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OZET

Meyan (Glycyrrhiza Glabra L.) Bitkisinin Cilt Kanseri Hiicrelerinde
Apoptotik Yolaklar Uzerine Etkisi

Kanser gelisiminde ve tedavide kullanilan kemoterapoétiklere direng noktasinda
apoptozisin 6nemli rolii vardir. Caligmamizda Hatay’ in Samandag ilgesinde toplanan
meyan (Glycyrrhiza glabra L.) bitkisinin kurutulmus yaprak ekstresinin, BI6F10 cilt
kanseri hiicrelerinde, kaspaz-3, bax, bcl-2, weel, gadd153, AIF ve p-JNK protein
diizeylerini ve aktivitelerini nasil etkileyeceginin arastirilmasi amag¢lanmistir. Bu amacla,
cilt kanseri ( B16-F10, melanom ) hiicre kiiltiirii yapildi. Daha sonra bu hiicreler meyan
ekstresi ile muamele edilip kanser hiicrelerinde, kaspaz-3, bax, bcl-2, weel, gadd153, AlF,
p-JNK, p-ERK protein diizeyleri ve aktiviteleri ELISA yontemiyle analiz edildi.
Calismamizda, p-JNK ve p-ERK aktivitesinde azalma, kaspaz-3, bax, weel, gadd153, AlF
miktarinda artis ve Bcl-2 miktarinda azalma tespit edildi. Meyan bitkisinin kurutulmus
yaprak ekstraksiyonunun apopitotik yolaklar1 indiikleyerek, anti-karsinojenik etkisi

oldugunu ve bu etkinligini hangi yolaklar {izerinden sagladigini ortaya koyduk.

Anahtar Kelimeler: Meyan, Glycyrrhiza glabra L., BL6F10 melanoma, Bax, Bcl-2.



ABSTRACT

The Effect of Licorice (Glycyrrhiza glabra L.) on Apoptotic Pathways in

Skin Cancer Cells

Apoptosis plays an important role in resistance to chemotherapeutics used in cancer
development and treatment. In this study, we aimed to investigate how dried leaf extract of
licorice (Glycyrrhiza glabra L.) collected in Samandag district of Hatay will affect bcl-2,
caspase-3, bax, bcl-2, weel, gadd153, AIF and p-JNK protein levels and activities in
B16F10 skin cancer cells. For this purpose, skin cancer (B16-F10, melanoma) cell culture
was performed. These cells were then treated with licorice extract and caspase-3, bax, bcl-
2, weel, gadd153, AlF, p-JNK, p-ERK protein levels and activities in cancer cells were
analyzed by ELISA. In our study, we found decreased p-JNK and p-ERK activity,
increased caspase-3, bax, weel, gadd153, AIF and decreased Bcl-2.

We have demonstrated that the dried leaf extraction of licorice (Glycyrrhiza glabra
L.) plant has anti-carcinogenic effect by inducing apoptotic pathways and through which

paths it provides.

Key words: Licorice, Glycyrhiza glabra L., B16F10 melanoma, Bax, Bcl-2.



1. GIRIS

Mezopotamya, Stimer, Cin, Hint, Misir, Yunan ve Roma tibbinda yaygin olarak
kullanilan ve en eski yillardan bu yana tedavi degeri bilinen meyan bitkisi (Armanini ve
ark. 2002, Fiore ve ark. 2005, Vaya ve ark. 2004) halk tibbinda yogun sekilde kullanilmasi,
ayrica yer aldigi tibbi bitkiler katalogu ve kodekslerden dolayr da modern tipta asirlardir
Oonemini koruyan bir bitkidir (Kilig 2014). Cilt kanserleri oldukg¢a yaygin goriilen, insidansi
giderek artan ve topluma olduk¢a yiikli bir maliyete sebep olan ciddi bir saglk
problemidir. Skuamoz hiicreli karsinom ve yassi hiicreli karsinom (YHK) gibi melanoma
dis1 cilt kanserleri Amerika’da siklikla goriilen malignitelerden olup, yaklasik olarak her yil
3,5 milyon yeni vaka tespit edilmekte ve bu insidans giderek artmaktadir. Melanom
olduk¢a nadir goriilmesine ragmen cilt kanserlerinin en dliimciil olanidir ve Amerika’da
her yi1l yaklasik 60000 kisi tan1 alirken, 8600 kisi bu hastaliktan dolay1 kaybedilmektedir.
Cilt kanserleri hem tedavi asamasinda maddi yiik getirmekte hem de gii¢ kaybina yol
acmaktadir. Kanser tedavisi sirasinda anti kanserojen etkinligi gosterilen meyan bitkisi
(Glycyrrhiza glabra L.) ekstresinin, kemoterapotik tedavi ile birlikte kullanilmasinin
yararli potansiyel etkilerini ortaya koymustur. Bu nedenle meyan  bitkisi (Glycyrrhiza
glabra L.) ekstresinin, cilt kanseri hiicrelerinin apoptoz yolagina etkisi merak
uyandirmaktadir. Bu amagcla cilt kanseri hiicre hatlar1 hiicre kiiltiiriinde alinarak meyan
bitkisi (Glycyrrhiza glabra L.) ekstresinin, bu hiicrelerdeki apoptoz mediyatorleri iizerine
etkileri arastirilacaktir. Kanserlerde kemoterapotiklere gosterilen direngte ve kanser
gelisiminde apoptozisin  onemli rolii vardir. Apopitotik yolaklar, kanserlerde
kemoterapotiklere gosterilen direncte ve kanser gelisiminde Onemlidir. Yapilan
caligmalarda, meyan kokiiniin anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-viral, anti-timor,
hepatoprotektif ve kardiyoprotektif biyolojik aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir
(Dhiman, Chawla 2005, Fuhrman ve ark. 2002, Fukai ve ark. 2002, Wang, Nixon 2001).
Triterpenik bir bilesen olan Glisirizin, meyan bitkisinin biyolojik olarak en aktif bileseni
olarak bilinmektedir (Wang ve Nixon 2001). Yapilan birgok arastirma Glisirizin’in
biyoaktivitesi iizerine yogunlasmis olup, Glisirizin ile in- Vvitro veya in- vivo olarak
yapilmis caligmalarda bir taraftan inflamasyon, melanoma hiicre proliferasyonu diger
taraftan da metastazi zayiflattigina dair sonuglar ortaya konmustur (Aydemir ve ark. 2011,
Kobayashi ve ark. 2002, Rossi ve ark. 2005). Bu nedenle ¢alismamizda meyan bitkisinin

apopitotik yolaklar tizerindeki etkilerini inceledik.



2. GENEL BiLGILER

Meyan bitkisi (Glycyrrhiza glabra L.) farkli kiiltiir ve dillerde su isimlerle de
anilmaktadir: Anadoluda; Siis, Buyan, Biyam, Boyam, Piyam, Tatli kok diye (Sahin 2007,
Kiran ve Akgigek 2014) Avrupada ise; Licorice, Reglisse (Fencon 1839, Uygun 2015),
Hindistan da yashimadhu, Cin de Ganco ve Japonya da Kanzo (Bone ve Mills 2013).
Meyan bitkisi Ozellikle Tiirkiye, Suriye, Beyrut, Cebel ve Bagdat gibi Akdeniz
cografyasina sahip iilkeler ile Afganistan, Cin, Ukrayna, Rusya ve Tiirki Cumhuriyetlerde
sulak ve nemli yerlerde, ayrica dere veya nehir civarlart kumlu alanlarda, tarla boylarinda
yetismektedir. Ayrica tarimi da yapilmaktadir (Baser 2006). Ulkemiz siirlar1 i¢inde Biiyiik
ve Kiigiik Menderes nehirleri civarinda, Adana, Gaziantep, Konya illerinde, Dicle ve Firat
nehirleri bolgesinde yetisen meyan kokii, iki veya ii¢ metre derinlige kadar ulasabilen
kokler salar ve kokiinden de siyah renkte tatli bir 6zsuyu elde edilir (Uygun 2015). Bitkinin
ilk yilda kokleri zayiftir, ikinci yila ulagtiginda kokler, sarimtirak renk alarak biraz daha
kalinlasmaktadir. Bitki ikinci yilinda cevre kosullarmna karsi direncli degildir. Ugiincii
yilina giren meyan bitkisinin ancak tam olarak olgunlastigi sdylenebilir (Uygun 2015).
Boyu 50 ila 200 cm arasinda degisen baklagiller familyasindan (Leguminosae=Fabacea)
cok yillik bir bitki olup yapraklar1 kanat seklinde, yaprakciklar ise eliptiktir, tist kismi
koyu renkte olup alt kisimlari ise grimsi yesil renklerde ayrica tiyliidiir. Bol ¢igek veren
bitkinin, ¢igekleri 15 cm uzunluga kadar erisebilmekte, goriintii olarak simetrik bir
dagilimla bitkide yerlesmektedir (Rechinger 1957, Oguz 1972). Cigekleri kelebek, basak
goriinimlidiir.  Cigeklerin  renkleri ise pembemsi, leylak, sari, mor tonlarinda
olabilmektedir. Meyveleri, siyahims1 kirmizi renkte ve fasulye goriiniimiinde olup bunlarin
icinde ise birka¢ tohum bulunur. Kokler ise kazik kok formunda olup gri, siyah, kirmizi
arast esmerimsi renklerdedir (Cimar 2012, Kilig 2014). Anadolu’da yasamis hekim
Anazarvali Dioscorides (d. ms 30 -6. ms 90), ‘Materia Medica’ isimli eserinde bu bitkiden
tatli (glukos) ve kok (rhiza) olarak sz ettiginden, bu cinse Glycyrrhiza adi verilmistir
(Baser 2006). Glycyrrhiza (Leguminosae=Fabacea) cinsinin diinya {izerinde 12 tiirii
bulunmakta (Orn.Glycyrrhiza inflata Bat., Glycyrrhiza uralensis Fisch gibi) (Baser 2006)
Ayrica Tiirkiye’ de dogal olarak yetisen meyan bitkisinin 4 tanesi endemik olmak {izere 6

tiirii yer almaktadir (Chamberlain 1970, Siimbiil ve ark. 2003).



1- Glycyrrhiza asymmetrica Hub.-Mor. (Endemik).

2- Glycyrrhiza iconica Hub.-Mor. (Endemik).

3- Glycyrrhiza flavescens Boiss. subsp. Antalyensis Siimbiil et al (Endemik).
Glycyrrhiza flavescens Boiss. subsp. Flavescens (Endemik).

4- Glycyrrhiza aspera Pall.

5- Glycyrrhiza echinata L.

6- Glycrrhiza glabra

Glycyrrhiza glabra L."ye ait 2 adet varyete vardir.

Glycyrrhiza glabra L.var. glabra (¢iplak meyveli)(Calismamizda kullanilan tiirdiir).

Glycyrrhiza glabra L. var. glandulifera (Waldst. & Kit.) Boiss. (salgi tiiylil).

Sekil: 2.1 Meyan Tiirleri ( Stimbiil ve ark. 2003).



Meyan kokleri Agustos aymdan baslanarak Subat ay1 sonuna kadar sokiiliip
koparilir, yagislt gegen aylarda topragin islanip gevsemesinden dolay: tercihen sonbahar
aylarinda meyan koki koparilip toplanmaktadir (Uygun 2015). Biz de g¢alismamizda
kullandigimiz bitkiyi eyliil ayinda topladik. Genel tababette ve sanayiide en ¢ok kullanilan
meyan tlrii Glycyrrhiza glabra ve Glychrriza echinata’ dir (Baytop 1984). Glycyrrhiza
glabra tiiriiniin en 6nemli 6zelligi koklerinin (rizom) tatli olmasidir (Akan ve Balos 2008).

Calismamizda materyal olarak Glycyrrhiza glabra L. tiirtinii kullandik.



2.1. Meyan Bitkisinin Icerigi, Yapis1 Ve Farmakolojik
Ozellikleri

2.1.1. Meyan Bitkisinin Icerigi ve Yapisi

Ulkemizde yayilis gdsteren Glycyrrhiza cinslerinin farkli kisimlariyla (toprak iistii
ve kok) yapilan birgok caligmada, igeriginde bulunan flavon, ugucu yag bilesenleri
nedeniyle yapilan birgok testte yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Bir caligmada bitkinin koklerinden izole edilmis bazi flavonoidlerin giiclii antioksidan
aktivite gosterdigi goriilmiistiir (Gordon ve An 1995). Genel yag asidi igerik tespitlerinin
yapilmasiyla da tekli ve coklu zincirli doymamis yag asitlerinin, doymus yag asitlere
oranin fazla olmasindan dolay: bitkinin, kaliteli bir esansiyel yag asidi kaynagi olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Cakmak 2011). Aymi ¢alismada bitkinin ugucu yag
bilesimleri ve yag asit icerikleri de tespit edilmistir. Bunlar; hexanal, dimethylamine,
nerolidol, m-cresol, furan-2-pentyl, 1-pentylcyclobutene,  acetophenone, B-pinene, a-
caryophyllen, 1-phenyl-1-H-pyrazol-3-amine, naphtalene, benzaldehyde, 4-terpineol,
hexahydro farnesyl acetone, E-neryl linalool, 1-tetracosanol, phytol, 4-pyridinecarbonitrile,
p-hexylacetophenone ve n-hexadecanoic acid’ tir. Genel yag asidi bilesenlerinde ise oleik
ve linoleik asit, palmitik asit tespit edilmis olup bunlar tiirlerin ¢ok genis kisminda bulunan
yag asidi igerikleri olarak ortaya konmustur (Cakmak 2011). Ayrica meyan igeriginde
glikoz, sakkaroz, nisasta, regine, flavon glikozitleri, zamk, aci madde ve triterpenik
sapononin olan glisirizin bulunur (Karakogan 1987). Ayrintilandirip agiklamak gerekirse
icerikteki bilesenler: likoflavonol, kumatakenin, likorikon, glabrol, glabron, glizarin,
likoizoflavon A ve B, likoizoflavonon, glisirol, formononetin, likiritigenin, likiritin,
neolikiritin, ramnolikiritin, glizaglabrin, 7-hidroksi 2- metil izoflavon, 4°-7
dihidroksiflavon, glabranin; flavonoidler ve izoflavonoidlerdir. Izolikiritigenin,
izolikiritin, neo-izolikiritin, likurazit, ramnoizolikiritin, ekinatin, likokalkon A ve B, 4-
hidroksikalkon ise kalkonlardir. Uumbelliferon, herniarin, likkumarin, glisirin ise
kumarinlerdir. Likiritik asit, gisirretol, glabrolit, izoglabrolit, likorik asit, 3-amirin, 18- 3
glisirretinik asit ise triterpenoitlerdir. Stigmasterol, B-sitosterol, 22,23-dihidrosigmasterol
ise sterollerdir. Prolin, serin, aspartik asit ise aminoasitlerdir. Asparagin, betain, kolin ise
aminlerdir. , Glukoz ve sakkaroz ise sekerlerdir. Ayrica nisasta, lignin, mum, zamk ve
ucucu yaglar da bulunmaktadir (Bozan 1988). Meyan bitkisinin sarimsi esmer renkte

kokiine rengini veren flavonoidler ve isoflavonoidlerdir. Temel flavonoid ise likuiritindir.



Ayrica, isolikuiritin, likuiritigenin, rhamnolikuirtin, neo-likuiritin, likoflavonol,
likisoflavonler A ve B, likoisoflavon, formononetin glabrol, glabron, glisarin, glabridin,
glabrene, 3-hydroxyglabrol, 4’-O-methylglabridin A ve hispaglabridin B eklenmektedir.
Meyan kokiiniin aktif maddelerinden olan glabridin, hispaglabridin A, hispaglabridin B, 4°-
O-methylglabridin, 3’-hidroksi-4’-O- metilglabridin, isofrenilkalkone, isolikuiritgenin ve
formononetinin, saponinler, steroller, kumarinler, kolinler, zamk, ligninler, biotin, folik
asit, inositol, lesitin, pantotenik asit, paraamino benzoik asit, pentasiklik terpenler, seker,
protein, B1, B2, B3, B6 ve E vitaminleridir (Dogan 2004). Meyan bitkisiyle ilgili bildirilen
farmakolojik etkiler ise sOyle siralanabilir; anti-bakteriyel, anti-iilser, anti-timor,
ekspektoran, anti-astim, anti-romatizmal, anti-aterosklerotik, anti-inflamatuar, anti-akne
(Nand ve ark. 2012), anti-alerjik, gastroprotektif, immiinomodiilatér, anti-viral ve
antioksidan etkisi vardir (Shibata 2000, Kitagawa 2002, Vaya ve ark. 2004, Serbet¢i 2007,
Cmar 2012). Meyan bitkisinin aktif bilesiklerinden gliseritik asitin 3B-diglukuronit
glikoziti, glisirizik asittir ve glisirizin olarak adlandirilmaktadir (Hekiman 2010). Meyan
kokiiniin ana bilesenlerinden olan glisirizin ve gliseritik asitin, Kklinikte hiperlipidemi,
arteroskleroz ile alerjik inflamasyonun tedavisinde kullanildigi bildirilmektedir (Lin ve
ark. 2005). Glisirizin sekerden daha da tatl bir yap1 olup az miktarda genzi yakan hafif bir
acist vardir. Glisirizin, seker yapida degildir ama sekerden ¢ok daha fazla tathidir (Serbetgi
2007). Glisirizinin kalori miktar1 diisiiktiir fakat neden oldugu hipertansiyon, hipokalemi
gibi yan etkilerden ve ph 4,5 altinda ¢okmesinden dolay: yapay tatlandirict olarak pek fazla
kullanilmast 6nerilmemektedir. Bu nedenle glisirizinin amonyum tuzu hazirlanmistir. Bu
sekilde ancak belirli miktarlarda ilaglarda tat diizenleyici olarak kullanilabilmektedir

(Fenercioglu ve Baran 1991).

2.1.2 Meyan Bitkisinin Farmakolojik Ozellikleri

Meyan bitkisiyle son zamanlarda yapilan arastirmalarda, koklerinden elde edilen
glisirizin maddesinin, bir anti-viral olan ribavirin’ den ¢ok daha etkili oldugu ortaya
konulmustur. Bu sayede HIV-1 ve Hepatit C virlislerine karsi yeni bir tedavi secenegi
sunulmustur (Cinar 2012). Glycyrrhiza glabra L. bitkisinin kokiinde bulunan, glisirutenik
asit, deglisirine ve karbenoksolen sodyum nedeniyle mide rahatsizliklarinda ve {ilser
tedavisinde oldukga etkilidir. Koklerin i¢eriginde bulunan flavonoidlerden dolay: anti-iilser

etkiler ortaya konulmustur (Takagi ve Ishi 1967, Marle ve ark. 1981). Daha sonra ticari adi



Aspalon® (Japan Pharmaceutical Information Center, 1997) olan ilag Japonya’ da iiretilmis
ve ilser tedavisinde kullanilmistir. Glycyrrhiza glabra L. koklerinden elde edilen
ekstraktlarin ciltte olusan aknelerin tedavisinde (Nand ve ark. 2012), atopik dermatit gibi
cilt problemlerinin tedavisinde (Saeedi ve ark. 2013) basarili neticeler alindigi
bildirilmistir. Meyan kokiiniin bilesiminde bulunan saponinlerin yiizey gerilimini azaltmak
mekanizmasiyla, mukusun vizkozitesini azalttigi, boylece sekretolitik ve ekspektoran
etkiyi artirdigi bunlara mukabil nefes borusundaki mukosiliyer hareketleri etkilemedigi
bilinmektedir. Bu 6zelliginden dolayr meyan kokii sekretolitik ve sekretomotor aktivite
gostermek suretiyle etkili olan bir ekspektoran niteligindedir (Hekiman 2010). Meyan
kokiiniin icerdigi likuiritin apiozitinin (likuiritigenin 4’-apiozit) etkili bir anti- tusif oldugu
tespit edilmis, bu etkinin mekanizmasinda likuiritin apiozitinin erken fazda, aglikon olan
likuiritigeninin ise ge¢ fazda 6nemli rol oynadigi ortaya konmustur (Kilig 2014, Hekiman
2010). Staphylococcus aureus ve Mycobacterium smegmatis tiirlerine karsi, tilkemizde
yetisen Glycyrrhiza glabra L. varyetelerinin anti-bakteriyel etkilerinin incelendigi bir in-
vitro ¢alismada, tim Glycyrrhiza glabra L. varyetelerin etkili oldugu tespit edilmis, bu
etkiye neden olan maddenin meyan igeriginde bulunan izoflavondan kaynaklandigi
diistiniilmiistir (Kilig 2014, Hekiman 2010). Meyan kdokiiniin alkollii siv1 ekstresinin (16
mg glisirhizik asit/ml) si¢anlara 2,5- 10 ml/kg dozunda agizdan uygulandigi in- vivo bir
calismada, indometazin ile indiiklenmis iilserlerde doza bagimli koruyucu etki gosterdigi
histopatolojik bulgularla ispatlanmistir. Ayni ekstreyle 5 ml/kg dozunda, siganlar {izerinde,
on tedavi yapildiginda mide 6zsuyunun asiditesinde belirgin azalmaya, miisin derisiminde

ve prostaglandin- E2 miktarinda artig saglandigi goriilmiistiir (Kilig 2014, Hekiman 2010).

2.2. Meyan Bitkisinin Halk Tibbinda ve Endiistriyel Alanda Kullanimi

Meyan bitkisi ¢ok eski medeniyetlerce bilindiginden bu yana geleneksel halk
tibbindda, tedavi maksadiyla yayginlikla kullanilan bir bitki olmustur (Tanker ve
Ozkal 1978). Bitkinin kullaniminda eski Yunan, Asurda, eski Misirda, kadim Cinde,
Rusya, Ispanya, iran-Fars ve Hindu kiiltiirlerinde siklikla rastlanmaktadir (Armanini
ve ark. 2002, Fiore ve ark. 2005, Serbet¢i 2007). Avrupa’da ise tiitiin ve alkollii
ickilerde tat ve aroma diizenleyicisi olarak kullanilmistir. Hindistan’ da mide {ilserinin
tedavisinde, bazi ekstremite rahatsizliklarinda ayrica konstipasyonda kullanildig

bilinmektedir. Cin kiiltiiriinde genclestirici etkisinden dolay1 insanlarin yasam siiresini



uzatmak, saglhigi diizeltmek, zararl ve toksik maddelerin viicuttan atilimini saglamak,
yaralar1 iyilestirmek, mide ve sindirim ile ilgili rahatsizlik durumlarinda, Roma’da
mide, karaciger ve bobrek hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir (Serbetci 2007).
Japonya’ da yarim yilizyildan gegkin zamanla anti-viral tedavide kronik viral hepatitte,
AIDS hastaliginda, herpes enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Cakmak
2011). VL. Asirda yagamis Romali hekim Alexandr tipta en ¢ok yararlanilan drogun
succus liquiritiac (meyan bali) oldugunu yazmistir (Dogan 2004). Bitkinin ilk tarifi
Yunanli filozof Theophrastus (M.O. 372-287) tarafindan yapilmistir. Theophrastus ‘De
Causis Plantarum’ adli kitabinda bitkiye ‘tathh kok’ anlamma gelen ‘Glycyrrhiza’
(glycys: tath, rhiza: kok) adin1 vermis ve goOgls hastaliklarinda dahilen
kullanilabilecegini belirtmistir (Hekiman 2010). Mezopotamya kodeksinde de
bulunmakta olan meyan kokii, kadim Fars ve Iran’da ¢’Rishah-1 asl-i siis” olarak
bilinmekteydi. Ayrica eski Hint’te Brahma tarafindan tavsiye edilmistir. Meyan, Firat
nehri bolgesi ile Babil’ in gilineyinde de yetismektedir. Akag’ta ‘’shusha” olarak
bilinmektedir. Babil tibbinda idrar yollar1 ve midevi rahatsizliklarda tedavi edici olarak
kullanilmistir (Dogan 2004). Eski Yunan’da dahilen gogiis hastaliklarinda, haricen ise
yaralarin kapatilmasinda kullanilmigtir. Theophrastus’un “’Enquiry into plants’ isimli
eserinde, meyan kokiiniin ve bunun Oziitiiniin astim ve Oksirik tedavisinde
kullanildig1 yazilmistir (Dogan 2004). Glycyrrhiza glabra L. (Meyan) bitkisinin asirlar
boyunca dogadan toplanarak kullanilageldigi i¢in bu kullanimlara iliskin ilk yazili
kaynaklara, Asurlular’in kil tabletleri (M.O. 2500) ve Misir papiriislerinde
rastlanmaktadir. Ayrica, Eski Arabistan’ da oksiiriiklere ve laksatiflerin istenmeyen
etkilerine kars1 kullanildig: kayitlidir. M.O. 23-79 yillar1 arasinda yasamis olan Romali
subay ve ansiklopedi yazar1 Pliny the Elder ise meyanin sesi diizelttigini, ekspektoran
ve karminatif etkisi oldugunu sdylemistir. Roma imparatoru Biiyiik Iskender’ in
gerceklestirdigi  seferlerde, ordunun susuzlugunu gidermek maksadiyla meyan
kokiiniin  kullanildig1 kaydedilmistir (Hekiman 2010). Tip ve eczaciligin temelini
olusturan eski Romal1 Dioscorides (M.S. 1. Yiizyil), ‘’Materia Medica” isimli eserinde
meyan kokiinden ve meyan kokiinden elde ettigi oziitten, ayrica; meyan balindan da

s0z etmistir. Meyan balin1 bogaz yaralarinin tedavisi maksadiyla kullanmistir.



Taninmis islam alimlerinden olan ve orta cagda yasamis Abu Yusuf Yakup ibn
Ishak al Kindi (d. 800- 6. 870), “’Grabadhin” adli eserinde, meyan kokiinden
bahsetmektedir. Bu eserde meyan kokii ile ilgili olarak ‘’Rob sus: meyan kokii; varak-
al-sus ise yapraklaridir’ denmektedir. Babil tibbinda idrar yollar1 ve midevi
rahatsizliklarda tedavi edici olarak kullanilmistir (Dogan 2004). Osmanlt
Imparatorlugunda meyan bitkisinden birgok alanda fazlasiyla istifade edilmistir
(Uygun 2015). Evliya Celebi, Osmanli Imparatorlugunda meyan bitkisinden ve
kullanim alanindan su sekilde bahsetmektedir:

“Rumdan geliir, dibeklerde doviiliip bir gece su iginde yatirilir. Daha sonra at
torbalariin icinde siiziilerek kirmizi suyu katre katre akarak kabarcik olusturur bu
c¢ikan suyu keyifle nus ederler. Bu kokiin suyu soguk olarak i¢ildigi gibi kaynatilarak
da icilir. Hakin Davud, Tezkere-i Daviid’da, bu bitkinin yetmis kadar faydasinin
oldugunu yazmistir. Viicud-1 insanda olan harareti def eder. Ciimleden hassa-i kiibrasi
mesaneyi gayet pak edip idrar soktiiriir. Ve ciimle balgami yerinden kal’ edip ¢ikarir.
hakikatte Misir’in Nil Nehri balgamidir. Ciimle Misir halkinda 6ksiiriik mukarrerdir.
Bu nedenle ¢evre diyarlarda evlad-1 Arab’a ‘ohhu ohhu’ diyerek latife ederler. Misir
halkinin tamami ab-1 1rka siis adi verilen meyandan igerler. Bu sayede ‘ohhu ohhu’
dedikce lakoz gibi balgamlar ¢ikip halas olur. Misir halki bu 1rk-1 stisu igmeselerdi
hiddet-i hardan clizzam olurlardi. Carreler ile ¢arsida pazarda ‘ya 1rka sis’ diye feryad
edip bir kasesini bir mangira satarlar. Ve siddet-i harda bunu icenin viicudu buz
paresine doner. Biyan kokii daha ¢ok Aydm, Saruhan ve Cezire-i Istankdy’da
hafredilir, lakin bu {irlinlin en meshur diyar1 yine Aydin’a bagl bulunan Balat’tir.
Burada yetisen biyan koki higbir diyarda olmaz. Balat’tan gayri diyarda da ¢ok olur
amma bu sehrin biyan1 herkesce medholunmustur. Menderes nehri araciligiyla
Cekeleve kayiklar1, Gelibolu ve Istanakdy kayiklari, Sonbeki ve Anabolu firkateleri,
Zarbuna ve Sayka gemileri igeri girip Balat sehrinden biyan koki alirlar” (Evliya
Celebi Seyahatnamesi, X., s. 189-266.).

Meyan koklerinin su ile kaynatilmasina miiteakip yogunlastirilmasi neticesinde meyan bali
tiretilir (Dogan 2004). Bu bal, Sultan III. Mehmet i¢in hazirlanan ‘Terkib-i sahi’nin
iceriginde yer alan 6 malzemeden biridir (Hekiman 2010). Adana ve civarlarinda,
Cukurova bolgesinde meyan kokii ekstraktinin ¢ok yaygin bir sekilde iiretimi saglanmakta

ve yogun bir sekilde serbet olarak tiiketilmektedir (Fenercioglu ve Baran 1991).



Meyan kokii bitkisel drog iiretiminde, cay olarak kullanim seklinin de halk arasinda
yaygin oldugu bildirilmektedir (Ergiin ve ark. 2010). Meyan (Glycyrrhiza glabra L.)
bitkisinin kokiiniin suda belirli bir siire bekletilmesiyle hazirlanan karisim meyan serbeti
olarak isimlendirilmektedir. Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgesinde elde edilen ve
sicak yaz aylarinda yogun olarak kullanilan bu serbet kolamsi siyah renkte ve lezzeti serbet
tatliliginda ve buz ile igildiginden serinletici 6zellikte, kok ve rizomlar; anti- viral, anti-
enflamator, anti- oksidan, anti- alerjik, gastro intestinal sistem koruyucu ve anti-
kanserojen etkilere sahiptir (Cinar 2012). Genelde bir ¢ok yerde bulunur, temini kolaydir
ve epeyce ucuzdur. Meyan kokiiniin bir avug kadar alinip bir legen suda bir giin siireyle
muamele edilmesiyle serbeti hazirlanmaktadir. Kesinlikle su ile seyreltilerek igilmesi
Onerilen bu icecek hazirlandigi anda epeyce derisiktir. Cogunlukla soguk ve igine buz
konularak tiiketilir. Meyan (Glycyrrhiza glabra L.) bitkisi yalniz basina igilmesine ek
olarak bagkaca icilen diger seylerle de karistirilmak suretiyle de tiiketilebilir. Mesela ¢ay
demligine birakilacak bir tutam kuru meyan kokii, caya giizel tat ve aroma vermekte
ayrica cayl daha lezzetli hale getirir (Serbet¢ci 2007). Meyan kokii; adrenal- modiilator,
anti- bakteriyel, anti- mutajen, yatistirici, tatlandirici, karaciger koruyucu, cilt
hastaliklarinda, oksiiriikte, solunum yollar1 rahatsizliklarinda, ses kisikliginda, atesli
hastaliklarda ve {ilser agrilarimi yatigtirmak icin, bagisiklik sistemini uyarici etkisinden
dolayr modern tipta, halk arasinda ise; dis agrisi, bogaz agrisi, mide, bobrek, mesane
hastaliklarinin tedavisinde de kullanilmaktadir (Dogan 2004). Meyan bitkisi, hem toprak
altt hem de toprak fistii kisimlariyla tibbi ve de endistriyel alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Cinar 2012). Bitkinin kokii magnezyum ve silisyum bakimindan
zengindir ayrica ilag endiistrisinde ilacin ac1 tadin1 6nlemek i¢in kullanilir (Fenercioglu ve
Baran 1991). Meyan kokii 6ziitii, tiitiin endiistrisinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir,
Ornegin; sigara liretim endiistrisinde, enfiye ve ¢igneme tiitiiniine karigtirilarak kokunun
giderilmesi ve tada aroma katilmasi maksadiyla kullanilmaktadir. Amerika’da tiitiin
endiistrisinde kullanilan meyan kokii miktart diger endiistrilerden epeyce yiiksektir, tiitiin
endistrisindeki kullanim {ilkedeki yillik meyan tiiketiminin yaklasik % 80’ ini
olusturmaktadir (Baser ve ark. 1997). Meyan, Amerika Birlesik Devletleri’'nde FDA
tarafindan hazirlanmis “’Federal Gida, Ila¢ ve Kozmetik Kanununa” tabii formiilasyonlara
giren, icerige katilan iirlin ve kimyasallar icin ‘genel olarak giivenli kabul edilen’ ;

(GRAS= Generally Recognised As Safe) siniflamasina girmektedir. Meyan kokii, Avrupa
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Konseyi tarafindan da, gida endiistrisinde kullanilabilecek dogal tatlandirici olarak
tescillenerek, N2 kategorisine alinmistir. Bu kategori bitmis {riinde belli bir miktar
gegmemek sartiyla yiyeceklere az miktarda katilabilirligi ifade etmektedir (Hekiman
2010). Meyan ekstrakti, ayrica sarap, bira ve sekerleme endiistrisinde yaygin olarak
kullanildig1 aktarilmistir (Akan ve Balos 2008). Glisirizik asit mono amonyum tuzu
sekerden 50-100 kat daha tath oldugu icin gida ve droglarda tat verici ve tat diizeltici
olarak basta Ingiltere olmak iizere tiim Avrupa iilkelerinde ve Amerika’da sekerleme
endiistrisinde kullanim1 olmaktadir. Ozellikle Hollanda ve Danimarka, ithal ettigi meyan
kokiiniin hemen hemen tiimiinii bu alanda tiiketmektedir. Diyabet hastalar1 ve diyet i¢in
hazirlanan mesrubat ve sekerlemelerde % 0,1- 0,5 oranlarinda kullanilmaktadir (Bozan
1988). Tatlandirict maksatla kolali igeceklerin bilesimine de girmektedir (Dogan 2004).
llag sanayisinde surup, emiilsiyon, siispansiyon tipi antibiyotik ve siilfonamid
preperatlarinda, aminoasit, kolin ve B grubu vitamin suruplarinda, ac1 bir tada sahip aloe,
cacara, senne preparatlari, cinchona ve alkoloid tasiyan diger preparatlarda ek
tatlandiricilarla  birlikte formiilasyona belirli oranlarda girmektedir. Glisirizik asit
beyazlatict madde olarak sa¢ ilaci yapiminda kimya sektoriinde ve kozmetik sanayisinde
kullanildigi goriillmektedir (Bozan 1988). Ayrica, toz ilag ham madelerinin, hap farmasétik
formuna sokulmasinda sekil verici maksatli olarak kullanildig: belirtilmektedir (Serbetci
2007). Meyan, yurdumuzda ¢ok yaygin olarak yetismesine ragmen, bitkisel ilaglarda ¢ok
nadir olarak kullanilmaktadir. Preparat olarak sadece meyan bali igeren pastiller, meyan
kokii iceren karisim g¢aylar bulunmaktadir (Hekiman 2010). Ancak son yillarda iilkemizde
yapilan tesviklerle, artan AR- GE faaliyetlerine paralel olarak bitkisel karigimlar igeren ve
pthtilasma problemi bulunan hastalarin bile kanamalarin1 aninda durdurma basarist
gosteren, tim gelistirme ve Uretim asamalart milli olan ayrica saglik bakanligindan
ruhsatlandirilmis bir preparatin formiilasyonuna meyan bitkisi girmistir. Ankaferd Blood
Stopper ticari adindaki {riiniin icinde 8 mg Glycyrrhiza glabra L. kurutulmus yaprak
ekstresi bulunmaktadir (Ankaferd Blood Stopper).
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Sekil: 2.2 Ankaferd Blood Stopper

2.3. Meyan Bitkisinin Yan Etkileri

Meyan i¢inde bulunan glisirretinik asitten yar1 sentez yoluyla elde edilen
karbenoksolon iilser tedavisi i¢in son derece etkili bir madde olmasina ragmen, su ve tuz
retansiyonu, hipokalemi ve hipertansiyona yol agmasi gibi yan etkilerinin sik ve siddetli
bicimde goriilmesi nedeniyle klinikte kullanimi1 sinirl kalmistir. Karbenoksolonda goriilen
bu yan etkiler, ayn1 siklik ve siddette olmasa bile, meyan bali kullaniminda da ortaya
cikmistir. Belirtilen tiim bu zararh etkiler 0,7- 6,0 g glisirizik aside karsilik gelen genis bir
doz araliginda ortaya ¢ikmaktadir. Cok yliksek miktarlarda olsa bile bir seferlik kullanigta
cok biiyiik bir zararli etki olusgturmamaktadir. Ancak uzun siireli kullanimlarda meyanin
yiikksek tansiyon ve hipokalemik etkileri bilinmektedir. Meyanin uzun siireli yiiksek
oranlarda (10-100g meyan bali) kullanilmas1 durumunda bu etkiler daha da artabilmektedir
(Zengin ve ark. 2013, Bozan 1988). Acil bagvurularinda ozellikle yaz aylarinda ve
bayramlarda akciger 6demi ve buna eslik eden hipertansiyon vakalarinda meyan serbeti
icilip i¢ilmedigi sorgulanmalidir, ¢linkii bu durumun bir nedenlerinden birinin meyan
oldugu bildirilmistir (Zengin ve ark. 2013). Meyan kokiiniin i¢ilmesine miiteakip
iceriginde bulunan glisirizin Oncelikle bagirsakta bulunan bakteriler tarafindan gliseritik
aside dondstiiriiliir. Gliseritik asit, 11-beta hidroksisteroid-dehidrogenaz enzimini inhibe
ederek kortizoliin kortizona doniisiimiinii inhibe eder ve bu sekliyle mineralokortikoid

etkiyi arttirmak suretiyle sodyum retansiyonuna ve potasyumun itrahina neden olur (Imtiaz
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2011, Ay ve ark. 2014). Bu nedenle meyan serbetinin fazla miktarda i¢ilmesi sonucunda su
ve sodyumun retansiyonuna, potasyumun da itrahina neden olacak bdylece biyokimya
tetkiklerinde hipokalemi, hipernatremi goriilecektir. Bu durumun da hipertansiyona neden
olabilecegi belirtilmistir (Imtiaz 2011, Ay ve ark. 2014, Farese ve ark 1991). Bu tablonun
olugmasi meyan serbeti iciminin 3. giiniinden sonra ortaya cikabilmekte olup iste bu
nedenle meyan kokiiniin fazla tiiketilmemesi de ayrica 6nerilmektedir (Imtiaz 2011, Ay ve
ark. 2014). Ayrica meyan kokiiniin asir1 tiilketimine bagli olarak gelisen kuvvetsizlik,
akciger 6demi ve bu duruma bagh olan nefes darligi, kuadriparezi, Torsades de pointes
olarak adlandirilan polimorfik ventrikiiler tasikardi vakalar1 bildirilmistir (Ay ve ark. 2014,
Omar ve ark. 2012, Imtiaz 2011, Hamidon ve Jeyabalan 2006, Zengin ve ark. 2013,
Meltem ve ark. 2009, Elinav ve Chajek-Shaul 2003) Yukarida bahsedilen nedenlerden
dolay1 hipertansif ve kalp yetmezligi hastalarina meyan kokii serbeti kullanimlarina dair
bilgilendirme yapilarak asir1 tilkketimden sakinmalart saglanmalidir.

Glisirizinin barsaklardan emilimi diisiik oldugundan, ar1 madde yerine kok
kullanildiginda, yan etkilere daha az rastlanir. Ayrica yapilmis baska bir ¢alismada; 6
haftadan uzun siireli ve giinde 50 g’ dan fazla meyan kokii kullanilirsa, viicutta su ve
sodyum birikmesine yol acabildigi bildirilmis ve buna bagl olarak, yiiksek tansiyon, 6dem,
hipokalemi ve ender olarak miyoglobinuri (kaslara oksijen tasiyan protein miyoglobinin
idrarla atilmasi) goriilebilecegi tespit edilmistir. Bu nedenle kardiyovaskiiler problemi olan
hastalarda kullanilmamalidir. Asirt miktarda meyan sekerlemesi yiyen iki kiside, akciger
O0demi ve ventrikiiler tasikardi goriilmiistiir. Kolestatik karaciger hastaligi, hipokalemi,
yiiksek tansiyon ve ciddi bobrek yetmezligi olanlarin meyan kokii kullanmadan Once
mutlaka bir doktora danigmalar1 Onerilir. Ayrica dogumdan 38 hafta 6nce, diisiik riskini

artirdigindan gebelikte de kullanilmamalidir (Baser 2006).
2.4. Meyan Bitkisinin ila¢ Etkilesimleri

Meyan kokii kanda potasyum azalmasina yol acan tiyazit diiiretiklerin etkisini
arttirir. Kiside potasyum kaybindan otiirii kalp glikozitlerine olan duyarlilik da artar.
Kortizon tedavisi goren hastalar meyan kokii kullanmamalidir (Bager 2006).

Meyan kokiiniin CYP3A4 ve CYP2D6 sitokrom enzimlerini inhibe ettigi

bildirildiginden hareketle birgok ilacin eliminasyonunu inhibe etmekte,bunun

neticesinde ise ilaglarin istenmeyen etkilerini arttirabilmektedir. Ayrica viicudun
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elektrolit miktarinda degisikliklere sebebiyet vereceginden meyan kokii kullanimi
sirasinda EKG  degisikliklerinin takibi Onerilmektedir (Upton ve Romm 2001,
Karadag ve ark. 2013). Bu nedenlerle ancak doktor tavsiyesine gore meyan bitkisi

kullanilmalidir.

2.5. Apoptozun Mekanizmasi

Apoptoz terimi hiicre 6liimii anlamina gelen, hiicrenin programli 6liimii olarak da
adlandirilan fizyolojik bir olaydir (Giiles ve Eren 2008). Bu intihar siireci kelime anlamiyla
Yunanca’ dan gegen ve “’yaprak dokiimii” anlamina gelen apoptoz kelimesiyle ya da
programlanmis bir sekilde gergeklesen hiicre Oliimiiyle olmaktadir (Cummings ve ark.
1997, Mak 2003, Pinarbasi 2007). “’Apo: ayri, Ptosis: diisme” demektir. Bu terimi ilk
olarak tanimlayan Awvustralyali bir patolog olan J.F.K. Kerr’ dir ve 1972 yilinda
kullanmigtir (Kerr ve ark. 1972). Bu fizyolojik olay hemostazi saglamak amaciyla
gerceklesen bir mekanizma olup ayrica neticesinde hiicrenin gelisimi, yaslanmasina
miiteakip ortadan kaldirilmasi suretiyle dokularda hiicre populasyonun korunmasi
saglanmaktadir. Hiicrelerin, cesitli etkenlere maruziyetine neden olmasiyla baslayip,
bundan zarar gérmesi sonucu, viicutta fizyolojik olarak gerceklesen, savunma islevi géren
bir mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu etkenlere hastaliklar, ¢esitli kimyasal
zararl ajanlar 6rnek gosterilebilir (EImore 2007, Thompson 1995). Siirece bakildiginda
fragmantasyon islemi, apoptoza ugrayacak hiicrelerde CAD (caspase activated DNaz-
kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz-) enzimince DNA’nin ayrilarak parcalanmasi
seklinde gerceklesmektedir. CAD enzimi endoniikleaz olarak adlandirilan DNaz cinsi
enzimdir. Saglikli hiicrelerde CAD enzimi aktif olmayan formda bulunur. Bu enzim sadece
apoptoz uyarist aldiginda bagli oldugu ICAD’ tan (inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease-kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitorii- DNA fragmentasyon
faktor 45), kaspaz- 3 enzimi ile aktive edilmesine takiben uyarilmakta ve apoptozu
gerceklestirmektedir. Apoptoz, hiicre DNA’ sinda ¢ok hizli sekilde ger¢eklesmekte ve
DNA’ nin 180- 200 baz giftlik pargaciklara ayrilmasina neden olarak bu gorevini
tamamlamaktadir (Pmarbas1 2007, Cohen 1993, Sakahira ve ark. 1998). Kaspazlar, yapi
olarak sistein yapisindadirlar ve giliclii proteazlardan sayilmaktadirlar. Gorevlerini
gerceklestirirken aspartik asitten sonra gelen peptid baglarin1 pargalamak suretiyle

yaparlar. Hiicrenin i¢inde inaktiftirler, apoptoz sinyalinin alinmasiyla birlikte etkilesim ile
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aktif enzime doniiserek yikici/ pargalayict islemi gergeklestirirler (Mak 2003, Giiles ve
Eren 2008). 100 farkli hedef proteini keserek apopitozisi gergeklestirirler.

Kaspaz ailesini siniflandirmak gerekirse:

1- Baslatici kaspazlar; (Kaspaz 2,8,9,10)

2- Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7)

3- Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14)

olmak iizere 3 gruba ayrilirlar. DNA onarimi ve kopyalanmasini saglamak maksadiyla
lizumu duyulan enzimleri inaktif ederek gorevlerini gerceklestirirler. Ayrica mikroskopla
goriintiilenen hiicre zarmin tomurcuklanmasi seklini hiicre iskeleti proteinlerini kesmek
suretiyle gerceklestirmektedirler (Adams ve Cory 2001, Adrain ve Martin 2001, Spierings
ve ark. 2004). Apopitozisin aktivasyonu ile hizli bir sekilde DNA’ nin tek ipliginde geri
doniigsiiz sekilde gergeklesecek olan pargalanma ortaya cikmaktadir (Coskun ve Ozgiir
2011). Kaspazlarin aktivasyonu apopitozis ic¢in gereklidir. Kaspaz-12, Endoplazmik
Retikulum stresiyle uyarilan ve apopitozisin 6nemli bir diizenleyicisi olarak karsimiza
cikmaktadir (Szegezdi ve ark. 2003). Kaspaz-12, ER stresi ile ¢esitli yollarla aktive
edilmektedir. Ilk yol; aktivasyonu kalsiyum tarafindan gergeklesen ve sitoplazmik
pargalayict olarak adlandirilan kalpain ile gerceklesir (Rasheva ve Domingos 2009).
Endoplazmik Retikulumda, kaspaz-12’nin aktiflesmesinden sonra kaspaz-12 kendinden
sonra prokaspaz-9’u keserek kaspaz- 9’ u aktiflestirir, aktif olan kaspaz- 9’ da, kaspaz-3’iin
aktiflesmesine neden olarak apopitozis ile son bulan reaksiyonlar zincirini gergeklestirirler.
Apoptozisin ikinci yolu ise Irel ve TRAF2 proteini ile dogrudan dogruya gerceklesen, oto-
uyarim olayidir. Ugiincii yol; Kaspaz-7 iizerinden gerceklesmektedir. Baz1 uyaranlara
cevaben Endoplazmik Retikulumda kaspaz 7, dogrudan baglanir ve bu sayede direkt
olarak Kaspaz- 12’ yi aktiflestirmek yoluyla apoptozisi gergeklestirebilir (Seydel ve Aksoy
2012). Endoplazmik Retikulum zarinda yerlesik olan ve BAP 31 ve BAR adi verilen
proteinler; apoptoz siirecinde prokaspaz- 8 enzimiyle birlesip kompleks goriiniim alir.
Endoplazmik Retikulum stresinde prokaspaz- 8’ in aktiflestirilmesinde BCL2 ve BCL XL

diizenleyici olarak gorev almaktadir (Hussain ve Ramaiah 2007).
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Sekil: 2.3 Apoptoz Yolaklar1 (Hussain ve Ramaiah 2007).

Kaspaz oliim genleri olup, apopitozisi indiikledigi, Bcl-2” nin ise tam tersi yonde
gorev alarak hiicreyi oliime karsi korudugu ayrica apopitozisi engelledigi belirlenmistir
(Hengartner ve ark. 1992, Andrew ve ark 2001). Bcl-2 ailesini taniyacak olursak, birbirine
zit etkide caligan, 2 gruptan olusur. Bunlar; Pro-apopitotik iiyeler ve Anti-apopitotik tiyeler
olarak adlandirilmaktadir. Hiicrede pro-apopitotik iiyeler ¢ok ise hiicre apopitozise
meyillidir. Anti-apopitotik iiyeler daha ¢ok ise hiicre apopitozise daha az meyillidir (Adams
ve Cory 2001). Pro-apopitotik iiyeler <’Bad, Bax, Bid, Bcl-Xs, Bak, Bim, Hrk1, Bik, Puma
ve Noxa olarak adlandirilmaktadir. Bu pro-apopitotik iiyeler sitozol ig¢inde bulunurlar.
Apopitozisi indiiklemeleri Sitokrom-C ile Apoptoz indiikleyici faktor olarak adlandirilan
AIF’ nin salimini1 artirmak vasitasiyla gergeklestirirler. Anti-apopitotik tiyeler ise ’Al, Bcl-
2, bel-x1, bfl-1, BHRL-1, brag-1, mcl-1” dir. Bu proteinler mitokondrinin dis zarinda, ER’
de ve ¢ekirdegin zarinda bulunmakta ve por olusturmak suretiyle iyon gecislerini
diizenleyerek bu gorevlerini gergeklestirmektedirler. Mekanizma sdyle Ozetlenebilir,
zarlarda yer alan bu proteinler hiicredeki kalsiyum miktarini ayarlayarak gegirgenligi

yonetmekte ve kaskadlarin (kaspazlarin) ilk formlariyla da etkileserek, AlF ve sitokrom-C
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salimimi engellemek suretiyle apopitozisi inhibe etmektedirler (Adams ve Cory 2001,
Adrain ve Martin 2001, Spierings ve ark. 2004). Endoplazmik retikulum stresiyle uyarilan
apopitoziste BCL2 proteinlerinin mekanizmasi anlasilmis iken, Endoplazmik Retikulum
stresince bunun nasil gerceklestigi pek az anlasilmistir (Szegezdi ve ark. 2006).
Endoplazmik Retikulum stresiyle aktive olan ayrica mitokondriden pro-apopitotik
faktorlerle beraber Ca* nin salimini1 diizenleyen Bcl-2 iiyeleri Bax ve Bak proteinleridir
(Rasheva ve Domingos 2009, Zong ve ark. 2003). Endoplazmik Retikulum stresi altinda,
ER membraninda degisiklikler olusmakta ve bu degisikliklere bagli olarak gelisen
sitoplazmaya Ca** ‘un salinmasi olmaktadir. Kalsiyum miktarinin sitozolde ¢ogalmasi,
kalpaini indiiklemekte, bu aktivasyon sonucunda da prokaspaz- 12’ nin indiiklenmesi
saglanmaktadir. Kaspaz- 12 ‘nin indiiklenmesi sonucu pro- kaspaz- 9 aktive olmaktadir.
Bu silsile ile kaspazlarin indiiklenmesi gergeklesmis olur. Bax ve Bak proteinleri diger bir
yolakta ise dogrudan kaspaz- 9’ u indiikklemek suretiyle apopitozisi gergeklestirir.
Mitokondrinin i¢ zarinda meydana gelen depolarizasyon sitokrom- C salinmasiyla
neticelenerek kaspaz- 9 indiiklemesi saglanmaktadir. Bu mekanizmada mitokondri
tarafindan sitozoldeki kalsiyumun alinmasi bu olaylar siirecini baslatmaktadir (Lai ve ark.

2007).
Sekil: 2.4 Bcl-2 Yolag: (Lai ve ark. 2007).

Mitokondn A ap
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Apoptozisin ger¢eklesmesi igin Bax miktarinin Bcl-2 miktarindan daha fazla
olmasi gerekir (Zong ve ark. 2006, Bellamy 1996, Foster 2008, King 1996). Hiicre
dongiisii ilerlemesini diizenleyen ¢esitli sinyal yolaklar1 vardir. Mitojenle aktiflesen protein
kinaz1 (MAPK: Mitogen-activated protein kinases, mitojenle aktive olan protein kinaz)
sinyal yolaklari, hiicre dongilisii ilerlemesi, cogalma, iltihaplanma, apoptoz ve farklilagma
dahil olmak fiizere birgok biyolojik islemde ©nemli roller oynar. MAP Kinazlar,
ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinazlar (ERK' ler) ve c-Jun N-terminal kinazlar1 (JNK'
ler) igermektedir (Chang ve Karin 2001). Protein kinaz formunda olan ve c¢ekirdege
gomiilii olarak bulunan serin ve treonin molekiillerine MAP Kinaz adi verilmektedir. Bu
molekiiller, ¢esitli sinyaller ve baz1 biiyiime faktorleri ile indiiklenmektedir. (Kim ve Choi
2010). Cok hiicreli canlilarin hiicre dongiisiiniin temelinde bu sinyallerin iletimi yoluyla
hiicre zarindan ¢ekirdege bilginin aktarimi embriyogenezin temelini olusturarak gelisme,
cogalip farklilasma ve hiicre 6liimiiniin programlanmasi ger¢eklesmektedir (Dogan ve Giig
2004). Mitozu uyaran sinyalin alinmasi sonucu MAP Kinaz’lar hiicre membranindan
cekirdege girmek suretiyle kopyalama unsurlarinin DNA’ ya baglanmay1 indiiklemekle
gorevlidir.

MAP Kinaz ailesinin tespit edilen gruplart sunlardir:

1) ERK ler (alt tipleri 1, 2, 4) (Hiicre dis1 sinyallerle diizenlenen kinazlar)

2) P38 (alt tipleri a, B, v, 0)

3) JNK (alt tipleri 1, 2, 3) (c-Jun- N- H2-terminal kinaz).

Protein kinazlar araciligiyla ERK indiiksiyonu gerceklesir. Bu aktivasyonda rol oynayan
protein kinazlar Raf ve MEK ad1 verilen protein kinazlardir. Mitojen aktivasyonu ile
bliylime faktor reseptorlerinin indiiksiyonu gergeklesir. Devaminda ©> GTP-baglayan ve
Raf” la etkilesen protein” aktive olur, bu proteinde Ras indiiksiyonunu gerceklestirir. Ras
aktivasyonu MEK indiiksiyonu ile devam eder ardindan fosforilasyon ile ERK aktive olur.
Sonugta ERK’ de hedef proteinleri indiikler bu indiikeleme ¢ekirdek ve sitozol iizerinde
etki ederek gerceklesmektedir. GTP baglayan proteinlerden bagimsiz olarak Sitokinler ,
mutajenler, hipoksi, oksidatif stress ve UV radyasyonu ile de kii¢iik Ras yolagindan farkli
olarak JNK ve p38 MAPK aktivasyonu gerceklesebilmekte ve sonug itibariyle de hiicre
bliylimesine alternatif olarak hiicre 6liimiinii tetikleyebilmektedir (Kierszenbaum 2007,
Pertuit ve ark. 2009, Kim ve Choi 2010). Kanser hiicrelerinin %30’ unda bu yolaklarin
asir1 aktivasyonun oldugu ispatlanmistir (Kolch 2000).
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Hatali katlanmis proteinler (UPR), Endoplazmik retikulum (ER) stresini indiikleyerek
apopitozis yolaklarini aktive ederler. Hatali katlanmis proteinlerin (UPR) artmasi ile ortaya
¢ikan stresin bastirilmasi amaciyla UPR yolagi aktive olmaktadir (Seydel ve Aksoy 2012).
Eger UPR miktar1 birikerek iistesinden gelinemeyen bir stres olusturursa, bu durumun
oniine gegmek i¢in UPR aktivasyonu yetersiz kalabilmekte ve {iistesinden gelinemeyen ER
stresi, apoptozise yol agmaktadir (Rasheva ve Domingos 2009). Ayrica, PERK, ATF6 ve
IREI sinyal yolaklar1 apopitozisi indiiklemektedirler ( Qu ve ark 2009).

ER stresi, pro-apopitotik sinyalleri de tetiklemektedir. Ancak direkt olarak
apopitozise neden olmazlar.. Bu sinyaller CHOP (gadd153) veya JNK yolagiyla
gerceklesen akis siirecinde olusmus faktorlerin, aktivasyonunu baslatarak etki

etmektedirler (Szegezdi ve ark. 2006).
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Sekil 5. Endopolazmik Retikulum Stresivle indiiklenen Apoptotik Mekanizmalar.

Sekil : 2.5 Endoplazmik Retikulum Stresi (Szegezdi ve ark. 2006)

UPR' nin tglincli bir dali, ATF6 olarak adlandirilan bir transkripsiyonel faktoriin
proteaz aracili aktivasyonunu igerir (aktive edici transkripsiyon faktorii-6; ref. 1). ATF6,
saperon indiiksiyonunda biiyiik bir role sahiptir ve ayrica transkripsiyonel olarak CHOP' u
indiikleyebilir. Saperonlar, proteinlerin zamani gelmeden katlanmalarini onler ve yanlis
katlanmig proteinleri diizeltir eger proteinin onarilmast miimkiin olmayacaksa onu
parcalayarak gorev yapan refakatci proteinlerdir. Ayrica, CHOP kaynaklt GADD34' iin
fosforile edilmis baskilayici etkisine ilave olarak; elF2a, UPR' nin bir veya daha fazla dali,
belirli ayarlara 6zgii diger mekanizmalar tarafindan asagi dogru diizenlenebilir (Lin ve ark

2007, Yan ve ark. 2002, Yoshida ve ark. 2006, Seo ve ark. 2010, DuRose ve ark. 2006).
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Sekil: 2.6 ER stres sinyal yolaklar1 (Rajan ve ark. 2007; Celik ve ark. 2015).

ER stresiyle indiiklenen apopitozis transkripsiyon faktdrlerinin (CHOP),
kaskadlarin (Kaspaz ailesi), pro ve anti apopitotik iiyelerin (BCL2 ailesi), protein
kinazlarin (JNK’ ler) gorev aldigi apopitoz mekanizmalarindan olusur (Seydel ve Aksoy
2012). ER stresiyle; CHOP, INK ve BCL2 ailesi iiyelerinin pro-apopitotik sinyal salmasina
miiteakip kaspaz aktivasyonu olugsmasiyla apopitozis indiiklemesi gergeklesmis olur
(Szegezdi ve ark. 2006, Seydel ve Aksoy 2012). Protein yapisinda olan ve kopyalama
gorevine sahip CHOP, C/ERB protein grubu icine girer (Diizgiin 2010). Bu gene, ayrica
“GADDI153 ( Growth Arrest and DNA Damage Inducible Gene, Biiyiimeyi durdurma ve
DNA hasart ile uyarilan gen ) ya da DDIT-3 (DNA- Damage Inducible Transcript-3, DNA
hasari ile indiikklenen transkript-3) ismi de verilmektedir (Hussain ve Ramaiah 2007,
Oyadomari ve Mori 2004). Bu gen, ortaya ¢ikan DNA sekelinin onarim cevabina istinaden
ve hiicre i¢i stres vakalarinda daha ¢ok hassas olmakta, miktar1 artmaktadir (Szegezdi ve
ark. 2006). CHOP’ un miktarinin asir1 artisinin apopitozise neden oldugu ve pro-apopitotik
iye gibi ¢alisarak, ER stresi gergeklestiginde ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Qu ve

ark. 2009). ER stresi cevabinda aktivasyonu fazla oranda artan genlerden oldugu, iste bu
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nedenle bir ¢ok kanserli hiicre dokularinda miktarinin artmasina paralel olarak anti- timdr
ilaglarin gelistirilmesinde hedef alinan bir gen oldugu ve bunun 6nemine dair ¢alismalarla
ortaya konmustur (Qu ve ark. 2009, Diizgiin 2010, Hussain ve Ramaiah 2007).
Endoplazmik Retikulum stresinde hiicre zarina transloke durumdaki “’PERK, IRE1 ve
ATF6” ile gadd153 indiikklenmekte ve gen transkripte olmaktadir. Bu nedenle ’PERK-
ElIF2a- ATF4 yolu” gadd153’ iin transkripsiyonu i¢in sartti. DNA hasarina veya bagka
diger etkenlere bagli gelisen Endoplazmik Retikulum stresine maruziyette bu yolak cevap
olarak indiiklenmektedir. Genin ekspresyonuyla da apopitozis yolag: aktive olmaktadir ve
bu sekilde homeostazisi diizenleyici gorev gergeklesmektedir (Seydel ve Aksoy 2012).
Apopitozis indiiksiyonunda aktivasyon arttirmak amaciyla MAPK proteini vasitasiyla
hiicre membraninda gomiilii olan serin proteinini fosforilleyerek P38 ekspresyonunun
kontroliinii, bir kistm pro- apopitotik iiyelerin (DRS5, ERO1, TRB3, GADD34, karbonik
anhidraz VI) apopitoz yolagindaki aktivasyonunu da yine CHOP diizenlemektedir
(Hussain ve Ramaiah 2007, Marciniak ve Ron 2006; Ohoka ve ark. 2005). ER stresinde
diger bir apoptotik yol olan “’c-jun NH2- terminal kinaz (JNK)” sinyal iletiminde gérevli
bir protein kinazdir. Hiicre 6liimiine giden yolaklar ile onarimin saglanmasi arasindaki
dengenin, karar verici unsurlarindan olup, gen ekspresyonunu saglayarak diizenleyici
gorev yapan protein kinazlardandir. Endoplazmik Retikulum stresinde hatali katlanmis
protein miktarinin (UPR) artmasina bagli gelisen uyarimla hiicre membranina transloke
olarak bulunan °° IREI-TRAF2-ASK1 kompleksinin” ekspresyonu sonucu JNK’ nin
indiiklendigi disiiniilmektedir (Lai ve ark 2007). Eksprese olan kompleksin daha sonra
apopitozisi tetikleyen ATF3 yolagini da indiikledigi bilinmektedir (Rasheva ve Domingos
2009). Ayrica IRE1’ in, Xbpl yolagindaki goérevinden bagimmsiz bir sekilde JNK
aktivasyonu indiikleyerek apopitozisi tetiklemekte; JNK’nin, fosforilasyonla BCL2
proteinlerini diizenledigi de ayrica bilinmektedir (Rasheva ve Domingos 2009, Hussain ve
Ramaiah 2007).

2.6. Hiicre Dongiisii, Apoptoz ve Kanser

Hiicrelerin ¢ogalma siirecinde dongii seklinde art arda birinin digerini izledigi iki
mitoz boliinme arasina hiicre siklusu (hiicre dongiisii) adi1 verilir. Hiicre dongiisii, interfaz
ve mitoz olmak iizere iki asamada adlandirilir. Cok hiicreli canlilarda hiicrelerin boliinerek

cogalmasi donglisii ve bu dongiiye ait kontrol noktalari sekil 2.7’ de gosterilmistir.
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GO evresinde hiicre dinlenme halindedir ve ¢ogalmayan hiicrelerden olusur. Gl fazi
biiylime ve DNA transkripsiyonuna hazirlik fazini olusturur. Ardindan gelen S fazi ise
DNA transkripsiyonun oldugu fazdir. G2 evresine gegildiginde gelisme, bliyiime ve mitoza
hazirlik sathasina ge¢ilmis olur. Mitoz boliinme fazinda ise mitozis gergeklesmektedir. Bu
stire¢ Oncelikle profaz, metafaz, anafaz son olarak telofaz evreleri seklinde olmaktadir.
Interfazin en belirgin olarak cekirdekteki replikasyon ile genetik materyal iki misline ¢ikar.
DNA’ nin 2 katina ¢ikmasi G1 fazindan sonra gergeklesen S fazinda vuku bulmaktadir.
Bazen hiicre dongiisii GO (G sifir) fazi adi verilen ve bu fazda ne kadar kalinacagi genetik
kodlarla diizenlenen bir dinlenme doneminde kalarak, S fazina hi¢ gegmeyebilmektedir. G1
evresine giren hiicre Oncelikle aldig1 sinyaller ile hiicrenin ¢epecevre gelisme ve
biliylimesini indiikler. Ardindan genetik materyalin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlik yapilarak
RNA ve protein iretimi gerceklesir. Bu biiyiime ve gelisme siireci G1 fazinda bulunan
kisitlayict nokta adi verilen 'R point” tarafindan kontrol ve koordine edilmektedir.
Kisitlayict nokta evresinde siklus durmakta veya dongiiyii tamamlayip, kontrollii bir
sekilde S fazina gegebilmektedir (Mermeulen ve ark. 2003, Cabadak 1987).

DNA' nin sentezlendigi S fazinin ardindan gelen G2 fazinda okaryotik hiicre, mitoza
girmeden hemen oOnce genetik materyalin iki katina ¢ikarildigr sathaya bdylece girmis
olur, burada DNA' nin iki katina ¢ikip ¢ikmadigini ayrica kontrol eder (Lodish ve ark.
2000, Bellamy 1996). Bu dongiiniin isleyisinin diizgiin ve hasarsiz saglikli bir sekilde
saglanmasi i¢in burada da bir kontrol merkezi daha bulunur, dongiideki sistemli gecislerin
kontrol mekanizmasi siklinler, siklin bagimli kinazlar ve kinazlarin inhibitorleri ile
saglanmaktadir. CDK (cyclin-dependent kinase, siklin bagimli kinaz, SBK)' lar gorevlerini,
hiicre siklusunun kesintiye ugramadan bir sonraki faza ge¢gmesini saglar. Bunu da gerekli
olan 6nemli hedef proteinleri aktive etmek suretiyle, dongiiniin kesilmemesini saglayarak
gergeklestirir. Hiicre dongiisiinde inaktif olan kinazlar, protein yapidaki siklin' lere
baglanarak indiiklenirler (Sherr 2000, Senderowicz 2000, Golias ve ark. 2004, Joyce ve
ark. 2001, Tyagi ve ark. 2002).
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Sekil: 2.7 Hiicre Dongiisii Dongiisii (Lodish ve ark. 2000, DeVita ve ark. 1997, Cabadak 1987, Foster 2008,
Kearns ve ark. 2001).
Hiicrenin genetik materyalinde gerceklesen hasar, onarilip tamir edilmezse bu hiicre
kontrol mekanizmalarinin denetleyiciligi altinda ve bu noktalarin yonlendiriciliginde
apoptoza gider. Apoptoza gitmeyen hiicrenin hasarli genetik yapisiyla mitoza girmesi
genomik kararsizliga neden olabilmektedir (Jin ve El-Deiry 2005, Yehielly ve Deiss 2000).
Ancak, DNA kontrol noktalarindaki mekanizmalarda yer alan proteinlerde (Rb, p53 gibi)
bir hasar olusmus ise, hiicre apoptoza gidemeyip, hasarli sekilde boéliineceginden, asiri
boliinen hasarli hiicreler neoplazik olusumun gergeklesmesiyle birlikte kanserlesmeye
kadar varabilen olaylar silsilesini tetiklemis olurlar (Igney ve Krammer 2002, Jaattela
1999). Hiicrenin DNA sentezini tamamlamasiyla beraber kontrollii bir sekilde hiicre G2
evresine girmektedir. Mitoza giris ise Siklin B-cdkl adi verilen siklin kompleksinin
aktivitesinin artmasiyla gergeklesir.Bu siklin kompleksi ayrica mitozu ilerleten faktor
(MPF) olarak da adlandirilmaktadir (Foster 2008, Molinari 2000, Pines ve Hunter 1991).
Daha sonra, S fazinin sonlarina dogru, Siklin B sentez edilmeye baslanir. Mitoz evresi
tamamlanana kadar devam eden Siklin B sentezinin boliinme tamamlaninca miktart hizla
diiser. Siklin B miktarindaki bu diisiis aktif MPF kompleksinin olusmasiyla yeniden
gerceklesecek ikinci bir boliinmeyi de engelleme gorevini iistlenir iste bu noktada Weel
protein kinaz, mitoza girmeden 6nce G2 / M kontrol noktasinin inhibe edici diizenleyicisi

olarak kilit rol oynayan bir tirozin kinazdir (Stathis ve Oza 2010).
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Erken mitozun inhibisyonundan sorumlu olan Wee 1 protein kinaz gérevini mitozu
ilerleten faktorii (MPF kompleksi) inaktif etmesiyle gergeklestirmektedir. Mitozu
engelleme Wee 1 protein kinazda bulunan Cdkl alt biriminin, ATP baglama bdolgesini
aktiflestirmesiyle indiiklenen mekanizma ile MPF kompleksi inhibe olmaktadir. Wee 1,
G2/M gegcisini bu mekanizmayla inhibe etmektedir (Kearns ve Liu 2001, Cheng ve ark.
1998, Heald ve ark. 1993). Apoptozun normal mekanizmasinin bozulmasinin kanser
olusumunun en 6nemli nedenlerinden oldugu yoniinde ¢alismalar yapilmistir (Yar 2012).
Ayrica, kanser hiicreleri, anti-apopitotik proteinlerin asir1 iiretimi ya da pro-apopitotik
proteinlerin yapimi/ etkilerinin azalmasiyla apoptoza direngli hale gelmektedirler (Igney ve
Krammer 2002, Okada ve Mak 2004). Genel anlamda biitlin kanser olgularinda gdzlenen,
kanser hiicrelerinin dogal apopitotik siirece girmeyen bir 6zellik kazanmis olmasidir.
Buradan hareketle, kanser tedavisinde temel ilke apopitotik yolaklarin aktiflestirilmesi
mantigryla olmaktadir (Yar 2012). Bu da, hasar gérmiis hiicrelerin yok edilmesinin
hedeflenmesi, genellikle apoptozu baslatarak saglanmaktadir (Jin ve EIl-Deiry 2005,
Yehielly ve Deiss 2000). Kanser hiicrelerini 6liime gotiirmede radyoterapi ve kemoterapi
de siklikla kullanilan araglardir (Fadeel ve Orrenius 2005, Kaufmann ve Earnshaw 2000)
Anti-neoplastik ilaglarin etki giici, mevcut kanser hiicrelerinde ne oranda apoptozu
sagladigiyla yakindan iliskilidir. Kanser ilaglari neden olduklart DNA hasari iizerinden ya
da hasarli hiicredeki DNA tamir mekanizmasindaki yetersizlikten faydalanip bu hiicreleri
apoptoza yonlendirmektedir (Jaattela 2004). Kanser hiicresinde apoptozun hangi diizeyde
regiile oldugunun anlasilmas1 miimkiindiir. Bu da apopitozisi indiikleyen farkli tedavilerin,
kanser hiicrelerinde, hangi genlerin ekspresyon miktarini degistirdiginin tespiti seklinde
olmaktadir (Yar 2012). Calismamizda kaspaz-3, bax, bcl-2, weel, gadd153, AIF miktarlar
calisild.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullanilan Glycyrrhiza Tiirii ve Toplanmasi

Calismada kullanilan G. glabra L. var. glabra, florada bilinen lokalitelerden
Hatay-Samandag il¢esi, Yeni Mahallesi, 36.069234, 35.962354 koordinatindan yol ve tarla
kenarlarindan Eyliil ay1 donemi toplanmaistir.

Bitki orneklerinin toprak tstii ve kok kisimlari toplandiktan sonra, ev daminda
giines etkisinde kurutuldu, kurumus bitkinin yapraklar1 el ile o&giitilerek diger
parcalarindan ayrildi.  Ogiitiilmiis yapraklar daha sonra degirmende iyice toz haline

getirildi.

Sekil: 3.1 Kurutulmus meyan yapraklari

Toz haline gelen Ornekler etiivde 24 saat bekletilerek nemi alindi. Analizler igin
yaklastk 30 g toz tartilarak, %80’lik etil alkol soliisyonu igerisinde ekstre edildikten
sonra filtre edildi. Filtreden gegirilen ekstrenin alkolii ugurularak kuru ekstrenin kalmasi

saglandi.

3.2. Hiicre kiiltiirii

Cilt kanseri (B16-F10, melanom) hiicreleri, %10 Fetal Bovine Serum (FBS)
(Hyclone), %1 L-Glutamine (Hyclone), %1 Penisillinstreptomisin (Hyclone), Dulbecco’s
modification of Eagle’s medium (DMEM) (GIBCO) besiyerinde yetistirildi. Hiicreler
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24°liik standart hiicre kiiltiirii platelerinde 1x10° sayisinda tek tabaka halinde yetistirildi.
37 °C sicaklikta ve %5’ lik CO;’ 1i etiivde inkiibe edildi. Bu hiicreler 48 saat Glycyrrhiza
(%99,2 kiiltir medyumu ve %0.8 Glycyrrhiza ekstrakti) ile muamele edilip ELISA
yontemiyle protein analizleri i¢in homojenize edildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski ve ark.
1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.3. Doku homojenizasyonu

Ependorf i¢inde -20°C dondurulmus hiicrelerin {izerine gram bagina 3ml RIPA
(Radio-Immunoprecipitation Assay) buffer, 30ul PMSF (fenylmetanesulfonilfluoride),
30ul sodyum vanadat, 30ul proteaz inhibiitorii eklendi ve ultrasonic parcalama cihaziyla
buz iizerinde dokularin pargalanarak homojenatlar elde edildi. Homojenatlar 10.000
RPM’de 10 dakika santrifiij edildi. Alttaki ¢okeltiler (pelletler) atild1. Ustte ayrilan kisimlar
(stipernatantlar) ELISA testlerinde kullanilmak tizere alindi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski
ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.4. Protein miktar tayini

Homojenizasyon yapilarak elde edilen homjeneatlarin total protein miktarinin
tayini i¢in Bradford yontemi kullanildi. Sigir serum albumini (1pg/ml) kullanilarak 1, 2, 3,
5, 7, 8, 10 (ng/ml) konsantrasyonlarda standart hazirlandi. Her bir 6rnekten 10 pl alinarak
distile su ile 100 pl’ye tamamlandi. Standart ve 6rneklerin iizerine 1ml bradford soliisyonu
eklendi ve vorteksle karistirildiktan sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga
boyunda absorbans miktarlar1 manuel olarak 6lgiildii. Prism programinda g¢izilen standart
egriye gore homojenatlarin protein miktar tayini pg/pl cinsinden yapildi (Lowe ve ark.
2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark.
2007).

3.5. ELISA deneyleri

ELISA testleri Rayto firmasindan temin edilen ELISA mikroplate okuyucu ve
yikayici ile yapilmistir.
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3.5.1. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Testi

3.5.1.1. Bax Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5
kez yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip iistii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek bax protein miktarlar
tayin edildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve
ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.5.1.2. Bcl-2 miktar tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5
kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip iistii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek bcl-2 protein miktarlar
tayin edildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve
ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.5.1.3. Kaspaz-3 aktivite Tayini

Homojenatlardan 100°er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin iistii

aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi

27



bosaltilip tlizerine 100 ul reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 ul reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5
kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip iistii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek kaspaz-3 enziminin
aktivitesi tayin edildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010,
Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.5.1.4. Weel miktar tayini

Homojenatlardan 100°er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin iistii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 ul reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5
kez yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip iistii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 ul stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek weel protein miktarlar
tayin edildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve
ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.5.1.5. Gadd153 ( Chop ) miktar tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5
kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip {iistii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek gadd153 protein
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miktarlart tayin edildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010,
Devarajan ve ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.5.1.6. AIF miktar tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin {stii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5
kez yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip iistii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek AIF protein miktarlar
tayin edildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve
ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.5.1.7. P-ERK miktar tayini

Homojenatlardan 100’er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip lizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5
kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip iistii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek p-ERK enzim miktarlar
tayin edildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve
ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.5.1.8. P-JNK miktar tayini

Homojenatlardan 100°er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin iistii

aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
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bosaltilip tlizerine 100 ul reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 ul reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5
kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip iistii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’ de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek p-JNK enzim miktarlar
tayin edildi (Lowe ve ark. 2000, Krajewski ve ark. 1997, Lu ve ark. 2010, Devarajan ve
ark. 2002, Yang ve ark. 2007).

3.6. Sonuclarin degerlendirilmesi

Grafiklerin ¢izimi ve istatistiksel analiz i¢in bilgisayar ortaminda Graph-Pad Prism
(CA, USA) programi kullanildi. Veri setleri 7 6l¢lim iizerinden olusturuldu. Veriler igin 6n
degerlendirme box-plot grafigi ile yapildi. Bu grafige gore aykiri degerler incelendi.
Verilerin istatistiksel analizleri, SPSS for Windows (version 21, IBM Corp, Armonk, New
York, USA) programinda yapildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin Mann-Whitney U testi
kullanild1 ve p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Verilere ait 7 6l¢ime gore 6n degerlendirme box-plot grafigi ile ifade edilmistir. Non-

parametrik test uygulandigindan aykiri veri degerlendirme dis1 birakilmamastir.
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EA Kontrol
EZ3 Ekstrak

p-ERK
Sekil: 4.5 P-ERK miktar 6l¢timii

Kontrol ve ekstrakt grubuna ait yapilan 6lgiimlere ait sonuglar Cizelge: 4.1 ve Sekil: 4.6 da

verilmistir.
Cizelge: 4.1 Sonuglara iliskin gizelge
Kontrol pg/ml Ekstrakt pg/ml p
Bax 0,82+0,28 3,75+1,47 0.002**
Bcl-2 5,27+2,33 2,11£1,08 0.01*
Kaspaz-3 1,21+1,35 5,87+£2,23 0.001**
Weel 0.61£0.08 0.89+0.015 0.001**
gadd153 0.42+0.019 1.78+0.05 0.001**
AlF 0.55+0.03 1.5+£0.02 0.001**
p-ERK 1,98+0,61 1,25+0,49 0.03*
p-JNK 4,61+1,54 2,4+1,38 0.01*

Sonuglar Ortalama + SS olarak sunulmustur. Mann-Whitney U test yapildi.
* . p< 0,05 Istatistiksel olarak anlaml1
**: P< 0,01 Yiiksek diizeyde anlaml
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Proteinlerin bulgudaki diizeyleri

B Koatrol pg/m! M Ekstrakt pg/ml

lelj .

Bax Kaspas-3 p-JNK Bel-2  gadd153 Al p-ERK Weel

Sekil: 4.6 Kontrol ve Ekstrakt Gruplarina Ait Sonuglar

Meyan ekstraktinin  B16/F10 melanom hiicrelerinde, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda; bcel-2, p-ERK, p-JNK miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli fark ve
kaspaz-3, weel, gadd153, AIF ve bax miktarlarinda ise istatistiksel olarak yiiksek diizeyde
anlamli fark tespit ettik. Apopitoz indiikleyicileri olan bax, kaspaz-3, gadd153, AIF
miktarlarinda artislarin istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli oldugundan hareketle,
B16F10 kanserli hiicreyi apopitozise yonlendirilmek suretiyle anti-kanserojen etki
olusmaktadir. Meyan ekstraktinin anti-kanserojen etkisinde apopitotik yolaklar1 aktive
etmesini ayrica Bax > Bcl-2 miktar1 olmasi tespitiyle de sdyleyebiliriz. Anti-apopitotik
tiyelerden Bcl-2 miktarinda azalma ile gadd153 (chop) ekspresyonunda artis anlamli olarak
bulunmustur. Anti-karsinojenik etkiyi saglayan apopitozun mekanizmasinda bcl-2° nin
asag1 regiilasyonunda, gadd153 miktarinda olan artisin sorumlu oldugunu diistinmekteyiz.
Bax ekspresyonuna bagli olarak artan AIF mitariyla da apoptozun indiiksiyonu
saglanmaktadir. Ayrica kaspaz-3 akspresyonunda olan istatiksel yiiksek diizeyde artis da
apoptozun ayrica kaspaz yolagiyla gergeklestigini agiklamaktadir. Weel protein kinaz, G2 /
M hiicre dongiisii kontrol noktasinda mitoza gecisi engelleyerek islevini yerine
getirmektedir. Weel ekspresyonu, kanser hiicrelerinin zarar gormiis cevapta apoptoz
gecirmesini Onlese de (Wang ve ark. 2005), meyan kokii ekstresinin, bazi tiimor
hiicrelerinde G2 / M hiicre dongiisii durmasini indiikledigi ve bu sekilde anti-timor

aktivitesini gosterildigi bilinmektedir (Rafi ve ark. 2002).
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P-ERK ve P-JNK miktarlarinda azalma da istatistiksel olarak anlamli oldugu i¢in, meyanin
apoptozis mekanizmasinda, uzun siireli strese maruziyetin, p-ERK ve p-JNK
deaktivasyonundan hareketle diger apopitotik yolaklarin indiiklemesine neden oldugunu,
p-ERK azalmasinin proliferasyonun inhibisyonunu sagladigini, hiicre dongiisiiniin
durmasina sebebiyet vererek anti-karsinojenik etkinin ger¢eklesmesinde etkili oldugunu
diisiindiirmektedir (Liu ve ark. 2009, Kim ve ark. 2008).

34



5. TARTISMA

Yapilmis birgok ¢aligma Glisirizin' in biyoaktivitesine odaklanmis ve calismalar
meyan kokii ve Glisirizin' in hem in- vitro hem de in- vivo olarak inflamasyonu, melanom
hiicre proliferasyonunu ve metastazi azaltabildigini gostermistir (Aydemir ve ark. 2011,
Rossi ve ark. 2005). Onceki calismalara baktigimizda, Glisirizin' in ve Gliseritik Asit' in
apoptozu indiikledigini ve melanom hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini
gostermistir (Abe ve ark. 1987, Liu ve ark. 1998). Meyan kokii kaynakli flavonoid olan
isoangustone A (IAA) ile Nude farelerinde ile yapilmis c¢alismada SK-MEL-28
hiicrelerinde, tiimdrlerin hacmini ve agirligin1 6nemli 6l¢iide azalttigi bulunmustur. 1AA'
nin anti-kanserojenik etki mekanizmasinda, JNK1/2' nin fosforilasyonunu engellemesi
tespit edilmistir. Ayrica, ERK1/2 fosforilasyonunda veya p38 iizerinde higbir etkisi
olmadigi da tespit edilmistir (Song ve ark. 2013). Calismamizda apoptozun
indiiklenmesinde p-ERK ve p-JNK miktarlarinda diisiis saptadik (p< 0,05). Glycyrrhiza
glabra komponentlerinden olan licochalcone-A (LA) ile LNCaP prostat kanser hiicreleriyle
yapilan bir bagka caligmada ise, meyan kokii LNCaP hiicrelerinde kaspaz bagimli ve
otofajiye bagli hiicre Olimiine neden oldugu gorilmistir. Hiicre Olimiiniin etki
mekanizmasinda otofaji indiiksiyonun neden oldugu ayrica Bcl-2' nin asagi regiilasyonu ve
(mTOR) yolunun inhibisyonu eslik ettigi gériilmiistiir (Yo ve ark. 2009). Calismamizda da
bcl-2 miktarinda tespit ettigimiz diisiis literatiirle uyumluydu. Meyan kokiinden izole
edilen bir flavonoid olan izoliguiritigenin (ISL) tarafindan indiiklenen insan mesane
kanseri T24 hiicrelerinin apoptozunda sikline bagimli kinaz 2 (CDK2) aktivitesinin
arastirildig1 calismada ise, ISL tedavisinin proliferasyon oraninda énemli bir azalmaya ve
T24 hiicrelerinin apoptozunda artisa neden oldugunu gdosterdi. ISL 'nin in vitro T24 hiicre
apoptozisini indiikledigi mekanizmada, Bcl-2 ekspresyon seviyesinin anlamli derecede
distiigiinii, kaspaz-3 ve Bax ekspresyon seviyelerinin anlamli derecede arttigini
gostermistir (Si ve ark. 2017). Bizim ¢alismamizda da bu g¢alisma ile uyumlu bulgular
ortaya c¢ikardi.
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Glisirizin ile yapilan bir baska ¢alismada ise B16/F10 murin melanom hiicrelerinde
melanogenezin uyarildigir goriilmiis ayrica melanogenezin uyariminin Glisirizin kaynakl
stimiilasyon, transkripsiyon seviyesinde artan tirozinaz ve TRP-2 ekspresyonu yoluyla
meydana geldigi bulunmustur (Jung ve ark. 2001). Meyan kokii ve komponentlerinin anti-
kanserojenik 0Ozelliklerine iligkin yapilmig bir derlemede ise meyanin, bir¢ok kanser

tiiriinde etkili oldugu Sekil: 5.1° de gosterilmistir.

Meyan ve etkili tirevlerinin antikarsinojenik etkisi iizerine Ozet

Hedef Organ uygulanan Kanser etkin uygulama uygulama
deney hayvan indiikleyicisi tirev yolu peryodu
deri sencar faresi DMBATPA GL icerek Baslangig
deri sencar faresi DMBATPA GL icerek Tamami
deri sencar faresi DMBA/TPA a-GA topikal Baslangig
deri sencar faresi DMBAMTPA f-GA topikal Baslangig
der sencar faresi DMBATPA o-GA topikal Arttirarak
deri sencar faresi DMBATPA p-GA topikal Arttirarak
deri TCR faresi DMBATPA GA topikal Arttirarak
deri ICR faresi DMBAfteleocidin GA topikal Arttirarak
akciger AlJ faresi BaP LWE icerek Tamam
akciger Al faresi NDEA LWE igerek Tamam
akciger Ddv faresi 4-NQO/gliseral GL icerek Arttirarak
dn mide AdJ faresi BaP LWE icerek Tamami
on mide AlJ faresi HDEA LWE icerek Tamamu
mide Rat MHMNG LWE oral Tamami
karaciger C3IH/He faresi I-Me-DAB GL oral Tamam
kalan Rat MAM acetate f-GA oral Tamami
kolon Rat ADM CB oral Tamam
meme Rat MHU f-GA oral Tamami
meme Rat MNU CB oral Tamami

Kisaltmalar: DMBA, 7,12-Dimetilbenz(A)antrasen; TPA, 12-0-Tetradekanolforbol-13-asetat; BaP, Benzo[a]piren;
MNDEA, M-Nitrosdietilamin; 4-NQO, 4-Nitrokinolin 1-oksit; MNNG, N-Metil-M-nitro-M-nitroguanidin;
IMe-DAB, 3-Metil-4-dimetilaminoazobenzen; MAM acetate, Metilazoksimetanol asetat; AOM, Azoksimetan
MMU, 1-metil-a-nitrozoiire; GL, Glisirizin; 0-GA, 18a-Gliserinitik Asit; B-GA, 18p-Gliserinitik Asit;
LWE, Meyan/Su ekstrakti; CB, Karbenoksolon.

Sekil: 5.1 Meyanin Anti-karsinojenik etkileri (Wang ve Nixon 2001).

Sencar farelerinde, TCR/ICR farelerinde yapilan DMBA/TPA deri kanseri
calismalarinda, Glisirizin’ in ile Gliseritik Asit ve bilesenlerinin anti-kanserojenik etkisinin
oldugu sonuglarina ulagilmistir (Zhi ve ark. 2001). Sencar farelerinde 7-12-dimetilbenz [a]
antrasen (DMBA) ve 12-0-tetradekanoilphorbol-13-asetat (TPA) tarafindan indiiklenen iki
asamal1 bir cilt timdrleri modelinde, DMBA' dan 6nce i¢gme suyunda % 0.05 GL oral
uygulama uygulama (grup GL-1) veya DMBA uygulamasindan 112 giin sonra (grup GL-2)
cilt timori baslangicina karsi koruma sagladigr goriildii (Agarwal ve ark. 1991). Farelerde

TPA ile indiiklenmis cilt tiimori ilerlemesinin inhibitorleri olarak a-GA ve B-GA, benzer
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aktiviteye sahiptir (Agarwal ve ark. 1991). Farelerde DMBA-TPA, cilt timori
olusumunda, a-GA ve B-GA' nin karsilastirmali etkisi degerlendirildiginde, a-GA ve B-GA'
nin, DMBA kaynakli cilt tiimorii baslatici aktiviteyi inhibe ettigini, ancak B-GA' nin,

a-GA' dan daha gii¢lii inhibe edici etkiler gosterdigi bulundu (Wang ve ark. 1991).
Farelerde, GA ile yapilan ¢aligmalarda (Nishino ve ark. 1986, Yasukawa ve ark.1988),
DMBA kaynakl cilt tlimorii olusturularak baslatilan, ardindan iki farkli tiimor promotorii
TPA ve teleocidin' in deri tiimori olusumu tizerindeki destekleyici etkisini belirgin sekilde
bastirdig1 belirtilmistir. Glycyrrhiza flavescens subsp. antalyensis sudaki ekstraksiyonunun
in vitro sitotoksik ve anti-proliferatif etkisinin arastirildigi ¢alismada, B16F10 hiicre
kiiltiiriinde ve metastatik tiirev hatt1 olan BI6LNAD hiicrelerinde apoptozisin indiiklenerek
melanomanin inhibisyonu sagladigi goriilmiistiir (Aydemir ve ark. 2011). Bu bulgular hem
yaprak hem de bitki 6zlerinin, melanom hiicrelerinin proliferasyonunu doza ve zamana
bagli olarak anlamli derecede azalttigimi gostermistir. Bu baglamda c¢alismamizda
buldugumuz sonuglar literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.

Aktif olmayan pro-kaspaz-3' {in protein ekspresyonun, aktif forma doniismesi
nedeniyle belirgin sekilde azaldigi goriilmiistiir. Apoptozis indiiksiyonunun gergekte
kaspaz-3 aktivasyonundan kaynaklanip kaynaklanmadigimi dogrulamak igin spesifik
kaspaz-3 inhibitoriinii kullanan ¢aligmalar yapildiginda, apoptozisin indiiksiyonunda
belirgin bir azalma oldugu ispatlanmis; bu veriler, melanom hiicre proliferasyonunun
yaprak veya c¢icek 0zii ile inhibe edilmesinde rol oynayan mekanizmalardan birinin
apoptozisin indiiklenmesi ile iliskili oldugunu One silirmektedir. Ayrica, Glabridin ile
yapilan bir bagka ¢alismada, in-vitro B16 murin melanom hiicreleri ve gine domuzu kobay
derileri kullanilarak, Glabridin’ in melanogenez ve inflamasyon iizerindeki inhibitor
etkileri arastirildi. Glabridinin, tirozinaz aktivitesini inhibe ettigini ama DNA sentezi
tizerinde saptanabilir bir etkisinin olmadigim1 gosterdi. Ayrica, Gine domuzlarinin
derilerinde UVB' nin neden oldugu pigmentasyon ve eritemin % 0.5 Glabridinin topikal
uygulamalar ile inhibe edildigi de gosterilmistir (Yokota ve ark. 2006). Ayn1 ¢alismada
Glabridin’ in in vitro anti-enflamatuar etki mekanizmasinin, siiperoksit anyon iiretimini ve
siklooksijenaz aktivitelerini inhibe etmesiyle saglayarak oldugu gosterilmistir (Yokota ve
ark. 2006), malign melanoma hiicreleri (A375 tipi) ilizerinde yapilan in-vitro ¢alismada ise
Glisirizin' in, tirozinaz ve melanom hiicreleri tizerinde 6nemli bir inhibitér etkiye sahip

oldugunu gostermistir (Juan ve ark. 2018). Artan tirozinaz ekspresyonunun melanoma
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dahil birgok deri hastaligina neden oldugu ve tirozinaz inhibitorleri kapsaminda meyan
bitkisinin etkisi birgok caligmayla ortaya konmustur (Pulok ve ark. 2018). Bir bagka
calismada, Glisirizin’ in B16 melanom hiicrelerinde melanogenezi uyardigini, GR
tarafindan melanogenez aktivasyonunun melanom hiicrelerinde artan cAMP sinyali
yoluyla olabilecegini ancak mitojenle aktive olan protein (MAP) kinazi uyarmasina
ragmen (MAP) kinaz' in melanin igerigi seviyesi lizerinde dogrudan bir etkiye sahip
olmadigi ileri siirtilmiistiir (Lee ve ark. 2005). Bir mantar metaboliti olan ve antiproliferatif
etkinligi olan Terrein ile yapilan ¢alismada, insan epidermal keratinositlerinin biiylimesinin
inhibisyonunda rol alan sinyallesme yollar1 iizerindeki, Terrein' in etkisiyle ERK' nin
inaktive edildigi ve keratinosit proliferasyonunun inhibe edildigini saptamiglardir ( Kim ve
ark. 2008). Calismamizda, p-ERK azalmasinin proliferasyonun inhibisyonunu sagladigini
anti-karsinojenik etkinin gergeklesmesinde etkili oldugunu diisiinmekteyiz. Meyan kokii
(Glycyrrhiza uralensis Fisch) insan meme kanseri hiicresinde MCF-7 hiicrelerinin
¢ogalmasini, Bax' in yukar1 regiilasyonu ve bcl-2' nin azalmasi yoluyla meme kanserinde
de aktif hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmis (Jo ve ark. 2004) bizim
calismamizda da meyan ekstraktinin, BI6F10 melanoma kanserli hiicrelerinde bax
ekspresyonunda artig ile bcl-2 azalmasina neden oldugu ve literature bunun uyumlu
oldugunu kaydetmekteyiz. Hiicre apoptoz yolaklar1 bir ER stres yoluyla aktive edilse de,
ozellikle, uzun siireli ER stresi sirali aktivasyona, farkli aktivasyon zamanlamalarina ve
ardindan IRE1, ATF6 ve PERK yollarmin tamaminin veya bir kisminin deaktivasyonuna
yol acabilmektedir. Bu zamanlama dizisinin muhtemelen ER stresi kaynakli apoptoz i¢in
etkileri vardir. ATF6, saperon indiiksiyonunda biliyiik bir role sahiptir ve ayrica
transkripsiyonel olarak CHOP' u indiikleyebilir. Ayrica, CHOP kaynakli GADD34' iin
fosforile edilmis baskilayici etkisine ilave olarak; e[F2a, UPR' nin bir veya daha fazla dali,
belirli ayarlara 6zgli diger mekanizmalar tarafindan asagi dogru diizenlenebilir (Lin ve
ark. 2007, Yan ve ark. 2002, Yoshida ve ark. 2006, Seo ve ark. 2010, DuRose ve ark.
2006). Fukoksantin ile yapilmis hepatoma hiicrelerindeki ¢alismada, hiicrelerde, hiicre disi
sinyalle diizenlenmis kinaz (ERK) ve c-Jun N-terminal kinazin (JNK) fosforlanmis
formlarinda bir azalma ortaya konulmus ve Fukoksantin’ in, hiicreler arasi iletisimi
arttirmasina bagli olarak hiicre ici kalsiyum seviyelerini arttirdigini, bu durumun hepatoma
hiicrelerinin, hiicre dongiisiiniin durmasina ve hiicrenin apoptozisi ile sonlandigi

bildirilmistir (Liu ve ark. 2009). Ayrica baska bir ¢alismada da meyan kokii ekstresinin,
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immiinoblot ile gosterilmis gdgiis ve prostat tiimdr hiicrelerinde, weel miktarindaki artisa
bagli olarak G2 / M hiicre dongilisii durmasmi indiikledigi ve bu sekilde anti-timor
aktivitesini gosterdigi sdylenmistir (Rafi ve ark. 2002). Anti- karsinojen molekiil oldugu
bilinen Berberin (Diogo ve ark. 2011, Hur ve ark. 2009, Wang ve ark. 2010, Patil ve ark.
2010) ile indiiklenen promyelositik 16semi HL-60 hiicreleri ve murin miyelomonositik
16semi WEHI-3 hiicrelerinin her ikisinde incelenen hiicre hattinda, G2 / M-faz durmasini
indiikledigini, weel seviyelerinin artmasina bagli olarak bunu gerceklestirdigini
sOylemislerdir (Lin ve ark. 2006). Calismamizda, bu ¢alismalara uyumlu olarak gadd153
(CHOP), weel’ in istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli artisin1 (p< 0,01) ve p-ERK
ile p-JNK aktivitelerinin ise istatistiksel olarak anlamli azaldigini (p< 0,05) gézlemledik.
Melanom hiicrelerinin bortezomib ile tedavisinin hem apoptosis indiikleyici faktor (AIF)
hem de kaspaz-3'in aktivasyonuna bagli melanom hiicrelerinde apoptozu tetikledigi
bildirilmistir (Selimovic ve ark. 2012). Bir bitki steroidi olan diosgenin ile M4Beu
melanom hiicreleri igeren hiicre kiiltiirii hattindaki yapilan ¢alismada, western blot
analizi ile elde edilen apoptotik oran (Bax / Bcl-2), diosgenin isleminden sonra (kontrole
kars1 1,6 kat; p <0.05) arttigini, AIF artis1 ile kaspaz-3 i¢in (1.6-kat, p <0.01) artis
gozlendigini sdylemislerdir (Corbiere ve ark. 2004). Calismamizda meyan ekstraktinin
apoptotik orani (Bax / Bcl-2) kontrole karsi 11 kat arttigini (p <0.01), ayrica AIF artis1
(p<0.01) ile beraber kaspaz-3 seviyelerinde de 4.8 kat (p <0.01) artisa neden oldugunu
ve bu sekilde yukarida belirttigimiz ¢aligmalarla uyumlu bir sonu¢ gosterdigini
belirledik.

Anti-karsinojenik  etkiyi gerceklestiren apopitozisin, p-ERK ve p-JNK
aktivitilerindeki inhibisyonun, weel miktarindaki artisla beraber hiicre dongiisiiniin
durmast ve chop, kaspaz-3 ve AIF miktarlarindaki artisla DNA fragmantasyonu
gerceklesmesi, pro-apopitotik iiye olan bax miktarindaki artisa paralel anti-apopitotik iiye
olan bcl-2 miktarindaki azalmayla da desteklendigi goriilmiistiir. Calismamiz meyan
yapraklarindan elde edilen ekstrenin, B16F10 melanoma hiicrelerinde proliferasyonun
inhibisyonu ile birlikte apopitotik yolaklarin indiiksiyonunu saglayarak anti-karsinojenik

etkiyi olusturdugunu gostermistir.
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6. SONUC

Sonug olarak, gergeklestirdigimiz in vitro deneysel ¢alismada, meyan (G. glabra L.)
bitkisinin alkol ekstraktinin melanom hiicrelerine karsi potansiyel anti-timor aktivitesi
arastirilmistir. Bu calismada elde edilen sonuglar, G. glabra L. bitkisinin, alkol ile muamele
edilmis ekstraktlarinin, chop, kaspaz-3 ve AIF miktarlarindaki artigla DNA
fragmantasyonunu gercgeklestirdigini, bax miktarindaki artis ve bcl-2 miktarindaki azalma
ile de apopitozu indiikledigini ayrica, weel miktarindaki artigla beraber hiicre dongiisiiniin
durmasiin gergeklestigini ortaya koydu. Glycyrrhiza glabra L. bitkisinin alkolle muamele
edilmis ekstraktinin, potansiyel anti-timor aktivitesi, in- vitro olarak gézlemlendiginden
hareketle bu bitkinin anti-kanserojen etkisine dair ilave ¢aligmalar yapilmasi gerektigini
diistinmekteyiz. Glycyrrhiza glabra L. bitkisinin aktif bilesenlerini tanimlamak ve ayrica
ilave etki mekanizmalarmi ayrintilandirmak i¢in cesitli kimyasal ve farmakolojik
aragtirmalar yapilmasi, kanser onleyici ilag kesfine aday olan meyan (Glycyrrhiza glabra

L.) bitkisi i¢in ciddi onem arz edecegini diisiinmekteyiz.
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