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KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI

5-FU : 5-Florourasil

CRC : Kolorektal kanser

mMiRNA : Mikro RNA

IARC : Uluslararasi kanser aragtirmalari ajansi
HNPCC : Herediter nonpolipozis kolorektal kanser
TS : Timidilat sentaz

FAUMP : Fluorodeoksiuridin monofosfat
FAUTP : Fluorodeoksiuridin trifosfat

FUTP : Fluorodridin trifosfat

DGCR8 : DiGeorge syndrome critical region 8
B-CELL : B-huicre kronik lenfositik 16semi

KLL : Kronik lenfositik 16semi

UTR : Untranslated region

EMT : Epitelyal-mezenkimal gegis

ZEB > Zinc finger E-box binding homeobox
TGFp : Transforming growth factor beta
CDKN1B : Siklin bagimli kinaz inhibitorii 1B
RND3 : Rho family GTPase 3

CCND1 : Siklin D1

WHO : Diinya saglik orgiitii

NCI : ABD Ulusal kanser enstitust

ROS . Reaktif oksijen tlrleri

HPLC > Yiiksek performanslt s1vi kromatografisi
DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

FCR : Folin-Ciocalteu reaktifi

EIC . Ekstra iyon kromatogrami

ESI : Elektrosprey iyonizasyon

FBS . Fetal s1g1r serumu



DMSO
PBS
oD

Cl
cDNA
RT-gPZR
rrdT
DAM
DAB
Pl
7-AAD

- Dimetil siilfoksit

: Phosphate buffered saline

: Optik sansite

: Kombinasyon indeksi

: Komplementer DNA

. Ger¢ek zamanli-Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
: Rekombinant terminal deoksinukleotidil transferaz

: Diaminobenzidin

: Deoksiaminobenzidin

: Propidium iyodur

: 7-aminoactinomycin D
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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

Rheum ribes L. Bitki Ekstrelerinin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlarinda Antikanserojenik Etkisinin

Arastirilmast
Ilknur CINAR
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali

Doktora Tezi/KONYA-2018

Kanserin tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ilaglarin ciddi yan etkilere neden olmalar1 ve
tedavinin ileri dozlarinda kemodireng gelisimi nedeniyle alternatif yeni sitotoksik ajanlarmn
belirlenmesine yonelik ¢alismalar devam etmektedir. Bizim ¢alismamizda ise tilkemizin dogusunda
genis yayilis gosteren ve halk arasinda siklilikla tiiketilen Rheum ribes L. (Polygonaceae) bitki
tirtinlin CRC hiicre hatlar {izerinde antikanserojenik etkiye sahip olup olmadig: arastirilacaktir. Bu
bitki tard ile ilgili yapilan ¢aligmalar daha c¢ok fitokimyasal analiz ve antioksidan ve antibakteriyel
etkisinin degerlendirilmesine yonelik olup antikanserojenik etkilerinin molekiler diizeyde arastirildig:
herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

Calismamizda R. ribes’e ait kdk ve gdvde kisimlarindan 6 farkli ekstre elde edilmistir. TUm
ekstrelerin toplam fenolik, flavonoit madde miktarlari, antioksidan aktivitelerive HCT 116 ve HT-29
kolorektal kanser hiicreleri Uzerindeki sitotoksik etkileri belirlenmistir. Bu analizler sonucunda en
diisiik dozla en yiksek sitotoksik aktivite gdsteren ekstrenin kék metanol (KM) ekstresi oldugu
belirlenmis ve ¢alismaya KM ekstresi ile devam edilmistir. Sonrasinda KM ekstresinin kromatografik
analizle biyoaktif madde igerigi tespit edilmistir. KM ekstresinin, CRC’nin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan kemoterapi ajan1 5-FU ile kombinasyon dozlar1 izobologram analizi i¢in kanser hiicrelerine
uygulanmis ve kombinasyonun 1Cso dozunun her iki hicre iginde hafif sinerjizm gosterdigi
belirlenmistir. KM, 5-FU ve KM+5-FU’nun ICsp dozlarinin uygulandigi hiicrelerde miR-200 ailesi
(miR-200a/b/c ve miR-141) ve hedef genlerin (EMT ve invazyonla iliskili ZEB1, CDH1 (E-kaderin),
CDH2 (N-kaderin); apoptoz ile iligkili BCL-2, BAX, Kaspaz-3,7,8,9, CYCS (Sitokrom C), PPARG,
XIAP, FAS/CD95, FAP-1; hiicre dongiisii ile iliskili p53, p21, CDK4, CDK6, CCND1, CCND2,
CCND3, CDNKI1B, RND3; ve TGFB yolagiyla iligskili TGFB1, TGFBRI1, TGFBR2, SMAD2,3,4,7)
ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar gergek zamanli qPCR ile degerlendirilmistir. Morfolojik
dizeyde apoptoz, TUNEL ve Anneksin V analizi ile; hiicre dénglisi evrelerinin belirlenmesi, hiicre
dongisu analizi ile; hicrelerin invaziv karakterleri; invazyon testi ile BCL-2, ZEB1, GATA4 ve
FAS/CD95 proteinlerinin ekspresyon diizeyindeki farkliliklari ise ELISA yontemi ile belirlenmistir.

miRNA ekspresyon analizi sonuglarmma gore, her iki hiicre hattinda timor baskilayici
fonksiyon gosteren 4 miRNA’nin ekspresyon seviyesinde de anlamlh (p<0,05) artigin oldugu tek doz
grubu yalmiz KM’dir. Doz gruplarina gore; apoptoz, hiicre dongiisii, EMT ve TGFp yolagiyla iliskili
hedef genlerdeki anlamli artig ve azaliglar birlikte degerlendirildiginde, antiproliferatif ve apoptotik
etkinin tek bagma uygulanan 5-FU’ya gore KM ve KM+5-FU kombine gruplarinda daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Elde ettigimiz sonuglar, KM’nin miR-200a/b/c ve miR-141’in ekspresyonlarinda anlamli
artisa neden oldugunu;, BCL-2, ZEB1, GATA4 ekspresyonlarin1 baskiladigini gdstermisir. KM’ nin
tek basina ya da 5-FU ile kombine uygulamasinin, kanser hiicrelerinin tek basina 5-FU ile tedavisine
gore daha iyi yanit olusturdugunu diisiindtirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser, HCT 116, HT-29, invazyon, miRNA, Polygonaceae, Rheum ribes,

sitotoksite.
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Investigation Of Anticancerogenic Effect Of Rheum ribes L. Plant Extracts On Colorectal Cancer Cell
Lines.
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Doktora Tezi/KONYA-2018

Studies are continuing to identify alternative new cytotoxic agents as chemotherapeutic drugs
used in the treatment of cancer due to the serious side effects and chemo-dimer resistance in further
doses of the treatment. In our study, we will investigate whether Rheum ribes L. (Polygonaceae),
widespread in the eastern part of our country and a frequently consumed plant species by the
population, has anti-carcinogenic effect on CRC cell lines. Studies related to this plant species mostly
focuse on phytochemical analysis and estimation of antioxidant and antibacterial effects, and no
studies have been reported that investigated the anti-cancerogenic effects of this plant species at the
molecular level.

In our study, 6 different extracts were obtained from the root and stem parts of R.ribes. Total
phenolic and flavonoid contents, antioxidant activities, and cytotoxic effects of all extracts on HCT
116 and HT-29 colorectal cancer cells were determined. According to the results of these analyses, it
was found that, the extract which showed the highest cytotoxic activity at the lowest dose was the root
methanol (KM) extract, and hence, the study proceeded with the KM extract. Afterwards, the
bioactive content of KM extract was determined by chromatographic analysis. The combination of
KM extract with 5-FU, a widely used chemotherapeutic agent in the treatment of CRC, was a
dministered to cancer cells for isobologram analysis and it was determined that, the 1Cso dose of the
combination shows slight synergism in both cells. Differences in expression levels of the miR-200
family (miR-200a/b/c and miR-141) and target genes (EMT and invasion related ZEB1, CDH1 (E-
cadherin), CDH2 (N-cadherin); apoptosis related BCL-2, BAX, Caspase-3,7,8,9, CYCS (Cytochrome
C), PPARG, XIAP, FAS/CD95, FAP-1; cell cycle related p53, p21, CDK4, CDK6, CCND1, CCND2,
CCND3, CDNKI1B, RND3; and TGFp pathway related TGFB1, TGFBR1, TGFPR2, SMAD?2,3,4,7)
were assessed by real-time gPCR in cells in which ICsy doses of KM, 5-FU and KM+5-FU were
administered. Apoptosis at morphological level was determined by TUNEL and Annexin V analysis;
detection of cell cycle stages was determined by cell cycle analysis; invasive character of the cells was
determined by invasion test; and finally, the differences in the expression levels of BCL-2, ZEB1,
GATA4 and FAS/CD95 proteins were determined by ELISA method.

According to the results of miRNA expression analysis, the only dose group with a
significant increase (p <0,05) in the expression level of 4 miRNAs that showed tumor suppressor
function in both cell lines was KM alone. According to dose groups, when the significant increases
and decreases in the target genes associated with apoptosis, cell cycle, EMT and TGFp pathway were
evaluated together, anti-proliferative and apoptotic effects were found to be higher in the combined
groups of KM and KM+5-FU than the 5-FU alone.

Our results showed that, KM caused a significant increase in the expressions of miR-200a/b/c
and miR-141, and it suppressed BCL-2, ZEB1, GATA4 expressions, with this way. Thus, it has been

suggested that the administration of KM alone, or combined administration of KM with 5-FU result in
a better response than cancer cells treated with 5-FU alone.

Keywords: Anticancer, HCT 116, HT-29, invasion, miRNA, Polygonaceae, Rheum ribes,cytotoxicity
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1. GIRIS

Karsinogenez; tiimoriin olusumu, gelisimi ve devamliligindan olusan ¢ok
asamali bir siire¢ olarak tamimlanmaktadir. Bu siire¢ normal bir hiicrenin
transformasyonuyla  baglar,  hiperproliferasyonla = devam eder, biiyiime
baskilayicilarindan kacinir, programlanmis hiicre oliimiine (apoptoz) karsi direng
gosterir, invaziv ve anjiyogenik Ozellikler kazanir sonra metastatik lezyonlarin

olusumuyla son bulur (Northcott ve ark., 2018) .

Son zamanlarda yapilan epidemiyolojik c¢alismalar, bitkilerdeki fenolik
bilesiklerin yiiksek miktarda aliminin insanlarda diisiik kanser prevalansi ile iligkili
oldugunu gostermektedir (Ahmed ve ark., 2013). Hiicre dongisunin durdurulmast,
antiproliferasyon, karsinojen inaktivasyonu, apoptozun uyarilmasi, anjiogenezin
baskilanmasi, antioksidasyon ve coklu ilag direncinin azaltilmasi ya da tiim bu
mekanizmalarin kombinasyonu fenolik asitlerin kansere karsi etki mekanizmalarini
teskil etmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar kanser hiicrelerinin yan1 sira
saglikli hiicrelere de zarar verebilmektedir. Bu nedenle basta bitkiler olmak {izere
dogal kaynaklardan elde edilen, yan etki potansiyelleri diisiik ilaglarin arastirilmasi

giderek 6nem kazanmaktadir (Rasouli ve ark., 2016).

Kanserin tedavisi agir kemo-radyoterapi kurlerinin toksisitesi ve 0Ozellikle
kemoterapi ilaglarina kars1 gelisen direng nedeniyle basarisiz olmaktadir. Bu nedenle
ozellikle tedaviye bu sekilde yanmit olusturan hastalarda daha etkili terapotik
yaklasimlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Diyetle tiiketilen ve sifali bitkilerden elde
edilen baz1 fitokimyasallar yoluyla tlimor hiicresi Oliimiiniin uyarilmasi kanser
tedavisi aragtirmalari i¢in yeni ufuklar agmaktadir (Henkin ve ark., 2018). Kolorektal
kanserin tedavisinde en yaygin kullanilan ilaglarin baginda 5-FU (5-florourasil)
gelmektedir (Grem, 2000). Ancak tedavinin ilerleyen kiirlerinde tedaviye yanit
oldukga diisiik olmakla birlikte ilaca karsi direng de gelisebilmektedir (Cartwright,
2012). Terapotik etkinligi arttirmak, biyokimyasal modiilasyonu saglamak ve yan
etkileri azaltmak i¢in birden fazla kemoterapoétik ilag kombine halde kullanilmaktadir
(Ahmed ve ark., 2013). Yapilan c¢aligmalarla, zengin fitokimyasal kompleksleri
iceren Dbitkilerin, kemoterapotik ajanlarla  birlikte  kullanildigt  durumlarda



kemoterapotiklerin etkin dozunu diistirerek, yan etkilerinin azalmasinda etkili

olabilecegi gosterilmistir (Weidner ve ark., 2015).

Kanserin gelisiminde yer alan kritik mekanizmalardan biri de miRNA’lardir.
miRNA ekspresyonu ve islevindeki degisiklikler kanser siirecinin baslamasi,
ilerlemesi, onarimi, invazyonu, metastaz gibi bircok asamay: kontrol eder (Shen ve
ark., 2015). Bu nedenle toksik olmayan kemoprevetif ajanlarla, regllasyonu
bozulmus olan miRNA’larin hedeflenmesi kanser tedavisi igin umut vadeden bir

strateji olabilir.

Ulkemizde yetisen birgok bitki tiirii, cesitli hastaliklarin semptomlarini
hafifletmek icin halk arasinda kullanilmaktadir. Bu bitkilerin en yaygimn etkileri
antispazmotik, atikanserojenik ve deri hastaliklarina karsidir (Abu-Irmaileh ve Afifi,
2003). Rheum ribes L. tlrl de bircok ¢alismaya konu olmus Tiirkiye’de de yetisen
tibbi bitkilerdendir. Literatlirde, Polygonaceae familyasina ait R. ribes turtinden elde
edilen ekstrelerin tedaviye yanitin diisiik oldugu tiimor tiplerinden biri olan CRC

(kolorektal kanser) tizerindeki etkilerini ortaya koyan bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Literatiirdeki bu eksiklikten yola ¢ikarak mevcut ¢alismada R. ribes turinin
igerik ve fitokimyasal analizlerinin ardindan R. ribes ve 5-FU, kolorektal kanser
hiicre hatlarina hem tek basina hem de birlikte muamele edilerek, 3 farkli doz grubu
uygulamasinin antikanserojenik etkileri karsilastirilmistir. Ayrica, miR-200 ailesi ile
iligkili yolaklarin bu antikanserojenik etkilerin altinda yatan molekiler mekanizmalar

tizerindeki olasi roliiniin gesitli in vitro yontemlerle aragtirilmasi amaglanmuistir.



2. GENEL BIiLGILER

Kanser, hicrelerin anormal blyimesi ve bu hiicrelerin viicutta koken aldiklar
yerlerden diger bolgelere go¢ etmesi ile karakterize olan multifaktoriyel bir
hastaliktir (Alberts ve ark., 2002). Kanser diinya ¢apinda onemli bir saglik sorunu
olup, yuksek gelirli tlkelerde ikinci, gelismekte olan tilkelerde ise 3. sirada yer alan
6lim nedenidir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan yapilan
istatistikler, diinya ¢apinda 2017 yilinda yaklasik 14 milyon vakaya kanser teshisi

konuldugunu gostermistir (American Cancer Society 2012a).

Doku kokenlerine gore siniflandirilmis  100'den fazla kanser tiri
bulunmaktadir. Karsinomlar; epitelyal hicrelerden, lenfoma; lenfatik sistem
hlcrelerinden, sarkomlar; kemik ve kaslar gibi mezodermden, adenokarsinomlar ise
meme gibi glandiiler dokudan koken alan kanser tiirleri olarak tanimlanmaktadir
(Alberts ve ark., 2002). Kanser, i¢ ve dis olarak ayrilan c¢esitli faktorlerden
kaynaklanabilir. i¢ faktorler; DNA replikasyonu sirasinda ortaya ¢ikabilen genomik
instabilite ve mutasyonlar, dis faktorler ise ultraviyole, diyet ve sigara kullanim1 gibi

cevresel etkenleri icermektedir (American Cancer Society, 2012b).

Hanahan ve Weinberg (2011), kanserin temel 6zelliklerini tanimlamiglardir.
Bu Ozellikler arasinda, proliferatif sinyalizasyonun siirekliligi, onkogenlerin
ekspresyonu, hiicrelerin apoptozdan kagisi, smirsiz hiicre bolinmesi, uyarilmig

anjiyogenez, timaor invazyon ve metastaz yer almaktadir (Sekil 2.1).



Proliferatif Sinyalizasyonun
Strekliligi

Hicrelerin Apoptozdan

Onkogenlerin Ekspresyonu
Kagist

Uyanhms Anjiyogenez Timér Invazyon ve Metastaz

Smirsiz Hiicre Bolinmesi

Sekil 2.1: Kanserin temel 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011)

Tiimorler, gé¢ durumlarina gére benign veya malign olarak siniflandirilabilir.
Benign-primer tiimorler, spesifik bir dokudan koken alan ve farkli yerlere gog
etmeyen, sessiz bir halde biriken anormal hiicrelerden olusur (Adams ve ark., 2010;
Teiten ve ark., 2010). Bununla birlikte, malign ttmorlerin sekonder timor
gelistirmek igin primer bolgeden goc ederek; etkilenen dokularn, ekstraseliler

matriks (ECM), kan, lenf ve endotelinden gectigi bilinmektedir (Pecorino, 2012).

2.1. Kolorektal Kanserin Epidemiyolojisi

2.1.1. Insidansi

Kolorektal kanser (CRC), gelismis iilkelerde erkek ve kadinlar i¢in kanser
mortalitesinin en yaygin ikinci nedenidir (Xu ve ark., 2006). Her yil bir milyonun
tizerinde yeni kanser vakasi ve yarim milyondan fazla dlimle diinya ¢apinda en
yaygin goriilen liglincii siradaki kanser tiiriidiir (Jemal ve ark., 2011; Siegel ve ark.,
2017). Batili yasam tarzi, sanayilesme ve kentlesme CRC’nin insidansi ile dogrudan
iliskili olup, erkeklerde bu oranlar kadinlardan daha yiiksektir (Tenesa ve Dunlop,
2009; Labianca ve ark., 2010).



2.1.2. Risk Faktorleri

Yapilan gog¢ calismalarinda, CRC igin risk faktorlerinin en 6nemlilerinin
cevresel oldugu gosterilmistir. Popiilasyonlar disiik riskli yerlerden, ylksek riskli
bolgelerde (6rnegin Japonya'dan ABD'ye) goc ettiklerinde, ilk nesil gé¢cmenlerde
CRC gelisiminin artig gosterdigi belirlenmistir (Marchand, 1999). CRC goriilme
sikligindaki artig; beslenme aligkanliklari, obezite ve sigara kullanimi gibi eksojen
faktorlerden kaynaklandigini gostermektedir (Le Marchand ve ark., 1997). Tim bu
veriler degerlendirildiginde CRC'nin etiyolojisinde diyetin ¢cok onemli bir faktor
oldugu goriilmektedir. Diyet disindaki diger risk faktorleri ise sigara kullanimu,
genetik faktorler, metabolik sendrom, ileri yas ve diger kolorektal hastaliklardir
(Labianca ve ark., 2010).

Tum kanser turleri icin ana risk faktoru ileri yastir: CRC'nin %90'inin 50
yasindan sonra ortaya ciktigi (Sidney, 1999) ve hastalarin yaklasik %70'inin 65
yasin tizerinde oldugu bilinmektedir (Labianca ve ark., 2010). Bu durum, CRC'nin
cogunlukla sporadik olarak gelistigini gostermektedir. Tanimlanmis genetik faktorler
CRC vakalarinin sadece %?5'lik diliminde gozlenirken (Kwak ve Chung, 2007),
hastalarin sadece yaklasik %1'inin inflamatuvar bagirsak hastaligindan muzdarip
oldugu ve yiiksek risk altindaki kisilerin %20'sinde ise, tanimlanmig bir genetik

yatkinlik olmaksizin ailede CRC 6ykiisii oldugu belirlenmistir (Sidney, 1999).

CRC i¢in tamimlanmis genetik risk faktorleri arasinda; ailesel adenomattz
polipozis (FAP) (Half ve ark., 2009), Lynch sendromu (Gala ve Chung, 2011) ve
FAP’mn alt tipi olarak kabul edilen Gardner sendromu (Gomez ve ark., 2009) yer

almaktadir.

FAP sendromu tiim CRC vakalarmin yaklasik %1'ini olusturur ve hastalarda
cogunlukla 40 yasindan 6nce adenokarsinomla birlikte ortaya ¢ikar. Bu nedenle, FAP
hastalar1 i¢in erken yaslarda profilaktik kolektomi onerilmektedir (Vasen ve ark.,
2008). Sendromun tanisi, 100'den fazla polip, ailesinde hastalik 6ykust, APC
genindeki mutasyonlarin varligina dayanmaktadir. APC genindeki mutasyon tipine
bagl olarak, akut ile hafif polipoz formunda farkli fenotipler ortaya ¢ikabilir. APC
geni, morfogenler yoluyla embriyojenezden sorumlu olan WNT yolaginin 6nemli bir
dizenleyicisidir. APC genindeki mutasyonlar sporadik kolorektal kanserlerin
yaklagik %60-80'inde gorilmektedir (Waller ve ark., 2016).



Gardner sendromu, APC genindeki iki mutasyondan kaynaklanan FAP'in
nadir  gorilen fenotipik  bir varyantidir.  Gardner hastalarinda  kolon
poliplerininyanisira osteomalar, epidermoid Kistler, fibromlar, desmoid ve tiroid
tiimoriigibi farkli tiimorler de eslik etmektedir. Hastalik tedavi edilememekte ve

yasam sUresi 35-45 yil arasinda degismektedir (Witold ve ark., 2018).

Lynch Sendromu olarak da bilinen Herediter Nonpolipoz Kolorektal Kanser
(HNPCC), %2-4'lik bir oranla kolorektal kanserle ile iligkili en yaygin genetik
sendromdur. Bu sendrom embriyonik DNA onarim genlerindeki (PMS2, MSH2,
MSH6, MLH1) mutasyonlarin sonucu olup,otozomal dominant kalitim
gostermektedir. Bu sendromun Kkarakteristik diger bir ozelligi de mikrosatellit
instabiliteyeneden olmasidir. Mikrosatellit instabilitesininise hastaligin tanisi igin

onemli bir belirte¢ oldugu bilinmektedir (Barrow ve ark., 2013).
2.2. Kolorektal Kanserin Prognozu

Hastaligin sagkalim orani, timoriin bagirsak duvari boyunca penetrasyonu ve
nodal tutulumunun dereceleri gibi tiimor gelisiminin evrelerine baglidir (Tenesa ve
Dunlop, 2009). CRC hastalarinda 5 yillik sagkalim oran1 %5'ten az oldugu i¢in erken
teshis oldukg¢a 6nemlidir (Coleman ve ark., 2003). Tedavi edilmeyen ileri evre CRC
hastalarinda ortalama sagkalim siresi 5-6 ay civarindadir. Sadece 5-florourasil (5-
FU) bazli kemoterapi ile bu stre 10-12 ay civarinda iken; 5-FU
irinotekan/oksaliplatin kombine uygulamasinda sagkalim siiresi 18-24 aya kadar
yukselmektedir. Tedaviye yanit oranlari, ayrica semptomlarin varligina ve hastaligin

derecesine bagli olarak degisiklik gostermektedir (Labianca ve ark., 2010).
2.3. Kolorektal Kanserin Tedavisi

Kolorektal kanser hastalar1 i¢in uygulanan tedavi, timorin biiyiikligiine ve
penetrasyon derecesine gore belirlenen hastalik evresine bagli olarak degisiklik
gosterir. Tavsiye edilen evreleme sisteminde TNM kategorileri kullanir (Tablo 2.1)
(Walther ve ark., 2009). TNM siniflandirmasi Klinik (6n tedavi, cTNM) ve patolojik
(ameliyat sonrasi histopatolojik, pTNM) smiflandirmay1 igerir. Tedavi se¢imini
aciklayan smiflandirma ise cTNM olarak tanimlanmaktadir. TNM siniflandirmasi ile

timorin evresi belirlenebilmektedir (Tablo 2.1).



Tablo 2.1: TNM simiflandirmas: (Labianca ve ark., 2010)

Evre T evresi N evresi M evresi | 5-yillik sagkalim
(%)
I TlyadaT2 NO MO 93.2
la T3 NO MO 84.7
lib T4 NO MO 72.2
Ila TlyadaT2 N1 MO 83.4
b T3yadaT4 N1 MO 64.1
Iic Herhangi bir T N2 MO 44.3
\Y/ Herhangi bir T | Herhangi bir N M1 8.1

*T kategorileri, kolon duvarinin katmanlari boyunca yayilma derecesini, N Kategorileri lenf
diigiimleri ve M kategorileri metastazin gelisip gelismedigini tanimlamaktadir.

Timor sadece bagirsakta lokalize oldugunda, CRC genellikle tedavi
edilebilirdir. Tiimoriin bagirsakta lokalize oldugu hastalarda ( | / Il. evre) cerrahi
temel tedavidir ve hastalarin yaklasik % 50'sinin tedavisinde etkilidir. Cerrahinin
amaci, ilgili bagirsak segmentinin ve lenfatik drenajinin genis bir rezeksiyonudir.
CRC’in tedavisindeki en biiyilk sorun ve en sik goOrilen 6lim nedeni, cerrahi
miidahalenin ardindan kanserin niikks etmesidir. Adjuvan (postoperatif) terapi, niiks
riskini azaltmak icin ameliyat sonrasi verilen sistemik tedavinin butinGdar.
Uygulama, hastalarin kanser evrelerine bagli olarak degisiklik gosterir (Labianca ve

ark., 2010).

Timor  kiigiik oldugu ve heniiz mukoza tabakasia niifuz etmedigi erken
evrede (Evre I) teshis edildiginde, hastalara kiratif cerrahi rezeksiyonuyla miidahale
edilir. Lenf bezi tutulumunun olmadig: ve kas duvarina lokal yayilimimn gerceklestigi
evre Il hastalarinin tedavisinde cerrahi ya tek bagma ya da 5-FU bazli adjuvan
kemoterapi ile birlikte uygulanir. Tek bagina cerrahi rezeksiyon uygulanan evre I
hastalarinin 5 yillik sagkalimi yaklasik %75 olup, sadece %25'inin potansiyel olarak
adjuvan kemoterapiden fayda saglayabildigi bilinmektedir. Yakin lenf nodu tutulumu
(Evre 111) ile ya da uzak organlara nadir gorulen metastaz (Evre 1V) ile karakterize
olan hastaligin en ileri agsamalarinda, mevcut tedavi paradigmasi1 5-FU adjuvan bazli

kemoterapinin ardindan cerrahi rezeksiyondur (Hector ve Prehn, 2009).

Ileri evreli kolorektal kanserin kemoterapi tedavisinde, 5-FU en yaygin
kullanilan ajanlardandir (Curreri ve ark., 1958). 5-FU, aktif bir metabolite
dontistiirilen ve timidilat sentaz (TS) ile kararli bir kompleks olusturarak DNA ve
RNA sentezini ve tamirini inhibe eden bir molekildir (de Gramont ve ark., 1997).

Ancak tedavide 5-FU tek basina uygulandiginda, %10-15 gibi basarisiz sayilabilecek



diisiik bir cevap oranmi elde edilebilmektedir. Yakin zamanlarda ise tedavide daha
biiyiikk basarilar elde edebilmek icin primer bilesen 5-FU olacak sekilde cesitli
kombine uygulamalar denenmeye baslanmistir (Goldberg ve Gill, 2004; André ve
ark., 2004).

5-FU en yaygin olarak ilacin TS'ye baglanmasini stabilize eden Leucovorin
(yani folinik asit) ve Irinotekan (DNA onarimini ve muhtemelen TS'nin downregiile
edilmis ekspresyonunu engelleyen bir topoizomeraz inhibitdrii) ile kombine halde
kullanilmakta ve genellikle FOLFIRI (folinik asitten FOL, 5-FU'dan F ve
Irinotekan'dan  IRI) olarak adlandirilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda bu
kombinasyonun, gelismis tiimor kontrolii ve uzun siireli sagkalim dahil olmak tizere
bir ¢ok klinik olumlu yanitlar sergiledigi belirlenmistir (Saltz, 2000; Douillard ve
ark., 2000). Oxaliplatin ile kombine edildiginde siklikla FOLFOX (Oxaliplatin‘den
OX) olarak adlandiriimaktadir. Oksaliplatin ve Irinotekan, hiicre hasarinin
durdurulmasia ve/veya apoptozun indiiklenmesine yol agan DNA hasar cevabinin

uyarilmasiylasitotoksik etkilerini gostermektedir (Goldberg ve Gill, 2004).

Mevcut FOLFIRI ve FOLFOX kombinasyonlar: ile ilgili temel endise,
diyare, bulant1 ve norotoksisite gibi yan etkileri gésteriyor olmalaridir (Falcone ve
ark., 2007; Ramanathan ve ark., 2003). Hastalar FOLFOXIRI kombinasyonu ile
tedavi edildiklerinde, FOLFIRI tedavisine kiyasla artis gosteren fakat genel olarak
yonetilebilir toksisitelere ragmen daha iyi yanit oranlar1 elde edilmistir (Anon, 1995;
Falcone ve ark., 2007; Montagnani ve ark., 2010). Bu tiir yan etkilerin dezavantaji,
hastaligin tedavisinde gesitli sinirlamalara yol agmalaridir. Bu nedenle yeni terapotik
stratejilerin arastirtlmasinin 6nemli nedenlerinden biri, bu yan etkilerin azaltilmasinin
yaninda tedavinin etkinligini arttirmaktir. Tedavide Oxaliplatin ve irinotekanin 5-FU
ile kombine wuygulanmasi, 5-FU’nun tek basina uygulamasinin %210-15'lik
(Giacchetti ve ark., 2000) yanit oranlarini %40-50'ye ¢ikarmistir (Douillard ve ark.,
2000). Bu nedenle terapi ve ilaca karst direncin geri dondiiriilmesi amaciyla yeni

stratejilerin gerekli oldugu anlasilmistir (Zhang ve ark., 2008).

Kemoterapotik ajanlara karsi gelisen direng (hem intrinsik hem de edinilmis),
cerrahi sonrasi hastalarin en 6nemli 6lim nedenlerinden biri olmaya devam
etmektedir. Bu durum, kolorektal kanser hicrelerinde 5-FU duyarliliginin ve

direncinin belirleyicilerinin anlasilmasini gerektirmektedir. Bu nedenle, kolorektal



kanser hastalar1 i¢in hastaya Ozel tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde 5-FU
kaynakli hiicre 6limiiniin anahtar mekanizmalarinin belirlenmesi buylk bir 6nem
tasimaktadir. Buna gore, hastalarin 5-FU tedavisinden yararlanma olasiliklarinin olup
olmadigmi veya farkli bir kombinasyon tedavisinin daha basarili olup olmadigini

belirlemek igin tarama yapilmasi gerekmektedir (Jianming ve ark., 2017).

5-FU, DNA (timin) ve RNA (urasil) pirimidin molekdlleri ile benzer bir
yapiya sahip heterosiklik aromatik organik bilesiktir. Bu yapi, C-5 konumunda
hidrojen yerine bir flor atomuna sahip bir urasil analogudur (Sekil 2.2). 5-FU
niikleosit metabolizmasina miidahale ederek DNA ve RNA’ya dahil olabilmektedir.

Bu yapisindan dolayi sitotoksiteye ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Rutman ve
ark., 1954).

O O O

H,C
o o O

5-FU Urasil Timin

Sekil 2.2: 5-FU, Urasil ve Timin’in kimyasal yapis1 (Longley ve ark., 2003)

2.3.1. 5-FU’nun Etki Mekanizmasi

Memeli hiicrelerinde 5-FU, hiicre i¢inde birkag aktif metabolite doniistiiriiliir.
Bunlar; fluorodeoksitridin monofosfat (FAUMP), fluorodeoksiuridin trifosfat
(FAUTP) ve fluorouridin trifosfat (FUTP). 5-FU'nun aktif metabolitleri RNA
sentezini (FUTP) bozar, nikleotid sentez enzimi olan timidilat sentaz (TS)’in
(FAUMP) etkisini inhibe eder ve ayn1 zamanda DNA'ya (FAUTP) dogrudan yanlis
olarak da eklenebilir (Wyatt ve Willson, 2009) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: 5-FU'nun etki mekanizmasi

Deoksinukleotid havuzunda ki dengesizliklerin DNA sentezini ve onarimini
ciddi sekilde bozdugu ve Oliimciil DNA hasarina yol agtigr diisiiniilmektedir
(Yoshioka ve ark., 1987; Houghton ve ark., 1995). 5-FU metaboliti florodeoksitridin
trifosfatin (FAUTP) DNA’nin yapisina yanlis bir sekilde katilmasi durumunda,
urasil-DNA-glikozilaz (UDG) enzimi araciligiyla eksizyon onarim mekanizmasinin
aktiflesmesi ile urasil ve 5-FU’in DNA’nin yapisindan uzaklastirilmas: saglanir. Bu

durum DNA’da kirllmalara ve hiicre 6liimiine neden olur (Lindahl 1974).

Sinyal yolaklari, DNA hasarini takiben, hasarin onarimu igin hiicre déngusinu
durdurmak tizere gelismistir ve sadece onarim tamamlanmadiginda (DNA hasar1 ¢ok
fazla oldugunda) hiicrelerde o6liim yolaklar aktiflesecektir. 5-FU metaboliti olan
FUTP ayrica RNA'ya da yogun olarak dahil edilerek, RNA islemlerini bozmaktadir.
Elde edilen bulgulara gore, bu metabolitin RNA bazli etkilerin sitotoksisitesinde de
onemli bir rol oynadig1 belirlenmistir. Bir kanser hiicresinin DNA'y1 onarmas1 veya
hiicre oliimiinii baglatabilme kapasitesi, 5-FU gibi DNA hasarini indiikleyen
kemoterapétik ilaglara karsi direnci ya da duyarliligimi belirleyebilir (Pritchard ve
ark., 1997).
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2.4. Kanserin Gelisiminde mikroRNA’larin Rolii

2.4.1. mikroRNA’larin Kesfi ve Adlandiriimasi

mikroRNA'lar (miRNA'lar), gen ifadesinin transkripsiyon ve transkripsiyon
sonrasi diizenlemesinde islev goren, uzunluklar1 22-24 nikleotid olan kiguk ve
kodlamayan RNA molekiilleridir. Kiigiik kodlamayan RNA'lar (lin-4 ve Let-7), ilk

olarak Caenorhabditis elegans (C. elegans)'da tanimlanmsitir (Lee ve ark., 1993).

Daha sonra yapilan calismalarla miRNA’larin virlislerden (Pfeffer ve ark.,
2004) memelilere (Lagos-Quintana ve ark., 2001) kadar bircok organizmada
bulundugu kesfedilmistir. Belirlenen miRNA’larin listelendigi ortak bir veri tabani
kullanilmaktadir (http://www.mirbase.org/). miRBase'in en guncel suriiminde
(miRBase surim 21), 206 tirden 24.521 miRNA yer almaktadir. Bunlarin 2.588'i ise
insana aittir (Kozomara ve Griffiths-Jones, 2014). miRNA’lar gelisimsel zamanlama,
embriyogenez, hiicre farklilagsmasi, organogenez, metabolizma, apoptozis gibi
biyolojik siireclerde ve kanserin de yer aldigi bircok hastalikta Onemli rol

oynamaktadir (Shah ve Calin, 2014).

miRNA'lar insan genomunun sadece %1-3"inii olustursalar da, insan
genlerinin %30-40’m1 diizenledikleri one siiriilmiistir (Carthew ve Sontheimer,
2009). Kesfedildikleri giinden bu yana, insanlarda 2000'den fazla miRNA
tanimlanmistir ve bu say1 artmaya devam etmektedir (Nugent ve ark., 2012). Kisa
bir siire icinde ¢ok sayida miRNA kesfedilmis oldugundan, isimlendirilmeleri i¢in
oldukca katr kurallar belirlenmistir. Ilk ii¢ harf organizmayi temsil eder (6rnegin hsa-
miR-379, Homo sapiens miR-379). miRNA'larin numaralandirilmasi ise
kesfedildikleri sirayla iligkilidir. miR-121a veya miR-121b gibi harfli ekler, yakindan
iligkili olduklar1 miRNA'lar1 ifade eder. Eger 2 miRNA ayni prekiirsorden kdken
aliyorsa, prekirsoriin 5'kolundan olusan miRNA; miR-149-5p, 3' kolundan olusan ise
miR-149-3p olarak adlandirilir. Let-7a gibi bazit miRNA isimleri tarihsel nedenlerle
korunmustur (Kozomara ve Griffiths-Jones, 2014).
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2.4.2. miRNA Biyogenezi

RNA polimeraz Il veya Il tarafindan, nikleusta miRNA genlerinden primer
(Pri) miRNA'lar transkripte edilir. Pri-miRNA'lar 3-4 kb uzunlugunda, tek iplikli ve
en az bir stem-loop igeren karmasik bir ikincil yapiya sahiptir (Rodriguez ve
Griffiths-Jones, 2004).

Pri-miRNA’lar DGCRS8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8) ve
DROSHA enzimlerinden olusan mikroislemci kompleks araciligiyla 70-90 niikleotid
uzunlugundaki bir/birden fazla pre-miRNA (prekiirsér-mikroRNA)’lara doniistiiriiliir
(Lee ve ark., 2003, Gregory ve ark., 2004).

Pre-miRNA’lar EXPORTIN-5 olarak adlandirilan 6zel tasiyict proteinler
araciligiyla gekirdekten sitoplazmaya transfer edilir. pri-miRNA’larin exportin-5
tarafindan taninmalarin1 saglayan hairpin yapisini i¢eriyor olmalar1 ise bu basamagin

gerceklesmesini saglayan kritik asamadir (Murchiso ve Hannon, 2004).

Pre-miRNA’nin ileri islenme basamagi sitoplazmik RNaz Il enzimi olan
DICER tarafindan sitoplazma igerisinde gerceklestirilir. Dicer enzimi pre-miRNA’y1
20-25 nt uzunlugundaki ¢ift iplikli olgun miRNA dubleksine doniistiiriir. Sonugta ¢ift
iplikli yapida yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda bir molekiil olusur. miRNA
dubleksi dicer’in helikaz domaini ile acilir. Ipliklerden biri kilavuz (guide) iplik
olarak adlandirilir. Bu iplik miRNA aracili RNA baskilanmasinda kullanilir. Tkinci
iplik ise antisense iplik ya da yolcu (passenger) iplik adini1 alir (Bartel, 2004; Wahid
ve ark., 2014).

Olgun miRNA ile hedef mRNA’y1 bir araya getirmek icin RISC (RNA-
indiikklenmis susturucu kompleks) kompleksi gereklidir. RISC kompleksinin
sekillenebilmesi i¢cin TRBP (transactivation-responsive RNA-binding protein),
PACT (PKR activating protein), AGO (Arganaute) proteinlerinin bir araya gelmesi
gerekmektedir (Schwarz ve ark., 2003). Sadece Kesilmis ara dubleksin olgun
mIiRNA zinciri (kilavuz zincir olarak da tanimlanir) RISC kompleksine girer ve
stabilize edilir. Antisense miRNA zinciri ve prekiirsér yapmin geri kalani ise
degrade olur (Lowery ve ark 2008, McDermott ve ark 2011)(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: miRNA biyogenezi

2.4.3. miRNA ve Kanser

Ik olarak hayvanlarda kesfedilen miRNA’larin hiicre biiyiimesi, sagkalim ve
apoptozun kontroliinli sagladig1 belirlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak kanser
gibi proliferatif hastaliklarin olusumunda miRNA regiilasyonu bozukluklarin katkisi
olabilecegi disiiniilmektedir (Wahid ve ark., 2014).

miRNA’lar ve kanser arsindaki baglanti ilk kez Calin ve ark. (2002),
tarafindan belirlenmistir. insanda 13q14 kromozom bélgesinde, miR-15a ve miR-16-
1’1 kodlayan miRNA genleri yer almaktadir. B hiicre kronik lenfositik 16semili (B-
CELL) hastalarin ¢ogunda bu iki miRNA’nin azalmig ekspresyonuyla sonuglanan
iligkili miRNA’larin yer aldigi lokuslarda spesifik translokasyon ya da delesyon
oldugu gosterilmistir. Daha sonra yapilan caligmalarda ise bu miRNA’larin KLL
(Kronik lenfositik 16semi) hastalarinda, anti-apoptotik BCL-2 proteinini hedefledigi
belirlenmistir. Insan miRNA’larmimn haritalandig1 ¢alismalarla, cogunun genomdaki
frajil bolgelerde lokalize oldugu ve miRNA seviyelerindeki degisikliklerin tiimor
hiicrelerinde oldukga yaygin bir defect olabilecegi gosterilmistir (Zhang ve ark.,
2006, Zhang ve ark., 2007).
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Tidm genom boyunca yapilan analizler, miRNA ekspresyon profilinin gesitli
insan tlimorlerini siniflandirmak i¢in yeterli olabilecegini ortaya koymustur. miRNA
profilleri aslinda belli bir kanserin farkli alttiplarini hatta spesifik onkogenik
anormaliteleri bile ayirt edebilmektedir. miRNA’lar birgok hastaligin biomarker’1
(belirteci) olarak da tanida kullanilabilmektedir (Lu ve ark., 2005). Tumor
gelisiminde miRNA’larin etkisi geride biraktiimiz son 15 yilda detayli olarak
incelenmistir. Birbirinden farkli miRNA’lar timor baskilayict ya da onkogenik
potansiyeli olan 06zgin protein seviyelerini dlzenleyerek onkogenik ya da

timOrbaskilayici gen gibi hareket edebilmektedirler (Chang ve ark., 2008).

Daha sonra yapilan c¢aligmalarda, c¢esitli insan kanserlerinde miRNA’larin
Onemli rollerinin oldugu gosterilmistir. Normal dokularla karsilastirildiginda
timdrlerde belli miRNA’larin seviyesi bariz artis ya da azalma gostermektedir.
miRNA’larin ¢ogunlukla frajil bolgeler ve kirik nokta alanlarinda yerlesmis olmasi
timor gelisimi ve metastazinda onemli rol oynadiklarini ortaya koymaktadir.
miRNA’lar hedef genlerinin tiimor olusumundaki rollerine dayanilarak onkogenik
ya da tiimor baskilayict miRNA’lar olarak isimlendirilebilir. Yani onkogenleri hedef
alan miRNA’lar, timor olusumunu onkogenleri baskilayarak engeller ve bu nedenle
timor baskilayict olarak adlandirilirken; onkogenik miRNA’lar da tiimor baskilayici
genlerin inhibitorleri olarak tanmimlanmaktadir. Cesitli kanser vakalarinda
ekspresyonlar1 artan onkogenik miRNA’lar onkomiR olarak isimlendirilirler ve
timor baskilayict ya da hiicre farklilasmasini kontrol eden genleri etkileyerek timor

gelisimine neden olurlar (Xing ve ark., 2014).

Normal dokularda uygun miRNA’nin hedef mRNA iizerindeki eslenik diziye
baglanmasi, mRNA stabilitesini degistirerek yada protein translasyonunun
engelleyerek hedef gen ekspresyonunun baskilanmasina yol agar. Tum bunlar
hiicresel biiyiime, gelisme, farklilasma ve hiicre Oliimiiniin normal diizeyde

devamliligiyla sonuglanir, yani denge korunur (Kerscher ve Slack 2006).

Tiimor bakilayici fonksiyon gosteren bir miRNA’nin azalmasi ya da
delesyonu (downregulasyonu) tiimér olusmuna yol acar. Olgun miRNA
seviyesindeki azalma ya da tamamen yoklugu durumunda miRNA biyogenez
basamaklarinda defektler olusabilir, bu da onkogen {iriinii olan mRNA’larin

translasyonuyla sonuglanir. Tiim bunlar ¢ogalma, invazyon ve anjiyogenezin artist,
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apoptozun azalmasi ve doku farklilasmasinin da yer aldig1 tiimor olusumuna yol acar

(Blandino ve ark., 2014).

Onkogen olarak fonksiyon gosteren bir miRNA seviyesindeki artis da timor
olusumuyla sonuglanabilir. Bu durumda uygunsuz doku ve zamanda miRNA
ekspresyonundaki artis, miRNA ve hedef tiimor baskilayict gen ekspresyonunu
baskilar. Tiim bu kosullar kanser gelisimine yol acar. Yapisal olarak aktif bir
promotorun etkisi altindaki miRNA geninin ekspresyonunun artisiyla olgun miRNA
amplifikasyonu, artan miRNA islenmesi ya da miRNA stabilitesi etkilerine neden
olur. Her iki durumda da ortaya ¢ikabilecek sonuglar: artan proliferasyon, invazyon
ya da anjiogenez, azalmis apoptoz ve farklilasamayan dokulardir. Tim bunlarin

sonucunda tiimor olusumu gergeklesir (Chen ve ark., 2014).
2.5. Kanserin Tanist ve Prognozunda miRNA’larin Rolii

Timor tiplerinin embriyonik ve gelisimsel orjinlerinin belirlenmesinde
mMIRNA ekspresyon profillemenin daha kesin ve duyarli sonug verdigi ve bu nedenle
timor siniflandirmasinda bir biomarker olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur
(Lu ve Deutsch, 2005). Rosenfeld ve ark. (2008), yaptiklar bir ¢alismada da 22 farkli
timor tipinde yapilan miRNA ekspresyon profillemeyle %90’ {izerindeki

dogrulukla dokularin kdkenlerine gore siniflandirabilecegini ortaya koymuslardir.

miRNA’larin kanser prognozunda da rol oynadigi kanitlanmis olup,
hastalarin metastatik akibetlerinin tahmin edilebilmesi i¢in de kullanilabilecegi ileri
stiriilmiistiir (Pencheva ve Tavazoie, 2013). Png ve ark. (2012),’nin yaptiklar1 diger
bir calisjmada da meme kanserinde miRNA ekspresyon profili degisikliginin
metastatik siiregle iligkili oldugu ve kanser prognozunun belirlenmesinde etkili bir

biomarker olarak kullanilabilecegi gdsterilmistir.

2.5.1. miR-200 Ailesi

Bes iiyeden olusan miRNA-200 ailesinin (miR-200a, miR-200b, miR200c,
miR-429 ve miR-141), homeostazin diizenlenmesi i¢in olduk¢a dnemli rolere sahip
oldugu bilinmektedir. miR-200 ailesi yer aldiklar1 kromozomal lokasyonlara
dayanarak iki kiimeye ayrilabilir. miR-200a, miR-200b ve miR-429’u iceren miR-
200b/a/429 kumesi; 1p36 kromozom bdlgesinde, miR-200c ve miR-141 igceren miR-
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200c/141 kiumesi ise ve 12pl13 kromozom bolgesinde yer almaktadir (Sekil 2.5)
(Korpal ve Kang, 2008).

miR-2000 R 1.167.104- o

1167198
o . 6,963,699
e miR-200¢ . 6,963,766

miR-200a 1.167,963-
1.167.952

™ 6,964.097-
\ . 964,
iRl I 6.964,191

T miR-429 1.169,005- 4
1,169,087 .,
., ,

Kromozom 12

Kime 1 "
1p36.33 Kiime 2
12p13.31

Eromozom 1

Sekil 2.5: miR-200 ailesine ait iki klimenin iki farkli kromozom Uzerindeki yerlesimleri

Bilindigi tizere miRNA biyolojisinde hedef genlerin 3° UTR (untranslated
region)’leri ile esleniklik gosteren miRNA’larin 5° baglanma bdolgesinde yer alan
seed-gekirdek-tohum dizileri, miRNA aracili gen ekspresyonu iizerinde 6nemli bir

rol oynar (Lewis ve ark., 2005).

Bir miRNA ailesinin iiyeleri, yiiksek oranda kronmus seed-gekirdek-tohum
dizileri icerir ve benzer cekirdek dizileri tasiyan miRNA'lar ayn1 hedef gen
profillerini paylasabilir. miR-200 ailesi Uyeleri i¢in, sadece bir nikleotit farki olan iki
tip ¢ekirdek dizi tanimlanmaktadir. miR-200b, miR-200c ve miR-429 kiimesinde
ortak olan gekirdek dizide, AAUACUG, miR-200a ve miR-141 kiumesinde ortak
olan cekirdek dizide ise, AACACUG niikleotidleri yer almaktadir (Humphries ve
Yang, 2015) (Sekil 2.6).
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Cekirdek
Dizi

miR-200b [UJAAUACUG |CCUGGUAAUGAUGA
Grup 1 miR-200c |[U[AAUACUG |CCGGGUAAUGAUGGA
miR-429 | JAAUACUG [UCUGGUAAAACCGU

miR-141 U AACACUG [UCUGGUAAAGAUGG

Grup 2 i
P miR-200a |[UAACACUG [UCUGGUAACGAUGU

Sekil 2.6: Olgun miR-200 ailesi tiyelerinin nikleotid dizileri

miR-200 ailesi ve insan saghgi arasindaki iligskiyi gosteren ilk calismayla
olfaktor norogenezde, miR-200 ailesinin 6nemli rol oynadigi belirlenmistir (Choi ve
ark., 2008). Sonrasinda yapilan ¢aligmalarla, miR-200 ailesi Uyelerinin, bir¢ok insan
malignitelerinde anormal diizeyde cksprese olmasi nedeniyle, karsinojenezin tim
asamalarindaki timor patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. miR-200 ailesi,
EMT (epitelyal-mezenkimal gegis) siirecinde rol oynayan E-cadherin, ZEB1 ve
ZEB?2 genlerini transkripsiyonel seviyede dogrudan baskilayarak EMT’nin anahtar
inhibitorleri olarak fonksiyon gostermektedir (Korpal ve Kang, 2008). Ayrica miR-
200 ailesinin, kanser kok htcrelerinin kendini yenileme ve farklilagsmasini onlerken,
apoptozu da modiile ederek hiicre ¢ogalmasini baskiladigi belirlenmistir. Elde edilen
bu bulgular, miR-200 ailesinin tiimor baskilayici olarak fonksiyon gosterdigini
ortaya koymaktadir. Tiumoér gelisimi esnasinda miR-200 aile Uyelerinin de,
baskilandigr diistiniilmektedir. Yapilan c¢alismalarla, miR-200 ailesinin tumor
baskilayici rolleri; kolorektal (Hur ve ark., 2013; Paterson ve ark., 2013), mide (Lu
ve ark., 2015), meme (Yao ve ark., 2015), endometrial (Torres ve ark., 2013),
pankreatik kanserler (Zhu ve ark., 2014, Zhao ve ark., 2013), hepatoselluler karsinom
(Feng ve ark., 2015), gliomalar (Wang ve ark., 2015) ve akciger kanserlerinde

(Berghmans ve ark., 2013) belirlenmistir.

Bu sonuclarla uyumlu olarak klinik hasta 6rneklerinin kullanildig1 sonraki
calismalarda birgok kanser tiiriinde, tiimor gelisimi ve miR-200 ekspresyonlari

arasinda kuvvetli korelasyon oldugu belirlenmistir. Ayrica, miR-200'in diisiik
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ekspresyon seviyesinin, kotu prognoz ve diisiik sagkalim orani ile korele olabilecegi
ve bu nedenle kanser hastalari i¢in prognostik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi
distiniilmektedir (Cheng ve ark., 2011; Valladares-Ayerbes ve ark., 2012; Toiyama
ve ark., 2014).

2.5.1.1. miR-200 Ailesinin EMT ve Metastazdaki Rolu

miRNA  ekspresyonunun, transkripsiyonel ve  post-transkripsiyonel
duzenlemelerden etkilendigi bilinmektedir. Farkli mekanizmalarin bir sonucu olarak
timorlerde farkli tipteki miRNA’lar deregiilasyona ugramaktadir (Baer ve ark., 2013;
Pal ve ark., 2015). Delesyon, amplifikasyon ve translokasyon, tiimér gelisiminde
yaygin olarak gozlenen genomik anormalilerdendir. Bir¢ok pri-miRNA onkogen
veya timor baskilayici olarak fonksiyon godstermekte ve transkripsiyon faktorleri
tarafindan uyarilmaktadir (Meltzer, 2005). Kanserde, p53, c-myc ve E2F gibi ¢esitli
transkripsiyon faktorlerinin miRNA’lar ile yakin iliskili oldugu gosterilmistir (Azrak
ve ark., 2013).

mMiRNA'larin islenmesi ve stabilitesi, miRNA ifadesini belirleyen 6nemli
faktorlerdendir. Ayrica miRNA islenme mekanizmasinda gorev alan Dicer veya
Drosha enzimlerinin ekspresyon seviyeleri, muhtemelen miRNA'nin kopya
sayisindaki artisa bagli olarak ¢esitli kanser tiirlerinde farklilik géstermektedir (Siomi
ve siomi, 2010).

Metastaz, malign timoérlerin 6nemli bir 6zelligi olup, baslangi¢ asamasi da
EMT olarak adlandirilmaktadir. miR-200 ailesinin EMT surecini inhibe ettigi ve bir
transmembran adezyon reseptoru olan E-kaderin’in transkripsiyonel baskilayicilarin
dogrudan hedefleyerek normal epitel fenotipinin korunmasinda gorev aldigi
belirlenmistir (Browne ve ark., 2010).

Kanser hiicrelerindeki epitelyal belirteglerin kaybi ve mezenkimal morfolojik
Ozelliklerin kazanilmasinin, E-kaderinin baskilanmasina ve vimentin, kollajen,
fibronektin ve E-kaderin’in transkripsiyonel baskilayicilari olan ZEB1 ve ZEB2 gibi
mezenkimal belirteclerin ekspresyonunun artisina neden oldugu bilinmektedir (Kim
ve ark., 2011).

Bu yasamsal molekiiller, integrin sinyal yolagmin ekstraselltler matriks-

indiiklii uyarimimaneden olarak, hiicre gocii, invazyonu ve metastazi kolaylastiran
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fokal adezyon olusumu ile sonuglanmaktadir (Chang ve ark., 2011). ZEB1 ve ZEB2
transkripsiyon faktorleri ise, E-kaderin ekspresyonunu baskilayarak, kanser hicresi
gOcu, invazyonu ve metastaz olusumunda rol alarak EMT'yi uyarmaktadir (Kim ve
ark., 2011). Ayrica TGFB’nin da epitel hiicrelerdeki EMT surecinde énemli bir rol
oynadigi bilinmektedir (Gibbons ve ark., 2009).

Profibrotik sitokin olan TGFB'nin, tubtler epitelyal hiicrelerde primer patojen
faktor oldugu ve EMT'yi uyarabildigi saptanmistir. TGFB/SMAD sinyalizasyonunun,
EMT'yi uyarabilen klasik bir yolak oldugu bilinmektedir. Bu yolak kanserin erken
evresinde tlimor gelisimini inhibe ederken, ileri kanser evrelerinde ise timor
progresyonunu uyarmaktadir. miR-200 ailesi tyelerinin, bir dizi gen agini
diizenleyerek epitelyal gen ekspresyonunu uyararak, TGFB/SMAD sinyal yolagini ve

hiicre invazyonunu baskiladigi gésterilmistir (Ahn ve ark., 2012).

Mide kanseri ile ilgili yapilan bir ¢alismada, CpG adaciklar1 metilasyonu ve
TGFP sinyali araciligiyla miR-200 ailesinin downregiilasyonunun gergeklestigi,
bunun sonucu olarak ZEBI1/2 ekspresyonunda belirgin artisin ve E-kaderin
ekspresyonundaki belirgin azalisin meydana geldigi ve nihayetinde bu artis ve
azalisin da hiicre goclinii ve invazyonunu uyardigi belirlenmistir (Zhou ve ark.,
2015). ZEB ve TGFp proteini arasindaki etkilesimde, ZEB/miR-200 dongusiu ve
TGFp sinyalizasyonunun karsilikli transkripsiyonel olarak diizenlenmesinin etkili

oldugu diistintilmektedir (Braun ve ark., 2010, Argast ve ark., 2011).

2.5.1.2. miR-200 Ailesinin Hicre D6ngusu Ve Apoptozdaki Rolu
Hucre boliinmesi, dollenmis tek bir yumurtadan olgun bir organizmanin
Olusumunakadar gelisim basamaklarinin yan1 sira hiicrelerin, dokularin ve
dolayisiyla organlarin yenilenmesinde de yer alan hayati bir sirectir. miRNA’lar
araciliiyla hiicre dongiisii kontroliiniin de saglandig1 ve belirli miRNA'larin ektopik
ekspresyonunun 6nemli hiicre dongiisli diizenleyicilerinin mekanizmalarini bozarak,
timor gelisimine katkida bulunabilecegi belirlenmistir. Uhlmann ve ark. (2010),
tarafindan  yapilan  calismada  miR-200  ailesinin  hlcre  dOngusunun
dizenlenmesindeki roli ilk kez tanimlanmustir. miR-200a/141'lUn
overekspresyonunun, CDKN1B (siklin bagimli kinaz inhibitorii 1B-p27/Kipl)
ekspresyonu artisina ve CDKG6 (Siklin bagimli kinaz 6)'nin azalmis ekspresyonuna

neden olabileceginden dolayr hiicre dongiisiinii  Glevresinde durdurdugu
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belirlenmistir. Buna karsilik miR-200b/c/429 kimesi ekspresyonunda ki artis
p27/kipl  ekspresyonunun azalmasna ve CDC25C  geninin  inhibitdr
fosforilasyonunun artisina neden olmustur. Boylece G1 populasyonu azalirken,
G2/M populasyonu artmistir. miR-200bc/429 ve miR-200a/141 kimelerinin, hicre
dongiisiiniin diizenlenmesindeki farkli islevlerini agiklayan, farkli tohum dizileri ve

hedef gen havuzlar kullanilarak tanimlanmistir.

HeLa hicrelerinde yapilan bir ¢alismada Xia ve ark. (2010), miR-200b’nin
RND3 (Rho family GTPase 3)’ii dogrudan baskiladig1r ve buna baglh olarak S-fazi
girisini kontrol eden downstream CCNDI1 (Siklin D1)’in ekspresyonunu uyardigini

belirlemiglerdir.

Yapilan diger bir ¢alismada da Yao ve ark. (2013), miR-200b'nin, CCNDZ'in
transkripsiyonel seviyede ekspresyonunu dizenleyen cinko parmak transkripsiyon
faktoru GATA-4'Un 6nemli bir regiilatorii oldugunu gostermislerdir. Elde ettikleri
sonuglara gore; miR-200b'nin, CCND1 ekspresyonunu downregile etmek igin,
GATA-41 hedefleyerek tiimor hiicresi  biliylimesini ve farklilagmasini
duzenleyebilmektedir. Bu nedenle, elde edilen bu bulgular, miR-200'Un birden fazla
faktoriin modiilasyonu araciligiyla, hiicre dongusu Uzerinde birgok seviyede kontrol

saglayabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Hicre dongusunun didzenlenmesindeki rollyle birlikte, miR-200 ailesinin
apoptozu da modiile ettigi belirlenmistir. miR-200c seviyesindeki dizensizliklerin,
hiicrelerin CD95 aracili apoptoza karst duyarliligimi da degistirdigi bulunmustur
(Schickel ve ark., 2010). miR-200’iin inhibe edildigi hiicrelerde, CD95 aracili
apoptoz duyarliliginin azalmasindan, miR-200c¢’nin hedeflerinden biri olarak apoptoz

inhibitori FAP-1’in sorumlu oldugu belirlenmistir (Magenta ve ark., 2011).
2.6. Kanserin Kemoprevensiyonunda Bitkisel Urtinlerin Rolii

Tiimor, ¢ogalan tek tip hicrelerin bir yigin1 olmaktan ziyade, timor gelisimi
ve ilerlemesini destekleyen heterotipik etkilesimlere sahip ¢ok sayida farkli hiicre
tipinden olusan karmasik bir doku olarak tanimlanmaktadir (Hanahan ve Weinberg,
2011). Kanser hiicrelerinin ayirt edici diger bir 6zelligi ise birden fazla sinyal yolag:
ile diizenleniyor oluslaridir. Bu nedenle tek bir anahtar yolagi hedefleyen ajanlarin,

kanser Ozelliklerini ortadan kaldirmada basarili olamayabilecegi vurgulanmaktadir.
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Bu gibi durumlarda, kalict yeteneklere sahip bazi hiicreler artik/residual
fonksiyonlarla hayatta kalir. Stromal mikrogevrenin mutasyonlara, epigenetik
yeniden programlanma veya modellenme gibi kosullara maruz kalmasi, bu hiicrelerin
uygulanan terapi ile indiklenen segici etkilere uyum saglamasina, fonksiyonel
yeterliligini tekrar kazanmasina ve klinik olarak niiks etmesine neden olan timor
blyumesini yenilemesine izin verdigini gostermistir (Bhowmick ve ark., 2004,
Folkman ve Kalluri, 2004; Cheng ve ark., 2008).

Halihazirda kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlarin ¢ogu,
kanser hiicrelerine kars1 secici olmayan ve genellikle normal hiicrelerde de toksisite
olusturan kimyasal maddelerin kombinasyonlaridir. Bilindigi {izere, anti-kanser etki
gosteren ilaglar, lenfositleri ve kemik iligi hiicrelerini baskilayarak konakgi
bagisiklik sisteminde tahribat olusturmaktadir. Kolorektal kanserin tedavisinde
kullanilan mevcut ilaglarin ¢ogunun, toksisiteleri, verimsizlikleri, direng gelisimi ve
masrafl1 oluslar1 nedeniyle smirli bir potansiyele sahip olduklar1 bilinmektedir. ilacla
tedavideki bu yetersizlikler degerlendirildiginde, kanserin kemoprevensiyonu i¢in
coklu hedefleme 6zelligini gosteren ajanlarin kullanimiyla ¢ok yonlii yaklagimlarin
gerekliligi 6n plana ¢ikmaktadir. Kemoprevensiyon, tiimor gelisimini engellemek,
tersine ¢evirmek veya geciktirmek icin ajanlarin kullanilmasi anlamina gelmektedir

(Vickers, 2000; Aggarwal ve Shishodia 2006).

In vitro ve in vivo ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore, pek ¢ok bitkisel
urnun kemopreventif etki gosterebilecegi belirlenmistir (Surh, 2003). Bu baglamda,
cesitli bitkisel Urunler, kanser sinyalizayonunu etkileyen farkli sinyal yolaklarinin es
zamanli hedeflenmesi i¢in gli¢lii bir kapasite sergilemektedir. Bu tiir bitkisel
urtinlerin, timor gelisimi ve metastazina direngli olan immiinolojik efektor
mekanizmalarin yeniden aktive olmasimi uyardigini ve kanser sinyalizayonunu
etkileyen farkli yolaklari es zamanli hedefleyebildigi bildirilmistir (Werner ve Jolles,
1996; Wasser ve Weis, 1999). Bu nedenle 6nemli kanserojen yolaklari, belirgin yan
etkiler gostermeden hedefleyebilen bu tur bitkisel Grlnlerin, ideal kemoprevensiyon

ajanlar1 olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Aggarwal ve ark., 2007).

Iyi tanimlanmis ve izole edilmis dogal olarak olusan bilesiklerin genis bir
yelpazesinin karakterizasyonu pahali ve zaman alict oldugundan, ¢alismalar giiclii

terapotik ozelliklerini uyarmak icin sinerjistik ya da additif etkili bilesiklerin bir
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karisimi olan bitki ekstraktlarinin izolasyonu ve ayristirllmasma yogunlagmistir

(Quinn ve ark., 2008).

2.6.1. Tibbi Bitkiler

Tibbi bitkiler, kisimlarindan en az birinin, terap6tik amacli kullanilabilecek
etken maddeleri iceren bitkiler olarak tanimlanabilmektedir. Tibbi bitkiler geleneksel
tipta oldukgca Onemli bir yer teskil etmektedir. Geleneksel tip ise, bircok hastaligin
tanisi, tedavisi ve dnlenmesi i¢in dogal kaynaklarin, spirttiel ve manual tekniklerin
tek basina veya kombine muamelesiyle gergeklestirilen yaklasim, bilgi ve inanglar

biitiinii olarak tanimlanmaktadir (Sofowora, 1982).

Eski Misirlilar, tibb1 dogru kurallarla uygulayan ilk uygarlik olarak kabul
edilmektedir. Eski el yazmalari, Misir (Ebers papiriis; M.O. 1550) ve Yunan
uygarliklarinin bitkileri tibbi amagla kullandiklarin1 ve 6neminin farkinda olduklarim
gostermektedir. Bilindigi iizere Hipokrat (M.O. 377-460) tip alanindaki receteleri ve
yazilari ile iinlii bir hekimdir. Yine yakin tarihlerde Theophrastus (M.O. 285 — 372),
kullanim alanlar1 bilinen 500 tibbi bitkiyi Bitkilerin Etiyolojisi (Historia Plantarum)
isimli cok énemli bir kitapta ilk kez bir araya getirmistir (Edwin Smith, 2017).

Eski ¢aglardan beri geleneksel ilaglarin en popiiler formu olan tibbi bitkiler
dunyanin birgok yerinde (6zellikle gelismekte olan iilkelerde) oldukg¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir. Afrika niifusunun %80’i, Giiney Amerika, Cin ve Asya nufusunun
ise %40°1 geleneksel ilaglart kullanmaktadir (Diinya Saghk Orgiiti, WHO 2002).
Gelismekte olan iilkelerin ¢gogunda, tibbi bitkiler erisilebilirlik ve satin alinabilirlik
nedeniyle birincil tibbi tedavi kaynagi olarak kullanilmaktadir. Birgok gelismis
tilkede, tibbi bitkilerin tamamlayici ve alternatif ilaglar olarak kullanimi giderek daha
populer hale gelmektedir. Avrupa Birligi Uye Devletleri arasinda yapilan bir ankete
gore, Avrupa Ekonomik Toplulugu'nda yaklasik 1.400 tibbi bitkinin kullanildig:
anlagilmistir. Diinya genelinde de tibbi bitkileri en az bir kez kullanan niifusun
ylzdesi ise Avustralya'da %48, Kanada'da %70, ABD'de %42 (ABD), Belgika'da
%38 ve Fransa'da %5 olarak belirlenmistir (Diinya Saglik Orgiitii, WHO 2003).

Giliniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin olumsuz etkilerine ve allopatik ilag
varsayimlarinin sorgulanmasina iligkin endiseler, gelismis iilkelerde tibbi bitkilerin

kullanimini artirmigtir. 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan secilmis Tibbi
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bitkilerin dogru kullanimini tesvik etmek icin bu bitkilerin giivenligi, etkinligi ve
kalitesi hakkinda en giincel bilgilerin yer aldizit WHO Monograflarinin iki ciltlik
boliimii yaymlanmistir (Mahady, 2001).

Diinya capinda yaklasik yarim milyon bitki tiirii mevcut olup, tibbi amagla
arastirilan yaklasik 70.000 bitki tiirii oldugu tahmin edilmektedir (Schippmann ve
ark., 2006; Rasool Hassan, 2012). Digoksin, digitoksin, morfin, reserpin, taksol,
vinblastin, vinkristin gibi ila¢ Ozleri olarak dogrudan kullanilan izole edilmis
bilesenler ve tibbi bitkiler, daha diisiik toksisite ve daha yiiksek aktivite gdsteren yeni
maddelerin [metformin, nabilone, oxicodone (ve diger narkotik analjezikler), taxoter,
teniposide, verapamil ve amiodaron gibi] ila¢ olarak sentezlenmesi ve dizayn
edilmesinde gorev alabilirler (Fabricant ve Farnsworth, 2001). Son 20 yilda ilag
olarak kullanilan 850 kic¢lk molekiiliin yaklasik %50'si, tibbi bitkilerden, bitki-
tirevli veya bitki taklitlerinden elde edilmistir; bu, sentetik tibbi bilesiklerin, bitki
caligmalariyla kesfedildigini gostermektedir. Bu nedenle tibbi bitkilerin simdi ve
ileride yapilacak g¢aligmalarla modern toplumun karmasik hastaliklarinin ¢oguyla
miicadele icin yeni ila¢ arayislarinda kaginilmaz bir adres olacag: diisiiniilmektedir

(Fowler, 2006, Rasool Hassan, 2012).

Tibbi bitkiler, igerigindeki bilesiklerin birbirleriyle etkilesime girmesiyle
sinerjik etki gosterebilirler, ilag destegi olarak kullanilabilirler, koruyucu 6zellik
goOsterebilirler.  Bitki  bilesenlerinin, bazi  hastaliklarin  ortaya  ¢ikisini
engelleyebildikleri gibi hastalik ortaya ¢ikmasmin ardindan kimyasal ilaglarla
uygulanan tedavinin yan etkilerini azaltmada da oldukga etkili olduklar
kanitlanmistir (Van Wyk ve Wink, 2017).

2.6.1.1. Antikanser Ajan Olarak Tibbi Bitkiler

Tibbi bitkiler, kanserle miicadele tarthi boyunca modern antikanser ilaglarin
gelistirilmesinde O6nemli bir rol oynamistir. Bitkisel kaynakli antikanser ajan
arastirma (kesif) calismalari, 1957 yilinda ABD Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI)
tarafindan, Catharanthus roseus'tan vinca alkaloidlerin (vinblastin ve vinkristin)

kesfedilmesiyle baslamistir (Johnson ve ark., 1963).

1960'dan 1982 yilina kadar, NCI'deki kapsamli bir programla, anti-kanser
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in 20 iilkeden tahmini 35.000 bitki 6rneginden yaklagik

114.000 ekstrakt taranmistir (Balunas ve Kinghorn, 2005; Shoeb, 2006). Sonrasinda,
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1987 yilinda in vitro insan kanser hiicre hatlar1 kullanilarak yeni bir natural product
programi baslatilmistir. 1991 yilinin sonuna kadar, 20'den fazla iilkeden 2800 bitki
ornegi kemoterapotik aktivite yoniinden taranmak lizere toplanmis olup (Cragg ve
ark., 1993), Cragg ve ark. (1997), klinik olarak yararli oldugu belirlenen 87

antikanser ilacin %62'sinin dogal kokenli oldugunu veya natural product soylar

tizerinden modellendigini gostermistir (Tablo2.2).

Tablo 2.2: Ticari iiretim icin ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayim alan yedi bitki kaynakli
antikanser ilaci listelenmigtir

. Bitki Klinik
Ilac¢ Kaynak
Kaynagi Kullanimm
Taksol Taxus Over ve meme (Wani ve ark., 1971,
brevifolia kanseri Dubois ve ark., 2003)
Vinblastin, | Catharanthus | L&semi, mesane (Ngan ve ark., 2001,
Vinkristin roseus ve testis kanseri | Dhamodharan ve ark., 1995)
Kicuk-hucreli
Etoposid ve | Podophyllum akciger, testis (Maanen ve ark., 1988,
Teniposid peltatum kanseri ve Huff ve Kreuzer, 1990)
lenfoma
Over ve kiiglk-
Camptotheca . (Arun ve Frenkel, 2001,
Topotekan . hiicreli akciger .
acuminata K - Liew ve Yang, 2008)
anseri
Irinotekan Camptotheca Metastatik (Fujiwara ve Minami, 2010,
acuminata | kolorektal kanser Innocenti ve Ratain, 2006)

Her ne kadar bir¢ok ilag sirketi “dogal ftriin”(natural product) kesif
programini son on yilda sonlandirmis olsa da, yeni dogal bilesik arayislari pek tatmin
edici olmadigindan, dogal iirlin arastirmalar1 6zellikle akademi-Ozel sektor isbirlikleri
ile sessiz bir sekilde devam etmektedir. Ayrica kesif siirecinin etkinligi, potansiyel
biyomarkerlarin belirlenmesi igin bitki karigimlarindaki metabolamikslerin ortaya
¢ikarilmasinin yanisira yeni biyoaktif bilesenlerin hizli bir sekilde tanimlanabilmesi
i¢in gelismis yap1 tahmini yazilimi ve ultra duyarl analitik tekniklerle gelistirilmeye
devam etmektedir. Bu nedenle, tibbi bitkilerin dogada bol miktarda bulunuyor
oluslar1 ve dogal iiriinlerden basarili antikanser ilaglarin gelistirilmesi tarihi goz
Oniine alindiginda, daha fazla potansiyel antikanser bilesigin dogada var olduguna ve
uygun
kesfedilebileceklerine inanmak olduk¢a gerceke¢i goriinmektedir (David ve ark.,
2014).

strateji, caba ve teknolojik gelismelerle ilerleyen zamanlarda
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2.6.2. Kanser ve Fenolik Bilesikler

Dogal urtinler, temel olarak bitkilerden, mantarlardan, mikroorganizmalardan
ve deniz canlilarindan elde edilmektedir. Bunlar, dogada bulunan canli bir organizma
tarafindan iretilen kimyasal triinlerdir (Samuelson, 1999; Dias ve ark., 2012).
Gecmisi oldukca eskiye dayanan dogal iiriinler, bir¢ok hastaligi tedavi etmek icin
insanlar tarafindan oldukga yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu materyallein ya
yapisal olarak orjinal formlar1 kullanilmakta ya da suda c¢oziilebilme ve 1siya
dayaniklilik gibi farmakolojik 6zelliklerini gelistirmek icin kimyasal sentez yoluyla
da elde edilebilmektedir (Foye ve ark., 2008). “Dogal iiriinler” terimi genellikle bir
organizmadaki birincil biyokimyasal rolleri bilinmeyen bilesik anlamina
gelmektedir. Bitki metabolitleri genellikle primer ve sekonder olmak tizere iki sinifa
ayrilmaktadir. Primer metabolitler, biiylime, gelisme ve farklilasma gibi temel
metabolik stireclere katilirken, sekonder metabolitler ise organizma tarafindan
ekolojik veya savunma amagh {retilirler. Boylece canliligin  devaminin

saglanmasinda gorev alirlar (Messina ve Barnes, 1991).

Dogal iriin bilesikleri "ikincil/sekonder metabolitler" olarak da
adlandirilmaktadir. Sekonder metabolitler alkoloidler, fenolik bilesikler, terpenoidler
gibi kategorilere ayrilmaktadir. Fenolik bilesikler yapisinda yer alan hidroksi grubu
ve fenolik halkanin sayisina gore basit fenoller (fenolik asit ve kumarinler) ve
polifenoller (flavanoit, stilbenler, tanenler, lignanlar) olarak siniflandirilmaktadir
(Bernards, 2010).

Bircok fenolik bilesik, birden fazla hidroksil grubuyla birka¢ fenolik halka
icerdiginden dolay1 bu bilesikler i¢in siklikla polifenol terimi kullanilir. Quideau ve
ark. (2011), polifenol terimini “Birden fazla fenolik halkaya sahip olmalar1 ve temel

~ 19

yapilarinda nitrojenbazli fonksiyonel grubun eksikligi” olarak tanimlamislardir.

Fenolik bilesikler bir¢ok yiyecek ve igecekte yer almakta olup bitkilerin kok,
govde, yaprak, cicek gibi farkli kisimlarma dagilmis halde; sifali bitkiler, sebze,
meyve, tahil, cay, sarap gibi popiiler ve sik tiiketilen iirlinlerde bulundugundan dolay1
yararlt etkilerinden bir¢ok kisi faydalanabilmektedir. Bitkideki fenolik icerigi
mevsimsel degisikliklere ve bitkinin yetisme kosullarina gore degisiklik
gostermektedir. 8000’den fazla fenolik bilesik tanimlanmis olup, yarisindan fazlasi

flavanoid yapisindadir (Anantharaju ve ark., 2016).
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Fenolik bilesiklerin, gucli anti-kanser aktivitesi sergilemelerinin yanisira,
oksidatif stresle iligkili ¢esitli hastaliklarda da etkili olduklar1 bilinmektedir (Arts ve
Hollman, 2005). Daha once yapilan ¢alismalarla, diyetle alinan fenollerin yararl
etkilerinin, antioksidan, anti-inflamatuvar ve anti-kaltojenik aktivitelerinden
kaynaklandig1 belirlenmistir. Fenolik bilesiklerin hiicre dongiisiinii durdurmasi, hiicre
proliferasyonu, anjiyogenez ve apoptozu kontrol eden onkogenik sinyal yolaklarini
inhibe etmesi, hiicre ici ROS seviyesini diizenlemesi, p53 gibi tiimor baskilayici
proteinlerin sentezini ve normal hiicrelere farklilasma ve doniisiimiinii uyarmasi
nedeniyle antikarsinojenik etkiye de sahip olduklar1 gosterilmistir (Lambert ve ark.,
2005).

Fenolik bilesiklerin dogal kaynaklardan saflastirilmasi olduk¢a zorlu bir
slirectir. Bu nedenle in vitro ve in vivo kanserlerle ilgili birgok ¢alismada ya fenolik
bilesikler agisindan zengin ham ekstreler ya da fenolik bilesiklerin bir kismin1 igeren
fraksiyonlar arastirilmustir. Ornegin, gallik asit, sinnamik asit ve ferulik asit iceren
Pandanus amaryllifolius'un (Malezya bolgesinden bir bitki tiir()) ekstrelerinin meme
kanseri hiicre hatlarinin proliferasyonunu inhibe ettigi (Ghasemzadeh ve Jaafar,
2013), bagka bir calismada ise; gallik asit, pirogallol, siringik asit ve kafeik asit
iceren Baccharis trimera ekstrelerinin, serviks kanseri hiicrelerinin doza bagiml
olarak proliferasyonunu ve koloni olusumunu baskiladigi belirlenmistir (de Oliveira

ve ark., 2013).

Ayr1 ayn saflastirilmis bilesenlerin oral yolla tliketilmesinin aksine, diyet
yoluyla alman fitokimyasal karigimlarin; hiicre dongiisii, farklilagsma, apoptoz ve
metastazinda dahil oldugu bir¢ok hiicresel sinyal yolagina miidahale ederek giiclii
biyoaktif dzelliklerinden sorumlu olan sinerjistik etkilere sahip olduklar1 gériilmistiir
(Aggarwal and Shishodia, 2006). Bu durum, fitokimyasallar araciligiyla gézlemlenen

yararlarin tek bir ajan tarafindan taklit edilememesinin nedeni olabilir (Liu, 2003).
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2.6.3. Rheum ribes L.’nin Botanik Ozellikleri

2.6.3.1. Rheum ribes L.’ninTaksonomik Siniflandiriimasi
Alem: Plantae
Sube: Tracheophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Caryophyllales
Aile: Polygonaceae
Cins: Rheum

Tur: Rheum ribes L.

2.6.3.2. Rheum Cinsi

Rheum veya yaygin olarak Rhubarb olarak bilinen bu cins, Polygonaceae
ailesinin en cok bilinenidir. Bu cinste bulunan tiim tiirler ¢ok yillik olup, Rheum
rhaponticum L., Rheum palmatum L., Rheum officinale Baill L., Rheum emodi L. ve

Rheum ribes L. gibi érneklere sahiptir (Wang ve ark., 2005).

Bu cinste bulunan tiirlerin ¢ogu, besin olarak veya tibbi kullanim amaciyla
tlketilmektedir. T1ibbi kullanimi, iginde bulunan antrasenin veya bunun tirevleri olan
kimyasal  bilesiklerin ~ (Antrakinonlar  gibi) uygun  kompozisyonlarindan
kaynaklandig1 distiniilmektedir. Bu bitkilerin tibbi kullanimlari nedeniyle, Rheum
tiirlerinin ¢ogunda bulunan kimyasal bilesenler izole edilmis ve karakterize edilmistir
(Ye ve ark., 2007; Han ve ark., 2008). Bu kimyasallarin bir kisminin, fenollerin,
stilbenlerim ve ugucu yaglarin farkli siniflarina ait oldugu belirlenmistir (Jun ve ark.,

2002; Chengzhong ve ark., 2005; Lan ve ark., 2005).

Bu bitki tdrleri halk arasinda antidiyabetik (Choi ve ark., 2005),
antispazmodik (Yuan ve ark., 2005) ve hazmi kolaylastirict (Zhou ve ark., 2006)

amaclarla kullanilmaktadir.

2.6.3.3. Rheum ribes L.’nin Yayilis:

Halk arasinda ‘‘Iskin, usgun ya da uggun” olarak isimlendirilen R. ribes
ozellikle Tiirkiye’nin dogusu, iran, Irak, Liibnan’dan Afganistan ve Pakistana kadar
diinyanin subtropikal ve iliman bdlgelerinde, 1000-4000 m ytikseklikteki tas, kaya ve

yamaglar arasinda yayilim gosteren bir bitki tiiriidiir. Bu bitki mayis-haziran
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aylarinda yetisen, sarimsi1 beyaz renkte cigekleri olan, 40-150 cm uzunlugunda otsu

cok yillik, yenilebilir lifli yapraklara sahip bir turddr (Yildirim ve ark., 2015).

Sekil 2.7: Gazi tiniversitesi herbaryumunda kayit altina alinmis ve taze toplanmis Rheum ribes L. nin
govdesi

2.6.3.4. Rheum ribes L.’nin Halk Arasindaki Kullanimi

Turkiye'de Polygonaceae ailesi, sekiz cins ve 70 tirle temsil edilmektedir.
Rheum ribes ise Tiirkiye'de yetisen tek Rheum turtidir (Cullen, 1966). R. ribes’in
geng surgin ve yaprak saplari ishal, mide agrilar1 ve mide bulantisina karsi
kullanilirken, kok gibi diger kisimlari ise kizamik, ¢igek, hemoroidin tedavisinde ve
ayn1 zamanda safra soktlrucu olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999). Tiirkiye nin
dogusunda halk arasinda hazmi kolaylastiric1 ve istah agici olarak da kullanilan R.
ribes’in taze kok ve yaprak saplari sebze olarak tiiketilirken, kurutulmus kokleri ise
tek basina antihelmintik ve balgam soOktiiriicii olarak, iilser, hipertansiyon ve
obezitenin tedavisinde de kullanilmaktadir (Tabata, 1994; Abu-Irmaileh ve Afifi,
2003). Bu bitkinin sahip oldugu giiglii aktif bilesiklerin tiim bu 6zelliklere temel

olusturdugu diisiintilmektedir.
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2.6.3.5. Rheum ribes L.’nin Kimyasal Icerigi, Farmakolojik
Ozellikleri ve Yapilan Calismalar
Literatirde R. ribes’in antioksidan aktivitesinin arastirildigi ve igerdigi
fenolik  bilesiklerin  analizinin  gergeklestirildigi baz1 kimyasal c¢alismalar
bulunmaktadir. Flavonoitler, stilbenler ve antrakinonlar, R. ribes’e potansiyel bir

antioksidan etki saglayan baslica fenolik bilesenlerdir (Uyar ve ark., 2014).

Nagishbandi ve ark. (2009)’nin, yaptig1 bir ¢alismada, R. ribes’in koklerinde
aloe-emodin, emodin, krizofanol ve fiskiyon gibi dort antrakinon tirevinin
tanimlanmas1 ve ayrimi i¢gin HPLC (yliksek performansli sivi kromatografisi)
yontemi kullanilmistir. Sonug olarak bitki koklerinde dort antrakinonda tanimlanmis
olup, aloe emodin, emodin, krizofanol ve fiskiyon yiizdeleri sirasiyla %0.39, %0.014,
% 0.089 ve %0.072 olarak belirlenmistir.

Yapilan bir diger ¢alismada, Hakkari’den toplanan R. ribes’in gévdesinden 3
antrakinon (krizofanol, fiskiyon ve emodin) ve 5 flavanoit (kersetin, 5-
deoksikersetin, kersetin 3-0-ramnozit, kersetin 3-0- galaktozit ve kersetin 3-0-

rutinozit) tlrevi izole edilmistir (Tosun ve Akyuz-Kizilay,2003).

R. ribes’in kimyasal igerigini tanimlamaya yonelik yapilan diger bir
calismada da Erzincan’dan toplanan bitkinin koklerinden krizofanol, fiskiyon, rhein,
aloe-emodin, fiskiyon-8-O-glukozit, aloe-emodin-8-O-glukozit, sennozit A ve

rapontisin gibi fenolik bilesikler izole edilmistir (Meri¢li ve Tuzlaci, 1990).

R. ribes’in kok ve govdesine ait Orneklerin kloroform ve metanol
ekstrelerinin antioksidan aktivitesi Oztiirk ve ark. (2007), tarafindan calisilmustir.
Ayni ekip tarafindan bu ekstrelerin toplam fenolik ve flavovanoit bilesiklerinin
icerigi belirlenmis ve bu bilesiklerin olduk¢a yiiksek miktarda bulundugu
gosterilmistir. Sonuglar R.ribes’in lipid peroksidasyonu ve serbest radikal hasarina
kars1 antioksidan olarak kullanilabilecegini ortaya koyarken, arastiricilar da bitkinin

giivenli bir gida takviye iiriinii aday1 olabileceginin altin1 ¢izmislerdir.

R. ribes’in meyve ve tohumlariin metanol ekstrelerinin protein oksidasyonu
ve lipid peroksidasyonuna karsi total flavonoit, fenolik ve antosiyanin igeriginin

antioksidan Ozelliklerinin karsilastirildigi bir ¢alismaya gore, toplam fenolik,
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flavonoit ve antosiyanin igeriginin tohum ekstrelerinde yiiksek oldugu belirlenmistir
(Yildirim ve ark., 2015).

Yildirirm, (2007), tiyosiyanat yontemini kullanarak, R. ribes’in farkli
bolumlerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesini

arastirmigtir.

R. ribes koklerine ait orneklerin ait etanol ve su ekstrelerinin antioksidan
potansiyelinin DPPH radikal siiptirme testi kullanilarak ¢alisildig1 ve antibakteriyel
aktivitenin ise gram pozitif (S. aureus) ve gram negatif (E. coli, P. mirabilir ve P.
aeruginosa) bakteri tlrleri Uzerinde degerlendirildigi diger bir ¢alismada da her iki
kok ekstresinin de antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu ortaya
konulmustur. Ayn1 ¢alismada HPLC yontemiyle ekstredeki 10 fenolik bilesik
belirlenmistir (emodin, aloe-emodin, fiskiyon, krizofanol, rhein, klorojenik asit,
gallik asit, tannik asit, kemferol ve rutin). R. ribes’in etanol kok ekstrelerindeki
fenolik igerigin yiiksek miktardaki bileseninin test edilen organizmalara kars1 yiiksek
antioksidan ve antibakteriyal aktiviteden sorumlu oldugu tespit edilerek R. Ribes’in
kok ekstrelerinin gesitli hastaliklara kars1 terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegi

One siiriilmiistiir (Abdulla ve ark., 2014).

R. ribes’in antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirildigi baska bir ¢alismada
da, E. coli, K. pneumoniae, Proteus spp., P. aeruginosa ve N. gonorrhoeae ve B.
bronchiseptica, Micrococcus luteus, K. pneumoniae, Serratia marcescens ve
Staphylococcus aureus'un Ug¢ izolat1 gram negatif patojenlere karsi arastirilmistir. R.
ribesL. kok ekstrelerinin, M. luteus, K. pneumoniae ve S. aureus Uzerinde etkili

antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir (Bonjar, 2004).

Kirbag ve Zengin (2005), R. ribes total ekstresinin mikroorganizma
biiylimesini inhibe ettigini belirlemis olup, kok ve govde ekstrelerinin ise 6nemli

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir.

R. ribes’in ¢esitli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerinin kullanildigi bir baska
calismada sadece kok, sap ve tohumlarina ait Orneklerin etanol ve metanol
ekstrelerininBacillus subtilis ve Enterobacter aerogenes bakterilerine karsi
antimikrobiyal oldugu; bununla birlikte ekstrelerin higbirinin antifungal aktivite

gostermedigi belirlenmistir (Alan ve ark., 2012).
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R. ribes’in toz haline getirilmis ve kapsiillenmis koklerinin giinliik
kullanimmin tip 2 diyabetli hastalar Uzerinde ki antidiyabetik etkisi Adham ve
Nagishbandi (2015), tarafindan arastirillmistir. Calisma, 120 hasta Uzerinde kok
kapsiillerinin 12 haftalik periyot boyunca kullanimi ile gergeklestirilmistir. Sonugta
tip 2 diyabetli hastalarda kok kapstllerin kan glukoz degerlerinianlamli diizeyde

diisiirdiigii goriilmiistiir.

Bir diger ¢alismada ise, alloksanin neden oldugu diyabetik farelerde, R. ribes
kok ekstrelerinin, kan sekerini diistirmede 6nemli bir aktiviteye sahip oldugu, saglikli

farelerde ise hipoglisemik etki gostermedigi belirlenmistir (Ozbek ve ark., 2004).

R. ribes’in terapotik etkilerini ortaya koymaya yonelik ¢alismalarin ¢ogunda
bitkinin antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan Ozellikleri degerlendirilmistir.
Bununla birlikte bitkinin antikanserojen oOzelliklerini degerlendiren calisma sayisi

¢ok azdir.

Sadari ve ark. (2009)’nin, yaptiklar1 caligmada alt1 farkli kanser hiicre hatti
tizerinde (mide, meme, kolorektal, akciger, melanom ve karaciger) R. ribes ’in total
etanol ekstresinin sitotoksitesi degerlendirilmis olup, en anlamli ¢iktigi SW742
kolorektal hiicre hattinda ICso degeri 11,2 pg/ml olarak tespit edilmistir. Ayni
aragtirmada R. ribes’in antifungal aktiviteye sahip oldugu da belirlenmistir.
Antifungal MIC testi C. albicans izerinde aday bitki ekstrelerinin sitotoksik etkisini
ilkel/gelismis normal Okaryotik hiicreler ve kanser hiicreleri arasinda karsilagtirmak

i¢cin tamamlayici bir test olarak onerilmistir.

Insan promyelositik 16semi hiicre hatlart (HL-60) kullanilarak yapilan bir
calismada da R. ribes’in kok ve govdesinin etil asetat ekstrelerinin antioksidatif,
sitotoksik ve apoptotik Ozelliklerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu calismada R.
ribes’in doz ve zaman bagimli olarak HL-60 hiicrelerinin sagkalimini engelledigi
belirlenmis olup, HL-60 hiicrelerinin apoptozuna neden oldugu da flow sitometri
yontemiyle gosterilmistir. Bu ¢alismanin bulgularina gére R. ribes’in etil asetat kok
ekstreleri, govde ekstrelerine gore daha iyi antioksidan ve sitotoksik o6zellikler
sergilemis, sitotoksiteyi de apoptozu uyararak gerceklestirdigi tespit edilmistir (Uyar
ve ark., 2014).
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Son yillardaki diger bir ¢alismada da R. ribes’in total metanol ekstresi 5 farkli
kanser hiicre hattina (T hiicreli 16semi, Burkitt’s lenfoma, mesane ve serviks kanser)
uygulanmis ve hiicreler tizerindeki sitotoksitesi degerlendirilmistir. En fazla
sitotoksite K562 (myeloid 16semi) hiicre hattinda belirlenmis olup, bu hiicre hattinda
elde edilen 1Cso degeri 115 pg/ml olarak olgiilmiistiir. Diger hiicre hatlarinda ise

biiyiime {lizerine anlamli bir inhibitor etki goriilmemistir (Esmaeilbeig ve ark., 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Kullanilan Sarf Malzemeler Ve Cihazlar

Deneyde kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Kullamilan kimyasal ve sarf malzemeler

Kullanilan Malzemeler Marka
n-hekzan Sigma
Etil asetat Sigma
Metanol VWR
Folin & Ciocalteu's Phenol reagent VWR
Gallik asit Sigma
Aliminyum Klordr VWR
Potasyum asetat VWR
DPPH (2,2-Diphenyl-1- Sigma
picrylhydrazyl)

Quercetin Sigma
5-FU (5-Florourasil) Alfa Aesar
FBS (Fotal Sigir Serumu) Capricorn
Dimetil Sulfoksit (DMSOQ) Sigma
Tripsin-EDTA Sigma
Penisilin/Streptomisin Capricorn
DMEM Sigma
RPMI-1640 Sigma
L-glutamin VWR
PBS Capricorn
Cell scraper Biologix
96-kuyucuklu hiicre Nest
kiiltiir kab1

6-kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 Nest
Cryovial tip Nest
Steril kiiltiir kaplar (flask) Nest
Steril kiiltiir kaplari (petri) Nest
Nikleaz-icermeyen steril su Sigma
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Deneyde kullanilan kitler Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Calismada kullanilan kitler

Kullanilan Kitler

Marka

XTT Hucre proliferasyon Kkiti

Biological Industries

TRIzol™ Reagent VWR Amresco
First strand cDNA sentez Kiti Bio-Rad
Matrigel invasion chamber Corning
DeadEnd™ Colorimetric TUNEL Promega

System

Evagreen 2X gPCR Mastermix

abm (Applied Biological
Materials)

DNase | (Rnase-free)

Thermo Fisher Scientific

Micro RNA primer set Exiqon
Exilent SYBR green master mix Exigon
Annexin V and Dead Cell Assay Kit Muse
Cell Cycle Assay Kit Muse
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Deneyde kullanilan cihazlar Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan cihazlar

Kullanilan cihazlar Marka
Homojenizator Hidolpe
Rotavopor Heidolph Laborota 4000
CO’li inkiibator Thermo
Class Il biyoguvenlik kabini (Laminar | Scanlaf
Flow)

Inverted mikroskop Olympus
Nanodrop spektro fotometre Meastro
Sogutmali mikrosantrifiij Hettich
Santrifuj Hettich
Yatay jel elektroforezi Cleaver
Otoklav VWR
Buz makinasi Skotsman
-80 ultra diisiik derin dondurucu VWR

Su banyosu Nuve
Aydinlik alan mikroskobu Olympus
Thermal cycler Peglab
gRT-PCR Biorad
Mikroplate eliza okuyucu Biotek
Jel goruntileme sistemi Syngene
Otomatik pipet seti Eppendorf
Buzdolab1 Arcelik
Derin dondurucu Arcelik
Hassas terazi KERN
pH-metre WTW
Manyetik karistirici Hidolpe

3.2.Bitki Materyali

Yenilebilir bir bitki olan tek yillik R. ribes turiine ait gen¢ kok ve gévde (sap)
kisimlar1 Van bolgesi Erek dagindan 2016 yili mayis ayinda toplanmistir. Toplanan

kisimlarda herhangi bir ¢evresel kirlenme ya da atik bir madde olmamasina dikkat
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edilmistir. Rheum ribes bitkisinin toplandig1 yer, toplanma tarihi, teshislerini yapan
aragtirmacilar ve herbaryum kayitlar1 ile ilgili bilgiler tablo halinde sunulmustur

(Tablo 3.4).

Tablo 3.4: Calisma materyali ve kayit bilgileri

Bitki Familya Toplandig1 | Toplanma Teshis Herbaryum
Adi Yer Tarihi Eden
Rheum Polygonaceae Van-Erek May1s-2016 Prof.Dr. GAZI
ribes L Dagi Zeki
' AYTAC

3.3. Bitki Orneklerinin Kurutulmas: ve Ekstraksiyonu

Bitkinin kok ve govde (sap) kisimlarina ait 6rnekler, ayr1 ayr1 filtre kagitlari
tizerinde hava akiminin oldugu karanlik bir ortamda, oda sicakliginda, sik sik filtre
kagitlar1 degistirilerek kurutulmustur. Kurutulan bitki kisimlar1 ayr1 ayrisanayi tipi
blender’dan gegirilerek toz haline getirilmistir. Toz halindeki 6rnekler i¢in sirastyla
polariteleri non-polar’dan polara dogru ii¢ ayr1 solvent (n-hekzan, etil asetat,

metanol) ile fraksiyonlama islemi gerceklestirilmistir.

R. ribes’in toz haline getirilmis 338 g’lik kok ve 185.03 g’lik gdvde kisminin
uzerine 2.5 It n-hekzan ilave edilmis ve oda sicakliginda homojenizator kullanilarak
ekstreler elde edilmistir. Elde edilen ekstreler pilili siizge¢ kagidi kullanilarak
stizlilmiis; coziciiler kontrollii sicaklik ve diisik basing ile rotavoporda
uzaklastirnlmistir. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra siizgecin iistiinde kalan bitki
kisimlar1 yeni bir kaba alinarak iizerine etil asetat solventi ilave edilmistir. Ilk
solventteki asamalar bu solventde de tekrarlanmis olup, etil asetat muamelesi iki kez
gerceklestirilmistir. Etil asetat ektrelerinin eldesinden sonra siizgecin iizerinde kalan
bitki kisimlar1 baska bir kaba alinarak {izerine metanol solventi ilave edilmistir. islem
basamaklar1 yine diger solventlerin ekstrelerinin elde edilmesiyle ayni olup bu islem
n-hekzan ve etil asetat solventlerinden farkli olarak ii¢ kez tekrarlanmistir. R. ribes’e
ait kok ve govde kisimlarma ait ekstrelerin verimleri asagidaki formdl ile
hesaplanmis olup Tablo 3.5’de gosterilmistir.

% Verim= Kuru ekstre agirhigi X100
Kuru bitki agirlig
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Tablo 3.5:Rheum ribes’in kok ve gévde ekstrelerinin % verimleri

Bitki Materyali Kullanilan Ekstrelerin Adlar1 | Ekstre Verimleri
solventler
n-hekzan Kok-n-hekzan 9% 0.488
R. ribes Govde-n-hekzan % 0.733
/ \ Etil asetat Kok-Etil asetat 9 0.21
= 3
Kok Gévde Govde-Etil asetat % 0.176
Metanol Kok-Metanol % 29.25
Govde-Metanol % 11.82

Rheum ribes kok/govde

n-hekzan (+), homojenizasyorn
Filtre + yogunlastinma

! |

2X

n-hekzan ekstresi Artik +Etil asetat
23X |
| |
Etil asetat ekstresi Artik +Metanol
IX
) 4 v
Metanol ekstresi Artik

Sekil 3.1: R. ribes’in kok ve govdesine ait kisimlarinin ekstraksiyon islemi

3.4. Ekstreler Uzerinde Gergeklestirilen Fitokimyasal Analizler

3.4.1. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Elde edilen tim ekstrelerin toplam fenolik igerigi Singleton ve ark.
(1999)’nin, uyguladigi metotta baz1 degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir. Bu
yontemde toplam c¢o6zinebilen fenolik maddeler Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR)

araciligr ile hesaplanmis olup standart madde olarak ‘gallik asit’ kullanilmistir.

37



Yontemin prensibi, fenolikli bilesiklerin FCR ¢ozeltisi ile mavi renk olusturmasi

esasina dayanmaktadir.

Bitkiye ait tiim ekstrelerin her birinden 500 ug/ml konsantrasyonda stok
soliisyonlar1 hazirlanmistir. Orneklerin konsantrasyon araliklari ise 50-100-200-300-
400-500 pg/ml olacak sekilde diliie edilmistir. Herbir 6rnegin konsantrasyonuna gore
hacmini 4 ml’ye tamamlamak i¢in distile su ilave edilmistir. Ardindan 250 ul FCR
cozeltisinden ilave edilerek yaklasik 5 dk beklenmistir. Sonrasinda Na>COs3
cozeltisinden 750 ul ilave edilip iyice karigmasi saglanmistir. Son hacmin 10 ml
olmasi i¢inde tizerine 5 ml distile su ilave edilip kuvvetli bir sekilde karigtirilmistir.
25 9C’de karanlik bir ortamda 24 saat bekletildikten sonra UV spektrofotometrede
760 nm dalga boyunda okutulmustur. Gallik asit standardin1 hazirlamak icin 0.1 g
gallik asit tartilarak 10 ml metanol i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Orneklerle ayn1 adimlar
takip edilerek spektrofotometrede Olgtimleri gergeklestirilmistir. Toplam fenolik
madde miktar1 sonuglar1 gallik asit iizerinden hesaplanmis, bu amacgla farkli
konsantrasyonaraliginda (50-100-200-300-400-500-600-700-1000 pg/ml) hazirlanan

standart ¢ozeltilerden gallik asit egrisi ¢izilmistir.

3.4.2. Toplam Flavonoit Madde Miktarinin Belirlenmesi

Dogal antioksidanlar igerisinde Onemli bir yer teskil eden flavonoitler
bitkilerde bol miktarda bulunmaktadir. Flavonoitlerin bitkiler igerisindeki miktarinin
belirlenmesi amaci ile basit bir analiz yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde
hazirlanan ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri kersetine esdeger olarak aliiminyum
kloriir metodu ile bulunmaktadir (Moreno ve ark., 2000). Standart olarak kersetin
kullanilmaktadir. Bu yontemin prensibi AICI3’in flavon ve flavanollerin bazi keto ve

OH gruplarnyla asit kararl1 kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir.

Stok kersetin hazirlama: 10 mg kersetin 100 ml metanol igerisinde
¢cOzdirilmistiir (0.1 mg/ml). Kersetin’e ait 6 farkli dilusyon serisi (6.25-12.5-25-50-
80-100 pg/m) hazirlanmistir. Deneyde kullanilacak tiim soliisyonlar whatman filtre
kagidindan gecirilmistir. Her bir kersetin diliisyonunun yer aldigi test tiipiliniin
uzerine 1.5 ml metanol, 0.1 ml AIClz, 0.1 ml KH3CO:K (potasyum asetat), 2.8 ml
dH20 ve 0.05 ml kersetin diliisyonu eklenmistir.

Her bir ekstreye ait stok konsantrasyonu 1000 pg /ml olacak sekilde 10 ml

metanolde ¢ozdiirtilerek hazirlanmistir. Her bir ekstre i¢in 6 farkli deney tupunde 6
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farkli konsantrasyon c¢alisilmistir. Deney tiipleri igerisine ilave edilen kimyasallarin
miktarlar1 yukarda belirtilen quercetin diliisyonlartyla aynidir. Yalnizca tuplerin
igerisine her bir quercetin diliisyonu yerine her bir ekstrenin farkli konsantrasyonu
ilave edilmistir. Oda sicaklifinda 40 dakika bekletildikten sonra her bir tiipiin
absorbansi 415 nm dalga boyunda olacak sekilde UV spektrometrede okutulmustur.

Total flavonoit konsantrasyonu quercetin standardi kullanilarak hesaplanmustir.

3.4.3. Kromatografik Analiz

Calismamizda R. ribes kok metanol ekstresinin biyoaktif madde igerigini
belirleyebilmek icin Agilent Dual Jet Stream elektrosprey iyonizasyon (Dual AJS
ESI) arayiizii ile donatilmis bir Agilent 6550 iFunnel yiiksek ¢oziinirliklii Kesin
Kitle QTOF-MS (LC-ESI-QTOF-MS) cihazi kullanilmistir. Kiitle spektrometresine
(QTOF) bagli siv1 kromatografisi (LC), genis bir dinamik aralikta miikemmel bir
kiitle dogrulugu saglamaktadir. Ayrica 6rnek igindeki bilinmeyen metabolitlerin
molekiiler formiiliinii yliksek giivenilirlikte ortaya koyabildigi i¢in gercek izotop
paterninin dl¢iimlerini de saglayabilmektedir. Kiitle spektrometresi yontemi ile 6rnek
icerisinde pikogram dulzeyindeki ¢ok diisiik yogunluklu biyoaktif maddelerin bile
analizi gerceklestirilebilmektedir (Nuengchamnong ve ark., 2016).

Bu cihaz aym1 zamanda standart bilesikler mevcut olmadiginda yapisal
onaylama araci olarak tandem MS'yi de gergeklestirmektedir. Ayrica, QTOF,
ozellikle herbir bilesigin m/z (kiitle/yiik)'sini yeniden dogrulamak i¢in iyon
filtrelemesini miimkiin kilan, {ist {iste binen pikler oldugunda, ekstra iyon
kromatogram1 (EIC) modunu kullanarak yiiksek secicilik saglamaktadir (Dechayont
ve ark 2017). Kitle spektrumlari, 50-1700 m/z'lik bir kiitle araliginda Elektrosprey
iyonizasyon (ESI) ile daha fazla veri elde etmek igin hem negatif hem pozitif iyon

modlarinda kaydedilmistir.

Kimyasal bilesenler, ESI-QTOF-MS / MS spektrumlar1 ve fragmentasyon
patternleri ile tanimlanmistir. Elde edilen veriler “METLIN” (Metabolite Personal
Compound Database (PCD, Agilent Technologies)), Chemspider ve Massbank gibi
kiittiphaneler  kullanilarak  karsilagtirnllmistir.  Molekiiler  formiiller ~ Agilent

“MassHunter Qualitative Analysis” yazilimi1 B 06.00 tarafindan olusturulmustur.
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3.5. Biyolojik Aktivite Analizleri

3.5.1. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Glinlimiizde dogal ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde
siklikla kullanilan yontemlerden biride DPPH (izerinden serbest radikal stpurme
aktivitesidir. DPPH ticari olarak elde edilebilen stabil organik nitrojen radikalidir.
Yontem ekstrelerin proton transferi yetenegine bagli olarak, mor renkli DPPH
¢Ozeltisinin rengini agmasi esasina dayanir. Reaksiyon karigimindaki absorbansin
diismesi ve DPPH c¢ozeltisinin renginin sartya dogru agilmasi yiiksek serbest radikal
giderme aktivitesinin gostergesidir (Blois, 1958). R. ribes’in kok ve gdévde
kisimlarina ait ekstrelerin DPPH iizerinden serbest radikal siiplirme aktivitesinin
belirlenmesi amaci ile 10 mg/ml’lik stok ekstre ¢ozeltisinin metanolle seyreltilerek,
50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200 pg/ml, 250 pg/ml, ve 300 pg/ml’lik
konsantrasyonlart hazirlanmistir.  Pozitif kontrol olarak da L-askorbik asit
kullanilmistir. Antioksidan aktivitesi belirlenmek istenen her bir ekstrenin 6 farkli
dozu i¢in hazirlanan her bir 6rnek ayn tiiplerde DPPH c¢ozeltisiyle karistirildiktan
sonra karanlikta oda sicakliginda 30 dakika bekletilmis ve UV spektrometrede 517
nm dalga boyundaki absorbanslari okunmustur. Her bir ekstrenin %DPPH serbest

radikal siipirme aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir:

Kontroliin Absorbanst — Ornek Absorbanst

% DPPH Radikali Giderme Aktivitesi = x 100

Kontrol Absorbansi

3.5.2. Sitotoksite Analizi

3.5.2.1. Hicre Kultarad

Calismamizda kullandigimiz HT-29 hiicre hatt1 Prof.Dr.Engin ULUKAYA ve
HCT 116 hiicre hatt1 ise Dog¢.Dr.Abdullah YALCIN’1n laboratuvarlarindan temin
edilmistir. Hiicrelerin 6zellikleri Tablo 3.6’da gosterilmistir. HT-29 hicreleri, %10
fetal sigir serumu (FBS), 100 IU/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin ilave edilmis
RPMI-1640 besiyerinde, HCT 116 hcreleri ise %10 fetal sigir serumu (FBS), 100
IU/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin ilave edilmis yiiksek glukozlu DMEM
besiyeri icinde, %95 nem ve %5 CO: igeren ortamda 37 °C’de kiiltiire edilerek

cogaltilmistir.
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Tablo 3.6: Calismada kullanilan hiicre hatlarinin dzellikleri

HT-29 (ATCC® HTB-38™)
Organizma Homo sapiens, insan
Doku Kolon
Morfoloji Epitelyal
Biiyiime ozelligi Yapisarak ¢cogalan (adherent)
Hastahk Kolorektal adenokarsinom
Cinsiyet Kadin
Yas 44
HCT 116 (ATCC® CCL-247™)
Organizma Homo sapiens, insan
Doku Kolon
Morfoloji Epitelyal
Biiyiime ozelligi Yapisarak cogalan (adherent)
Hastahk Kolorektal adenokarsinom
Cinsiyet Erkek
Yas yetiskin

3.5.2.1.1. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi

Flaskta bulunan en az %80-90 konfluent hale gelmis hiicreler Tripsin-EDTA
ile muamele edikdikten sonra hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi icin 37 C%de %5
CO2’li etlivde yaklagik 1-2 dk bekletilmistir. Flask yilizeyinden tamamen kalktig1
belirlenen hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere aktarilarak 1500 rpm’de 4 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi silipernatant kismi uzaklatirildiktan sonra
dondurulmak istenen hiicre yogunluguna gore istenen sayida cryotiipler
hazirlanmistir. Pelletin iizerine her bir cryotiip i¢in 9:1 oraninda besiyeri-DMSO
dondurma ortami ile resiispanse edildikten sonra tiiplere dagitilmistir. Cryotiipler -20
C%de 1-2 saat dondurulduktan sonra -80 C% e kaldirilmustir.

3.5.2.1.2. Dondurulan Hiicre Hatlarinin Cozdiiriilmesi
Derin dondurucuda (-80 C° muhafaza edilen cryotiiplerdeki hiicrelerin
DMSO’dan zarar gérmemesi i¢in hizli bir sekilde ¢ozdiiriilmesi gerekmektedir. Bu

nedenle cryotiipler 37 C%de su banyosunda ¢dzdiiriiliip igerisine taze besiyeri ilave
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edilmistir. Hiicreler pipet yardimiyla karistirilarak 15 ml’lik falkon tlipe aktarilmistir.
Falkon tupln Gzerine bir miktar daha besiyeri ilave edilerek 1500 RPM’de 4 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan siipernatant kism1 uzaklastirildiktan sonra
pelletteki hiicreler, uygun miktarda besiyeri ile resiispanse edilerek ekim kaplarina
(flask/petri) aktarilmsitir. Flask/petriler 37°C” deki %95 nem ve %5 CO2 iceren etiv
icerisinde inkiibasyona birakilmigtir. Hicrelerin ekiminden sonraki iki giin sonuna
kadar hiicrelerin yiizeye yapismalari inverted mikroskop kullanilarak takip edilmistir.
Besiyerleri, hiicreler %80-90 yogunluga ulasana kadar iki giinde bir degistirilmis ve
istenilen yogunluga ulasan hiicrelerin canliliklarinin devamini saglamak iginde

pasajlama islemi gerceklestirilmistir.

3.5.2.1.3. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

Hicreler %80-90 yogunluga ulastiklarinda, T75 flaski igerisindeki eski
besiyeri uzaklastirilmistir. Flaska 7.5 ml PBS (phosphate buffered saline) ilave
edilerek hiicrelerin yikanmasi saglanmsitir. Hiicrelerin tizerine 2.5 ml tripsin-EDTA
ilavesinin ardindan 1-2 dakika etiivde bekletilmistir. Inverted mikroskop altinda
hiicrelerin tamaminin yiizeyden kalktigindan emin olduktan sonra flaskin {izerine
tripsini inaktive etmek i¢in taze serumlu besiyerinden 10 ml ilave edilmistir.
Karisimin pipet ile homojenizasyonu gergeklestirildikten sonra falkon tupe
aktarilmisgtir. 1500 RPM’de 4 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi
uzaklagtirnlmistir. Kalan pelletin iizerine, boliinecek flask hacmi kadar taze besiyeri
ilave edildikten sonra pipet yardimu ile hiicreler iyice homojenize edilmistir. Istenen

hiicre yogunluguna gore hiicre-besiyeri karigimi flasklara boliinmiistiir.

3.5.2.1.4.Hucrelerin Sayimi

Kiiltlir ortaminda yetistirilen hiicrelerin sayilarini ve canliliklarini belirlemek
amaciyla Tripan Mavisi Testi kullanilmistir. Bunun i¢in tripsinize edilen hiicre
slispansiyonu 1:1 oraninda tripan mavisi boyasiyla karistirtlmistir (100 pl hiicre/100
ul boya). Boya ve hiicre karisimindan hemositometrenin her iki odacigina da ilave
edilmistir. Hiicreler 151k mikroskobu altinda sayildiktan sonra her bir odacigin

ortalamasi alinarak, 1 ml i¢in hiicre sayisi agsagidaki gibi hesaplanmistir.

Hiicre sayisi/ml = Canl1 hiicre say1s1 ortalamas1 X DF X 10*
DF = Tripan mavisi ile yapilan seyreltme faktorii

10* = Hemositometre boyutlarindan hesaplanan faktor
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3.5.2.1.5. XTT Testi

R. ribes’e ait 6 farkli ekstrenin her birinin HCT 116 ve HT-29 hcrelerin
canliligima etkisi, kolorimetrik tabanli bir test olan XTT hiicre proliferasyon kiti ile
belirlenmistir. Bu yontem canli hiicrelerde suda ¢oziinen sar1 renkli XTT [2,3-bis(2-
methoxy-4nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide] tuzunun
mitokondriyal sliksinat dehidrogenaz enzimi aktivitesi ile turuncu renkli formazan
kristallerine donlismesi esasina dayanir (Sekil 3.2). Bu kristaller suda kolaylikla
eriyebilir formda olmalar1 nedeniyle olusan bu renk siddeti eliza cihazinda 450 nm

dalga boyunda ve 630 nm referans araliginda kolorimetrik olarak ol¢iiliir.

WN N=N 30, S0 -
X

' MeO

NO.. Siiksinat
XTT tetrazolium dehidrogenaz Y17 formazan

NO.

Sekil 3.2: XTT tetrazolium tuzunun, formazan kristallerine dontistimii
(https://www.applichem.com/fileadmin/Service/Downloads en/Proliferation e AppliCations N
012 150dpi_Webversion.pdf)

XTT analizi igin HCT 116 ve HT-29 hcreleri 96 kuyuluk hicre kulttrd
plakalarma 0.5 x 10* hiicre/kuyu olacak sekilde 100 pl hacimde ekilmistir.
Hiicrelerin kiiltiir kaplarina yapigsmasi i¢in %95 nem ve %5’lik CO2 igeren etliv
icerisinde 37 °C’de 24 saat bekletilmistir. R. ribes’e ait her bir ekstrenin stok
konsantrasyonu 2000 pg/ml olacak sekilde tartilarak %210 serumlu besiyeri i¢inde, 5-
FU’nun ise stok konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde tartilarak %0,1’lik DMSO
icinde ¢ozduruldikten sonra besiyeri ile istenilen hacime tamamlanmistir. Uygulanan
dozlar 6n c¢alisma verilerine gore secilmistir. Yontem protokolii iiretici firmanin
talimatlarina gore uygulanmistir. Her bir ekstre i¢in son konsantrasyonlar1 50 pg/ml,
125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml, 1250 ug/ml, 1500 pg/ml
olacak sekilde 8, 5-FU icinise 0.1 u, 1 uM, 10 pM, 50 uM ve 100 puM olacak sekilde

5 farkli dozun yer aldig tiipler %10 serumlu besiyerleri ile hazirlanmistir. Hucrelerin

43



kuyucuklarin tabanina yapistiklart inverted mikroskop altinda kontrol edildikten
sonra eski besiyerleri uzaklagtirilarak hazirlanan farkli doz konsantrasyonlari doz
grubu kuyularia ve kontrol kuyularia ise yalnizca serumlu besiyeri; zamana bagh
etkinin belirlenmesi icin de 24, 48 ve 72. saat (her doz tlm saatler icin 3 tekrar
kuyusu olacak sekilde) boyunca 100 pl hacimde hiicrelere uygulanmistir. Dozlarin
istenilen saatlerde muamele edilmesinin ardindan eski besiyerleri uzaklastirilarak her
bir kuyu icin 100 ul besiyeri Uzerine 50 ul XTT reaksiyon soliisyonu (49 ul XTT
reagent soliisyonuna 1lul aktivasyon soliisyonu eklenerek karistirilmistir) ilave
edilmistir. Uygulamadan 4 saat sonra kontrol ve doz kuyularina ait absorbans
degerleri (OD) mikroplaka okuyucu ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve 630
nm referans araliginda okunmustur. Her bir doz 3 tekrarli calisgilmistir. Tiim
konsantrasyonlarin % canlilhik ve sitotoksite degerleri asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

% Canlilik = [Doz grubunun absorbansi (OD)/Kotrol grubunun absorbansi (OD)]
X100

% Sitotoksite = [1- (Doz grubunun absorbansi/Kotrol grubunun absorbansi)] X 100

Elde edilen sonuglara gore, ekstrelerin son konsantrasyonlara kars1 % hcre

canlilig1 grafigi ¢izilerek 24, 48 ve 72 saatlik ICso degerleri belirlenmistir.
3.6. Kombinasyon Analizi (fzobologram Analizi)

[lag kombinasyonlar1 AIDS, kanser gibi kétii prognoz sergileyen hastaliklarin
tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Kombine tedavilerde sinerjik terapotik etkinin
saglanmasi, doz ve buna bagl toksisitenin azaltilmasi ve ilag direnci uyarimiin
minumum dizeye indirilmesi hedeflenmektedir. Kombine tedavilerde uygulanan
ajanlar ya da ilaclar ile sinerjik etki, additif etki ve antagonistik etki
saglanabilmektedir. Sinerjik etki, tedavi amacli kombine uygulanan ajanlarin toplam
etkisinin, herbir ajanin tek basina gosterdigi etkiden daha fazla olmasi; additif etki,
kullanilan ajanlarin birlesik etkisi, tek basina verilen her bir maddenin etkisinin
toplamina esit olmasi; antagonistik etki ise kombine uygulanan ajanlarin toplam
etkisinin, her bir ajanin tek basina kullanildiginda gosterdigi etkiden daha az
olmasidir (Chou, 2010).
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[lag kombinasyonu ¢aligmalarinda uygulanan Chou-Talalay yéntemi medyan
etki denklemine dayanmaktadir. Bu yontem ajanlarin belirli bir doz seviyesinde ki
sinerjizm ve/veya antagonizm etkisini bilgisayar programi iizerinde gosteren
algoritmalar1 olusturur. Bu ¢alismada kullanilan ila¢ kombinasyonunun etkileri,
Chou-Talalay'in ¢oklu ilag etkisi denklemine dayanan kombinasyon indeksi (CI)
kullanilarak degerlendirildi. CI<1 sinerjistik etkiyi, Cl=1 additif etkiyi, CI>1 ise
antagonistik etkiyi tanimlamaktadir (Tablo 3.7).

Tablo 3.7: Kombinasyon indeksi ve etki tablosu (Chou 2010)

Kombinasyon indeksi (CI) Etki

<0,1 Cok gucli sinerjizm
0,1-0,3 Guclu sinerjizm
0,3-0,7 Sinerjizm
0,7-0,85 Orta sinerjizm
0,85-0,9 Hafif sinerjizm
0,9-1,1 Additif etki
1,1-1,2 Hafif antagonizm
1,2-1,45 Orta antagonizm
1,45-3,3 Antagonizm
3,3-10 Guclu antagonizm

>10 Cok glcli antagonizm

R. ribes’e ait kok-metanol ekstresi ve 5-FU’nun sinerjik etkisini belirlemek
icin bu iki ajanin ICsp oranlart (ICso-5-ru/lICs0-ksk-metanol) kombinasyonun farkli kat
diliisyonlar1 hiicrelere 48 saat uygulanarak sitotoksite testi tekrar gergeklestirilmistir.
Her doza karsilik gelen absorbans degerleri ile formiil kullanilarak hesaplanan
sitotoksite ylzdeleri Calcusyn 2.0 programina girilmistir Uygulanan her ajanin ve
doz-etki tablosu ve egrisi program tarafindan gizilmistir. Program tarafindan CI

degerleri hesaplanmistir.

Bu asamadan sonraki ¢aligmalara kombinasyon dozu olarak 5-FU + R. ribes
kok-metanol ekstresinin her iki hiicre hattinda hafif sinerjizm g0sterdigi belirlenen

48. saatteki dozlari ile devam edilmistir.
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3.7. miRNA Ekspresyon Analizi

3.7.1. Total RNA Izolasyonu

MIRNA ekspresyon analizi igin hiicrelerden RNA izolasyonu islemi, trizol
reagent ile gergeklestirilmistir. 6’lik hiicre plakalarima doz ve kontrol gruplari
olusturulacak sekilde her bir kuyuya 500.000 hicre ekilerek 24 saat inkibe
edilmistir. Sonrasinda HCT 116 ve HT-29 hicrelerine KM (R.ribes-kok metanol
ekstresi), 5-FU ve Kombine 5-FU+KM’nin 48. Saatteki etkin dozlar1 uygulanmistir.
Bu sirenin sonunda her bir kuyucuga 500 ul Trizol konularak 5 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda kuyucuklar scraper ile kazindiktan sonra
ependorflara aktarilmigtir. Ependorfun tizerine 100 pl kloroform konulduktan sonra
15 sn vorteklenerek 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda 4 C%de
12000 RPM’de 15 dk santrifiij edildikten sonra olusan iistteki faz pipet yardimiyla
bagka bir tiipe aktarilmistir. Aktarilan fazin {izerine 500 pl izopropanol ilave
edildikten sonra 4 C%de 12000 RPM’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant kismi
uzaklastirilmistir. Pelletin Uzerine 500 pl %70’lik etanol ilave edildikten sonra pellet
pipetaj yapilarak homojenize edilmistir. Ardindan 12000 RPM’de 10 dk santrifij
edilerek olusan siipernatantin tamami uzaklastirilmis ve kalan etanol havada kisa bir
stre tutularak tamamen kurutulmustur. Sonrasinda pelletin yaklasik 30 pl nlkleaz

igermeyen su igerisinde ¢oziinmesi saglanmistir.

Izole edilen RNA’larm konsantrasyonlarinin ve Kalitelerinin belirlenmesi
amactyla herbir 6rnek RNA’sindan 1 pl alinarak nanodrop cihazinda (Maestrogen,
ABD) 230, 260, ve 280 nm UV dalga boylarinda o6lgiildiikten sonra -80 C%de

muhafaza edilmistir.

3.7.2. Izole Edilen RNA’larin Jelde Yiiriitiilmesi

Bu basamak icin dncesinde %1°lik agaroz jel hazirlanmistir. Izole edilen her
bir 6rnegin RNA’sindan 1 pg alarak, 6X’lik yiikleme boyasiyla karistirildiktan
sonra jele yiiklenerek yatay jel elektroforeziyle yiiriitilmiistiir. RNA bantlar1 UV jel

goriintlileme cihazinda gozlenmistir (Sekil3.3).
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].Genomik DNA

} 28SrRNA
} 18SrRNA

Sekil 3.3: izole edilen RNA 6rneklerinin agaroz jel gorintiisi

3.7.3. Genomik DNA’nin Uzaklastirilmast I¢cin DNase Uygulamasi
Izole edilen RNA 6rneklerinden olast DNA kontaminasyonunu uzaklastirmak
icin  DNase-1 enzim muamelesi dretici firmanin (Thermo Scientific, ABD)

talimatlarina gore gerceklestirilmistir.

Tablo 3.8: DNase | uygulamas:1 komponentleri

RNA 1 g
10X reaksiyon buffer (MgCl>) 1wl
DNase | enzimi (RNase-free) 1ul
Nukleaz-free su 10 pl’ye tamamlanmigtir

Tablo 3.8’de verilen komponentler RNase icermeyen bir tiipiin igerisinde
birlestirildikten sonra 37 C%de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
50mM EDTA soliisyonundan 1 pl tiipe eklenerek 65 C%de 10 dakika inkiibe

edilmistir.

miRNA ekspresyon analizi i¢in tiretici firma baslangic RNA miktarini 5 ng/pl
olarak belirlemistir. Elde edilen RNA’nin DNase uygulamasinin ardindan nanodropta
(Maestrogen, ABD) 6l¢iimleri gergeklestirilmistir. 5 ng/ul’lik son konsantrasyon ise

niikleaz icermeyen su ile hazirlanmigtir.
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miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR protokolii iki agamadan

olusmaktadir:

1. First Strand cDNA sentezi
2. RT-gPCR(Ger¢ek Zamanli Kantitatif — Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

amplifikasyonu

3.7.4. cDNA Sentezi

miRNA’dan cDNA sentezi islemi, miRCURY Universal cDNA Synthesis
Kit’in prosediiriine uygun olarak gerceklestirilmistir. Buna gore, ilk once her bir
RNA 6rneginin konsantrasyonu 5 ng/ul olacak sekilde hazirlanmistir. Tablo 3.9°da
belirtilen miktarlarda ki komponentler nikleaz icermeyen pcr tipinde buz lzerinde
biraraya getirildikten sonra 5 ng/ml olarak hazirlanmis RNA Ornekleri ilave
edilmistir. Tamamlanan PCR karisimlar1 thermal cycler cihazinda 42 C%de 60
dakikanmn ardindan 95°C’de 5 dakika inkiibe edilmis ve hemen sonrasinda 4 C%ye
sogutularak cDNA eldesi  gerceklestirilmistir. RT-gPCR  amplifikasyonu
basamaginda kullanilmak iizere her bir cDNA 0Ornegi 1/80 oraninda niikleaz

icermeyen su ile dilue edilmistir.

Tablo 3.9: miRNA’dan ¢cDNA sentezi igin gerekli olan komponentler

Komponentler Hacim/reaksiyon
5x Reaction buffer 2 ul

Nikleaz icermeyen su 5ul

Enzim mix 1l

Kalip total RNA 2 ul

Toplam 10 wl

3.7.5. RT-gPCR

Sentezlenen cDNA’lar kolorektal kanserin olusumunda ve prognozunda,
hiicre dongiisii, apoptoz, ve metastaz ile ilgili sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde
rol oynadigi belirlenen miR-200 ailesine ait 4 miRNA’nin ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesinde kullanilmistir. Calisilan miRNA’lar ve erisim numaralar1 Tablo
3.10°da gosterilmistir. Bu basamagin calisilmasinda sybergreen ile isaretleme temelli

ExiLENT SYBR® Green master mix kullanilmistir. RT-qPCR reaksiyonu BioRad
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CFEX Connect cihazinda gergeklestirilmistir. Uygulanan RT-PCR komponentleri ve
PCR kosullar1 Tablo 3.11 ve Tablo 3.12°de verilmistir.

Tablo 3.10:Caligilan miRNA’lar ve erigsim numaralar1

miRNA sanger 1D miRBase erisim numarasi
hsa-miR-200a MIMATO0000682
hsa-miR-200b MIMATO0000318
hsa-miR-200c MIMATO0000617
hsa-miR-141 MIMATO0000432

Tablo 3.11: miRNA analizleri i¢in gerekli olan PCR komponentleri

Komponentler Hacim/reaksiyon
PCR mastermix 5ul

PCR primer set 1 pl

Dilue cDNA kalib1 (1/80) 4 ul

Toplam 10 ul

Tablo 3.12: miRNA’larin analizi i¢in RT-qPCR kosullar

Enzim aktivasyon basamagi / Denatiirasyon 95 C%de 10 dk

Amplifikasyon basamag: (40 dongii)

-Denatiirasyon 95 C%de 10 sn
-Baglanma 60 C”de 1 dk
Erime egrisi analiz basamag1 65- 95 (0,2 C%)

3.8. Gen Ekspresyon Analizi

3.8.1. cDNA Sentezi

miRTarbase, miRWalk veri tabanlar1 ve literatiir aragtirmalarina gére miR-
200 ailesinin hedefi olarak belirledigimiz 13 gen ve bu hedeflerle iliskili
olabilecegini diisiindiigimiiz 19 genin ekspresyon analizi i¢in, DNase ile muamele
edilmis total RNA’larin cDNA sentezleri, iScriptTM ¢cDNA Sentez Kiti (BIO-RAD,
ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir 6rnegin cDNA sentezi i¢in RNase
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icermeyen PCR tiplerine Tablo 3.13°teki komponentler ilave edilip karistirildiktan

sonra hafif bir spin iglemi gerceklestirilmistir.

Tablo 3.13: cDNA sentezi i¢in kullanilan komponentler

5X iScript reaksiyon mix 4 ul
iScript reverse transkriptaz 1l
RNA 1 ug
Nukleaz free su 20 pl’ye tamamlanmigtir

Hazirlanan reaksiyon karisimlar thermal cycler cihazinda 25 C%de 5 dakika,
42°C’de 30 dakika, 85°C’de de 5 dakika inkiibe edildikten sonra ¢cDNA’lar elde
edilmistir. Elden edilen cDNA’lar ¢alisilincaya kadar -80 C%de saklanmistr.

3.8.2. RT-gPCR

Belirlenen genlerin  mRNA ekspresyon analizi igin doz ve kontrol
gruplarindan elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilmigtir. Tablo 3.16’da
listelenen genlerin ekpresyonlarinin kantitatif olarak belirlenmesi icin Evagreen 2X
gPCR Mastermix (Applied Biological Materials, Kanada) kullanilmistir. RT-qPCR
reaksiyonu ise Biorad CFX Connect cihazinda gerceklestirilmistir. Analiz i¢in
uygulanan RT-qPCR komponentleri ve PCR kosullar1 Tablo 3.14 ve Tablo 3.15°de

gosterilmistir.

Tablo 3.14:Hedef genlerin ekspresyon analizi i¢cin RT-gPCR komponentleri

Komponentler Hacim/Reaksiyon Son Konsantrasyon
EvaGreen 2X qPCR Mastermix | 5 pl 1X

Primer Mix 0.3 ul 300 nM
Nukleaz-Free su 3.7ul

cDNA 1l
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Tablo 3.15: Belirlenen genlerin analizi i¢cin RT-qPCR Kosullar1

Enzim aktivasyon basamagi

95 C»de 4 dk

Amplifikasyon basamagi (40 dongii)

-Denatiirasyon 95 C%de 30 sn
-Baglanma 60 C%de 30 sn
-Uzama 72 C%de 30 sn
Denatiirasyon 95 C%de 10 sn

Erime egrisi analiz basamagi

65- 95 (0,2 C°)

Ekspresyon seviyeleri degerlendirilen genlerin ve referans olarak kullanilan

housekeeping genlerin primer dizileri Tablo 3.16’da gosterilmistir.

Tablo 3.16: RT-gPCR analizinde kullanilan genlerin primer dizileri

miR-200 Ailesinin Hedef Genleri

Gen Ad1 Primer Dizisi Amplikon
Biiyiikliigii
(be)
BCL-2 F:5-GTGGATGACTGAGTACCTGAAC-3 125
R:5-GAGACAGCCAGGAGAAATCAA-3
TP53 F:-5-GAGATGTTCCGAGAGCTGAATG-3 129
R:5-TTTATGGCGGGAGGTAGACT-3
XIAP F:5-GAGGAACCCTGCCATGTATAG-3 111
R:5-GTGTAGTAGAGTCCAGCACTTG-3
FAP1 F:5-GCCTCAGAGCCAACCTATTAAG-3 103
R:5-CAGCACAGTCCGAACAGAAA-3
GATA4 F:5-GAAGGCAGAGAGTGTGTCAA-3 111
R:5-GCCGTTCATCTTGTGGTAGA-3
CDK®6 F:5-ATGCCGCTCTCCACCATC-3 100
R:5-GTGACACTGTGCACACATCAAA-3
CDKN1B F: 5-GAGCAATGCGCAGGAATAAG-3 119
R: 5-TCCACAGAACCGGCATTT-3
RND3 F: 5-GACACTTCGGGTTCTCCTTAC-3 101
R: 5-AGGGTCTCTGGTCTACTGATG-3
ZEB1 F: 5-GGCTCCTATAGCTCACACATAAG-3 114
R: 5-TGCTGAAAGAGACGGTGAAG-3
CDH1 F: 5-CTTCTGCTGATCCTGTCTGATG-3 144
R: 5-TGCTGTGAAGGGAGATGTATTG-3
TGFB1 F: 5-CGTGGAGCTGTACCAGAAATAC-3 159
R: 5-CTAAGGCGAAAGCCCTCAAT-3
SMAD2 F: 5-GGGACTGAGTACACCAAATACG-3 97

R: 5-TACCTGGAGACGACCATCAA-3
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SMAD3

F: 5-CCTGAGTGAAGATGGAGAAACC-3
R: 5-GGCTGCAGGTCCAAGTTATTA-3

117

miR-200 Ailesi Hedef Genleriyle iliskili Apoptoz, Hiicre Déngusi, EMT ve

TGF-B Yolag1 Genleri

BAX F:5-GGAGCTGCAGAGGATGATTG-3 151
R:5-GGCCTTGAGCACCAGTTT-3
KASPAZ 3 F:5-GAGCCATGGTGAAGAAGGAATA-3 162
R:5-TCAATGCCACAGTCCAGTTC-3
KASPAZ 7 F:5-CGAAACGGAACAGACAAAGATG-3 169
R:5-TTAAGAGGATGCAGGCGAAG-3
KASPAZ 8 F:5-GCCCAAACTTCACAGCATTAG-3 160
R:5-GTGGTCCATGAGTTGGTAGATT-3
KASPAZ 9 F:5-CGACCTGACTGCCAAGAAA-3 153
R:5-CATCCATCTGTGCCGTAGAC-3
CYCS F:5-GGAGAGGATACACTGATGGAGTA-3 102
R:5-GTCTGCCCTTTCTTCCTTCTT-3
PPARG F:5-TGGGTGAAACTCTGGGAGAT-3 127
R:5-AAGTTGGTGGGCCAGAATG-3
p21 F:5-TGGACCTGTCACTGTCTTGTA-3 120
R:5-AGAAATCTGTCATGCTGGTCTG-3
Rel A F:5-CTGCTTCCAGGTGACAGTG-3 108
R:5-TTGAGCTCGGCAGTGTTG-3
CD9%5 F:5-CTTTTCGTGAGCTCGTCTCTGA-3 69
R:5-CTCCCCAGAAGCGTCTTTGA
CCND1 F:5-GTTCGTGGCCTCTAAGATGAA-3 135
R:5- AGGTTCCACTTGAGCTTGTT-3
CCND2 F: 5-GAAGGACATCCAACCCTACAT-3 155
R: 5-AGAAGTGCGAAGAAGAGGTC-3
CCND3 F: 5-GACCTGGCTGCTGTGATT-3 104
R: 5-AAGGTCTGGGCATGCTTT-3
CDK4 F:5-ATTGGTGTCGGTGCCTATG-3 129
R:5-AACTGTGCTGATGGGAAGG-3
CDH2 F: 5-GACAGTTCCTGAGGGATCAAAG-3 104
R: 5-CGATTCTGTACCTCAACATCCC-3
TGFBR1 F: 5-GTTCCGTGAGGCAGAGATTTAT-3 107
R: 5-ACCAGAGCTGAGTCCAAGTA-3
TGFBR2 F: 5-GTCGCTTTGCTGAGGTCTATAA-3 113
R: 5-CTCTGTCTTCCAAGAGGCATAC-3
SMAD4 F: 5-TCCAGCATCCACCAAGTAATC-3 91
R: 5-GCAGTGCTGGTAGCATTAGA-3
SMAD7 F: 5-AGGCTGTGTTGCTGTGAA-3 125
R: 5-TCCATCGGGTATCTGGAGTAA-3
Referans (Housekeeping) Genler
GAPDH F: 5-GTCAACGGATTTGGTCGTATTG-3 106

R:5-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3
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ACTB F: 5-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3 178
R: 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3
CYPA F:5-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG-3 126
R:3-CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3

3.9. Apoptozun Belirlenmesi

3.9.1. TUNEL Analizi

Apoptoz, membran blebleri, nukleer-sitoplazmik biiziisme ve kromatin
kondensasyonu gibi bazi morfolojik oOzellikler ile karakterize olan hiicre iginde
bircok 6nemli siirecte gérev alan programli hiicre oliimiidiir. Kolayca fagosite olan
ve bir inflamatuvar yanit iiretmeden makrofajlar veya komsu hiicreler tarafindan
sindirilen, membrana bagli apoptotik cisimler ic¢inde hiicreler apoptoz
fragmentasyonuna ugrarlar. Bu hiicre 6liimii, hiicre sismesi, kromatin topaklagmasi,
membran biitliinliigiiniin kaybi, hiicre parcalanmasi ve lokal inflamasyon reaksiyonu
olusumu ile karakterize olan nekroz olarak bilinen hticre 61umu tipinin tersi 6zellikler
sergilemektedir.  Apoptotik  hiicrelerin  ¢ekirdeginde gozlenen morfolojik
degisiklikler, kismen endojen endo-niikleazlarin etkisi ile DNA fragmentlerinin
olusmasindan kaynaklanmaktadir. Tipik olarak, apoptotik hiicrelerin DNA's1, agaroz
jel Gzerinde 180-200 bg¢'lik fragmentler halinde gézlemlenir (Saraste, 2000, Doonan
ve Cotter, 2008).

DeadEnd™ Kolorimetrik TUNEL Sistemi, tek hiicre seviyesinde, apoptotik
hiicrelerin basit, dogru ve hizli bir sekilde saptanmasini saglamak i¢in tasarlanmas,
radyoaktif olmayan bir sistemdir. Sistem, birgok hiicre tipinde apoptozun 6nemli bir
biyokimyasal gostergesi olan nukleer DNA fragmantasyonunu Olcerek hem doku
kesitlerinde hem de kiiltiire edilmis hiicrelerde apoptotik hiicre 6liimiinii test etmek
icin  kullanilabilmektedir.  Biotinlenmis niikleotid, rekombinant Terminal
Deoksiniikleotidil Transferaz, (rTdT) enzimi kullanilarak ¢ift iplikli DNA’da olusan
kiriklarda ki 3'-OH uglara baglanir. Horseradish peroksidaz isaretli streptavidin
(Streptavidin HRP), bu biyotinlenmis niikleotitlere baglanir ve sonrasinda peroksidaz
substrati, hidrojen peroksit, kararli kromojen, diaminobenzidin (DAM) kullanilarak

apototik hiicreler daha koyu renkte tespit edilebilmektedir.
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Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanisi

%4°liikk Metanolsiiz Formaldehit: %10’luk stok formaldehit’ten 100 ml alinarak,

150 ml dH20 i¢inde ¢ozdirilmiistiir.

%0.2°lik Triton X-100: Oncelikle %10’luk stok hazirlanmistir. Bunun igin; 10 ml
triton X-100, 90 ml PBS i¢inde homojenize edilmistir. Sonrasinda 5 ml %10’luk

stoktan alinarak, 250 ml’ye PBS ile tamamlanmuistir.

%00.3’liik H202: %30’luk H202’den 2.5 ml alinarak, 250 ml’ye PBS ile

tamamlanmustir.

Yontem:

1. 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6’lik kuyucuklara ekilen kontrol ve
apoptozu uyarilmis hiicreler, tripsinize edilerek santrifiij edilmistir.

2. Santrifiijiin ardindan hiicreler PBS ile bir kez yikandiktan sonra resiispanse
edilerek Poly-L-Lysine kapli lamlara damlatiimistir.

3. Fiksasyondan Once laminar kabinde yaklasik 15 dakika boyunca
kurutulmustur.

4. Lam UGzerindeki hiicreler sale iginde ki %4’liikk metanolsiiz formaldehit
solisyonu ic¢ine daldirilarak oda sicakliginda 25 dakika siireyle fikse
edilmistir.

5. Fiksasyonun ardindan lamlar, oda sicaklifinda 5 dakika boyunca taze PBS’e
daldirilarak yikanmistir (Bu basamak 2 kez tekrar edilmistir).

6. Lamlar, hucreleri gecirgen hale gitirmek igin %0.2 Triton X-100 solisyonda
oda sicakliginda 5 dakika boyunca bekletilmistir.

7. Lamlar, taze PBS’te oda sicakliginda 5 dakika tutularak durulanmistir (Bu
basamak 2 kez tekrar edilmistir).

8. Lamlarin tizerindeki siv1 faz uzaklastirilmistir.

9. Lamlar 100 pl equilibration buffer ile  kaplanarak 5-10 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir.

10. 9. Basamak esnasinda biotinlenmis niikleotid mix’i ¢6zdiiriilmiistiir. Tiim

reaksiyonlar igin yeterli rTdT karisimi hazirlandiktan sonra buz iginde
tutulmustur. Her bir lam i¢in 100 pl ‘lik rTdT (Tablo 3.17) reaksiyon miksi

kullanilmustir.
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Tablo 3.17: rTdT Reaksiyon Miksinin Hazirlanigi

Tampon Komponontleri Hacimler (100 ul’lik her bir reaksiyon igin)
Equilibration Buffer 98 ul

Biotinlenmis Nucleotid Mix 1ul | 1l

rTdT Enzyme* 1l

* Kontrol 6rnekleri i¢in rTdT enzimi yerine 1 ul deiyonize su ilave edilmistir.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Equilibration Buffer ile muamele edilmis alanlarin ¢evresi kurutma kagidi ile
kurutulduktan sonra lam (zerindeki bolimlere 100 pl’lik rTdT reaksiyon
miksi ilave edilmistir. Fakat bu alanlarin kurumasina izin verilmemistir.
Reaktifin lam {iizerinde esit olarak dagilimini saglamak icin bu bdoliimler
plastik lameller ile kapatilmistir.

Lamlar nemlendirilmis bir kap icerisinde 37 C%de 60 dakika inkiibasyona
birakilmistir.

20X SCC soliisyonu 1:10 oraninda olacak sekilde deiyonize su ile
seyreltilmistir. Plastik lameller ¢ikarildiktan sonra lamlar, oda sicakligindaki
20X SCC solusyonu icerisinde 15 dakika tutularak reaksiyon
sonlandirilmistir.

Lamlar, taze PBS’te oda sicakliginda 5 dakika tutularak durulanmistir (Bu
basamak 2 kez tekrar edilmistir).

Lamlar, endojen peroksidazlari bloklamak igin %0.3’likk hidrojen peroksit
soliisyonunda oda sicakliginda 3-5 dakika tutulmustur.

Lamlar, taze PBS’te oda sicakliginda 5 dakika tutularak yikanmistir (Bu
basamak 2 kez tekrar edilmistir).

Streptavidin HRP soliisyonu, 1/500 olacak sekilde PBS ile sulandirilmistir.
Her bir lam Gzerine 100 pl hacim olacak sekilde streptavidin HRP soliisyonu
ilave edilerek oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Lamlar oda sicakliginda 5 dakika boyunca PBS’te yikanmistir (Bu basamak 2
kez tekrar edilmistir).

DAB (Deoksiaminobenzidin) komponenetleri kullanilmadan hemen 6nce
hazirlanmistir. Bunun igin; 950 pl dH20 Uzerine 50 ul DAB substrat 20X
buffer eklenmistir. Sonrasinda 50 ul DAB 20X Chromogen ve 50ul of
Hydrogen Peroxide 20X ilave edilmistir (Bu soliisyon 1siktan uzak tutulmus

ve 30 dakika icinde kullanilmigtir).
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21. Her bir lama DAB soliisyonundan 100 pl ilave edildikten sonra kahverengi
arka plan olusana kadar (yaklasik 10 dk) beklenmistir.

22. Lamlar, dH20 ile birka¢ kez yikanmastir.

23. Lamlar %100’liikk gliserol ile kalici preparat haline getirilerek 151k

mikroskobu altinda incelenmistir.

3.9.2. Anneksin V Analizi

Apoptozun erken evrelerinde, hiicre yiizeyinde degisiklikler meydana gelir.
Plazma membrani degisikliklerinden biri, membranmnin i¢ tarafindan dis yiiziine
fosfatidilserin (PS) translokasyonunun ger¢eklesmesidir. Anneksin V, PS i¢in yiksek
afiniteye sahip, Cat+ bagimhi 35-36 kDa biiyiikligiinde fosfolipid baglayict bir
proteindir. Dolayistyla bu protein, apoptotik hiicrelerin flow sitometri yontemi ile
belirlenmesinde PS’e spesifik olarak kullanilabilmektedir. PS translokasyonu,
apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiiniin ileri asamalarina eslik eden zar biitiinligi
kaybindan 6nce gerceklesir. Bu nedenle Anneksin V boyasi, erken ve ge¢ apoptotik
hlcreleri belirlemek icin propidium iyodur (PI) ya da 7AAD (7-aminoactinomycin
D) gibi vital bir boya ile birlikte kullanilmaktadir. PI/7AAD membran1 bozulmamis
canli hiicrelere giremezken, 6lii ve hasarli hiicrelerin membranlar1 bu boyalara karsi

gecirgendir (Zimmermann ve Meyer 2011, Zembruski ve ark 2012).

Calismada kullanilan MUSE Annexin V & Dead Cell Kiti, hem adherent hem
de stispanse hiicre hatlarinda hiicre 6liimiiniin, canliliginin, hiicrenin erken ve geg
apoptozunun Muse™ Cell Analyzer’da kantitatif analizini saglamaktadir. Yazilim;
canli hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik, toplam apoptotik ve 6li hicreler igin
konsantrasyon (hiicre/mL) ve yiizdeleri hakkinda bilgi saglamaktadir. Bu testle dort

hiicre popiilasyonu ayirt edilebilir:
- Apoptotik olmayan hiicreler: Anneksin V (-) ve 7-AAD (-)
- Erken apoptotik hicreler: Annexin V (+) ve 7-AAD (-)
- Geg evre apoptotik ve 6lu hicreler: Annexin V (+) ve 7-AAD (+)

- Cogunlukla niikleer debriz: Annexin V (-) ve 7-AAD (+)
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Yontem:

1. Buanaliz igin 7,5 X 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6’11k kuyucuklara
hicreler ekildikten sonra 1Cso dozlari ile 48 saat siireyle muamele edilmistir.

2. Analize baslamadan dnce MUSE Annexin V & Dead Cell Reagent oda
sicakligina getirilmistir.

3. 48 saatlik stire sonunda kuyuculardaki besiyeri aspire edilmis ve PBS ile
yikanmistir.

4. Tripsinle muamele edilerek hiicreler siispanse hale getirilmistir.

5. Ependorf tiipiine aktarilan siispanse haldeki hiicreler 350 g’de 5 dk santrifiij
edilmistir.

6. Siipernatant uzaklastirilarak 100 ul PBS ile hiicreler tamamen homojenize hale
getirilmistir.

7. Her bir tiipe PBS ile ayn1 hacimde olan 100 ul MUSE AnnexinV & Dead Cell
Reagent eklenmistir (Onerilen bu hacim 6rnek 6zelligine gore
artirilabilmektedir).

8. Hiicreler vorteksle orta hizda 3-5 sn kadar karigtirilmistir.

9. Hiicreler oda sicakliginda 20 dakika boyunca karanlikta inkiibe edilmistir.

10. MUSE Cell Analyzer’da anneksin V ve 7AAD 6l¢timii gerceklestirilmistir

(Orneklerin cihaza yiiklenmeden &nce iyice karistirilmasi gerekmektedir).

3.10. Hucre Dongusi Analizi

Okaryotik hiicrelerde en 6nemli ve temel siireglerden biri olan hiicre dongiist,
hlcre blylmesi ve boliinmesiyle sonuglanmaktadir. Hiicre dongiisiiniin regiilasyonu,
genetik hasarin onarilmasi ve kontrolsiiz hiicre boliinmesinin durdurulmasiyla iliskili
oldugundan, hiicre sagkalimi icin kritik bir 6neme sahiptir. Hiicre dongiisii
regulasyonunda ki bozukluklar, tim0r hiicrelerinin karakteristik bir 6zelligidir ve
hicre dongusuniin kontrol edilmesinde rol oynayan genlerdeki mutasyonlarin,
kanserde oldukg¢a yaygin oldugu bilinmektedir. Hiicre dongiisii analizi, antikanser
bilesiklerin etkilerini anlamada veya hiicre bdliinmesi mekanizmalarinin
arastirllmasinda giderek daha Onemli hale gelmistir (Cecchini ve ark., 2012).
Calismamizda kullandigimiz Muse™ Hiicre Dongiisii Kiti, GO / G1, S ve G2'deki

hiicre ytlizdesinin kolay ve hizli kantitatif 6l¢iimiine olanak saglamaktadir. Bu kit
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kiltiire edilmis memeli hiicre hatlarina ait hiicre siispansiyonlarindaki hiicre dongusi

fazlarini nicellestirmektedir.

Muse™ Hiicre Dongiisii Testinde, 6zel bir formiilasyonda niikleer DNA
interkalasyon boyasi olan PI ve RNase A igeren karisim halindeki bir reaktif
kullanilir. PI, DNA boyanmasinin spesifikligini arttirmak i¢in RNase varliginda
DNA igerigindeki farkliliga dayanarak hiicre dongiisiiniin farkli asamalarinda
hiicrelerin ayirt edilmesini saglar. Dinlenim fazindaki (GO/G1) hucreler her bir
kromozomun iki kopyasini igermektedir. Hiicreler dongliye girmeye basladikga,
kromozomal DNA’y1 da sentezlemeye baslarlar (S faz1). Tiim kromozomal DNA iki
katina ¢ikana kadar (G2 / M fazi1) PI'dan kaynaklanan floresan yogunlugu da artis
gosterir. Bu asamada; G2/M hiicreleri, GO/G1 popiilasyonunun iki kati floresan
yogunluga erisir. G2 / M hiicreleri evrenin sonunda iki hiicreye boliiniir. Bu test, her
bir hiicre dongusu evresindeki (GO / G1, S ve G2 / M) hiicre yiizdesini ayirt etmek ve

Olemek i¢in DNA igeriginin PI bazli boyanmasi esasina dayanmaktadir.
Yontem:

1. Buanaliz igin 1 X 108 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6’lik kuyucuklara hiicreler
ekilmis olup, ICso dozlari ile 48 saat siireyle muamele edilmistir.

2. Analizden hemen 6nce MUSE AnnexinV & Dead Cell Reagent oda sicakligina
getirilmistir.

3. Sure sonunda kuyuculardaki besiyeri aspire edilmis ve PBS ile yikanmustir.

4. Tripsinle muamele edilerek hiicreler siispanse hale getirilmistir.

5. Ependorf tiiptine aktarilan siispanse haldeki hiicreler 350 g’de 5 dakika santrifiij
edilmistir.

6. Sdpernatant uzaklagtirilarak her bir tiip i¢in 1 ml PBS ilave edilmistir. Hiicreler
tamamen homojenize olana kadar iyice pipetajlanmistir.

7. Hiicreler, 350 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

8. Siipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra her 10° hiicre igin 50 pl PBS ilave
edilmistir.

9. Az miktardaki PBS ile hicreler yeniden sispanse hale getirilmek icin hafifce

vortekslenerek pipetajlanmaigstir.
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10. Orta hizda vorteks yaparken, buz iistiindeki soguk 1 mL%70’lik etanol igeren
tiipe damla damla siispanse halde ki hiicreler eklenmistir. Tupler boyanmadan
once en az 3 saat siireyle -20 ° C'de tutularak dondurulmustur.

11. 12 x 75-mm polystyrene test tiplerine 200 pl etanol ile fikse edilmis siispanse
hiicreler ilave edilmistir.

12. Etanol ile fikse edilmis hiicreler 300 g’de oda sicakliginda 5 dakika santrifij
edilmistir.

13. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra her bir 5 x 10° hiicre i¢in 0.25 ml PBS’te
hiicre pelleti resiispanse edilmistir.

14. Siipernatant uzaklagtirildiktan sonra hiicre pelleti Muse™ Cell Cycle Reagent ile
resiispanse edilmistir.

15. Tipler oda sicakliginda, karanlik bir ortamda 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir.

16. Her bir hiicre siispansiyon 6rnegi, Muse ™ Cell Analyzer cihazinda analiz

edilmeden dnce 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiipline aktarilmistir.
3.11. Hiicre Invazyonunun Analizi

ICso dozlarinin uygulandign HCT 116 ve HT-29 hicrelerinin invaziv
Ozelliklerinin in vitro olarak degerlendirilmesi i¢in 24 kuyucuklu Corning BioCoat
Matrigel Invasion Chamber’lar1 kullanilmistir. Corning BioCoat Matrigel Invasion
Chamber’larinda, 8 mikron ¢apli PET membrani yer alir. Bu membran ise ince bir
Matrigel Basement Membrane Matrix ile kaplhidir. Matrigel Matrix, in vitro olarak
yeniden yapilandirilmis bir bazal membran olarak islev gérmektedir. Bu matriks,
membranin gozeneklerini tikayarak, invaziv olmayan hucrelerin membrandan
gecisini engellemektedir. invaziv karakterli hiicreler (malign ve malign olmayan) ise
Matrigel Matrix ve 8 mikron’luk membran goézeneklerinden gecerek invaze
olabilmektedir. Membran, 151k ve elektron mikroskobunda islenebilmekte ve
boyamadan sonra kolaylikla ¢ikarilabilmektedir. Matrigel Invasion Chamber, in vitro

hiicre invazyonunu incelemek i¢in oldukga kullanigli, kullanima hazir bir sistemdir.
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Yontem:

Tablo 3.18: Hiicre invazyon testi icin sollisyon hacimleri

Matrigel invazyon Chamber’lar i¢in Soliisyon Hacimleri
24-Kuyucuklu
Insert ve kuyucuk rehidrasyonu 0.5 ml (insert) ve 0.5 ml (kuyucuk)
Kuyucuk (kemoatraktan) 0.75 ml
Hucre 0.5 ml
Boya 0.5ml
Durulama 150 ml

1. Rehidrasyon

1.1.Uriiniin -20 °C’den ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi beklenmistir.

1.2. Insert ve kuyucuklarm dibine 37 °C’ye getirilmis bikarbonat bazli kiiltiir
ortamlar1 ilave edilmistir. Nemlendirilmis doku kiiltiirii inkiibatorii i¢erisinde,
37 %C’de %5’lik CO2 atmosferinde, 2 saat siireyle rehidrate olmasima izin
verilmigtir.

1.3. Rehidrasyon sonrasi, dikkatli bir sekilde membrana zarar vermeden kiiltiir

ortamlar1 uzaklastirilmistir.

2. Invazyon Basamag

2.1. Rehidrasyonun ardindan steril pens kullanilarak plakanin bos kuyularina
matrigel insert’lerle esit sayida kontrol insertleri yerlestirilmistir

2.2. 24-kuyucuklu plakalar i¢in her bir kuyucuga 2.5x10° hiicre/ml iceren kultir
ortamindaki hiicre siispansiyonlar1 hazirlanmistir.

2.3. Plakanin kuyularina kemoatraktan (%5’lik FBS) iceren besiyeri ilave
edilmistir.

2.4. Kuyucuklart ve kontrol insert’lerini kemoatraktan iceren chamber’lara
aktarmak icin steril pens kullanilmigtir.

2.5. Aktarimm  ardindan membranlarin  altinda  hava  kabarciklarinin
kalmadigindan emin olduktan hemen sonra 24’liikk chamber’lara 500 pl’lik
hiicre slispansiyonu eklenmistir.

2.6. Nemlendirilmis bir doku kiiltiirii inkiibatoriinde 37 °C’de, %5’lik CO2

atmosferinde, 22 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
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3. Hiicre Invazyonunun Olgiilmesi

3.1.

3.2

3.3.

Inkiibasyondan sonra, Invaze olmayan hiicreler, membranin iist yiizeyinden
pamuk bir ¢ubuk yardimiyla uzaklastirilmistir. Ovma islemi, ortam ile
nemlendirilmis ikinci bir ¢ubukla tekrarlanmistir. Membranin alt yiiziine
yapisan hiicrelerin kurumamasi i¢in bu iglemin olabildigince hizli bir sekilde
yapilmasi 6nerilmektedir.

Hiicrelerin Boyanmasi: hiicrelerin fikse edilmesi i¢in bos kuyulara %100
metanol eklenmis sonrasinda ise chamber’lar bu kuyucuklara aktarilarak 2
dakika bekletilmistir. Hiicrelerin boyanmasi i¢in chamber’lar kristal viyole
boyasinin yer aldig1 kuyucuklara aktarilmig ve 2 dakika beklenmistir. Fazla
boyay1 uzaklastirmak igin chamber’lar dH20 ile 2 kez durulanarak ters bir
sekilde kurumaya birakilmistir.

Invaze Hiicrelerin Sayilmasi: Kuruma gerceklestikten sonra chamber’in
tabanindaki membran bistiiri yardimiyla kesilerek {izerine bir damla
immersiyon yagi damlatilmis lamin iizerine pens yardimiyla aktarildiktan
sonra membran lamel ile arada hava kabarcigi kalmayacak sekilde
kapatilmistir. Hazirlanan preparatlardaki hiicreler mikroskop altinda
fotograflandiktan sonra ZEN programu ile sayilmistir. invazyon yiizdesi ise

kontrol grubu hicrelerle karsilastirilarak  asagidaki  formule gore

hesaplanmastir:
s Matrigel Matrix membranda ld invaze hiicre savist .
Yo Invazyon= . ~ X 100
Kontrol membranda ki géic eden hiicre savist
3.12. Protein Analizi

3.12.1. ELISA Testi (Enzim-Bagli Immunosorbent Testi)

Calismada kullandigimiz kitler Sandwich-ELISA prensibine dayanmaktadir.

Kitin i¢ginde yer alan 96’lik plakada ki her bir kuyucuk, kitin tespit edecegi antijene

Ozgii antikor ile 6nceden kaplanmistir. Antijen olarak standartlar veya ornekler mikro

ELISA plakast kuyucuklarina eklenir ve spesifik antikor ile birlestirilerek

reaksiyonun baslamasi saglanir. Sonrasinda kuyucuklara birincil antikora baglanan

enzim-bagli sekonder antikorlar eklenir. Baglanmamis antikor-enzim konjugatlari

yikanarak uzaklastirilir. Baglanma reaksiyonunun tamamlanmasinin ardindan ortama

enzim tarafindan hidrolize edilen ve ayirt edilebilir renk degisikligini saglayacak

substrati ilave edilir. Substrat-enzim reaksiyonu, durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek
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sonlandirilir ve renk degisikligi gozlenir. Optik dansite (OD), ELISA mikroplaka
okuyucu cihazinda 450 nm dalga boyunda oOlgiilir. OD degeri, ilgili antijenin
konsantrasyonuyla orantilidir. Numunelerin OD'leri standart egri ile karsilastirarak

orneklerdeki spesifik antijenin konsantrasyonu hesaplanr.

Calismada BCL-2, ZEB1, GATA4 ve CD95’in protein diizeyinde
konsantrasyonlarint  (miktarlarini) belirlemek igin Sandwich-ELISA yontemi
kullanilmistir. Ornekler, hiicre lizatlarindan hazirlanmis olup deneylerde ¢alisilincaya

kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.12.1.1. BCL-2 ELISA Kit

Soliiyonlarin Hazirlanmasi

1. Wash Buffer’in Hazirlamisi: Toplam hacmi 250 ml olacak sekilde, 10 ml’lik
konsantre wash buffer, 240 ml distile su ile seyreltilmistir.

2. Biotinlenmis Detection Ab Working Solution Hazirlamisi: Calismaya
baslamadan once gerekli olan miktar hesaplanmistir (100 pl / kuyu). Kullanim
oncesinde stok tiip santrifiij edilmistir. 100X konsantre biotinlenmis detection
Ab, Dbiotinlenmis detection Ab diluent ile 1X working sollisyonuna
seyreltilmistir.

3. Standard Working Solutuion Hazirlamsi: Standart, 1 dakika 1000 g’de
santrifiij edilmistir. Reference Standard &Sample Diluent’ten 1 ml alinarak
standarda ilave edilmistir. 10 dakika bekletildikten sonra tiip birka¢ kez alt (st
edilmistir. Tamamen ¢ozdiiriildiikten sonra pipet yardimiyla iyice karistirilarak
homojenize edilmistir. Bu sulandirma islemi ile 10 ng/ml’lik stok soliisyon elde
edilmistir. Sonrasinda da seri diliisyonlar yapilmustir. Onerilen diltsyon
gradienti Sekil 3.4 teki gibidir.
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Sekil 3.4: BCL-2 icin seri diliisyon hazirlanmasi

4. Biotinlenmis Detection HRP Conjugate Working Solution: Calismaya
baglamadan 6nce gerekli olan miktar hesaplanmistir (100 pl / kuyu). 100x
konsantre biotinlenmis detection HRP Conjugate, biotinlenmis detection HRP

Conjugate diluent ile 1x working solusyonuna seyreltilmistir.

BCL-2 ELISA Kit Proseduru

1. Her bir kuyuya standart ya da 6rnekten 100 ul ilave edildikten sonra 37 °C’de 90
dakika inkiibasyona birakilmigtir.

2. Siire sonunda sivi faz uzaklastirilmistir. Ardindan biotinlenmis detection Ab
soliisyonundan 100 pl ilave edilerek 37 °C’del saat inkiibasyona birakilmistir.

3. Her bir kuyudan soliisyon aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra wash buffer ile
3 kez yikama islemi gerceklestirilmistir.

4. Her bir kuyuya 100 pl HRP conjugate working solution eklenerek 37 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir.

5. Her bir kuyudan soliisyon aspire edilerek wash buffer ile yikama islemi 5 kez
tekrarlanmistir.

6. Her bir kuyuya 90 pl substrate reagent eklendikten sonra 37 °C’de 15 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Bu basamakta plaka 1siktan korunmustur.

7. 50 pl stop solusyonu eklenerek, 450 nm dalga boyunda her bir kuyunun OD

degeri belirlenmistir.
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3.12.1.2. ZEB1 ELISA Kit

Soliiyonlarin Hazirlanmasi

1. Wash Buffer’in Hazirlamisi: Toplam hacmi 250 ml olacak sekilde, 10 ml’lik
konsantre wash buffer, 240 ml distile su ile seyreltilmistir.

2. Biotinlenmis Detection Ab Working Solution Hazirlamisi: Calismaya
baglamadan once gerekli olan miktar hesaplanmistir (100 pl / kuyu). Kullanmaya
baslamadan Once stok tiip santrifiij edilmistir. 100X konsantre biotinlenmis
detection Ab, biotinlenmis detection Ab diluent ile 1X working solusyonuna
seyreltilmistir.

3. Standard Working Solutuion Hazirlamsi: Standart 1 dakika 1000 g’de
santrifiij edilmigtir. Reference Standard & Sample Diluent’ten 1 ml alinarak
standarda ilave edilmistir. 10 dakika bekletildikten sonra birkag¢ kez tiip alt iist
edilmistir. tamamen c¢ozildiikten sonra pipet yardimiyla iyice karistirilarak
homojenize edilmistir. Bu sulandirma islemi ile 10ng/ml’lik stok soliisyon elde
edilmistir. sonrasinda da seri diliisyonlar yapilmistir. Onerilen dilisyon gradienti
Sekil 3.5’deki gibidir.

500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL
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10 0.63 031 0.16 0 ngml

Sekil 3.5: ZEB1 igin seri dillisyon hazirlanmasi

4. Biotinlenmis Detection HRP Conjugate Working Solution: Calismaya
baglamadan oOnce gerekli olan miktar hesaplanmistir (100ul/kuyu). 100x
konsantre biotinlenmis detection HRP Conjugate, biotinlenmis detection HRP

Conjugate diluent ile 1x working solusyonuna seyreltilmistir.
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ZEB1 ELISA Kit Prosediri

Her bir kuyuya standart ya da érnekten 100 ul ilave edildikten sonra 37 °C’de 90
dakika inkiibasyona birakilmaistir.

Siire sonunda sivi faz uzaklastirilmistir. Ardindan biotinlenmis detection Ab
soliisyonundan 100 ul ilave edilerek 37 °C’del saat inkiibasyona birakilmistir.
Her bir kuyudan soliisyon aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra wash buffer ile
3 kez yikama islemi gerceklestirilmistir.

Her bir kuyuya 100 ul HRP conjugate working solution eklenerek 37 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir.

Her bir kuyudan soliisyon aspire edilerek wash buffer ile yikama islemi 5 kez
tekrarlanmistir.

Her bir kuyuya 90 ul substrate reagent eklendikten sonra 37 °C’de 15 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Bu basamakta plaka 1siktan korunmustur.

50 ul stop soliisyonu eklenerek, 450 nm dalga boyunda her bir kuyunun OD

degeri belirlenmistir.

3.12.1.3. GATA4 ELISA Kit

Soliiyonlarin Hazirlanmasi

1.

Wash Buffer’in Hazirlamisi: Toplam hacmi 250 ml olacak sekilde, 10 ml’lik
konsantre wash buffer, 240 ml distile su ile seyreltilmistir.

Biotinlenmis Detection Ab Working Solution Hazirlamisi: Calismaya
baslamadan 6nce gerekli olan miktar hesaplanmistir (100 ul / kuyu). Kullanmaya
baglamadan once stok tiip santrifiij edilmistir. 100x konsantre biotinlenmis
detection Ab, biotinlenmis detection Ab diluent ile 1x working solusyonuna
seyreltilmistir.

Standard Working Solutuion Hazirlamisi: standart 1 dakika 1000 g’de
santrifiij edilmistir. Reference Standard &Sample Diluent’ten 1 ml alinarak
standarda ilave edilmistir. 10 dakika bekletildikten sonra birkac kez tiip alt iist
edilmistir. tamamen c¢oziildiikkten sonra pipet yardimiyla iyice karistirilarak
homojenize edilmistir. Bu sulandirma islemi ile 100 ng/ml’lik stok solusyon elde
edilmis, sonrasinda da seri diliisyonlar yapilmistir. Onerilen diliisyon gradienti
sekil 3.6’daki gibidir.
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Sekil 3.6: GATA4 igin Seri dillisyon hazirlanmasi

4. Biotinlenmis Detection HRP Conjugate Working Solution: Calismaya
baglamadan once gerekli olan miktar hesaplanmigtir (100 ul / kuyu). 100x
konsantre biotinlenmis detection HRP Conjugate, biotinlenmis detection HRP

Conjugate diluent ile 1x working solusyonuna seyreltilmistir.
GATA4 ELISA Kit Proseduri

1. Her bir kuyuya standart ya da 6rnekten 100 pl ilave edildikten sonra 37 °C’de 90
dakika inkiibasyona birakilmaistir.

2. Siire sonunda sivi faz uzaklastirilmistir. Ardindan biotinlenmis detection Ab
soliisyonundan 100 pl ilave edilerek 37 °C’del saat inkiibasyona birakilmistir.

3. Her bir kuyudan soliisyon aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra wash buffer ile
3 kez yikama islemi gerceklestirilmistir.

4. Her bir kuyuya 100 pl HRP conjugate working solution eklenerek 37 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir.

5. Her bir kuyudan soliisyon aspire edilerek wash buffer ile yikama islemi 5 kez
tekrarlanmistir.

6. Her bir kuyuya 90 pl substrate reagent eklendikten sonra 37 °C’de 15 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Bu basamakta plaka 1siktan korunmalidir.

7. 50 pl stop solusyonu eklenerek, 450 nm dalga boyunda her bir kuyunun OD

degeri belirlenmistir.
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3.12.1.4. FAS/CD95 ELISA Kit

Soliiyonlarin Hazirlanmasi

1.

4.

Wash Buffer’in Hazirlamisi: Toplam hacmi 250 ml olacak sekilde, 10 ml’lik
konsantre wash buffer, 240 ml distile su ile seyreltilmistir.

Biotinlenmis Detection Ab Working Solution Hazirlamisi: Calismaya
baglamadan once gerekli olan miktar hesaplanmistir (100 pl / kuyu). Kullanmaya
baslamadan once stok tiip santrifiij edilmistir. 100X konsantre biotinlenmis
detection Ab, biotinlenmis detection Ab diluent ile 1X working solusyonuna
seyreltilmistir.

Standard Working Solutuion Hazirlamisi: Standart 1 dakika 1000 g’de
santrifiij edilmigtir. Reference Standard &Sample Diluent’ten 1 ml alinarak
standarda ilave edilmistir. 10 dakika bekletildikten sonra birkag¢ kez tiip alt {ist
edilmistir. tamamen c¢oziildiikten sonra pipet yardimiyla iyice karigtirilarak
homojenize edilmistir. Bu sulandirma islemi ile 2000 ng/ml’lik stok solisyon
elde edilmis, sonrasinda da seri diliisyonlar yapilmustir. Onerilen dilisyon
gradienti Sekil 3.7 deki gibidir.
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Sekil 3.7: FAS/CD95 ig¢in seri diliisyon hazirlanmasi

Biotinlenmis Detection HRP Conjugate Working Solution: Calismaya
baglamadan once gerekli olan miktar hesaplanmistir (100 pl / kuyu). 100X
konsantre biotinlenmis detection HRP Conjugate, biotinlenmis detection HRP

Conjugate diluent ile 1X working solusyonuna seyreltilmistir.
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FAS/CD95 ELISA Kit Prosediirii

8.

10.

11.

12.

13.

14.

Her bir kuyuya standart ya da érnekten 100 pl ilave edildikten sonra 37 °C’de 90
dakika inkiibasyona birakilmaistir.

Siire sonunda sivi faz uzaklastirilmistir. Ardindan biotinlenmis detection Ab
soliisyonundan 100 pl ilave edilerek 37 °C’del saat inkiibasyona birakilmistir.
Her bir kuyudan soliisyon aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra wash buffer ile
3 kez yikama islemi gerceklestirilmistir.

Her bir kuyuya 100 ul HRP conjugate working solution eklenerek 37 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir.

Her bir kuyudan soliisyon aspire edilerek wash buffer ile yikama islemi 5 kez
tekrarlanmistir.

Her bir kuyuya 90 pl substrate reagent eklendikten sonra 37 °C’de 15 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Bu basamakta plaka 1siktan korunmalidir.

50 ul stop soliisyonu eklenerek, 450 nm dalga boyunda her bir kuyunun OD

degeri belirlenmistir.

3.13. Istatistiksel Analiz

Tim deneyler 3 tekrarli ¢alisilmis olup, tiim sonuglar ortalama * standart

sapma (SD) olarak ifade edilmistir. Sitotoksite analizi i¢in GraphPad Prism 7,

kombinasyon analizinde ise CompuSyn program kullanilmistir. miRNA ve hedef gen

ifadelerinin kat degisikliklerinin istatistiksel analizleri i¢in internet tabanli “Qiagen

RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programi kullanilmistir. Tiim analizlerde

doz ve kontrol grubu arasindaki istatistiksel anlamlilig1 degerlendirmek i¢in student

t-testi ve tek yonli ANOVA testi gerceklestirilmistir. Sonuglar p<0,05 duzeyinde

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Analiz Sonuclar

Bir fenol bilesigi olan gallik asit, folin reaktifi icindeki yiiksek ¢oziiniirligi
nedeniyle bu deneyde standart olarak kullanilmistir. Tim ekstreler gallik asitle
kargilastirilmistir. Bu amagla gallik asitin absorbansina bagli standart egrisi

cizilmistir (Sekil 4.1)

y =0.0019x - 0.0263
R? =0.9985

Absorbans
o
w

0 100 200 300 400 500 600
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Sekil 4.1: Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde kullanilan gallik asit standart egri grafigi

Grafigin egimi Orneklerin toplam fenol igerigini hesaplamak i¢in
kullanilmistir. Standart egriye gore elde edilen denklem kullanilarak tiim ekstrelerin
fenol konsantrasyonu gallik asit esdegerleri (Gallic Acid Equivalent) cinsinden
hesaplanmistir. Sonu¢ mg/g olarak ifade edilimistir. Tablo 4.1°de toplam fenol igerigi
GAE olarak gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore kok metanol ekstresinin
63.83+0.066 ile en yuksek, kok-n-hekzan ekstresinin ise 25.70+0.000008 ile en
diisiik fenolik madde igerigine sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1).

69



Tablo 4.1: R. ribes’in farkli ekstrelerine ait toplam fenolik igerigin gallik asit esdegeri olarak miktari

Ektrenin Ad1 Toplam Fenol GAE +SS (mg/g)
Kok n-Hekzan 25.70+0.000008
Kok Etil Asetat 45.80+0.0073
Kok Metanol 63.83+0.066
Govde n-Hekzan 30.80+0.0061
Govde Etil Asetat 57.73+0.0001
Govde Metanol 63.75+0.0725

4.2. Toplam Flavonoit Madde Miktart Analiz Sonuglart

Flavonoit bilesigi olan kersetin bu test i¢in standart olarak kullanilmistir. Tiim
ekstreler kersetinle karsilastirilmistir. Bu amagla kersetinin absorbansina bagh

standart egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Toplam flavonoit madde miktarinin belirlenmesinde kullanilan kersetin standart egri grafigi

Grafigin egimi Orneklerin toplam flavonoit igerigini hesaplamak i¢in
kullanilmistir. Standart egriye gore elde edilen denklem kullanilarak tiim ekstrelerin
flavonoit konsantrasyonu kersetin esdegerleri cinsinden hesaplanmistir. Sonu¢ mg/g
olarak ifade edilimistir. Tablo 4.2°de toplam flavonoit igerigi QE olarak
gosterilmistir. Elde edilen sonuclara gore kok metanol ekstresi 68.31+0.000061 ile en
yuksek , kok-n-hekzan ekstresi ise 17.23+0.00021 ile en diisiik flavonoit madde
icerigine sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2.:R. ribes’in farkli ekstrelerine ait toplam flavonoit igerigin kersetin esdegeri olarak miktari

Ektrenin Ad1 Toplam Flavonoit QE £SS (mg/g)
Kok n-Hekzan 23.77+0.0000069
Kok Etil Asetat 29.10+0.000046
Kok Metanol 68.31+0.000061
Govde n-Hekzan 17.23+0.00021
Govde Etil Asetat 17.72+0.0000252

Govde Metanol

33.13+0.00000569

4.3. Kromatografik Analiz Sonuclar

R. ribes kok metanol ekstresinin biyoaktif madde igerigini belirleyebilmek

icin Agilent LC-ESI-QTOF-MS cihazi kullanilmistir. Analiz sonucunda elde edilen

negatif ve pozitif iyon modu kromotogramlar1 Sekil 4.3a, 4.3b, 4.4a ve Sekil 4.4b’de

gosterilmistir. Belirlenen biyoaktif madde icerigi ise detayli olarak Tablo 4.3’de

verilmistir.
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Sekil 4.3a: R. ribes kok metanol ekstresine ait negatif mod LC-ESI-QTOF-MS analizi kromotogram sonucu (0-40. dakika)
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Sekil 4.3b: R. ribes kok metanol ekstresine ait negatif mod LC-ESI-QTOF-MS analizi kromotogram sonucu (0-10. dakika)
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Sekil 4.4a: R ribes kok metanol ekstresine ait pozitif mod LC-ESI-QTOF-MS analizi kromotogram sonucu (0-40. dakika)
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Sekil 4.4b: R. ribes kok metanol ekstresine ait pozitif mod LC-ESI-QTOF-MS analizi kromotogram sonucu (0-10. dakika)
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Tablo 4.3: R. ribes kok methanol ekstresinin kromatografik analizi

Pik No Rt (dak) Gozlenen m/z Hesaplanan m/z Ampirik Formul Majoér MS/MS Fragmentleri Tamimlama
Negatif iyon Modu
1 0.64 133.016 134.0232 C4He0s 115.0038 Malik asit
2 0.67 191.022 192.0292 CeHsO7 87.0085; 167.9049 Sitrik asit
3 0.766 128.0363 129.0435 CsH/NO3 111.0085; 125.0243 Piroglutamik asit
4 1.263 169.0157 170.023 C7HeOs 125.0232;152.9779; 160.9762 Gallik asit
5 1.285 125.0254 126.0327 CsHeO3 112.9856 Pirogallol
6 1.85 137.0257 138.033 C7HeO3 93.0341; 111.0084; 119.0358 4-Hidroksibenzoik asit
7 2.076 305.0681 306.0754 CisH1407 125.0242; 153.0226; 279.1083 Epigallokatesin
8 2.799 197.0473 198.0546 CoH1005 123.0086; 174.9565;182.0227 2-Hidroksi-3,4-
dimetoksibenzoik asit
9 3.601 151.0416 152.0489 CgHsO3 92.0268 Metil 4-hidroksibenzoat
10 4.085 441.0868 442.0941 C2H18010 169.0139; 289.0705 Epikatesin monogallat
11 4.355 303.0527 304.06 Ci5H1207 125.0232; 285.0386 (£)-Taksifolin
12 4.888 609.1495 610.1568 C27H30016 301.0303; 315.0834; 593.1843 Rutin
13 5.34 417.1218 418.1291 Ca1H2209 297.0746,; 312.1222 Aloin A
14 5.442 211.042 212.0493 C13Hs03 189.0564; 195.0460 2-Hidroksiksanton
15 5.668 431.1031 432.1103 C21H20010 174.9545; 269.0440; 270.0508 Apigenin 7-O-glukozit
16 6.346 253.0526 254.0599 C15H1004 233.0611; 239.0714; 245.0821 Krisin
17 7.034 285.0431 286.0503 C15H1006 174.9550; 281.0841 Luteolin
18 11.044 269.0477 270.055 C15H1005 174.9538 Baikalein




Tablo 4.3.: R..ribes kok methanol ekstresinin kromatografik analizi (6nceki sayfanin devami)

Pozitif iyon Modu

19 2.393 291.0864 290.0791 C15H1406 139.0389 Epikatesin
20 3.692 433.1104 432.1031 C21H20010 271.0574; 411.1274 Genistin
21 6.978 285.0759 284.0687 C16H1205 267.1571; 279.0936 Prunetin
22 19.922 346.2715 345.2642 C22H3sNO; 214.9178 Himbasin
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4.4. Rheum Ribes L. Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Analiz Sonuclart

R. ribes’e ait tum ekstrelerin L-askorbik asidin konsantrasyon inhibisyon
grafigi olusturularak denklemden ICsg degeri hesaplanmustir (Sekil 4.5). Cozeltideki
DPPH radikallerinin % 50’sini gidermek igin gerekli olan ekstre ve standart madde

konsantrasyonu ICso olarak tanimlanir.

L-askorbik asit standart grafigi
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Sekil 4.5: Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde kullanilan L-askorbik asit standart egrisi grafigi

Diisiik I1Cso degeri yiiksek radikal siiplirme aktivitesinin gostergesidir. Bu
deger c¢alisilan konsantrasyonlara karst % serbest radikal giderme aktivite
degerlerinin yerlestirilmesi ile elde edilen grafik kullanilarak hesaplanmigtir. Ttiim
ekstrelerin analiz sonuglarina gore, kok etil asetat ekstresinin en yiiksek antioksidan

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: R. ribes’in farkli ekstrelerine ait antioksidan aktivite ICso degerleri

Ektrenin Adi Antioksidan Aktivite (1Cs0+SS mg/g)
Kok n-Hekzan 218,7+2,57
Kok Etil Asetat 137,77+2,08
Kok Metanol 187,52+2,68
Govde n-Hekzan 448,13+0,85
Govde Etil Asetat 238,25+1,7
Govde Metanol 186,55+2,67
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4.5. Sitotoksite Analiz Sonuglar

4.5.1. R. ribes’e ait ektrelerin HCT 116 ve HT-29 Hlicre Hatlari
Uzerinde ki Sitotoksite Analiz Sonuclart
R. ribes’in kok ve govde kisimlarindan elde edilen 6 farkli ekstrenin HCT

116 ve HT-29 hiicrelerinin canliligma etkisi, XTT hiicre proliferasyon kiti ile

belirlenmistir.

R. ribes kok n-hekzan ekstresinin, 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500
png/ml’lik son konsantrasyonlar1 24, 48, ve 72 saat boyunca HCT 116 hiicre hattina
uygulanmistir. R. ribes kok n-hekzan ekstresinin 1Cso degeri, XTT testine gore 48.
saatte 672 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.6).

HCT 116
R. ribes Kok-n-Hekzan Ekstresi

120 -

100 - dubis
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Sekil 4.6: R. ribes kok n-hekzan ekstresinin HCT 116 hiicre hattindaki doz ve zaman bagiml yiizde
canlilik degerleri

R. ribes kok etil asetat ekstresinin, 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500
ug/ml’lik son konsantrasyonlar1 24, 48, ve 72 saat boyunca HCT 116 hiicre hattina
uygulanmistir. R. ribes kok etil asetat ekstresinin ICso degeri XTT testine gore 48.
saatte 96,32 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: R. ribes kok etil asetat ekstresinin HCT 116 hiicre hattindaki doz ve zaman bagimli yiizde
canlilik degerleri

R. ribes kok metanol ekstresinin, 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500
ug/ml’lik son Konsantrasyonlar1 24, 48, ve 72 saat boyunca HCT 116 hiicre hattina
uygulanmistir. R. ribes kok metanol ekstresinin ICso degeri XTT testine gore 48.
saatte 29,65 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.8)
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Sekil 4.8: R. ribes kok metanol ekstresinin HCT 116 hiicre hattindaki doz ve zaman bagiml: yiizde
canlilik degerleri
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R. ribes govde n-hekzan ekstresinin, 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250,
1500 pg/ml’lik son konsantrasyonlar1 24, 48, ve 72 saat boyunca HCT 116 hiicre

hattina uygulanmustir. R. ribes gévde n-hekzan ekstresinin ICso degeri XTT testine
gore 48. saatte 298,8 ng/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: R. ribes govde n-hekzan ekstresinin HCT 116 hiicre hattindaki doz ve zaman bagiml yiizde
canlilik degerleri

R. ribes govde etil asetat ekstresinin, 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250,
1500 pg/ml’lik son konsantrasyonlar1 24, 48, ve 72 saat boyunca HCT 116 hiicre

hattina uygulanmistir. R. ribes gévde etil asetat ekstresinin 1Cso degeri XTT testine
gore 48. saatte 256,6 ug/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: R. ribes govde etil asetat ekstresinin HCT 116 hiicre hattinda ki doz ve zaman bagimli
yiizde canlilik degerleri

R. ribes govde metanol ekstresinin, 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500
pg/ml’lik son konsantrasyonlar1 24, 48, ve 72 saat boyunca HCT 116 hiicre hattina
uygulanmistir. R. ribes gévde metanol ekstresinin 1Cso degeri XTT testine gore 48.
saatte 182,9 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: R. ribes gdvde metanol ekstresinin HCT 116 hiicre hattindaki doz ve zaman bagimli yiizde
canlilik degerleri
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Tablo 4.5: HCT 116 hicrelerine uygulanan R.ribes’in kok ve govdesine ait ekstrelerin 1Csg
degerlerinin toplu gdsterimi

HCT 116
Ektrenin Ad1 IC50 degeri (ug/ml)
Kok n-Hekzan 672+2,103
Kok Etil Asetat 96,32+3,625
Kok Metanol 29,65+3,343
Govde n-Hekzan 298,9+0,1647
Govde Etil Asetat 256,6+0,187
Govde Metanol 182,9+0,2403

R. ribes kok n-hekzan ekstresinin 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500
ug/ml’lik son Konsantrasyonlar1 24, 48, ve 72 saat boyunca HT-29 hiicre hattina
uygulanmstir. R. ribes kok n-hekzan ekstresinin 1Cso degeri XTT testine gore 48.
saatte 98,1 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: R. ribes kdk n-hekzan ekstresinin HT-29 hiicre hattindaki doz ve zaman bagimh yiizde
canlilik degerleri
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R. ribes kok etil asetat ekstresinin 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500
ug/ml’lik son Konsantrasyonlari 24, 48, ve 72 saat boyunca HT-29 hiicre hattina
uygulanmustir. R. ribes kok etil asetat ekstresinin 1Cso degeri XTT testine gore 48.
saatte 75,37 ug/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: R. ribes kok etil asetat ekstresinin HT-29 hiicre hattindaki doz ve zaman bagimli yiizde
canlilik degerleri

R. ribes kok metanol ekstresinin 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500
ug/ml’lik son konsantrasyonlar1 24, 48, ve 72 saat boyunca HT-29 hiicre hattina
uygulanmistir. R. ribes kok metanol ekstresinin ICso degeri XTT testine gore 48.
saatte 82,68 pug/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: R. ribes kdk metanol ekstresinin HT-29 hiicre hattindaki doz ve zaman bagiml yiizde
canlilik degerleri

R. ribes govde n-hekzan ekstresinin 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500
ug/ml’lik son konsantrasyonlar1 24, 48, ve 72 saat boyunca HT-29 hiicre hattina
uygulanmistir. R. ribes govde n-hekzan ekstresinin 1Cso degeri XTT testine gore 48.
saatte 98,1 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: R. ribes gévde n-hekzan ekstresinin HT-29 hiicre hattindaki doz ve zaman bagimli yiizde
canlilik degerleri
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R. ribes govde etil asetat ekstresinin 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500
ug/ml’lik son konsantrasyonlar1 24, 48, ve 72 saat boyunca HT-29 hiicre hattina
uygulanmustir. R. ribes gdvde etil asetat ekstresinin ICso degeri XTT testine gore 48.
saatte 439,1 ug/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: R. ribes govde etil asetat ekstresinin HT-29 hiicre hattindaki doz ve zaman bagiml yiizde
canlilik degerleri

R. ribes gbévde metanol ekstresinin 50, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250,
1500pg/ml’lik son konsantrasyonlari 24, 48, ve 72 saat boyunca HT-29 hiicre
hattina uygulanmistir. R. ribes govde metanol ekstresinin 1Cso degeri XTT testine
gore 48. saatte 275,5 ng/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17: R. ribes gévde metanol ekstresinin HT-29 hiicre hattindaki doz ve zaman bagimli yiizde
canlilik degerleri

Tablo 4.6: HT-29 hicrelerine uygulanan R.ribes’in kdk ve gdvdesine ait ekstrelerin 1Cso degerlerinin
toplu gosterimi

HT-29

Ektrenin Adi IC50 degeri (ug/ml)
Kok n-Hekzan 98,145,832
Kok Etil Asetat 75,37+10,22
Kok Metanol 82,68+4,062
Govde n-Hekzan 107,942,081
Govde Etil Asetat 439,118,561
Govde Metanol 275,5+1,682

4.52. 5-FU’nun HCT 116 ve HT-29 Hiicre Hatlari Uzerindeki
Sitotoksite Analiz Sonuclart

5-FU’nun stok konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde hazirlanmistir. 5-
FU’nun 0,1 pM, 1 pM, 10 pM, 50 pM ve 100 pM konsantrasyondaki 4 farkli dozu
24, 48, ve 72 saat boyunca HCT 116 hiicre hattina uygulanmistir. 5-FU’nun IC50
degeri XTT testine gore 48. saatte 0,55 uM olarak belirlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: 5-FU’nun HCT 116 hiicre hattindaki doz ve zaman bagimli yiizde canlilik degerleri

5-FU’nun 0,1 pM, 1 pM, 10 pM, 50 pM ve 100 puM konsantrasyondaki 4
farkli dozu 24, 48, ve 72 Saat boyunca HT-29 hiicre hattina uygulanmistir. 5-

FU’nun ICso degeri XTT testine gore 48. Saatte 0,35 uM olarak belirlenmistir (Sekil
4.19).
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Sekil 4.19: 5-FU’nun HT-29 hiicre hattindaki doz ve zaman bagimli yiizde canlilik degerleri
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4.6. Kombinasyon analizi

XTT hiicre canlilig1 analiz yontemi ile 5-FU ve R. ribes ’e ait KM ekstresinin
her iki hiicre hatti i¢in 48. saatteki etkin 1Cso dozlarinin birbirine oranlar1 (ICso-5-ru/
ICsoxm) HCT 116 igin 1:50; HT-29 igin ise 1:212,5 olarak belirlenmistir.
Kombinasyon deneyinde bu oranbaz alinarak her bir ajanin katlariyla olusturulan 12
farkli doz hiicrelere uygulanmis ve canlilik testi tekrarlanmistir. Her bir doz i¢in elde
edilen % sitotoksite degerleri Compusyn programina girilmistir. HCT 116
hlcrelerine uygulanan 5-FU ve KM’nin kombine etkisinin doz yanit egrisi ve Chou
Talalay medyan etki denklemi belirlenmis olup kombine doz yanit iligkisinin
dogrusal bir regresyon (0,97582) gosterdigi belirlenmistir. izobologram analizine
gore kombinasyon indeksi EDsp igin 0,88140 (5-FU 0,53457 uM, KM 26,7283 uM)
ile hafif sinerjizim, EDs igin 0,59362 (5-FU 2,27591 pM, KM 113,795 pM) ile
sinerjizim, EDgo icin 0,50820 (5-FU 9,68968 uM, KM 484,484 uM) ile de sinejizim
gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7:HCT 116 hiicre hattinda 5-FU ve KM kombinasyon indeksi

Kombinasyon indeksi

Kombinasyon EDso EDz7s EDgo Dm r
5-FU+KM 0,88140 0,59362 0,50820 27,2628 0,97582
© Fa=05
[] Fa=0.75
Fa=049
Dose A
U3

0
Dose B

Sekil 4.20: HCT 116 hiicresine kombinasyon muamelesinin ardindan elde edilen izobologram analiz
grafigi
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HT-29 hicreleri igin de uygulanan 5-FU ve KM nin kombine etkisinin doz
yanit egrisi ve Chou Talalay medyan etki denklemi belirlenmis olup kombine doz
yanit iliskisinin dogrusal bir regresyon (0,95177) gosterdigi belirlenmistir.
Izobologram analizine gore kombinasyon indeksi EDsp icin 0,88678 (5-FU 0,16601
UM, KM 35,2768 pg/ml) ile hafif sinerjizm, ED7s igin 1,0096 (5-FU 1,15055 puM,
KM 244,492 pg/ml) ile additif, EDgo i¢in 1,90563 (5-FU 7,97409 uM, KM 1694,49
pg/ml) ile antagonizm gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8: HT-29 hiicre hattinda 5-FU ve kok-metanol kombinasyon indeksi

Kombinasyon indeksi

Kombinasyon EDso ED7s EDgo Dm r
5-FU+KM 0,88678 1,00960 1,90563 35,4429 0,95177
O Fa=05
[ Fa=0.75
Fa=0.9

Dose A

”Eif o=

=

Dose B

Sekil 4.21: HT-29 hiicresine kombinasyon muamelesinin ardindan elde edilen izobologram analiz
grafigi

4.7. miRNA Ekspresyon Analizi Sonuclart

miRNA ekspresyon profili web tabanli “Qiagen RT? Profiller PCR Array Data
Analiz Programi Versiyon 3.5” kullanilarak hesaplanmistir. HT-29 ve HCT 116
hicrelerine ekstre, 5-FU ve her ikisinin de kombine olarak uygulandigi ICso
dozlarinin, muamele edilmemis hiicrelerle kiyaslandiginda, miR-200 ailesine ait dort

MIRNA’nin ekspresyon degisiklikleri Tablo 4.9 ve 4.10°da gdsterilmistir.
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Tablo 4.9: HCT 116 hicrelerine uygulanan KM, 5-FU ve kombine 5-FU+KM’nin ICsy dozlarmnin
miR-200 ailesi ekspresyonu lzerinde ki etkisi (*: p<0,05)

HCT 116 KAT ARTISI

KM 5-FU 5-FU+KM
miR-200a 8,63* 34,1* 35,88*
miR-200b 6,57* 11,12* 13,69*
miR-200c 18,25* 68,59* 23,59
miR-141 7,52* 40,93 12,82

HCT 116 hicrelerinin analiz

karsilastirildiginda

timor

baskilayici

fonksiyon

sonuglarina gore,

gosteren

kontrol hiicreleriyle

miR-200a’nin

ekspresyonunu KM’nin 8,63; 5-FU’nun 34,1; 5-FU+KM’nin 35,88 kat, miR-
200b’nin ekspresyonunu KM’nin 6,57; 5-FU’nun 11,12; 5-FU+KM’nin 13,69 Kat,
miR-200c¢’nin ekspresyonunu KM’nin 18,25; 5-FU’nun 68,59; 5-FU+KM’nin 23,59
kat, miR-141’in ekspresyonunu ise KM’nin 7,52; 5-FU’nun 40,93; 5-FU+KM’nin
12,82 kat arttirdig1 belirlenmistir.

Tablo 4.10: HT-29 hicrelerine uygulanan KM, 5-FU ve Kombine 5-FU+KM’nin ICsp dozlarimim
miR-200 ailesi ekspresyonu tizerinde ki etkisi (*: p<0,05)

HT-29 KAT ARTISI
KM 5-FU 5-FU+KM
miR-200a 7,74* 2,48 6,51*
miR-200b 3,02* 1,33 1,9*
miR-200c 3,19* 1,52* 1,72*
miR-141 10,98* 1,88 4,58
HT-29 hiicrelerinin analiz sonuglarina gore, kontrol hiicreleriyle

karsilastirildiginda miR-200a’nin ekspresyonunu KM’nin 7,74; 5-FU’nun 2,48; 5-
FU+KM’nin 6,51 kat, miR-200b’nin ekspresyonunu KM’nin 3,02; 5-FU’nun 1,33;
5-FU+KM’nin 1,9 kat, miR-200c’nin ekspresyonunu KM’nin 3,19; 5-FU’nun 1,52;
5-FU+KM’nin 1,72 kat, miR-141’in ekspresyonunu ise KM 10,98; 5-FU 1,88; 5-
FU+KM 4,58 kat arttirdig1 belirlenmistir.
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4.8.Genlerin Ekspresyon Analizi Sonuclart

miRWalk gibi veri tabanlar1 ve literatiir arastirmalarinin ardindan miR-
200a/b/c ve miR-141’in regiile ettigi disliniilen hedef genlerin ekspresyon
analizlerinde de “Qiagen RT? Profiller PCR Array Data Analiz programi Versiyon
3.5” kullanilmistir. HT-29 ve HCT 116 hicrelerine ekstre, 5-FU ve her ikisinin de
kombine olarak uygulandigi ICso doz gruplari, muamele edilmemis hiicrelerle
kiyaslandiginda, miR-200 ailesinin hedefi oldugu diisiiniilen genlerin ekspresyon
seviyesindeki degisiklikler Tablo 4.11 ve 4.12°de gosterilmistir.
Tablo 4.11: HCT 116 hicrelerine uygulanan KM (ekstre), 5-FU ve Kombine 5-FU+KM ICsg

dozlarimin miR-200 ailesi hedef genleri ve hedef genlerle iliskili olabilecek apoptoz, hiicre déngusu,
EMTve TGFp yolagi genlerinin ekspresyonlar1 tizerindeki etkisi (*: p<0,05)

HEDEF KAT DEGISIiKLIGi
GENLER
KM 5-FU 5-FU+KM
BCL-2 3,4* 1,01 1,75*
TP53 1,38 1,1 1,54*
XIAP 6,31* 10,12* 5,34*
FAP1 1,61 1,06 1,9
GATA4 2,77* 7,27* 6,72*
CDK®6 -1,55* -3,34* -5,35*
CDNK1B 1,23 -3,25* -2,75*
RND3 -1,85* 1,45* -4,23*
ZEB1 1,84* 1,44* -1,03
CDH1 2,69* 2,33* 2%
TGFp1 -1,65* 3,67* -1,66*
SMAD2 -1,76* -1,11 -1,84*
SMAD3 -2,4% 3,66 -1,02
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APOPTOZLA

ILiSKiLi KAT DEGISIKLIGi
GENLER
BAX 2,24* 1,37* 2,15*
KASPAZ 3 1,88* 1,82* 2,09%
KASPAZ 7 1,07 1,01 1,3
KASPAZ 8 1,49* 1,24 1,54*
KASPAZ 9 1,98 1,23 1,02
CYCS 3,19% 9,78 2,77*
PPARG -1,86 -3,17 1,57
CD95 1,55 5,44* 2,05%
HUCRE
DONGUSU ILE
ILISKiLi KAT DEGISIKLIiGi
GENLER
CDK4 -1,54* -2,61* -1,19*
CCND1 -10,99* -4,20% -13,66*
CCND2 1,86 1,45 5,81*
CCND3 -1,25* -1,75* -1,82*
p21 1,93 6,48* 2,31
Rel A -1,17 2,61* -1,28
EMT iLE KAT DEGISIKLIiGi
ILISKILI
GENLER
CDH2 -1,12 -1,64* -1,37*
TGFp YOLAGI KAT DEGISIKLIGI
GENLERI
TGFpR1 -1,24* -1,08 -1,52*
TGFBR2 -1,07 1,17 1,32
SMAD4 -1,17 -1,46 -1,03
SMAD7 1,06 1,87 1,09
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Tablo 4.12: HT-29 hiicrelerine uygulanan KM (ekstre), 5-FU ve Kombine 5-FU+KM ICsy dozlarmnin
mMiR-200 ailesi hedef genleri ve hedef genlerle iliskili olabilecek apoptoz, hiicre déngusi, EMTve
TGEp yolagi genlerinin ekspresyonu tzerindeki etkisi (*: p< 0,05)

HEDEF KAT DEGISIKLIiGi
GENLER
KM 5-FU 5-FU+KM
BCL-2 1,16 2,68* 2,33*
p53 1,05 1,21 1,02
XIAP 1,92* 1,13 1,14
FAP1 1,02 1,06 1,09
GATA4 14,35* 15,96* 36,67*
CDKG6 -4,97* -1,74* -3,18*
CDNK1B 1,44 1,38 1,3
RND3 -2,05* -1,39 -1,2
ZEB1 1,46 -1,45 1,13
CDH1 2,38* -1,01 1,73*
TGFp1 4,78* 7,19 6,9*
SMAD2 1,05 1,13 1,19
SMAD3 1,29 1,15 1,11
APOPTOZLA KAT DEGISIKLIiGi
ILISKILI
GENLER
BAX 1,02 1,42* 1,08
KASPAZ 3 1,05 1,91* 1,24*
KASPAZ 7 1,99* 1,06 1,91*
KASPAZ 8 1,02 1,73* 1,44
KASPAZ 9 1,28 1,15 1,3
CYCS 1,82* 1,16 1,57
PPARG -3,8 -1,49 -1,16
CD95 3,6* 1,53 3,19*
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HUCRE KAT DEGISIKLIiGi
DONGUSU ILE
ILISKILi
GENLER
CDK4 -1,5% -1,52* 1,44*
CCND1 -2,82% -1,39 1,17
CCND2 -8,57* 1,57* -3,69*
CCND3 -3,30* 1,33 -2,56*
p21 2,13* 2,35* 4,02*
Rel A -1,62* 2,99 -2,32*
EMT iLE KAT DEGISIKLIiGi
ILISKILI
GENLER
CDH2 -1,46* -1,10 1,76*
TGFp YOLAGI KAT DEGISIKLIGi
GENLERI
TGFpR1 1,27 1,24 -1,16
TGFBR2 1,30 1,34 -1,24
SMAD4 -4,17* -2,68* -4,16*
SMAD7 2,82* 1,95* 2,86*

4.9. Apoptoz Analizi

4.9.1. Annexin V Analizi Sonuclari

MUSE AnnexinV & Dead Cell Kiti ile gergeklestirilen anneksin V analizi
icin HCT 116 hicrelerine KM, 5-FU ve KM+5-FU’nun ICsp dozlar1 uygulanarak 48
saatlik inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
doz gruplarinin toplam apoptoz yiizdesinin KM grubunda 47,51, 5-FU grubunda
21,47, KM+5-FU grubunda ise 30,8 oraninda artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.22).
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HCT 116- Kontrol KM (ICs0)

4 APOPTOSIS PROFILE " APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
5.30% 16.55 % 6.06 % 65.26 %
3 kel 3
> >
E E
32 T2
< <
> >
@
1 * 1
71.50 % 6.65 % 2323 % 5.45%
o Live Early Apop. o Live Early Apop.
1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
5-FU (ICs0) KM + 5-FU (ICs0)
4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
3.03% 36.36 % 6.59 % 4392 %
34 3
> >
E =
g 2 % 2
< <
> >
1 1
52.30 % 831% 39.40 % 10.08 %
o Live Early Apop. | Live : y : Early Apop
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic

Sekil 4.22: HCT 116 kontrol grubu hiicrelerine gore doz grubundaki apoptotik etkinin anneksin V
yontemi ile gosterilmesi

HT-29 hiicrelerinin sonuglarina gore,kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
doz gruplarmin toplam apoptoz yiizdesinin KM grubunda 43,7, 5-FU grubunda
20,05; KM+5-FU grubunda ise 36,8 oraninda artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.23).
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HT-29-Kontrol KM (ICs0)

i APOPTOSIS PROFILE ¥ APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
5.85% 18.00 % 6.35% _ 56.55 %
3 [ J 3
> >
E E
=t P}
m 2 m 2
< bt
> >
1 L 2 1
2.00 % 29.95 % 7.15%
o Live Early Apop. o Live Early Apop.
1 2 3 4 0 1 2 3 1
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
5-FU (ICs0) KM + 5-FU (ICs0)
i APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late' Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
9.80 % 36.80 % 1455 % 29.00 %
3 [ ] 34 ®
= =
= P - 5
m
< <
> >
14 1 . 2
5015% 3.25% 4865% - 7.80%
- | Live ' Y J Early Apop. o Live Early Apop.
1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic

Sekil 4.23: HT-29 kontrol grubu hiicrelerine gore doz grubundaki apoptotik etkinin anneksin V
yontemi ile gosterilmesi

4.9.2. TUNEL Analizi Sonuclari

Apoptoza ugrayan hiicrelerin goriintiilenmesi i¢in DeadEnd™ kolorimetrik
TUNEL Sistemi kullanilmistir. Her bir doz (KM, 5-FU, KM+5-FU) ve kontrol grubu
icin {i¢ adet lam hazirlanmistir. Lamlarin gorintulenmesi ise 20X biyltmedeki
inverted mikroskop ile gergeklestirilmistir. Apoptotik ylizdenin hesaplanmasi i¢in her
lamdan rastgele dort alan se¢ilmistir (Sekil 4.24 ve 4.25).
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Sekil 4.24: HCT 116 hiicrelerinde kontrol ve doz gruplarinin 48 saatlik muamelenin ardindan TUNEL
yontemi sonuglarinin inverted mikroskop altinda goriintiilenmesi ([A]-Kontrol; [B]-KM; [C]-5-FU;
[D]-KM+5-FU)

Sekil 4.25: HT-29 hiicrelerinde kontrol ve doz gruplarinin 48 saatlik muamelenin ardindan TUNEL
yontemi sonuglarinin inverted mikroskop altinda goriintillenmesi ([A]-Kontrol; [B]-KM; [C]-5-FU;
[D]-KM+5-FU)
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HCT 116 hiicrelerinde; kontrol grubu hiicreleriyle kiyaslandiginda, KM ICsg
dozunun apoptoz yuzdesi 41,02; 5-FU ICso dozunun 25,89; KM+5-FU 1Cso dozunun
ise 33,3 olarak belirlenmistir. HT-29 hiicrelerinde ise; KM ICso dozunun apoptoz
yuzdesi 44,65; 5-FU ICso dozunun 31,95; KM+5-FU ICsg dozunun ise 24,17 oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.13).

Tablo 4.13: Uygulanan doz gruplarimin HCT 116 ve HT-29 huicrelerinde ki apoptotik etkileri

Hicre Doz Grubu Apoptoz (%)
HCT 116 Kontrol 7,01+0,68
KM (ICsq) 41,02+3,48
5-FU (ICso) 25,89+3,69
KM+ 5-FU (ICso) 33,3+2,82
HT-29 Kontrol 4,86+0,93
KM (ICsq) 44,64+2,76
5-FU (ICso) 31,95+2,64
KM+ 5-FU (ICsp) 24,17+3,13
4.10. Hulcre Déngiisii Fazlarinin Flow Sitometrik Analizi

Doz gruplariyla 48 saatlik inkiibasyonun ardindan HCT 116 ve HT-29
hiicreleri tripsinize edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonlar1 PI temelli Muse ™
Hiicre Dongiisti Kiti kullanilarak, PI isaretli hiicrelerin hiicre dongiisii fazlarinin
dagilimi, flow sitometri ile belirlenmistir. Hiicre dongiisiiniin her fazinda ki hiicre

poplilasyonlar1 grafikler halinde gosterilmistir (Sekil 4.26 ve 4.27).

Her iki hiicre hattinda doz (KM, 5-FU, KM+ 5-FU) ve kontrol gruplarinin
GO0/G1, S ve G2/M hiicre dongiisii fazlarindaki hiicre popiilasyonlarinin yiizdeleri
tablo 4.14’da gosterilmistir. Analiz sonuglarina gore, HCT 116 hiicrelerinde KM, 5-
FU ve KM+ 5-FU doz gruplart kontrol grubu ile karsilagtirildiginda sirastyla GO/G1,
S+G2/M ve S+G2/M faz1 hiicre popiilasyonlarinda; HT-29 hucrelerinde ise GO/G1, S

ve S fazi hiicre popiilasyonlarinda artis belirlenmistir.
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Tablo 4.14: HCT 116 ve HT-29 hiicrelerinde doz ve kontrol gruplarinin her bir hiicre dongiisii
fazinda ki hiicre populasyonu yuzdeleri

HCT 116

G0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Kontrol 49,9 20 23,9
KM 56,8 17,2 21,1
5-FU 13,6 40,1 43,6
KM+ 5-FU 7,3 27,2 61,7

HT-29

G0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Kontrol 42,2 23,8 29,7
KM 54,3 23 19,4
o>-FU 36,2 37,6 23,7
KM+ 5-FU 35,9 31 21,7
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Sekil 4.26: A) HCT116 hicrelerinin doz (KM, 5-FU, KM+5-FU) ve kontrol gruplarinin 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan flow sitometri florasan yogunluk histogramlari. B) Hiicre déngisunin her bir
evresindeki hiicre popiilasyonunun yiizde grafigi
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Sekil 4.27: HT-29 hicrelerinin doz (KM, 5-FU, KM+5-FU) ve kontrol gruplarinin 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan flow sitometri florasan yogunluk histogramlari. B) Hiicre déngusunin her bir
evresindeki hiicre popiilasyonunun yiizde grafigi

4.11. Hiicre Invazyonu Analiz Sonuclari

HCT 116 ve HT-29 hiicre hatlarina uygulanan KM, 5-FU ve KM+5-FU doz
gruplarinin invazyon Uzerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in matrigel invazyon
testi gergeklestirilmistir. Testin tamamlanmasinin ardindan doz ve kontrol gruplarina
ait hiicreler mikroskop altinda fotograflanmistir (Sekil 4.28 ve 4.29). Sonrasinda ise
invaziv hiicreler Zen programinda sayilmis kontrol ve doz gruplarina ait invazyon

yiizdeleri formiile gére hesaplanmaistir.
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Sekil 4.28: HCT 116 hiicre hattinda sirasiyla kontrol (A), KM (B), 5-FU (C) ve KM+5-FU (D),
gruplarinin invazyon testi sonrasi mikroskop goriintiileri
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Sekil 4.29: HT-29 hiicre hattinda sirasiyla kontrol (A), KM (B), 5-FU (C) ve KM+5-FU (D),
gruplarinin invazyon testi sonrasi mikroskop goriintiileri
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Sekil 4.30: HCT 116 ve HT-29 hiicrelerinin doz ve kontrol gruplarina ait invazyon yiizdeleri

HCT 116 hicrelerinde kontrol grubunun invazyon oran1 %88,02+3,86; KM,
5-FU ve KM+5-FU doz gruplarinin invazyon orani sirastyla %32,03+1,66,
2050,21+3.35, %33,6+2,76 olarak hesaplanmistir (p<0,05). HT-29
hicrelerindekontrol grubunun invazyon orani %69,09+£3,79; KM, 5-FU ve KM+5-
FU doz gruplarinin invazyon orami ise sirasiyla %33,245,41, %40,85+3,32,
%42,77+3,52 olarak hesaplanmistir (p<0,05).

4.12. ELISA Analiz Sonuclart

Doz gruplarinin (KM, 5-FU, KM+ 5-FU) uygulandigt HCT 116 ve HT-29
hicrelerinde BCL-2, ZEB1, GATA4, FAS/CD95 protein seviyeleri ELISA testi ile
analiz edilmistir. Her iki hiicreye 6zgii ICso dozlart uygulandiktan 48 saat sonra her
bir ornek i¢in hiicre lizat1 elde edilmistir. Her bir 6rnegin BCL-2, ZEB1, GATA4,
FAS/CD95 protein seviyelerini belirlemek i¢in standartlarin 2/3. dereceden polinom
grafikleri olusturulmustur. Her bir proteinin absorbansina karsi olusturulan
konsantrasyon grafiginde elde edilen noktalarin en iyi uyum gosterdigi polinom
formiiliine gore orneklerin konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Kontrol gruplarina gore
BCL-2, ZEB1l, GATA4, FAS/CD95 dizeyindeki artig/azalis % olarak
hesaplanmistir. Her bir 6rnek 3 tekrarli calisilmis olup, p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4.12.1. BCL-2 ELISA Analiz Sonuclar:

BCL-2 protein seviyesinin kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, KM, 5-FU ve
KM+ 5-FU’nun birlikte uygulandigi doz grubu HCT 116 hiicrelerinde sirasiyla
%39,93+0,43; %5,68+0,008; %43,65+ 0,54 oraninda; HT-29 hicrelerinde ise
%35,95+0,08; %37,95+0,0048; %68,43+ 0,00048 oraninda azaldigi belirlenmistir
(Sekil 4.31).
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Sekil 4.31: Doz gruplariyla 48 saatlik muamelenin ardindan HCT 116 ve HT-29 hiicrelerinde BCL-2
proteini konsantrasyon farkliliklar1 (* p<0,05)

4.12.2. ZEB1 ELISA Analiz Sonuclart

Kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda; ZEB1 protein seviyesinin, KM, 5-
FU ve KM+ 5-FU’nun birlikte uygulandigi doz grubu HCT 116 hiicrelerinde
sirastyla %25,72+0,28; %1,7 + 0,05; %34,57+0,003; HT-29 hiicrelerinde ise
%49,33+0,019; %58,45+0,38; %51,02+0,004 oraninda azaldig1 belirlenmistir (Sekil
4.32).
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Sekil 4.32: Doz gruplariyla 48 saatlik muamelenin ardindan HCT 116 ve HT-29 hiicrelerinde ZEB1
proteini konsantrasyon farkliliklar1 (* p<0,05)

4.12.3. GATA4 ELISA Analiz Sonuclari

HCT 116 hicrelerinde GATA4 protein seviyesinin, kontrol hiicrelerine gore
KM’nin uygulandig:1 doz grubunda %4,1+0,06 oraninda azaldigi, 5-FU ve KM+ 5-
FU’nun uygulandig1 doz gruplarinda ise sirasiyla %0,81+0,01; %2,56+0,03 oraninda
artig gosterdigi belirlenmistir. HT-29 hicrelerinde ise GATA4 protein seviyesinin,
kontrol grubuna goére 5-FU’nun uygulandigi doz grubunda %2,22+0,04 oraninda
arttigl, KM ve KM+5-FU’nun uygulandig1 doz gruplarinda ise sirastyla %1,33+0,03;
%0,26+0,004 oraninda azalig gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33: Doz gruplariyla 48 saatlik muamelenin ardindan HCT 116 ve HT-29 hicrelerinde GATA4
proteini konsantrasyon farkliliklar1 (* p<0,05)

4.12.4. FAS/CD95 ELISA Analiz Sonuclart

HCT 116 hucrelerinde FAS/CD95 protein seviyesinin, kontrol hicrelerine
gore KM nin uygulandigir doz grubunda %27,43+4,25 oraninda azaldigi, 5-FU ve
KM+ 5-FU’nun uygulandig1 doz gruplarinda ise sirasiyla %52,47+8,8; %34,69 +7,8
oraninda artig gosterdigi belirlenmistir. HT-29 hiicrelerinde ise FAS/CD95 protein
seviyesinin, kontrol grubuna gére 5-FU’nun uygulandigi doz grubunda %3,3+0,03
oraninda arttig, KM ve KM+ 5-FU’nun uygulandigi doz gruplarinda ise sirastyla
%65,1440,04; %39,9+0,02 oraninda azalis gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34: Doz gruplariyla 48 saatlik muamelenin ardindan HCT 116 ve HT-29 hiicrelerinde
FAS/CD95 proteini konsantrasyon farkliliklari (*: p<0,05)
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5. TARTISMA

Kolorektal kanser dinya genelinde erken donem o6lim nedenlerinin ilk
siralarinda yer almaktadir. Kanserin onlenebilmesine ve yeni tedavi segeneklerinin
arastirilmasina yonelik yogun caligmalara ragmen oOliimlerin sayis1 her gecen giin
artmaktadir. Kanserin tedavisinde diizenli olarak kullanilan kemoterapétiklerin ve
diger gilincel uygulamalarin toksisiteleri, yiiksek maliyetleri ve kanserli hiicreleri
saglikli hiicrelerden ayirt edememelerinden dolay1 spesifite/giivenlik yoniiyle sinirh

bir potansiyele sahip olduklar1 bilinmektedir (Aggarwal ve ark., 2007)

Son yillarda kanser arastirmalarinda ciddi ilerlemeler kaydedilmesine
ragmen, kanserli hiicrelerin tedaviye karsit direng kazanmalari nedeniyle mevcut
tedavi seceneklerinin iyilestirilmesi ve alternatif tedavi yontemlerinin belirlenmesi
ihtiyac1 giderek artmaktadir. Bu baglamda, dogada kendiliginden olusan
kimyasallarin muazzam havuzunun bilimsel olarak kesfedilmesiyle yeni
kemoterapOtik ilaglar igin siirekli arastirma alanlart olusmaktadir. Giigli anti-
timorejenik etkilere sahip bircok dogal bilesik tanimlanmig ve kanser gibi
hastaliklarin 6nlenmesinde 'sentetik' olandan 'dogal' olana kayma zaman ilerledikce
daha biyiik bir 6nem kazanmistir (Bravo 1998; Hollman ve ark. 1995; Lee ve ark.
1995). Bitkiler, kanserin bir¢cok formunun tedavisi icin yuksek derecede etkili
geleneksel ilaglarin  birincil kaynagini olusturmaktadir. Kanser tedavisi igin
kullanilan antikanser ajanlarin %60’indan fazlasi bitki ya da mikroorganizmalardan
elde edilmektedir (Jain ve ark 2011).

Taksol, etoposid ve irinotekan gibi bilesenler bitkisel kaynakli kemoterapotik
ajan olarak kanserin tedavisinde uzun yillardan beri kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda
fenolik asit, polifenol, flavanoit ve terpenoidler gibi farkli kimyasal yapilarin
fitokimyasal kompleks karisimlarini igeren bitkilerin, kemoterap6tik ajanlarla birlikte
kullanildigr durumlarda kemoterapétiklerin etkin dozunu disiirerek, toksik yan
etkilerinin azalmasinda etkili olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Ahmed ve

ark 2013, Weidner ve ark 2015).

Tiirkiye’nin dogusunda genis bir yayilim gosteren Polygonaceae familyasina
ait R. ribes halk arasinda iilser, diyabet, hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmakta ve ayni zamanda hazmi kolaylastirict ve antihelmintik

olarak da tiketilmektedir (Abu-lIrmaileh ve Afifi, 2003). Buradan hareketle mevcut
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calismada R. ribes‘in kok ve gévde kisimlarindan elde edilen ekstrelerin tek basina
ya da kemoterapdtik bir ajan ile kombinlendiginde antikarsinojenik bir 6zellik
gosterip gostermeyecegini belirlemek Uzere ekstreler hem tek olarak ve hem de 5-FU
ile kombinlenerek kolorektal kanser hiicre hatlarina uygulanmis ve
hlcresel/molekiler diizeydeki etkiler gesitli in vitro yontemler kullanilarak ortaya

konmaya calisilmistir.

Antioksidan aktivite DPPH yontemi ile, antiproliferatif etki XTT Testi ile,
biyoaktif madde icerigi LC-QTOF ile, miRNA ve hedef genlerinin ekspresyon
farkliliklart RT-qPCR ile, morfolojik apoptoz bakimindan farkliliklar TUNEL ve
Anneksin V Testi ile, hiicre dongusu tzerindeki etkiler Cell Cycle Testi ile, hlicresel
invazyon Uzerindeki etkiler Matrigel invazyon testi ile, transkript seviyesinde
farklilik gosteren hedef genlerden 4’iiniin protein diizeyindeki degisiklikleri ise
ELISA Testi ile degerlendirilmistir. R. ribes’in kok ve gévdesine ait tim ekstrelerin
antioksidan aktiviteleri ve antiproliferatif etkileri degerlendirilmis, ancak LC-QTOF,
RT-gPCR, TUNEL, anneksin V, hiicre dongiisii, Matrigel-invazyon ve ELISA ileri
analizlerine, XTT testi sonucuna gore 48. saatte en diisiik dozda en yiiksek sitotoksik

etkiyi gdstermesi nedeniyle sadece kok metanol ekstresi ile devam edilmistir.

Calismanin ilk asamasinda R. ribes’in kok ve gévde kisimlart non-polardan
polara dogru 3 farkli ¢6ziiciide (n-hekzan, etil asetat ve metanol) ektre edilmistir.
Coziicliler uzaklastirilarak her bir ekstrenin sabit tartim isleminin ardindan %
verimleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore, verimi en yuksek ekstre %29,5
ile kok metanol, ikinci en ylksek verime sahip ekstre ise %11,82 ile gévde metanol
olarak belirlenmistir. Her iki kisma ait metanol ekstresinin de daha yiiksek verime
sahip olmasi, daha yogun ve benzer biyoaktif bilesenleri igerebileceklerini

diistindiirmektedir.

Fenolik asitlerin kanser gibi ¢esitli hastaliklarda rol oynayan serbest radikaller
ve diger reaktif oksijen/nitrojen tiirlerine karst giiglii antioksidanlar olduklari
bilinmektedir (Yu ve ark., 2002). Fenolik asitlerin hidroksil tlrevleri, serbest
radikallere bir proton baglayarak radikal zincir reaksiyonlarini sonlandirdiktan sonra
yerine fenoksil radikali olustururlar. Boylece fenolik asitler, yeni serbest radikallerin

olusum dongiisiiniin  kirilmasim1  saglayarak serbest radikal siiplirme o6zelligi

gosterirler (Pereira ve ark., 2009).
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Calismada tim ekstrelerin toplam fenolik-flavanoit igerik miktarlarinin ve
antioksidan aktivitelerinin analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore
toplam fenolik madde igeriginin en yiiksek oldugu ekstre 63,83+0,066 GAE mg/g ile
kok metanol olarak belirlenmistir. Kok ve gdvde kismlarina ait ii¢ ekstre arasinda
toplam fenolik madde igeriginin en yiiksekten en diisiife dogru siralamasinin ise
methanol > etil asetat > n-hekzan oldugu tespit edilmistir. Caligilan solventler
arasinda en polar 6zellik gdsteren metanoldiir. Bu nedenle fenolik bilesiklerin en

yuksek metanol ekstresinde belirlenmesi literattirle de uyumludur.

Toplam flavanoit madde miktarlar1 degerlendirildiginde ise sonuglarin toplam
fenolik miktarlariyla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Toplam flavanoit madde igeriginin
en yiksek oldugu ekstre 63,31+0,00006 ile QE mg/g ile kok metanol olarak
belirlenmigtir. Kok ve gdvde kismlarina ait ii¢ ekstre arasinda toplam flavanoit
madde icerigi bakimindan en yiliksekten en diislige dogru siralamanin da metanol>etil

asetat>n-hekzan seklinde oldugu goriilmiistiir.

ROS olarak adlandirilan serbest radikallerin bir¢ogu hiicresel aerobik
solunum sirasinda iiretilmektedir (Gutteridge ve Halliwell, 2000). Serbest radikaller
hiicre icinde ¢ok sayida biyomolekiile saldirarak bir dizi oksidatif hasar1 baglatirlar.
Bu zincir seklindeki reaksiyonlar bir antioksidan molekiil ile reaksiyona girene kadar
devam eder (Hallwell, 1999).  Antioksidanlar indirgeyici aktivite gosteren
bilesiklerdir (Stehalin ve ark., 1989). Antioksidan terimi, herhangi bir hiicre yapisi
veya molekdll ile reaksiyona girmeden oOnce serbest radikalleri notralize etme
yetenegine sahip herhangi bir tiirli tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Schwartz,
1996). Antioksidanlar, oksidatif stres kaynakli hasarin, ndorodejeneratif,
kardiyovaskiiler ve kanser gibi hastaliklarin Onlenmesinde koruyucu etki
gosterebilirler (Riemersma 1994, Stehalin 1989, Halliwell ve Gutteridge 1989).
Bircok deneysel ve klinik ¢aligmalar, antioksidan agisindan zengin gida aliminin
daha diisiik kardiyovaskiiler hastalik ve kanser riski ile iligkili oldugunu kanitlamistir
(Vickers, 2002).

Calismamizda tiim ekstrelerin antioksidan aktiviteleri degerlendirilmis ve en
yuksek aktiviteye sahip ekstrenin 137,77+2,08 I1Cso degeri ile kok etil asetat oldugu

tespit edilmistir. Kok kismina ait {i¢ ekstre arasinda en yliksekten en diisiige dogru

113



siralama, etil asetat > methanol > n-hekzan, gévde kismina ait ekstreler arasinda ise

methanol > etil asetat > n-hekzan olarak belirlenmistir.

Abdulla ve ark. (2014)’nin, R. ribes’in kok kismimna ait etanol ve su
ekstrelerinin fenolik icerik ve antioksidan etkilerini degerlendirdikleri bir ¢alismada,
en yiiksek aktivite gosteren ekstrenin etanol oldugu belirlenmistir. Oztiirk ve ark.
(2007)’nin, yaptiklari bagka bir ¢aligmada R. ribes’in kok ve govde kismina ait
kloroform ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik, flavanoit ve antioksidan
aktiviteleri degerlendirilmistir. Toplam fenolik igerigi en yiliksek olan ekstre
48,66+1,23 ile kok kloroform, flavanoit icerik yoniinden en zengin olan ekstre
145,59+0,22 ile kok kloroform, antioksidan aktivitesi en yiksek olan ekstre ise

govde metanol olarak belirlenmistir.

Oktay ve ark. (2007)’nin yaptiklar1 diger bir ¢alismada ise R. ribes’in kok,
gOvdenin etli kism1 ve kabuklarina ait etanol ve su ekstreleri elde edilerek toplam
fenolik icerikleri ve antioksidan aktiviteleri karsilastirnlmistir. En yiiksek fenolik
icerik ve antioksidan aktiviteye sahip ekstre kabuk etanol olarak belirlenmistir. Yine
yapilan bagka bir ¢calismada R. ribes’in kdk ve govdesine ait etil asetat ektrelerinin
toplam fenolik igerik, flavanoit igerik ve anitoksidan aktiviteleri degerlendirilmis,
kok etil asetat ekstresinin en yiiksek etkiye sahip oldugu saptanmistir (Uyar ve ark.,
2014).

R. ribes tiiriinlin terap6tik etkinliginin arastirilmasina yonelik ¢alismalar daha
cok antimikrobiyal, antifungal ve bitki icerigiyle iliskili olan fitokimyasal analizler
tizerinedir. Bitkinin antikanserojenik o6zelliginin degerlendirildigi az sayidaki
calismada ise bitkinin sadece sitotoksik ve apoptotik etkileri incelenmistir.
Literatiirde bitkinin olas1 antikanser 0Ozelliklerinin altinda yatan molekiiler

mekanizmalarin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

R. ribes’in total etanol ekstresinin AGS (mide), MCF-7 (meme), SW742
(kolorektal), SKLC6 (akciger), A375 (melanom), PLC/PRF/5 (karaciger) hiicre
hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisinin degerlendirildigi bir calismada, ICso dozlar1 her
bir hiicre i¢in sirasiyla; 25.372 pg/ml, 51.34 pg/ml, 11.21 pg/ml, 46.408 pg/ml,
21.373 pg/ml, 67.958 pg/ml olarak belirlenmistir. Ekstrenin en diisiik ICso dozu
(11.21 pg/ml) ile en yiiksek sitotoksik etki gosterdigi hiicre hattinin SW742 oldugu
saptanmustir (Sardari ve ark., 2009). R. ribes’in kdk ve goévde etil asetat ekstresi ile
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gerceklestirilen bagka bir ¢aligmada HL-60 akut myeloid 16semi hiicreleri Uzerindeki
sitotoksik ve apoptotik etkileri incelenmistir. Her iki ekstrenin de doz ve zaman
bagimli olarak HL-60 hicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi, kok ektresinin gévde
ekstresinden daha yiiksek sitotoksik aktivite sergiledigi belirlenmistir (Uyar ve ark.,
2014).

Esmaeilbeig ve ark. (2015)’nin R. ribes’in antitiimor aktivitesini aragtirmak
icin yaptiklar1 bir ¢alismada total metanol ekstresini doz ve zaman bagimli olarak
kronik myeloid l6semi (K562), T hucreli 16semi (Jurkat), Burkitt’s lenfoma (Raji),
mesane (Fen) ve serviks (HelLa) kanseri hiicre hatlarina uygulandiktan sonra
sitotoksite analizi MTT testi ile gerceklestirilmis; en yiiksek sitotoksik etki 115
pg/ml 1Cso degeri ile K562 hiicrelerinde gozlenmistir.

Yine baska bir ¢alismada Rheum cinsinden R. turkestanicum tiri kok
kismina ait etil asetat, n-hekzan ve su ekstrelerinin MCF-7 ve HelLa hiicrelerine
uygulanmasinin ardindan hiicre canliligr testi (MTS) gergeklestirilmistir. MCF-7 ve
HelLa hucrelerinde n-hekzan ekstresi icin 48. saatteki ICso dozu sirasiyla 320 pg/mi
ve 130 pg/ml; etil asetat ekstresi icin ise 155 pg/ml ve 150 pg/ml olarak
belirlenmistir. Su ekstresinin ise her iki hiicre hatti i¢in de sitotoksik olmadigi
saptanmistir (Shiezadeh ve ark., 2013). Chen ve ark. (2017)’nin yaptig1 bagka bir
caligmada da R. palmatum L.’nin etanol ekstresinin SCC-9 ve SAS insan agiz kanseri
hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini degerlendirmek icin MTT testi kullanilmas;
etkin doz SCC-9 hucresi i¢in 40 pg/ml, SAS hucreleri igin ise 20 pg/ml olarak

belirlenmistir.

Mevcut ¢alismada, R. ribes’in kok ve govde kisimlarindan elde edilen n-
hekzan, etil asetat ve metanol ekstreleri, doz (50-1500ug/ml) ve zaman (24, 48, 72
saat) bagimli olarak HCT 116 ve HT-29 hiicrelerine uygulanmistir. HCT 116
hicrelerinde sitotoksik etkisi en yiiksek ekstre 29,65 pg/ml ile kék metanol; HT-29
hicrelerinde sitotoksik etkisi en yiiksek iki ekstre sirastyla 75,37 pg/ml ile kok etil
asetat ve 82,68 pg/ml ile de kok metanol olarak belirlenmistir. Fitokimyasal
analizler, diger biyolojik aktivite testleri ve literatiirdeki Ozglinliikleri ile birlikte
degerlendirildiginde en yiiksek aktiviteye sahip ekstre olarak her iki hiicre hatt1 i¢in
de kok metanol secilmistir. Kombinasyon analizi ve sonrasinda gergeklestirilen tiim

testlere kok metanol ekstresinin, HCT 116 ve HT-29 hiicre hatlar1 i¢in hesaplanan
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ICso dozlariyla devam edilmistir. 5-FU’nun HCT 116 ve HT-29 hiicrelerindeki 1Cso
dozlar ise sirastyla 0,55 ve 0,35 pg/ml olarak belirlenmistir.5-FU ve kok metanol
ektresi her iki hiicreye de doz ve zaman bagimli olarak birlikte (kombine)
uygulanmistir. Sonrasinda gergeklestirilen kombinasyon analizi sonuglarma gore,
kombine uygulamanin HCT 116 ve HT-29 hicrelerinde benzer sekilde hafif

sinerjizm gosterdigi saptanmigtir.

Abdulla ve ark. (2014), R. ribes’in kok etanol ve su ekstrelerinin fenolik
igeriklerini HPLC yontemi kullanarak analiz etmisler ve fenolik icerik miktar
siralamasini krizofanol > emodin > fiskiyon > aloe-emodin > klorojenik asit > rhein
> gallik asit > rutin > kemferol > tannik asit olarak belirlemislerdir. Arastirmacilar,
etanol ekstresindeki fenolik igerigin ise su ektresine gore daha fazla oldugunu tespit
etmiglerdir. Yine aym c¢aligmada kok etanol ekstresi, standart ilaglarla
karsilastirildiginda test edilen tiim bakteri tiirlerine karsi en yiiksek antibakteriyel
etkiyi sergilemis ve etanol ekstresinde belirlenen fenolik bilesiklerin bu etkilerin

kaynagi oldugu 6ngdriilmustiir.

Yapilan bagka bir ¢alismada R. ribes’in govde kismindan kloroform ve
metanol ekstreleri elde edildikten sonra NMR yontemi ile 3 antrakinon (krizofanol,
fiskiyon, emodin) ve 5 flavanoit (kersetin, 5-desoksikersetin, kersetin 3-0-ramnosit,
kersetin 3-0- galaktozit ve kersetin 3-0-rutinozit) bilesigi tanimlanarak izole
edilmistir. Merigli ve Tuzlact (1990)’nin, R. ribes’in koklerinin icerik analizlerini
gerceklestirdikleri ¢alismada, krizofanol, fiskiyon, rhein, aloe-emodin, fiskiyon-8-O-
glukozit, aloe-emodin-8-O-glukozit, sennozit A ve rapontisin gibi bilesikler izole

edilmistir.

R. ribes ve R. emodi ile yapilan bir ¢alismada bitki koklerinin kloroform
ekstreleri elde edildikten sonra emodin, aloe emodin, krizofanol ve fiskiyon
antrakinonlarinin tanimlanmasi i¢cin NMR analizi, belirlenen bilesiklerin miktar
tayinleri i¢in ise HPLC analizi  gerceklestirilmistir. R. ribes kok kloroform
ekstrelerindeki antrakinon yiizdeleri biiyiikten kii¢iige dogru aloe emodin > emodin >

krizofanol > physicon olarak belirlenmistir (Nagishbandi ve ark., 2009).

LC-ESI-QTOF-MS kromatografik analiz sonuglarina gore pirogallol,

epigallokatesin, epikatesinmonogallat, (£)-taksifolin, aloin A, 2-hidroksiksanton,
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apigenin 7-O-glukozit, krisin, luteolin, epikatesin, genistin, prunetin gibi biyoaktif

fenolik bilesik tiirevleri R. ribes i¢in ilk kez bizim ¢aligmamizda saptanmuistir.

miRNA’lar kanserin de yer aldig1 bir¢cok hastalikta 6nemli rol oynamaktadir.
Hicre proliferasyonu, apoptoz ve metastaz gibi bircok onkogenik hiicresel sireci
duzenledikleri icin miRNA’larin, timor baskilayict ya da onkogenik fonksiyon
gosterdikleri bilinmektedir (Shen ve ark 2015). Bu calismaya konu olan miR-200
ailesinde yer alan 4 miRNA’nin (miR-200a, -200b, -200c, -141, -149) kanserin
baslangi¢ ve metastazinda rol oynadigi, bu nedenle kanserin tani/tedavisinde de
oldukca degerli bir belirteg olabilecegi ileri siiriilmistiir (Humphries ve Yang 2015).
miR-200 ailesinin hiicre transformasyonu, kanser hicresi proliferasyonu, migrasyon,
invazyon ve metastaz tzerinde gucli timor baskilayict etkilere sahip oldugu ortaya
konmustur (Chen ve Zhang 2017).

Sun ve ark. (2015), 40 hastaya ait CRC’li dokular1 ayni hastalarin saglikli
dokulariyla karsilagtirdiklar1  ¢aligmalarinda, miR-200 ailesinin  ekspresyon
seviyelerinin anlamli diizeyde azalis ve hedefi olan ZEB1’in ise artis gosterdigini
belirlemiglerdir. Yine ayni caligmada miR-200’in asir1 ekspresyonunun, ZEBI1
aracili hiicresel invazyonu inhibe ettigi de saptanmistir. TGFB ve TNF-a ile
farklilasmis pankreatik (HPAF2), kolorektal (DLD1) ve meme (MCF-7) kanseri
hiicre hatlarinda yapilan bir ¢aligmada EMT nin aktivasyonu ve buna bagl olarak da
ZEBT’in ekspresyonunda belirgin bir artis saptanmustir. Farklilagmamis hiicrelerde
ise ZEB1’in baskilanmasinin ardindan miR-141 ve miR-200c’nin ekspresyonunda
anlamli bir artis belirlenmistir. Matrijel invazyon sonuglarina gore ise miR-200c¢’nin
asir1 ekspresyonunun, invazyon-migrasyonu azaltarak malign timor gelisimi

tizerinde inhibitor bir etki gosterebilecegi Ongoriilmiistiir (Burk ve ark., 2008).

Meme ve kolorektal kanser hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada, miR-200
ailesinin transkripsiyonel olarak baskilanmasinin mezenkimal fenotiple iliskili ZEB1
ve ZEB2 ekspresyonlarmin artisina, ZEB1 ve ZEB2’nin transkripsiyonel olarak
baskilanmasinin ise miR-200a, miR-200b ve miR-429 ile birlikte epitelyal fenotipin
artisina neden oldugu belirlenmistir (Bracken ve ark., 2008). Hu ve ark. (2008) nin
yaptiklar1 diger bir calismada ise kolorektal kanser hiicrelerinde miR-141
transfeksiyonunun, EMT regiilatorii olan ZEB2’nin baskilanmasimna ve hiicresel

invazyon-migrasyonun da inhibisyonuna neden oldugu saptanmistir.
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Mevcut c¢alismada miR-200a/b/c ve miR-141’in KM, 5-FU, KM+5-FU
uygulanmis HCT 116 ve HT-29 hiicrelerinin doz gruplarindaki ekspresyon seviyeleri
kontrol grubundaki ekspresyon seviyeleri ile karsilastirilmis ve farkliliklar Tablo 4.9
ve 4.10°da gosterilmistir.  HCT 116 hiicrelerinin doz gruplarinda, miRNA’larin
ekspresyonlarindaki kat artig1 biiyiikten kiigtige dogru miR-200a igin KM+5-FU>5-
FU>KM, miR-200b i¢cin KM+5-FU>5-FU>KM, miR-200c i¢in 5-FU>KM+5-
FU>KM, miR-141 icin 5-FU>KM+5-FU>KM iken, HT-29 hicrelerinin doz
gruplarindaki kat artis1i ise miR-200a icin KM>KM+5-FU>5-FU miR-200b igin
KM>KM+5-FU>5-FU miR-200c igin KM>KM+5-FU>5-FU miR-141 igin
KM>KM+5-FU>5-FU olarak belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore HCT 116 hicrelerinde miR-200a/b’de ki en
yiksek anlamli kat artislarn KM+5-FU kombinasyonunun uygulandigi grupta
belirlenmistir. miR-200c’deki en yiiksek anlamli kat artist 5-FU’nun tek basina
uygulandig1r grupta saptanmis olmasina ragmen, KM’nin tek basma uygulandig
gruptaki kat artisinin da anlamli diizeyde oldugu goriilmiistiir. miR-141°de ki en
yiiksek anlamli kat artig1 ise KM nin tek basia uygulandigi grupta saptanmustir.
HT-29 hicrelerinde ise, miR-200a/b/c ve miR-141°deki en yiiksek anlamli kat
artiglar, KM’nin tek basina uygulandig1 grupta belirlenmistir.

Calismamizda miR-200 ailesinin hedefi oldugu diisiindiigiimiiz genler
literatiir arastirmalart ve “miRWalk”, “miRTarBase” gibi online veri tabanlari
kullanilarak belirlenmistir. miRNA-gen etkilesimlerini degerlendirmek i¢in miRNA
hedefleri olarak EMT ve invazyonla iliskili ZEB1, CDH1 (E-kaderin); apoptoz ile
iligkili BCL-2, p53, XIAP, FAP-1; hiicre dongiisii ile iliskili, CDK6, CDNK1B,
RND3, GATA4; ve TGFp yolagiyla iliskili TGF1, SMAD2,3 genleri ve hedef
genlerle iliskili olan EMT ve invazyonla iliskili CDH2 (N-kaderin); apoptoz ile
iliskili BAX, Kaspaz-3,7,8,9, CYCS (Sitokrom C), PPARG, FAS/CD95; hiicre
dongiisii ile iliskili p21, CDK4, CCND1, CCND2, CCND3; ve TGFf yolagiyla
iliskili TGFBR1, TGFBR2, SMAD4-7 genleri se¢ilmistir.

miR-200 ailesi ve EMT/metastaz siireci arasindaki iliskinin degerlendirildigi
bir ¢calismada TGFp sinyaliyle, miR-200 ailesi Gyelerinin dowregiilasyonu sonucu
ZEB1/2 ekspresyonunda belirgin bir artis, E-kaderin ekspresyonunda ise azalma
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tespit edilmis; ekspresyondaki bu artig ve azalislarin sonucu olarak hiicresel invazyon

ve migrasyonun da uyarildig ileri siiriilmiistiir (Zhou ve ark 2015).

miR-200 ailesinin  hicre  dongustnun  duzenlenmesindeki  rolunin
anlasilmasina yonelik yapilan baska bir ¢alismada miR-200a ve miR-141’in asiri
ekspresyonunun CDN1B ekspresyonunda belirgin bir artisa, CDK6 ekspresyonunda
ise azalisa neden oldugu ve ekspresyonlardaki bu degisikliklerin hiicre dongusini
G1 fazinda durdurdugu tespit edilmistir (Uhlmann ve ark., 2010). Xia ve ark. (2010),
serviks kanseri hicrelerinde miR-200b’nin RND3 ekspresyonunu azalttigini ve bu
durumun ise S fazina ilerleyisi kontrol eden CCNDI ekspresyonunda artisa neden

oldugunu belirlemislerdir.

miR-200 ailesi ve ve apoptoz yolagi arasindaki iliskinin arastirildigi bir
caligmada ise mide ve akciger kanseri hiicrelerinde apoptotik yolakla iligkili Bel-2 ve
XIAP ekspresyonlarinin artisiyla birlikte miR-200b/c ve miR-429 kimesi
ekspresyonlarinda da belirgin bir azalis saptanmistir (Zhu ve ark., 2012).

Calismamizda KM, 5-FU, KM+5-FU uygulanmis HCT 116 ve HT-29
hiicrelerinin kontrollere gore hedef genlerinin ekspresyon seviyesindeki farkliliklar
Tablo 4.11 ve 4.12°de; miR-200 ailesinin hedefi olarak degerlendirilen genlerin,
hiicre ve doz gruplarina goére miRNA-gen etiklesimleri ise Sekil 4.35°de

gosterilmistir.

Calismamizda morfolojik olarak apoptozu degerlendirdigimiz ydntemlerin
ilki Anneksin V analiziydi. Her iki hiicre hattina da KM, 5-FU ve KM+5-FU dozlari
uygulanarak toplam apoptoz yiizdeleri hesaplanmistir. Dozlarin uygulandigi HCT
116 hicrelerindeki toplam apoptoz yiizdesi kontrol grubu hiicrelerine gore KM igin
%47,51; 5-FU igin %21,47; KM+5-FU icin %30,8; HT-29 hicrelerindeki toplam
apoptoz yuzdesi ise KM igin %43,7; 5-FU icin %20,05; KM+5-FU icin %36,8

oraninda artig gostermistir.

Mevcut ¢aligmada morfolojik apoptozu mikroskop altinda inceledigimiz bir
yontem olan TUNEL testi icin; KM, 5-FU ve KM+5-FU dozlari her iki hiicre hattina
da uygulanarak toplam apoptoz yiizdeleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore
HCT 116 ve HT-29 hiicrelerindeki tiim doz grubuplarinda apoptoz yiizdelerinin
kontrol gruplarina kiyasla anlamli bir artis gosterdigi belirlenmistir (p<0,05).
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Doz gruplarmin uygulandigt her iki hiicre hattinda, hiicre dongiisii
evrelerindeki hiicre ylizdeleri hesaplanmistir. Analiz sonucunda elde edilen verilere
gore, HCT 116’da kontrol grubuna gore KM, 5-FU ve KM+5-FU dozlarinin
sirastyla; GO/G1, S+G2/M ve S+G2/M fazi hiicre populasyonu yiizdelerinde, HT-
29°da ise GO/G1, S ve S fazi hiicre populasyonu yiizdelerinde artisa neden oldugu

belirlenmistir.

R. ribes’in kok ve govde kisimlarina ait etil asetat ekstreleri HL-60 AML
hiicrelerine uygulanmis ve apoptotik etkileri Anneksin V flow sitometri yontemi ile
degerlendirilmistir. HL-60 hicrelerine 72 saatlik etil asetat ekstrelerinin
muamelesinin ardindan apoptoz yiizdesinin %87 (erken/ge¢ apoptoz)’ye ulastigl, kok
etil asetat ekstresinin govde kismina gore daha yiiksek sitotoksik ve apoptotik etki
gosterdigi ve olusan toksisitenin kaynaginin ise apoptoz uyarimi olabilecegi ileri

stiriilmiistiir (Uyar ve ark 2014).

Shiezadeh ve ark., (2013), HeLa ve MCF-7 hiicrelerine R. turkestanicum etil
asetat ekstreleri muamelesinin ardindan apoptotik hiicrelerin analizi icin Pl boyama
temelli flow sitometri yontemini kullanmislardir. Her iki hiicre hattinda da kontrol
gruplaria gore etil asetat ekstresinin sub-G1 pikini uyararak apoptoza neden oldugu

belirlenmistir.

Rheum cinsinden R. palmatum etanol ekstresinin agiz kanseri hiicrelerindeki
antimetastatik etkisinin degerlendirildigi bir calismada kullanilan yodntemlerden
birkag1 da hiicre gocli ve inazyon testleridir. Hiicre goci testi i¢in ekstrenin etkin
dozu yara olusturulan hiicrelere uygulanmis, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
hiicrelerdeki yaranin %100 kapandig: belirlenmistir. Hiicre invazyon testi i¢in ekstre
uygulamasimin ardindan, hiicresel invazyonda her iki hiicre hattinda da kontrol

gruplarina gore anlamli bir azalis saptanmigtir (Chen ve ark 2017).

Calismamizda R. ribes kok metanol ekstresi ve diger doz gruplarinin
muamelesi, kontrol gruplarina gore her iki hiicre hattinin invazyon yiizdelerinde
anlaml bir azalisla sonu¢lanmistir. Kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda HCT 116
hicrelerinde KM’de invazyonun %55,99; 5-FU’de %37,81; KM+5-FU’de ise
%54,42 oraninda: HT-29 hicrelerinde ise KM’de invazyonun %35,89; 5-FU’de
%28,24; KM+5-FU’da ise %26,32 oraninda azaldig1 belirlenmistir.
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MRNA ekspresyon analizi sonucunda, her iki hiucre hatti ve tim doz
gruplarinda kontrol gruplarinda ekspresyon diizeyinde anlamli farklilik segileyen
BCL-2, ZEB1, GATA4 ve FAS/CD95 genlerinin ELISA yontemiyle protein
diizeyinde de ekspresyon farkliliklar1 gosterip gostermedikleridegerlendirilmistir. Bu
dort gen miR-200 ailesinin dogrudan ya da dolayli hedefiolan genlerdi ve dolayisiyla
mMRNA seviyesinde ekspresyonu artan bu genlerin miR-200 ekspresyonlarindaki

artiglara bagl olarak post-transkripsiyonel seviyede baskilanmasi beklenmektedir.

ELISA testi sonuglarina gore, HCT 116 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla
BCL-2 protein seviyesindeki azalisin en yiiksek oldugu doz grubu %4365 (p<0,05)
orani ile KM+5-FU kombinasyonu; en diisiik oldugu grup %5,68 (p>0,05) oranmi ile
5-FU; ZEBI1 protein diizeyindeki azalisin en yiiksek oldugu grup %34,57 (p>0,05)
orani ile KM+5-FU kombinasyonu, en diisiik oldugu grup %1,7 (p>0,05) orani ile
tek basina 5-FU; GATAA4 protein diizeyindeki azalisin en yiiksek oldugu grup %4,1
(p<0,05) orant ile tek basina KM, en diisiik oldugu grup %0,81 (p>0,05) oran1 ile tek
basina 5-FU olarak belirlenmistir.

HT-29 hiicrelerinde ise kontrol grubuna kiyasla BCL-2 protein seviyesindeki
azalisin en yiiksek oldugu doz grubu %68,43 (p<0,05) orant ile KM+5-FU
kombinasyonu; en diisiik oldugu grup %35,95 (p>0,05) oran1 ile tek basina KM;
ZEBI protein diizeyindeki azaligin en yiiksek oldugu grup %58,45 (p<0,05) orani ile
5-FU, en diistik oldugu grup %49,33 (p<0,05) orami ile KM; GATA4 protein
diizeyindeki azalisin en yiiksek oldugu grup %1,33 (p>0,05) orani ile tek basina KM,
artisin oldugu tek grup ise %2,22 (p>0,05) orani ile 5-FU olarak belirlenmistir.

HCT 116 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla FAS/CD95 protein
diizeyindeki artisin en yiiksek oldugu grup ise %52,47 (p<0,05) orani ile tek basina
5-FU; azalisin gozlendigi tek grup ise %27,42 (p<0,05) orami ile KM, HT-29
hiicrelerinde ise FAS/CD95 protein diizeyinde artisin gézlendigi tek grup %3,3 ile 5-
FU; azalisin en yiiksek oldugu grup ise %65,14 (p<0,05) orani ile KM olarak tespit

edilmistir.

Elde edilen sonuclara goére; KM’nin miR-200a/b/c ve miR-141’in
ekspresyonlarinda anlamli artisa neden olarak, BCL-2, ZEB1, GATA4 ve kismen
FAS/CDO95 protein ekspresyonlarini baskiladigi belirlenmis ve KM nin tek basina ya
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da 5-FU ile kombine uygulamasimin, kanser hiicrelerinin tek basma 5-FU ile

tedavisine gore daha iyi yanit olusturdugu izlenimini vermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda R. ribes’in kok ve govde kisimlarina ait farkli polaritedeki
¢oziciilerle hazirlanan 6 farkli ekstrenin tamami ile fitokimyasal ve sitotoksite
analizleri gergeklestirilmistir. Bu analizler birlikte degerlendirildiginde HCT 116 ve
HT-29 kolorektal kanser hiicreleri (izerinde en yiksek sitotoksik aktiviteye sahip
ekstrenin kok metanol (KM) oldugu belirlenmis ve bu nedenle ¢alismanin ileri
analizlerine bu ekstrenin sitotoksik dozu ile devam edilmistir. Her iki hiicre hattinda
kok metanol ekstresinin 5-FU ile kombinasyonlarinin sinerjistik etikinligi
aragtirtlmis, izobologram analizi ile de kombinasyonun etkili ICsp dozu
belirlenmistir. Tek basina uygulanan kok metanol ekstresi, 5-FU ve KM+5-FU’nun
kombine olarak hafif sinerjizim gosterdigi 1Csp dozlart HCT116 ve HT-29
hiicrelerine uygulanarak tiimor baskilayici fonksiyon gosteren miR-200 ailesi, miR-
200 ailesinin hedef genleri ve hedef genlerle iligkili apoptoz, hiicre dongiisii, EMT
ve TGFp yolagi genlerinin ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir. Tiim miRNA
(miR-200a/b/c ve miR-141) ekspresyonlarinin her iki hiicre hattinda da anlamli
diizeyde artis gosterdigi tek doz grubunun kok metanol oldugu belirlenmis ve
apoptoz, hiicre dongiisi, EMT ve TGFB yolagi ile iligkili genlerin
ekspresyonlarindaki  anlamli  artis ve azalislar doz  gruplarina  gore
degerlendirildiginde ise tek basina KM ve KM+5-FU kombine uygulamasinin tek
basina 5-FU gore daha kuvvetli/ylksek antiproliferatif ve apoptotik etkiye sahip
olduklarina/gosterdiklerine isaret etmektedir. Calismada morfolojik apoptoz, hiicre
dongusu ve invazyonu inceledigimiz testler, ELISA analizi sonuglariyla birlikte
degerlendirildiginde ise diger doz gruplarina gére KM nin kanser hiicrelerine kars1

daha etkili olabilecegini diisiindiirmektedir

Calismamizda kok metanol ekstresinin kromatografik analiziyle ¢ok sayida
biyoaktif bilesik belirlenmis ve simdiye kadar yapilan calismalarla icerdigi bir ¢ok
antrakinon ve fenolik bilesigin farkli kanser tiirlerinde antiproliferatif etkinlige sahip
olduklar1 gosterilmistir. Kok metanol ekstresinin belirledigimiz antikanserojenik
etkisinin, icerdigi aktif bilesiklerin tek basinami yoksa total ekstre iginde uygun
kompozisyon ve miktarlarda birbirleriyle etkilesime gegmeleri nedeniylemi
olustugunu belirlemek i¢in Oncelikle izolasyon ¢alismalar1 ile belirlenen ana

bilesenlerin yap1 tayini ve ekstredeki miktarlariin tespit edilmesi gerekmektedir.
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Calismanin devaminda ise belirlenen major biyoaktif bilesiklerin miktar tayinleri ve

tedaviye yonelik in vivo ¢alismalar planlanmaktadir.
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