igermektedir. Kolsisin ve
tiirevlerinin sitotoksik etkisinin arastirilmasi iizerine bir c¢ok ¢alisma yapilmasina
ragmen ekstre bazinda bu dogrultuda ¢alisma ¢ok az sayidadir. Pirildar (2006) tarfindan
Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinin ¢esitli kisimlarindan hazirlanan ekstreler
arasinda en sitotoksik etkiye sahip olanin yumru ekstresi oldugu belirlenmis ve bu
ekstre K562 ve HL60 hiicre soylari lizerine uygulanmistir. Daha sonra kolsisin ve tlirevi
demekolsinin  olusturdugu sitotoksik etki 1ile ekstrenin sitotoksik aktivitesi

karsilastirtlmistir. Ekstrenin HL60 ve K562 hiicreleri tizerine kolsisin ile ayni etkiyi
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gosterirken, K562 hiicreleri lizerinde demekolsinden daha sitotoksik etkisi oldugu tespit

edilmistir.

Diger bir ¢aligmada, Actinidia valvata Dunn bitkisinden izole edilen korosolik asit farkli
konsantrasyonlarda hazirlanarak 24, 48 ve 72 saatlik uygulama sonunda HeLa hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisi aragtirllmistir. 6 saatte hiicrelerde biiziilmelerin basladigi, 36
saatin sonunda da kontrole oranla canli hiicre sayisinda azalma oldugu belirtilmistir

(Xu ve dig., 2009).

Apoptozun siddeti ve oranini belirten Al parametresinin tespiti, timoriin tipini, evresini,
hastaligin seyrinin, sonug¢larinin, hastanin direnme giicii ve hastaya yardim olanaklari
dikkate alimarak hastanin geleceginin nasil olacaginin tahmin edilmesine yardimci bir

tekniktir (Oktem ve dig., 2001).

Colchicum umbrosum S. ve Colchicum baytopiorum C.D. bitki ekstreleri uygulanan
HeLa hiicrelerinde saptanan sitotoksisitenin apoptoz ile iliskili olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in bu iki ekstrenin 5 farkli konsantrasyonunun uygulanmasina ait Al
degerleri karsilastirilmistir. Bunun sonucunda 72 saatte her iki ekstrenin ¢ok sitotoksik
etkisi olmasi nedeni ile 48 saatin deney amacina yonelik en uygun siire oldugu

sonucuna varilmistir.

Her iki ekstrenin 48 saat sitotoksisite ve Al degerleri gbz Oniine alinarak yapilan
degerlendirme sonucunda Colchicum baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrenin

en etkili konsantrasyonun B3 (0.1 mg/ml) oldugu belirlenmistir.

Tanako ve dig. (1999) tarafindan kii¢lik hiicreli dis1 akciger kanseri olan 236 hastadan
aliman dokulardan hazirlanan preparatlarda, Al ve ¢ogalma orani arasinda baglanti olup

olmadig arastirilmistir. Al orani artarken yasam oraninda azalma oldugu belirlenmistir.

Bungu ve dig. (2006) tarafindan Tulbaghia violacea bitkisinin yaprak ve soganlarindan
hazirlanan ekstreler HeLa, HT29, MCF-7 ve WHCO3 hiicreleri {izerine uygulanmistir.

24 saat sonunda belirgin miktarda apoptotik hiicre saptanmistir. 48 saat sonunda ise
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apoptotik hiicre sayisinda daha fazla artma oldugu goézlenmistir. Calismamizda elde

edilen sonuglar bu ve benzer diger arastirmalar ile tutarlilik gdstermektedir.

Calismamizda Colchicum baytopiorum bitkisinden hazirlanan ekstrenin Hela hiicre
soyu lizerine en etkili konsantrasyonunun B3 (0.1 mg/ml) oldugunun belirlenmesinden
sonra HeLa hiicrelerinde meydana gelen apoptoza 6zgii morfolojik degisimler Feulgen
metodu ve Giemsa boyama ile 1s1k mikroskobu kullanilarak tespit edilmistir
(Sekil 4.16-27).

Apoptoz iki ana yol ile gerceklesmektedir. Bunlar; 6liim ligandlar1 yolu ile tetiklenen
dis 6liim yolag1 ve mitokondri yolu ile ger¢eklesen i¢ 6liim yolagidir. Mitokondri aracili
ile gerceklesen apoptotik yolakta kaspaz kaskadin aktivasyonu i¢in mitokondrial tagima
sisteminin elemanlarindan olan sitokrom c¢’nin salinmasi gerekmektedir. Apoptozun ilk
evresinde mitokondriden sitokrom c’nin sitozole salinmasi, bcl-2 ailesine ait iiyeler
tarafindan pozitif ve negatif olarak ayarlanmaktadir. bcl-2 ailesi iiyelerinden bcl-2,
bcl-xL ve mcl-1 apoptozu engellemekte; bax, bak, bid, bik, bim ve bad apoptozu
tetiklemektedir (Bhalla, 2003; Yin ve dig., 2003).

Caligmamizda, B3 konsantrasyonu uygulanan HeLa hiicrelerinde 48 saat sonunda
meydana gelen apoptoz siirecinde bcl-2 ailesine ait genlerin anlatimina Revers
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile bakilmistir.
B3 konsantrasyonu uygulanan deney grubunda mcl-1, bcl-x genlerinin anlatimlarinda
kontrole gore artig oldugu, bax, bak, bik ve bfl-1 genlerinin anlatimlarinin yapildigi,

bcl-2 gen anlatiminin ise yapilmadigi tespit edilmistir.

Gorman ve dig. (1999) yaptiklar1 ¢alismada, serebellar graniil hiicrelerinde kolsisinin
tesvik ettigi apoptoz sirasinda sitokrom c¢ salinimi ve kaspaz 3 aktivasyonu arasindaki
iliski incelenmistir. Sitoplazmadan sitokrom c¢’nin salinimi ile beraber apoptozun
meydana geldigi ve bdylece bu siirecin aktive olan kaspaz 3 vasitasi ile gergeklestigi

gosterilmistir.

Kim ve dig. (2009) tarafindan c¢oklu tiimor hiicreleri iizerinde anti-kanserojen etkisi

olan, soyadan elde edilen genistein ile ¢alisilmistir. HeLa, CaSki ve C33A hiicreleri
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(servikal kanser hiicreleri) lizerine 48 saat 5-60 umol/L dozunda genistein uygulanarak
bu maddenin apoptozu hangi yolak iizerinden gerceklestirdigi arastirilmustir.
Genisteinin hem i¢ hem de dis yolak lizerinden etki ettigi gosterilmistir. Ayrica
genisteinin, mitokondride sitokrom ¢ saliniminda rol oynayan t-bid ve bax genlerinin
anlatimini arttirdigi; bcl-2 geninin anlatiminda ise bir artis olmadigi ve bu durumda

bax/bcl-2 oraninin yiikseldigi saptanmuistir.

Bir diger calismada retinoblastomada gergeklesen apoptozun farkli yolaklarinda rol
oynayan genlerin anlatimlar1 Sitorus ve dig. (2009) tarafindan arastirilmistir. Bu
caligmada 19 hastadan alinan 10 tanesi goz ici tiimorlerden, 9 tanesi de goz dist
timorlerden olmak tizere 19 olgu iizerinde ¢alisilmistir. Cesitli tiimdrlerde Al, bcl-2
geninin anlatimi ile ters iligkili olmasma ragmen iki grup arasindaki bu farklilik
istatistiksel acidan anlamli bulunmamistir. Tiimoérlerin hepsinde bcl-2 geninin agiri
anlatim1 gozlenmesine ragmen apoptotik hiicre sayisinda artig tespit edilmistir. Ayrica,
11 timdrde bcl-2 geninin hi¢ anlatim yapmadigt bildirilmistir. Bunlardan 4’iinde
apoptoz belirgin olarak tesbit edilememis ve bir ¢ok tiimorde bcl-2 geninin asiri

anlattminin her zaman apoptozu engellemedigi sonucuna varilmastir.

Gottardi ve dig. (1996) tarafindan yapilan ¢alismada, malignant CD5" B hiicrelerinde
apoptoz kontrol mekanizmasi arastirilarak bcl-2 gen ailesinin anlatimina bakilmistir.
RT-PCR sonuglarma gore, malignant CD5" B hiicrelerinde bax geninin anlatiminin
yiiksek seviyelerde oldugu; drneklerin ¢ok azinda ise bcl-xS geninin anlatiminda azalma

oldugu saptanmastir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, Krajewska ve dig. (1996) prostat kanserinin 64 olgusunda
bcl-2 gen ailesi tiyelerinin anlatimlart arastirilmistir. Prostat kanserlerinin hepsinde
anti-apoptotik genlerden bcl-2, bcl-x ve mcl-1’in  anlatimlarinin  arttigi ortaya
konulmustur. Bununla beraber pro-apoptotik olan bax geninin anlatimmin ayni kaldigi

tespit edilmistir.

Volbracht ve dig. (2001) yaptiklar1 calismada baslangictaki kolsisin ile uyarilmig
mikrotiibiil yikiminin ve ardindan gergeklesen niiklear kondensasyonun bcl-2 tarafindan

ayarlanip ayarlanmadigini arastirilmistir. Bunun igin ilk olarak, yalniz kolsisine maruz
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kalmis bcl-2 anlatimi fazla olan farelerden alinmis serebellar graniil hiicre kiiltiirleri
tizerinde deneyler gergeklestirilmistir ve bcl-2’nin anlatimimin artmasinin mikrotiibiil
yikiminda belirgin bir degisiklige sebep olmadigi gosterilmistir. Aymi calismada,
noronlara 1 pM kolsisin ile beraber kaspaz aktivitesini engelleyen zVAD-fmk
uygulandiginda meydana gelen apoptoza 6zgii morfolojik degisikliklerin DNA hasari ile
paralellik gosterip gostermedigi DNA fragmentasyonu gozlenerek degerlendirilmistir.
Kolsisinin, hem zVAD-fmk varliginda hem de yoklugunda yiiksek molekiil agirlikli
DNA fragmentasyonunun olustugunu gostermislerdir. Kolsisinin zVAD-fmk ile
uygulandiglr durumda da zamana bagli olarak DNA fragmentasyonunun sadece kolsisin

uygulanmis olanlar ile ayn1 oldugu tespit edilmistir.

Genomik DNA fragmentasyonu apoptoz siirecinin en sonunda gerceklesen bir olaydir.
Bitkilerden elde edilen ve tiiretilen anti-kanser ilaglarindan biri olan kolsisin, hiicresel
stres sonucunda tesvik edilen DNA hasarina neden olmaktadir (Jordan ve Wilson,
2004). Calismamizda kullandigimiz Colchicum baytopiorum C.D. ekstresinin en etkili
oldugu konsantrasyon ve saatin belirlenmesinin ardindan HeLa hiicrelerinde, DNA
fragmentasyonuna bakilmistir. Agaroz jel elektroforezi yontemi ile bakilan DNA’da
apoptoza 6zgii olan DNA fragmentasyonu gozlenmemistir. Bu durumun konsantrasyon

ve siireye bagli olarak DNA fragmentasyonunun degisebildigini gdstermektedir.

Essack (2006), tarafindan Cotyledon orbiculata, Oxalis pescaprae, Echium
plantagineum, Cissampelos capensis, Euphorbia mauritanica, Haemanthus pubescens,
Cynanchum africanum, Lessertia frutescens ve Elytropappus rhinocerotis bitkilerinden
elde ettigi ekstrelerin 5 mg/ml konsantrasyonunu 48 saat siiresince MCF, HeLa ve CHO
hiicreleri lizerine uygulayarak DNA fragmentasyonuna sebep olup olmadiklar
aragtirllmistir. Cynanchum africanum, Lessertia frutescens, Elytropappus rhinocerotis
ve Haemanthus pubescens bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin diger 5 bitkiden daha
pro-apoptotik aktiviteye sahip olduklari rapor edilmistir. Kanser hiicresi olmayan CHO
hiicrelerinin diger kanser hiicrelerine gore bitki ekstrelerine kars1 daha duyarli olduklar
saptanmustir. Elytropappus rhinocerotis bitkilerinden elde edilen ekstrelerin uygulandigi
CHO hiicrelerinde apoptozun karakteristik belirteci olan DNA fragmentasyonu tesbit
edilmistir. MCF, HeLa hiicrelerinde ise DNA fragmentasyonu gozlenmemistir. Bu

bulgu ¢alismamizin sonucu ile paralellik gostermektedir.
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Anti-kanserojen yeni ajanlarin bulunmasinda ve tiirevlerinin olusturulmasinda
genellikle dogal iirlinlerden yararlanilmaktadir. Ayrica bu anti-kanserojen ajanlarin
hangi mekanizmada rol oynadiginin bilinmesi de tedavi acgisindan 6nem tagimaktadir.
Bu calismada varilan sonuclar, iilkemize endemik olan Colchicum tiirlerine ait
bitkilerden elde edilen ekstrelerinin HeLa hiicreleri iizerine uygulanarak anti-kanserojen
etkileri ile beraber apoptotik etkilerinin de belirlenmesi, Al degerlerinin incelenmesi,
DNA fragmentasyonu ve bcl-2 gen ailesine iiye pro-apoptotik, anti-apoptotik 6zelliklere
sahip genlerin anlatimina bakilarak molekiiler mekanizmasinin arastirilmasi agisindan
onemlidir. C.baytopiorum C.D. bitkisinden hazirlanan ekstrenin B3 konsantrasyonu
uygulanan HeLa hiicrelerinde bax geninin anlatimi gdzlenirken, bcl-2 anlatiminin
olmamasi ve dolayisiyla bax/bcl-2 oraninin bax lehine arttiginin tespiti bu baglamda

yapilan ¢alismalar agisindan bir ilki teskil etmektedir.

Bu calismada elde edilen sonuclarin, gelecekte bitki ekstreleri ile yapilmasi planlanan
calismalarda iilkemize endemik tiirlerin kullanimimi tesvik edecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica, kanser tedavisinde kullanilan dogal iirtinlerin hiicresel ve molekiiler diizeyde
etkilerinin ortaya konmasi, bu {irlinlerin kanser tedavisinde, kemo-radyoterapide

etkinliginin artmast konusunda 6nemli katkilar1 olacaktir.
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