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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Liquidambar Orientalis Mill. var. Orientalis’in Antioksidan, Anti-karsinojenik, Anti-inflamatuvar ve

Apoptotik Etkilerinin Hiicresel ve Molekiiler Diizeyde Arastirilmasi
Siimeyra CETINKAYA
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali

Doktora Tezi/ KONYA-2018

L.orientalis’in balsam, yaprak ve meyvelerinden farkli polariteye sahip ekstreler
hazirlanarak, bu ekstrelerin insan kolon kanser hiicre hatlar1 olan HCT-116 ve HT-29 hiicreleri
tizerindeki antioksidan, anti-proliferatif, apoptotik ve anti-inflamatuvar etkileri arastirilmistir.

Sitotoksisite testi XTT metodu ile gergeklestirilmis ve HCT-116 hiicre hattinda 27.80 uM,
HT-29 hiicre hattinda ise 43.13 pM ICs, dozu ile L.orientalis’in yapraklarindan hazirlanan metanolli
ekstrenin en etkili ekstre oldugu bulunmustur. Bu sonuglar biyolojik aktivite analizlerini de
desteklemektedir. Diger deneyler bu ICsq dozlar1 tizerinden gergeklestirilmistir.

L. orientalis yaprak metanol ekstresinin kromatografik analizinde; gallik asit, kersetin,
epigallokatesin, 3,4-dihidroksibenzoik asit, klorojenik asit, ferulik asit, mirisetin, kemferol, luteolin
basta olmak tizere gesitli biyoaktif maddelere rastlanmistir. Pek ¢ok hiicresel siirecin siki bir sekilde
diizenlenmesinde rol alan ve bir¢ok kanser tiiriinde aberant olarak eksprese edilen, NF-xB sinyal
yolagi ile iligkili 88 gen ve apoptozla iligkili 9 genin ekspresyon seviyeleri ger¢ek zamanli PZR ile
aragtirilmistir. Her iki hiicre hattinda da NF-xB sinyali ile iligkili olan ve ekspresyon artis1 gzlenen
genlerin 1L-10, kaspaz 1 (CASP1), kaspaz 8 (CASP8), TNFAIP3, TNFRSF10A ve TNFRSF10B;
ekspresyon azalist gozlenen genlerin ise IL-6, IL-8, NFKB1, TNF, TLR2 ve IKBKB oldugu
saptanmustir. Ayrica apoptozla iliskili p53, Bax, kaspaz -3, -7, -8, -9, Fas, sitokrom ¢ (Cycs) genlerinin
ekspresyonlarinda kontrol gore artig ve anti-apoptotik Bcl-2 geninde ise azalis gézlenmistir (p<0.05).
Bu genlerin disinda hiicreye 6zgii artis ve azalis gosteren genler de incelenerek NF-xB yolagi aracili
anti-proliferatif ve apoptotik etki mekanizmasi agiklanmustir.

Apoptozun morfolojik ve biyokimyasal olarak incelenmesi TUNEL testi ve akis sitometrisi
ile gergeklestirilmis ve ekstrenin apoptozu uyardigi gosterilmistir. Ekstrenin invazyon karsiti etkisinin
olup olmadig1 matrijel invazyon testi ile degerlendirilmis ve kontrole gdre ekstrenin her iki hiicre
hattinda da invazyonu 6nemli 6lgiide baskilayarak anti-invaziv 6zellik sergiledigi belirlenmistir.

Her iki hiicre hattinda ekstrenin anti-inflamatuvar aktivitesinin belirlenmesi i¢in hiicreler
TNF-o ile uyarilmig, ortama salman sitokinlerin (IL-6, IL-8, IL-10) seviyeleri ELISA testi ile
Ol¢lilmistiir. Hiicrelerin sitokinlere verdigi cevaplarin farkli oldugu ve IL-6 ve IL-8 seviyesinin HT-29
hiicre hattinda, IL-10 seviyesinin ise HCT-116 hiicre hattinda daha iyi baskilandig1 gézlenmistir. Bu
durum ekstrenin her iki hiicre hattinda da etkili oldugunu géstermektedir. Metastazla iliskili bir sitokin
olan IL-8’in HT-29 hiicre hattinda daha fazla baskilanmasi, ekstrenin hiicreyi duyarli hale getirerek
TNF-o’nin sitotoksik etkisini artirmis olabilecegini diislindiirmiistiir.

Elde edilen sonuglara gore L.orientalis yaprak metanol ekstresinin HCT-116 ve HT-29
hiicrelerinin ¢ogalmasini hiicresel ve molekiiler seviyede inhibe ederek NF-«kB aracili anti-proliferatif

ve apoptotik etki gosterdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, inflamasyon, kolorektal kanser, L.orientalis, NF-xB.
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For the assesment of antioxidant, anti-proliferative, apoptotic and anti-inflammatory effects
on HCT-116 and HT-29 cells, extracts in different polarities from balsam, leaves and fruits of L.
orientalis were prepared.

The cytotoxic activity of the extracts of L. orientalis was investigated through XTT assay.
The methanol leaf extract showed the highest effect (ICs, values for HCT-116 and HT-29 cell lines
were determined to be 43.13 uM and 27.80 uM, respectively). These results also supported biological
activity analyzes. Next steps of the study were performed at these 1Cs, doses.

Chromatographic analysis on L. orientalis methanol leaf extract revealed the presence of
vairus bioactive substances, especially gallic acid, quercetin, epigallocatechin, 3,4-dihydroxybenzoic
acid, chlorogenic acid, ferulic acid, myristine, kaempferol and luteolin. Expression levels of 88 genes
associated with the NF-kB signaling pathway and 9 genes associated with apoptosis, which involved
in regulation of many celular processes and aberantly expressed in many cancers, were investigated by
real time PCR. Results showed a marked increase in the expression of IL-10, Caspase 1, Caspase 8,
TNFAIP3, TNFRSF10A and TNFRSF10B and decreased in the expression of IL-6, IL-8, NF-kB,
TNF, TLR2 and IGFBP, in both cell lines. Additionally, there was also an increase in expression of
apoptosis-associated p53, Bax, Caspase-3, -7, -8, -9, Fas and Cycs genes and a decrease in anti-
apoptotic Bcl-2 gene (p<0.05). There were also genes that showed an expression increase and
decrease in the cell-spesific manner (only in HCT-116 or only in HT-29 cell line).

The NF-xB pathway mediated anti-proliferative and apoptotic mechanism of the action has
been described, including all these genes. TUNEL assay and Flow Cytometry were used for
morphologically and biochemically detection of apoptosis. The results of both methods have shown
that L. orientalis leaf methanol extract stimulates apoptosis in the both cell lines. The effect of the
extracts on invasion determinated via Matrigel Invasion assay, in which L. orientalis leaf methanol
extract significantly supressed invasion in the both cell lines compared to the untreated cells (p<0.05).

For the evaluation of anti-inflammatory effect of L. orientalis extracts in both cell lines, first
the cells were stimulated with TNF-a, then levels of cytokines (IL-6, IL-8, IL-10) released to media
were measured by the ELISA assay. It was observed that the responses of the cells to the cytokines
were different, i.e. IL-6 and IL-8 were better supressed in the HT-29 cell line and IL-10 was better
supressed in the HCT-116 cell line. This suggests that the extract is effective on both HCT-116 cells
and HT-29 cells. Further supression of the metastasis-associated cytokine, 1L-8, in the HT-29 cell line
has been suggested that the extract could probably enhance the sensitivity of the cells and increase the
cytotoxic effect of TNF-o.

In conclusion, L. orientalis leaf methanol extract inhibits the proliferation of HCT-116 and
HT-29 cells at cellular and molecular levels and exerts NF-xB mediated anti-proliferative and
apoptotic effects.

Key words: Apoptosis, inflammation, colorectal cancer, L. orientalis, NF-xB.
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1. GIRIS ve AMAC

Giiniimiizde baslica kanser tedavi sekilleri olan kemoterapi, radyoterapi,
cerrahi, gen terapi, molekiiler hedefli tedavi ve immun terapinin (Xia ve ark., 2018)
yan etkilerinden dolayi, tibbi bitkilerden hazirlanan ekstrelerin modern tibbin

tamamlayicist olarak kullanimi her gegen giin artmaktadir.

Antik caglardan beri ¢esitli kronik hastaliklar tedavi etmek igin tibbi bitkiler
kullanilmaktadir. Gelismekte olan iilkelerdeki niifusun % 80 kadar1, bir¢ok hastaligin
tedavisinde modern tip yontemlerine erisemediklerinden, alternatif tip yontemlerine

bagvurmaktadir (Pandey ve ark., 2013; Ekor, 2014).

Kanserin ortaya ¢ikisi, normal hiicrelerin asamali olarak timor hiicresine
donilismesine yol acan karmasik ve ¢ok adimli bir siirectir. Kanser baslama ve
ilerlemesindeki olaylarin rolii ve ilgili molekiiler mekanizmalar yaygin sekilde
incelenmistir. Arastirmalar timor mikrogevresi de dahil olmak {izere kanser tedavisi
i¢cin ¢oklu hedeflerin bir arada diisiiniilmesi gerektigini 6nermektedir (Kolenda ve
ark., 2018; Belli ve ark., 2018). Bu durumda karsinogenez mekanizmasinin altinda
yatan temel nedenlere odaklanan yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine ihtiyag

vardir.

Kronik inflamasyon; malign transformasyon, tiimor gelisimi, invazyon ve
metastatik yayilimi destekleyerek kanser riskini artirmaktadir (Multhoff ve ark.,
2012). inflamasyonun aracilar1 ve hiicresel efektérleri, timér mikrogevresinin énemli
bilesenleridir. Inflamasyon, doku hasarmna ve enfeksiyona yanit olarak baslatilan,
sitokinlerin ve diger mediatorlerin salinmasina bunun yani sira bagisiklik
hiicrelerinin aktivasyonuna ve gocline yol agan bircok patofizyolojik kosulun

birlikteligi olarak diisiiniilebilir (Mantovani ve ark., 2008).

Kanser ve inflamasyon arasindaki baglantida rol alan anahtar transkripsiyon
faktor ailesi NF-xB’dir. Anti-tiim6r immun yanitlar1 baskilayabilen NF-«xB; tiimorle
iliskili inflamasyon, tiimor biiyiimesi, ilerlemesi ve metastatik yayiliminda rol alan
500’den fazla genin ekspresyonunu diizenler (Gupta ve ark., 2010; Multhoff ve ark.,
2012). Bu sebeple NF-xB’y1 hedefleyen tedavi stratejilerinin gelistirilmesi kanserin

onlenmesinde potansiyel bir hedeftir.



Dogal kokenli kanser onleyici ajanlarin hem kanserin tedavi edilmesine,
hem de anti-inflamatuvar aktivite yoluyla 6nlenmesine katki sagladigi bilinmektedir.
Taksol, vinblastin, vinkristin, kamptotesin tiirevleri, topotekan, irinotekan ve
etoposid gibi tim diinyada klinik olarak kullanilan anti-kanser ajanlar bitkisel
kokenli bilesiklerden elde edilmistir (Sisodiya, 2013). Bu nedenle g¢alismamizda,
tilkemize endemik bir bitki olan ve halk arasinda “Sigla, giinliik vb.” isimleriyle
bilinen, Hamamelidaceae familyasina ait Liquidambar orientalis Mill. var. orientalis
(L. orientalis)’in etnobotanik kayitlar1 dikkate alinarak anti-karsinojenik, anti-
inflamatuvar, antioksidan, apoptotik etkilerinin in-vitro olarak belirlenmesi ve en
etkili ekstrenin icerik analizinin yapilarak kolorektal kanserde muhtemel etkinliginin

belirlenmesi amag¢lanmustir.
2. GENEL BILGILER

Kanser; viicudun herhangi bir boliimiinii etkileyebilen, normal hiicrelere
kiyasla daha hizli bliyime ve yiiksek sagkalim potansiyeline sahip olan, diger
dokulara/organlara da yayilabilme 6zelligi gosteren anormal hiicrelerin yol actig1 bir
hastalik grubudur. Malign tiimor ya da neoplazi olarak da bilinen bu hastalik grubu

mortaliteye neden olur (Klug ve ark., 2014).

2015 yilinda diinya genelinde 14.1 milyon yeni kanser vakasinin meydana
geldigi, 8.8 milyonunun ise 6liimle sonuglandig: bildirilmistir. Diinyada, 6 6liimden
yaklagik 1'i kanser nedeniyledir (WHO). Kanserden oliimlerin artmaya devam
edecegi ve 2030 yilina kadar yillik 23.6 milyon yeni vakanin ortaya ¢ikacagi tahmin
edilmektedir (Ferlay ve ark., 2015).

Uluslararas1 Kanser Ajanst 2012 yili kanser tahminlerine goére Diinya’da en
cok tani konulan kanserler arasinda akciger kanseri % 13.0 ile ilk sirada olup
sonrasinda ise, % 11.9 ile meme kanseri 2. sirada ve % 9.7 ile kolon kanseri 3. sirada
yer almaktadir. Oliim orani ise en ¢oktan aza dogru siras1 ile % 19.4 ile akciger, %
9.1 ile karaciger ve % 8.8 ile mide kanseri oldugu belirtilmistir (Ferlay ve ark.,

2015).

Ulkemizde de kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra sebebi bilinen &liimler

siralamasinda en sik goriilen ikinci 6liim sebebi kanserdir (TUIK 2017).
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Sekil 2.1. T.C. Saglik Bakanligi 2014 Y1l Tirkiye kanser istatistikleri (erkeklerde en sik goriilen
kanserlerin toplam sayisi ve yiizde dagilimlari).
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Sekil 2.2. T.C. Saglhik Bakanligi 2014 Y1l Tiirkiye Kanser Istatistikleri (Kadinlarda en sik goriilen
kanserlerin toplam sayis1 ve ylizde dagilimlart).




Tiirkiye Saghk Bakanligi 2014 Kanser Istatistiklerine gore, Tiirkiye'de
erkeklerde en sik goriilen kanser siralamasinda akciger, prostat ve kolorektal kanseri;
kadinlarda ise meme, troid ve kolorektal kanser ilk {i¢ siray1 olusturmaktadir (Sekil
2.1 ve 2.2). Kanser lilkemizde 2015 yili igerisinde 49.946 erkek, 27.022 kadinin
olimiine neden olmustur (TUIK Olim Nedeni Istatistikleri 2016,

http://www.tuik.gov.tr).

Cesitli tilkelerde spesifik kanser oranlarindaki biiyiik farklilik, diyet ve kanser
arasindaki baglantiy1 gostermekte ve gociin etkisi kanser insidansinda gézlemlenen
degisikliklerle ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin; Asyalilarm, Bati iilkelerinde
yasayanlardan 25 kat daha diisiik prostat kanseri insidansina ve on kat daha diisiik
meme Kanseri insidansina sahip oldugu fakat bu oranin Asyalilarin Bati'ya gog
etmesinden sonra onemli derecede arttig1 gosterilmistir (Jain ve ark., 2014). Ayni
sekilde kolorektal kanser insidansi, mortalitesi ve klinik egilimleri arasinda irk ve

etnik farkliliklar bulunmaktadir (Baquet ve Commiskey, 1999).

Kanser; genetik hasar, hormonlar veya hiicre igerisindeki besin
metabolizmas1 gibi i¢ faktorlerden veya tiitlin, kimyasallar ve giines 15181na asiri
maruz kalma gibi cevresel/edinsel faktorlerden kaynaklanabilir (Sekil 2.3). Kanseri
tetikleyen en onemli faktor, onkogenler ve timor baskilayici genlerdeki genetik
anormalliklerdir. Timor baskilayict genler; apoptozu ve hiicre boliinmesini
diizenlerken, tiimdr onkogenleri mutasyonlarla aktive olarak hiicre proliferasyonunu

ve transformasyonunu artirir (Anand ve ark., 2008).



Sekil 2.3. Kanser gelisiminde genlerin ve ¢evrenin rolii. A) Kansere genetik ve ¢evresel faktorlerin
katkis1 B) Segilen kanserler icin aile riski oranlar1 C) Her ¢evresel faktoriin yilizde katkisi (Anand ve
ark., 2008).

Hiicre ¢ogalmasini ve boliinmesini kontrol eden genlerde islev bozuklugu
tiim kanserlerin nedenidir. Bunlarin yaklagik % 5'i kalitsaldir ve aslinda kalitimsal
genetik degisiklik bir veya daha fazla spesifik kanser tiirii gelistirme riski tasir.
Bununla birlikte ¢ogu kanser kalitsal genlerden degil, yasam boyunca genlerde
meydana gelen hasarlardan kaynaklanir (Anand ve ark., 2008).

Kolorektal kanser icin; ailesel adenomat6z polipozis kolon kanseri, kalitsal
polipoz olmayan kolon kanseri gibi genetik sendromlar, inflamatuvar bagirsak
hastalig1, ailede kolorektal kanser dykiisii 1yi tanimlanmis risk faktorleridir (Feagins

ve ark., 2009).
2.1.  Karsinogenez Siireci

Karsinogenez yani kanser olusumu; kanser gelisiminde kullanilan genel bir
terimdir ve baz1 iyi bilinen kanser modelleri, tiimor olusumunun, baslama, ¢cogalma,
ilerleme ve metastaz olmak lizere farkli asamalardan olusan bir siire¢ oldugunu

gostermektedir (Sekil 2.4) (Siddigui ve ark., 2015).
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Sekil 2.4. Karsinogenezin basamaklari (Siddigui ve ark., 2015).

Baslama, karsinogenezin ilk asamasidir; malign ve Gliimsiiz hale gelmeye
duyarli normal hiicreler geri doniisii olmayan genetik degisikliklere yol acabilir.
Bununla birlikte, kanser baslangicinin etkinligi hiicresel replikatif DNA sentezine ve
hiicre  boliinmesine baghdir. Baglangictaki durumun devamliligt ve geri

dondiiriilemezligi icin DNA sentezi birincil onceliktir (McCreery ve Balmain, 2017).

Genetik  degisiklikler veya DNA hasari; X-iginlarindan, kimyasal
karsinojenlerden ve papilloma viriisii ile Epstein-Barr virlisii gibi viriislerden
kaynaklanabilir. Mutajenlere maruz kalma, hiicresel fenotipte gozlemlenebilir
degisikliklere neden olmasa da kanser olusumunun duyarliligini arttirir. HRAS ve
NRAS onkogenlerinin mutasyonlart benign papillomlarin gelisiminden sorumludur
ve az sayidaki papillom, malign skuaméz hiicreli karsinom (SCC) haline
gelmektedir. p53’in bir timor baskilayici gen olarak hareket ettigine ve UV-B
radyasyonuna bagli mutasyonlarinin fare modellerinde ve insanlarda tiimoérlerin

baslamasina yol a¢tigina dair yeterli kanit mevcuttur (Weihrauch ve ark., 2002).

Baglama i¢in Onerilen goriislerden biri, mutator fenotiptir ve normal bir
mutasyon oranmin kanser hiicrelerinde gozlenen mutasyon sayisiyla korele
olmadigint énermektedir. S6z konusu genlerin mutasyonlarinin DNA sentezi, DNA

tamiri, hiicre dongiisii ve apoptozu igeren genlerin mutasyon oranini artiracagl ve ¢ok
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hiicreli karsinogenez modelinde tiimoriin baslatilmasi ve artisindan sorumlu olacagi

distintilmektedir (Loeb, 2001).

Timoriin  ¢ogalmasi, Kkarsinogenezin ikinci evresidir; burada mutasyona
ugramis bir baslangi¢ hiicresi, klonal olarak genisler ve cesitli sinyal yolaklar1 da
karsinogenezin ilerlemesine neden olacak sekilde bu siirece katilir. Mitotik sinyal
yolaklarinin direkt aktivitesiyle hiperplazi ve siirekli proliferasyonu, dolayli olarak
kronik yaralanma ve inflamasyon yaniti, terminal farklilasma ve apoptoza direngli bir
bloktan dolayr tiimdr olusumunun uyarilmasi i¢in mutasyona ugramis baslangic
hiicresinin klonal gelisimi gereklidir. Karsinogenezdeki fare modellerinde timdriin
gelisimi, epidermal biiylime faktor reseptoriic (EGFR) ve Ras/Raf/Mitojen ile
aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) sinyalizasyonunun aktivasyonu gibi mitotik
yolaklar: igerir. Kronik inflamasyon; biiylime faktorlerinin ve tiimor nekroz faktor-a
(TNF-a) ve interlokinler (IL) gibi sitokinlerin hiicresel salinimina ve reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) wiretimine neden olur ve tiimii hiicre proliferasyonunu uyarabilir. Bu
yolaklarin siirekli aktivasyonu; oOrnegin, tiimor hiicresi stromal etkilesimleri,
anjiyogenez, oksijenlenme ve diger pek c¢ok faktor tiimor gelisimine yol agabilir
(Rundhaug ve Fischer, 2010).

Kanserin baslangig siiresi boyunca, DNA hasari kontrol noktalari ve apoptoz
yolaklar1 aktive edilebilir. Insan kanserlerinin % 50’sinden fazlasinda proapoptozu
diizenleyen p53 ve retinoblastoma (Rb) gibi tiimor baskilayict genlerdeki

mutasyonlara bagl hasar mevcuttur (Sarasin, 2003).

Tiumor ilerlemesi; malign lezyonlara, benign neoplazik ve/veya prenoplastik
hiicrelere doniisebilen karsinogenezin ti¢lincii evresidir. Timor ilerlemesinin baslama
ve ¢ogalmadan farki, andploidi olusuma neden olan kromozomal instabilite ve geri
doniistimsiiz  olarak ¢ogalma ile karakterize edilen malign neoplazilerdir
(McClelland, 2017).

Neoplastik hiicrelerdeki bu genomik degisiklikler, hiicre biiylimesinin
artmasi, Invaziv olma, metastatik instabilite ve hiicrelerin biyokimyasal, morfolojik
ve fizyolojik 6zelliklerindeki degisikliklerle dogrudan iliskilidir (Dixon ve Kopras,
2004). Anjiyogenez, neoplastik progresyon i¢in gereklidir ve maligniteye katkida
bulunur (Hawighorst ve ark., 2001).



Kolorektal kanser ilerlemesinde ardisik klonal seleksiyon dalgalarini igeren
Klasik bir tiimor ilerleme modeline gore (Fearon ve Vogelstein, 1990), genetik
degisiklikler, pre-neoplastik hiicreleri neoplastik hiicrelere doniistiiren morfolojik ve
karyotipik degisikliklerle yol agarak yiiksek kromozomal veya baz modifikasyonu
orant ile kalic1 genetik istikrarsizliga neden olur (Hanahan ve Weinberg, 2000).

Karsinogenezin dordiincii evresi invazyon ve metastazdir. Kanserden
Oliimlerin ana nedeni birincil neoplazilerden degil, diger bolgelere metastaz yapan
sekonder tiimorler nedeniyledir. Normal bir hiicre; fenotipik ve biyokimyasal
degisiklikler, biiyiime faktorii sinyali, hiicre hiicre adezyonu, gen ekspresyonu,
motilite veya hiicre sekli degisikliklerine bagl olarak invaziv bir kanser hiicresine

doniisebilir (Leber ve Efferth, 2009).

Invaziv kanser hiicreleri, konak¢i hiicrelerdeki bazal membranlar gibi
bariyerlerin yapisini bozan proteazlari salgilayabilir ve bu nedenle tiimor hiicrelerinin
uzak bolgelere goclini ve bu bolgelerdeki anjiyogenezi kolaylastirir. Epitelyal
orijinli kanser hiicreleri, mezenkimal benzeri bir fenotipi benimseyebilir ve siklikla
metastatik fenotipe katkida bulunan bu fenotip doniisiimii epitelyal mezenkimal gegis
(EMT) olarak adlandirilir (Sekil 2.5) (Reed, 2015).
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Sekil 2.5. Kanserde epitelyal-mezenkimal gegisin mekanizmasi ve diizenlenmesi (Reed,
2015).



Cesitli onkogenler, timor baskilayici genler invazyon kapasitesini ve timor
hiicrelerinin metastatik potansiyelini etkileyebilir. Doku yapisinin bozulmasi sonrast,
hiicre adezyon molekiillerinin (CAM) kayb1 ve integrin ekspresyonundaki
degisiklikler gibi hiicre iskeletindeki degisiklikler nedeniyle epitel hiicreleri
mezenkimal bir karakterde olabilir. Kaderin ailesinin regiilasyonunda diizensizlik,
Ozellikle E-kaderin kaybi ve N-kaderinin regiilasyon artisi, invaziv kanser
hiicrelerinde yaygin olarak goriilmektedir (Herzig ve ark., 2007). E-kaderin geni
CDH-1, metastaz baskilayicit gen olarak da adlandirilir ve CDHI1 kaybi, immortal
hiicrelerde invaziv bir fenotip olusturur (Guilford, 1999).

Dogal ve adaptif bagisiklik sisteminin hiicreleri, stromal hiicrelerin yan1 sira
kemokinler ve reseptorleri, kanser hiicresi metastazinda 6nemli bir rol oynar ve
timor mikrogevresindeki vaskiilarizasyon ve sitokinlerin varligt EMT’yi de etkiler.
Son zamanlarda, tlimorlerin rastgele ¢ogalan hiicreler ve kanser kok hiicreleri olmak
tizere iki tip hiicreden olustugu Onerilmistir. Sadece kanserli kok hiicreler siiresiz
olarak c¢ogalabilir ve bu hiicreler, tiimor metastazinda kritik ve 6nemli bir rol

oynayabilir (Gupta ve ark., 2010).
2.2.  Kanserin Molekiiler Biyolojisi

Stirekli proliferatif sinyal, biiylime inhibitorlerinden kag¢inma, apoptoza
direng, replikatif oliimsiizlik, siirekli anjiyogenez ve doku invazyonu ve metastaz
kanserin karakteristik belirtegleridir (Sekil 2.6) (Hanahan ve Weinberg, 2000).



Replikatif slimsiizliigii
etkinlestirmek

Sekil 2.6. Kanserin karakteristik 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2000).

2.2.1. Kanserin Karakteristik Ozellikleri
2.2.1.1. Siirekli Proliferatif Sinyalizasyon

Kanser hiicrelerinin en 6nemli 6zelligi, bir dizi farkli yolla siirekli proliferatif
sinyal verme yetenegidir. Ayni tip reseptorlere sahip aymi tip hiicreler, otokrin
uyarim Yoluyla proliferasyonu tesvik edecek biiyiime faktorii ligandlart iiretebilirler.
Kanser hiicreleri ayn1 zamanda tiimor hiicrelerini tesvik eden, stroma i¢indeki normal
hiicreleri uyarmak igin de sinyaller gonderebilir, bu da kanser hiicrelerinin ¢esitli
biiyiime faktorleri salgilamasina yol agar (Cheng ve ark., 2008). Membran biiylime
faktorii reseptorlerinin asir1 ekspresyonu, hiicre proliferasyonunun ilerlemesine
neden olabilir; 6rnegin EGFR tirozin kinaz, bir¢ok kanserde asir1 eksprese edilir ve
bu reseptor, otokrin olarak ve/veya diger kinaz sinyal zincirleri ile etkileserek kaskat

reaksiyonlarini tetikleyebilir (Drake ve ark., 2012).

Somatik mutasyonlar, genellikle biiylime faktorii reseptorleri tarafindan
aktive edilen sinyal yollarinin aktivasyonuna katkida bulunurlar. Ornegin; MAPK ve
PI3K (Fosfoinositid 3-kinaz) yolagi, sirasiyla B-Raf'daki aktive edici mutasyonlar ve
PI3K’nin katalitik altbirimi nedeniyle, birgok tiimér tipinde aktive edilir (Jiang ve
Liu, 2009).
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2.2.1.2. Bityiime Karsiti Sinyallere Duyarsizlik

Kanser hiicreleri, hiicre proliferasyonunu kontrol eden giiclii mekanizmalari
da onleyebilir ve bu mekanizmalarin ¢ogu tiimor baskilayici genleri kapsar. Iki
prototipik tiimor baskilayict gen olan Rb ve p53, iki temel hiicresel diizenleyici agi
kontrol ederek; apoptozun ve hiicrelerin yaslanma mekanizmalarinin etkinlestirilmesi

kararlarini yonetirler (Sherr ve McCormick, 2002).
2.2.1.3. Apoptozdan Ka¢cinmak

Kanser hiicreleri, apoptozu onlemek icin birgok strateji gelistirir ve bunlarin
arasinda en yaygin olani, DNA hasar sensoriiniin apoptozu uyarmasini ortadan
kaldiran p53 tiimor baskilayici proteinin fonksiyon kaybidir. Buna ek olarak, anti-
apoptotik diizenleyiciler olan Bcl-2 (B-hiicre CLL/Lenfoma 2), Bcl-xL (B-hiicre
lenfoma-xL), sagkalim sinyallerinin (survivin, IGF1/2) ekspresyonunu artirirken
proapoptotik faktorlerin (Bax, Bim, Bad, Bcl-Xs) ise ekspresyonunu azaltarak
apoptozu inhibe eder (Klug, 2014).

2.2.1.4. Replikatif Oliimsiizliigii Etkinlestirmek

Belirli sayida boliinmeden sonra hiicreler boliinmeyi durdurarak, proliferatif
olmayan yaslanma durumuna (senesens) ve sonrasinda apoptoza girerler. Cevresel ve
genetik faktorlerin etkisiyle hiicreler sinirsiz gogalma potansiyeli sergileyebilirler.
Cesitli calismalar, kromozomlarin sonunda tekrar dizileri olan telomerlerin hiicre
replikasyonunda 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Her tiirlii habis hiicre ve
insan kanserlerinin % 90'inda telomeraz aktivitesinin ve hekzaniikleotit tekrarlarinin

arttig1 goriilmektedir (Blasco, 2005).
2.2.1.5. Siirekli Anjiyogenez

Anjiyogenez; yara iyilesmesi ve kadinlarda iireme dongiisii gibi fizyolojik
stirecler i¢in gegici olarak gereklidir. Ancak, tiimor gelisimi sirasinda tiimdr hiicreleri
anjiyogenezi aktive ederek neoplastik biiylimeyi kolaylastiran yeni kan damarlari

tiretmeye devam eder (Hanahan ve Folkman, 1996).

Anjiyogenez, vaskiiler endotel hiicrelerinde uyarici veya inhibe edici hiicre

yiizeyi reseptdrlerine baglanan sinyal proteinleri tarafindan diizenlenir. Ornegin;
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VEGF (Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii), FGF (Fibroblast biiylime faktorii) ve
VEGFR1 (VEGF reseptor 1) basta olmak {izere bir dizi angiyogenik faktor hiicre
ylizeyine baglanarak anjiyogenezi diizenler. Bazi tiimorlerde, Ras ve Myc gibi baskin
onkogenler, anjiyogenik faktorlerin ekspresyonunu artirirken; diger tiimorlerde

inflamatuvar hiicreler anjiyogenezi uyarabilir (Shinkaruk ve ark., 2003).
2.2.1.6. Invazyon ve Metastazi Aktive Etmek

Bir¢ok insan kanserinde kanser oliimlerinin % 90’1 invazyon ve metastaz ile
iliskilidir ve bu faz hiicre adezyon kayb1, motilite ve stromal proteoliz ile karakterize
edilen EMT araciligiyladir (Klymkowsky ve Savagner 2009). E-kaderinin kaybi ve
N-kaderinin aktivasyonu, EMT nin belirgin bir 6zelligidir ve metastatik tiimdorlerin
¢ogunda goriiliir. TNF-a, TGF-p (Tumér biiylime faktori-f), EGF (Epidermal
biiyiime faktérii), HGF (Hepatosit bilyiime faktorii), IGF-1 (Insulin benzeri biiyiime
faktort 1), Snail, Slug ve Twist gibi birgok faktoriin EMT’yi uyardigi bilinmektedir
(Rosivatz ve ark., 2002). Matrix metalloproteazlar (MMP) hem in vitro hem de in

Vivo tiimdr invazyonunu kolaylastiran stromal proteazlardir (Johnsen ve ark., 1998).

Genomik kararsizlik ve tiimorii artiran inflamasyon, malign ve metastatik
hale gelmeye baslayan premalign hiicrelerin populasyonunun gelismesini
kolaylasgtiran nedenlerdir. Son yillardaki kavramsal ilerlemelerle, yukarida
bahsedilen karakteristiklerin diginda kanser progresyonu igin 6nemli belirleyiciler
olarak enerji metabolizmasini yeniden programlama ve bagisiklik hiicrelerinden
kagma olmak tizere iki ayr1 6zellik daha kabul gormektedir (Hanahan ve Weinberg,
2011).

2.3. Tiimor Mikrogevresi ve Hipoksisi

Solid tiimorlerde goriilen yaygin ozellikler; diisiik oksijen alanlar1 olarak
bilinen hipoksik alanlar, diizensiz vaskiilarizasyon ve besin yetersizligidir (Ackerman
ve Simon, 2014). Ciinkii kanser hiicreleri g¢ogalabilmek igin yeni kan destegine
ihtiya¢ duyarlar (Sutherland ve ark., 1996). Tiimorde mevcut oksijen seviyesi 0.01—
3.9 % O, (0.08-30 mmHg) iken, normal dokuda bu oran 3.1-8.7 % O, (24-66
mmHg) seklindedir (Kizaka-Kondoh ve ark., 2003). Timorlerdeki bu hipoksik ve
anoksik dalgalanma sagkalim ve tedaviye yanitta malign hiicreler i¢in derin sonuglar

dogurmaktadir (Hockel ve Vaupel, 2001). Dolayisiyla, uygun olmayan hipoksik
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kosullara adaptasyon igin tiimor hiicrelerine firsat veren siirecleri aydinlatmak, daha
etkili anti-timor yaklasim gelistirmek ve malign siireci daha iyi kavramak kritik

Ooneme sahiptir.
2.3.1. Titmor Hipoksisine Hiicresel Adaptasyon Mekanizmalar:

Bir tiimor hiicresinin diisiik oksijen kosullarina adaptasyonu iki yolla
gerceklesebilir. Bu yollardan biri HIF gen ailesi tarafindan diizenlenir (Ratcliffe ve
ark., 1998; Semenza, 2003). Bu gen ailesinden olan HIF-1; anjiyogenez, anaerobik
glikoliz ve hiicre sagkalimini iceren, ayrica tiimor hiicre migrasyonunu destekleyen
cesitli genlerin ekspresyonunu uyarmak i¢in nukleusta stirekli eksprese olan HIFI

ile heterodimer yapan anahtar bir transkripsiyon faktoriidiir (Semenza, 2003).

HIF transkripsiyon faktor ailesinin hiicre sagkalimindaki rolleri timor
mikrocevresine baglhdir. Bu mekanizma olduk¢a karmasik olup, HIF-1
transkripsiyon faktoriinden yoksun olan hiicrelerin hipoksik kosullar altinda
sagkalimlarin1 azalttigt veya cesitli proapoptotik uyaranlara karsi daha duyarli

olduklari gosterilmistir (Maxwell ve ark., 1997; Ryan ve ark., 2000).

Hipoksik bolgelerin gelisimi ve tiimor bliylime karakteristikleri, radyoterapi
ve/veya kemoterapiye yanitta derin sonucglar dogurur. Normoksik tiimorler, hipoksik
fonksiyonlu tiimorlerle karsilastirildiginda ilacin difiizyonunun sinirli olmasindan
dolayr hipoksik tiimor hiicrelerinin kemoterapiye daha fazla direng gosterdigi

goriilmistiir (Teicher, 1995).

Deneysel hayvan modelleri ve insan tiimdorlerindeki oksijenasyonu direkt
Olcen calismalar, tiimor hiicrelerinin hipoksi ve hipoksi-reoksijenasyon dongiilerinin

metastatik potansiyelin artisina yol agtigini giiclii bir sekilde dnermektedir (Hill ve

ark., 2001; Cairns ve Hill, 2004).

Ikinci yol ise oksijen ve enerji tiiketimini igeren genel bir durdurma siirecidir
ve bunlarin ¢ogu HIF-bagimsiz siiregler araciligiyla olmaktadir. Bu siireglerin
birbirinden bagimsiz olarak gen ekspresyonunu etkileyen ve tiimor hiicre davranisi
icin olduk¢a 6nemli olan oksijene duyarli iki yolak araciligiyla oldugu kanitlanmistir.
Bunlardan biri olan mTOR (FRAP1 olarak da bilinir) protein sentezi, otofaji ve

apoptoz ile iliskili ¢cok 6nemli bir yolaktir (Wouters ve Koritzinsky, 2008).
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En az 3 mekanizma timordeki diisiik oksijen gelisim bolgesine katki
saglayabilir: 1) Timor biiylimesi ile orantili olarak yeni kan desteginin saglanmasi, ii)
olarak damar biiziilmesi ve tiimor kan damarlarinin vazodilatasyonu (Sutherland ve
ark., 1996; Brown ve Giaccia, 1998). Bu fizyolojik parametreler hem kronik hem de

akut hipoksi bdlgelerinin olugsmasina neden olur (Koumenis ve Wouters, 2006).
2.4. Kolorektal Kanser ve Epidemiyolojisi

Kolorektal kanser kolon ve rektumun i¢ astarindaki hiicrelerin anormal
biliylimesi sonucunda ortaya ¢ikan ve yavas ilerleyen bir kanserdir. Bu anormal
bliylime baslangigta benign olan ve polip olarak bilinen olusumlardir, zamanla
gerceklesen kanserlesme siireci sonunda bu polipler kan/lenf damarlarina veya diger
anatomik bolgelere metastaz yapma potansiyeli kazanmis malign tiimorlere doniistir

(Valastyan ve Weinberg, 2011).

Kolorektal bolgede baslayan kanserlerin biiyiik ¢cogunlugu (% 95'in lizerinde)
adenokarsinom olarak siniflandirilir. Bunlar, kolon ve rektumun {izerini 6rten mukus
bezlerinde baglar. Daha az yaygin olarak goriilenler ise; karsinoid tiimorler (hormon
tireten bagirsak hiicrelerinde baslar), gastrointestinal stromal tiimoérler, lenfomalar
(kolonda veya rektumda olusan immiin sistem kanserleri) ve sarkomlardir (tipik
olarak kan damarlarinda baslar ancak bazen kolorektal duvarlarda olusur) (Klug,

2014).

Kolorektal kanser insidansi ve mortalite oranlart diinyada belirgin sekilde
degisiklik gostermektedir. Ge¢mis profil ve demografik yansimalar goz Oniine
alindiginda, kolorektal kanserin kiiresel ytikiiniin, 2030 yilina kadar % 60 oraninda
artarak 2.2 milyon yeni vakaya ve 1.1 milyon kansere bagli 6liime yol agmasi
beklenmektedir. Genel olarak, erkeklerde iigiincii, kadinlarda ikinci olarak en yaygin

goriilen malignitedir (Arnold ve ark., 2016; Fitzmaurice ve ark., 2017).
2.4.1. Tiirkiye’de Kolorektal Kanser Epidemiyolojisi

Kalitimsal ozellikler, inflamatuvar bagirsak hastaligi, diyet (kirmizi ve
islenmis et tiikketimi, meyve ve sebze acisindan diisiik diyet) ve yasam tarzi faktorleri

(fiziksel aktivite, alkol aliskanligi ve sigara), yas, obezite, diyabet, aile Oykiisii
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kolorektal kanser riski ile pozitif yonde iligkilidir (Amersi ve ark., 2005; Hill ve ark.,
2006; Benson, 2007; Yee ve ark., 2009; Watson ve Collins, 2011).

Aneminin, sag kolon tiimorlii olan hastalarda en sik goriilen bulgulardan biri
oldugu bilinmektedir (Compton ve Greene, 2004). Ayrica, uzun siireli iilseratif kolit
ve Crohn hastaliginin kolorektal kanser gelisme riskini arttirdigi bildirilmistir

(Loftus, 2006; Triantafillidis ve ark., 2009).

Tiirkiye’de kolorektal kanser insidansi yiiksek olmasina ragmen, tek merkezli
hasta verilerini gosteren sadece birkag epidemiyoloji ¢alismasi bulunmaktadir
(Yilmazlar ve ark., 1995; Aykan ve ark., 2015).

Tiirkiye’de kolorektal kanserli hastalarin genel profilini belirleyen 2015
yilinda yapilan prospektif ¢alismada; 7 cografi bolgedeki 21 merkezden alinan 968
kolorektal kanserli hastanin verileri analiz edilmistir. 662 hastada (% 68.4) kolon
kanseri ve 306 hastada (% 31.6) rektum kanseri goriilmiistiir. Toplamda hastalarin %
60.9'u erkek ve ortalama yaslar1 58.9 £ 12.6’dir. Hastalarin % 15.0'inde alkol, %
17.5'unda sigara, % 1.5'inde ailesel poliploid oykdisii, % 15.0'inde seker hastaligi ve
% 1.0'inde inflamatuvar bagirsak hastaligi mevcuttur. Bolge olarak distal rektum (%
61.3) ve sigmoid kolon (% 36.8) gortilmiistiir. Preoperatif tedavi alan rektum kanseri
hastalarmin ¢ogunlugunda (% 89.8) geleneksel kemo/radyoterapi uygulanmstir.
pTNM evrelendirmesinde hastalarin cogunlugunda evre III ve IV (sirasiyla % 35.9

ve % 29.7) goriilmiistiir (Aykan ve ark., 2015).
2.5. Kolon ve Rektumun Morfolojisi ve Histolojisi

Kolon kanseri insidansinin yiiksek oldugu iilkelerde vakalarin yaklasik %
60’1nda tiimoriin kolon distalinde (splenik fleksiir, desendan (inen) kolon, sigmoid ve
rektosigmoid kolon ve rektum dahil) yerlesim gosterdigi; buna karsilik diisiik
insidans1 olan fiilkelerde ise baskin olarak proksimalde (¢ekum, asendan (gikan)
kolon, hepatik fleksiir ve transvers kolon) ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir (Schottenfeld ve

Winawer, 1996). Kolon ve rektumun anatomisi Sekil 2.7a ve 2.7b’de gosterilmistir.

15



Hepatik fleksiir

Sigmoidal kolon

Transvers rektal

~4 - Internal sfenkter kaslar

j Dis sfenkter kaslar

Sigmoid kolon

Sekil 2.7. Insanlarda kolon (a) ve rektum (b) anatomisi (Johns Hopkins Medicine
Gastroenterology&Hepatology-halstedsurgery.org).

Normal bir kolonun proksimal ve distal kismi arasinda ¢esitli fizyolojik ve
histolojik farkliliklar vardir ve bu da bu bolgelerden kaynaklanan tlimorlerin farkl
yolaklar boyunca gelismesine neden olabilir. Kolonun baslica fonksiyonlari, suyun
toplanmas1 ve katt digkinin atilimina baslamadan Once rektuma itilmesidir.
Bagirsagin  luminal yiizeyi parmak benzeri c¢ikintilar (villus) ve glandiiler
invajinasyonlar (kriptler) ile birlikte kolumnar epitel mukozasindan olusur. Mukoza
esas olarak iki hiicre tipinden olusur: suyu geri kazanan absorptif hiicreler ve ince
bagirsak igeriginin sivi  kalintilarindan bazi tuzlar ve mukus salgilayan
kadeh/kalsiform hiicreleridir. Goblet hiicreleri villuslarin tabaninda baskin iken,
luminal yilizey neredeyse tamamen kolumnar emici hiicreler tarafindan gevrilmistir.
Rektum, kolonun kisa ve genislemis terminal kismidir ve rektal mukoza goblet
hiicresinin haricinde daha ¢ok kolona benzerdir (Beck ve ark., 2016).

Kolon epiteli terminalinde tiim farklilasmis hiicreler, kolon epitel Kriptlerinin
terminalinde bulunan az sayida multipotent kok hiicre tarafindan iretilir (Barker ve
ark. 2008). Farklilasmis kolon epitel hiicrelerinin kisa dmrii nedeniyle, bagirsak kok
hiicre sistemi, bir bireyin Omrii boyunca 6x10* kolonositten daha fazlasin

tiretmelidir (Ricci-Vitiani ve ark., 2009).

Adenom-karsinom ilerlemesi ile iliskili kesfin tizerinden 28 yil ge¢mistir
(Fearon ve ark. 1990). O zamandan bu yana yapilan ¢alismalar, kolorektal kanser
hastalarinda tiimor heterojenitesinin  yeni belirteglerinin de kesfiyle kanser
tedavisinin bireysel tedavilere dogru kaymasi gerektigini gostermektedir (De Sousa E
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Melo ve ark.,, 2013). Bagirsak kok hiicrelerinin kesfi; olgunlasmamis hiicre
belirtecleri tarafindan karakterize edilen timor hiicrelerinin varligl, kendini yenileme
yetenegi, kemoterapi direnci ve sekonder tiimor biiylimesini tesvik etmesiyle
intratlimoral heterojenitenin bir bagka yoniinii ortaya ¢ikarmistir (O’Brien ve ark.,

2007; Todaro ve ark., 2014).

Kriptin tepesine dogru olan hiicrelerde proliferasyon aktivitesi yiiksektir
Bununla birlikte, kanitlarin biiylik bir kismi, gastrointestinal kok hiicrelerin kript
tabaninda yer aldigini; kript tabani i¢indeki bir kok hiicrede meydana gelen bir
mutasyonun neoplaziye neden oldugunu gostermektedir (Wright, 2000; Shih ve ark.,
2001).

2.5.1. Kolon ve Rektumda Poliplerin Morfolojisi ve Histolojisi

Normal mukozadan kolorektal kansere kadar giden farkli biyolojik sinyal
yolaklar1 vardir, ancak hepsi polip olarak adlandirilan prekiirsdr lezyonlara neden
olur. Modern histoloji bu lezyonlar1 biiyiime paternine gore tirtikli ya da adenomat6z
polipler olarak; daha sonra adenomlar1 da tibiiler, villéz, tubiilo-villoz ve
hiperplastik polip olarak smiflandirir (Jass, 2007). Adenomat6z polipler, tanimi
geregi bazi displazileri sergileyen benign neoplazilerdir. Displazi derecesi, sitolojik
ve yapisal ozelliklere dayanarak hafif, orta ve siddetli olarak derecelendirilebilir.
Adenomatdz poliplerin genellikle ¢ogunun kolorektal adenokarsinomun onciisii
oldugu epidemiyolojik, genetik ve patolojik ¢aligmalarla desteklenmistir. Kolorektal
kanserlerin biiylik c¢ogunlugu poliplerden gelismesine ragmen, c¢ogu polipin

kolorektal kansere doniismeyecegini vurgulamak gerekir (Loberg ve ark., 2014).

Neoplastik polipler ise; histolojik olarak ii¢ alt gruba ayrilir: tiibiiler
adenomlar, villoz adenomlar ve karisik veya tubulo-villoz adenomlar. Bir polipin
malign transformasyon oOncesinde 10-15 yil kadar varligini koruyabildigi

gosterilmistir (Bretthauer ve ark., 2016).

Kanser metastazina yol ag¢an karmagsik mekanizmalar tam olarak
anlagilamamistir ve metastatik bolgede hangi hiicre alt kiimesinin yasayabildigi,

biiyiiyebildigi ve gog ettigi hala belirsizdir (Chaffer ve Weinberg, 2011).
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2.6. Risk Faktorleri

Kolorektal kanser, hem genetik hem de c¢evresel risk faktorlerinin bir sonucu
olarak gelisen karmasik bir hastaliktir. Glclii aile 0ykiisii ve nadir goriilen genetik
sendromlar1 bulunan kisiler yiiksek risk grubu igerisinde olmasina ragmen, kolorektal
kanserin % 85’1 bilinen bir risk faktorii tasimayan bireylerden olusur. Kolorektal
kanser baskin bir sekilde, kalitsal sendromu olmayan bireylerde gelisen, geg
baslangi¢h “sporadik” bir hastaliktir (Chan ve Giovannucci, 2010; Peters ve ark.,
2015). Kalitsal sendromlara yol agan genler ve iliskili oldugu sinyal yolaklar1 baslica

tablo 2.1°de goriildiigii gibidir (Peters ve ark., 2015).

Tablo 2.1. Kalitsal sendroma yatkinlik saglayan genler.

Gen Kalitsal sendrom Sinyal yolag:

APC FAP Whnt sinyal yolagi

MUTYH MAP

MLH1, Lynch Sendromu Yanlis eslesme tamiri

MSH2,MSH6

PTEN Cowden Sendromu Metabolik sinyalin negatif
reglilatorii

STK11 Peutz-Jeghers Sendromu Hiicresel enerji dengesindeki

(PJS) degisikliklere yanit veren

timor baskilayici

GREM1,15913 Hereditary poliposis = TGF-B/BMP sinyal yolagi
lokusu Sendromu

BMPR1A Hereditary polipozis TGF-B/BMP sinyal yolagi
Sendromu (juvenile)

MADH4/SMAD4  Juvenile polipozis TGF-B/BMP sinyal yolagi
Sendromu

POLE, POLD1 Oligopolipozis DNA Tamiri

2.6.1. Kalitsal Kolorektal Kanser Sendromlar:

Hem sporadik hem de kalitsal kolorektal kanserin molekiiler patogenezini
anlamamiza yardimci olan arastirmalar hizla gelismektedir. Bu ¢aligmalarin
bulgulari, kolorektal kanser gelisme riski yiiksekligi ile iliskili olan ¢ogu otozomal
dominant olarak kalitilan ¢esitli genetik hastaliklarin saptanmasina yol a¢mustir.
Ailesel adenomatoz polipozis (FAP) ve Lynch sendromu (kalitsal poliposis olmayan

kolorektal kanser (HNPCC)) kolon kanseri sendromlarinin en sik goriilenleri olmakla
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birlikte, bu iki durum kolorektal kanser vakalarmin yalnizca yiizde 5'ini

olusturmaktadir.

Ailesel Adenomatoz Polipozis (FAP); FAP ve onun varyantlart (Gardner
sendromu, Turcot sendromu ve adenomatdz polipozis koli (APC)) kolorektal
kanserlerin % 1’den daha azini olusturmaktadir. FAP’in gelisimi, kromozom 5’te yer
alan APC geninde germline mutasyonlarindan kaynaklanir ve yasamin ilk on
yilindan sonra kolonun tiim uzunlugu boyunca kiiciik adenomatéz poliplerin
baslangici ile karakterize edilir. Tedavi edilmezse, 40 yasina kadar CRC riski
neredeyse % 100’diir. APC, hiicre iskeleti biitiinliigiinde yer alan [-kateninin
sitoplazmik seviyelerini diizenleyen Wnt sinyal yolaginin bir parcasidir (Carethers ve
Jung, 2015). APC fonksiyonunun azalmasinin, Wnt yolagindaki hiicrelerarasi -
kateninin anormal regiilasyonu yoluyla kolorektal tiimor olusumunda 6nemli bir rol
oynadig1 anlasilmaktadir. Bu yolak hiicre boliinmesi, adezyon ve migrasyonu kontrol
eder ve Ozellikle her 4-5 giinde bir yenilenen intestinal epitel gibi hiicreler igin

onemlidir (van der Flier ve Clevers, 2009; Yamulla ve ark., 2014).

MUTYH-iligkili Polipozis; DNA yanlis eslesme onarimi (MMR) genlerinin
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) insan homologlari, Lynch Sendromu olarak
adlandirilan polipozis olmayan ailesel durumla iliskilendirilmistir (Vasen, 2000).
Kolorektal adenomlu hastalarin bir kisminda, baz eksizyon tamir geni MUTY
homologunda (MYH veya MUTYH) bialelik germline mutasyonu mevcuttur. Bu
mutasyonlar ¢ogunlukla MUTYH-iliskili polipozis (MAP) olarak adlandirilan
fenotipi ile ortaya c¢ikabilir (Jasperson ve ark. 2010). MAP karsinojenik yolu siklikla
yiiksek oranda somatik olarak edinilmis APC mutasyonlarini igerir (Lipton ve ark.,
2003).

Lynch Sendromu; Lynch sendromu, FAP'dan daha yaygin olan ve tim
kolonik adenokarsinomlarin yaklasik % 3-5’ini olusturan bir otozomal dominant
sendromdur. Lynch sendromu terimi, genelde hMLH1, hMSH2, hMSH6 veya PMS2
yanlis eslesme tamir genlerinden (MMR) birinde hastali§a neden olan bir bozukluga
sahip ailelerde yaygindir. Genel bir kural olarak Lynch sendromlu hastalar MMR
geninin bir alelinde germline mutasyona sahiptir ve ikinci alel kolorektal kanserlerde
somatik mutasyon, heterozigozite kaybi veya promotor hipermetilasyon veya

epigenetik susturma ile inaktive edilir (Chan ve ark., 2006).
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2.6.2. Inflamatuvar Bagirsak Hastaligt

Son yillarda genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismalari, 40 genetik bolgenin
sporadik kolorektal kanser tizerindeki zayif etkilerle iliskili oldugunu kesfetmis ve
giderek artan genom taramalarinin bir¢ok yeni genetik bolgeyi tanimlayacagi tahmin

edilmistir (Peters ve ark., 2015).

Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1, inflamatuvar bagirsak hastaliginin (IBH) iki
temel alt tipidir (Cohn ve ark., 2017). IBH, ¢ogunlukla ergenlik ve gen¢ eriskinlik
doneminde baslayan gastrointestinal sistemin kronik inflamatuvar bozuklugudur
(Rosen ve ark., 2015). inflamatuvar bagirsak hastalarinda genetik, cevresel ve
mikrobiyal etkiler birleserek bagirsak mikrobiyotasina karsi diizensiz bir mukozal

immiin yanit olusmasina yol agar (Khor ve ark., 2011).

Ulseratif kolit; proksimal olarak rektumdan uzanan kolonun siirekli
inflamasyonu ile karakterizedir. Ulseratif Kkolitli hastalarm % 40 ila % 701 iist
gastrointestinal sistemde hafif inflamasyon sergiler (Bousvaros ve ark., 2007).

Crohn hastah@i; en yaygin olarak terminal ileum ve kolonda goriilmekle
birlikte, gastrointestinal sistemde agizdan aniise kadar herhangi bir alanda gelisebilir.
Crohn hastaligin1 {lseratif kolitten ayiran endoskopik 6zellikler, kesintili

inflamasyon ve birinci derece iilserasyondur (Bousvaros ve ark., 2007).
2.6.3. Diger Risk Faktorleri

Alkol; alkol tiiketimi ile kolorektal kanser riski arasinda bir iligki oldugu
goriilmektedir (Ye ve ark. 2003).

Obezite; iki biiyiik prospektif kohort ¢alismasi obezitenin, normal viicut kitle
indeksi 18.5 ila 24.9 kg/m? olan bireylere gore kolorektal kanser gelisme riskini
yaklagik 1.5 kat artirdigin1 gostermistir. Dahasi, obezite kolorektal kanser'den 6lim

riskini de artirmaktadir (Giovannucci ve ark., 1995; Sinicrope ve ark., 2010).

Koroner kalp hastahgmmin varhgi; kolorektal kanser ve ileri adenom riski
artisi ile iligkilendirilmistir (Chan ve ark., 2007).
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Sigara kullanimi; kolorektal kanserin insidansi ve mortalitenin artmasi ile
iliskilendirilmistir. 106 gozlemsel ¢aligmanin meta-analizi sonucunda, hi¢ sigara
igmeyenler ile sigara i¢enler karsilastirildiginda, sigara icenlerde kolorektal kanser
gelisme riskinin arttig1 bildirilmistir (Tavani ve ark., 1998). Sigara aslinda tiim
kolonik polip tiirleri i¢in bir risk faktoriidiir. Ayrica asir1 kirmizi et veya islenmis
etlerin uzun siireli tiiketilmesi, 6zellikle sol tarafli tiimorler nedeniyle kolorektal

kanser riskinde artisa neden olabilir (Norat ve ark., 2005).
2.7. Kolorektal Kanserin Molekiiler Patogenezi

Kolorektal kanser; kromozomal instabilite, yanlis eslesme tamiri ve metilator
fenotipi igeren en az 3 major yolaktan gelisir. Bu yolaklar tek bir kolorektal kanserde
bir arada bulunabilir ve farkli genotip ve fenotipli neoplazilere yol acabilir.
Timorogenezin bu major yolaklari, hem sporadik hem de kalitsal kolorektal

kanserde mevcut olabilir (Wright ve ark., 2017).

Displazi yoluyla normal dokunun tiimdr dokusuna donlismesi icin pek cok
adim gerekir. Tipik bir kolorektal tlimoériin en az 11.000 genomik degisiklik i¢erdigi
tahmin edilmektedir. Kolorektal karsinogenezinde kromozom 5g (APC), 12p (ras),
17p (p53) ve 18g (DCC/SMADA4) bolgelerinde allelik kayiplar ile karakterize
kromozom instabilitesi ve mikrosatellit instabilitesi (MSI) mevcuttur (Sekil 2.8)
(Klug, 2014).

Ozellikle hepatik metastazli ileri kanserlerde, kolorektal tiimdrlerin % 70'inde
aday genler olan SMAD4/SMAD2 ve DCC tasiyan 18q allelik kromozom kaybi
goriiliir (Takayama ve ark., 2006). Onkogenlerin ve kromozom 18q iizerindeki
KRAS, p53 ve SMAD/DCC gibi timor baskilayicilarin degisimleri, sirasiyla

adenoma, karsinoma ve metastazi tesvik eder.

Kromozomal instabilite; Bu gecis neoplazinin dnlenmesini diizenleyen 5¢q21
lokusundaki tiimor baskilayict bir gen olan APC geninin mutasyonu ile baslayan
asamal1 bir siire¢ olarak tarif edilir. APC mutasyonlar1 ayn1 zamanda, kromozomal
instabilite siirecinde en sik goriilen mutasyon olup, sporadik kolorektal kanserli

hastalarin % 85’ini etkilemektedir (Carethers ve Jung, 2015).
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Kromozomal instabilite siirecinde bir sonraki en yaygin mutasyon, MAPK
yolaginin bir parcasi olan KRAS'tir (Grellety ve ark., 2016). KRAS mutasyonlarinin
onkojenik  aktivasyonu, tiimor ilerlemesi sirasinda siirekli olarak APC
inaktivasyonunu takip etmektedir (Carethers ve Jung, 2015). Ugiincii en yaygin
mutasyon olan p53 mutasyonu, benign hiicrelerden malign hiicrelere doniisiime yol
acan Kkolorektal kanserin patogenezinde kilit bir olaydir. Adenomlarda nadiren
bulunurken (% 5) malign poliplerde (% 50) ve invaziv kolorektal kanserde (% 75)

daha yaygindir (Bahnassy ve ark., 2014).

Yanhs eslesme tamiri (MMR); MMR genleri, DNA mutasyonlarini tamir
etmek icin gereken bir grup protein kodlar. MMR genlerinin genetik ve epigenetik
inaktivasyonu ¢oklu mutasyonlar ve kanser gelisimine yol acar. Bu yolak Lynch
sendromu ve mikrosatellit instabilitesi ile iliskilidir. Mikrosatellit instabilite, Lynch
sendrom tanisi almig hastalarda tarama belirteci olarak kullanilir. Sporadik ve
kolorektal kanserde kemoterapi etkinliginin de bir belirtecidir (Imai ve Yamamoto,
2008).

Metilator fenotip; GC zengin bolgeler olarak bilinen CpG adalar1 neoplastik
olmayan hiicrelerde genellikle metillenmistir, metilasyon bu genlerin aktivitelerini
susturur. CpG adalar1 metilator fenotipin birden ¢ok kanser tiiriinde bulundugu
bilinmektedir. Bu kanser hiicreleri genel bir metilasyon kaybina, belirli CpG
adalarinin promotorlarinda ise metilasyon kazancina sahiptir. Bu durum her kanser
hiicresinin, mutasyona ugramis genlerinin (6rn; timor baskilayic1 genler)

yliizlercesinin sessizlesmesine neden olur (Rashid ve Issa, 2004).
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Sekil 2.8. Kolorektal kanserin ¢ok adimli gelisim siireci (Klug, 2014).

2.8. Inflamasyon ve Kanser Baglantist

Bagisiklik yaniti, dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sisteminin aracilari
tarafindan patojenler veya doku hasarinin taninmasini tetikleyen bir dizi olayi igerir.
Bu inflamatuvar cevabin temel amaci, doku homeostazini bozan yabanci ajam
uzaklastirmaktir (Medzhitov, 2008). Normal fizyolojik baglamda, doku onarimi veya
patojen eliminasyonundan sonra inflamasyon giderilir ve homeostatik duruma geri
dontiliir (Norling ve Serhan, 2010).

Tiimoriin gogalma siirecinde immun hiicreler, malign hiicrelerin sagkalim ve
cogalma faktorleri olarak hareket eden sitokin ve kemokinleri salgilar. Timor
invazyonu ve metastaz1 siiresince de, hem tiimér hem de immun hiicreler hiicre
sagkalimi, motilite ve invazyonunda artisa neden olarak sitokin ve kemokinleri iiretir
(Multhoff ve ark., 2012). Inflamatuvar tiimor gevresi nihayetinde tiimér ilerlemesi ve
metastazina yol acar (Grivennikov ve ark., 2010). Orn; epitel hiicre yaslanmasi ile
iligkili inflamatuvar yanitta, p53 tiimor baskilayici genin yoklugu karsinogenez ve
transformasyona Onemli olgiide katkida bulunur (Pribluda ve ark., 2013). Tiimorle
iliskili inflamasyon timor baslangicini tetikleyen mutajenik faktorler (6rn; ROS)
tiretir. Ttimorle iligkili inflamasyon; sagkalim, biiylime, pro-anjiyogenik faktorler ve
ayni zamanda da anjiyogenez, invazyon ve metastazi kolaylastiran ECM modifiye

edici enzimlerin kaynagidir (Coussens ve ark., 2013).
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Yakin gegmiste Colotta ve arkadaslari, Hanahan ve Weinberg modeline ek
olarak hiicresel enerjinin serbestlestirilmesini ve tiimor hiicrelerinin  bagisiklik
sisteminden kurtulmasini igeren yeni 6zellikler dnermislerdir (Colotta ve ark., 2009).
Temelde akut inflamatuvar yanit, enfeksiyona neden olan faktorleri veya diger stres
faktorlerini kontrol altina almayr amacglar ve doku tahribati; proliferasyon
sinyallerinin aktivasyonu, makrofajlarin ve diger immiin hiicrelerin bolgeye gocii ve
anjiyogenezi igeren hem kanser hem de inflamatuvar siireglere aracilik eden
(sitokinler, kemokinler, interlokinler (IL), siklooksijenaz (COX-2), indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (INOS/NOS2), matriks metalloproteinazlar (MMP) gibi) genis bir
protein grubunun aktivasyonu ile karakterizedir (Aggarwal ve ark., 2006; Mantovani
ve ark., 2008).

Genom instabilitesi, enerji metabolizmasmin yeniden programlanmasi ve
bagisikliktan kaginma disinda; inflamasyon, sitokinler, biiyiime faktorleri,
kemokinler, hiicre canlilik sinyalleri, pro-anjiyogenik faktorler, EMT’yi artiran
metalloproteinazlar gibi hiicre dist matris degistirici enzimler tarafindan timor
mikrogevresine salgilanan molekiiller araciligiyla kanser riski artabilir (Hanahan ve
Weinberg, 2011).

Kanserle yakindan baglantili olan uyaranlardan biri olan tiimoéri tesvik edici
inflamasyonun, dogal ve adaptif bagisiklik sistem hiicreleri (6rn; Timor ile iligkili
makrofajlar (TAM) ve T hiicreleri) tarafindan infiltre edildigi dogrulanmistir
(Grivennikov, 2010).

Dogal bagisiklik yanitim diizenlemek i¢in anahtar faktor, transkripsiyon
faktoric NF-xB’dir. Bakteriyal trtinlerin salinimi veya doku hasari, TLR, IL-1B ve
TNF-a ile iliskili yolaklar araciligiyla NF-kB sinyal yolag: aktive olur. Daha sonra,
sitokinler, adezyon molekiilleri, COX-2, NOS2, VEGF gibi hedef genler uyarilir.
Ekzojen veya endojen uyaranlar, NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
yoluyla ve timor gelisimini artiran, kronik bir inflamatuvar yanit1 tetikleyebilir (Xia
ve ark., 2018; Kaltschmidt ve ark., 2018).

Homeostazin korunmasini amaglayan inflamatuvar yanit, siireklilik halinde
doku hasarina ve kanser gelisimine de yol agabilir. Bu inflamasyonun enfeksiy6z

(6rn; Helicobacter pylori ve gastrik kanser, papillomavirus ve serviks kanseri),
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kimyasal (tiitiin i¢ilmesi ve akciger kanseri) ve endojen faktorler (kolit ve kolon
kanseri) gibi kanser gelisimiyle baglantili birgok tetikleyicisi vardir (Aggarwal ve
ark., 2006; Mantovani ve ark., 2008). Endometriozis, kronik prostatit, Helicobacter
pylori’ye bagh gelisen kronik gastrit, IBH ve primer sklerozan kolanjit (PSC) gibi
cesitli patolojiler bu baglantiyr gostermektedir (Landskron ve ark., 2014).

Kolon kanser gelisimine olduk¢a yatkin olan tilseratif kolit veya Crohn
hastaligindan sikayetci bireylerde; transforme epitel hiicrelerinin sagkalim sinyalleri
veya pro-inflamatuvar faktorleri salan submukozal immiin hiicrelerinin aktivasyonu
ve TLR’nin uyarilmasi, NF-kB aracili tiimor gelisimine katki saglamaktadir (Vagefi
ve Longo, 2005). Tim kronik inflamatuvar hastaliklar kanser riskini artirmaz, hatta

bazilar1 (6rnegin sedef hastaligi) aksine bu riski azaltabilir (Nickoloff ve ark., 2005).
2.8.1. Tiimor Gelisiminde Rol Oynayan Sitokinler

Tiimorogenezde, inflamatuvar genlerin rol aldiklarina dair giderek artan
deliller, hem inflamatuvar genlerin hem de klasik kanser genleri arasindaki kompleks
iliskinin, tiimér mikrogevresi yani sira tiimor anjiyogenezinde de rol oynadigim

gostermektedir (Zong ve Thompson, 2006).

Sitokinler, hiicre-hiicre iletisimine aracilik eden diisiik molekiil agirlikli
proteinlerdir. Fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi bagisiklik hiicreleri ve stromal
hiicreler sitokinleri sentezleyerek; proliferasyon, hiicre sagkalimi, farklilasma,
immiin hiicre aktivasyonu, hiicre migrasyonu ve Olimiinii diizenler. Timor
mikrogevresine bagli olarak sitokinler, anti-tiimoral bir yanitt modiile edebilir, ancak
kronik inflamasyon boyunca, pro- ve anti-inflamatuvar sitokinlerin dengesi, nispi
konsantrasyonlari, sitokin reseptorii ekspresyon igerigi ve cevreleyen hiicrelerin
aktivasyon durumuna bagli olarak hiicre transformasyonu ve maligniteyi de

indiikleyebilirler (Popa ve ark., 2007).
2.8.1.1. Interlokin-6 (1L-6)

IL-6; inflamatuvar, otoimmun ve karsinojenik basta olmak {izere genis ¢aph
biyolojik etkiye sahip bir sitokindir (Malicki ve ark., 2009). Sistemik kanserli
hastalarda saglikli kontrollerle veya benign hastalarla karsilagtirildiginda serum IL-6

diizeylerinde artis tespit edilmistir. IL-6; malignite belirteci olarak Onerilmistir,
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duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla % 60-70 ve % 58-90'dir. IL-6, reseptoriine (IL-6Ra)
baglanarak ¢cogalmayi tesvik ve apoptozu inhibe etmede 6nemli bir rol oynamaktadir.
Kolorektal kanser hiicrelerinde Bcl-X_ ekspresyonunun aktivasyonu yoluyla
apoptozu 6nledigi bulunmustur (Yuan ve ark., 2004). inflamatuvar sitokinler kismen
tiimoriin uyarilmasindan sorumlu olduklarindan, anti-inflamatuvar sitokinlerin artigi
kanser riskini simirlayabilirler ve sinyal yolaklarinin aktivasyonunu azaltabilirler
(Heikkil ve ark., 2008).

Inflamasyonu tetikleyen immiin hiicreler, tiimér mikrogevresindeki sitokinleri
(0rnegin interlokin (IL)-1B ve IL-6) ve reaktif oksijen veya azot tiirleri (RONS)
salgilayarak hasarli dokulara yonlendirir. Bu durum, NF-kB'nin aktivasyonuna yol
acarak hiicre cogalmasi, sagkalim, transformasyon ve daha sonra timor
anjiyogenezine yol agar. Ayrica, RONS'a hiicresel maruziyet, timor baskilayici
genler veya DNA tamir genlerinde hiicrenin biiyiimesini daha da uyaran DNA

hasarina ve mutasyonlara neden olabilir (Grivennikov ve ark., 2010).
2.8.1.2. Interlokin-8 (1L-8)

IL-6 gibi IL-8 de proinflamatuvar bir sitokindir. IL-8 anjiyogenik faktor
olarak fonksiyon gostererek kanserin ilerlemesine katki saglar. Kolorektal kanserli
bireylerin serum ve kanserli dokularinda IL-8 seviyelerinin arttig1 bilinmektedir
(Konturek ve ark., 2006). Kolon kanser hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda
cogalma, migrasyon ve anjiyogenezin artisi IL-8’in asir1 eksprese olmasi ile
iligkilendirilmistir. IL-8, TNF-a araciligiyla EMT siirecini hizlandirmaktadir (Bates
ve Mercurio, 2003; Ning ve ark., 2011).

2.8.1.3. Interlokin-10 (1L-10)

IL-10 giiglii bir anti-inflamatuvar sitokin olarak bilinir. T ve B hiicreleri,
monositler, makrofajlar, mast hiicreleri, graniilositler, dendritik hiicreler ve
keratinositleri igeren neredeyse tiim immiin hiicreler IL-10 firetir (Sabat ve ark.,

2010). Tamor hiicreleri de makrofajlar gibi IL-10 salgilayabilir (Costa ve ark., 2013).
2.8.1.4. Tiimor Nekroz Faktorii (TNF-a)

TNF (TNF-o olarak da adlandirilir); doku homeostazini saglayan sitokin

aglarinin ve inflamasyonun esas diizenleyicisi olarak hareket eden en Onemli

26



sitokinlerden biridir (Balkwill, 2009). Uzun siireli inflamasyon maligniteye yol
acabilir ve kronik inflamatuvar hastaliklarda 6nemli fonksiyona sahip olan TNF-q,
karsinogenezde de rol oynayan onemli bir inflamatuvar mediatordiir (Popa ve ark.,
2007).

Yakin gecmiste yapilan bir¢ok ¢alisma tiimoriin baslatilmasi ve ilerlemesi
konusundaki bilgilerimizi biiyiik 6lgiide artirmis olmasina ragmen, timor biiylimesi
sirasinda tiimor immiin yanitinin giderek etkisiz hale gelmesi ile ilgili hala yanit
bekleyen pekcok soru vardir (Frey ve Monu, 2008). Kanserin ilerleme siirecinde,
kolorektal tiimor hiicreleri immiinolojik denetimden kagmalarina izin veren gesitli

ozellikler kazanirlar (Lankiewicz ve ark., 2008; Veenendaal ve ark., 2008).

Bagisiklik sisteminin terap6tik modiilasyonu ile ilgili olarak ozellikle,
bagisiklik sisteminin uyarilmasi veya susturulmasina yol agan tiimore spesifik

immiinolojik cevaplarin ve mekanizmalarin anlasilmasi gereklidir.

TNF-a, prototipik bir pro-inflamatuvar sitokin iken, karsinogenezde iki yonlii
bir rol oynadig1 diistiniilmektedir. Bu sitokin, TNF-a Reseptor-1 (TNF-a R-1) ve
TNF-a Reseptor-2 (TNF-o R-2) olmak iizere iki reseptor tarafindan taninmaktadir
(Vandenabeele ve ark., 1995; Chen ve Goeddel, 2002). TNF-a R-1 (p60) tiim hiicre
tiplerinde eksprese edilirken, TNF-o R-2 (p80) ekspresyonu agirlikli olarak
bagisiklik hiicreleri ile sinirlidir (Aggarwal, 2003).

TNF-o R-2’ye olan afinite, TNF-a R-1’e gore bes kat daha fazla olmasina
ragmen, TNF-a’nin biyolojik aktivitelerinin ¢ogunu baslatan TNF-a R-1’dir
(Tartaglia ve Goeddel, 1992). Iki reseptdr arasindaki en biiyiik fark, TNF-o. R-1°de
bulunan 6lim alan1 (DD)'dir. Bu nedenle, TNF-a R-1 apoptotik hiicre 6liimiinii
indiikleme yetenegine sahip oliim reseptor ailesinin 6nemli bir tiyesidir (Ashkenazi

ve Dixit, 1998).

Trimerizasyon TNF-a’nin TNF-a R’lerine baglanmasi iizerine olusur ve en az
dort sinyal yolaginin aktivasyonuna yol acar. Bunlar;

1. Fas iliskili 6liim bolgesi (FADD)’ nin kaspaz-8 etkilesimi ile indiiklenen bir
pro-apoptotik yolak,

2. Hiicresel inhibitér apoptoz proteini-1 (CIAP-1) tarafindan aktive edilen

anti-apoptotik bir yolak,
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3. TNF-a reseptor iliskili faktor 2 (TRAF2) ile etkilesen anti-apoptotik bir
yolak,

4. Reseptor ile etkilesen protein (RIP) ile indiiklenen NF-xB aktivasyon
yolagi (Chen ve Goeddel, 2002).

Kanser biyolojisi ile ilgili yapilan ilk arastirmalar, TNF-o’nin timor
gerilemesini uyarma potansiyeline sahip biyoaktif bir peptid olarak tanimlanmasina
yol agmustir (Roberts ve ark., 2011). Daha sonrasinda ise TNF-o'nin, hem hiicre
Oliimii hem de hiicre sagkaliminda iki yonlii role sahip bir sitokin oldugu bunun yani
sira sistemik olarak uygulanan ilacin sitotoksisite profilini etkileyen inflamasyon
roliiniin oldugu ortaya ¢ikmistir. TNF-a hem bagisiklik hiicreleri hem de tiimor
hiicreleri tarafindan iiretilmektedir, bu nedenle TNF-a sentezi bir¢ok kanserin ortak
bir ozelligidir (Balkwill, 2009). Timor mikrogevresindeki TNF-a varligi, kolon
kanseri hiicrelerinde hem hiicre 6lim yolaklarini aktive etme (Park ve ark., 2014,
Engstrom ve ark., 2014), hem de DNA hasar ile iliskili olabilen reaktif oksijen
tirlerini (ROS) indiikleme potansiyeline sahiptir (Wheelhouse ve ark., 2003). NF-xB
indiiksiyonu ile aktive edilen sitokinlerin I1L-6, IL-8 ve TNF-a oldugu belirlenmistir
(Festjens ve ark., 2007).

Arastirmalar sonucunda TNF-o hem in vitro hem de in vivo olarak 6zellikle
kolorektal ve akciger kanserlerine kars1 yiiksek oranda aktivitesi olan spesifik bir
anti-kanser ilaci olarak vurgulanmustir; ancak bu potansiyel, rekombinant TNF-a'nin
klinik deneylerinde gerceklestirilememistir (Suematsu ve ark., 2003; Roberts ve ark.,
2011).

2.9. Kolorektal Kanser Patogenezinde Inflamasyon ve NF-kB Sinyal Yolag

Mantovani ve ark. (2008)’na gore, tlimorogenez ve inflamasyon arasindaki
baglant1 i¢ ve dis yolaklar araciligryladir. I¢ yolak, inflamasyon ve neoplaziye neden
olan genetik degisiklikler nedeniyle aktive edilir. Bu degisiklikler, mutasyona bagh
proto-onkogen aktivasyonunu, kromozomal diizensizligi ve tiimor baskilayic
genlerin inaktivasyonunu igerir. Transforme hiicreler inflamatuvar mediatorler
salgilar ve bundan dolay1 inflamatuvar bir mikrogevre olusur. Dig yolak; prostat,
pankreas, kolon, akciger ve deri gibi organlarda kanser gelisim riskini artiran

enfeksiyon veya inflamasyon nedeniyledir. Her iki yolak da kemokin ve sitokinler
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dahil olmak iizere pro-inflamatuvar faktorlerin transkripsiyonuna yol acan NF-kB
ailesinin aktivasyonu araciligryla gerceklesir. Bu faktorler; tiimor mikrogevresine
stromal ve endotelyal hiicreler gibi makrofajlar, mast hiicreleri, eozinofiller ve

notrofillerin yerlesmelerini ve aktive olmalarini saglar (Multhoff ve ark., 2012).

Kolorektal kanser vakalarinin yaklasik %1-5’inde kolit ile iligkili olarak
bagirsakta devam eden kronik inflamasyon tiimér olusumunu baslatabilir (Vagefi ve
ark., 2005). Epidemiyolojik arastirmalar uzun siire steroidal olmayan anti-
inflamatuvar ilag (NSAID) kullaniminin hem kalitsal sendromlarda hem de sporadik
vakalarda intestinal timor olusumunu Onleyebildigini ortaya koymasi, Kkronik
inflamasyonun kolorektal kanserdeki 6nemini gostermektedir (Huls ve ark., 2003;
Rothwell ve ark., 2011).

NF-xB, transkripsiyonel kontrolii altindaki 6nemli pro- ve anti-inflamatuvar
faktorlerin goklugu sebebiyle inflamasyonda ana diizenleyici faktérdiir. Romatoid
artrit, diyabet, astim, felg, viral enfeksiyonlar, inflamatuvar bagirsak hastaligi ve
otoimmiinite gibi inflamatuvar hastaliklarin yani sira kanser ve ateroskleroz gibi
hastaliklarda da merkezi bir role sahiptir (Gupta ve ark., 2010; Mitchell ve ark.,
2018).

NF-kB aktivasyonu, kolorektal kanserde yaygin olarak goriliir ve aynmi
zamanda da kemoterapiye direng ile iliskilidir. Tiimor tesvik edici pek ¢ok sitokin,
tiimoral bagisiklik hiicrelerinde veya tiimor hiicrelerinde NF-kB yoluyla aktive edilir.
Sekresyonun ardindan, bu sitokinler epitel hiicrelerindeki reseptorlere baglanirlar ve
bu reseptorleri etkinlestirirler. Bdylece hiicre proliferasyonunu, apoptoz
inhibisyonunu, anjiyogenezi, timor olusumunu, metastazi ve ayni zamanda
inflamatuvar yanitin artisin1  tesvik eden onkogenik veya inflamatuvar sinyal

yolaklarini diizenler (Naugler ve Karin, 2008).

Dogustan ve edinilmis bagisiklikta NF-kB’nin oynadigi rol gbz oOniine
alindiginda, NF-xB yolagmin inflamasyon ile kanser arasinda giiclii bir baglanti
sagladigr anlagilmaktadir. NF-xB yolaginin inhibisyonu veya modiilasyonu

potansiyel kanser tedavi stratejisi olarak onerilmektedir (Kaltschmidt ve ark., 2018).
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2.9.1. NF-kB Trankripsiyon Faktorii Ailesi

Ranjan Sen (1986), B lenfositlerinde immiinglobulin-kappa hafif zincirine
baglanarak genin aktivitesini diizenleyen bir protein tanimladi. Daha sonra
Inflamasyon ve immun homeostazin esas diizenleyicisi olan bu proteine “Niikleer
faktor-kappa B (NF-kB)” adin1 verdiler (Sen ve Baltimore, 1986). Bu proteinin
bakteriyel kokenli lipopolisakkaritler (LPS) ile uyarilabildigi ve yalnizca B
hiicrelerine 6zgii olmadig1 sonraki ¢aligmalarla ortaya ¢ikmustir. Pek ¢ok aragtirmaya
konu olan NF-kB hakkinda bugiine kadar 60.000’e¢ yakin makale ve derleme

yayinlanmustir.

Her ne kadar tek bir transkripsiyon faktorii olarak adlandirilsa da memelilerde
NF-kB aslinda, hem pozitif hem de negatif olarak gen transkripsiyonunu
diizenleyebilen dimerler olusturmak i¢in bir araya gelen iligkili bes proteinden olusan
bir ailedir. Memeli hiicrelerindeki NF-«B ailesi: RELA olarak da bilinen p65, RELB
(Relb), c-REL, NF-kB1 (p50; p105) ve NF-xB2 (p52; p100)’dir (Sekil 2.9) (Hayden
ve Ghosh, 2014).

DNA baglanma ve dimerizasyon

RELA (p65)

RELB

c-REL

t

AnKirin tekrarlar
NF-kB2(pl00/p52)

Ankirin tekrarlart

NF-xB1(p105/p50)

Sekil 2.9. NF-kB protein ailesi (Mowla ve ark., 2013).

NF-kB ailesi iiyelerinin tiimii, REL bdlgesi adi verilen ve yapisal olarak
korunmus 300 amino asit dizisine sahiptir. Bu bdlgenin C-terminal bolgesi,
dimerizasyon ve IkB’nin baglanmasindan sorumlu iken, N-terminal bolgesi esas

olarak DNA baglama 6zgiilliigiinden sorumludur (Kaltschmidt ve ark., 2018). NF-xB
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ailesinin 5 alt birimi, cesitli transkripsiyonel ve DNA baglanma 6zelliklerine sahip
15 olasi alt birim kombinasyonu ile homo- ve heterodimer yapilar olusturabilirler.
RELA, RELB ve c-REL alt birimleri dogrudan transkripsiyonu tesvik etmesini
saglayan bir C-terminal transaktivasyon alanina (TAD) sahip iken; p50 ve p52 alt
tinitelerinin TAD’1 yoktur ve homodimerler intrinsik transaktivasyon o6zelliginden
yoksundurlar. Ancak heterodimerin bir pargasi olarak TAD igeren bir alt {initeye
baglandiginda, p50 ve p52 alt birimleri transkripsiyonu olumlu bir sekilde
diizenleyebilir (Hayden ve Ghosh, 2014; Kaltschmidt ve ark., 2018). C-terminal
transkripsiyonel aktivasyon alanlarini igeren RELA, RELB ve c-REL proteinlerinde

ise inhibitdr ankirin tekrarlari eksiktir (Karin ve ark., 2002).

NF-xB1 ve NF-kB2 olmak iizere REL homoloji alanina sahip alt iiniteler olan
pl05 ve pl00 biiyiik prekiirsorleri, birden fazla ankirin tekrar kopyalarini (ANK)
igeren Ve uzun C-terminal alanlarina sahip olan polipeptid dizileri ubikitin/proteazom
yolagi ile isleme tabi tutularak sirasi ile p50 ve p52 olarak adlandirilan olgun NF-xB
alt birimlerini tiretirler (Escarcega ve ark., 2007). p100°’den p52’nin ve p105’ten p50

tiretimi siki sekilde diizenlenen bir igslemdir (Gongxian ve Shaocong, 2003).

NF-xB aktivasyonunu kontrol eden mekanizma onun inhibitori ile
etkilesmesidir. Dimerize REL/NF-xB transkripsiyon faktorleri 9-10 baz ¢iftlik DNA
bolgelerine baglanirlar ve bunlara kB bolgeleri denir (Fan ve ark., 2013). RELA ve
p50 alt birimlerinin heterodimeri ¢ogu hiicredeki ana Rel/NF-kB kompleksidir.
Dolayisiyla NF-kB terimi genellikle spesifik olarak bir p5S0-RELA (p65)
heterodimerine isaret eder. p50 ve p52’nin homodimerleri genel olarak kB bolgesi
transkripsiyonunun baskilayicisi olmasina ragmen; hem p50 hem de p52; RELA,
RELB veya c-REL ile heterodimerler olusturarak hedef gen transaktivasyonuna
katilirlar (Li ve Verma, 2002).

2.9.2. NF-xB Sinyal Iletim Yolaginin Aktivasyonu

Dinlenme durumunda NF-xB dimerleri, NF-xB inhibitorleri (IkB) olarak
bilinen IxBa, IkBp, IkBe ve NF-xB prekiirsorleri p100 ve pl05 dahil IkB ailesi
tiyeleri tarafindan inaktif bir durumda sitoplazmada tutulur. Tiim IkB proteinleri NF-
kB dimerleri ile etkilesen merkez bir ANK bolgesine sahiptir (Hayden ve Ghosh,
2014).
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Aktive edici bir sinyal aldiktan sonra, IkB proteinleri IxB kinaz kompleksi
(IKK) tarafindan fosforile edilir. Bdylece gen transkripsiyonunu diizenlemek igin,
DNA’daki spesifik bolgelere baglanabilecekleri nukleusa gegebilen NF-kB dimerleri
serbest birakilir (Sekil 2.10). NF-kB ile uyarilan ekspresyon ve IkBo’nin yeniden
sentezi, NF-kB transkripsiyon aktivitesini sonlandiran birincil aracidir ve kritik bir
negatif geribesleme dongiisii olusturur (Mowla ve ark., 2013; Hayden ve Ghosh,
2014).

llging bir sekilde, NF-xB ayrica kendi baskilayicis1 olan IxBa'nin
ekspresyonuna da yol agar. Yeni sentezlenen IkBa, daha sonra NF-kB’yi yeniden
inhibe eder ve bdylece bir oto-negatif-geri besleme dongiisii olusturur (Nelson ve
ark., 2004). "Hizl etkili" primer transkripsiyon faktorlerinin bir aile tiyesi olarak NF-
kB, normalde hiicrelerde inaktif bir durumda bulunur ve aktivasyonu icin yeni
protein sentezi gerektirmez. Bu durum, NF-kB'nin tehlikeli hiicresel uyaranlara ilk
yanit verici olmasini saglar. NF-kB, inflamatuvar sitokinler (TNF-a ve IL-1), T-
hiicresi aktivasyon sinyalleri, biiylime faktorleri, forbol esterler (TPA) ve stres
indiikleyiciler gibi cesitli uyaranlarla dakikalar i¢inde aktive edilir. Ayrica NF-«B,
kemoterapotik ilaglar, oksidatif stres, UV 15181 ve iyonize radyasyon gibi kimyasal ve
fiziksel sitotoksik ajanlar tarafindan da aktive edilir (Gilmore, 2006).

NF-kB’nin aktivasyonu klasik ve alternatif olmak iizere iki yolak araciligiyla
gerceklesir. Bu yolaklarin her ikisinde de anahtar adim IxB proteinlerinin
posttranslasyonel modifikasyonudur. Her iki yolak da IKK kompleksleri araciligiyla
kontrol edilir. IKK kompleksi; IKKa ve IKK kinazlarindan ve ayrica IKKy olarak
da bilinen diizenleyici alt birim NEMO’dan olugmaktadir (Mowla ve ark., 2013).
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Sekil 2.10. Klasik ve alternatif NF-xB yolagi (Sun 2017). Uyarilmamuis hiicrelerde, NF-xB p50 ve p65
olmak iizere iki alt iiniteden olusan heterodimer yapili protein olarak sitoplazmada bulunur.
Heterodimer, inhibitér protein IkBa ile kompleks olusturarak ¢ekirdege gegisini onler. Bazi

inflamatuvar ajanlarla aktive oldugunda ise spesifik protein kinazlar IkBa proteinini fosforilleyerek
degredasyonuna neden olur ve NF-kB IkBa’dan ayrilir. Fosforillenen IkBa daha sonra proteozomlar
tarafindan rastgele degrade edilir, bu durum NF-«B’nin nukleusa gecisine yol agar ve gesitli hedef
genlerin promotorunda bulunan spesifik DNA dizilerine baglanir (Ghosh ve Karin, 2002; Kaltschmidt
ve ark., 2018; Mitchell ve Carmody, 2018).

2.9.2.1. Klasik Yolak

Klasik yolakta pek¢ok pro-inflamatuvar uyaran 6rn; TNF-a, IL-10/B, LPS ve

cesitli ilagclar NF-kB’yi aktive edebilirler. Yolak; T-hiicresi reseptorleri (TCR), B-
hiicresi reseptorleri (BCR), TLR, LPS veya IL-1R siiper aile iiyelerine TNF-a
ligandinin baglanmasi aracigiyla tetiklenir. Reseptorlerden gelen aktive edici sinyal,
esas olarak IKK bagiml fosforilasyon ve IkB proteinlerinin degredasyonu yoluyla
iletilir. Sinyal iki katalitik alt iinite (IKKa ve IKKp) igceren ve esas diizenleyici
modiilatér IKKy’dan olusan IKK kompleksini harekete gecirir. Tipik olarak IKK
aktivasyonu oncelikle B alt linitesinin fosforilasyonu ve aktivasyonu ile gerceklesir.
IkBa, N terminalinde bulunan 2 serin rezidiisiindeki (Ser32 ve Ser36) IKKf
tarafindan fosforile edilir (Ravi ve Bedi, 2004). Fosforilasyon, IkBa’nin Lys21 ve
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Lys22 bolgesinde politibikiitinasyonu tetikler ve 26S proteozom aracigiyla degrade
edilir ve serbest NF-kB (RelA/p50) dimeri ¢ekirdege transloke olur (Karin ve Ben-
Neriah, 2000; Hymowitz ve Wertz, 2010).

Klasik yolakta ¢esitli apoptotik sinyal inhibitérlerinin tiretimi; inflamasyon,
hiicre proliferasyonu ve hiicre sagkalimi artirmakla birlikte anjiyogenez, timor

ilerlemesi ve metastazina da katk1 saglar (Patel ve ark., 2018).
2.9.2.2. Alternatif Yolak

Bu yolagin aktivasyonu, B-hiicre aktive edici faktor ve lenfotoksin f (LTp)
gibi TNF aile tiyeleri araciligiyla tetiklenir. Bu yolak, RELB ve p52 alt birimlerinden
olusan NF-kB dimerlerinin aktivasyonuna yol acar ve IKKao’ya bagimli, IKKP ve
NEMO’dan ise bagimsizdir. NF-kB/p100, alternatif yolagin anahtar negatif
diizenleyicisidir ve dinlenme halindeki hiicrelerde RELB’nin  gekirdege

translokasyonunu onler (Sakamoto ve Maeda, 2010).

Alternatif yolak, esas olarak IKKa homodimerlerine dayanmaktadir. Yolagin
aktivasyonu IKKa’yr fosforile ve aktive eden NF-kB indiikleyici kinazin (NIK)
stabilizasyonuna yol agar. Aktive edilmis IKKo daha sonra, C-terminalindeki (S176
ve S180) iki serin rezidisiinden pl100'% fosforile eder. Bu durumda, p100'in
ubikutinasyonu, NF-kB/p52 alt birimini ve serbest RELB:p52 dimerlerini olusturmak
icin kismi proteazomal degradasyonu tetikler (Sun, 2017). p52/p100 proteini, amino-
terminali bolgesi araciligiyla RELB proteinine baglanir ve karboksi-terminal IxB-
benzeri domaini sayesinde sitoplazmada dimerize olur. IKKao dimerlerinin
aktivasyonu, p52:RELB dimerlerinin nukleusa girisi ile sonuglanir (Sakamoto ve
Maeda, 2010).

NF-kB’nin kanserle iligkili inflamasyonu diizenledigi yolak; pSO/RELA, c-
REL veya RELB'nin heterodimerlerinin transkripsiyonel aktive edici kompleksleri

olusturdugu klasik NF-«kB yolagidir (Heissmeyer ve ark., 2001).
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2.9.3. NF-«B Sinyal Iletim Yolunun Aktivatorleri ve Hedef Genler

NF-kB fizyolojik ve patolojik kosullar altinda viicutta hiicre sinyalini kontrol
etmedeki merkezi rolii ile, kompleks olaylarin diizenlenmesinden sorumlu iyi
tanmimlanmuis bir protein ailesidir. Fonksiyonlar1 arasinda; pro-inflamatuvar sitokinleri
(6rn; IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, TGF-B, EGF gibi), proanjiyogenik faktorleri (IL-8,
VEGF), kemokinleri (6rn; IL-8, CCL2, CCL20 gibi), anti-apoptotik faktorleri (Bcl-
Xy, FLIP), invazyonu artiran molekiilleri (MMP-2, MMP-7, MMP-9), inflamatuvar
enzimleri (PGHS-2, LOX), adezyon molekiillerini (6rn; ICAM, VCAM, E-selektin),
uyarilabilir enzimleri (COX-2 ve iNOS), hiicre dongiisii mediatorleri (siklin D, c-
Myc), biiyiime faktorleri, baz1 akut faz proteinleri, ve immun reseptorleri kodlayan
genlerin ekspresyonunu kontrol eder. NF-xB, tiim bu faktorler ve bunun gibi 500
kadar genin ekspresyonunu diizenleyen inflamasyonun anahtar transkripsiyon

faktortudiir (Aggarwal ve Gehlot, 2009; Gupta ve ark., 2010).

2.10. Hiicre Oliimii (Apoptoz)
2.10.1. Apoptozun Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Morfolojik olarak apoptoz, plazma zarmnin patlamasi, hiicre gdvdesinin
kiigiilmesi (piknoz), niiklear yogunlagma ve fragmentasyon ve membrana bagli hiicre

pargalarinin (apoptotik cisimler) olusumu ile karakterizedir (Brown ve ark., 2002).

Apoptozun morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri arasinda; mitokondriyal i¢
transmembran potansiyelinde bir azalma, 400'den fazla proteinin kisitlayici
hidrolizine yol agan secgici proteazlarin aktivasyonu, kromozomal DNA'nin
interniikleozomal fragmanlara pargalanmasi, ¢esitli hiicresel proteinlerin segici
olarak degredasyonu ve plazma membranmin i¢inden disariya fosfatidilserinin
translokasyonu yer alir (Strasser ve ark., 2014). Bu genis hidrolizle ilgili temel
proteazlar kaspaz ailesinin iiyeleridir. Kaspazlarin yani sira lizozomal katepsinler,

kalpainler ve granzimler gibi diger proteazlar da apoptotik siirece dahildir (Lord ve
ark., 2003).

2.10.2. Apoptoz Mediatirlerinin Biiyiik Bir Sinifi Olarak Kaspazlar

Kaspazlar ¢esitli hiicre tipleri ve dokularda eksprese olan sistein-bagimli

aspartat proteaz ailesinin {yesidirler. Kaspazlarin aktivasyonu; aktive edici
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komplekslerin iceri alinmasi veya diger kaspazlar tarafindan parcalanmasiyla
meydana gelen bir mekanizmadir (Szegezdi ve ark., 2006). Kaspazlar saglikli
hiicrelerde oOncii protein (prokaspaz) olarak inaktif formda bulunurlar, apoptoz
uyarildiktan sonra aktif enzim formuna doniisiirler. Kaspaz ailesi iki gruba ayrilir;
baslatici kaspazlar (kaspaz -8, -9 ve -12) ve efektor kaspazlar (kaspaz -3, -6 ve -7).
Spesifik baslatici kaspazlar tarafindan tetiklenen 3 major apoptotik kaskad vardir:
6liim reseptor yolagi, mitokondriyal yolak ve Endoplazmik Retikulum (ER) yolagi
(Morishima ve ark., 2004).

Iki major yolak apoptotik hiicre oliimiinii uyarir. Bunlardan biri 6liim
ligandlar1 tarafindan Olim reseptorlerinin  baglanmasiyla ekstrinsik yolaktaki
apoptotik molekiillerin i¢eri alinmasina yol agar ve kaspaz-8 veya -10’u aktive eder.
Mitokondriden sitokrom c’nin salinimina yol agan intrinsik yolak, Apaf-1 (apoptotik
proteaz aktive edici faktor-1), prokaspaz-9, dATP ve sitokrom c’den olusan
apoptozomun olusumunu tetikler ve bu apoptozom olusumu kaspaz 3, 6 ve 7’nin

aktivasyonuna neden olur (Shiraishi ve ark., 2006).

TNF-a gibi ekstrinsik faktorler tarafindan 6liim reseptorlerinin aktivasyonu
lizerine apoptozu baslatmada kaspaz-8 merkezi bir rol oynamaktadir (Degterev,
2003). Son yillardaki c¢aligmalar, kazpaz-8’in gen mutasyonlari, epigenetik
modifikasyonlar ve posttranslasyonel degisiklikler de dahil olmak {izere g¢oklu
mekanizmalar yoluyla insan kanserlerinde siklikla inaktive edildigini ortaya
koymustur (Fulda, 2010). Kanser hiicrelerinde kaspaz-8’in inaktivasyonu, mevcut
kanser tedavilerine direncin 6nemli bir mekanizmasini1 olan apoptozdan kagmaya

neden olabilir (Hanahan ve Weinberg, 2011).
2.10.3. Intrinsik (Mitokondri Aracily) Yolak

Intrinsik veya mitokondriyal apoptotik yolak, DNA hasar1 veya sitotoksik
ilaglar da dahil olmak iizere bir¢ok uyaranla tetiklenir. Sitokrom c (sit c), sitozole
salinir ve Apaf-1'e baglanir. dATP/ATP’nin varliginda, Apaf-1/sit ¢ kompleksi
olusur. Bu kompleksin olusumu, prokaspaz-9’un Apaf-1 ile etkilesimine neden olur.
Apoptozda kaspaz-9 etkin bir baslatici kaspazdir ve efektor kaspazlari (kaspaz-3 ve -
7) aktive eder (Sekil 2.11) (Li ve Yuan, 2008).

36



2.10.3.1. Bcl-2 Ailesi Uyeleri

Bcl-2 protein ailesi, fonksiyonlarina ve Bcl-2 homoloji (BH) alanlarinin
sayisina gore U¢ gruba ayrilir. Anti-apoptotik tyeler (Bcl-2, Bcl-X.) dis
mitokondriyal zar ile iliskilidir ve cesitli apoptotik uyaranlara kars1 hiicreyi korurlar
ve dorde kadar BH domaini (BH1-BH4) igerirler. Pro-apoptotik tiyeler; Bax-benzeri
domaine sahip (BH1-BH3) apoptotik proteinler (Bax, Bak) ve yalnizca BH3
proteinleri (Bik, Bid, Bad, Puma, Noxa, Bim, Hrk, Bmf ) olmak tiizere iki gruba
ayrilirlar. Genellikle Bcl-2 ailesindeki proteinlerin  homo ve heterodimerler
olusturdugu ve pro- ve anti-apoptotik liyeler arasindaki etkilesimlerin birbirlerinin
aktivitesini notralize ettigi digiiniilmektedir (van Delft ve Huang, 2006). Son olarak,
pro-apoptotik ile anti-apoptotik Bcl-2 aile iiyeleri arasindaki oran, hiicre apoptozunu

belirlemek agisindan kritik 6nem tasimaktadir.
2.10.4. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik apoptotik yolak, hiicre yiizeyi oliim reseptorlerinin ligandlar ile
baglanmasi yoluyla aktive edilir. Oliim reseptdrleri, TNFR siiper ailesine aittir. Bu
ailenin iiyeleri tip I transmembran proteinleridir ve ligand baglanmasini tanimlayan
benzer sisteince zengin hiicre disi alanlarla karakterizedirler. Oliim reseptorleri,
"6ltiim alam" (DD) ad1 verilen, apoptotik sinyalin transdiiksiyonu i¢in gerekli olan,
hiicre ici 80 amino asit uzunlugundaki bolgeyi igerir. En ¢ok calisilan 6lim
reseptorleri Fas (CD95/Apo-1), TNFR1, TRAIL-R1 (DR4) ve TRAIL-R2 (DR5)'dir.
Oliim reseptorlerine baglanan ligandlar (FasL, TNF-o ve TRAIL), TNF ailesine ait
olan yapisal olarak iligkili proteinlerdir (Sekil 2.11). Bu 6liim ligandlar1 esas olarak
tip Il transmembran proteinleri olarak ifade edilir. Bazi durumlarda, ¢oziiniir
ligandlarin apoptozu indiikleyen kapasitesi, membrana bagli ligandlardan 6nemli
derecede diisiik olmasia ragmen, bu proteinler proteolitik olarak parcalanabilir ve

salinabilir (Guicciardi ve Gores, 2009).
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Sekil 2.11. Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz sinyal yolaklar1 (Ichim ve Tait, 2016).

2.11. Bitkisel Kaynakl Tedavi

Son yillarda kanser tedavisinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmesine karsin,
yeni kesfedilen sentetik bilesiklerin anti-kanser amacla kullanimlarinin genellikle
toksik etkileri nedeniyle siirli oldugu goriilmektedir. Dahasi, diinyada ¢ok sayida
kisinin kanser tedavisine ulagsma imkani siirhidir veya hi¢ yoktur. Bu ylizden,
kanseri Onleme ve kontrol etmede dogal kaynaklarin kullanimi hem tolere

edilebilirlik agisindan hem de kolay ulasim agisindan énem arz etmektedir (Javadi ve
ark., 2015).

Bitkilerin diisiik yan etki ile tedavi etme oOzellikleri iizerine yapilan
calismalarin hiz kazanmasiyla, bitkilerden elde edilen droglar geleneksel kullanilan
tedavi araglart olmakla kalmayip, stabilize ve standardize edilmis, etkinligi ve
giivenilirligi ortaya konmus, modern farmasotik formlarda rasyonel tedavi araglar
olarak kullanilmaya baslanmistir. Bitkisel kaynakli anti-kanser maddelerin
arastirtlmast; vinka alkaloitleri, vinblastin ve vinkristinin kesfi ve gelistirilmesi ile

1950'lerin basinda hiz kazanmistir. Daha sonra, bir¢ok sitotoksik aktivite gdsteren
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yeni kemotipler olarak taksanlar ve kamptotesinler kesfedilmistir (Cragg ve
Newman, 2005).

Cogu bitki sekonder metabolitlerinin; dogrudan ya da dolayl olarak gesitli
inflamatuvar mediatorlerle (arasidonik asit metabolitleri, peptidler, sitokinler, uyarici
amino asitler vb.), ikincil habercilerle (cGMP, cAMP, c¢esitli protein kinazlar,
kalsiyum vb.), AP-1, NF-xB ve protoonkogenlerle (c-jun, c-fos ve c-myc), anahtar
pro-inflamatuvar molekiillerle (induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) vb.), COX-
2, IL-1B, TNF-a gibi sitokinlerle, noropeptidler ve proteazlarla etkilesimleri
bilinmektedir (Calixto ve ark., 2003; Hoesel ve Schmid, 2013).

2.11.1. Karsinogenezde Fenolik Bilesiklerin Rolii

Fenolik  bilesikler, Dbitkilerdeki sekonder metabolitlerin en genis
smiflarindandir.  Genel olarak; basit fenoller (fenolik asitler ve kumarinler) ve

polifenoller (flavonoitler, stilbenler, lignanlar ve tanenler) olmak {izere

smiflandirilabilir (Sekil 2.12) (Soto ve ark., 2015).

—|Hidroksisinnamikasit |

—| Fenolik asitler

Basit fenoller Hidroksibenzoik asit |

_| Kumarinler |

[ Fenolik Bilegikler

—| Polifenoller

Sekil 2.12. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi (Soto ve ark., 2015).

Tibbi bitkilerin ¢ok gesitli biyolojik etkilerinin, icerdikleri farkli yapilardaki
fenolik bilesiklerle baglantili oldugu yapilan pek cok calisma ile gosterilmistir.
Kolon kanserinde fenolik bilesiklerin anti-karsinojenik etki mekanizmalar1 Sekil

2.13’de verilmistir.
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Diyetteki fenoliklerin sagliga yararlar1 emilimlerine ve metabolizmalarina
baglidir. Bu durum, ince bagirsak duvarindan dolasim sistemine dogru gecis boyunca
ve ardindan portal venden karacigere gecis sirasinda meydana gelir. Polifenollerin
metabolitleri plazmadan hizla elimine edilir, bu nedenle kanda yiiksek metabolit
konsantrasyonlar1 saglamada bitkisel iirlinlerin giinliik olarak tiikketimi esastir

(Crozier ve ark., 2009).

Epidemiyolojik bulgular fenolik bilesiklerin; patojenlerin inhibe edilmesinde,
kardiyovaskiiler, diyabet, kanser ve fel¢ gibi rahatsizliklarin 6nlenmesinde etkili
olarak anti-inflamatuvar ve anti-alerjik aktiviteye sahip oldugunu goéstermistir (Graf
ve ark., 2005). Fenolik bilesikler, serbest radikallere karst DNA’nin korunmasi,
ksenobiyotik metabolizmasina katilan enzimlerin indiiksiyonu, gen ekspresyonunun
diizenlenmesi, DNA hasarinin onarimi, hiicre proliferasyonu, apoptoz ve invazyonun
dahil oldugu hiicresel sinyal yolaklarinin modiilasyonunu saglayarak etki
gostermektedir. Fenolik asitler, hidrolize edilebilen tanenler ve flavonoitler;
karsinojenleri inaktive, ksenobiyotik detoksifikasyon enzimlerini ise aktive etmek

suretiyle anti-karsinojenik ve anti-mutajenik etkilere sahiptir.
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Sekil 2.13. Kolon kanserinde fenolik bilesiklerin anti-karsinojenik etki mekanizmalari1 (Rosa ve ark.,
2016).

Arasidonik asitin prostaglandinlere doniistiiriilmesinde kritik bir adim
katalize eden ve pro-inflamatuvar uyaranlar tarafindan indiiklenen, COX-2’nin asir1
ekspresyonu; kolon, akciger, meme ve prostat karsinogenezi ile iliskilidir (Dai ve

Mumper, 2010). Fenolik bilesiklerin, inflamasyon ile iliskili pro-inflamatuvar
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sitokinleri, COX-2’yi, lipoksijenazlar (LOX)’1 ve INOS ile baglantili transkripsiyon
faktorlerini inhibe ettigi bildirilmistir (Rosa ve ark., 2016).

2.12. Liquidambar orientalis Mill. var. orientalis
2.12.1. L. orientalis’in Taksonomik Siniflandiriimasi

Alem: Plantae

Alt alem: Tracheobionta

Sube: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Alt simif: Hamamelidae

Aile: Hamamelidaceae

Cins: Liquidambar

Tiir: Liquidambar orientalis
2.12.2. L. orientalis’in Yayihst

Hamamelidaceae familyasina ait Sigla agac1 veya giinliikk agaci1 (Liquidambar
orientalis Mill. var. orientalis), Tiirkiye’de yetisen paleoendemik bir tiirdiir (Davis,
1982). L. orientalis, Tirkiye’nin giineybati kiy1 bolgelerinde, 6zellikle Koycegiz,
Fethiye, Marmaris ve Ula bolgelerinde yerel bir dagilim gostermektedir (Sekil 2.14)
(Hafizoglu, 1982).

B

—

Sekil 2.14. Taksonun Tiirkiye tizerindeki dagilimi
(http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=4043).
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Sekil 2.15. L.orientalis meyve ve yapraginin goriiniimii
(http://lwww.epharmacognosy.com/2012/07/storax).

2.12.3. L. orientalis’in Halk Arasinda Kullanihisi ve Uzerinde Yapilan
Fitokimyasal ve Biyolojik Aktivite Calismalart

Liquidambar 'm; Liquidambar formosana, Liquidambar acalycina,
Liquidambar orientalis ve Liquidambar styraciflua olmak tizere 4 tiiri vardir (Ickert-
Bond ve ark., 2005). Yapilan literatiir caligmalari, bu tiirler igerisinde halk arasinda
siklikla kullanimi olan ve lizerinde en fazla ¢alisma bulunan tirtin Liquidambar

orientalis oldugunu gostermistir.

L. orientalis, Akdeniz bdlgesinde tibbi ve kozmetik amaglarla yaygin olarak
kullanilan odunsu bir bitkidir (Sekil 2.15). Agacin kabugundan yaz baslarinda
mekanik olarak kazinarak elde edilen balsamin halk arasindaki kullanimi oldukc¢a
yaygindir. Gévdeden akan balsam kaynatildiktan sonra preslenerek ham balsam elde
edilir. Ham balsam daha sonra alkol i¢inde ¢oziiliir, filtrelenir ve saflastirilmig

balsam elde edilmek iizere toplanir (Jianming ve ark., 2011).

L. orientalis ile ilgili yapilan caligmalar daha ¢ok bitkinin balsami iizerinedir.
Yaprak ve meyve ile ilgili yapilan ¢alismalar oldukc¢a sinirlhidir. Bugiine kadar
yapilan pek cok arastirmada balsamin birgok bakteri tiirii, fitopatojen mantar ve
nematodlar tizerinde koruyucu aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Oskay ve Sart,
2007; Kim ve ark., 2008; Lee ve ark., 2009).

Balsamin n-hekzan, diklorometan ve metanol ekstrelerinin Klebsiella

pnomoni, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
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Pseudomonas aeroginosa, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis ve Candida
albicans, Pseudomonas marina, Pseudomonas. haloplanktis, Alteromonas alvinella,
Alteromonas genoviensis, Vibrio splendidus, Exiguobacterium homiense ve Vibrio
lentus bakterilerine kars1 anti-mikrobiyal etkinliklerinin degerlendirildigi ¢alismada
MeOH ekstresinin, diklorometan ve n-hekzan ekstresinden daha etkili oldugu
belirlenmistir (Avunduk ve Kacar, 2013).

L. orientalis balsaminin % 10’luk etanol konsantrasyonunda Bacillus brevis,
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Corynebacterium xerosis, Enterobacter aerogenes,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Mycobacterium
smegmatis, Pseudomonas vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens ve Staphylococcus aureus’un biiylimesini engelledigi gorilmistiir
(Sagdig ve ark., 2005).

L.orientalis’in  farkli konsantrasyondaki anti-bakteriyel aktivitelerinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, Xanthomonas axonopodis, Pseudomonas syringae
pv.tomato, Rhizobium tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Rhizobium vitis, Erwinia amylovora ve Xanthomonas campestris pv. campestris igin

onemli bir anti-bakteriyel etki gosterdigi bulunmustur (Basim ve ark., 2012).

L. orientalis yaprak ekstrelerinin gida patojenlerine karsi in vitro anti-
mikrobiyal ve antioksidan aktivitesi disk difiizyon yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. L. orientalis yapraklarindan hazirlanan aseton, etanol ve metanol
ekstrelerinin, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus
aureus'a karsi 4 ila 34 mm arasinda degisen inhibisyon zonlari olusturarak genis
spektrumlu anti-mikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ayrica, en giiclii
antioksidan aktiviteyi metanol ekstresinin sergiledigi ortaya konulmustur. Bulgular
bitkinin halk arasindaki kullanimini desteklemektedir (Oskay ve Sari, 2007).

L.orientalis yapraklar1 detoksifikasyon, hemostaz ve agri giderme etkisine
sahiptir. Akut gastroenterit, dizanteri, infantil tetanoz tedavisinde kullanilabilir.
Yaprak etanol ekstresinin Escherichia coli, Candida albicans, Pseudomonas
fluorescens, Bacillus subtilis, Enterobacter faecalis gibi mikroorganizmalara karsi
degisen inhibisyon zonlarina sahip genis spektrumlu anti-bakteriyel aktivite

gosterdigi belirlenmistir. Ve yeni ilaglarin arastirilmasinda anti-mikrobiyal ajanlar
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olarak kullanilabilecek iyi anti-bakteriyel Ozelliklere sahip bilesikler igerdigi
onerilmektedir (Oskay ve ark., 2009).

L. orientalis’in Japon termiti (Reticulitermes speratus) tizerine fumigant
toksisitesinin arastirildigi bir ¢alismada, balsama ait ugucu yaglar ve bilesenlerden
hidrosinnamil alkol ve trans-sinnamil alkoliin fumigant anti-termitik toksisiteye
major katki sagladigi bulunmustur (Park, 2014). Baska bir ¢alismada ise balsamdan
elde edilen ugucu yagin Phytophthora cactorum, Cryphonectria parasitica ve
Fusarium circinatum’a kars1 anti-fungal etkinligi oldugu belirlenmistir (Lee ve ark.,
2009).

Balsamin literatiirdeki bilgiler 1s1ginda bogmaca, astim, kolesistit, bronsit,
sedef hastaligi, hemoroit, ilser, mide agrisi, yanik, kesik, agiz, deri ve akciger
hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi ve topikal parazit 6ldiiriicii, anti-septik oldugu
bilinmektedir (Fernandez, 2005; Lee ve ark., 2009; Giirdal ve Kiiltiir, 2013).
Balsamin oral ve burun i¢i uygulamalardan sonra sedatif ve anti-konviilsan aktivitesi

oldugu da belirlenmistir (Guo ve Duan, 2011).

Geleneksel Cin tibbinda bu bitki, korku ve huzursuzluk durumlarinda
sakinlestirici  Ozelliklere sahip resiisitasyona neden olan aromatik bitkiler
grubundadir. Son yillarda, birincil madde olarak stiren igeren ¢esitli ilaglar Cin’de
klinik olarak kullamilmak iizere onaylanmustir. Ornegin, stiren iceren 15 bitkiden
olusan Storax Pill regetesi (Cin ismi SuHeXiang Wan), fel¢, infantil kasilma ve

benzeri hastaliklarin tedavisinde oral olarak kullanilmaktadir (Koo ve ark., 2004).

Balsamin halk arasinda peptik iilser tedavisi i¢in etnobotanik kullanimi
bilinmekle birlikte bu kullaniminin deneysel olarak gdsterilmesi i¢in, siganlarda in
vivo deneysel bir gastrik iilser modeli olusturulmustur. Bu ¢alismada farmakolojik
deneyler 150 ve 300 mg/kg dozlarinda mide iilseri modeline kars1 bitkinin 6nemli bir
koruma sagladigini ve iilser inhibisyon oraninin sirasiyla % 83.3 (p<0.001) ve %
66.7 (p<0.01) oldugunu bildirmistir (Gurbuz ve ark., 2013).

Balsamin fel¢ parametreleri iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
sistolik ve diyastolik kan basincini diisiirdiigli, yiiksek dozunun ise fibrin kan
pthtilarmi erittigi gdzlenmistir (Bayazit, 2009). Iran halk tibbinda kat1 asamadaki

uterus inflamasyonunu iyilestirmede balsamin kullanildigina dair kanitlar mevcuttur.
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L. orientalis’ten elde edilen ekstrenin, felg modeli olusturulmus tavsanlarda fibrin
kan pihtilarinin parcalanmasina, sistolik ve diyastolik basincin ise azaltmasinda rolii

oldugu gosterilmistir (Sahebkar ve Emami, 2013).

Balsamdan elde edilen ugucu yagin fare deney modelinde karbon tetra kloriir
toksisitesine karst antioksidan kapasitesi ve karaciger koruyucu etkisi tespit

edilmistir (Suzek ve ark., 2015).

L. orientalis’in yara iyilestirici etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada,
eksizyonel yara olusturulan domuz modelinde yeniden epitelizasyon ve graniilasyon
doku olusumu incelenmis, doku hidroksiprolin igerigi ve yara daralma alanlar
Ol¢iilmiistiir. Calisma sonucunda, balsamin topikal uygulanmasinin, yaralarda hem
yeniden epitelizasyon hem de graniilasyon doku olusumunu arttirdigi gésterilmistir
(Ocsel ve ark., 2012).

Balsam patojen mikroorganizmalar tizerindeki toksik etkisi, nedeniyle bakteri
ve mantar hastaliklarina karsi alternatif bir ajan olarak kullanilabilir. Ancak tedavide
kullanilirken, insan hiicreleri tizerinde de sitotoksik ve genotoksik bir etki
olusturmamasi da gerekir. Bununla ilgili olarak yapilan bir ¢alismada, kardes
kromatid degisimi (SCE) testi ile balsamin genotoksik ve sitotoksik etkisi
degerlendirilmistir. Caligma, balsamin sahip oldugu sitotoksik ve genotoksik etkileri
nedeniyle alternatif bir anti-bakteriyel ve anti-patojenik ajan  olarak
kullanilabilecegini; ancak insanda mide hastaliklarinda kullaniminin toksik etkiler

dogurabilecegini ileri siirmiistiir (Karadeniz ve ark., 2011).

Ozellikle hiicresel seviyede etkilerini ortaya koyan yalmzca iki tane
calismaya rastlanmistir. Bir diger ¢alismada ise balsam’a ait hekzan, diklorometan,
metanol ve su ekstrelerinin anti-proliferatif etkileri HeLa (insan serviks
adenokarsinom), A-549 (insan alveolar adenokarsinom), MCF-7 (Insan meme
adenokarsinoma), CaCo-2 (Insan kolorektal adenokarsinom), mPANC96 (Insan
pankreas adenokarsinom), PC-3 (insan prostat adenokarsinomasi), US7MG (Insan
glioblastoma-astrositoma) hiicre hatlar1 iizerinde, sitotoksik etkileri de HEKZ293
(Insan embriyonik bdbrek hiicre) ve Vero (Afrika yesil maymun bdbrek epitel hiicre)
hiicre hatlarinda degerlendirilmis ve diklorometan ekstresinin en giiclii sitotoksik
etkiyi gosterdigi belirlenmistir. Ek olarak LPS ile indiikklenen RAW 264.7
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makrofajinda L. orientalis’in iNOS 6nleyici aktivitesi hekzan, diklorometan, metanol
ve su ekstresinde degerlendirilmis, metanol ekstresi harig biitiin ekstrelerde Nitrik
Oksit (NO) tiretimini inhibe ettigi tespit edilmistir. Son olarak, hekzan disindaki tiim
ekstrelerin, gii¢lii bir antioksidan etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Nalbantsoy ve
ark., 2016).

Ulkemize endemik L. orientalis’e ait icerik analizinin yapildig1 calismalar
literatiirde oldukga sinirlidir. Yayinlanan ¢alismalarin ¢ogu L.orientalis balsaminin
ucucu yag bilesimi iizerinedir. Anadolu sigla agaci ortalama 200-300 y1l yasayabilen
bir tiir olmakla birlikte balsaminda temel olarak asit, ester, alkol, fenolik ve ucucu
bilesikler ihtiva etmektedir. Ugucu yag bilesenleri baslica sitiren, sinnamil sinnamat,
fenilpropil sinnamat, sinnamaldehit, sinnamil alkol, sinnamil asetat, terpinen-4-ol, a-
terpineol, sabinen ve y-terpinen, a-pinen, B-pinen, viridil oren, germakren D, vanilin,
fenil propanol, benzil alkol, benzaldehit ve sitoresinin varlig1 gosterilmistir (Tanker
ve Sayron, 1974; Duru ve ark., 2002; Kartal ve ark., 2012).

Balsamm anti-kanser, anti-tiiberkiiloz, anti-malaryal, anti-fungal, anti-
aterojenik ve antioksidan aktivitelerinin yaninda giiclii anti-bakteriyel etkisi igerdigi

sinnamik asit ve tiirevleri nedeniyledir (Guzman, 2014).

L.orientalis yapraklarinin etanol ekstresinde bulunan 6nemli fenolik
bilesenlerin; protokatesik asit (12.232 + 0.118 mg/g), (-)-epikatesin (7.954 + 0.493
mg/g), gallik asit (3.258 £+ 0.035 mg/g), (+)-katesin, kafeik asit, ferulik asit ve
bunlarin yani sira kersetin, kemferol, linoleik asit ve apigenin gibi bazi biyoaktif
metabolitler oldugu gosterilmistir. L.orientalis’in yapraklarindan hazirlanan etanol
ekstresinde DPPH yontemi ile radikal siipiiriicti aktivitesi 1Cso 3.11 mg/ml olarak
bulunmustur. Fenolik bilesiklerin varliginin antioksidan kapasitesindeki artisa neden

oldugu diistintilmektedir (Sarag¢ ve Sen, 2014).

L. orientalis’in yapraklarinin etanollii ekstresinin herhangi bir genotoksik
etkiye sahip olmadigi, 1Cso degeri 3.11+0.024 mg/ml ile gii¢lii bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Toplam fenolik icerigin 333.14+7.96 mg/g
oldugu belirlenmistir (Sarag ve Sen, 2014).

L. orientalis yapraklarindan elde edilen ekstrenin, kiiltiir levreginin kalitesi ve

raf omrii lizerine dogal bir koruyucu olarak etkisinin degerlendirildigi calismada,
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ozellikle oksidasyon gostergesi olan TBA acisindan eksStraksiyon gruplari ile kontrol
grubu arasinda onemli bir fark bulunurken, yaprak ekstresi uygulanan levrek
baliklarinin raf 6mriiniin duyusal olarak kontrol grubuna oranla 3 giin daha fazla

oldugu goriilmiistiir (Yapici ve ark., 2015).

L. styraciflua yapraklarinin ugucu yaglarinin diisiik sitotoksisite ile anti-
inflamatuvar ve antioksidan etkiye sahip oldugu belirlenmistir (El-Readi ve ark.,
2013).

L. formosana tiiriiniin anti-tiimér, anti-koagiilan ve hepatoprotektif etkinlik
gosterdigi cesitli caligsmalarla gosterilmistir (Yang ve ark. 2011; Yang ve ark. 2013).
L. formosana yapragina ait farkli ekstrenin antioksidan aktiviteleri ve toplam fenolik,
toplam flavonoit potansiyellerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, tiim ekstrenin
butile hidroksitoluen'den daha yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi, antioksidan
aktivite, fenolik ve flavonoit igeriginin ekstreler arasinda benzerlik gostererek

etkinlik sirasinin etanol>su>aseton oldugu belirlenmistir (Wang ve ark. 2010).

L. formosana ve bundan izole edilen bilesikler; anti-tiimor, anti-koagiilan ve
hepatoprotektif etki disinda; anti-mikrobiyal, anti-viral, anti-inflamatuvar, anti-
depresan gibi farmakolojik etkilere sahiptir. L. formosana yapraklari giiclii bir
antioksidan kaynagidir ve serbest radikallerin olusumunu azaltabilir veya 6nleyebilir.
Bitkinin sahip oldugu bir¢ok farmakolojik aktivite terpenoit ve flavonoitlerden dolay:

gibi gérinmektedir (Yang ve ark., 2011).

L. formosana meyveleri (Lulutong, Jiukongzi, Fructus Liquidambaris olarak
da bilinir) binlerce yildir Cin’de geleneksel Cin Tibbi olarak kullaniimaktadir. Eklem
artraljisi, uyusma, kramp, odem, sigkinlik gibi durumlart tedavi edebildigi
belirlenmistir (Ouyang ve ark., 2016). Lulutong’un diklorometan ekstresi, HT-29
hiicreleri tizerinde belirgin sitotoksik etki sergilerken, metanol ekstresi sitotoksisite

lizerine minimal ve ihmal edilebilir etkiler gostermistir (Zhang ve ark., 2015).

L.formosana balsamindaki pentasiklik triterpenler arasinda, 3-keto iskeletine
sahip triterpenik asitlerin, MDA-MB-435S tiimor hiicrelerine karsi anlamli derecede
sitotoksik etki gostermesinden dolayi, bitkide yaygin olarak bulunan anti-timor

etkiye sahip bir bilesik siifi oldugu 6ne siiriilmistiir (Yang ve ark., 2011).
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L.formosana, yapragi ve meyvesinden elde edilen ¢ok sayida ugucu yag
bilesikleri mevcuttur. Bunlar terpenler, sinnamik asitler ve o-pinen, B-pinen, 4-
terpineol, a-terpineol, kamfen, juniperen, terpinen (o, P, y-konfigiirasyonu) olarak
sayilabilir (Lee ve ark., 2009; Hua ve ark., 2014). Fenolik asitler ve taninler
L.formosana’nin  yapraklarinin ana bilesenlerinden Dbiridir. Yaprak fenil
propanoitlerinin bilesimi baslica galik asit, p-hidroksi-benzoik asit, 3-metoksi-4-
hidroksi-benzoik asit, 3,5-dihidroksi-4-metoksi-benzoik asit, 3,4-dihidroksi-benzoik
asit ve 3,4-dihidroksi-5-metoksi-benzoik asittir (Liao ve ark., 2014).

Gallik asit, L.formosananin yapraklari ve meyvelerinde 6nemli miktarda
bulunmaktadir. Bu nedenle, bu bilesik bitkinin, kalitesini degerlendirmek igin
siklikla kullanilmaktadir (Feng ve ark., 2015). Yaprakta tanen igerigi ise
kabugundakinden yaklasitk % 13 daha yiiksektir (Zheng ve Zhang, 2004).
Flavonoitlerden ise; rutin ve astragalin gibi gesitli flavonoitler elde edilmistir. Son
yapilan ¢aligmalarda ise 2S-5,7,4'-trihidroksifavan-7-0-3-D-glikopiranozit, 2S-5,7,4'-
tic hidroksi glikopiranozit ve diger yeni flavan glikozitleri L.formosana
yapraklarindan izole edilmistir (Zhong ve ark., 2013). L.formosana yapraklarindan
elde edilen ugucu yagmn, TNF-a ile uyarilmis insan akciger hiicre hatti (BEAS-
2B)’nda deksametazon ile birlikte uygulandiginda IL-6 proteininin ekspresyonunu
baskilayarak anti-inflamatuvar aktivite sergiledigi gosterilmistir (Yang ve ark.,
2013).

Lulutong’dan izole edilen iki triterpenik asit olan 25-asetil-3a-hidroksi
oleanolik 12-en-28-oik asit ve 30, 25-dihidroksi-12-en oleanolik asidin, HT-29 ve
HCT-116 hiicreleri tizerinde 6nemli inhibe edici etkiler gosterdigi bulunmustur
(Zhang ve ark., 2015). Lulutong metanollii ekstresinden izole edilen baska bir
triterpenoid asit olan 3a-asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit ve lantanolik
asitin, NFAT transkripsiyon faktoriiniin diizenleyicileri olarak is gordiigii rapor
edilmistir. Aktif NFAT, kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu artirabilir.
Bununla birlikte, asir1 aktive olmus NFAT, otoimmiinite ve bagisiklik reddi gibi bir
dizi patolojik ve inflamatuvar reaksiyona yol agmaktadir. Bu bilesiklerin, sirasiyla
4.63 M ve 12.62 uM ICsg ile NFAT iizerinde giiglii bir anti-tiimor aktivitesi oldugu
kanitlanmistir (Dat ve ark., 2004).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Deneyler asamasinda kullanilan cihazlar ve ekipmanlara dair bilgiler Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Laboratuvarda kullanilan cihaz ve ekipman listesi.

Cihaz/Ekipman
Sogutmah santrifiij
RT-PZR

PZR

Elisa plate reader

Derin dondurucu (-80 °C)
Mikro santrifiij

Santrifiij

Manyetik karistirici
Isitmah karistiricl

pH metre

Nanodrop

Hassas terazi
Elektroforez tanki

Gii¢ kaynag:
Transiluminator
Inkiibator

Inverted mikroskop
CO5'li inkiibator

Class II biyogiivenlik kabini
Binokiiler mikroskop
Otomatik mikropipet seti
Derin dondurucu (-20 °C)
Vorteks

Mikrodalga firin

Akis sitometrisi

Marka

Niive (NF 200)
Biorad CFX Connect
peQLab primus
Biotek epoch

VWR

Hettich 200R
Hettich Rotofix 32A
Biosan

Heidolph

WTW inoLab
Maestro

Kern

Thermo scientific
Thermo scientific
Syngene

Niive

Olympus BX51
Thermo

Scanlaf

Olympus CXX41
Ependorf
Argelik

VWR

Argelik

Muse
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Deneyler asamasinda kullanilan sarf malzemelere dair bilgiler Tablo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.2. Laboratuvarda kullanilan sarf malzeme listesi.

Kullanilan sarf malzemeler Marka
Steril kiiltiir kaplar1 (Petri/flask) Nest
Hiicre kiiltiir flasklar1 (75 cm?) Nest

Hiicre kiiltiir flasklar1 (25 cm?)

Orange scientific

Hiicre kiiltiir plakalar: (96 kuyulu) Nest
Hiicre kiiltiir plakalar: (6 kuyulu) Nest
Hiicre kiiltiir plakalar: (24 kuyulu) Nest
Cell scraper Biologix
Steril filtre ucu (0,45 pm) Sarstedt
Santrifiij tiipii (15 ml) Isolab
Santrifiij tiipii (50 ml) Isolab
Pipet uglari Isolab
Kriyovial (2 ml) Isolab
Pastor pipeti Marienfeld
Tek kullamimlik serolojik pipet (5ml) Sarstedt
Tek kullammlik serolojik pipet (10ml) Sarstedt
Tek kullammmlik serolojik pipet (25ml) Sarstedt
Tek kullammmlik serolojik pipet (50ml) Sarstedt
Pipetor Labcon

Matrigel Invasion Chamber

BD Biosciences
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Deneyler asamasinda kullanilan Kimyasal malzemelere dair bilgiler Tablo

3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Laboratuvarda kullanilan kimyasallarin listesi.
Kullanilan kimyasallar

Agaroz

Asetik asit

Dimetil siilfoksit (DMSO)

DMEM besiyeri

DNA marker

Metanol

Etidyum bromiir
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
Sicaklik ile inaktive edilmis FBS
Gliserol

Hidrojen peroksit

Hidroklorik asit (HCI)

FBS (inaktif)

Metanol

Tuzlu fosfat tamponu (PBS)
Penisilin/streptomisin

Primerler

Proteinaz K

Folin Ciocalteu

DPPH

Trizol

Dnase | (Rnase-free)

Tripsin-EDTA

Tris

Tween 20

Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium (DMEM)
PRMI-1640 Medium (L-glutamine+25mM HEPES)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Nuclease-free steril su
Penisilin/streptomisin soliisyonu
L-Glutamin

Human TNF-a

Marka
Peglab
Thermo
Sigma
Thermo
Thermo
Sigma
Sigma
Ambresco
Capricorn
Merck millipore
Thermo
Thermo
Thermo
Thermo
Capricorn
Capricorn
Alfa DNA
Sigma
VWR
Sigma
VWR Amresco
Thermo
Sigma
Ambresco
Thermo
Sigma
Sigma
Biowest
Sigma
Capricorn
VWR
Sigma
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Deneyler asamasinda kullanilan ticari Kitlere dair bilgiler Tablo 3.4’de

verilmistir.

Tablo 3.4. Laboratuvarda kullanilan kitler.

Kullanilan Kitler Marka
XTT Cell proliferation kit Biological Industries
Matrigel invasyon chamber (24 well plate) Corning
First strand cDNA sentez kiti Biorad
EvaGreen qPCR Master Mix Abm
Human NF-kB ELISA kit Elabscience
Human IL-6 ELISA kit Elabscience
Human IL-8 ELISA kit Elabscience
Human IL-10 ELISA kit Elabscience
DeadEnd colorimetric tunel System Promega
Annexin V & dead cell kit Muse™

3.2. Bitkinin Temini ve Numunelerin Hazirlanist

L.orientalis balsami, yaprak ve meyvesi T.C. Orman Bakanligi, Orman Genel
Miidiirliigii, Devlet Orman Isletmesi Mugla Miidiirliigii’nden temin edilmistir. Ornek
numuneler Gazi Universitesi Ogretim Uyesi Prof.Dr. Zeki AYTAC tarafindan teshis

edilmis ve Gazi Universitesi Biyoloji Boliimii herbaryumunda kayit altina alinmustr.

L.orientalis meyve ve yapraklari giines gormeyen serin bir yerde kurutulmus

ve toz edilmistir.

3.3. Ekstraksiyon
3.3.1. Balsam

Ayirma hunisi igerisine 166.56 g L.orientalis balsami iizerine 500 ml metanol
konularak 1 gece bekletilmistir. Uzerine (1:1 h/h) oraninda dH,O eklenerek ekstre
edilmis ve bu islem iki kez tekrarlanmistir. Daha sonra bu karisim tizerine 10 kez 300
ml kloroform ilave edilerek ekstre edilmistir. Kloroform ekstresi algak basing altinda
ve diislik sicaklikta (40°C) rotavapor kullanilarak kuruluga kadar yogunlastirilmistir.

Kalan sulu metanollii faz da yine rotavapor kullanilarak yogunlastirilmistir. Balsam
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ve balsamdan elde edilen ekstreler in vitro aktivite deneylerinde kullanilincaya kadar

+4°C°de saklanmustir.
3.3.2. Yaprak

184.56 g’lik yaprak ve 145.18 g’lik meyve drnekleri 3 farkli polariteye sahip
¢oziicii (n-hekzan, etil asetat ve metanol) kullanilarak ekstre edilmistir. i1k olarak
kurutulmus ve toz edilmis yapraklar tartildiktan sonra sirasiyla, n-hekzan (2.5 L x 6);
etil asetat (2.5 L x 6) ve metanol (2.5 L x 6) ile ekstre edilmistir. Ekstreler

stiziildiikten sonra, rotavapor kullanilarak diisiik sicaklikta (40°C) yogunlastirilmistir.
3.3.3. Meyve

145.18 g meyve tartilarak sirasiyla, n-hekzan (2.5 L x 6); etil asetat (2.5 L x
6) ve metanol (2.5 L x 6) ile ekstre edilmistir. Ekstreler siizlildiikten sonra, rotavapor

kullanilarak diisiik sicaklikta (40°C) yogunlastirilmistir.
3.3.4. Sabit Tartim

Rotavaporda distillenen ekstreler darasi alinmis flakon igerisine alinarak
kurumaya birakilmistir. Tamamen kurutulan ekstreler 50 °C’de etiiv igerisine
konulmustur. Etiivde 1 saat ara ile kurutulan ekstreler tahta masa ile alinarak
desikatorde sogutulduktan sonra tartilmistir. Sabit tartima gelinceye kadar isleme

devam edilmistir.

3.4. Ekstreler Uzerinde Yapuan Fitokimyasal Analizler

3.4.1. L.orientalis’in Toplam Fenolik Iceriginin Belirlenmesi

L.orientalis’in 8 farkli ekstresine ait fenolik madde igerigi Folin-Ciocalteu
reaktifi (FCR) ile tayin edilmistir (Singleton ve ark., 1999). Yontemin temeli
fosfotungustik ve fosfomolibdik asitlerden olusan FCR’nin fenolik bilesikler ile
sadece bazik ortamda reaksiyon vererek mavi renkli kompleksler olusturmasina
dayanmaktadir (Ainsworth ve Gillespie, 2007). Reaksiyon sonucunda olusan bu

renkli bilesik fenolik madde miktariyla dogru orantilidir.

L.orientalis’e ait n-hekzan, etil asetat, metanol ve kloroform ekstrelerinden 10

mg/ml konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerden 100 pl
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alinarak tizerine 250 pl FCR reaktifi (2.0 N) eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika
bekletilmistir. Uzerine 750 pl % 20’lik Na,COs3 (Sigma) ¢ozeltisi ilave edilerek
hacmi 10 mPye dH,O ile tamamlanmistir. 25 °C’de su banyosunda 2 saat
bekletilmistir. Siirenin sonunda UV spektrofotometrede 760 nm dalga boyundaki
absorbanslar1 kontrole karsi okunmustur. Analizler {i¢ tekrarli olarak yiiriitiilmiis ve

sonuglar ortalama+standart sapma degerleri olarak ifade edilmistir.

Gallik asit i¢in ise; 5 mg/ml’lik stok ¢oOzeltisi hazirlanarak 50-500 pg/ml
arasinda degisen konsantrasyonlar icin seyreltmeler yapilmistir. Sonrasindaki
islemler orneklerde oldugu gibidir. Toplam fenolik madde sonuglart gallik asit

standart grafiginden elde edilen formiil kullanilarak hesaplanmstir.

Toplam fenolik igerik formiilii: mg GAE (Gallik asit esdegeri)/g kuru ekstre
agirlik = [(Abs (6rnek) - Abs (6rnek kor)) - Abs (kor)]/egim X DF

3.4.2. L.orientalis’in Toplam Flavonoit I¢eriginin Belirlenmesi

L.orientalis’e ait tiim ekstrelerin toplam flavonoit igerigi; Moreno ve ark.
(2000)’nin yapmis oldugu aluminyum kloriir (AlCl3) kolorimetrik metoduna gore
belirlenmigtir. Yontemin prensibi, AlCl;, C-4 keto gruplari ve flavonlar ve
flavonollerin ya C-3 ya da C-5 hidroksil gruplari ile asit stabil kompleksler
olusturmas1 ve ek olarak, flavonoidlerin A veya B halkasinda ortodihidroksil

gruplariyla asit kararsiz kompleksler olusturmasidir (Bag ve ark., 2015).

10 mg ekstre tartilarak 5 ml metanolde ¢ozdiiriilmistiir. Ayr1 bir tiiplin
igerisinde 2.8 ml dH,0, 0.1 ml potasyum asetat (CH3CO;K), 0.1 ml AICl; ve 1.5 ml
metanol ilave edilerek hacmi metanollii ekstre ile 5 ml’ye tamamlanmistir. Oda
sicakliginda en az 30 dakika bekletildikten sonra absorbansi, UV spektrofotometre
kullanilarak 415 nm’de kore karsi Olgiilmiistiir. Sonuglar, kersetin standart egrisi
kullanilarak hesaplanmistir. Analizler {li¢ tekrarli olarak yiiriitiilmiis ve sonuglar

ortalamatstandart sapma degerleri seklinde verilmistir.

Toplam flavonoit igerik formiilii: mg QE/g kuru ekstre agirlik = [(Abs (6rnek) - Abs
(6rnek kor)) - Abs (kor)]/egim X DF
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3.4.3. Kromatografik Analiz

Kromatografik ayirim; Agilent Dual Jet Stream elektrosprey iyonizasyon
(Dual AJS ESI) arayiizii ile donatilmis bir Agilent 6550 iFunnel yiiksek ¢oziintirliiklii
Kesin Kiitle QTOF-MS kullanilarak yiiriitilmistiir. Poroshell 120 EC-C18 (3.0X50
mm, parcacik boyutu 2.7 uM) (Agilent) kolonu bilesikleri ayirmak i¢in tercih
edilmistir. Mobil fazlar Tablo 3.5°de verilen basamaklara dayanan gradient
kullanilarak, su ve % 0.1 formik asit karigimi1 mobil faz A ve asetonitril mobil faz B
olarak uygulanmistir. Kolon 30 °C'de tutulmus, enjekte edilen 6rnek hacmi 2 ul ve

kullanilan akis oran1 0.5 ml/dak olarak belirlenmistir.

Tablo 3.5. Gradient kosullari.

Siire (dakika) Mobil faz
0 %5B
5 % 62 B
10 % 68 B
19 % 80B
34 %95 B
37 %5B
5 Sartlanma donglisi

MS analizi, kurutucu gaz akisi 14.0 L/dK; nebilozor gaz basinct 35 psi;
kurutucu gaz sicakligi 290 °C; sheath gaz sicakligi 400 °C; sheath gaz akig1 12 L/dak
azotta pozitif iyonda calisilmistir. Kiitle spektrumlari, 50-1700 m/z'lik bir kiitle

araliginda negatif iyonizasyon modunda kaydedilmistir.

Entegrasyon ve veri detaylandirma “MassHunter Workstation” yazilimi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Agilent METLIN Metabolomiks veritaban1 ve
kiitiphanesi ve tam kiitle kisisel bilesik veri taban1 ve kiitliphanesi

(METLIN_AM_PCDL) analitleri tanimlamada kullanilmistir.

3.5. Biyolojik Aktivite Tayinleri

3.5.1. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

L.orientalis’e ait tiim ekstrelerin antioksidan aktivitesi; 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) yontemi ile belirlenmistir. DPPH’in siipiiriicti aktivitesi, Blois
ve ark. (1958) tarafindan ortaya konulan yontem baz alinarak saptanmustir (Sekil

3.1). Azot kopriisiinde eslesmemis bir elektron tasimasi nedeniyle, DPPH kararli bir
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serbest radikalidir. Yontemin prensibi mor renkli DPPH ¢ozeltisinin bir H+ alicist ile
karistirildiginda, radikal olmayan soluk renkli indirgenmis forma doniismesi ve bu
renk doniisiimiiniin de 517 nm dalga boyunda UV spektrofotometre ile Ol¢lilmesi

esasina dayanmaktadir (Chen ve ark., 2013).

DPPH radikali 5 mg tartilarak 100 ml metanolde ¢oziilmiis ve etrafi
aliminyum folyo ile sarilmistir. Soliisyon her defasinda giinliik olarak hazirlanmistir.
0.01 gr ekstre tartilarak 10 ml metanolde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu 1 mg/ml stok
¢ozeltiden 6 farkli konsantrasyonda (50 ug/ml, 100 ug/ml, 150 ug/ml, 200 pg/ml,
250 pg/ml ve 300 pg/ml) diliisyonlar hazirlanmistir. Tiiplere once 100 ul istenilen
konsantrasyondaki ekstreler konulmus ve tizeri 3 ml’ye DPPH ¢ozeltisi ile
tamamlanmistir. Hazirlanan tiipler 30 dk boyunca karanlik bir yerde ve oda
sicakliginda birakilmistir. Siire sonunda Orneklerin absorbanslart 517 nm’de
Olciilmiistiir. Kontrol kuyusu olarak metanol kullanilmistir ve diger sartlar ayni
olacak sekilde tizerine DPPH c¢ozeltisi ilave edilmistir. Standart madde olarak ise
ayn1 konsantrasyon ve sartlarda L-askorbik asit hazirlanmis ve absorbansi 6l¢iilerek
regresyon grafigi ¢izdirilmistir. Orneklerin antioksidan aktiviteleri L-askorbik asit’e

esdeger olarak hesaplanmistir (Wang ve ark., 2010).

Q N, Q NOz
N—N*@’NOZ + 7 e H — N—:@Noz + ¢ n
VIR N 3R

DPPH DPPH-H

Pembe-mor Renksiz

@' H Antioksidan gostergesi

Sekil 3.1. DPPH reaksiyon mekanizmasi (R:H; antioksidan radikal siipiiriicii, R; antioksidan radikali)
(Liang ve Kitts, 2014).

Antioksidan aktivite, DPPH radikalinin siipiiriicii etkisinin yiizdesi olarak
ifade edilmistir:
Sﬁpﬁrﬁcﬁ akthltC yﬁZdeSl % = [(Akontr0| _Aémek) / Akontro|)] X 100

Aontrol = Kontroliin absorbansi (Test edilmeyen DPPH soliisyonu)

Asmek = Deney numunesinin absorbanst (DPPH soliisyonu + ekstre)
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3.5.2. Anti-proliferatif Etkinin Belirlenmesi

HT-29 ve HCT-116 hiicrelerinde L.orientalis ekstrelerinin anti-proliferatif
etkileri, tiretici firmanin talimatlarina gore “Hiicre Proliferasyon XTT Kiti” (Cell

Proliferation XTT Kit Biological Industries) kullanilarak arastirilmistir.

Hiicre proliferasyonu, metabolik olarak aktif olan hiicrelerde mitokondrial
siksinat tetrazolyum rediiktaz sisteminin, sar1 renkli XTT tetrazolyum tuzunu
turuncu renkli formasan bilesiklerine indirgenme 6zelligine dayanir (Sekil 3.5). Test
toksik maruziyet sonrasit sagkalim hiicrelerini gosterir. Canli hiicreler tarafindan
tiretilen ¢Oziiniir fomazanin absorbanst 450 nm’de ELISA okuyucu kullanilarak
kolaylikla nicellestirilebilir. Referans dalga boyu olarak 630 nm kullanilmistir. Her
bir doz 3 tekrarli ¢alisilmistir (Sukhramani ve ark., 2011).

MeO MeQ

N N NO

- ""N NJ |

= H .

N=N N SO, .-

Q o
litokondrial MeQ ND:

XIT tetrazulj.‘um dehidrogenaz XTT formazan

Sekil 3.2. XTT tetrazolyumun XTT formazana indirgenmesi
(https://www.applichem.com/fileadmin/Service/Downloads_en/Proliferation_e_AppliCations_No12_
150dpi_Webversion.pdf).

1. 96 kuyulu plakalara her kuyuda 5000 hiicre olacak sekilde 100’er pl HT-29
ve HCT-116 hiicresi ekilmistir.

2. Hiicrelerin yapigsmasi i¢in 37 °C’de CO; inkiibatoriinde 24 saat inkiibe
edilmistir.

Stire sonunda hiicrelerin yapisip yapismadiklart mikroskop altinda
incelenmistir.

3. Uygun doluluga ulastiklarindan emin olduktan sonra kuyulardaki
besiyerleri aspire edilmis, 100 pl taze besiyeri ile hazirlanmig ekstrelerin tim

konsantrasyonlar1 her bir kuyuya eklenmistir.

57



4. Hicreler ekstrelerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢alisma
soliisyonlart ile ayr1 ayrt muamele edilmistir (Sekil 3.6).

5. Islemlerden sonra, hiicreler 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon i¢in birakilmustir.

6. Inkiibasyondan sonra, 96 kuyulu plakada kullanilacak kuyu sayis1 basina;
100 pl besiyeri, 50 pl XTT reaktifi ve toplamda gereken XTT reaktif miktarinin
1:100’1 kadar aktivasyon soliisyonu eklenmistir.

7. Her kuyuya 150 ul soliisyon karisimindan ilave edildikten sonra plakalar
37 °C'de CO; inkiibatoriinde 4 saat siireyle inkiibe edilmistir.

8. ELISA plaka okuyucu ile 450 nm dalga boyunda ve 630 nm referans
araliginda numunelerin emilimi 6l¢iilmiistiir.

9. Hiicre canlilig1 yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

% Hiicre canliigi = [Abs (ekstre uygulanan hiicre) — Abs (hiicresiz
besiyeri)]/[Abs (ekstre uygulanmayan hiicre) — Abs (hiicresiz besiyeri)] x 100

10. Elde edilen sonuglara gore, ICsp (canliligt % 50 azaltmak icin gereken

konsantrasyon) degerleri hesaplanmustir.

1909000000000

000000000000

Sekil 3.3. XTT testlerinin 96 kuyulu plaklardaki diizeninin gosterimi (B2-D2;1.doz, B3-D3;2.doz, B4-
D4; 3.doz, B5-D5;4.doz, B6-D6; 5.doz, B7-D7; 6.doz; B8-D8; 7.doz, B10-D10;blank; B11-
D11;negatif kontrol.
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3.5.3. Hiicre Kiiltiirii
3.5.3.1. HCT-116 ve HT-29 Hiicre Hatt1 Temini

Calismamizda, insan kolon karsinoma hiicre hatlar1 olan HCT-116 hiicreleri
Dog. Dr. Abdullah YALCIN 1, HT-29 hiicreleri ise Prof. Dr. Engin ULUKAYA’nin

laboatuvarlarindan saglanmistir (Sekil 3.2 ve 3.3).
3.5.3.2. Hiicre Inkiibasyon Kosullari

HCT-116 hiicreleri % 10 fetal sigir serumu (FBS), 100 Ul/ml penisilin ve 10
mg/ml streptomisin igeren yiiksek glukozlu DMEM besiyeri iginde, HT-29 hiicreleri
ise % 10 fetal sigir serumu (FBS), 100 Ul/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin
iceren RPMI-1640 besiyerinde kiiltire alinmigtir. Kiiltirler 37 °C’de, % 5
karbondioksit (CO;) ve % 95 nem igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicre
kiiltiiri calismalar1 Simif II Gilivenlik Kabini'nde yapilmistir. Her giin inverted
mikroskop altinda biiyiimeleri kontrol edilerek 2-3 giin siire ile besiyerleri

yenilenmistir.
3.5.3.3. HCT-116 Hiicre Morfolojisi ve Ozellikleri

HCT-116 hiicre hatti, 1981 yilinda Brattain ve ark. tarafindan kolorektal
adenokarsinoma olan bir erkekten alinmig ve tretilmistir (Amerikan Doku Kiiltiirti
Koleksiyonu-ATCC 2014). Epitel benzeri kiigiik hiicre morfolojisine sahip olan bu
hiicre hatt1, transforme edici biiyiime faktorii beta-1 (TGFB-1) ve transforme edici
biiylime faktorii beta-2 (TGFB-2) genlerini yiiksek diizeyde eksprese etmesinin

yaninda ras geninde de mutasyon tasimaktadirlar (Brattain ve ark., 1982).
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Sekil 3.4. HCT-116 Hiicre Hattt Morfolojisi (ATCC).

3.5.3.4. HT-29 Hiicre Morfolojisi ve Ozellikleri

HT-29 hiicreleri; kolorektal adenokarsinomlu 44 yasinda Kafkas bir kadindan
izole edilmistir (Amerikan Doku Kiiltirii Koleksiyonu-ATCC 2014). HT-29
hiicreleri, diger kolorektal kanser hiicre hatlarina gore genellikle daha az metastatik
olarak kabul edilir (Haier, 1999). HT-29 hiicreleri kendiliginden enterositik
farklilasmaya ugramazlar indiiksiyon i¢in glukoz igermeyen bir besiyeri gerekir
(Zweibaum ve ark., 1985).

Bu hiicreler epitel benzeri bir morfolojiye sahip olup; tiimor baskilayici
olarak bilinen p53 geninde mutasyon tasidiklari igin mutant p53 proteini iiretirler.
Ayrica abl, ros ve src genlerini icermezler ve cmyc, KRAS, HRAS, NRAS, myb ve
fos gibi ¢esitli onkogenleri ise eksprese ederler (Trainer ve ark., 1988; He ve ark.,
2015).
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Sekil 3.5. HT-29 Hiicre Hatt1 Morfolojisi (ATCC).

3.5.3.5. Hiicrenin Cozdiiriilmesi

1. -80 °C’den cikartilan kriyovialler igerisindeki hiicreler hemen 37 °C su
banyosunda ¢oziilmiistiir.

2. Dondurulma esnasinda kullanilan DMSO’nun hiicreler lizerindeki canliligi
azaltic1 etkisini azaltmak i¢in kriyoviallere hemen besiyeri eklenmistir. Besiyeri ile
hiicreler nazikce pipetlenmis ve hiicreler 15 ml’lik santrifiij tliplerine aktarilmigtir.

3. Hiicrelerin iizerine yaklagik 10 ml besiyeri ilave edilmis ve 1500 rpm’de 4
dakika santrifiij edilmistir.

4. Hiicrelerin {izerindeki siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet {izerine
6.5 ml taze besiyeri ilave edilerek hiicre ve besiyeri iyice pipetajlanmustir.

5. Hiicreler T25 hiicre kiiltiir flaskina aktarilmistir. Kiiltiire edilen hiicreler 37
°C’de CO; inkiibatorde inkiibasyona birakilmigtir.

6. Hiicrelerin flask yilizeyinde kapladiklart alan mikroskop ile kontrol

edilmistir.
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3.5.3.6. Hiicrenin Dondurulmasi

1. Hiicreler % 80-90 konfluent oldugunda, T25 flask i¢indeki besiyeri
uzaklastirilmis  ve hiicreler, 1 ml Tripsin-EDTA kullanilarak yiizeyden
kaldirilmislardir.

2. Hiicreler 1500 rpm’de 4 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Ustte kalan
kisim atilarak, pelleti 1 ml besiyeri ile sulandirilmistir.

3. Kriyovial tiiplere 100 pl dimetilsiilfoksit (DMSO) ve 900 upl hiicre
medyumu ile siispanse edilen hiicre soliisyonu eklenmis ve hemen -20 °C’ye
konulmustur

4. 1 giin sonra -80 °C’ye kaldirilmustir.
3.5.3.7. Hiicrenin Pasajlanmast

1. T25 flasklara 6.5 ml besiyeri ilave edilmis olan HT-29 ve HCT-116
hiicreleri, 37 °C’de % 95 nem igeren % 5 CO’li inkiibatorde 2-3 giin siire ile
mikroskopta c¢ogalmalari kontrol edildikten sonra taze besiyeri ilave edilerek
pasajlanmasti i¢in hazir hale getirilmistir.

2. Hiicreler % 80-90 konfluent olduklar1 kontrol edildikten sonra, T25 flask
igindeki besiyeri uzaklastirilmig ve hiicreler, 3 ml fosfat tamponlu tuz (PBS) ile
yikanmugtir.

3. Flaskin her tarafinda PBS’in temas etmesi saglandiktan sonra, yapisan
hiicrelere zarar vermeden PBS pastor pipeti ile aspire edilmistir. Her iki hiicre hatt1
icin de tripsin flaska eklenerek 1-2 dakika boyunca 37 °C’de CO; inkiibatoriine
konulmustur.

4. Siire sonunda hiicrelerin flask tabanindan kalkma durumlari kontrol
edilmigstir. Tamamen kalktiklarindan emin olunduktan sonra tripsinin inaktivasyonu
icin flaska 4 ml taze besiyeri ilave edilmistir.

5. Serolojik pipet yardimiyla tiim flask icerigi dikkatlice 15 ml’lik falkon tiipe
konulmustur. 1500 rpm’de 4 dakika boyunca santrifiijlenmistir.

6. Siire sonunda siipernatant uzaklastirilmis, lizerinde taze besiyeri eklenerek
hiicre pelleti ¢ozdiiriilmiistiir.

7. Istenilen hiicre yogunluguna gére taze besiyeri ile homojen hale getirilen

hiicreler T25 flaska ekilmistir.
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3.5.3.8. Hiicre Sayinu

T25 flasklarindaki hiicreler tripsinize edildikten sonra, hiicrelerin iyice
homojenize olmalar1 saglanmistir. 50 ul hiicre stispansiyonu 50 ul tripan mavisi ile
kanstirnlmistir. Hiicre sayimi, 1sik mikroskobu altinda hemositometre lami
kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.4). Hemositometre laminin her iki tarafina
13’er pl hiicre ve tripan mavisi karisimi enjekte edilmistir. Hiicreler sayildiktan
sonra, iki odacik ortalamasi alinmis ve ml basma hiicre sayist asagidaki gibi
hesaplanmaistir;

Hiicre sayisi/ml = Iki odacigin ortalama hiicre sayisi x DF x 10*
(DF = Trypan mauvisi ile yapilan diliisyon faktorii)

(10* = Hemositometre boyutlarindan hesaplanan faktor)

Sekil 3.6. Hemositometre lamina ait bir odacik.
3.6. Ekstrelerin Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmast

L.orientalis’e ait tiim ekstrelerin HT-29 ve HCT-116 hiicre hatlarinin
proliferasyonu {izerine sitotoksik etkisi XTT metodu ile geceklestirilmistir. ilk
olarak, L.orientalis balsam kloroform ekstresi 4 mg tartilarak, 50 pl % 0.1 DMSO
igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve ardindan hacmi besiyeri ile 5 ml’ye tamamlanmigtir. Stok
caligma soliisyonundan 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 300
ug/ml, 400 pg/ml, 500 pg/ml ve 750 pug/ml olacak sekilde farkli konsantrasyonlar
hazirlanmistir. Diger ekstreler igin ise 50 pg/ml, 125 ug/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml,
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750 pg/ml, 1000 pg/ml, 1250 pg/ml ve 1500 pug/ml arasindaki konsantrasyonlar stok

calisma sollisyonu seyreltilerek hazirlanmistir.
3.7. Gen Ekspresyon Analizi

XTT testi ve kromatografik analiz sonrasi L.orientalis’ten elde edilen 8 farkli
ekstre i¢erisinden hem HCT-116 hem de HT-29 hiicre hatlarinda en toksik etkili olan
yaprak metanol ekstresi secilerek morfolojik, transkripsiyonel ve translasyonel
seviyede detayli olarak mekanizmasi arastirilmistir. Gen ekspresyon seviyesindeki

degisikliklerin analizi i¢in RT-PZR (Biorad CFX Connect) kullanilmustir.
3.7.1. HCT-116 ve HT-29 Hiicrelerinden Trizol Ile Total RNA Izolasyonu

1. 6 kuyulu plakalara her bir kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde hiicreler
ekilmistir. 24 saatin sonunda hiicreler mikroskop altinda kontrol edilmistir.

2. Kontrol kuyusundaki besiyeri aspire edilerek taze besiyeri eklenmis, doz
uygulanan kuyu i¢in ise mevcut besiyeri uzaklastirilarak madde igeren besiyeri ile
yenilenmistir. Hiicreler 37 °C’de CO, inkiibatoriinde 48 saat inkiibasyona
birakilmustir.

3. Siire sonunda her bir kuyucuga 500 pl trizol konularak 5 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra kuyucuklar hiicre kaziyici ile kazinmistir. Pipet
yardimiyla kuyularin igerigi ependorf tiiplerine aktarilmistir.

4. Ependorflarin iizerine 100 pl kloroform ilave edildikten sonra birkag defa
alt iist yapilarak 15 saniye vortekslenmis ardindan 15 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir.

5. Sonrasinda 4 °C’de 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

6. Dikkatlice pipet yardimiyla en iistteki faz yiizeyden alinmis yeni bir
ependorf tiipiine aktarilarak yavas yavas 500 pl izopropanol ilave edilerek alt iist
yapilmustir.

7. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra ependorfun dip kisminda pellet olusup
olusmadig1 kontrol edilmistir. Pelletin iizerine 500 pl %70 EtOH ilave edilerek
pelletin kalkmasi1 saglanmigstir.

8. 4 °C’de 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak

kalan etanol ependorf tiipiinden uzaklastirilmistir.
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9. 50 pl nukleaz i¢ermeyen steril su (nuclease free water) eklenerek pellet
¢Ozdiirilmiistiir.
10. Tim RNA’lar sonraki deneylerde kullanilmak iizere agizlar

parafilmlenerek -80 °C’de saklanmustir.
3.7.2. RNA Miktarinin Belirlenmesi

Izole edilen RNA’larin fenol, protein ve genomik DNA kontaminasyonlari
hakkinda bilgi edinmek igin, 1 ul RNA numunesinin ng/ul cinsinden RNA
konsantrasyonu (230, 260, 280 nm) nanodrop cihazi kullanilarak Ol¢tilmustiir.
A260/A280 igin 2+0.1 arasinda olan RNA ornekleri cDNA elde etmede

kullanilmistir.
3.7.3. Izole Edilen RNA’larin Jelde Yiiriitiilerek Kalitesinin Belirlenmesi

Tim izole edilen RNA’lar 0.1 pg/5ul alinarak, 1 ul jel yiikleme boyasi ile
karistirtlmis ve % 1°lik agaroz jele yiiklenerek 120 V’ta 40 dakika boyunca
elektroforez yardimiyla yiiriitiilmiistiir. Stire sonunda 18S ve 28S rRNA’nin varligi
ve DNA kontaminasyonu olup olmadigi transiliiminatér yardimiyla gozlenmistir

(Sekil 3.7).

}_ genomik DNA

] 28S rRNA
}_ 18S rRNA

Sekil 3.7. izole edilen RNA’larin kalitesini gosteren drnek jel goriintiisi.
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3.7.4. DNaz Muamelesi ile Genomik DNA’nin Uzaklastirilmasit

DNA kontaminasyonundan emin olunmayan tiim Ornekler i¢in DNaz
uygulamasi tiretici firmanin (Thermo Scientific, DNase, RNase-Free, Lot: 00297845)
protokoliine gore yapilmistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. DNaz uygulamas.

DNaz Uygulamasi Miktar
RNA 1 ug
10X Buffer (MgCly,) 1ul
DNaz | 1ul
DEPC Su X ul

TOPLAM 10 ul

Tablo 3.6’da verilen miktarlar1 igeren karisim vortekslenir. Kisa bir siire
sonra 37 °C’de 30 dakika yari kantitatif PZR‘da inkiibe edilmistir. Siire sonunda
tizerinde enzimatik reaksiyonu durdurmak i¢in 1 ul 50 mM EDTA ilave edilerek, 65
%C’de 10 dakika daha yari kantitatif PZR’da inkiibasyona birakilmistir.

3.7.5. cDNA Sentezi

cDNA sentezine gecilmeden once izole edilen tiim RNA’lar genomik DNA
uzaklastirilmasinin ardindan 1 pg olarak sabit bir miktara esitlenmistir. CDNA
sentezi, iScript™ cDNA Sentez Kiti (BIORAD) kullanilarak iiretici firmanin
talimatlarina gore yapilmistir (Tablo 3.7). Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra
yar1 kantitatif PZR’da (Peqlab); +25°C’de 5 dakika, +42°C’de 30 dakika, +85°C’de 5

dakika bekletilerek reaksiyon sonlandirilmistir.

Tablo 3.7. cDNA sentez reaksiyonu.

Komponentler Herbir reaksiyon hacmi
5X iScript reaksiyon mix 4 ul
iScript reverse transkriptaz 1pul
Nukleaz free water X ul
RNA tamplate lug
Toplam hacim 20 ul
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3.7.6. Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)
3.7.6.1. NF-xB Yolag: Gen Ekspresyon Analizi

Gen ekspresyonlarinin kantitatif analizinde, NF-kB sinyal yolaginda bulunan

ve sinyal ile iliskili 88 gen ve 8 housekeeping gene 6zgii primer setlerini (Real Time

Primers, LLC, Elkins Park, PA) igeren PZR paneli kullanilmigtir. 96 kuyulu

plakalarda bulunan NF-kB sinyal yolagi genlerinin ve housekeeping genlerin listesi

Tablo 3.8’de verilmistir.

Cift iplikli DNA’ya baglanabilen SyberGreen, interkalasyon ajani olarak

kullanilmistir. Analiz sonucu degerler C; olarak kaydedilmistir. Negatif kontrol

olarak c¢cDNA icermeyen onun yerine aynt miktarda ddH20 iceren karigim

kullanilmistir. Reaksiyon steril 8’1i RT-PZR stripleri igerisinde gerceklestirilmistir.

Tablo 3.8. NF-kB sinyal yolagi ile iliskili genler.

Kuyu
no
Al
A2
A3
Ad
A5
A6
A7
A8
A9
Al10
All
Al2
Bl
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
C1
C2
C3

Gen

AGT
AKT1
ATF1
BCL10
BCL2
BCL2L1
BCL3
BIRC2
BIRC4
CASP1
CASP8
CCL2
CD40
CFLAR
CHUK
CSF1
CSF2
CSF3
EDARADD
EDG2
EGR1
ELK1
F2R
FADD
FASLG
FOS
GJAl

Tanimi

Angiotensinogen

V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
Activating transcription factor 1

B-cell CLL/lymphoma 10

B-cell CLL/lymphoma 2

BCL2-like 1

B-cell CLL/lymphoma 3

Baculoviral IAP repeat-containing 2

Baculoviral IAP repeat-containing 4

Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase
Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase
Chemokine (C-C motif) ligand 2

CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator
Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
Colony stimulating factor 1 (macrophage)

Colony stimulating factor 2 (granulocyte- macrophage)
Colony stimulating factor 3 (granulocyte)
EDAR-associated death domain
Lysophosphatidic acid receptor 1

Early growth response 1

ELK1, member of ETS oncogene family
Coagulation factor Il (thrombin) receptor

Fas (TNFRSF6)-associated via death domain

Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene
Gap junction protein, alpha 1, 43kDa
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C4 HMOX1 Heme oxygenase (decycling) 1

C5 HTR2B 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B

C6 ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1 (CD54)

C7 IFNA1 Interferon, alpha 1

C8 IFNAB1 Interferon, beta 1

C9 IFNG Interferon, gamma

C10 IKBKB Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells, kinase beta

Cll1 IKBKE Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells, kinase epsilon

C12 IKBKG Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells, kinase gamma

D1 IL10 Interleukin 10

D2 IL12A Interleukin 12A

D3 IL12B Interleukin 12B

D4 IL1A Interleukin 1, alpha

D5 IL1B Interleukin 1, beta

D6 IL1IR1 Interleukin 1 receptor, type |

D7 IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)

D8 IL8 Interleukin 8

D9 IRAK1 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1

D10 IRAK2 Interleukin-1 receptor-associated kinase 2

D11  JUN Jun oncogene

D12 LTA Lymphotoxin alpha (TNF superfamily, member 1)

El LTB Lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3)

E2 LTBR Lymphotoxin beta receptor

E3 MALT1 Mucosa associated lymphoid tissue lymphoma translocation
gene 1

E4 MAP3K1 Mitogen-activated protein Kinase kinase kinase 1

E5 MMP7 Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine)

E6 MMP9 Matrix metallopeptidase 9

E7 NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells 1 (p105)

E8 NFKB2 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells 2 (p49/p100)

E9 NFKBIA Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells inhibitor, alpha

E10 NLRP12 NLR family, pyrin domain containing 12

E1l NOD1 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1

E12 PPM1A Protein phosphatase 1A (formerly 2C), alpha isoform

F1 RAF1 V-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1

F2 REL V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog

F3 RELA V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A

F4 RELB V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B

F5 RHOA Ras homolog gene family, member A

F6 RIPK1 Receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1

F7 SELL Selectin L

F8 SELP Selectin P

F9 STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1
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F10 TBK1 TANK binding kinase 1

F11  TICAM1 Toll-like receptor adaptor molecule 1

F12  TICAM2 Toll-like receptor adaptor molecule 2

Gl TLR1 Toll-like receptor 1

G2 TLR2 Toll-like receptor 2

G3 TLR3 Toll-like receptor 3

G4 TLR4 Toll-like receptor 4

G5 TLR7 Toll-like receptor 7

G6 TLRS Toll-like receptor 8

G7 TLR9 Toll-like receptor 9

G8 TMED4 Transmembran emp24 protein transport domain containing4
G9 TNF Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)

G10  TNFAIP3 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

G11  TNFRSF10A  Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a
G12 TNFRSF10B  Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b
H1 TNFRSF1A  Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A
H2 TNFSF10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
H3 TNFSF15 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 15

H4 TRADD TNFRSF1A-associated via death domain
H5 ACTB Actin, beta

H6 B2M Beta-2-microglobulin

H7 GAPD Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase
H8 GUSB Glucuronidase, beta

H9 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
H10 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1

H11  PPIA Peptidylprolyl isomerase A

H12 RPL13A Ribosomal protein L13a

3.7.6.2. Apoptotik Gen Ekspresyonlarinin Analizi

Apoptotik yolak ile iligkili olan p53, Bcl-2, Bax, kaspaz 3, kaspaz 7, kaspaz
8, kaspaz 9, Cycs (sitokrom c) genlerinin kontrol ve doz gruplari arasindaki
ekspresyon farklari RT-PZR (BioRad CFX Connect) cihazinda analiz edilmistir.
Hedef genlere ait primer dizileri Tablo 3.9’da goriildigi gibidir.
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Tablo 3.9. Apoptozla iliskili genlere ait primer dizileri.

Gen Kod Baz nzunlugun Dizisi (5°->3") ™ %% GC Amplikon
(bp) biiyiikliigi
p53 F 22 GAGATGTTCCGAGAGCTGAATG 62 50 129
R 20 TTTATGGCGGGAGGTAGACT 62 50
Bcl-2 F 22 GTGGATGACTGAGTACCTGAAC 62 50 125
R 21 GAGACAGCCAGGAGAAATCAA 62 476
BAX F 20 GGAGCTGCAGAGGATGATTG 62 55 151
R 18 GGCCTTGAGCACCAGTTT 62 55.6
CASP3 F 22 GAGCCATGGTGAAGAAGGAATA 62 45.5 162
R 20 TCAATGCCACAGTCCAGTTC 62 50
CASP7 F S CGAAACGGAACAGACAAAGATG 62 45.5 169
R 20 TTAAGAGGATGCAGGCGAAG 62 50
CASPS F 21 GCCCAAACTTCACAGCATTAG 62 476 160
R 22 GTGGTCCATGAGTTGGTAGATT 62 45.5
CASP9 F 19 CGACCTGACTGCCAAGAAA 62 52.6 153
R 20 CATCCATCTGTGCCGTAGAC 62 55
CYCS F 23 GGAGAGGATACACTGATGGAGTA 62 47.8 102
R 21 GTCTGCCCTTTCTTCCTTCTT 62 476
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3.7.6.3. RT-PZR Kosullar:

Tablo 3.10°da goriildiigii gibi hazirlanan karistm 96 kuyulu mikroplakada

hazir bulunan primerlerden reaksiyon basina gereken miktar mikroplakadan alinarak

reaksiyon karigimina pipetlenmistir. Genlerin ekspresyon seviyelerinin kantitatif

analizi i¢in RT-PZR cihazina konulmustur.

Tablo 3.10. RT-PZR reaksiyon karigiminin hazirlanmasi.

Komponentler

EvaGreen 2X gPCR mastermix

Primer
Dilue cDNA
ddH,O
Toplam

Hacim Son konsantrasyon
5ul 1X

0.3ul 300 nM

1 pul

3.7ul

10ul

RT-PZR’da gergeklestirilen denatiirasyon, amplifikasyon ve soguma

asamalarini iceren dongii profili Tablo 3.11°de gdsterildigi gibidir.

Tablo 3.11. RT-PZR dongii profili.

Sicaklik (°C) Siire Dongii
Baslangi¢ 95 4.00 dakika 1
denatiirasyonu
Denatiirasyon 95 0.30 saniye
Amplifikasyon Anneling 61.5 0.40 saniye 40
Extension 72 0.15 saniye
72 10.00 dakika
95 0.10 saniye
Melting - 1
65 0.05 saniye
95 0.5 saniye
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3.8. Apoptozun Belirlenmesi
3.8.1. TUNEL Yontemi

Hiicresel apoptozun belirlenmesi icin TUNEL testi (DeadEnd™ Colorimetric
Tunel System-Promega) iiretici firmanin talimatlarina uyularak gergeklestirilmistir.
Kromatin kondensasyonu, nuklear fragmentasyon ve apoptotik cisim olusumu
TUNEL testinde apoptozun belirlenmesinde kullanilan karakteristiklerdir. Apoptotik
siirecte genomik DNA fragmentleri, ¢ift zincirli DNA pargaciklar1t meydana getirir.
Bu esnada genomik DNA’da olusan tek zincir kiriklar1 (gentik) rekombinant bir
terminal deoksiniikleotidil transferaz (rTdT) enzimi araciligiyla serbest haldeki 3-OH
ucundaki isaretli dUTP'ye katalitik olarak eklenir ve apoptotik hiicreleri saptar
(Thani ve ark., 2014).

% 4 Metanolsiiz Formaldehit Hazirlama: 100 ml formaldehit, 250 ml
dH,0’da ¢ozdiiriilmistiir.

% 0.2 Triton X-100 Hazirlama: 10 ml Titon X-100, 90 ml PBS’de
¢ozdiiriilmistiir. Bu stok soliisyondan 5 ml alinarak 245 m PBS ile tamamlanmustir.

% 0.3 H,O, Hazirlama: % 30’luk 2.5 ml H;0, 247.5 ml PBS igerisinde
¢cOzdiirtilmiistiir.
Protokol

Deneye ait komponentler Tablo 3.12°de gosterildigi gibidir. Asagidaki
protokolde verilen basamaklar sirayla uygulanmistir.

1. Ependorf tiipiin iginde 1.5x10° hiicre olacak sekilde ekilen eksre
uygulanmis hiicre ve kontrol hiicresi plakalardan kaldirilarak santrifiij edilmistir.

2. 2 kez PBS ile yikanarak resiispanse edilmistir. Ardindan Poly-L-Lysine
kapli lamlara damlatilmistir.

3. Fiksasyon oncesi yaklasik 15 dakika laminar kabin i¢inde kurutulmustur.

4. Lamlar % 10 tamponlu formalin ya da % 4 metanolsiiz formaldehit
soliisyonuna daldirilarak 25 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

5. Lamlar oda sicakliginda 5 dakika boyunca PBS igerisinde hazirlanmis %
0.2 Triton X-100 soliisyonuna daldirilmistir.

6. Her biri 5’er dakika olmak tizere 2 kez PBS ile yikanmustir.

7. Hicreler 100 pl equilibration buffer ile kaplandiktan sonra, oda
sicakliginda 5-10 dakika bekletilmistir.
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8. Negatif kontrol i¢in, 98 ul equilibration buffer tamponu, 1 ul biotinlenmis
niikleotid miksi ve 1 pl otoklavlanmis distile su karigtirilarak enzimsiz bir kontrol
buffer’1 hazirlanmistir.

9. Equilibrated alanlarin etrafi kurutma kagidi ile kurulanmais, lam iizerindeki

alanlara 100 pl rTdT reaksiyon miksi eklenmistir.

Tablo 3.12. TUNEL testi komponentleri.

rTdT reaksiyon miksi Reaksiyon sayis1* miktar
Equilibration buffer 98 ul

Biotinlenmis nukleotid miksi 1l

rTdT enzim 1l

10. Reaktifin esit dagilimimi saglamak i¢in lamel ile alan kapatilmistir.
Slaytlar nemlendirilmis bir bdlme i¢inde 60 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe
edilmistir.

11. 20X SSC distile su ile 1:10 oraninda diliie edilmistir. Lamel saleye
daldirilarak reaksiyon sonlandirilmistir.

12. Lamlarin her biri 5 dakika olmak iizere 3’er kez PBS i¢ine batirilarak
yikanmuistir.

13. Endojen peroksidazlart bloke etmek i¢cin PBS’li % 0.3’lik hidrojen
peroksit i¢cine lamlar daldirilmistir.

14. PBS ile streptavidin HRP soliisyonu 1:500 oraninda dilue edilerek, her bir
slayta 100 pl eklenerek oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

16. Lamlar oda sicakliginda 5’er dakika PBS ile 2 kez yikanmustir.
Deoksiaminobenzidin (DAB) komponentleri kullanimdan hemen 6nce hazirlanmistir.
Bunun igin; 950 ul dH,0 igerisine 50 ul DAB substrat 20X tamponu ilave edilmistir.
Uzerine 50 ul DAB 20X kromojen ve 50 ul H,0; eklenmistir

17. Her bir lama 100 pl DAB soliisyonu eklenerek acik kahverengi bir zemin
olusana kadar beklenmistir.

18. % 100 gliserol kullanarak preparat haline getirilmistir.

19. Isik mikroskobunda goriintiilenmistir.
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3.8.2. Akis Sitometrisi

Bir hiicre popiilasyonundaki apoptoz derecesi, hiicre sagkaliminin énemli bir
parametresidir ve farkli morfolojik degisiklikler ile karakterize edilir. Apoptozu
dogrulamak i¢in Muse™ Annexin V & Dead Cell reagent kiti iiretici firmanin
talimatlarina goére Muse Cell Analyzer (Merck, Almanya) cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Testin prensibi; apoptotik yolagin baslangicinda hiicre
membraninin dis yiizeyine transloke olan fosfatidilserin (PS) molekiillerinin,
Annexin V ile taninarak erken ve ge¢ apoptotik hiicrelerin tespit edilmesi esasina
dayanmaktadir (Khan ve ark., 2012). Olii hiicre belirteci olarak 7-ADD boyasi ikinci

bir boya olarak kullanilmistir.

1. Muse™ Annexin V & Dead Cell reagent kiti kullanimdan ©nce oda
sicakligina getirilmistir.

2. Her tiipe 100 pl hiicre siispansiyonu eklenmistir.

3 Her tiipe Muse™ Annexin V & Dead Cell reagent’tan 100 pl eklenmistir.

4. 3-5 sn’ye besiyerli karigim pipetajlanmistir.

5 Oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika boyanmustir.

3.9. Hiicre Invazyonunun Belirlenmesi

in vitro ortamda invaziv Ozelliklerin degerlendirilmesini saglayan test
(Corning Biocoat™ Matrigel invasion Chamber) iiretici firmanm talimatlarina
uyularak gergeklestirilmistir. 24 well plaka igerisindeki her bir kuyu, onceden
kaplanmis 8.0 mikron ¢apli gdzenekler iceren bir membran ve bazal membran gorevi
goren matrijel matriks ile kaplidir. Her bir kuyudaki matrijelin oldugu odacik
igerisine serum icermeyen besiyerinde ¢oziilmiis ekstre, kuyucugun alt kismina ise
kemoatraktan olarak % 10 FBS igeren serumlu besiyeri ilave edilmistir. Bu sayede
invaziv karakterli hiicreler matrijel matriks ve membran gozeneklerinden gecer.
Invaziv olmayan hiicreler ise membrandan gecemez (Sekil 3.8) (Kramer ve ark.,

2013). Deney basamaklar1 maddeler halinde asagida verilmistir.
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Matrijel matriks

Invaziv hiicreler

Kemoatraktan

Sekil 3.8. invazyon deneyi icin kullanilan odaciklar (Soncin ve ark., 2009).

1. Rehidrasyon

1.1. Uriin -20 °C’den gikarilip oda sicakligina getirilmistir.

1.2. Odaciklarin i¢ kismma ve kuyularin tabanma 500’er ul 37 °C’de bikarbonatli
besiyeri eklenmistir.

1.3. 2 saat 37 °C’de % 5 CO,’li inkiibatdrde rehidrate edilmistir.

1.4. Rehidrasyondan sonra, zar iizerindeki matriks tabakasini bozmadan besiyeri

dikkatlice uzaklastirilmistir.

Tablo 3.13. invazyon testi soliisyon hacimleri.

Soliisyon Hacimleri 24 kuyu
Rehidrasyon insert & kuyu 500 ul & 500 pl
Kuyu (Kemoatraktan) 750 ul

Hiicre 500 pl

Boya 500 pl
Durulama 150 pl

2. Invazyon

2.1. Plakanin bos kuyularina steril pens yardimi ile esit sayida kontrol odaciklar
konulmustur.

2.2. Hiicre siispansiyonlari 2.5x10° hiicre/ml (24 kuyu icin) igerecek sekilde
hazirlanmstir.

2.3. % 5 FBS igeren besiyeri yardimci plakanin kuyularina eklenmistir.

2.4. Chamber ve kontrol kuyulari, kemoatraktan igeren kuyulara steril pens yardimi

ile aktarilmistir.
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2.5. Membran altinda herhangi bir hava kabarcigi kalmadigina emin olunduktan
sonra 500 pl hiicre siispansiyonu 24’°likk kuyulara eklenmistir.

2.6.37°C’de % 5 CO;’de 22 saat inkiibe edilmistir.
3. Hiicre invazyonunun Olciimii
3.1. Invaze olmayan hiicreler uzaklastirilmustir.

3.2. Hiicrelerin boyanmasi: Fiksasyon icin kuyulara % 100 metanol eklenerek 2
dakika beklenmistir. Membranin alt yiizeyindeki hiicreler hematoksilen boyasi ile 2
dakika boyanmistir. Boya fazlaligini uzaklagtirmak igin 2 kez distile sudan gegirilmis

ve kuyular kurumaya birakilmigtir (Tablo 3.13).

3.3. Invaze hiicrelerin sayilmasi: Membran bistiiri ile kesilerek dikkatlice
cikarilmigtir. Lamin {izerinde 1 damla immersiyon yagi damlatilarak {izerinde
membran konulmus, lamel ile kapatilmistir. invaze olan hiicreler mikroskop altinda
fotograflanarak ZEN (ZEISS, Germany) programinda sayillmistir. Formiile gore

invazyon ylizdesi hesaplanmstir.

4. Data
Mikroskop altinda goriintiilenen ve fotograflanan 3 farkli alan ekstre ve
kontrol membranlar1 i¢in sayilmistir. Invazyon yiizdesi asagidaki formiile gore

belirlenmistir.

Invaze olan matriks membran hiicre sayisi

Invazyon Yiizdesi= X100
Kontrol membrani hiicre sayisi
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3.10. Protein Analizi

L.orientalis yaprak metanol ekstresinin anti-inflamatuvar etkinliginin olup
olmadigini degerlendirmek i¢in HT-29 ve HCT-116 hiicre hatlarina TNF-a ile
birlikte kontrol ve ekstrenin etkili dozu uygulanmis ve inflamatuvar sitokinlerin

seviyeleri ELISA testi ile 6l¢tilmiistiir.
3.10.1. Enzim Baglh Immuno Sorbent Testi (ELISA)

Deneylerde kullanilan ELISA testleri 96’11 plakalarin her bir kuyusuna teste
0zgl olan antikor ile Onceden iiretici firma tarafindan kaplanmistir. Standart ve
numunelerin kuyulara eklenmesi ile antijen-antikor reaksiyonu gergeklesir. Ardindan
enzime bagli spesifik bir antikor her kuyuya ilave edilir ve son agsamada enzim ile
sinyal haline doniisebilen bir substrat eklenir. Sonlandirma soliisyonu eklenerek
enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir (Kumar ve ark., 2018). Optik yogunluk (OD)
ELISA plaka okuyucuda 6lgiiliir (Sekil 3.9).

IL-6, IL-8 ve IL-10’un konsantrasyonlarmi belirlemek icin ticari ELISA
kitleri (Elabscience) kullanilmistir. Bunun igin hiicre hatlar1 bliyime ortamlarindan
toplanan siipernatantlar deneylerde kullanilincaya kadar -80 %C’de saklanmustir.
Deney sonrasinda standart proteinin kalibrasyon egrisi grafigi ¢izilerek hesaplanan

formiile gore IL-6, IL-8 ve IL-10’un konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.
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Her kuyuya 100 ul standart veya érnek eklenir.

}

Svi uzaklastirihir.
a Biotin
7 |

100 ul Biotinlenmis Detection Ab eklenir. 1 saat 37 C'de inkiibe edilir.
Aspire edilir ve 3 kez yikanir.

|

100 ul HRP konjugati eklenir. 30 dakika 37 C'de inkiibe edilir. Aspire
edilir ve 5 kez yikanir.

}

90 ul Substrat reagent eklenir. 15 dakika 37 C'de ink{ibe edilir.

}

50 ul stop soliisyonu eklenir.

}

Hemen 450 nm'de OD degeri okunur.

Avidin

Sekil 3.9. ELISA testi basamaklari.

3.10.2. Anti-inflamatuvar Etkinin Belirlenmesi
1. Hiicreler 6 kuyulu plakalara 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde kiiltiire edilmistir.
2. 24 saat sonra hiicrelerin ¢ogalma durumlari kontrol edilmistir.

3. Sekilde goriildiigii gibi uygulanan kuyulardaki hiicreler 37 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir.
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1. ve 4. kuyular kontrol, 2. ve 5. kuyular TNF-a (20 ng/ml) ile birlikte madde

eklenmis, 3. ve 6. kuyu yalnizca madde eklenmis kuyudur.

4. Siire sonunda hiicre slipernatantlar1 ependorfa alinmistir.

5. Ornekler 3000 rpm’de (4 °C) 5 dakika santrifiij edilmistir.

6. Siipernatantlar ELISA testi i¢in kullanilana kadar — 80 °C’ye kaldirilmustir.

Stok TNF-a Soliisyonunun Hazirlamsi: 0.1 mg/mlI’lik TNF-a (Sigma
T6674) konsantrasyonu hazirlamak igin, TNF-a tizerine 0.2uM’lik filtreden
gecirilmis 100 pl dH,O eklenir. Kullanimdan 6nce 5-10 dakika oda sicakliginda
bekletilir. Stok soliisyon hazirlanmasi sonrasinda kiigiik hacimlere boéliinerek kisa

stireli kullanim igin — 20 9C’de saklanr.
3.10.2.1. IL-6 ELISA Kit Protokolii

1. Wash Buffer Hazirlamisi: 240 ml distile su igerisinde 10 mL konsantre
wash buffer’dan eklenmistir. Kristal olusumu gozlenmesi durumunda 40 °C su

banyosunda 1sitilmistir.

2. Biotinlenmis Deteksiyon Ab Hazirlamisi: Deney oncesi gereken miktar
kuyu basma 100 pl olacak sekilde hesaplanmistir. Kullaniomdan 6nce stok tiipii
santrifiij edilmis, ardindan diliisyon tlipiiniin 1:100’i kadar konsantre biotinlenmis

deteksiyon Ab eklenmistir.

3. Konsantre HRP Konjugati: Deney oncesi gereken miktar kuyu basina
100 pl olacak sekilde hesaplanmistir. HRP konjuge diliisyon tiipiiniin 1:100’{ kadar
konsantre HRP konjugati eklenmistir.

4. Substrat Reagent: Her kuyuya 90 ul soliisyondan eklenmistir.
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5. IL-6 Standardi Hazirlamisi: Standart reagent’: kullanimdan 15 dakika
once hazirlanmistir. 10000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edilmis, referans
standart&ornek diliient’in 1 mL‘si alinarak IL-6 standardina eklenmistir. 10 dakika
beklenerek birkag kez alt {ist yapilmistir. Tamamen ¢oziindiikten sonra, bir pipet

yardimiyla iyice karistirilmigtir. Boylece 500 pg/ml’lik stok soliisyon hazirlanmistir
(Sekil 3.10).

500l 500l 500ul 500yl 500l 500l 500l

nOoNO RN

o
Standart referans 1 2 3 4 3 6 T tiip
500 230 123 62,3 3123 15,63 81 0 pg/ml

Sekil 3.10. IL-6‘nin seri dillisyon hazirlama prosediirii.
3.10.2.2. IL-8 ELISA Kit Protokolii

1. Wash Buffer Hazirlamisi: 240 ml distile su icerisinde 10 ml konsantre
wash buffer’dan eklenmistir. Kristal olusumu goézlenmesi durumunda 40 °C su

banyosunda 1sitilmistir.

2. Biotinlenmis Deteksiyon Ab Hazirlamisi: Deney Oncesi gereken miktar
kuyu basma 100 pl olacak sekilde hesaplanmistir. Kullaniomdan 6nce stok tiipii
santrifiij edilmis, ardindan dillisyon tiipiiniin 1:100’#i kadar konsantre biotinlenmis

deteksiyon Ab eklenmistir.

3. Konsantre HRP Konjugati: Deney oncesi gereken miktar kuyu basina
100 pl olacak sekilde hesaplanmistir. HRP konjuge diliisyon tiipiiniin 1:100’{ kadar

konsantre HRP konjugati eklenmistir.

4. Substrat Reagent: Her kuyuya 90 ul soliisyondan eklenmistir.
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5. IL-8 Standardi Hazirlamisi: Standart reagenti kullanimdan 15 dakika
once hazirlanmigtir. 10000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra referans
standart&ornek diliient’in 1 ml’si alinarak IL-8 standardina eklenmistir. 10 dakika
beklenerek birka¢ kez alt iist yapilmis, tamamen c¢oziindiikten sonra, bir pipet
yardimiyla iyice karistirilmistir. Boylece 200 pg/ml’lik stok soliisyon hazir hale
getirilmistir (Sekil 3.11).

500pl 500pl 500pl 500ul 500pl 500pl 500pl

N nnn N n e

ICELE

Standart referans

2000 1000 500 230 125 62.5 3125 0 pz/ml

Sekil 3.11. IL-8’in seri diliisyon hazirlama prosediirii.
3.10.2.3. IL-10 ELISA Kit Protokolii

1. Wash Buffer Hazirlamisi: 240 ml distile su icerisinde 10 ml konsantre
wash buffer’dan eklenmistir. Kristal olusumu gozlenmesi durumunda 40 °C su

banyosunda 1sitilmistir.

2. Biotinlenmis Deteksiyon Ab Hazirlamisi: Deney oncesi gereken miktar
kuyu basina 100 ul olacak sekilde hesaplanmistir. Kullanimdan once stok tiipii
santrifiij edilmigtir. Diliisyon tlipiiniin 1:100°i kadar konsantre biotinlenmis

deteksiyon Ab eklenmistir.

3. Konsantre HRP Konjugati: Deney oncesi gereken miktar kuyu basina
100 pl olacak sekilde hesaplanmistir. HRP konjuge diliisyon tiipiiniin 1:100’i kadar
konsantre HRP konjugati eklenmistir.

4. Substrat Reagent: Her kuyuya 90 ul soliisyondan eklenmistir.

5. IL-10 Standardi Hazirlama: Standart reagent’i kullanimdan 15 dakika

once hazirlanmalidir. 10000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Referans
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standart&drnek diliient’in 1 ml’si alinarak IL-10 standardina eklenmistir. 10 dakika
beklenerek birkag kez alt iist yapilmis ve tamamen ¢oziindiikten sonra, bir pipet
yardimiyla iyice karistirilmistir. Béylece 500 pg/ml’lik stok soliisyon hazirlanmistir
(Sekil 3.12).

500pl 500l 500pl 500l 500pl 500ul 500ul

N nnn M NN

Jvvunal

Standart referans

500 250 125 62.5 31,23 15.63 7.81 0 pg/ml

Sekil 3.12. IL-10un seri diliisyon hazirlama prosediirii.
3.11. Istatistiksel Analiz

RT-PZR analizinde, genlerin ifade diizeylerindeki farkliliklar “RT? Profiler™
PCR Array Data Analysis” ve bestkeeper programi kullanilarak en uygun
housekeeping’ler segilmis ve istatistiksel analizler gerceklestirilmistir. Kontrol ve
doz gruplarinin karsilagtirilmasi Student t-testi ve tek yonlii ANOVA testi ile
degerlendirilmistir. Tiim sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade

edilmistir. Anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. L.orientalis’e Ait Ekstrelerin Verimleri

Tirkiye’ye 6zgii endemik L. orientalis’e ait 8 farkli ekstre rotavoporda
yogunlastirildiktan sonra darasi alman flakonlara aktarilmistir. Iyice kurutulan
ornekler sabit tartim Oncesi ve sonrasindaki degerler alinarak % verimleri asagida

verilen formiile gore hesaplanmis ve sonuglar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

(Ekstre miktar: (g)X100)

%% Verun—
Bitki miktar: (g)

Tablo 4.1. % Verim.

Meyve % Verim Yaprak % Verim
n-hekzan 2.83 1.93
Etil asetat 0.47 2.09
Metanol 10.33 36.05
Balsam % Verim
Metanol 0.39
Kloroform 44.42

4.2. L.orientalis’in Toplam Fenolik Icerik Bulgulart

L.orientalis’e ait tiim ekstrelerin toplam fenolik igerigi gallik asit standart
egrisi (Sekil 4.1) kullanilarak, GAE olarak belirlenmistir. Sonuglar, Tablo 4.2°de mg
kuru agirlik basmma g gallik asit esdegerleri olarak verilmistir. Standart grafik
denkleminden hesaplanan sonuglar gallik asit eslenigi cinsinden balsam kloroform
ekstresinin 68.27+0.30 GAE mg/g ile en yiiksek fenolik igerige, yaprak n-hekzan

ekstresinin ise en diislik fenolik icerige sahip oldugu belirlenmistir.
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Gallik asit standart egrisi
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Sekil 4.1. Toplam fenolik asit 6l¢limii igin gallik asit standart egrisi grafigi.

Tablo 4.2. L. orientalis’e ait ekstrelerin gallik asit esdegeri cinsinden toplam fenolik madde miktari.

Ekstreler GAE (mg/g)
Yaprak n-hekzan 25.08+0.08
Yaprak etil asetat 47.46+0.11

Yaprak metanol 42.30+0.04
Meyve n-hekzan 27.71+£0.05
Meyve etil asetat 62.41+0.15
Meyve metanol 36.82+0.01
Balsam kloroform 68.27+0.30
Balsam metanol 43.37+0.10

4.3. L.orientalis’in Toplam Flavonoit Icerik Bulgulart

L.orientalis’e ait tiim ekstrelerin toplam flavonoit igerigi, kersetin standart
egrisi (Sekil 4.2) kullanilarak, kersetin esdegeri (QE) olarak belirlenmistir. Sonuglar,
Tablo 4.3°de mg kuru agirlik basina g kersetin esdegerleri olarak verilmistir. Standart
grafik denkleminden hesaplanan sonuglar kersetin eslenigi cinsinden balsam
Kloroform ekstresinin 34.10+£1.73 QE mg/g ile en yiiksek flavonoit igerigine sahip

oldugunu gostermistir.
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Kersetin standart egrisi
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Sekil 4.2. Toplam flavonoit madde miktar1 6l¢timii igin kersetin standart egrisi grafigi.

Tablo 4.3. L. orientalis’e ait ekstrelerin kersetin esdegeri cinsinden toplam flavonoit madde miktari.

Ekstreler QE (mg/g)
Yaprak n-hekzan 5.50+1.71
Yaprak etil asetat 10.06+0.3

Yaprak metanol 25.02+0.66
Meyve n-hekzan 9.46+0.7
Meyve etil asetat 9.73+0.57

Meyve metanol 8.20+1.92
Balsam kloroform 34.10+1.73
Balsam metanol 8.60+0.66

4.4. Kromatografik Analiz Bulgulart

L.orientalis yaprak metanol ekstresi biyoaktif madde igerigine dair verilerin
elde edilmesi i¢in Agilent LC-ESI-QTOF-MS cihazi kullanilmistir. Analize ait
kromotogramlar Sekil 4.20a, 4.20b, 4.21a ve 4.21b’de goriildiigii gibidir. Elde edilen

sonuglaria dair detayl bilgi Tablo 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.3a. L. orientalis yaprak metanol ekstresine ait negatif mod LC-ESI-QTOF-MS analiz kromotogram sonucu (0-23. dakika).




5B Froditon Frge20000 CDGR00 " ™) ym pech

“ I H‘
| |
|‘ M 4 | |‘ IM \

I

_—

\
| J ﬂ | H |
y U l\.f'._r"\Jf' P\.,Aj u w u “\n-\.-w-/‘»,_mf “-._.q.r\,-f\;f Mﬂ#\ﬂ/\-\qﬂ

oL
| |

| ' |
Ny (Vi |
"’ﬂ'._;_.-ff 'L.-.-:ﬂk.,.--.f\_/'w‘r\x'\._ﬂ.-»-\/ VUI/'LJ'VW'J'\J Lq/‘\--\.-;-\/v ,,.-"vi,_.j"\w' |fd|l-/ﬂL/U'-\_J‘i|V|l,._-] lﬁ"ﬂj” L,.-.-'J \ JWALI,
Q030050070808 1 11123005 5 1010 7 202 30508 2400 3 330334536 730 41430560040 58150835
Corn 5 Acon Tme )

45556375843 6 61026304036676863 T TIT2TI T TR TN

Sekil 4.3b. L. orientalis yaprak metanol ekstresine ait negatif mod LC-ESI-QTOF-MS analiz kromotogram sonucu (0-8. dakika).
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Sekil 4.4a. L. orientalis yaprak metanol ekstresine ait pozitif mod LC-ESI-QTOF-MS analiz kromotogram sonucu (0-40. dakika).
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Sekil 4.4b. L. orientalis yaprak metanol ekstresine ait pozitif mod LC-ESI-QTOF-MS analiz kromotogram sonucu (0-10. dakika).
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Tablo 4.4. L.orientalis yaprak metanol ekstresine ait igerik analizi.

Pik No Rt (dak) Gozlenen m/z | Hesaplanan m/z | Ampirik formiil Major MS/MS fragmentleri Tammlama
Negatif i}'cm Modu
1 0.604 173.0481 174.0554 C12H22011 155.0342:165.0400 Sikimik asit
2 0.643 191.0592 192.0665 C7H1206 85.0297:165.0412:173.0461 Kinik asit
3 1.225 125.0258 126.0331 CsHsO3 112.9856 Pirogallol
4 1.259 169.0167 170.024 C7Hs0s 125.0242:146.9613:152.9789 Gallik asit
5 1.993 305.0689 306.0762 C15H1407 125.0240:174.9562:288.9360 Epigallokatesin
6 2.23 153.0212 154.0285 C7Hs02 109.0289:130.9662 3.4-Dihidroksibenzoik asit
7 2.242 109.0312 110.0384 CsHsOn 06.9601 Pirokatekol
8 2.558 353.0906 354.0979 CisHi1309 136.0481:174.9560:;180.0381;191.0558 Klorojenik asit
0 2.919 339.0753 340.0826 C15H1609 174.9556:177.0184 Eskulin
10 3.066 183.0327 184.04 CsHsOs 124.0166:160.9765:174.9559 4-0-Metil-gallat
11 3.258 167.0371 168.0444 CsHsO4 123.0451:146.9608:152.9783:160.9766 Florasetofenon
12 4.871 271.0642 272.0715 C15Hi120s 151.0031 (£)-Naringenin
13 4.885 433.1173 434.1246 C21Hn010 174.9551:271.0610 Naringenin-7-O-glukozit
14 5.054 193.0527 194.06 C10H1004 134.0351:174.9542 Ferulik asid
15 5.178 273.0791 274.0864 C15H1403 167.0329:174.9541 Piloretin
16 5.209 317.0344 318.0416 C15H100s 137.0228:151.0023:178.9972 Mirisetin
17 5.28 271.0277 272.035 C14H3Os 249.0799:255.0296 Kuinalizarin
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Tablo 4.4. L.orientalis yaprak metanol ekstresine ait i¢erik analizi (devam).

18 5.506 435.1322 436.1395 C21H24010 174.9541:273.0744 Pilorizin

19 6.342 285.0428 286.05 CisH100s 151.0017 Kemferol
20 17.094 471.3509 472.3581 C30H1304 174.9502:277.2098:446.8982 Korozolik asit
21 21.432 277.22 278.2273 C13H3002 104.9642:174.9536:180.9714:270.9664 Linolenik asid
22 23.905 453.3398 454.3471 C30H4603 112.9823:174.9522:434.8675:440.8841 Betulonik asid
23 26.006 281.2514 282.2587 Ci1zH340n 108.9857:130.9645:152.9770 Elaidik asid

Pozitif ivon modu

24 4.491 318.038 319.0453 C1sH100s 153.0178:305.0991 Irigenol
25 5.236 302.0427 303.05 C1sH1007 137.023:214.9177 Kersetin
26 5.677 286.0477 287.055 C1:H100s 84.0506:261.1465 Luteolin
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4.5. L. orientalis’in Antioksidan Aktivite Bulgular:

L. orintalis’e ait tiim ekstrelerin ve L-askorbik asidin konsantrasyon

inhibisyon grafigi ¢izilerek grafik denkleminden DPPH’in yarisimi siipiirebildigi

deger (ICso) hesaplanmustir (Sekil 4.3). 1Cso degeri ile antioksidan kapasite arasinda

ters orant1 vardir. ICsp degeri ne kadar diisiikse antioksidan kapasite de o kadar

giiclidiir. Genel olarak ekstrelerin antioksidan aktiviteleri birbirine yakin olmakla

birlikte balsam kloroform ekstresinin en yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu

goriilmiistiir (Tablo 4.4).
L-askorbik asit standart grafigi
45 -
4 -
3,5 -
22,5 -
©
2 2 -
2
g1 y =0,0133x - 0,0487
1 - R?=0,9957
0,5 -
O T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 4.5. L-askorbik asit standart egrisi grafigi.
Tablo 4.5. Antioksidan aktivite 1Csq degerleri.

Ekstreler 1Cs0 (ng/ml)
Yaprak n-hekzan 50.92+0.62
Yaprak etil asetat 33.54+2.41

Yaprak metanol 43.634+1.12
Meyve n-hekzan 134.394+1.17
Meyve etil asetat 53.394+3.11
Meyve metanol 55.264+0.56
Balsam kloroform 29.644+1.43
Balsam metanol 56.404+2.19
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4.6. L.orientalis’e Ait Ekstrelerin I1Csy Dozlarina Ait Bulgular

L.orientalis’in anti-proliferatif etkinlikleri, kolon adenokarsinom HCT-116 ve
HT-29 hiicre hatlarinda XTT hiicre proliferasyon kiti kullanilarak incelenmistir.
Ekstrelerin ICsy degerlerine ait veriler Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da goriildiigi gibidir.

ICs0, bir maddenin belirli bir biyokimyasal veya biyolojik fonksiyonu inhibe
etme ozelligini tahmin etmek icin kullanilan bir degerdir. FDA’ya gore 1Cso, bir

ilacin in vitro % 50 inhibisyonu i¢in gereken konsantrasyonunu temsil eder.

Elde edilen sonuglara goére, L.orientalis yaprak metanol ekstresi uygulanan HT-
29 ve HCT-116 hiicrelerindeki 1Csy degerinin, diger ekstrelerle karsilastirildiginda en
diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara bagh olarak, daha ileri deneyler i¢in hem
HT-29 hem de HCT-116 hiicre dizisinde L.orientalis’in yapragindan elde edilen

metanol ekstresinin kullanilmasina karar verilmistir.

Tablo 4.6. L.orientalis ekstrelerine ait HCT-116 hiicre hattinin 1Csy degerleri.

HCT-116

No Ekstreler 1Cso (uM)

1 Meyve n-hekzan 192.184+0.87
2 Meyve etil asetat 59.154+3.10
3 Meyve metanol 69.424+0.012
4 Yaprak n-hekzan 504.674+8.28
5 Yaprak etil asetat 50.864+0.70
6 Yaprak metanol 27.804+0.30
7 Balsam kloroform 82.0144+2.18
8 Balsam metanol 112.024+1.73
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Tablo 4.7. L.orientalis ekstrelerine ait HT-29 hiicre hattinin ICsy degerleri.

HT-29

No
1

Ekstreler
Meyve n-hekzan
Meyve etil asetat
Meyve metanol
Yaprak n-hekzan
Yaprak etil asetat
Yaprak metanol
Balsam kloroform

Balsam metanol

1Cs0 (M)
52.234+0.08
56.244+3.14
60.914+1.68
169.504+0.03
72.824+5.67
43.134+0.74
24.434+0.03
75.404+3.23
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HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis meyve n-hekzan ekstresinin 50 pM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklart XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.4).
HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis meyve n-hekzan ekstresinin etkili 1Csy dozu 48

saatlik inkubasyonda 192.18 uM olarak belirlenmistir.

HCT-116 Hiicre Hatth Meyve n-Hekzan Ekstresi
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Sekil 4.6. HCT-116 hiicrelerinin L.orientalis meyve n-hekzan ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis meyve etil asetat ekstresinin 50 pM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklart XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.5).
HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis meyve etil asetat ekstresinin etkili 1Cso dozu 48

saatlik inkubasyonda 59.15 uM olarak belirlenmistir.

HCT-116 Hiicre Hatti1 Meyve Etil Asetat Ekstresi
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Sekil 4.7. HCT-116 hiicrelerinin L.orientalis meyve etil asetat ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis meyve metanol ekstresinin 50 uM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklart XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.6).
HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis meyve metanol ekstresinin etkili 1Csy dozu 48

saatlik inkubasyonda 69.42 uM olarak belirlenmistir.

HCT-116 Hiicre Hatti Meyve Metanol Ekstresi
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Sekil 4.8. HCT-116 hiicrelerinin L.orientalis meyve metanol ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis yaprak n-hekzan ekstresinin 50 pM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklart XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.7).
HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis yaprak n-hekzan ekstresinin etkili 1Cso dozu 48
saatlik inkubasyonda 504.67 uM olarak belirlenmistir.

HCT-116 Hiicre Hatthh Yaprak n-Hekzan Ekstresi
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Sekil 4.9. HCT-116 hiicrelerinin L.orientalis yaprak n-hekzan ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis yaprak etil asetat ekstresinin 50 uM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklart XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.8).
HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis yaprak etil asetat ekstresinin etkili 1Cso dozu 48
saatlik inkubasyonda 50.86 uM olarak belirlenmistir.

HCT-116 Hiicre Hatt Yaprak Etil Asetat Ekstresi
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Sekil 4.10. HCT-116 hiicrelerinin L.orientalis yaprak etil asetat €KStresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis yaprak metanol ekstresinin 50 uM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklar1 XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.9).
HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis yaprak metanol ekstresinin etkili 1Csy dozu 48

saatlik inkubasyonda 27.80 uM olarak belirlenmistir.

HCT-116 Hiicre Hatt1 Yaprak Metanol Ekstresi
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Sekil 4.11. HCT-116 hiicrelerinin L.orientalis yaprak metanol ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis balsam kloroform ekstresinin 5 uM, 10
uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM, 400 uM, 500 uM ve 750 uM doz araliklarinda 24,
48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklar1 XTT testi ile belirlenmistir (Sekil
4.10). HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis balsam kloroform ekstresinin etkili 1Csg
dozu 48 saatlik inkubasyonda 82.01 uM olarak belirlenmistir.

HCT-116 Hiicre Haithh Balsam Kloroform Ekstresi
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Sekil 4.12. HCT-116 hiicrelerinin L.orientalis balsam kloroform ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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uM,

HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis balsam metanol ekstresinin 50 uM, 125
250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve

72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklar1 XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.11).

HCT-116 hiicre hattinda L.orientalis balsam metanol ekstresinin etkili 1Csq dozu 48

saatlik inkubasyonda 112.02 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.13. HCT-116 hiicrelerinin L.orientalis balsam metanol ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HT-29 hiicre hattinda L.orientalis meyve n-hekzan ekstresinin 50 uM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklart XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.12).
HT-29 hiicre hattinda L.orientalis meyve n-hekzan ekstresinin etkili 1Cso dozu 48

saatlik inkubasyonda 52.23 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.14. HT-29 hiicrelerinin L.orientalis meyve n-hekzan ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu
sonrasinda belirlenen hiicre canlilik ytizdeleri.

103



HT-29 hiicre hattinda L.orientalis meyve etil asetat ekstresinin 50 pM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrast hiicre canliliklart XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.13).
HT-29 hiicre hattinda L.orientalis meyve etil asetat ekstresinin etkili 1Csy dozu 48

saatlik inkubasyonda 56.24 uM olarak belirlenmistir.
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120

100 I
20
60

. m24h
40 . m 48h
20 72h
D 1 I b B s

° &P

Konsantrasyon (pM)

%o Canhhk

Sekil 4.15. HT-29 hiicrelerinin L.orientalis meyve etil asetat eKstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HT-29 hiicre hattinda L.orientalis meyve metanol ekstresinin 50 puM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrast hiicre canliliklart XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.14).
HT-29 hiicre hattinda L.orientalis meyve metanol ekstresinin etkili 1Csq dozu 48

saatlik inkubasyonda 60.91 uM olarak belirlenmistir.

HT-29 Hiicre Hatt1 Meyve Metanol Ekstresi
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Sekil 4.16. HT-29 hiicrelerinin L.orientalis meyve metanol €kStresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HT-29 hiicre hattinda L.orientalis yaprak n-hekzan ekstresinin 50 uM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklar1 XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.15).
HT-29 hiicre hattinda L.orientalis yaprak n-hekzan ekstresinin etkili 1Cso dozu 48
saatlik inkubasyonda 169.50 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.17. HT-29 hiicrelerinin L.orientalis yaprak n-hekzan ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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uM,

HT-29 hiicre hattinda L.orientalis yaprak etil asetat ekstresinin 50 uM, 125
250 uM, 750 uM, 1000 pM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve

72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklar1 XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.16).

HT-29 hiicre hattinda L.orientalis yaprak etil asetat ekstresinin etkili 1Csy dozu 48

saatlik inkubasyonda 72.82 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.18. HT-29 hiicrelerinin L.orientalis yaprak etil asetat eKstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HT-29 hiicre hattinda L.orientalis yaprak metanol ekstresinin 50 uM, 125

uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve

72 saat inkiibasyon sonrast hiicre canliliklart XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.17).

HT-29 hiicre hattinda L.orientalis yaprak metanol ekstresinin etkili 1Cso dozu 48

saatlik inkubasyonda 43.13 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.19. HT-29 hiicrelerinin L.orientalis yaprak metanol ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HT-29 hiicre hattinda L.orientalis balsam kloroform ekstresinin 5 uM,

10

uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM, 400 uM, 500 uM ve 750 uM doz araliklarinda 24,

48 ve 72 saat inkiibasyon sonrast hiicre canliliklar1 XTT testi ile belirlenmistir (Sekil

4.18). HT-29 hiicre hattinda L.orientalis balsam kloroform ekstresinin etkili 1Csg

dozu 48 saatlik inkubasyonda 24.43 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.20. HT-29 hiicrelerinin L.orientalis balsam kloroform ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.
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HT-29 hiicre hattinda L.orientalis balsam metanol ekstresinin 50 uM, 125
uM, 250 uM, 750 uM, 1000 uM, 1250 uM ve 1500 uM doz araliklarinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrast hiicre canliliklart XTT testi ile belirlenmistir (Sekil 4.19).
HT-29 hiicre hattinda L.orientalis balsam metanol ekstresinin etkili 1Csy dozu 48

saatlik inkubasyonda 75.40 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.21. HT-29 hiicrelerinin L.orientalis balsam metanol ekstresi ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda belirlenen hiicre canlilik yiizdeleri.

4.7. RT-PZR Bulgular:
4.7.1. NF-xB Yolag1 Gen Ekspresyon Analizi Bulgular

NF-xB’nin hedef gen gruplar1 arasinda; sitokinler/kemokinler ve
modiilatorleri, immun reseptorler, hiicre adezyon molekiilleri, akut faz proteinleri,
stres yanit genleri, apoptoz diizenleyiciler, biyiime faktorleri, ligandlar ve
modiilatorleri, erken yanit genleri, transkripsiyon faktorleri ve diizenleyicileri yer
almaktadir. Kullanilan panelde ise 8 fonksiyonel gruba ait genler mevcuttur: Rel/NF-
kB/IkB ailesi, NF-kB’ye duyarli genler, ligandlar&transmembran reseptorleri,
adaptor proteinler, sinyal iletim Kinazlari, transkripsiyon faktorleri, hiicre

oliim/sagkalim iligkili molekiiller ve diger faktorler (Aravindan ve ark., 2013).
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Her iki hiicre hattinda kontrol ve doz uygulanmis 6rneklerin gen ekspresyon
seviyelerini belirlemek i¢in kullanilan insan NF-kB gen panelinde bulunan
(Realtimeprimers.com, Elkins Park, PA); ACTB (Actin, beta), B2M (Beta-2-
microglobulin), GAPD (Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase), GUSB
(Glucuronidase, beta), HPRT1 (Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1), PGK1
(Phosphoglycerate kinase 1), PPIA (Peptidylprolyl isomerase A), RPL13A
(Ribosomal protein L13a) housckeeping genlerinden hangilerinin uygun oldugu
Bestkeeper programinda yapilan analizlerle belirlenmistir. Bu analizler sonucunda
GUSB, RPL13A, ACTB ve B2M’nin en stabil genler oldugu goriilmiistiir. Aritmetik

ortalama degerleri alinarak, 6rnekler normalize edilmistir.

Her bir deneye dort housekeeping gen ve PZR kontrolii dahil edilmistir.
Analiz edilen genlerin ekspresyonu, relatif ekspresyon karsilastirmasi icin 2Anct

metodu kullanilarak her bir housekeeping gene gore normalize edilmistir.

RT-PZR verilerinin analizi, web tizerinden “Qiagen RT2 Profiller™ PCR
Array Data Analysis v3.4” programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Inflamasyonla
iligkili 88 adet genin HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda kontrol ve ekstre
uygulamasi sonrast mRNA diizeylerinde meydana gelen degisimlere ait sonuglar

Tablo 4.8a, 4.8b, 4.9a ve 4.9b’de goriilmektedir.
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Tablo 4.8a. HCT-116 hiicresine ait kontrol ve doz grubunda anlamli diizeyde artig gériilen genler.

Gen ad1 Artis p degeri
IL10 20.46 0.01905
CASP1 53.82 0.01389
CASP8 2.06 0.04146
CHUK 2.21 0.01389
HMOX1 3.84 0.04362
TNFAIP3 2.13 0.00319
TNFRSF10A 55.72 0.00557
TNFRSF10B 27.47 0.02854
NLRP12 2.20 0.01224

HCT-116 hiicrelerine 48 saat boyunca doz muamelesinin, IL-10 genini 20.46
+ 0.019 kat, CASP1 genini 53.82 + 0.013 kat, CASP8 genini 2.06 + 0.04 kat, CHUK
genini 2.21 + 0.01 kat, HMOXI1 genini 3.84 + 0.04 kat, TNFAIP3 genini 2.13 +
0.003 kat, TNFRSF10A genini 55.72 + 0.005 kat, TNFRSF10B genini 27.47 + 0.028
kat, NLRP12 genini 2.20 + 0.012 kat arttirdigi goriilmiistiir (p<0.05) (Tablo 4.8a).
Diger genlere ait ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmadigindan

dolay1 (p>0.05) gosterilmemistir.
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Tablo 4.8b. HCT-116 hiicresine ait kontrol ve doz grubunda anlamli diizeyde azalis goriilen genler.

Gen ad1 Azals p degeri
ATF1 2.83 0.01344
BCL3 25.53 0.01368
BIRC2 2.04 0.00435

IL8 2.65 0.01228

ICAM1 3.93 0.00536
IKBKB 4.7 0.03537
NFKB1 25.99 0.02075
TLR1 5.05 0.00807
TLR2 3.43 0.04916

TNF 9.32 0.00612
IL-6 3.11 0.03451
RelA 18.37 0.02564

HCT-116 hiicrelerine 48 saat boyunca doz muamelesinin, TF1 genini 2.83 +
0.134 kat, BCL3 genini 25.53 + 0.013 kat kat, BIRC2 genini 2.04 + 0.004 kat, IL-8
genini 2.65 £ 0.122 kat, ICAM1 genini 3.93 + 0.005 kat, IKBKB genini 4.74 + 0.010
kat, NFKB1 genini 25.99 + 0.020 kat, TLR1 genini 5.05 £+ 0.0080 kat, TLR2 genini
3.43 £ 0.049 kat, TNF genini 9.32 = 0.0061 kat, IL-6 genini 3.11 = 0.0345 kat, RelA
genini 18.37 kat + 0.0256 kat azalttigi gorilmiistiir (p<0.05) (Tablo 4.8b). Diger
genlere ait ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmadigindan

dolay1 (p>0.05) gosterilmemistir.
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Tablo 4.9a. HT-29 hiicresine ait kontrol ve doz grubunda anlamh diizeyde artis goriilen genler.

Gen ad1 Artis p degeri
IL10 15.30 0.04977
CASP1 3.42 0.01019
CASP8 2.53 0.00929
IL1A 2.01 0.02688
IL1B 3.06 0.02380
TNFAIP3 12.46 0.04024
TNFRSF10A 9.58 0.01410
TNFRSF10B 3.93 0.01073
NFKBIA 5.18 0.00464

HT-29 hiicrelerine 48 saat boyunca doz muamelesinin, IL-10 genini 15.30 +
0.049 kat, CASP1 genini 3.42 + 0.010 kat, CASP8 genini 2.53 + 0.009 kat, IL1A
genini 2.01 + 0.0268 3.06 + 0.0238 kat, TNFAIP3 genini 12.46 £+ 0.040 kat,
TNFRSF10A genini 9.58 + 0.014 kat, TNFRSF10B genini 3.93 + 0.010 Kkat,
NFKBIA genini ise 5.18 £ 0.0046 kat arttirdigi goriilmiistiir (p<0.05) (Tablo 4.9a).
Diger genlere ait ekpresyon degisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmadigindan

dolay1 (p>0.05) gosterilmemistir.
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Tablo 4.9b. HT-29 hiicresine ait kontrol ve doz grubunda anlamli diizeyde azalis goriilen genler.

Gen ad1
IKBKB
IL6
IL8
NFKB1
TNF
TLR1
TLR2

RelA

Azahs
2.50
2.26
2.35
8.90
2.40
3.08
2.60

2.47

p degeri
0.00650
0.02111
0.00204
0.00615
0.04350
0.01878
0.00791

0.01585

HT-29 hiicresine 48 saat doz muamelesinin, IKBKB genini 2.50 + 0.006 kat,
IL-6 genini 2.26 + 0.0211 kat, IL-8 genini 2.35 + 0.002 kat, NFKB1 genini 8.90 +
0.0061 kat, TNF genini 2.40 + 0.043 kat, TLR1 genini 3.08 + 0.018 kat, TLR2 genini
2.60 = 0.007 kat, RelA genini 2.47 + 0.0158 kat azalttig1 goriilmiistiir (p<0.05)

(Tablo 4.9b). Diger genlere ait ekpresyon degisimleri istatistiksel olarak anlamli

bulunmadigindan dolay1 (p>0.05) gosterilmemistir.
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4.7.2. Apoptotik Genlerin Ekspresyon Seviyelerine Ait Bulgular

Apoptotik yolak ile baglantili artig/azalis gosteren genlere ait kat degisimleri
ve p degerleri (p<0.05) Tablo 4.10°da verildigi gibidir.

Tablo 4.10. HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde apoptotik genlere ait ekspresyon degisimleri.

Siitunl HCT116 p degeri HT-29 p degeri

Artis

p53 13.54 0.0016 2.06 0.0001

Bax 26.44 0.0012 3.24 0.0015

Kaspaz 3 16.50 0.0002 2.84 0.0469

Kaspaz 7 20.53 0.0021 41.79 0.0016

Kaspaz 8 17.51 0.0013 20.18 0.0116

Kaspaz 9 21.18 0.0032 26.08 0.0001

Fas 34.17 0.0002 33.47 0.0218

Cycs 23.02 0.0387 1.65 0.0143
Azals

Bcl-2 11.63 0.0001 2.25 0.0003

Ekstrenin 1Csy dozunun her iki hiicre hattina da 48 saat boyunca uygulanmasi
sonrasinda; HCT116 hiicre hattinda artis gésteren p53 geni 13.54 £ 0.0016 kat, Bax
geni 26.44 + 0.0012 kat, kaspaz 3 geni 16.50 + 0.0002 kat, kaspaz 7 geni 20.53 +
0.0021 kat, kaspaz 8 geni 17.51 + 0.0013 kat, kaspaz 9 geni 21.18 + 0.0032 kat, Fas
geni 34.17 £ 0.0002 kat, Cycs geni 23.02 = 0.0387 kat; HT-29 hiicre hattinda artis
gosteren p53 geni 2.06 + 0.0001 kat, Bax geni 3.24 + 0.0015 kat, kaspaz 3 geni 2.84
+ 0.0469 kat, kaspaz 7 geni 41.79 + 0.0016 kat, kaspaz 8 geni 20.18 + 0.0116 Kkat,
kaspaz 9 geni 26.08 + 0.0001 kat, Fas geni 33.47 + 0.218 kat, Cycs geni 1.65 +
0.0143 kat artis gostermistir (p<0.05). Bcl-2 geni ise HCT116 hiicre hattinda 11.63 +
0.0001 ve HT-29 hiicre hattinda 2.25 + 0.0003 kat azalis géstermistir.
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4.8. Apoptotik Etkinin Belirlenmesi
4.8.1. TUNEL Bulgulart

Apoptotik c¢ekirdekleri goriintiillemek i¢in DeadEnd Colorimetric TUNEL
Sistemi (Promega) iiretici firmanin talimatlarina uyularak kullanilmistir. Poly-L-
lysine kapli lamlara silispanse edilen hiicreler damlatilmistir. Pozitif kontrol, negatif
kontrol ve doz gruplari her biri 3’er lam olacak sekilde hazirlanmistir. Goriintiileme
inverted mikroskopta 20X biiyiitmede yapilmis ve Zen programina aktarilarak
fotograflanmustir. Istatistiksel analiz yapmak icin her slayttan rastgele 4 alan
secilerek ortalama apoptoz yiizdesi (%); (apoptotik hiicre sayisi/toplam hiicre
say1s1)x100 seklinde hesaplanmistir. Apoptotik hiicreler kahverengi bir {iriin veren
peroksidaz raportdr molekiilii diaminobenzidin kullanilarak mikroskop altinda

goriintiilenmistir (Sekil 4.22, Sekil 4.23).

Sekil 4.22. 48 saat doz uygulanan HCT-116 hiicresinin kolorimetrik TUNEL analizi goriintiisil.
A) Doz uygulanan hiicre B) Kontrol hiicresi

Sekil 4.23. 48 saat doz uygulanan HT-29 hiicresinin kolorimetrik TUNEL analizi goriintiisii
A) Doz uygulanan hiicre B) Kontrol hiicresi.
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Kolorimetrik TUNEL testi sonucu HCT-116 hiicresinde kontrol grubu 5.58 +

3.51, ekstre ise 27.05 + 2.52 apoptotik yiizdeye sahip iken; HT-29 hiicresinde kontrol
grubu 2.26 £ 0.67, ekstre ise 22.05 + 1.53 olarak bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.24).

Apoptotik Yiizde (%)

HCT-116 ve HT-29 hiicreleri apoptoz yiizdeleri

30 - 27,05
25 -
20 -

15 7 EHCT-116
10 - BHT-29

5

o -

Kontrol Ekstre

Gruplar

Sekil 4.24. Kontrol ve ekstreye ait ortalama apoptotik hiicre yiizdeleri.
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4.8.2. Akig Sitometrisi Bulgulart

L. orientalis yaprak metanol ekstresinin HCT-116 hiicrelerine 27.80 uM ve
HT-29 hiicrelerine 43.13 uM dozlarda uygulanmasi sonrasinda canli, erken
apoptotik, ge¢ apoptotik ve 6lii hiicrelerinin kantitatif olarak analizine izin veren
Muse™ Cell Analyzer cihazi ile akis sitometrisi ¢aligmalart gergeklestirilmistir.

Deney 6 kuyulu plakalara her bir kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir.

4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
{Dead Late Apop./Dead {Dead Late Apop./Dead
15.30 % 16.55 % 1415 % . 69.60 %

31

£ =
= =
< '
> >
6.65 % 12047 %\ 5.78 %
; Early Apop. | Live Early Apop.

0 ——rrreirrrre—r—rrre—rrre 04—+ —rrr——rrrr—r—rrrr

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEX'N V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic

Sekil 4.25. HCT-116 hiicre hattinda kontrol (solda) ve ekstreye ait (sagda) apoptotik hiicrelerin akis
sitometri sonuglart.
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Sekil 4.26. HT-29 hiicre hattinda kontrol (solda) ve ekstreye ait (sagda) apoptotik hiicrelerin akis
sitometri sonuglari.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda 48 saat siire ile ekstre uygulanmasinin
Muse Annexin V testi ile 6l¢iilmesi sonucu apoptozu uyardigi goriilmiistiir. Bu
uyarim canli, erken/ge¢ apoptotik ve Olii hiicrelerin kantitatif analizine izin veren
akim sitometre ile AnneksinV-FITC Boyama yapilarak sitofluorometrik olarak
analizlenmistir. Buna gére HCT-116 hiicrelerinin toplam apoptotik ytlizdesi % 75.38,
HT-29 hiicrelerinin toplam apoptotik yiizdesi ise % 67.75 olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.25, Sekil 4.26).

4.9. Hiicre Invazyonunun Belirlenmesi

L.orientalis yaprak metanol ekstresinin HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde
uygulanmas1 sonucu invazyon davranislarinda ortaya ¢ikacak farkliliklarin
belirlenmesi Invazyon Gog¢ Testi ile gerceklestirilmistir. Invaze olan hiicreler
mikroskop altinda fotograflanarak ZEN programinda sayilmistir. Formiile gore

invazyon ylizdesi hesaplanmstir.
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Sekil 4.27. HCT-116 hiicresi kontrol grubunun (A) ve ekstrenin (B) matrijel invazyon testi sonrasi
mikroskop goriintiileri.

Sekil 4.28. HT-29 hiicresi doz grubunun (A) ve ekstrenin (B) matrijel invazyon testi sonrasi
mikroskop goriintiileri.
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invazyon yiizdeleri
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M Kontrol

i Ekstre

HT-29 HCT-116

Sekil 4.29. Kontrol ve ekstreye ait invazyon yiizdeleri.

Hem HT-29 hem de HCT-116 hiicreleri metastatik potansiyele sahip invaziv
kanser hiicreleridir (Botchkina ve ark., 2009; Lavilla ve ark., 2011). L.orientalis
yaprak metanol ekstresi ile 48 saat muamele sonrasi invaze olan hiicreler Zen
programi yardimi ile sayilmistir. Her iki hiicre hattinin invazyon goriintiileri Sekil
4.27 ve Sekil 4.28°de gosterildigi gibidir. HT-29 hiicre hattinin kontrol grubundaki
invazyon oran1 % 66.66 + 0.8 ekstrenin uygulandig1 grupta ise % 41.66 + 2.3 olarak
belirlenmistir. HCT-116 hiicre hattinin kontrol grubundaki invazyon oran1 % 55.71 +
1.2 ekstrenin uygulandigi grupta ise % 25.03 + 1.7 olarak belirlenmistir (p<0.05)
(Sekil 4.29).

4.10. L. orientalis’in Anti-inflamatuvar Etkisinin in vitro Olarak Belirlenmesi

Besiyerine salgilanan sitokin miktarlarin1 6lgmek i¢in kiiltiir stvilar1 her bir

deney grubundan iicer tekrarli olacak sekilde alinarak -80°C’de saklanmistir.

Olgiim 6ncesinde biitiin sivilar ve Kitlerin igerikleri oda sicakligmna
getirildikten sonra her bir standart ve 6rnekten iiretici firmanin klavuzunda belirtilen
miktarlarda ELISA kuyucuklarina eklenmis, sonrasinda kitlerin iceriginde bulunan

biotin konjugat 100 ul kuyucuklara eklenip belirtilen siirelerde inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar yikama soliisyonu ile yikanarak ve
Streptavidin-HRP c¢alisma soliisyonundan 100 pl eklenerek belirtilen siire kadar
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda yikama iglemi tekrarlanmis ve ardindan
ortama 100 pl kromojen soliisyonu eklenmistir. Yaklasik 30 dk inkiibasyon
sonrasinda reaksiyon 100 pl durdurma soliisyonu (Stop Solution) ile durdurularak
spektrofotometrede (VersaMax, Molecular Device, USA) 450 nm dalga boyunda

absorbans dlciilmiistiir. Olciimler her drnek icin ii¢ kez tekrarlanmustar.

4.10.1. L. oritentalis’e Ait Yaprak Metanol Ekstresinin IL-6, 1L-8 ve IL-10

Salinimi Uzerine Etkisi

L. orientalis yaprak metanol ekstresinin HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde
TNF-a ile indiiklenen pro-inflamatuvar sitokinlerin salinimini  baskilayip

baskilamadig: arastirilmistir.

Calismamizda hiicrelerde inflamasyon ortami olusturmak i¢in human TNF-
a (SigmaT6674) kullanilmistir. HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinin TNF-a’ya verdikleri
yanit oldukc¢a farklidir. HCT-116 hiicresi TNF-a’ya duyarli iken, HT-29 hiicresi
oldukga direnglidir. TNF-o’ya direngli hiicrelerin toksik etkili maddeler ile muamele
edildiginde, hiicre olimii ve DNA hasarin1 uyararak duyarli hale geldikleri

gosterilmistir (Cabal-Hierro ve O’Dwyer, 2017).

Hiicreler, 6 kuyulu plakalara (3 ml/kuyu) 3 x 10° hiicre olacak sekilde
ekilmis ve 37 °C'de CO; inkiibatoriinde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra, 24 saat siire ile L. orientalis yaprak metanol ekstresi HCT-116 ve HT-29
hiicresi 1Csp dozlar, TNF-a (20 ng/ml) ve doz ile TNF-a (20 ng/ml)’nin

kombinasyonu ile muamele edilmistir (Kim ve ark. 2005; Shi ve ark. 2017).

Doz uygulandiktan 24 saat sonra siipernatant toplanmis ve 1L-10, I1L-8 ve
IL-6 seviyeleri iretici firmanin (Elabscience) onerdigi sekilde ELISA testi ile
Olciilmiistiir. Absorbansa karsi cizilen I1L-10, IL-8 ve IL-6 konsantrasyon grafiginde
gozlenen noktalarin en iyl uyum gosterdigi 3. dereceden polinom formiiliinde
orneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. 1L-10, 1L-8 ve IL-6 seviyesindeki artig

ya da azalis kontrole gore % deger tizerinden kiyaslanmistir (Matsui ve ark., 2009).
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4.10.1.1. IL-6 ELISA Bulgulart

HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde L.orientalis yaprak metanol ekstresinin 1L-6
protein salinimi tizerine etkisi ELISA testi ile degerlendirilmistir. Deney 3 tekrarh
olarak yapilmis ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. TNF-a ile
ekstre birlikte uygulandiginda kontrole gore IL-6 saliniminin, HCT-116 hiicrelerinde
% 6.35 £ 1.24; HT-29 hiicrelerinde ise % 25.54 £ 2.56 oraninda azaldig
belirlenmistir. L.orientalis yaprak metanol ekstresinin tek basina IL-6 salinimi

tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig: goriilmiistiir (Sekil 4.30).

IL-6 ELISA
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Sekil 4.30. TNF-a ile indiiklenen hiicrelerde 1L-6 protein salimimu {izerine L.orientalis yaprak metanol
ekstresinin etkisi.

4.10.1.2. IL-8 ELISA Bulgulart

HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde L.orientalis yaprak metanol ekstresinin I1L-8
protein salinimi {izerine etkisi ELISA testi ile degerlendirilmistir. Deney 3 tekrarl
olarak yapilmis ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. TNF-a ile
ekstre birlikte uygulandiginda kontrole gore IL-8 salinimimin HCT-116 hiicresinde %
28.49 £+ 0.97; HT-29 hiicresinde ise % 75.65 + 3.12 oldugu gozlenmistir. L.orientalis
yaprak metanol ekstresinin tek bagina IL-8 salinimi tizerinde herhangi bir etkisinin

olmadigi gortlmustiir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. TNF-a ile indiiklenen hiicrelerde IL-8 protein salimimu {izerine L.orientalis yaprak metanol

ekstresinin etkisi.

4.10.1.3. IL-10 ELISA Bulgular

TNF-a ile uyarilmis HT-29 ve HCT-116 hiicrelerinde L.orientalis yaprak

metanol ekstresinin IL-10 protein salimimmi {izerine etkisi ELISA testi

ile

degerlendirilmistir. Deney 3 tekrarli olarak yapilmis ve p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir. TNF-a ile ekstre birlikte uygulandiginda, HCT-116

hiicrelerinde anti-inflamatuvar sitokin IL-10 salinimimin kontrole gore % 56.68 =+

2.34, HT-29 hiicrelerinde ise % 48.67 + 1.53 oraninda arttig1 belirlenmistir (Sekil

4.32).
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Sekil 4.32. TNF-a ile indiiklenen hiicrelerde IL-10 protein salinimi iizerine L.orientalis yaprak

metanol ekstresinin etkisi.
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5. TARTISMA

Halk arasinda iilser, gastrit gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve yara
iyilestirici amagla kullanilan L. orientalis’in yaprak, meyve ve balsamindan elde
edilen ekstrelerin kolorektal kanser hiicre hatlarinda etkilerini degerlendirdigimiz
calismamiz literatiirde bu bitkinin etkilerinin hiicresel ve molekiiler diizeyde

calisildig ilk caligmadir.

Ekstrelerin HT-29 ve HCT-116 hiicre hatlarinda antioksidan, anti-proliferatif,
anti-inflamatuvar ve apoptotik etkilerinin belirlenmesi ve bu etkilerin NF-xB yolagi
tizerinden gerceklesip gerceklesmediginin tespiti i¢in ¢esitli in vitro yontemler
kullanilmistir. Anti-proliferatif etkinlik XTT testi ile, biyoaktif molekiil i¢erigi LC-
QTOF ile, gen ekspresyonu tizerindeki degisiklikler RT-PZR ile, apoptotik etkinlik
TUNEL testi ve akis sitometrisi ile, hiicre invazyonu iizerindeki etki invazyon testi
ile, anti-inflamatuvar etki ise ELISA testi ile degerlendirilmistir. Antioksidan ve anti-
proliferatif etkinlik degerlendirmeleri bitkinin balsam, yaprak ve meyvesine ait tim
ekstreleri iizerinde gerceklestirilmis, XTT testi sonrasinda en diisiik dozda en yiiksek
sitotoksik etkiyi gosteren yaprak metanol ekstresi oldugu i¢in sonraki LC-QTOF,
RT-PZR, TUNEL, akis sitometri, invazyon ve ELISA analizlerine bu ekstre ile

devam edilmistir.

Calismamizda ilk olarak; L. orientalis balsam, yaprak ve meyvesi artan
polaritedeki (n-hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol) ¢oziiciiler igerisinde ekstre
edilerek her bir ¢oziiciiye farkli biyoaktif maddelerin gegmesi saglanmistir. Coziicii
uzaklastirildiktan sonra kalan ekstrelerin  sabit tartim sonrasi verimleri
hesaplanmistir. Buna gore ¢caligmamizda en yiiksek verime sahip ekstrelerin % 44.42
ile balsam kloroform, sonrasinda ise % 36.05 ile yaprak metanol ekstresi oldugu

belirlenmistir.

Fenolik bilesikler; hidroksil gruplar1 araciligiyla serbest bir radikale bir
hidrojen atomu baglayabilirler. Serbest radikalin eslesmemis bir elektronu, fenolik
bilesiklerin aromatik yapilariyla yeniden sekillenebilir. Fenolik bilesiklerden
polifenollerin, RONS’un olumsuz etkilerini noétralize ederek karsinogenezin
onlenmesine yol acan gii¢lii antioksidanlar oldugu kanitlanmistir (Pandey ve Rizvi,

2009). Basit fenollerden olan fenolik asitler de serbest radikalleri siiplirme
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yetenegindedir. Bu sebeple fenolik, flavonoit ve antioksidan &zelliklerinin
belirlenmesinin, ¢alisilan bitkilerin hastaliklarin patogenezinde etkili olma siddeti ile

paralellik gosterdigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda toplam fenolik igerik acisindan en zengin ekstrenin 68.27+0.30
GAE mg/g ile balsam kloroform oldugu belirlenmistir. Daha sonra yaprak ekstresi
icerisinde en yiiksekten en diigiige dogru etil asetat>metanol>n-hekzan, meyve
ekstresi igerisinde ise en yiiksekten en diistige etil asetat>metanol>n-hekzan oldugu
tespit edilmistir. Etil asetat ve metanol ekstreleri, n-hekzan ekstresine gore daha polar
ozellikte oldugundan bu ekstrelerdeki fenolik bilesiklerin miktarmin yiliksek olmasi
beklenen bir sonugtur. Diger taraftan, n-hekzan ekstresinde terpenoitler ve lipitler

gibi daha nonpolar yapidaki bilesiklerin ¢dziinmiis olabilecegi diisiiniilmiistir.

Toplam flavonoit madde miktarlarina bakildiginda, 34.10+£1.73 QE mg/qg ile
balsam kloroform ekstresinin en yiiksek icerige sahip oldugu, sonrasinda ise yaprak
ekstresi igerisinde en yiiksekten en diisiige dogru metanol>etil asetat>n-hekzan
olarak belirlenmistir. Meyve flavonoit miktarlarinin birbirine ¢ok yakin olmalar

nedeniyle siralama belirtilmemistir.

ROS; karbonhidratlar, proteinler, lipidler ve DNA dahil olmak {izere
biyomolekiillerde oksidatif hasar1 uyarabilen ve pek ¢ok redoks siirecinde iiretilen
serbest radikallerdir. ROS; ateroskleroz, Parkinson, Alzheimer, felg, artrit, kronik
inflamatuvar, kanser ve diger dejeneratif hastaliklar gibi birgok kronik hastaligin

patogenezine aracilik eder (Halliwell ve Grootveld, 1987; McDermott, 2000).

Calismamizda ekstrelerin antioksidan aktiviteleri birbirine yakin olmakla
birlikte, balsam kloroform ekstresinin 29.64 pg/ml ICsy degeri ile en yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu, sonrasinda ise en yiiksekten en diislige dogru
yaprak igerisinde etil asetat>metanol>n-hekzan; meyve icerisinde ise etil asetat>

metanol>n-hekzan ekstrelerinin oldugu belirlenmistir.

Biyolojik aktivite testleri sonucunda en yiiksek aktiviteyi balsam kloroform
ekstresinin gosterdigi ve yaprak ekstrelerinin meyve ekstrelerine gore daha yliksek

aktivite sergiledigi bulunmustur.
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Sara¢ ve Sen (2014)’in yaptigi ¢alismada ise L. orientalis yaprak etanol
ekstresinin 1Csq 3.11+£0.024 mg/ml ile giiglii antioksidan aktivite gosterdigini, fenolik
igeriginin ise 333.14+7.96 GAE mg/g oldugunu ortaya koymuslardir. L. formosana
yapragina ait farkli ekstrelerin antioksidan aktiviteleri ve toplam fenolik, toplam
flavonoit potansiyellerinin degerlendirildigi baska bir ¢alismada, ekstrelerin butile
hidroksitoluen’den daha yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi; antioksidan aktivite,
fenolik ve flavonoit igeriginin ekstreler arasinda korelasyon gostererek etkinlik

sirasinin etanol>su>aseton seklinde oldugu belirlenmistir (Wang ve ark., 2010).

L. formosana’nin yaprak ekstresinin antioksidan aktivitesinin degerlendirildigi
bir calismada ICso 14.9 pg/ml ve total fenolik icerigi 147.4 mg GAE/g olarak
bulunmustur (Ho ve ark., 2012). L.orientalis’in antioksidan, anti-mikrobiyal ve anti-
mutajenik aktivitesinin c¢alisildig1 diger bir ¢aligmada ise, yaprak aseton, etanol ve
metanol ekstrelerinden metanoliin % 86 oraninda serbest radikal inhibisyonuyla en

yiiksek aktiviteyi gosterdigi saptanmistir (Okmen ve ark., 2014).

Ulkemize &zgii bir tiir olan L. orientalis ile ilgili olarak simdiye kadar yapilan
calismalar; biyolojik aktivite ¢aligmalar1 olup, daha ¢ok bitkinin balsami iizerinde
gerceklestirilmistir. Literatiirde hiicresel seviyede yapilan ¢alisma sayisinin sadece
iki tane oldugu goriilmektedir. Bunlardan birincisinde insan lenfosit hiicrelerine
balsam uygulanmig, 48 saat siireyle 0.4 pg/ml’lik dozun hiicre proliferasyonu iizerine
inhibitor etkisinin oldugu bulunmustur (Karadeniz ve ark., 2011). Diger ¢aligmada
ise; HeLa, A549, MCF-7, CaCo-2, mPANC96, PC-3, US7MG kanser hiicre hatlar
ve HEK?293 ve Vero normal hiicre hatlarinda; diklorometan ekstresinin 6.68-46.58
pg/ml ICso dozlar araliginda en yiiksek sitotoksik etkiyi gosterdigi tespit edilmistir
(Nalbantsoy ve ark., 2016). Literatiirde iilkemize 6zgii L.orientalis’in HCT-116 ve
HT-29 kolon kanseri hiicre hatlar iizerine olan etkisi ile ilgili yapilmis herhangi bir

calisma bulunmamaktadir.

L. formosana'nin yaprak ekstrelerinin S180 hiicreleri tizerindeki anti-timor
aktivitesinin incelendigi bir c¢alismada; kloroform, etil asetat, n-butanol ve su
ekstrelerinin ICsq degerleri sirasiyla 0.238, 0.471, 0.844 ve 0.411 mg/ml olarak
bulunmustur. S180 hiicrelerinde en diisiik sitotoksik etkiyi kloroform ekstresinin

gosterdigi belirlenmistir (Zhong ve ark., 2013).
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Insan meme kanser hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada, L. formosana
balsamindan izole edilen 10 adet triterpen tiirevi bilesigin 3.06-13.82 pg/ml
araligindaki 1Csy degerleri ile giiglii sitotoksik etki gosterdigi bulunmus ve s6z
konusu tirterpen tiirevi bilesiklerin anti-kanser etkiye sahip oldugu one siiriilmiistiir
(Yang ve ark., 2011).

L. styraciflua tiirinde ise; yaprak ve kok esansiyel yaglart servikal kanser
hiicrelerine (HeLa) uygulanmis ve MTT analiz sonuglarina gore ICsy degerleri

sirasiyla 136.27 ve 119.78 pg/ml olarak bulunmustur (E1-Readi ve ark., 2013).

Ayn1 tlirlin meyve ekstresi ile gergeklestirilen bir diger ¢alismada 6zellikle
PIBK/Akt/mTOR yolagin1 hedefleyen ve LIS-100 olarak adlandirilan organik bir
fraksiyonun; pankreatik karsinom (PANC-1, BXPC3, AsPC-1), kolon karsinom
(HCT-116) ve prostatik adenokarsinom (PC3, LNCaP, DU145) hiicre hatlarina kars1
potansiyel anti-kanser etkilerinin oldugunu belirlemistir. LIS-100’tin 2015 yilinda
US 2015/0110862 Al patent numarasi ile Amerika’da patenti alinmigtir. LIS-100’{in
bu hiicre hatlarindan prostat kanser hiicrelerinde en giiclii sitotoksik etkiye (PC3 ICsg
1.7 pg/ml, LNCaP ICs 2.5 pg/ml) sahip oldugu, diger hiicre hatlarinda ise bu degerin

[

80-122 pg/ml arasinda degistigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2015).

Calismamizda L.orientalis balsamindan hazirlanan kloroform ve metanol
ekstresi ile, yaprak ve meyvelerinden hazirlanan n-hekzan, etil asetat ve metanol
ekstreleri, farkli konsantrasyonlarda ve farkl siirelerde (24, 48 ve 72 saat) hem HT-
29 hem de HCT-116 hiicre hatlarinda calistlmistir. HT-29 hiicre hatt1 XTT
sonuglaria gore, sitotoksik etkinligi en yiiksek iki ekstrenin 24.43 uM ile balsam
kloroform ve 43.13 uM ile yaprak metanol oldugu ag¢iga cikarilmistir. HCT-116
hiicre hattinda ise en sitotoksik etkili iki ekstrenin 27.80 pM ile yaprak metanol ve
50.86 uM ile yaprak etil asetat oldugu bulunmustur. Her iki hiicre hatt1 da toplam
flavonoit igerik ve antioksidan aktivite agisindan sitotoksisite sonuglari ile paralellik
gostermekle birlikte, biitlin ekstrelerde HCT-116’nin HT-29’a goére daha c¢ok

ortustiigl saptanmistir.

Ek olarak, her iki hiicre hattinda da en diisiik sitotoksik etkili ekstre yaprak n-
hekzan ekstresidir. Bu sonuglar % verim, toplam fenolik ve flavonoit miktar tayini

sonuclar ile ortiismektedir.
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LC-ESI-QTOF-MS analizi sonucu L.orientalis yaprak metanol ekstresinde
kiitiiphane ile eslesen analitler arasinda; pirogallol, gallik asit, epigallokatesin, 3,4-
dihidroksibenzoik asit, klorojenik asit, ferulik asit, mirisetin, kemferol, kersetin,
luteolin basta olmak iizere ¢esitli biyoaktif maddelerin varlig1 tespit edilmistir.
L.orientalis yaprak metanol ekstresinin antioksidan, anti-kanserojenik, apoptotik ve
anti-inflamatuvar etkinligine dair elde ettigimiz bulgular, LC-ESI-QTOF-MS analizi
sonucu varliklarin1 belirledigimiz yukaridaki biyoaktif maddelerin kolorektal

kanserle iliskileri g6zoniinde bulundurularak degerlendirilmistir.

Fenolik bilesikler, sikimik asit yolagi aracilifiyla biyosentezlenen bitki
sekonder metabolitleridir (Muzzalupo ve ark., 2011). Bu bilesiklerin anti-proliferatif,
anti-inflamatuvar, hepatoprotektif ve diger bazi tibbi 6zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Pek cok aromatik bilesigin biyosentez yolagi olan sikimik asit
yolaginda major biyokimyasal araci Kinik asittir. Diyetle almman Kinik asit
gastrointestinal sistemdeki triptofan ve nikotinamit sentezini tesvik eder. Bunlarin
tiretimindeki artisin ise NF-«B inhibisyonuna ve DNA tamirinin uyarilmasina yol

actig1 bilinmektedir (Pero ve ark., 2009).

8000°den fazla farkli bilesige sahip olan polifenoller on farkli sinifa
ayrilabilmektedir (Chahar ve ark., 2011). Fenolik bilesikler ve flavonoitler bu grubun
bir parcasidir ve kanserin iyilesme/tedavi siirecinde etkin rol oynadiklar
bilinmektedir. Flavonoitler; flavonoller (6rn; katesin, epikatesin, epigallokatesin),
flavonlar [flavonol (6rn; luteolin, kemferol, myricetin, kersetin) ve flavononlar (6rn;
naringenin)], antosiyanidinler ve izoflavonoitler olarak smiflandirilan ¢ok genis bir

bitki sekonder metabolit grubudur (Nijeveldt ve ark., 2001; Batra ve Sharma, 2013).

Karakteristik polifenolik bilesiklerden olan katesinler; (-)-epigallokatesin-3-
gallat, (-)-epigallokatesin, (-)-epikatesin-3-gallat ve (-)-epikatesin  olarak
siniflandirilabilir. Epigallokatesin metabolit {irtinlerinden olan pirogallol; sert agag
bitkilerinde yaygin olarak bulunan anti-fungal ve anti-psoriatik 6zellikleri ile bilinen
bir bilesiktir. Pirogallol serbest radikaller 6zellikle, siiperoksit anyonlar (Oy", H20,,
OH) {iretebilen bir indirgeyicidir. Bunlar hiicre biiylimesi, farklilagsmas1 ve oliimii
dahil ¢esitli stireglerde rol alir (Zorov ve ark., 2006). ROS’un asir1 iiretimi veya
antioksidan enzim kaybi nedeniyle olusan oksidatif stres, hiicre tipine bagli olarak

hiicre 6liimiine yol agan sinyallesmeyi baglatir. Pirogallol’lin ¢esitli kanser tiplerinde
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mitokondriyal membran potansiyeli ve O; aracili apoptotik hiicre Oliimiinii
tetikledigi gosterilmistir (Park ve ark., 2008; Han ve ark., 2009).

Ekstremizde saptanan diger bir bilesik olan gallik asit, pek ¢ok kanserde
kemopreventif potansiyele sahip oldugu bilinen bir hidroksibenzoik asittir. Gallik
asitin mitokondri aracili yolla kanser hiicrelerinin apoptozunu tetikledigi, normal
hiicrelere zarar vermeden secici toksisite gosterdigi, anti-invaziv ve anti-metastatik
Ozelliklere sahip oldugu bulunmustur (Liu ve ark., 2012; Berindan-Neagoe ve ark.,
2012).

Fenolik bilesiklerden biri olan 3,4-dihidroksibenzoik asit (protokatesik asit-
PCA); giiclii antioksidan etkili major benzoik asit tiirevlerindendir. Ratlarda diyetle
alman giinlik 100 ppm’lik miktarin karaciger, kolon, pankreas ve gastrik
karsinogeneze karsi giiclii koruma sagladigi gosterilmistir. Bazi kanser hiicrelerine
PCA uygulanmasinin; hiicre adezyonu, IL-6 ve IL-8, VEGF ve ICAM-1 iiretimini
baskilayarak anjiyogenik ve metastatik etkileri azalttigi bildirilmistir (Yi ve ark.,
2009). PCA uygulanmis ratlarda, PCA’nin RhoB aktivasyonunu hedefleyerek
Ras/Akt/NF-kB yolaginin inaktivasyonu yoluyla, MMP-2 ekspresyonunu inhibe
ettigi bdylece kanser hiicre metastazini 6nledigi gosterilmistir (Lin ve ark., 2011). Bir
baska calismada, iilseratif kolit olusturulmus farelere PCA uygulandiginda, kolon
dokusunda COX-2 ve iNOS protein ekspresyonunun énemli derecede inhibe edildigi
saptanmis ve PCA’nin bu kemopreventif rolii, anti-inflamatuvar o&zellikleriyle

iliskilendirilmistir (Farombi ve ark., 2016).

Kolon kanseri hiicre proliferasyonunu azaltan major polifenollerden biri de
klorojenik asittir. Bu bilesigin kolon kanser hiicre hatlar1 (HCT-116 ve HT-29)’nda
ROS iiretimini uyararak hiicre dongiisiinii  S-fazinda durdurdugu ve ERK
inaktivasyonu araciligiyla hiicre canliligini inhibe ettigi bulunmustur (Roy ve ark.,

2017).

Ferulik asit bitkilerde oldukc¢a bol bulunan bir fenolik asittir. EGFR’nin
downregiilasyonu yoluyla kolorektal kanser hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
ortaya ¢ikarilmistir (Roy ve ark., 2013). Ayrica akciger kanseri, meme kanseri ve
merkezi sinir sistem tlimorleri gibi gesitli kanser tiirlerinde anti-neoplastik aktivite

sergilemesinin yanisira (Jayaprakasam ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2016),
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Alzheimer, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve cilt hastaliklarinin tedavisinde de
etkili oldugu bulunmustur (Lin ve ark., 2005; Roy ve ark., 2013; Alam ve ark., 2013;
Sgarbossa ve ark., 2015).

Kolorektal kanserde anti-neoplastik ozellige sahip oldugu bilinen bir
flavonoit tiirli olan mirisetinin; kolon tiimoérlii ratlarda yalnizca timdrlii hayvan
sayisinda degil ayn1 zamanda tiimdr insidansinda da Onemli bir azalma sagladigi
gosterilmistir (Nirmala ve Ramanathan, 2011). Bir baska g¢alismada, mirisetinin
kolon kanseri hiicrelerinde Bax/Bcl-2 oranini artirdigi, mitokondriden sitozole AIF
salimimin1 uyararak mitokondri aracili apoptoza yol agtigi belirlenmistir (Kim ve

ark., 2014).

NF-xB/COX-2 etkilesimi kolorektal adenokarsinom gelisiminde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Mirisetinin, inflamatuvar faktorlerin (IL-6 ve IL-1p, TNF-a ve
COX-2) seviyelerini azaltarak iilseratif kolit ve kolorektal tiimérogenez iizerinde

inhibisyon gosterdigi bulunmustur. (Abdullah ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2018).

Flavonoit siifina ait olan kemferoliin; HT-29 hiicrelerinde siklin D1, E ve A,
CDK2 ve 4’iin ekpsresyonunu azalttigi, Rb nin fosforilasyonunu baskiladigi, hem G1
hem de G2/M evresinde hiicre dongiisiiniin inhibisyonuna yol actig1 gosterilmistir
(Cho ve Park, 2013). Yine HCT-116 hiicrelerinde G2/M evresinde hiicre dongiisiinii
durdurdugu bildirilmistir (Carmona ve ark., 2014). Bir bagka ¢alismada, DR5’in
uyarilmasma yol agarak TRAIL reseptorlerinin upregiilasyonu yoluyla apoptozu
uyardigi saptanmistir (Yoshida ve ark., 2008). Chen ve ark. (2012); kemferoliin
TNF-a, IL-1B ve IL-6 dahil olmak iizere ¢esitli pro-inflamatuvar sitokinlerin asiri
tiretimini inhibe edebildigini ve farelerde LPS-ile uyarilan akut akciger hasarinda
NF-xB ve MAPK aktivasyonunu giiclii bir sekilde baskiladigini bildirmislerdir. Wall
ve ark. (2013); kaempferoliin LPS-ile uyarilmis makrofajlarda NF-kB’nin nukleusa
translokasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir. NF-kB’nin kaempferol tarafindan
modiilasyonu ¢esitli inflamatuvar hastalik modellerinde de ¢alisiimistir. Kemferoliin
NF-kB-p65, p38 ve ERK 1/2 fosforilasyonunun inhibisyonu yoluyla romatoid artrite
kars1 koruyucu etkiye sahip olabilecegi diisiinlilmiistiir. Sonug¢ olarak kemferoliin
NF-xB’yi baskilayici etkisi anti-inflamatuvar aktivitede énemli bir rol oynadigini

gostermektedir (Rajendran ve ark., 2014).
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Kersetinin EGFR/PI3K/Akt, NF-kB yolagi ve MMP 2/9 sinyali yoluyla anti-
proliferatif ve anti-migrasyon 6zellik gosterdigi bilinmektedir (Lai ve ark. 2013; Bhat
ve ark., 2014). Caco-2 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada kersetinin, TLR4/NF-xB
yolagi aracilifiyla migrasyon ve invazyon iligkili proteinlerin ekspresyonlarini
baskiladig1 gosterilmistir (Han ve ark., 2016). Caco-2 ve SW-620 kolon kanser
hiicrelerinde yapilan baska bir caligmada ise, kersetinin NF-kB yolagini inhibe ettigi
ve ayn1 zamanda Bcl-2 downregiilasyonuna ve Bax upregiilasyonuna yol agarak

apoptozu uyardig1 bulunmustur (Zhang ve ark., 2015).

Ayrica bitki icerigimizde bulunan diger bilesiklerden epigallokatesin,
epikatesin, luteolin ve naringeninin de anjiyogenez, invazyon ve metastaz gibi
karsinogenez siireclerinde anti-kanserojenik etki gosterdikleri rapor edilmistir (Pang

ve ark., 2009; Jeong ve ark., 2011; Weng ve Yen, 2012).

L.formosana yapraklarinin ana bilesenlerinden biri fenolik asitler ve
tanenlerdir. Yapraklar major olarak gallik asid, p-hidroksibenzoik asit, 3-metoksi-4-
hidroksi-benzoik asit, 3,5-dihidroksi-4-metoksi-benzoik asit, 3,4-dihidroksi-benzoik
asit, 3,4-dihidroksi-5-metoksi-benzoik asit i¢ermektedir (Liao ve ark., 2014).
L.formosana’da rutin, izokersetin, hiperin ve astragalin gibi flavonoit yapisinda
bilesiklerin de bulundugu tespit edilmistir (Ouyang ve ark., 2016). L. formosana
yapraklarindan kimyasal igerik analizinin yapildigi bir diger ¢aligmada, metanol
ekstrelerinden B-sitosterol, a-amyrin, oleanolik asit olmak iizere 3 yeni bilesik izole
edilmistir (Cai ve Ruan, 2005).

L.styraciflua yaprak metanol ekstrelerinin karaciger hasar1 olusturulan
farelere oral yolla verilmesinin; fibroz siddetini azalttigi, hepatik hiicre yapisin
normalize ettidi, karaciger hasarina karst Onemli Ol¢lide koruma sagladigi
gosterilmistir. Yapraklariin kromatografik ayriminda gallik asit, kersetin, mirisetin,
kasuartiktin, izorugosin tanimlanmistir. Ekstreden izole edilen bu fenolik bilesiklerin
tek basina ya da sinerjik etki yoluyla karisim halinde hepatik hiicre hasarinin geriye
dondiiriilmesinden sorumlu olabilecegi vurgulanmistir. Bu nedenle L.styraciflua
yapraklarinin dogal etkili bir hepatoprotektif kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir
(Eid ve ark., 2015).
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L.styraciflua toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin
biyoaktif komponentleri arasinda; B-sitosterol, lupeol, oleanolik asit, ursolik asit,
luteolin, kaempferol, 3-D-B-glukozit’e rastlanmistir (Rashed ve ark., 2014).
Calismamizin kromatografi verileri, tilkemize Ozgii bir tiir olan L.orientalis’e ait

ekstrenin de luteolin, kemferol, 3-D-B-glukozit igerdigini dogrulamaktadir.

Sara¢ ve Sen (2014), L. orientalis yapraklarindan hazirlanan etanollii ekstre
tizerinde yaptiklari HPLC analizinde, ekstrede fenolik bilesiklerden, epikatesin
(7.954 + 0.493 mg/g ekstre), galik asit (3.258 + 0.035 mg/g ekstre) ve protokatesik
asit (12.232 £ 0.118 mg/g ekstre) varligini tespit etmislerdir. Calismamizdaki yaprak
metanol ekstresine ait LC-ESI-QTOF-MS sonuglari bu ¢alismanin verileri ile

ortiismektedir.

L.orientalis Mill. var. orientalis ve L. orientalis var. integriloba yaprak ugucu
yaglarinin GC-MS analizi sonucunda, yiiksek miktarda terpinen-4-ol, a-terpineol,
sabinen, a-pinen, viridifloren and germakren D igerdigi saptanmistir (Duru ve ark.,
2002).

Kromatografik analizlerle saptadigimiz pirogallol, mirisetin, eskulin, 4-O-
metil-gallat, naringenin, naringenin-7-O-glukozit, piloretin, pilorizin ve kuinalizarin
simdiye kadar higbir Liquidambar tiirinde tanimlanmamis olan ve ilk kez

calismamizda varligi tespit edilen bilesenlerdir.

Fenolik bilesikler; MAPK’lar, siklin-bagimli kinazlar, AP-1, NF-xB ve
bliylime sinyali gibi sinyal yolak bilesenlerinden bir veya daha fazlasi ile etkileserek
anti-inflamatuvar etki gosterirler (Galati ve O’Brien, 2004; Soobrattee ve ark., 2006;
Ho ve ark., 2010).

NF-xB; sagkalim, inflamasyon ve immun yanit gibi 6nemli fizyolojik
stireclere katilan ¢ok genis bir gen grubunun diizenlenmesinde rol alan transkripsiyon
faktor ailesidir. NF-kB’nin siirekli aktivasyonu cesitli  kanser tipleriyle
iliskilendirilmistir. Bu yolagin diizenlenmesinde rolii olabilecek faktorleri
tanimlayarak molekiiler mekanizmasin1 aydinlatmak, kanser ve otoimmun
hastaliklarin tedavisine yonelik ¢oziimler icin Oonem arz etmektedir. NF-kB’nin

kanser hiicreleri iizerindeki proliferatif, invaziv ve metastatik etkilerine ek olarak;
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tiimdr gelisimini hem Onleyen hem de artiran immiin hiicreleri de etkileyebilir (Pires

ve ark., 2017).

NF-kB yolaginin ayr fakat birbiriyle etkilesen iki kolu vardir. Bunlardan biri
TNF-a, TLR ve IL-1 tarafindan uyarilan klasik yolak; digeri ise LTBR, CD40L ve
BAFF tarafindan uyarilan alternatif yolaktir. Klasik yolakta NF-kB dimerlerinin, IkB
ailesinin inhibitér molekiilleri tarafindan nukleusa gecisi engellenir. Dimerlerin
serbest kalmasi, TNFR, IL-1R, TLR, EGR gibi pro-inflamatuvar sinyaller tarafindan
aktive edilir. Bu reseptorler IKKa, IKKB, ve IKKy (NEMO) kompleksini aktive
edebilirler. Serbest kalan p65/p50 ve c-Rel/p50 dimerleri nukleusa transloke olur ve
hedef genlerin ekspresyonlarini diizenler (Gupta ve ark., 2010). Alternatif yolakta
ise; IKK’lar yoktur fakat RelB/p100 kompleksi sitoplazmada inaktiftir. Bu yolak
proteozomlar tarafindan pl00’iin p52°ye islenmesini uyaran ve NF-xkB2/p100’i
dogrudan fosforilleyebilen IKKa’ nin aktivasyonuyla sonuglanir. Nukleusta NF-kB
kompleksi hedef genlerin promotorlarinda bulunan ve kB bdlgeleri olarak bilinen
spesifik DNA dizilerine baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir (Hoesel

ve Schmid, 2013).

Calismamizda kolon kanser hiicre hatlarinda L.orientalis’in muhtemel anti-
inflamatuvar ve apoptoz mekanizmalarindaki roliinii, NF-xB sinyal yolag: {izerinden
gerceklestirdigi hipotezimizi dogrulamayr amacladik. Bu amac¢ dogrultusunda
L.orientalis ekstresinin uygulandigi her iki hiicre hattinda da NF-«B sinyal yolag ile
iligkili 88 genin ekspresyon diizeyleri RT-PZR yontemiyle degerlendirilmistir. HCT-
116 hiicresinde kontrole gore ifade farkliliklari gdsteren gen sayisinin HT-29
hiicresine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ekspresyon seviyesinde anlamli
derecede kat artis ve azalis1 gosteren genlere ait detayli bilgiler Tablo 4.8a, 4.8b, 4.9a
ve 4.9b’de gosterildigi gibidir.

Her iki hiicre hattinda da ekspresyonlar1 artis gosteren genlerin IL-10,
CASP1, CASP8, TNFAIP3, TNFRSF10A ve 10B; azalis gosteren genlerin ise 1L-6,
IL-8, NFKBI, TNF, TLR2, IKBKB oldugu saptanmistir. Sadece HCT-116
hiicresinde ekspresyonu artan genlerin CHUK, HMOX1 ve NLRP12, azalan genlerin
ise AGT, ATF1, BCL3, BIRC2 (clAP), ICAM1, LTB, MALT1, IL1B, IL1R1
oldugu; HT-29 hiicre hattinda ise ekspresyonu artis gosteren genlerin IL1A, IL1B ve
NFKBIA oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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NF-kB sinyal yolag: iliskili reseptorlerden biri olan, Fas reseptoriine
ligandinin baglanmasiyla Fas iliskili 6lim domaini FADD ve prokaspaz 8’den olusan
DISC (death inducing signalling complex) kompleksinden, prokaspaz-8 ayrilarak
aktif kaspaz 8’e doniisiir. Aktif kaspaz 8, hiicresel substratlar1 hedefleyen ve hiicrenin
apoptoza girmesine yol agan pro-kaspaz 3 ve pro-kaspaz 7’nin islenerek aktif forma
doniismesine neden olur. NF-«xB sinyal yolag: aracili reseptorlerden bir digeri TNF-
R1’dir. Ligand reseptoriine baglandiginda TRADD, TRAF 2/5, clAP 1/2, RIP1
kompleksi olusur. Bu kompleks igerisinde yer alan RIP1 proteini, hiicrenin sagkalim
ya da oliim kararmi yonlendirir. RIP1’in, cIAP 1/2 aracili ubikiitinasyonu NF-kB
aktivasyonuna yol agar. Diger taraftan RIP1’in ibikiitinlenmedigi durumda
komplekse FADD ve pro-kaspaz 8’in eklenmesiyle apoptozun uyarilmasi igin pro-
kaspaz 8, kaspaz 8’e doniisiir. Bu da kaspaz 3 ve 7’yi aktive ederek hiicre dliimiinii
baslatir. DNA hasart durumunda, p53 mitokondri aracili apoptozu uyarmak iizere
Bax’1 aktive ederken, Bcl-2’yi ise inhibe eder. Mitokondriden salinan sitokrom c,
kaspaz 3 ve 9’u aktiflestirir. TLR1 ve TLR2 reseptorleri, TNF-R’den farkli olarak
uyarildiklarinda ise yalnizca NF-kB sinyalizasyonu aktive olur. Bu aktivasyon ile
cesitli kinazlar tarafindan IKKa (CHUK), IKKP ve IKKy kompleksi etkin hale
getirilir. Bu kompleksten fosforile olan IKKp, p65/p50 NF-kB dimeri ile birlesir.
Sonrasinda fosforillenen IKKJ, ubikiitinlenerek proteozomal yikima ugrar. Boylece
serbest kalan p65/p50 NF-kB dimeri nukleusa gegerek hedef genlerinin
transkripsiyonunu gergeklestirir (Pires ve ark., 2017).

NF-«B’nin hedef genlerinden olan IL-10 ve IL-6 ligandlar1 reseptdrleriyle
etkileserek JAK/STAT yolagini aktiflestirir. STAT3lin fosforilasyonu; sitoplazmada
p50/p65 dimerleriyle kompleks olusturarak nukleusa gecer ve yeniden IL-6 ve IL-
10’un transkripsiyonunu uyarir (Hamaéldinen ve ark., 2007). IL-1, IL-6 ve TNF-o;
HMOX1 tarafindan inhibe edilerek reseptorleriyle yeniden baglanmalar1 engellenir.
Hiicre i¢i stres durumunda, normalde inaktif formda bulunan NLRP12 ve pro-kaspaz
1 inflamazom kompleksini olusturur. Pro-kaspaz 1, kaspaz 1’e dontiserek NF-xB
hedef genlerinden Pro-IL-18 ve Pro-1L-1B’nin IL-18 ve IL-1f formunu olusturmasini
saglar (Tuncer ve ark., 2014). NF-xB yolag: ile iliskili olan ekspresyonlarini
degerlendirdigimiz ve kontrole gore anlamli degisiklik gosteren genlerin protein
tirtinlerinin yolaktaki fonksiyonlart Sekil 4.30°da 6zetlenmistir. Ekspresyon artis ve

azalislar1 Tablo 4.8a, 4.8b, 4.9a, 4.9b’de gosterilmistir.
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Sekil 4.33. L.orientalis yaprak metanol ekstresinin kolon kanser hiicre hatlarinda NF-xByolag1 aracili anti-proliferatif ve apoptotik etki mekanizmasi.
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Apoptozun  morfolojik  olarak  degerlendirilmesinde  kullandigimiz
yontemlerden biri olan TUNEL testi sonucuna gore; ekstrenin her iki hiicre hattinda
da kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde apoptozu tesvik etmistir

(p<0.05).

L. formosana’nin yapraklarindan elde edilen kloroform ekstresinin apoptotik
etkisinin belirlendigi bir calismada, akis sitometrisi ile ¢ift boyama (Annexin
V/propidyum iyodiir) yapilmis; hiicreler tipik apoptotik morfolojik degisiklikler
sergilemis ve ila¢ konsantrasyonu 0.025 mg/ml oldugunda, erken apoptoz oraninin %
3.88 ve ge¢ apoptoz oranmin ise % 3.86 oldugu, ila¢ konsantrasyonu 0.05 mg/ml
oldugunda ise, erken apoptoz orani ve ge¢ apoptoz oraninin sirastyla % 4.05 ve %

4.21 oldugu belirlenmistir (Zhong ve ark., 2016).

Calismamizda ise L. orientalis’in yapraklarindan elde edilen metanol
ekstresinin apoptotik etkisi ¢ift boyama yapilarak akis sitometrisi degerlendirilmis;
her iki hiicre hattinda da L. orientalis yaprak ekstresinin uygulandigi hiicrelerin
apoptoz oranlart uygulanmamis kontrol hiicrelerinin apoptoz oranlarina goére dnemli
oOlglide yiiksek bulunmustur. Ekstrenin uygulandigit HCT-116 hiicre hattinda toplam
apoptotik yiizde, % 75.38 erken/ge¢ apoptoz = % 5.78/ % 69.6) ve HT-29 hiicre
hattinda toplam apoptotik yiizde % 67.75 (erken/ge¢ apoptoz = % 3.89/%63.90)

olarak belirlenmistir.

L. orientalis yaprak metanol ekstresi uygulamasi her iki hiicrede de invazyon
oraninin kontrole gore 6nemli 6l¢iide azalmasina yol agmistir. HCT-116 hiicrelerinde
kontrole gore invazyon oran1 % 55.71 iken, ekstre uygulamasinda invazyon orani %
25.03’e; HT-29 hiicrelerinde kontrolde invazyon orant % 66.66 iken, ekstre
uygulamasinda invazyon orani % 41.66’ya diismiistiir. L. orientalis yaprak metanol
ekstresi her iki hiicre hattinda invazyonu baskilamakla birlikte en ¢ok HCT-116

hiicrelerinde anti-anjiyogenik etki gostermistir.

Karsinogenez siirecinin énemli bir yonii de inflamasyon gelisimidir. Orn;
prostaglandinler inflamasyon aracilaridir ve kronik inflamasyon karsinogeneze
yatkinlik kazandirir. Indiiklenebilir COX-2’nin asir1 ekspresyonu; arasidonik asitin
prostaglandinlere doniisiimiinde kritik bir adimi katalize eder ve mitojenler,

sitokinler ve bakteriyel LPS gibi pro-inflamatuvar uyaranlarla uyarilarak kolon,
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akciger, meme ve prostat karsinogenezine katkida bulunur. Fenolik asitlerin ise
inflamasyonla baglantili transkripsiyon faktorlerini (prostoglandinler, sitokinler,
COX-2, LOX, iNOS) inhibe ettigi gosterilmistir (Rosa ve ark., 2016).

Tiimor mikrogevresinde TNF-a’nin yiiksek ekspresyonu malign tiimoriin
ortak bir 6zelligidir. Inflamasyon ve kanser ile baglantili sitokinlerden biri olan IL-6,
kanser hiicre proliferasyonu ve invazyonu i¢in gerekli bir sitokindir. Calismamizda
TNF-o ile wuyarilmis HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindan elde edilen
stipernatantlarda IL-6 diizeyinin sitotoksik dozda L.orientalis yaprak metanol ekstresi
tarafindan baskilandigi bulunmustur. Han ve ark. (2016), bizim ekstremizde de
bulunan kersetin bilesigini Caco-2 hiicre hattina uygulamiglar ve TNF-a, COX-2 ve

IL-6 diizeylerinin doza bagimli bir sekilde baskilandigin1 gostermislerdir.

Kim ve ark. (2005) yaptiklart calismada, HT-29 hiicrelerini  TNF-a
uyarimindan 30 dakika oOnce cesitli konsantrasyonlarda luteolin ile muamele
etmislerdir. TNF-o uyarimindan alt1 saat sonra hiicre siipernatantlari igerisindeki IL-8
seviyelerini ELISA ile dl¢miisler ve IL-8 seviyesinin, zamana bagli olarak istikrarli
bir sekilde baskilandigini gérmiislerdir. Bu sonuglar luteolinin, IkB degredasyonu ve
NF-kB aktivasyonunu takiben MAPK'larin fosforilasyonunu bloke ederek bagirsak
epitel hiicrelerinde TNF-a ile indiiklenen IL-8 iiretimi lizerinde engelleyici etkilere

sahip oldugunu gostermistir.

IL-8 salinimi {izerine AL-PS denilen membranin etkilerinin incelendigi bir
calismada; Caco-2 hiicreleri, 2 saat boyunca farkli konsantrasyonda AL-PS (0.001,
0.01, 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml) ile muamele edilmis ve sonra 2 ng/ml TNF-a ile 4 saat
stireyle inkiibe edildiginde IL-8 saliniminin inhibe edildigini gérmiislerdir. AL-
PS'nin tek bagina hiicrelere uygulanmasinin ise IL-8 salinimi {izerinde herhangi bir

etkisinin olmadigin belirlemislerdir (Shi ve ark., 2014).

Setaria italica (dar1) i¢ kabugu polifenollerinin, LPS uyarimli HT-29
hiicrelerinde ve nude farelerde, NF-«xB p65 niikleer translokasyonunu bloke ederek,
IL-10 seviyesini arttirirken; IL-1B, IL-6 ve IL-8 seviyelerini azaltarak anti-

inflamatuvar etki gosterebilecegi ortaya konulmustur (Shi ve ark., 2017).

Ma ve ark. (2017)’nin yapmis oldugu in vivo ¢alismada L. formosana ile

muameleden sonra serumdaki TNF-a, IL-6 ve IL-1B diizeylerinin azaldigi, 1L-10
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diizeyinin ise arttigi ELISA testi ile gosterilmis ve L. formosana’nin inflamatuvar

mediyatorlerin salinimini diizenleyebilecegi ileri siiriilmiistiir.

El-Readi ve ark. (2013), L. styraciflua’nin anti-inflamatuvar etkinligini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda, HepG2 hiicrelerini bitkinin yaprak yagi, kok yagi
ve indometasini (bir prostaglandin sentaz inhibitorii) LPS ile birlikte uyarmislar ve
kok yagmin yaprak yagindan daha fazla 5-lipoksijenazin (5-LOX) ve prostaglandinin
E2 (PGE2) iiretimini inhibe ettigini gostermislerdir.

Calismamizda HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinin TNF-a’ya duyarliliklar
arasinda farklilik oldugu belirlenmistir. HCT-116 hiicre hatti, HT-29 hiicre hattina
gore TNF-a uyarimina daha duyarhidir. Ancak hiicre hatlar1 tek baglarina TNF-a’nin
etkisine direngli olsa bile, 30 ng/ml TNF-a ve ekstre birlikte uygulandiginda,
sitotoksisitenin artisina yol agtigi gozlenmistir. Bu bulgumuz Cabal Hiero ve
O’Dwyer (2017)’nin ¢alismalart ile uyumludur. TNF-o ile ekstre birlikte
uygulandiginda HCT-116 hiicre hattinda kontrole gore IL-6 saliniminin % 6.35 +
1.24, IL-8 salimiminin % 28.49 + 0.97 azaldigi, IL-10 saliniminin ise 56.68 + 2.34
arttigl; yine TNF-a ile ekstre birlikte uygulandiginda HT-29 hiicre hattinda 1L-6
salmmminin % 25.54 £ 2.56 ve IL-8 salmimimin % 75.65 + 3.12 azaldigi, 1L-10
saliniminin ise % 48.67 + 1.53 arttigi saptanmuistir. Bu bulgular, bitkinin anti-

inflamatuvar etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calisma bulgularimiza gore L. orientalis ekstrelerinden en diisiik dozda en
yiiksek sitotoksik etkiye sahip ekstrenin yaprak metanol ekstresi oldugu saptanmustir.
Biyolojik aktivite tayinlerine ait verilerimiz fitokimyasal analiz sonug¢larin1 destekler
niteliktedir. Yaprak metanol ekstresinin her iki kolon kanser hiicre hattinda da ICsg
dozlar1 uygulandiginda, anti-proliferatif ve apoptotik etki gosterdigi ve bu etkiyi NF-
kB yolagini baskilayarak gerceklestirdigi gézlenmistir.

Literatiir incelendiginde ekstrenin kromatografik analizinde gdzlenen aktif
bilesiklerin birgogunun, tek baslarina uygulandiklarinda anti-proliferatif ve apoptotik
etkiye sahip olduklar1 goriilmektedir. Dolayisiyla ekstremiz de total olarak hiicre
hatlarina  uygulandiginda benzer etkiler gostermistir. Ancak ekstremizde
saptadigimiz bu bilesiklerin tek basina m1 yoksa birbirleriyle etkilesim gdstermek
suretiyle sinerjik olarak mi1 etkili oldugunun anlasilabilmesi igin ileri fitokimyasal
analizlerin yapilmas1 gerekmektedir. izolasyon ve miktar tayini calismalari ile ana
bilesenlerin yapilarmin ve ekstredeki miktarinin belirlenmesi, L. orientalis’in anti-
kanser etkisinin realize edilmesi, bitkinin terapotik amaglarla kullaniminin
yonlendirilmesi ve muhtemel tedavi kombinasyonlariin olusturulmasi konusunda
katkida bulunacaktir. Ayrica calismanin bundan sonraki sathasini ekstrenin terapotik

etkinligini degerlendirmek tizere in vivo galigmalar olusturacaktir.
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