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OZET

DENIZHIYARI OZUTUNUN ANTIi-TUMOR ETKIiLERI VE GELENEKSEL
KEMOTERAPIK ILACLARLA SINERJISTIK ETKILESIMININ
ARASTIRILMASI

Nuray ARSLAN

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Hatice Giines

Aralik 2019, 91 sayfa

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasi ile karakterize edilen ve
diinyadaki baslica saglik problemlerinin basinda gelen hastaliklardan biridir. Bu
nedenle, hem giivenli hem etkili antikanser ajanlarinin gelistirilmesi kaginilmazdir.
Kanser tedavisindeki temel problem gelistirilen ilaglarin toksik etkisidir. Bunun i¢in
girisimlerin ¢ogu anti-kanser ilaglarla kombinasyonunda sinerjistik etkili olan besin
kaynaklarinin ve fitoterapik ajanlarin arastirilmasina yonelmistir. Bitki veya denizel
organizmalardan elde edilen oOziitlerin geleneksel kemoterdpatik ajanlarla
kombinasyonu kanser tedavisinde etkiyi arttirmaktadir. Farkli cografik bolgelerden
ve farkli denizhiyan tiirlerinden yeni anti-kanser bilesiklerin tanimlanmasi igin
onemli bir potansiyel bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle, bu c¢alismada, Gokova
korfezinden toplanan Holothuria sanctori tiirtinden elde edilen oziitlerin anti-timor
etkilerinin ¢esitli kanser hiicreleri {lizerinde etkisinin arastirilmasi ve bu 06ziitlerin
kullanimda olan ticari kanser ilaclar1 (cisplatin, docetaxel) ile sinerjistik etkilerinin
incelenmesi amaglanmistir. Holothuria sanctori’nin aseton (HSA) ve metanol (HSM)
ile hazirlanan oziitlerinin A549 ve PC-3 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkileri ve
mekanizmalar1 arastirilmistir. HSM ve HSA 6ziitlerinin 24, 48 ve 72 saatlerdeki
inkiibasyon stirelerinde doz ve zamana bagli olarak sitotoksik aktivitelerine
bakildiginda; Holothuria sanctori aseton ve metanol oziitlerinin A549 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisinin doza ve zamana baglh olarak degistigi; en etkili doz —
zaman ikilisinin 72 saat ve 20 mg/ml’lik dozlar oldugu belirlenmistir. Ayrica, her iki
Oziitiin de en etkili oldugu 72 saat inkiibasyon sonrasinda ICsp degerleri
karsilagtirildiginda, HSA’nin (1.7 mg/ml) daha diisiik dozlarda daha yiiksek etki
gosterdigi gozlenmistir. PC-3 hiicre hatti i¢in ise; HSM ve HSA ile hazirlanan
Oziitlerin zamana bagli olarak sitotoksik etkilerinin arttig1 sOylenebilir. Ayni
zamanda, HSM ve HSA oziitlerinin sitotoksik etkilerinin PC-3 ve A549’a kiyasla
saglikli hiicre hatti olan HEK293 {izerinde daha az oldugu goriilmistiir. Farkli
konsantrasyonlardaki HSM 6ziitine maruz kalan A549 ve PC-3 hiicrelerinde
apoptotik hiicre olimii, Annexin-V kullanilarak gergeklestirilen flow sitometri
yontemi ile belirlenmistir.



A549 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda
yaklasik 2.1 kat; PC-3 hiicrelerinde ise 1.9 kat arttig1 belirlenmistir. HSM 06ziitiiniin
A549 ve PC-3 hiicre hattinda apoptozu indiikledigini flow sitometri ve kaspaz-3
analizleri ile gosterilmistir. Holothuria sanctori’ ye ait HSA ve HSM 6ziitlerinin
kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan cisplatin ve docetaxel ile
kombinasyonlarinin, etkilesimlerine bakildiginda, tiim etkilesimlerin antagonistik
oldugu saptanmistir. HPLC analizi ile HSM 6ziitiinilin icerigindeki fenolik bilesikler
incelendiginde, HSM oziitiinde en fazla bulunan fenolik bilesiklerin ellagic asit ve
epicatechin oldugu tespit edilmistir. Gelecek ¢alismalar bu bireysel bilesiklerin
kanser hiicreleri iizerindeki etki mekanizmalarini belirleyecektir. Sonug olarak, bu
calisma ile ekonomik degeri oldukca yiiksek olan ve {ilkemiz denizlerinde de yayilis
gosteren bir denizhiyar tiirii olan Holothuria sanctori’nin sitotoksik etkileri ve bu
etkiye neden olan mekanizmalar aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Holothuria sanctori, Sitotoksik Aktivite, Apoptoz, Kanser,
HPLC, Sinerjik Etki
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Cancer is one of the major health problems in the world, characterized by
uncontrolled proliferation of cells. Therefore, the development of both safe and
effective anticancer agents is inevitable. The main concern in cancer treatment is the
toxic effect of the developed drugs. Most attempts have been directed to the search
for synergistically effective nutrient sources and phytotherapeutic agents in
combination with anti-cancer drugs. The combination of extracts from plant or
marine organisms with conventional chemotherapeutic agents increases the efficacy
in cancer treatment. It is known that there is significant potential for the
identification of new anti-cancer compounds from different geographic regions and
different species of cucumber. Therefore, the main aim of this study was to
investigate anti-tumor effects of extracts from a sea cucumber species Holothuria
sanctori collected from Gokova Bay on various cancer cells and to investigate the
synergistic effects of these extracts with commercial cancer drugs (cisplatin,
docetaxel) in use. The cytotoxic effects and mechanisms of Holothuria sanctori
extracts prepared with acetone and methanol on A549 and PC-3 cells were
investigated. When the cytotoxic activities of HSM and HSA extracts in 24, 48 and
72 hours incubation periods were examined according to dose and time; The
cytotoxic effect of Holothuria sanctori acetone and methanol extracts on A549 cells
varies depending on dose and time; the most effective dose — time paired for 72
hours and 20 mg/ml. Furthermore, HSA (1.7 mg/ml) showed a higher effect at lower
doses when ICso values were compared after 72 hours incubation, where both
extracts were most effective. For the PC-3 cell line; it can be said that the extracts
prepared with HSM and HSA have increased cytotoxic effects over time. The healthy
cell line HEK293; the cytotoxic effects of HSM and HSA extracts were found to be
less than those of PC-3 and A549. It was determined by using flow cytometry
method using Annexin V that HSM extract drains A549 cells to apoptosis. Apoptotic
cell death was observed in PC-3 cancer cells exposed to different concentrations of
HSM extract. The caspase-3 activity in A549 cells was approximately 2.1-fold
compared to control cells; PC-3 cells increased 1.9 fold. It can be said that the HSM
extract induces apoptosis in the A549 and PC-3 cell line and is consistent with the
data obtained from flow cytometry analysis and MTT assay results. When the
interaction of HSA and HSM extracts of Holothuria sanctori with cisplatin and
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docetaxel, which are widely used in cancer treatment, are examined; all interactions
were found to be antagonistic. HPLC analysis revealed phenolic compounds in the
HSM extract. According to this analysis, the most common phenolic compounds in
the HSM extract are ellagic acid and epicatechin. Future studies will identify the
mechanism of effects of each compound on these cancer cells. In conclusion, this is
the first study elucidating the cytotoxic effects of Holothuria sanctori which has a
high economic value and is widespread in the seas of our country.

Keywords: Holothuria sanctori, Cytotoxic Activity, Apoptosis, Cancer, HPLC,
Synergistic Effect
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1. GIRIS

1.1. Konu ve Kapsam

Diinyadaki baslica saglik problemlerinin basinda gelen hastaliklardan birisi
kanserdir. Kanser istatistiklerine gore, gilinlimiizdeki Oliimlerin sekizde biri
kanserdendir ve Onilimiizdeki yillarda bunun kalp krizi Oliimlerini gegecegi
bilinmektedir (Bharathi vd., 2011; Catherine vd., 2007). Kanser viicuttaki hiicrelerin
anormal biliylimesidir. Anormal biliyliyen kanser hiicrelerinin diger dokulara
invazyonu ve normal hiicreleri yok etmesi s6z konusudur. Viicudun dengesini bozan
kanser hiicrelerinin yok edilmesi i¢in kanser arastirmalart {izerine milyonlarca dolar
harcanmaktadir. Bazi kanser tiplerini tedavisi i¢in cesitli ilaglar ticari olarak
mevcuttur fakat heniliz higbir ila¢ tam etkili ve giivenli degildir. Kanser
kemoterapisindeki temel problem gelistirilen ilaglarin toksik etkisidir. Etkili bir
alternatif strateji gelistirilmesindeki amag¢ kimyasal ilaglarin sistemik toksisitesini
azaltmak buna karsin tedavi etkisini arttirmaktir. Bunun i¢in girisimlerin ¢ogu anti-
kanser ilaglarla kombinasyonunda sinerjistik etkili olan besin kaynaklarinin ve
fitoterapik ajanlarin arastirilmasina yonelmistir.

Bitki veya denizel organizmalardan elde edilen 6ziitlerin geleneksel kemoterdpatik
ajanlarla kombinasyonu kanser tedavisinde etkiyi arttiran buna karsin normal
dokulara kars1 toksisiteyi azaltan yeni bir yaklasim olabilir. Bu organizmalar
biyoaktif molekiillerin kompleks karisimini icerebilirler. Ornegin, genistein, lycopen,
[B-karaoten, momordin, betanin, hesperadin, morin, allicin, piperine, capsaicin
bitkilerden elde edilen aktif igeriklerdir. Giinlimiizde onaylanan kanser ilaglarinin
%60°1 dogal orijinlidir. Deniz hayvanlar1 ve bitkilerde bulunan dogal {irlinler anti-
mutajenik ve anti-kanserojenik olarak rol oynarlar (Rajasekaran vd., 2008). Yaklasik
14000 farmokolojik olarak aktif bilesikler denizel, bitkisel ve hayvansal
organizmalardan elde edilmistir.

Denizel ¢evre yeni anti-kanser ilaglarmin gelistirilmesi i¢in yeni bilesiklerin kesfi

bakimindan zengin bir kaynaktir (Adrian, 2007). ABD Ulusal Kanser Arastirma



Kurumunun yaptig1 farmakolojik aktivite arastirmasina gore denizel tiirlerin
%4 linilin anti-timor bilesikleri igerdigi bulunmustur.

Denizhiyarlar1 besinsel olarak zengin derin deniz tiirleridir ve yiizyillarca Kore,
Japonya, Endonezya ve Cin’de anti-inflamator ajan ve hastaliklara karsi etkili bir
besin kaynagi olarak kullanilmistir (Kelly vd., 2005; Aydmn vd., 2011). Deniz
hiyarlar1 vitaminler, mineraller, cerebrositler ve peptidler igerdikleri gibi triterpen
glikosid bilesikler, glikozamino glikanlar ve kondrosit siilfat gibi pek ¢ok ozel
molekiil igerirler. Bu bilesiklerin anti-mikrobiyal, anti-oksidan, anti-anjiyogenik,
anti-inflamatér ve anti-timor etkileri oldugu gosterilmistir (Tian vd., 2005;
Althunibat vd., 2009; Janakiram vd., 2010; Janakiram vd., 2015 A). Ozellikle,
glikozaminoglikanlar, fondanol A5, monosiilfat pentaosidler ve triterpenglikozidler
gibi biyoaktif molekiillerin dogal immiiniteyi arttirdigi gosterilmistir (Janakiram,
2015 B). Buna ilave olarak, denizhiyarlarindan elde edilen bilesiklerin anti-timor
etkileri in vitro ve in vivo olarak pek ¢ok caligmada gosterilmistir (Wong, 2011;
Aminin vd., 2015; Wargestia ve Widodo, 2017).

12. Amacg

Denizhiyarlarindan biyoaktif bilesiklerin izolasyonu ve kullanimi onlarin anti-
inflamator ve anti-tiimor 6zelliklerini belirlemek ve kanser gibi pek ¢ok hastaliklar
onleme ve tedavi etmedeki uygulamalari nedeniyle giin gectikge artmaktadir. Deniz
hiyarlarindan elde edilen bilesikler dogal orijinli, besin olarak uzun siiredir
kullanilmalar1 nedeniyle tercih edilmektedirler. Denizhiyar1 oziitleri uzun siiredir
besin ve tibbi amaglar i¢in kullanilmalarina ragmen onlarin tam fonksiyonlar: detayl
olarak heniiz ¢alisilmamistir. Buna ilave olarak, iilkemizin denizhiyarlarinin anti-
timor etkileri {lizerinde heniliz yayinlanmig bir c¢alisma bulunmamaktadir.
Literattirdeki bilgiler, farkli cografik bolgelerden ve farkli denizhiyari tiirlerinden
yeni anti-kanser bilesiklerin tanimlanmasi igin 6nemli bir potansiyel bulundugunu
gostermektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada, Gokova korfezinden toplanan Holothuria
sanctori tiiriinden elde edilen oziitlerin anti-tiimor etkilerinin ¢esitli kanser hiicreleri
tizerinde etkisinin arastirilmasi ve bu o6ziitlerin kullanimda olan ticari kanser ilaglari

(cisplatin, docetaxel) ile sinerjistik etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.



1.3. Kanser

Cok hiicreli organizmalar1 olusturan hiicreler, aralarinda bulunan giiglii sinyal ag1
sayesinde esgiidiimlii olarak hareket etmeye meyillidir. Dolayisiyla her bir hiicre
gerektigi sekilde ve zamanda boliiniir, dinlenir, farklilagir veya dlerek organizmanin
devamliligini saglar. Ancak 10%ten fazla sayida hiicre igeren insanda bir giinde
milyarlarca mutasyonla karsilasabilir. Bu mutasyonlarin i¢inde ise en tehlikeli olani
bir hiicrenin diger hiicrelerden daha hizli boliinmesini saglayacak bir {stiinliige
neden olan mutasyonlardir. Bu tip hiicreler ¢ogalarak mutant bir klon olusturur ve
sonunda bulundugu hiicre toplulugunun tiimiinii yok eden hastalik olan kanserin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Kanser, hiicre boliinmesindeki senkronizasyona karsi
koyarak siirekli cogalan ve bu siirekli cogalan kontrolsiiz hiicrelerin diger hiicrelerin
alanlarma yayilmasi ve yerlesmesidir. Bir tiimdriin kanser olarak nitelendirilebilmesi
icin dokuyu istila etmis olmasi gerekmektedir. Kanserin istila yetenegi kazanarak
viicudun diger bolgelerinde ikinci tiimorler olusturmasina metastaz denir. Metastaz
yapmalar1 nedeniyle de cerrahi olarak tamamen yok edilmeleri zordur.

Kanserin baslangici tek bir somatik hiicrede meydana gelen mutasyondur. Fakat
mutasyona ugrayan hiicrenin sonraki nesillerinin birgok mutasyona daha ugramasi
sonucunda kanser ortaya ¢ikar (Sekil 1.1). Kanserin ortaya ¢ikmasi genellikle uzun
bir siire¢ olup, ¢ogaldik¢a ona istiinliik saglayacak yeni ozellikler biriktirir. Bu
ozellikler; hiicre ¢ogalmasimi diizenleyen sinyallerden kagma, apoptozdan kag¢ma,
yaslanmadan ve farklilagmadan kagma, koken aldiklari dokulardan kagarak farkli
dokulara metastaz yapmalaridir. Farkli kanser tipleri bu o6zelliklerin farklhi

kombinasyonlarini birlikte igerir.
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Sekil 1.1. Kanserin klonal baslangici. Kanser mutasyona ugrayan tek bir anormal hiicreden
koken alir. Her yeni mutasyon ve secilimde malignant ve 6liimciil olmaya yaklasir. Bu siirec
birkac aydan birkac yila kadar siirebilir (Stein ve Luebbers, 2019).

Kanserin gelisimi genetik ve gevresel birgok faktore baghdir (Sekil 1.2). Farkli
tilkelerde kanser oranlarinin arastirilmast sonucunda g¢evresel kosullara ve yasam
sekline bagli olarak kanserden % 80-90 oraninda kacinilabilecegi tahmin
edilmektedir. Bu nedenle kanserin goriilme oranini arttiran tiitlin, hepatitB, papilloma

viriisle, radyasyon ve kimyasal karsinojenler gibi g¢evresel risk etmenlerinden

kagimilmalidir.
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Sekil 1.2. Kanserin nedenleri. (Stein ve Luebbers, 2019).




1.3.1. Kanser tipleri ve tedavi yontemleri

Kanser tiim somatik hiicrelerde gelisebilen bir hastaliktir. Koken aldiklari ve
cogalma gosterdikleri dokularin cgesitlerine gore isimlendirilirler ve birgok cesidi
vardir. Meme kanseri, prostat kanseri, gastrointestinal kanser, akciger kanseri,
16semi, lenfoma, miyeloma, karaciger kanseri, jinekolojik kanserler, testis kanseri,
bas-boyun kanseri, beyin ve omurilik kanserleri, tiroid kanseri, bobrek ve idrar kesesi
kanserleri olmak iizere ¢esitlenmektedir. Bu hastaliklarin klinik tedavisinde
radyasyon tedavisi, kemoterapi, gen terapisi ve tamamlatici alternatif tip teknikleri
kullanilmaktadir (Stein ve Luebbers, 2019). Radyasyon tedavisinde; Yiiksek
dozlarda radyasyon terapisi kanser hiicrelerini oldiiriir veya DNA'larina zarar vererek
bliylimelerini yavaglatir. DNA's1 onarilamayacak kadar hasar gormiis kanser
hiicreleri, boliinmeyi veya Olmeyi durdurur. Hasarli hiicreler 6ldiiglinde, viicut
tarafindan parcalanir ve ¢ikarilir (www.cancer.gov). Kemoterapi; kanser hiicrelerini
yok etmek i¢in anti-kanser ilaglarmi kullanan bir tedavi yontemidir. Kanser
hiicrelerinin béliinme ve biiylime kabiliyetine miidahale ederek ¢alisir. Kemoterapide
kullanilan ilaglar hizli biiylime egiliminde olan kanser hiicrelerini hedef alir. Farkli
kemoterapi ilaglar1 farkli sekillerde calisirlar ve siklikla ilag kombinasyonlari
seklinde kullamlir (Devita ve Chu, 2008). Immiinoterapi, bagisiklik sisteminin
kanserle savagmasina yardimei olan bir tiir biyolojik terapidir. Kanserin tedavisinde
kullanilan bu yoOntemlerin herbiri farkli dezavantajlara sahiptir. Radyasyon
tedavisinin tiimorii gevreleyen dokuya zarar vermesi, tim kanser tiirlerine etki
etmemesi, yeterince oksijen bulunmayan bolgelere etki etmemesi gibi dezavantajlar
bulunmaktadir. Kemoterapide kullanilan ilaglar hizli biiylime egiliminde olan kanser
hiicrelerini  hedef aldigindan, hizli biiyliyen normal, saglikli hiicreleri de
etkileyebilirler. Immiin reaksiyonlarmn bazilar1 tedavinin uzamasina, kalict organ
hasarina veya 6liime bile neden olurken; bu yan etkiler siklikla tedavinin kesilmesine
neden olur ve daha sonraki tedavi segeneklerini sinirlar (Stein ve Luebbers, 2019).

Klinik tedavi yontemlerinin dezavantajlarindan dolay1 alternatif tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi olduk¢a onemlidir. Kanser tedavisindeki temel problem, gelistirilen
ilaglarin toksik etkisidir. Etkili bir alternatif strateji gelistirilmesindeki amag
kimyasal ilaglarin sistemik toksisitesini azaltmak, buna karsin tedavi etkisini

arttirmaktir. Bunun i¢in girisimlerin ¢ogu anti-kanser ilaglarla kombinasyonda



sinerjistik etkili olan besin kaynaklarinin ve fitoterapi ajanlarin arastirilmasina

yonelmistir.

1.3.2. Kanserin alternatif tedavisinde kullamlan denizel organizmalar

Giiniimiizde tek basina kemoterapi ya da ameliyat ve radyoterapi kombinasyonu ile
birlikte yapilan tedaviler kanser tedavisine geleneksel yaklagimlardir. Buna karsin,
geleneksel yontemlerle tedavi pithti olusumu, kusma, sa¢ kaybi1 ve endometriosis gibi
komplikasyonlara yol agmaktadir ( Wang vd., 2005). Pek ¢ok durumda cisplatin ve
docetaxel kanser tedavisinde kullanilan ilaglardir. Hem cisplatin hem de docetaxel
ovaryum, mesane, akciger, prostat ve meme kanserlerinde ¢ok etkilidir. Cisplatin ve
docetaxel in gesitli kanser hiicreleri ilizerinde antikanser etkilerine dayanarak,
kombinasyonel kemoterapi yaklagimlart kanseri tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.
Buna ragmen tek basina kemoterdpatik ilaglar veya kombinasyonlar: ile yapilan
tedaviler nefrotoksisite, periferal toksisite ve kardiyo toksisiteyi iceren yan etkilere
neden olmaktadir. Bu nedenle, yiiksek etkili ve diisiik toksisiteli yeni kombinasyon
tedavileri gereklidir (Kanadaswami vd., 2005; Ranjt vd., 2012). Bu baglamda
gliniimiizdeki arastirmalar, kansere karsi, kimyasal onleyici aktivitesi olan bitkisel ve
denizel organizmalardan izole edilen bilesikler lizerine odaklanmustir.

Gilinlimiizde onaylanan kanser ilaglarinin %601 dogal orijinlidir. Deniz hayvanlari ve
bitkilerde bulunan dogal tiriinler anti-mutajenik ve anti-kanserojenik olarak rol
oynarlar (Rajasekaran vd., 2008). Yaklasik 14000 farmokolojik olarak aktif bilesikler
denizel, bitkisel ve hayvansal organizmalardan elde edilmistir. Denizel ¢evre yeni
anti-kanser ilaglarinin gelistirilmesi i¢in yeni bilesiklerin kesfi bakimindan zengin bir
kaynaktir (Adrian, 2007). ABD Ulusal Kanser Arastirma Kurumunun yaptigi
farmakolojik aktivite arastirmasma goére denizel tiirlerin %4’iliniin anti-timor
bilesikleri igerdigi bulunmustur.

Denizel organizmalar yeni kanser ajanlarinin gelistirilmesinde 6nemli bir potansiyele
sahiptirler ve diinyadaki toplam cesitliligin yaklasik yarisinm1 olusturmaktadirlar
(Hussain vd., 2012). 45-50 yil once giivenilir tipli dalis tekniklerinin
gelistirilmesinden 6nce, denizel organizmalarinin koleksiyonu tiipsiiz dalis ile elde
edilenlerle siirh kalmaktaydi. Sonralar1 yaklasik 3 metre ile 40 metre arasindaki
derinliklere ulasmak rutin hale gelmistir ve denizel ortam yeni biyoaktif ajanlarin bir

kaynag1 olarak giin gectikge artan bir sekilde arastirilmaya baslanmistir (Cragg ve



Newman, 2013). Yeni biyolojik olarak aktif ajanlarin kaynagi olarak denizel
gevrenin sistematik olarak arastirilmasi ciddi sekilde 1970'lerin ortalarinda
baslatilmistir. 1977-1987 yillarn arasindaki on yil boyunca, ¢esitli denizel
organizmalarindan yaklasik 2,500 yeni metabolit bildirilmistir (Faulkner, 2000). Bir
seri halinde devam eden ve 2014 yilina ait yayinlar1 kapsayan derlemenin
sonuncusunda, denizel organizma kaynakli 1378 yeni dogal deniz iiriinii bilesik, bu
bilesiklerin ilgili biyolojik etkinlikleri, kaynak organizmalar1 ve mensei iilkeleri
bildirilmistir (Blunt vd., 2016). Denizel bitki ve hayvanlardan izole edilen yaklasik
14.000 farmakolojik olarak aktif bilesik, bu ¢evrenin muazzam bir gesitlilige sahip
olduguna isaret etmektedir.

Denizel organizmalar, dogal {iriinler i¢in zengin bir kaynaktir ve bu organizmalardan
tiiretilen bir¢cok bilesik, hem yap1 aydinlatilmasi ve sentez i¢in énemli potansiyele
sahip olduklarindan hem de sitotoksik o6zellikleri agisindan ilgi uyandirmaktadirlar
(Da Rocha vd., 2001). Zengin biyogesitlilik nedeniyle, denizel organizmalar,
biyolojik agidan aktif bilesenlerin 6zellikle biyoaktif peptidler, antimikrobiyal, anti-
inflamatuar ve anti-kanser ajanlarin yeni rezervuarlarini temsil etmelerinin yani sira
degerli besleyici gida kaynaklaridirlar (Bordbar vd., 2011). Dogal iirlinler, degerli bir
savunma mekanizmasi olan ve hiicre hacminin azaltilmasi, membran
kabarciklanmasi, DNA fragmentasyonu ve kaspaz aktivasyonu gibi bariz 6zelliklerle
karakterize olan apoptozu indiikleyerek kemoterapotik ajanlar olarak Onemli bir
fonksiyon gosterirler (Bahahara vd., 2016).

Deniz hiyarlar1 besinsel olarak zengin derin deniz tiirleridir ve ylizyillarca Kore,
Japonya, Endonezya ve Cin’de anti-inflamator ajan ve hastaliklara karsi etkili bir
besin kaynagi olarak kullanilmistir (Kelly vd., 2005; Aydin vd., 2011).
Denizhiyarlart vitaminler, mineraller, cerebrositler ve peptidler icerdikleri gibi
triterpen glikosid bilesikler, glikozamino glikanlar ve kondrosit siilfat gibi pek ¢ok
6zel molekiil igerirler. Bu bilesiklerin anti-mikrobiyal, anti-oksidan, anti-anjiyogenik,
anti-inflamatér ve anti-timor etkileri oldugu gosterilmistir (Tian vd., 2005;
Althunibat vd., 2009; Janakiram vd., 2010; Janakiram vd., 2015 A). Ozellikle,
glikozaminoglikanlar, fondanol A5, monosiilfat pentaosidler ve triterpenglikozidler
gibi biyoaktif molekiillerin dogal immiiniteyi arttirdig1 gosterilmistir (Janakiram,
2015 B). Buna ilave olarak, denizhiyarlarindan elde edilen bilesiklerin anti-timor

etkileri in vitro ve in vivo olarak pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir.



1.4.  Holothuria (Platyperona) sanctori’ nin Taksonomisi ve Ulkemizdeki

Dagilim

Holothuriidae ailesinin Holothuroidea sinifinda 185 tiir bulunmaktadir. Yaygin
olarak Akdeniz ve Atlantik okyanusunda dagilim gosterir.
Akdeniz’de bilinen 5 takim 9 familyaya ait 37 tiir bulunmaktadir (Fischer vd.,
1987). Ulkemiz denizlerinde Holothuroidea ile ilgili yapilan ¢aligmalarda: Oztoprak
ve ark (2014) 22 tiir; Aydin (2015), ise tiim denizlerimizde 8§ tiir tespit etmistir.
Holothuria sanctori’ye ait sistematik bilgileri asagida verilmistir.
Alem: Animalia
Sube: Echinodermata
Sinif: Holothuroidea
Takim: Aspidochirotida
Aile: Holothuriidae
Cins: Holothuria
Tiir: Holothuria (Platyperona) sanctori (Delle Chiaje, 1823)

Tiirkiye’de ihracatt 1996 yilinda baslarken, en fazla ticareti yapilan ve
denizlerimizde yetisen Holothuroidea tiirleri Holothuria tubulosa, Holothuria polii,
Holothuria mammata ve Stichopus regalis’dir (Aydmn, 2015). Ulkemizde besin
maddesi olarak tiiketilmemekle birlikte, tibbi kullanimma ek olarak afrodizyak
ozelliginden dolay1 oldukca talep gormektedir (Aydin vd., 2011). Denizhiyarlarinin
tilkemizde kullanimi olta balik¢iliginda yem olmasindan ibarettir.
Holothuria sanctori tiirii tilkemizde; Marmara Denizi, Ege Denizi ve Akdeniz’de
kayalik bolgelerde bulunan bir tiirdiir. Cuvier organlar1 sayesinde tehlike
durumlarinda olduk¢a yapiskan olan ag seklinde bir salgi salgilarlar. Bu nedenle
avcilar tarafindan toplanmasi zor bir tiirdiir. Ticari degeri olmasina ragmen
Holothuria sanctori yayiliminin iilkemizde az olmasindan ve salgilarindan dolay1
toplanmasi tercih edilmez. Bu tiiriin baskin rengi kahverengi olup iizerinde boyuna
dizilmis sar1 renkli ortalar1 kahverengi konik sekilli papillalar bulunmas: sayesinde

diger tiirlerden ayirt edilir (Sekil 1.3) (Aydin, 2013; 2016).



Sekil 1.3. H. Sanctori (Aydin, 2016)

1.5. Denizhiyarlarinin Genel Ozellikleri

Denizhiyarlar1 veya tlilkemizde bilinen diger adiyla deniz patlicanlar1 denizel kdkenli
dogal kaynaklardan biridir. Holothuroidea sinifina (Phylum: Echinodermata) ait
deniz hiyarlari veya diger bir deyisle holothurianlar, deniz yildizlari, deniz
kestaneleri ve deniz laleleri ile filogenetik olarak akraba olan ekinodermlerdir
(Aminin vd., 2015). Ayrica, Dendrochirotida, Aspidochirotida ve Apodaca olmak
lizere ii¢ alt sinifa ayrilmistir. Bu alt simiflarin altinda Aspidochirotida, Apodida,
Dactylochirotida, Dendrochirotida, Elasipodida ve Molpadiida olmak {iizere alti
takim bulunmaktadir. Denizel ekosistemin dnemli bir bileseni olan deniz hiyarlari,
diinyadaki tiim okyanuslarda dagilis gostermekle birlikte daha c¢ok 1lik si1g sularda
mercan, kayalar veya deniz yosunu yakinlarinda yayilis gosterirler (Bordbar vd.,
2011). Bu omurgasiz canlilar dogal olarak diinyanin bentik bolgelerinde ve derin
denizlerinde de bulunmaktadirlar. Kayis gibi ciltleri ve uzunlamasina bir viicutlar
bulunan deniz hiyarlarinin ¢ogu yumusak govdeli salataliklar gibi sekillenmektedir.
Anatomi ve dagilim agisindan, deniz hiyarlarinin uzunlugunun normal olarak 10-30
cm arasinda oldugu ancak sadece 3 mm uzunlugunda baz kiigiik tiirler ve en biiyiigii
1 m’ye ulasan bireyler de mevcuttur. Beslenme amaciyla dokunaglarini kullanan
deniz hiyarlarinin deniz dibinde ¢okelti halinde bulunan 6lii organik madde ya da
atiklarla beslendiklerinden dogal doniistimiin bir parcasi olarak da gorev aldigi
bilinmektedir (Aydin, 2016). Besince zengin olan denizhiyarlarinin bazilart
yenilebilirdir ve pek cok iilkede lezzetli bir gida olarak yerlerini aldiklarindan, ticari
oneme sahiptirler ve yogun olarak toplanirlar. Besinsel olarak etkileyici bir profile

sahip olan denizhiyarlar1; A, B1 (Tiamin), B2 (Riboflavin), B3 (Niasin) vitaminleri



ve Ozellikle kalsiyum, magnezyum, demir ve ¢inko gibi mineraller bakimindan
zengindir (Bordbar vd., 2011). Denizhiyarlarindan elde edilen birincil ({iriin
haslanmis ve kurutulmus olan viicut duvari veya baska deyisle béche-de-mer dir.
Denizhiyar1 tiirlerinin avlanmasinda gecerli bir yonetim sistemi veya kisitlama
bulunmamaktadir. Artan talep ve pazar payindan dolay:r kiiltiire alinmaktadirlar.
Kurutulmus denizhiyarlari, 6zellikle Asya pazarlarinda (ana firmasi Cin'de), bunu
takiben Kore, Endonezya ve ardindan Japonya'da ticari olarak satilmaktadir. Ote
yandan, Amerika Birlesik Devletleri ve Kuzey Avustralya'nin bazi bolgelerine de
onemli miktarlarda ihra¢ edilmektedirler (Bordbar vd., 2011). Yiiksek ekonomik
degere sahip yenilebilir denizhiyarlar1 arasinda Holothuria, Muellaria ve Stichopus
cinsleri sayilabilir (Ridhowati vd., 2014).

Diger birgok deniz organizmasi gibi ekinodermler de biyolojik olarak aktif bilegikler
ve biyomedikal uygulamalara kaynak olarak incelenmistir. Besinsel degerinin
yaninda, denizhiyarlar1 yiizyillarca Kore, Japonya, Endonezya ve Cin’de anti-
inflamator ajan ve hastaliklara karsi etkili bir besin kaynagi olarak kullanilmistir
(Kelly vd., 2005; Mehmet A vd., 2011). Denizhiyarlar1 vitaminler, mineraller,
cerebrositler ve peptidler igerdikleri gibi triterpen glikosid bilesikler, glikozamino
glikanlar ve kondrosit stilfat gibi pek ¢ok 6zel molekiil icerirler. Bu bilesiklerin anti-
mikrobiyal, anti-oksidant, anti-anjiyogenik, anti-inflamatér ve anti-timor etkileri
oldugu gosterilmistir (Tian vd., 2005; Althunibat vd., 2009; Janakiram vd., 2010;
Janakiram vd., 2015 A). Ozellikle, glikozaminoglikanlar, fondanol A5, monosiilfat
pentaosidler ve triterpen glikozidler gibi biyoaktif molekiillerin dogal immiiniteyi
arttirdigl gosterilmistir (Janakiram, 2015 B). Buna ilave olarak, denizhiyarlarindan
elde edilen bilesiklerin anti-timor etkileri in vitro ve in vivo olarak pek c¢ok
calismada gosterilmistir (Cizelge 1.1). Ekinodermlerden elde edilen biyoaktif
bilesenler; triterpen glikozidler, glikozaminoglukanlar: kondroitin siilfat, nérojenik
gangliyositler, anti-mikrobiyal etki gosterenler, lektinler, opsoninler, analjezikler ve

anti-tumor etkiye sahip dallanmis yag asitleridir.

1.5.1. Triterpen glikozitler

Triterpenler genellikle yiiksek yapili bitkiler tarafindan sentezlenir. Triterpenler ve

bir grup bitki steroidleri genel olarak membran proteinlerinin ¢oziiniirligiini
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etkileyen saponinler (glikosidik yiizey aktif cisimleri) olarak siniflandirilir. Bitki
saponinlerinin en ¢ok bilinen toksik etkisi kirmizi kan hiicrelerinin membranlarinin
bozulmasi sonucunda hemolize neden olmasidir. Kutupsal, i1liman ve tropik
bolgelerden denizhiyarlarindan izole edilmis yeni triterpen glikozidlerin, insan timor
hiicreleri tiizerinde sitotoksisiteye, viriisidal, antiviral , antifungal aktiviteye ve
hemolize neden oldugu belirlenmistir (Rodriguez vd., 1991; Murray vd., 2001,
Kalinin vd., 1996; Marier vd., 2001;.Zou vd., 2003).

1.5.2. Glukozaminoglukanlar: Kondroitin siilfat

Glikozaminoglikanlar (GAG'ler), glukozamin veya galaktozamin amino sekerlerinin
tirevlerini igeren asidik disakkaritlerin polimerleridir. Silfatlanmis polisakaritler,
omurgalt dokularinda bol miktarda bulunur ve bazi omurgasiz tiirleri, yeni bir
stilfatlanmis GAG kaynagidir. Antikoagiilan ve antitrombotik 6zellik gostermeleri,
stilfatlanmis polisakaritlerin en ¢ok ¢alisilan 6zellikleridir. Heparin alerjisi ve direng
olusumu nedeniyle, heparinin yerini alacak bir ajan Onemlidir. Son yillarda,
denizhiyarlarinin viicut duvarlarindan elde edilmis stilfatlanmis polisakkaritler olan
fukosillenmis kondroitin siilfatlar (FucCS) heparinin yapisal analogudur. Bu nedenle
memeli sistemlerindeki olast etkileri incelenmis ve FucCS’un kan damarlarinin
cogalmasini tegvik ettigi ve ayrica vendz ve arteriyel trombozun Onlenmesine
yardimci oldugu belirlenmistir (Tapon-Bretaudiere vd., 2002). Baz1 ¢alismalarda ise
denizhiyarlarindan elde edilen FuCS’un antikoagiilant aktivite gosterdigi ve bu
sayede antitrombotik tedavide kullanilabilecegi rapor edilmistir (Mourao vd., 1996;
Mourao ve Pereira, 1999; Li vd., 2000). Romatizma tedavisinde ve eklemlerin
saglikli olmasinda kullanilan denizhiyar1 kondroitin stilfat iceren tiriinler, gliniimiizde
dogal iiriin satis yerlerinden elde edilebilmektedir (Natural Products website, 2004,

http://www.psoriasis.com/seacucumber.html).

1.5.3. Norojenik gangliyositler

Sfingolipitler, ana yapinin gliserol yerine sfingosin oldugu yapisal lipitlerdir.
Glikostingolipitler (GSL'ler) en az bir monosakarit rezudisi ihtiva eder ve bunlar tiim
hayvanlarin ve bazi bitki hiicrelerinin plazma zarlarinda bulunur. Eger Sialik asit (N-

asetil neuraminik asit) bulundururlarsa, bu bilesikler gangliosidler olarak adlandirilir.
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Gangliositler, sinir sistemindeki ¢ok yiiksek konsantrasyonda bulunurlar. Biyolojik
olarak aktif gangliositlerin denizyildizindan elde edildigi bilinmektedir (Higuchi vd.,
1991). Ancak giiniimiizde Stichopus japonicus ve Holothuria tiirleri gibi
denizhiyarlarindan elde edilen nérojenik gangliyositler de bulunmaktadir (Yamada

vd., 2001; Kaneko vd., 2003).

1.5.4. Antimikrobiyal aktivite gosteren bilesikler

Yapilan baz1 ¢alismalar ekinodermlerin yeni antibiyotik kaynagi olabilecegini
gostermektedir. Haug vd. (2002) yaptiklar1 ¢alismada, Hindistan’in Tamil Nadu
kiyilarindan elde ettikleri Holothuria cinsi denizhiyarlarin alkol Oziitlerinin
antibakteriyel ve antifungal aktiviteye yol agtigin1 gostermistir. Actinopyga miliaris,
Holothuria atra ve Holothuria scabra tiirlerine ait denizhiyarlarina ait O6ziitlerin
Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Enterococcus sp., Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus ve Vibrio
harveyi bakterilerini farkli seviyelerde inhibe ettigi belirlenmistir (Abraham vd.,
2002).

1.5.5. Diger bilesikler

Dallanmis zincirli yag asitlerinin farkli timor hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Denizhiyarindan elde edilen dallanmis zincirli yag asidi olan 12-
metiltetradekanoik asit (12-MTA)’nin, prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
apoptoz yolu ile inhibe ettigi belirlenmistir (Yang vd., 2003). Bu bilesigin prostat
kanserinin  tedavisinde ek bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Lektinler, monosakkarit ve oligosakkaritlere spesifik baglanma
bolgelerine sahip olan proteinlerdir. Denizhiyarlarindan farede indiiklenen kanser
hiicrelerine ve insan akciger kanseri hiicrelerine karsi sitotoksisite gosteren bir lektin
izole edilmistir (Gana ve Merca, 2002). Opsoninler birgok patojenin yiizeyine
baglanan ve fagositoz i¢in isaretlenmelerini saglayan proteinlerdir. Xing ve Chia
(2000), Holothuria leucospilota denizhiyarinin koleomik sivisindan opsonon benzeri
yeni bir molekiil elde etmislerdir. Yaacob vd., (1994) Malezya da bir deniz hiyarinin
su ile hazirlanmis 6ziitlinden nispeten uzun etki siiresine sahip bir analjezik aktivite

belirlemislerdir. Migas ve Klemenchenko (1990), Stichopus japonicus’ un viicut
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duvarindan elde edilen sulu/etanolik Oziitlerin sican mide hiicrelerinde {ilseri

engelleyici etki gosterdigini belirlemislerdir.

Cizelge 1.1. Farkh denizhiyan tiplerinin medikal olarak 6nemli bilesikleri (Bordbar vd., 2011)

Biyoaktif Bilesikler Denizhiyar cesitleri

Pentaca quadrangularis, Holothuria atra, Actinopyga echinites,
Bohadschia subrubra, Pearsonothuria graeffei (Holothuria forskali),
Triterpen glikozit Psolus patagonicus, Mensamria intercedens, Thelenota ananas,
(Saponin) Holothuria fuscocinerea,

Holothuria nobilis, Holothuria hilla, Holothuria impatiens,
Cucumaria frondosa, Holothuria leucospilota

Hemoiedema spectabilis, Cucumaria japonica, Staurocucumis

Siilfatl: iterpen glikozit liowvillei

Cerberoside Bohadschia argus

Ludwigothurea grisea, Thelenota ananas, Pearsonothuria graeffei,

Kondritin silfat Stichopus tremulus, Holothuria vagabunda, Isostichopus badionotus

Glukozaminoglukan Stichopus japonicas, Holothuria (Metriatyla) scabra, Thelenota

ananas
Lektin Stichopus japonicus, Holothuria atra, Holothuria scabra
Stlfath polisakkarit Ludwigothurea grisea, Stichopus japonicus

Sterol (glikozit, stilfatlar) Cucumaria frondosa

Biyoaktif peptidler {protein
(jelatin & kollagen)
hidrolizatlar}

Cucumaria frondosa, Acaudina molpadioides, Paracaudina chilensis,
Acaudina molpadioidea, Stichopus japonicas

Holothuria scabra, Holothuria leucospilota, Stichopus chloronotus,

Fenollar ve flavonoidler :
Cucumaria frondosa

Triterpen oligoglikozitler Cucumaria okhotensis

Glikoprotein Mensamaria intercedens

Actinopyga echinites, Actinopyga miliaris, Holothuria atra,

Steroidal sapogeninler Holothuria scabra

Mukopolisakkaritler Stichopus japonicas

(SJAMP)

Coklu doymamis yag

asitleri(PUFA): araknidonik | Stichopus herrmanni, Thelenota ananas,

acit Thelenota anax, Holothuria fuscogilva,

(AA C20:4 n-6), Holothuria fuscopunctata, Actinopyga mauritiana,
eicosapentaenoik acit Actinopyga caerulea, Bohadschia argus,

(EPA C20:5 n-3), Stichopus chloronotus, Holothuria tubulosa,
docosahexaenoik acit Holothuria polii, Holothuria mammata

(DHA C22:6 n-3)

1.6.  Denizhiyarlarimin Kanser Hiicrelerini Oldiirme Mekanizmalari

1.6.1. Sitotoksik aktivite

Anti-kanser ajanlar1 kanser hiicrelerinin biiyiimesini veya mitozunu bloke ederek
sitotoksik aktivite gosterirler (Wargasetia ve Widodo, 2017). Cesitli denizhiyari
tiirlerinden elde edilen 6zellikle triterpen glikozit ve saponin i¢eren dziitlerin, in vitro

ve in vivo galismalar ile antikanser ve anti-metastatik etki gosterdikleri belirlenmistir
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(Aminin vd., 2015). Echinoside A ve Bivittoside D gibi aktif bilesikler mitozun
inhibe edilmesini ve DNA kirilmasmin indiiklenmesini saglayan bilesiklerdir.
Bunlara ilaveten, fukosile edilmis kondroitin siilfat (LFCS) gibi denizhiyarlarindan
elde edilen bilesiklerden tiirevlenen diisiik molekiiler agirlikli yeni antikanser
bilesiklerde bulunmaktadir. Bu bilesigin, fare Lewis akciger karsinomu (LLC)
hiicrelerinin, hiicre biiyiimesini ve metastazini inhibe ettigi kanitlanmistir (Liu vd.,
2016). Ayrica, deniz hiyarindaki aktif bilesikler; EGFR (epidermal biiyliime faktorii
reseptorii), Akt (protein kinaz B), ERK (hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazlar),
FAK (fokal adezyon kinazi) ve MMP-9 (matrismetaloproteinaz-9) yollar: araciligiyla
kanser hiicrelerinin biiylimesinin kontrol edilmesinde olduk¢a hizlidir (Aminin vd.,
2015). Sitotoksik etkilere neden olan denizhiyar1 bilesiklerinin c¢esitli kanser
hiicreleri tizerindeki etkileri Cizelge 1.2'de sunulmakta olup; triterpenoid
glikozitlerin (saponinler) denizhiyarlarindan en fazla {iretilen metabolit oldugu

goriilmektedir (Wargasetia ve Widodo, 2017).

1.6.2. Hiicre dongiisiiniin inhibisyonu

Memeli hiicreleri, hiicresel boliinme sirasinda; hiicre dongiisiiniin G1, S, G2 ve
metafaz evreleri boyunca ilerler. Hiicre dongiisii kontrol noktalari, hiicrelerin bir
onceki faz tamamlanmadan diger faza gegmelerine engel olmasindan dolay1 oldukca
onemlidir. Antikanser ajanlarin hiicre dongiisiiniin durdurabilme 6zelliginde olmasi,
kanser hiicrelerinin boliinmesini engellediginden dolay1 kanser tedavisinde stratejik
bir 6neme sahiptir (Gabrielli vd., 2012). Kanser hiicresinin 6zelliklerinden biri hizli
hiicre bdliinmesidir. Dolayisiyla kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe eden
yollardan biri de hiicre dongiisiiniin durdurulmasidir (Shapiro ve Harper, 1999).
Hiicre boliinmesinden once, kanser hiicreleri S-fazinda kendi DNA’larini1 replike
etmelidir. Daha sonra kanser hiicreleri mitozun gergeklestigi M fazina gecer. Fazlar
arasinda bir gap fazi (G fazi) bulunur. M ve S fazlar1 arasinda bulunan Gl ile S ve M
fazlar1 arasinda bulunan G2 fazi olmak iizere iki tip G faz1 bulunur. (Pucci vd.,
2000). Denizhiyar1 i¢inde bulunan orijinal ve tiirev bilesiklerin kanser hiicre
boliinmesinin ¢esitli fazlarini bloke ettigi kanitlanmistir. Genellikle GO / G1, G2/ M
ve S fazinda hiicre dongiisiinii durdurmaktadir (Aminin vd., 2015). LFCS bilesiginin

tiirevleri pS3/ p21 ekspresyonunu artirarak kanser hiicresi biiytimesini durdurur (Liu
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vd., 2016). Denizhiyarindan elde edilen aktif bilesiklerin hiicre dongiisiinii bloke

etmesi programli hiicre 6liimiine neden olabilmektedir.

1.6.3. Apoptozun uyarilmasi

Apoptoz; membran tomurcuklanmasi, kromozomal DNA fragmantasyonu, niikleer
parcalanma, sitoplazmada organel pozisyonunun kaybi1 ve fosfatidilserinin
membranin digina translokasyonu gibi morfolojik degisikliklere ve hiicrenin
bliziilmesine neden olan programli hiicre 6limii olarak karakterize edilir (Elmallah
ve Micheau, 2015). Apoptozda goézlenen morfolojik degisimler ve apoptozun
asamalar1 Sekil 1.4 ve Sekil 1.5’de gosterilmistir. Apoptoz kanser hiicreleri de dahil
olmak Tlizere istenmeyen, eski veya yarali hiicrelerin ortadan kaldirilmasiyla
sonuglandigindan dolayi, tiimor baskilanmasi i¢in Onemli bir mekanizmadir
(Wargasetia vd., 2015). Bu nedenle apoptozda azalma veya apoptoza direng
karsinojenezde onemli rol oynamaktadir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler
arasindaki dengede bozulmalar, kaspaz aktivitesinin etkisiz hale getirilmesi veya
kaybedilmesi ve oOlim reseptdrii sinyalinin bozulmasi yoluyla apoptoza direng

olusumu veya apoptozda azalmalar meydana gelir (Wong, 2011).

2. Apoptotik membran
yapianmn oktmes

1. Membran 3 -:.‘.:::c
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Sekil 1.4.Apoptozda gerceklesen morfolojik degisimler
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Sekil 1.5. Apoozun asamalari (isler vd., 2012).

Apoptoz indiiksiyonu sitotoksik antitiimér ajanlarin en belirgin 6zelliklerinden
biridir. Denizhiyarlarindan izole edilen dogal bilesikler, kanser ilerlemesini
engellemek i¢in birka¢ farkli mekanizma yoluyla apoptotik yolaklari indiikler
(Wargasetia ve Widodo, 2017). Denizhiyarinda en yaygin bulunan metabolit olan
Triterpen glikozitler, hiicre i¢i kaspaz 6liim yolaklar1, Fas ve kaspaz-8 aktivasyonu,
BCL-2’ nin azalmasi ve kaspaz-3’iin artmasi olmak {izere farkli yolaklarla kanser
hiicrelerinde apoptozu uyarir (Sekil 1.6) (Qian vd., 2015; Ye, 2016; Qian, 2017).
Denizhiyarina ait ¢esitli bilesenlerin kanser hiicrelerinde apoptozu uyarma sekillleri

Cizelge 1.2’°de verilmistir.
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Sekil 1.6 Denizhiyar1 bilesiklerinin hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonu ve apoptoz yolaklari
(Widodo vd., 2018)

S

Echinoside A

1.6.4. Anti-metastatik ve anti-anjiyogenik etkiler

Metastaz ve anjiyogenez kanser hiicrelerinin neden oldugu en tehlikeli siireclerdir.
Metastaz tiimoriin ilk olustugu yerden farkli bir yerde sekonder malignant biiyiimeler
gerceklestirmesi olup, kanser hastalarinin % 90’min 6lim nedenidir (Zhao vd.,
2011). Metastaz mekanizmasinin hiicre i¢indeki enflamatuar mekanizma ile iligkili
oldugu tahmin edilmektedir (Qian, 2017). Bu nedenle, antienflamatuar bilesiklerle
tedavinin metastazi 6nlemek i¢in kullanilabilecek yontemlerden biri oldugu tahmin
edilmektedir. Denizhiyarlari da anti-metastatik ozellikte birgok aktif bilesen
icermektedir. Bazi glikozitler kanser hiicrelerinin adhezyonunu azaltir ve hiicre
gociinii baskilar (Aminin vd., 2015). Ek olarak, denizhiyar1 aktif bilesiklerden
tiirevlenen, anti-kanser 6zellik gosteren aktif bilesiklerden biri LFCS’dir. LFCS, fare
LLC hiicrelerinin boliinmesini ve metastazini engellemektedir (Liu vd., 2016).

Anjiyogenez, kan damarlariin i¢ duvarlarimi 6rten endotel hiicrelerinin biiylimesi,
gocli ve farklilasmasini igeren asamalarla 6nceden var olan damarlardan yeni kan
damarlarinin  olugmasidir.  Anjiyogenez, tiimoérlerin hayatta kalmalar1 ve
¢ogalmalarina yardimer olmak igin olusur. Anti-anjiyojenik ajanlar bu islemi inhibe
ederek, oksijen ve besinin kanser hiicresine ulasmasini onler, ve boylece hiicreler ac¢
kalarak oliir (Gautam vd., 2014). Kanser ilaglarinin metastaz ve anjiyogenezi inhibe
edebilme oOzelligi etkili kanser tedavisi stratejileri igin esastir. Denizhiyarlarinda
bulunan glikozit anjiyogenezin inhibe edilmesinde ve tiimdér invazyonunun

onlenmesinde kullanilabilen aktif bir bilesiktir (Aminin vd., 2015). LFCS'nin
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vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF) ifadesini bastirdigi tespit edilmistir (Liu
vd., 2016). Ayrica, deniz hiyarindan elde edilen; philinopside A, scabraside D,
philinopside E, frondoside A ve hGAG’nin anti-anjiyojenik aktiviteleri oldugu
kanitlanmistir (Wargasetia vd., 2018).
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Cizelge 1.2. Anti-kanser aktiviteye neden olan denizhiyari bilesiklerinin etki sekilleri (Wargestia ve Widodo 2017’ye gore diizenlenmistir)

Aktif Bilesik Etki sekli Kaynagi
24-dehydroechino-side A HepG2 hiicre gogiinil ve invazyonu engeller, MMP-9 azaltir, TIMP-1, VEGF ve NF-kB’yi Pearsonothuria graeffei
(DHEA) arttirir

Sulu ekstrakt
Colochiroside A
Ham Saponin
Cucumarioside A2-2
Ds-echinoside A

Echinoside A
Frondanol A5

Frondanol A5 polar ekstrakti
Frondoside A

Glycosides 1 & 2

Intercedensides A, B, and C
Metanolik ekstraktlar
Philinopside A
Philinopside E

Deniz salatalig1 fraksiyonu
Sphingoid bazlar
Stichoposide C
Stichoposide D

Timor boyutunu azaltir, intrinsik apoptozu indiikler.

Antitlimér aktivite gosterir

Kaspaz-3 ve 9'un diizenlenmesi ile apoptozu indiikler.

Tiimor hiicrelerinin ¢ogul ilag direncinin gelismesini dnler, kaspaz bagimli apoptozu indiikler
MMP-9 ve VEGF'yi baskilayarak hiicre go¢iinii engeller; p16, p21 ve c-myc artisi ile

siklin D1°1 azaltarak hiicre dongiisiinii durdurur; Bel-2 ve NF-kB azaltarak, TIMP-1 ve
kaspaz-3'ii arttirarak apoptozu indiikler

Bcl-2'yi azaltip, kaspaz-3’ii arttirarak apoptozu indiikler; p16, p21 ve c-myc’i arrtirip, siklin
D1°i azaltarak hiicre dongiisiinii durdurur.

p21, GiLT ifadesi, makrofaj fagositozu

Ve apoptoz arttirir.

Siklin A, siklin B ve cdc25c ifadesini azaltirken, p21 ifadersini arttirir

Anti-metastatik; timor hiicreleriningoklu ilag direnci inhibe eder; apoptozu uyarir; hayatta
kalma yanlis1 otofajiyi onler

NF-KappaB'yi aktifleyip ve Ikappa B alfa’y1 pargalayarak A549 timor hiicrelerinde
sitotoksisite

Anti-neoblastik aktivite gosterir

ROS olugumu ve sitokrom C salinimini arttirir

Bir¢ok kanser hiicre hattinda proliferasyon, go¢ ve anjiyogenezi inhibe eder

Apoptozu indiikler, tiimdr biiyiimesini inhibe eder ve KDR-avp3 integrini baskilayarak anti-
anjiyojenik etki gosterir.

Anjiyogenez ve damar olusumunu inhibe der

Kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozu indiikler

Losemi ve kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikler

Apoptozu indiikler

Holothuria arenicola
Colochirus anceps
Holothuria leucospilota
Cucumaria japonica
Peasonothuria graeffei

Holothuria nobilis
Peasonothuria graeffei
Cucumaria frondosa

Cucumaria frondosa
Cucumaria frondosa

Psolus patagonicus

Mensamaria intercedens
Holothuria parva
Pentacta quadrangularius
Pentacta quadrangularius

Sea cucumber
Stichopus variegates
Thelenota anax
Thelenota anax
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1.MALZEME

2.1.1. Hiicre Hatlar:

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde akciger kanseri (A549) ve prostat kanseri (PC-
3) olmak fizere iki farkli kanser hiicre hatti ve saglikli hiicre hatti olan embriyonik

bobrek hiicreleri (HEK293) kullanilmustar.

2.1.2. Ektrakte edilen deney materyali

Bu ¢alismada; Mugla/Gokova Korfezi’nden toplanan, Holothuria sanctori tiiriine ait
olan ve yaygin olarak denizhiyar1 adiyla bilinen deniz canlisina ait Oziitler
kullanilmistir. Oziitler, metanol ve aseton olmak iizere iki farkli ¢oziicii kullanilarak

hazirlanmustir.

2.1.3. Annexin-V Apoptoz kiti

Oziit uygulanan hiicrelerin apoptoz yiizdesi “Annexin V-FITC Apoptosis Detection
Kit” (BMS500FI, eBioscience, USA) protokoliine uygun olarak Beckman Coulter

firmasina ait Navios marka Flow sitometri cihazi kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

2.1.4. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan cozeltiler

Fetal Bovin Serum (FBS): Ilk kullanilmadan énce 56°C’ de 1 saat 1s1 inaktivasyonu
yapilir daha sonra -20°C’ de saklanir. Ticari olarak 1s1 inaktivasyonu yapilmis

formlar1 da bulunmaktadir.

RMPI 1640-Medyum: Ticari olarak satin alinir ve +4°C’de saklanir.
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PBS (Phosphate buffered saline): 0,179 KH2POg4, 0,79 g KoHPO4, 4 g NaCl tartilir ve
500 ml olacak sekilde dH20’ da ¢dziiniir ve pH 7,4’ e ayarlanir.

MTT [3-4,5- dimetil- 2 —tiazolil)- 2,5- difenil- 2H tetrazolium bromid]: 5 mg MTT
tartilir ve 1 ml PBS i¢inde ¢oziindiriiliir ve 0,22 um por c¢apinda filtreden gegirilerek

sterilize edilir. -20°C’ de saklanir.

Penisilin-streptomisin antibiyotik: 10.000 pg/ml stok halinde bulunan kimyasaldan,

antibiyotik konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde stoktan eklenerek hazirlanir.

Trypan blue: %1’ lik sekilde hazirlanarak kullanilir. Stoktan trypan blue hazirlamak
icin 100 ml dH20’ ya 1 g trypan blue eklenerek ¢oziindiiriiliir ve 0,22 pm por

capinda olan filtrelerle sterilize edilerek hazir hale getirilir.

Tripsin % 0.25 w/v: Ticari olarak satin alinir ve -20°C’de saklanr.

Dimetil siilfoksid(DMSO): Ticari olarak satin alinir ve oda sicakliginda saklanir.

2.1.5. Deneylerde kullanilan kemoteropatik ilaglar

Cisplatin (Sigma Aldrich): 2000 ug/ml’lik stoklar halinde RPMI 1640 ile ¢oziilerek

hazirlanir. 0.22 pm’lik membran filtreden gegirilir.

Docetaxel: 5000 pg/ml’lik stoklar halinde RPMI 1640 ile ¢oziilerek hazirlanir. 0.22

pum’lik membran filtreden gecirilir.

2.1.6. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Marka
3-4,5-dimetil-2-tiazolil (MTT) Applichem
Annexin V Apoptoz Kiti Biovision
Aseton Emsure
Bovin serum albumin Applichem
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Coomassie brillant blue G-250 Applichem

Dimetilm siilfoksid(DMSO) Apllichem

di-Sodyum hidrojen fosfat (NazHPO4) Applichem

Fetal Bovin Serum (FBS) Biochrom
Kaspaz-3 Kiti Biovision
Metanol Emprove
Penisilin-streptomisin antibiyotik Biochrom
RMPI-1640 Biochrom

Sodyum di-Hidrojen fosfat (NaH2POa) Merck

Sodyum klorid(NaCl) Applichem
Tripsin %0,25 w/v Applichem
Trypan Blue Sigma

2.2. YONTEM

Bu ¢alismada; Mugla/Gokova Korfezi’nden toplanan, Holothuria sanctori tiiriine ait
olan ve yaygin olarak denizhiyar1 adiyla bilinen deniz canlisinin 6ziitleri,
metanol(HSM) ve aseton (HSA) olmak {iizere iki farkli ¢oziicii kullanilarak
hazirlanmistir. Metanol ve aseton da ¢oziilerek hazirlanan 6ziitlerin, akciger kanseri
(A549) ve prostat kanseri (PC-3) olmak tizere iki farkli kanser hiicre hattinda ve
saglikli hiicre hatti olan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293) iizerinde sitotoksik
aktiviteleri arastirilmistir.

Oziitlerin hiicreler iizerindeki doz ve zamana baglh etkileri, MTT metoduyla
belirlenmis olup, oziitlerin ilgili hiicreler lizerindeki ICso (yaklasik %50 inhibisyon
konsantrasyonu) degerleri hesaplanmistir. HSM 6ziitlerinin apoptotik etkileri A549
ve PC-3 hiicre hatlarinda flow sitometri ve kaspaz-3 yontemleriyle arastirilmistir.
Bununla birlikte HSM ile hazirlanan 6ziitlin fenolik bilesik icerikleri HPLC analizi

ile hizmet alim1 yapilarak belirlenmistir.
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2.2.1. Holothuria sanctori oziitlerinin elde edilmesi

Holothuria sanctori tiiriine ait canlilar Gokova Korfezi’nden toplandiktan sonra
igerisinde deniz suyu bulunan bir kovada muhafaza edilerek, canli bir sekilde
laboratuvara getirilmistir. Calismanin baslangicinda oncelikle deniz suyu kovadan
uzaklastirilmig  olup, musluk suyu ile doldurulan kovada canlinin &lmesi
beklenmistir. Yaklagik iki saat sonra canliligini yitiren H. sanctori tiiriine ait
denizhiyarlarinin, ilk olarak maket bicag1 yardimiyla i¢ organlar1 temizlenmis olup,
ardindan makas yardimiyla viicut kisimlar1 kii¢iik pargalar halinde kesilmistir. Bu
islemler i¢cin 8 adet denizhiyar1 kullanilmistir. Kiiciik pargalar halindeki
denizhiyarlar1 tepsiye dizilerek etiivde 42 °C’de, i¢ ve dis kapaklart yari aralik
kalacak sekilde kurutulmustur. ilk basta kapak kapali oldugunda nem oraninin artt131
gbzlendiginden bu sekilde kurutulmaya devam edilmistir. Bu sayede kurutma hizi ve
stiresinin kisaldig1 gozlenmistir. Kuruyan 6rnekler beher igerisine alinarak tartimlari
yapilmis ve ekstraksiyon i¢in 10 gr/100 ml olacak sekilde, ektraksiyonun sekline
gbre metanol veya aseton eklenmistir Beherlerin agizlar1 aliimiinyum folyo ile
kaplanarak parafilm ile sabitlendikten sonra 25°C’de calkalamali su banyosunda
yaklasik 24 saat ekstraksiyona tabi tutulmustur. Oziitler her 8 saatin sonunda
kurutma kagidi ile siiziilmistiir. Metil alkol ve aseton, Rotary evaporotor (42°C’de, -
90 rot ayarinda ) ile numuneden biiyiik 6l¢iide uzaklastirilmistir. Elde edilen oziitler
icerisinde bulunan su, liyofilizatér olmadigindan etrafi aliminyum folyo ile gevrili
beherlerde, ¢eker kabine koyulmus ve bir hafta boyunca her giin kontrol edilerek
kalan ¢oziicliniin liyofilize olmasi saglanmistir. Elde edilen oziitler 151k korumali

siselere konularak -20 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2.2. Hucre kultiiri

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde akciger kanseri (A549) ve prostat kanseri (PC-
3) olmak {iizere iki farkli kanser hiicre hatt1 ve saglikli hiicre hatti olan embriyonik
bobrek hiicreleri (HEK293) kullanilmistir. Tiim hiicreler % 10 fetal bovin serum ve
100 pg/ml penisilin/streptomisin igeren glutaminli RPMI 1640 besi ortaminda,
37°C’de %5 CO2, %95 hava igeren nemlendirilmis inkiibatorde kiiltiire

alinmislardir.
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2.2.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

Kiiltiire alinan adherent (ylizeye tutunarak ¢ogalan, yapiskan) hiicre hatlarinin giinliik
takipleri inverted mikroskop ile yapilmistir. Hiicreler, hiicre kiiltiirii kaplarinin
yiizeyini %70-80 oraninda kapladiklarinda tripsinizasyon yontemiyle pasajlanmalari
saglanmigtir. Tripsinizasyon adherent (yapiskan,yiizeye tutunarak ¢ogalan) hiicreleri
kaldirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Tripsinizasyon islemi i¢in ilk olarak,
hiicrelerin ¢ogaldiklar1 hiicre kiiltiirii kaplarindaki besi ortami uzaklastirilmistir.
Hiicreler PBS ile iki kez yikandiktan sonra kullanilan hiicre kiiltiiri kaplarmin
boyutuna uygun miktarda tripsin eklenmis ve CO2 inkiibatériinde 5-10 dakika
inkiibasyona birakilmigtir. Hiicrelerin yilizeyden ayrilmalari hem gozle, hem de
inverted mikroskop ile gozlenmistir. Ardindan, hiicre kiiltiirii kaplarina yaklasik
yarim saat 37°C’ de inkiibe edilen %10 FBS igeren RPMI1640 biiylime ortami
eklenerek hiicrelerin tripsine uzun siire maruz kalmalar1 engellenmistir. Hiicreler 15
ml’lik steril falkon tiiplere aktarilmistir ve 24°C° de 800 rpm’de 6 dakika
santrifiijlenmistir. Supernatant dokiildiikten sonra hiicre pelletleri uygun miktarda
PBS ile yikanarak 24°C’ de 800 rpm 6 dakika tekrar santrifiijlenmistir.
Supernatantlar uzaklastirildiktan sonra hiicre pelletleri, pellet yogunluguna gore
uygun biiylime ortami igerisinde homojenize edilmistir. Egit miktarda hiicre
stispansiyonu ve % 1’lik trypan blue soliisyonu ile karistirilarak; hiicre yogunlugu
/hiicre sayimi “Trypan blue exclusion yontemi” ile hemositometre kullanilarak 11k
mikroskobu altinda sayilmistir. Olii hiicreler hiicre zarindaki hasardan dolay:r maviye
boyali sekilde gozlenmistir. Hiicre sayis1 asagidaki formiille hesaplanmistir.

Hiicre yogunlugu (hiicre/ml) = Hiicre sayis1 x Seyreltme faktérii x 10*

2.2.4. Sitotoksik aktivitenin arastirilmasi

Hiicreler 96 kuyucuklu mikroplakalara her bir kuyucuga 4x10° hiicre olacak sekilde
180ul biiyiime ortaminda ekilmistir ve 37°C’de %5 CO2 ve %95 nemli ortam
saglayan inkiibatdrde 20-24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon
sonrasinda, % 10’luk DMSO igeren besi ortaminda stok soltisyonu 10 mg/ml olarak
hazirlanan oziitlerin, seri diliisyonlar yapilarak 6 farkli alt dozu hiicreler iizerine

uygulanmistir. Ardindan 24,48 ve 72 saat’lik inkiibasyonlar sonrasinda hiicre hatlari
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tizerindeki sitotoksik etkisi MTT analizi ile belirlenmistir. Ayn1 zamanda sitopatik

etki inverted mikroskop altinda da gézlemlenmistir.

2.2.5. MTT Analizi

Oziitlerin, kullanilan hiicre hatlar1 {izerindeki doz ve zamana bagli sitotoksik etkileri
MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) deneyiyle
belirlenmistir. Bu metod, metabolik olarak aktif hiicrelere ait mitokondrial
enzimlerin etkisiyle, suda ¢6ziinen sar1 renkli substrat olan 3-(4,5-36dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid'in suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan
kristallerine doniisiimiine dayanir. Uzerine 6ziit eklenen 96 kuyulu hiicre kiiltiirii
plakalarinda bulunan hiicrelerin belirlenen inkiibasyon siiresi sonrasinda (24, 48 ve
72 saat) MTT analizi gergeklestirilmistir. Bu amagcla, oncelikle hiicre kiiltiirii
kaplarindan besi ortami uzaklastirilmistir. Her bir kuyucuga 100 pl taze besiyeri ve
10 ul MTT (PBS ig¢inde hazirlanan 5 mg/ml) eklendikten sonra CO2’li inkiibatorde 4
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince tetrazolium tuzu canli hiicrelere
girip mitokondriyal enzimler araciligi ile suda ¢oziinmeyen mavi-mor renkli
formazana indirgenerek canli hiicrelerin igerisinde kalir. Olii hiicreler ise tetrazolyum
bilesiklerini indirgeme yeteneklerini kaybettiginden herhangi bir renk degisimine yol
agmazlar. 4 saatin sonunda formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in kuyucuklara
100’er pl DMSO eklenmis ve mikroplakalar oda sicakliginda 150 rpm’de 5 dakika
boyunca ¢alkalanmigtir. Hiicrelerin MTT sogurmalar1 bir mikroplaka okuyucu
(Thermo Scientific, MultisanFC, USA) ile 540 nm dalga boyunda olgiilerek elde
edilmistir. Canli hiicreler, i¢inde bulunan formazan nedeniyle 6lii hiicrelerden daha
fazla 151k soguracaklari i¢in, cogu 6lii hiicre bulunan kuyucuklardan alinan sogurma
degeri nispeten diisiik olacaktir. Her deney 3 tekrarli olacak sekilde en az 2 kez

tekrarlanmistir. Sitototoksisite % olarak agagidaki formiile gore hesaplanmustir.

%Sitotoksisite = ((Absrobans (ABS) Kontrol-Absrobans Deney) / Absorbans
Kontrol)*100
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2.2.6. ICso degerlerinin belirlenmesi

Her 6ziitlin her hiicre i¢in ICso degerleri GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Soft Ware,
Inc., San Diego, CA) bilgisayar programi kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen
ICso degerleri baz alinarak sinerjizm, Annexin-V ve kaspaz-3 analizleri

gerceklestirilmistir.

2.2.7. Flowsitometri ile apoptoz tayini (Annexin-V yontemi)

Yontemin prensibi, apoptozun ilk evrelerinde hiicre yiizeyinde bulunan fosfatidil
serinin hiicrenin i¢ yilizeyinden hiicrenin dis yiizeyine gecisinin, FITC ile isaretli
Annexin-V’in hiicrenin dis yiizeyinde bulunan fosfatidil serine baglanmasinin flow
sitometri ile 6l¢iilmesine dayanir. Bu amacgla, A549 ve PC-3 kanser hiicreleri her
kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicreler
HSM oziitii ile A549 hiicre hatt1 igin (20-12-5 mg/ml) ve PC-3 hiicre hatt1 igin (20-
8-4 mg/ml) olacak sekilde ekilmis ve 37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Oziit ile muamele edilmeyen hiicreler kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica bir
kuyucuktaki hiicrelere higbir sey eklenmemistir. Bu hiicrelerden analizde
kullanilmak tizere tek boyama igeren kontrol ve boyanmamis hiicreler hazirlanmistir.
Oziit ile muamele edilen hiicrelerin inkiibasyonundan sonra hiicreler kuyucuklardan
tripsinizasyon ile toplanmis ve kitte yazan protokol takip edilmistir. Kisaca, toplanan
ve PBS ile yikanan hiicreler 200 pl binding buffer igerisinde ¢oziilmiistiir. 195 pl
hiicre siispansiyonuna 5 pl Annexin V-FITC eklenip 15 dakika oda sicakliginda
karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Santrifiijden sonra supernatantlar
uzaklastirilmis ve hiicre pelletleri 190 pl binding buffer’da ¢oziilmiistiir. Her hiicre
pelletine 10 pl PI (20 pg/ml) eklendikten sonra hiicreler flowsitometri cihazinda
manuel olarak okutulmus ve Kaluza bilgisayar programiyla kapilama yapilarak
nekrotik,erken apoptoz,ge¢ apoptoz ve canli hiicre ayrimi yapilmistir. Hiicrelerin
apoptoz yiizdesi bir “Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit” (BMSS00FI,
eBioscience, USA) protokoliine uygun olarak Beckman Coulter firmasina ait Navios
marka Flow sitometri cihazinda, Kaluza programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Flow sitometri cihaz1 nekrotik, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve canli hiicreleri

kantitatif olarak belirlemek i¢in kullanilmistir.
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2.2.8. Kaspaz -3 Analizi

Bu deney apoptoz sirasinda aktive edilen kaspaz-3 tarafindan DEVD-pNA baginin
kesilmesiyle hiicre iginde olusan serbest p-nitrolanilide(pNA) miktarinin 6l¢tilmesine
dayanir. Kaspaz-3 deneyi “Caspase-3 Colorimetric assay kit” (ab39401 Abcam,
USA) Kkiti kullanilarak yapilmistir. Deney firetici firmanin protokoliine gore
yapilmustir. A549 ve PC-3 hiicreleri 2x10° hiicre/kuyucuk olarak konsantrasyonda 6
kuyucuklu plakalara ekilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra hiicreler 15 mg/ml
konsantrasyondaki 6ziit ile 36-48 saat inkiibe edilmistir. Oziit eklenmeyen hiicreler
kontrol olarak kullanilmistir. Protokole uygun olarak, kisaca hiicreler toplandiktan
sonra PBS ile yikanmis ve ardindan tripsin ile muamele edilerek hiicrelerin plaka
ylizeyinden ayrilmasi saglanarak, 800 rpm’de 6 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen hiicre pelleti 5 ml PBS icerisinde c¢oziilerek 800 rpm’de 6 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda pellete 50 pl soguk hiicre liziz buffer
eklenerek 10 dakika buzda bekletilmis ve ardindan 11.000 rpm’ de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Supernatantlar yeni bir tiipe aktarilmis ve protein konsantrasyonu
Bradford Assay (Bradford, 1976) ile belirlenmistir. Bradford sonuglarina gore, her
ornekten 50 pl (50-200 pg) protein 96 kuyulu mikroplakalara alinmig ve iizerine 50
pl 10 mM DTT igeren reaksiyon tamponu eklenmistir. Ardindan iizerine 5 pl, 4 mM
DEVD-pNA substratt (200 uM son konsantrasyon) eklenip 37°C* de 1-2 saat
bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda absorbans 405 nm’ de mikroplaka okuyucu ile
kaydedilmistir (Mikroplate reader, Thermo Fisher Scientific, ABD). Kaspaz-3
aktivitesi kontrol hiicrelerinin ve muamele edilen hiicrelerin absorbansi

karsilastirilarak kontrole gore “kat” olarak ifade edilmistir.

2.2.9. Kanser hiicre hatlariyla kemoteropatik ilaglarin sinerjistik etkilesiminin

incelenmesi

Kanserin kemoteropatik tedavisinde yaygin olarak kullanilan cisplatin = ve
docetaxel’in, bu ¢alismada elde edilen HSM ve HSA oziitlerinin PC-3 ve A549
hiicereleri tizerinde sinerjistik bir etkilesimlerinin olup olmadig1 belirlenmistir. Bu
amagla 2x10* hiicre/kuyu olacak sekilde kanser hiicre hatlarinin ekimleri yapilmis ve
20-24 saat inkiibasyonun ardindan kuyulara; yalnizca 6ziit, yalnizca kemoteropatik

ilag ve Oziittkemoteropatik ilag {i¢ tekrarli olarak eklenmistir. 37°C’de %5 CO2 ve
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%95 nemli ortam saglayan inkiibatérde 24 saat inkiibasyonun ardindan MTT
yontemi ile HSM ve HSA oziitleri ile Cisplatin ve Docetaxel kemoterapi ilaglarinin,
Ab549 ve PC-3 hiicre hatlar1 tizerinde ICso degerleri belirlenmistir(Graphpad Prism 7).
ICso degerlerinin belirlenmesinden sonra elde edilen sonuglar asagidaki formiile gore
hesaplama yapilarak oziitler ile kemoterdpatik ilaglar arasindaki etkilesimi gosteren

kombinasyonel indeks degeri (CI) hesaplanmustir.

Cl=(D1/Dx1)+(D2/Dx2)

CI=Kombinasyon indeks degeri(Combination index value)

D1=%50 olimiine neden olan cisplatin veya docetaxel+dziit birlesimde kullanilan
cisplatin’in(veya docetaxel) 1Cso degeri

Dx1=%50 6liimiine neden olan cisplatin veya docetaxel ICso degeri

D2=%>50 6limiine neden olan cisplatinveya docetaxel +6ziit birlesiminde kullanilan
oziitlin ICsodegeri

Dx2=%50 6liimiine neden olan 6ziitiin ICso degeri

Elde edilen CI degeri belirli araliklara gore yorumlanir. Buna gore ;

CI>1.3 antagonizm

CI=1.1-1.3 orta derecede antagonizm

CI=0.9-1.1 arttiric1 etki

Cl1=0.8-0.9 sinerjizm

Cl=0.6-0.8 orta derecede sinerjizm

Cl=0.4-0.6 sinerjizm

Cl1=0.2-0.4 gii¢lii sinerjizm olarak degerlendirilmistir.

2.2.10. HLPC (yiiksek performansh sivi kromatografisi) Deneyi

Yiiksek performansli sivi kromotografisi, bir karisimda yer alan herbir bileseni
ayirmak, tanimlamak ve miktarini belirlemek i¢in kullanilan bir ayirma teknigidir.
Bu teknik sayesinde soliisyon i¢inde yer alan bilesikler, pordz sabit faz {izerinde
hareket eden s1v1 fazin etkisiyle farkli hareket etmeleri nedeniyle bireysel olarak ayirt
edilebilmektedir. Bu c¢alismada gerceklestirilen HPLC analizinde Caponio vd.
(1999)’nin metodu modifiye edilerek kullanilmigtir. Materyal hazirlama isleminde
her bir 6ziitten 0,2 g tartilmis ve mobil fazda ¢oziilmiistiir. Daha sonra 0,45 pm

filtreden gecirilip HPLC sistemine enjekte edilmistir. Fenolik bilesiklerin
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tanimlanmas1 ve kantitatif analizi standartlar ile karsilasilastirilarak analiz
yapilmistir. Her bir bilesigin miktar1 pg/g 6ziit olarak verilmigtir. HPLC analizi
Mehmet Akif Ersoy Univeristesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi  (BILTEKMER)  Laboratuvarinda  hizmet  alim  kapsaminda
gerceklestirilmistir. Analiz i¢in kullanilan cihaz ve uygulama sekli

asagida verilmistir.

HPLC Metodu: Kullanilan Sistem: Shimadzu Promience Marka HPLC

CBM: 20ACBM

Dedektor: DAD (SPD-M20A)

Kolon Firini: CTO-10ASVp

Pompa: LC20 AT

Autosampler: SIL 20ACHT

Bilgisayar Programi: LC Solution

MobilFaz: A; %3 Formik asit B; Metanol
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3. BULGULAR

3.1 Denizhiyar1 Holothuria sanctori Oziitiiniin Hiicre Hatlar1 Uzerindeki

Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

3.1.1. A549 kanser hiicre hatti iizerinde 6ziitlerin doz ve zamana bagh olarak

sitotoksik etkileri

Ab549 hiicre hatti, HSA (Holothuria sanctori aseton) 6ziitiiniin 20, 10, 5, 2,5, 1,25
ve 0,6 mg/ml olarak 6 farkli konsantrasyona maruz birakilmis ve oziitiin 24, 48 ve 72
saatteki hiicre hattinda neden oldugu sitotoksik etkilere bakilmistir. Buna gore 20 ve
10 mg/ml HSA 6ziitii ile muamele edilen hiicrelerde 6ziitiin, inkiibasyon siirelerinin
timiinde %60’dan fazla sitotoksik etki gosterdigi ve bu iki konsantrasyonun A549
hiicre hatt1 lizerindeki etkilerinin benzer oldugu belirlenmistir. En yiiksek sitotoksik
etki 72 saatte 20 mg/ml 6ziite maruz birakilan hiicrelerde %85 oraninda gézlenmistir.
5 mg/ml HSA ile muamele edilen hiicrelerde 24 saatte % 53 oraninda sitotoksik etki
gbzlenirken, 48 ve 72 saatlerde bu oranin, 10 ve 20 mg/ml 6ziitiin olusturdugu
sitotoksik etki oranlarina yaklastig1 gozlenmistir. 2,5 mg/ml 6ziit ile muamele edilen
hiicrelerde 24 ve 48 saatlerde %50 ve altinda sitotoksik etki gozlenirken, bu oranin
72 saatte %70’e ulastigi ve 5 mg/ml Oziitiin 72 saatte olusturdugu sitotoksik etki
oranina yaklastigi gézlenmistir. Yine ayni sekilde 1,25 ve 0,6 mg/ml muamele edilen
hiicrelerde 24 ve 48 saatlerde ¢ok diisiik sitotoksik etki gozlenirken, 72 saatteki
etkilerinin %40 ve %50’ye yiikseldigi gozlenmistir (Sekil 3.1). HSA ozitiinlin, 24,
48 ve 72 saat A549 hiicreleri ile inkiibasyonlar1 sonrasi, uygulanan tiim dozlarda
A549 hiicrelerinde meydana gelen sitotoksik etki, inverted mikroskop altinda
izlenmistir (Sekil 3.2; 3.3; 3.4).
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A549

100

80

I
60 - < m 24h
m48h
40 T
72h
20
) B il

20mg/ml 10mg/ml  5mg/ml  2.5mg/ml 1.25mg/ml 0.6mg/ml

% SITOTOKSISITE

Sekil 3.1. 20, 10, 5, 2,5, 1,25 ve 0,6 mg/ml HSA 6ziitiiniin 24-48-72 saat inkiibasyonlar1
sonrasinda A549 hiicre hatti iizerinde sitotoksisite etkisi.

20 m‘/m HSA 10 mg/ml HSA 5 m‘/m HSA

2,5 mg/ml HSA 1,25 mg/ml 0,6 mg/ml HSA

Kontrol: HSA icermeyen kiiltiir

Sekil 3.2. Farkh dozlardaki HSA 6ziitiine 24 saat maruz kalan A549 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 biiyiitme)
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20 mg/ml HSA 10 mg/ml HSA 5 mg/ml HSA

2,5 mg/ml HSA 1,25 mg/ml 0,6 mg/ml

Kontrol: HSA icermeyen kiiltiir

Sekil 3.3. Farkl dozlardaki HSA 6ziitiine 48 saat maruz kalan A549 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 biiyiitme)
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20 mg/ml HSA 10 mg/ml HSA 5 mg/ml HSA

2,5 mg/ml HSA 5 mg/ml HSA 1,25 mg/ml

Kontrol: HSA icermeyen kiiltiir

Sekil 3.4. Farkh dozlardaki HSA éziitiine 72 saat maruz kalan A549 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 biiyiitme)

A549 hiicre hatti, HSM ( Holothuria sanctori metanol) ile hazirlanan 20, 10, 5, 2,5,
1,25 ve 0,6 mg/ml seklinde 6 farkli sekilde 0ziit konsantrasyonlarina maruz
birakilmis ve oziitliin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasi, olusturdugu sitotoksik
etkilere bakilmistir. Buna goére 20, 10 ve 5 mg/ml ile muamele edilen hiicrelerde,
inkiibasyon siirelerinin tiimiinde %50’den fazla sitotoksik etki gosterdigi ve bu ii¢
konsantrasyonun A549 hiicre hatt1 lizerinde etkilerinin benzer oldugu gozlenmistir.
En yiiksek sitotoksik etki 72 saatte %87 oraninda 20 mg/ml ile muamele edilen
hiicrelerde tespit edilmistir. 2,5 mg/ml ile muamele edilen hiicrelerde 24 saatte %43
sitotoksik etki gozlenirken, bu oranin 48 ve 72 saatlerde %60’a yaklastig1 ve benzer
oranda etki ettigi gozlenmistir. 1,25 ve 0,6 mg/ml ile muamele edilen hiicrelerde,

inkiibasyon siirelerinin tamaminda sitotoksik etkinin %350’nin altinda oldugu
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belirlenmistir (Sekil 3.5). HSM o6ziitiinliin; 24, 48 ve 72 saat A549 hiicreleri ile
inkiibasyonlar1 sonrasi, uygulanan tiim dozlarda A549 hiicrelerinde meydana gelen

sitotoksik etki, inverted mikroskop altinda izlenmistir (Sekil 3.6; 3.7; 3.8).

A549
100 -
m 24h
E 80 - m48h
<Z; m72h
fQ 60 -
o
=
O 40 -
=
17
X 20
0 _
20mg/ml 10mg/ml  5mg/ml  2,5mg/ml 1,25mg/ml 0,6mg/ml

Sekil 3.5. HSM éziitiiniin farkh konsantrasyonlar ile AS49 kiicre hatt1 iizerinde doz ve zamana
bagh sitotoksik etkisi
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20 mg/ml HSM

10 m‘/m HSM 5 m‘/m HSM

2,5 mg/ml HSM 1,25 mg/ml HSM 0,6 mg/ml HSM

Kontrol: HSM igermeyen kiiltiir

Sekil 3.6. Farkh dozlardaki HSM oziitiine 24 saat maruz birakilan A549 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 biiyiitme)

35



20 mg/ml HSM 10 mg/ml HSM 5 mg/ml HSM

2,5 mg/ml HSM 1,25 mg/ml HSM 0,6 mg/ml HSM

Kontrol: HSM i¢ermeyen kiiltiir

Sekil 3.7. Farkl dozlardaki HSM oziitiine 48 saat maruz birakilan A549 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 biiyiitme)
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20 mg/ml HSM 10 mg/ml HSM 5 mg/ml HSM

2,5 mg/ml 1,25 mg/ml HSM 0,6 mg/ml

Kontrol: HSM igermeyen kiiltiir

Sekil 3.8. Farkl dozlardaki HSM oziitiine 72 saat maruz birakilan A549 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 biiyiitme)

HSA ve HSM oziitlerinin A549 hiicre hatt1 tizerinde 24, 48, 72 saatlerdeki ICsp
degerleri ¢izelge 3.1.1°de gosterilmistir. ilk 24 saatlik inkiibasyonda her iki 6ziitiin
ICs0 degeri 6 mg/ml olmasina ragmen, ilerleyen saatlerde HSA’ nin 1Cso degeri 48 ve
72 saatlerde sirasiyla 2.4 ve 1.7 mg/ml iken; HSM’nin ayni saatlerdeki 1Cso degeri

sirastyla 3 ve 2.2 mg/ml’dir.

Cizelge 3.3.1. HSM ve HSA éziitlerinin A549 hiicre hatt1 iizerinde belirlenen ICso (mg/ml)

degerleri
Oziitler (mg/ml)/ Zaman 24h 48h 72h
HSM 6 3 2,2
HSA 6,1 2,4 1.7
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Sonug olarak HSA ve HSM ile ayn1 konsantrasyonlarda hazirlanan 6ziitlerin, A549
hiicre hatt1 iizerinde olusturdugu sitotoksik etkinin, 20 ve 10 mg/ml ile benzer
oranlarda oldugu, 5 mg/ml HSM ile hazirlanan 6ziitiin yine HSA 20 ve 10 mg/ml
oziit ile benzer sitotoksik etkiye sahip oldugu gézlenmistir. 2,5 mg/ml ile hazirlanan
HSA ve HSM o6ziitliinlin inkiibasyon siirelerinde benzer sitotoksik etki gosterirken,
HSA’nin 1,25 mg/ml olan 6ziitiiniin sadece 72 saatte %50 sitotoksik etki gosterdigi,
HSM’nin 1,25 ve 0,6 mg/ml ile olan O6ziitliniin, inkiibasyon siirelerinin tamaminda
sitotoksik etkisinin %50’nin altinda oldugu gozlenmistir. Her iki sekilde hazirlanan
Oziitin  A549 hiicre hatt1 i¢in zamana bagli olarak sitotoksik etkilerinin arttig

sOylenebilir.

3.1.2. PC-3 kanser hiicre hatt1 iizerinde 6ziitlerin doz ve zamana bagh olarak

sitotoksik etkileri

PC-3 hiicre hatti, HSA(Holothuria sanctori aseton)’nin alt1 farkli konsantrasyonuna
(20, 10, 5, 2.5, 1.25 ve 0.6 mg/ml) maruz birakilmis ve Oziitiin 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon sonrasi, hiicre hattinda olusturdugu sitotoksik etkilere bakilmistir. Buna
gore 20, 10, ve 5 mg/ml 6ziit ile muamele edilen hiicrelerde sitotoksik etkinin
birbirine yakin oldugu, en yiiksek sitotoksik etkinin 20 mg/ml ile hazirlanan oziitte
72 saatte %83 oraninda goriildigi goézlenmistir. Yiiksek {i¢ doz i¢in sitotoksik
etkinin 24 ve 48 saatlerde %60’a yakin veya daha yliksek oldugu gézlenmistir. 1,25
ve 0,6 mg/ml ile muamele edilen hiicrelerde 24 ve 48 saatlerde %30’un altinda
gozlenirken, 72 saatte bu sitotoksik etkinin %45 in listiine ¢iktig1 gézlenmistir.(Sekil
3.9). HSA oziitliiniin; 24, 48 ve 72 saat A549 hiicreleri ile inkiibasyonlar1 sonrasi,
uygulanan tiim dozlarda PC-3 hiicrelerinde meydana gelen sitotoksik etki, inverted

mikroskop altinda izlenmistir (Sekil 3.10; 3.11; 3.12).
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Sekil 3.9. HSA oziitiiniin farkh konsantrasyonlar ile PC-3 hiicre hatt1 iizerinde doz ve zamana
bagh sitotoksik etkisi

20 mg/ml HSA 10 mg/ml HSA 5 mg/ml HSA

2.5 mag/ml HSA 1,25 mg/ml HSA 0,6 mg/ml HSA

Kontrol: HSA i¢cermeyen kiiltiir

Sekil 3.10. Farkh dozlardaki HSA 6ziitiine 24 saat maruz birakilan PC-3 hiicrelerinin inverted

mikroskop altindaki goriiniimii (x40 bityiitme)
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10 mg/ml HSA 5 mg/ml HSA

20 m‘/m HSA

2,5 mg/ml HSA 1,25 mg/ml HSA 0,6 mg/ml HSA

Kontrol: HSA i¢ermeyen kiiltiir

Sekil 3.11. Farkh dozlardaki HSA oziitiine 48 saat maruz birakilan PC-3 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 biiyiitme)
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10 mg/ml HSA 5 mg/ml HSA

20 m‘/m HSA

2,5mg/ml HSA 1,25 mg/ml HSA 0,6 mg/ml HSA

Kontrol: HSA igermeyen kiiltiir

Sekil 3.12. Farkh dozlardaki HSA o6ziitiine 72 saat maruz birakilan A549 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 biiyiitme)

PC-3 hiicre hatti, HSM (Holothuria sanctori metanol) o6ziitiiniin alt1 farkli
konsantrasyonuna (20, 10, 5, 2.5, 1. 25, 0.6 mg/ml) maruz birakilmis ve 6ziitiin 24,
48 ve 72 saatteki hiicre hattinda olusturdugu sitotoksik etkilere bakilmigtir. Buna
gore 20, 10, ve 5 mg/ml ile muamele edilen hiicrelerde inkiibasyon siirelerinin
tamaminda sitotoksik etkinin %63’lin lizerinde go6zlendigi, en yiiksek sitotoksik
etkinin 20 mg/ml ile hazirlanan 6ziitte, 72 saatte %88 oraninda oldugu gozlenmistir.
Yine aymi sekilde 5 mg/ml ile muamele edilen hiicrelerde, 24 ve 48 saatteki
sitotoksik etkinin birbirine yakin oldugu, 72 saatte %80 oldugu goézlenmistir. Diger
bir deyisle, Smg/ml HSM 6ziitii, PC-3 hiicrelerinin 72 saatlik inkiibasyonunda, 20
mg/ml HSM 6ziitiinde gozlenen sitotoksik etkiye yakin sonug¢ gostermistir. Diger ii¢

alt dozlarda hazirlanan 6ziitlerde ise sitotoksik etkinin %40’1n altinda oldugu tespit
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edilmistir (Sekil.3.13). HSM o6ziitiiniin; 24, 48 ve 72 saat A549 hiicreleri ile
inkiibasyonlar1 sonrasi, uygulanan tiim dozlarda PC-3 hiicrelerinde meydana gelen

sitotoksik etki, inverted mikroskop altinda izlenmistir (Sekil 3.14; 3.15; 3.16).

PC-3
100 -
M 24h
m 48h
m72h

%SIiTOTOKSISITE

20mg/ml  10mg/ml  5mg/ml  2,5mg/ml 1,25mg/ml 0,6mg/ml

Sekil 3.13. HSM éziitiiniin farkh konsantrasyonlar ile PC-3 hiicre hatti iizerinde doz ve zamana
bagh sitotoksik etkisi
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20 mg/ml HSM 10 mg/ml HSM

5 m‘/m HSM

2,5 mg/ml HSM 1,25 mg/ml HSM 0,6 mg/ml HSM

Kontrol: HSM 6ziitii uygulanmayan kiiltiir

Sekil 3.14. Farkh dozlardaki HSM oziitiine 24 saat maruz birakilan PC-3 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 bityiitme)
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20 mg/ml HSM 10 mg/ml HSM 5 mg/ml HSM

2,5 mg/ml HSM 1,25 mg/ml HSM 0,6 mg/ml HSM

Kontrol: HSM 6ziitii uygulanmayan kiiltiir

Sekil 3.15. Farkh dozlardaki HSM oziitiine 48 saat maruz birakilan A549 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 bityiitme)
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20 m‘/m HSM 10 m‘/m HSM 5 m‘/m HSM

2,5 m‘/m HSM 1,25 m‘/m HSM 0,6 mg/ml HSM
Kontrol: HSM uygulanmayan kiiltiir

Sekil 3.16. Farkh dozlardaki HSM o6ziitiine 72 saat maruz birakilan PC-3 hiicrelerinin inverted
mikroskop altindaki goriiniimii (x40 biiyiitme)

Sonug olarak, HSA ve HSM ile ayni konsantrasyonlarda hazirlanan 6ziitlerin, PC-3
hiicre hatt1 iizerinde olusturdugu sitotoksik etkiye bakildiginda, her iki 6ziitiinde ilk
ti¢ yiiksek dozlarmin birbirine yakin sitotoksik etki gosterdigi gozlenirken, 2,5 mg/ml
HSA ile hazirlanan 6ziitiin de bunlara yakin etki gosterdigi belirlenmistir. 1,25
mg/ml ve 0,6 mg/ml olarak hazirlanan HSA 06ziitiiniin 72 saatteki sitotoksik etkisinin
%45’in Ustline c¢iktigr ancak; HSM’nin ayni konsantrasyonlardaki 6ziitliniin
inkiibasyon siirelerinin tamamindaki sitotoksik etkisinin %40’1in altinda kaldig:
gbzlenmistir. HSM ve HSA ile hazirlanan 6ziitlerin PC-3 hiicre hatt1 i¢in zamana
bagli olarak sitotoksik etkilerinin arttigi sodylenebilir. Ayrica, HSA ve HSM
oOziitlerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerindeki ICso degerleri kiyaslandiginda,

her iki 6ziitinde benzer sonuglar verdigi tespit edilmistir (Cizelge 3.1.2).
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Cizelge 3.3.2. HSM ve HSA éziitlerinin PC-3 hiicre hatti iizerinde belirlenen ICso(mg/ml)

degerleri
Oziitler(mg/ml) / Zaman 24h 48h 72h
HSM 3,6 2,4 1,7
HSA 4 2.8 1,2

3.1.3. HEK293 saglikl hiicre hatt1 iizerinde oziitlerin sitotoksik etkileri

HEK293 saglikli hiicre hattt HSM ile muamele edilen hiicrelerin 24, 48 ve 72
saatteki sitotoksik etkilerine bakildiginda, sitotoksik etkinin genel olarak %35’in
altinda kaldig1 ve en yiiksek sitotoksik etkinin 24 saatte 20 mg/ml ile hazirlanan
oziitte goriildiigli ve zamana bagl olarak sitotoksik etkinin azaldigi gozlenmistir.
Kisacasi; HSM oOziitiinlin A549 ve PC-3 kanser hiicrelerini normal hiicre hatti
HEK?293’e kiyasla anlamli bir sekilde segici olarak oldiirdiigii tespit edilmistir (Sekil
3.17).

HEK?293
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5 20mg/ml 10mg/ml  5mg/ml  2,5mg/ml 1,25mg/ml 0,6mg/ml
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Sekil 3.17. HSM éziitiiniin HEK?293 saghkl hiicre hatti iizerindeki doz ve zamana bagh
sitotoksik etkisi

Benzer sekilde, HSA ile muamele edilen HEK293 saglikli hiicre hattinda ise
sitotoksik etkinin biitiin konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde %50 nin altinda

kaldig1, en yiiksek sitotoksik etkinin 24 saatte %48 oraninda goriildiigii gozlenmistir.
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Buna karsin; HSA ile hazirlanan 6ziitte HSM’den farkli olarak sitotoksik etkinin 72
saatte %48-%18 arasinda degistigi ve zamana bagl olarak arttifi kaydedilmistir
(Sekil 3.18).

HEK?293
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Sekil 3.18. HSA éziitiiniin HEK293 saghkh hiicre hatti iizerindeki doz ve zamana bagh
sitotoksik etkisi

3.2. Denizhiyar1 Holothuria sanctori Oziitlerinin Kanser Hiicre Hatlar

Uzerindeki Apoptotik Etkilerinin Flow Sitometri Analizi ile Belirlenmesi

Apoptoz, programlanmis hiicre Oliimii olarak bilinmektedir. Hem gelisimsel
morfogenezde rol oynar, hem de hiicre sayisin1 kontrol eder. Apoptoz, onemli timor
baskilama mekanizmasidir. Bu islemin yanlis diizenlenmesi tiimor olusumuna yol
acar. Diger hiicre 6liim mekanizmalarindan nekroz ve otofaji ise hiicre stres altina
girdiginde ortaya ¢ikan 6liimlerdir. Kanser tedavisinde gelistirilen ilaglarin en 6nemli
ozelligi, kanser hiicrelerinde apoptozu uyarmalari ve hiicre oOliimlerine neden
olmalaridir. Bu nedenle, sitotoksik etkisi kanser hiicreleri A549 ve PC-3 iizerinde
tespit edilen HSM ve HSA oziitlerinden sadece HSM 0ziitiinlin apoptotik hiicre
Oliimiine yol a¢ip agmadiklari, flow sitometri analizi ile aragtirilmistir. Annexin V
(FITC) / PI (PE) ismiyle alinan iki renk ticari kit ile protokole gore A549 hiicre hatt1
20-12-5 mg/ml, PC-3 hiicre hatt1 ise 20-8-4 mg/ml seklinde li¢ doz HSM 6ziitii ile
muamele edilen hiicreler bu boyalarla boyanmis ve 24 saat sonraki apoptotik etkilere

bakilmistir.
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3.2.1. A549 hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik etkileri

Flow sitometrik analizde Q3’te canli hiicreler, Q4’te erken apoptozdaki hiicreler,
Q2’de ge¢ apoptozdaki hiicreler ve Q1°de nekroza giden hiicreler oransal olarak
gosterilmektedir. HSM’nin farkli konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakildiginda 5
mg/ml’de hiicrelerin %91.8’1 canli, %3.9’u erken apoptozdaki hiicreleri, %4’ ise
geg¢ apoptozdaki hiicreleri gostermektedir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda (12 ve
20 mg/ml) ise %99 hiicre gec¢ apoptozda yer almistir. HSM Oziitiinlin A549
hiicrelerini apoptoza siiriikledigini gdstermektedir (Sekil 3.19).. Oziite daha kisa

stireli maruziyet erken apoptozdaki hiicre populasyonunu da gosterebilir.

Kontrol 5 mg/ml HSM
A549 5 mg 156
A549 KONTROL 153
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Sekil 3.19. Farklh konsantrasyonlardaki HSM éziitiiniin A549 hiicre hatt1 lizerindeki apoptotik

etkilerinin flow sitometri analizi
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3.2.2. PC-3 hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik etkilerin arastirilmasi

Benzer sekilde, farkli konsantrasyonlardaki HSM 6ziitiine maruz kalan PC-3 kanser

hiicrelerinde apoptotik hiicre 6limii oldugu gozlenmistir. 20 mg/ml’de hiicrelerin
%091°1 ge¢ apoptotik hiicrelerdir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Farkh konsantrasyonlardaki HSM éziitiiniin PC-3 hiicre hatti iizerindeki apoptotik
etkilerinin flow sitometri analizi
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3.3. Kaspaz -3 aktivitesi

Kaspazlar, apoptozu indiikleyen ve sistein iceren proteazlardir. Hiicrede inaktif
olarak bulunan kaspazlar, 100 farkli hedef proteini keserek apoptoza neden olurlar ve
ayni zamanda DNA tamiri ve replikasyonu i¢in gerekli enzimleri inaktive ederler. Bu
deney apoptoz sirasinda aktive edilen kaspaz-3 tarafindan DEVD-pNA baginin
kesilmesiyle hiicre i¢inde olusan serbest p-nitrolanilide(pNA) miktarinin 6l¢iilmesine
dayanir. Kaspaz-3 deneyi “Caspase-3 Colorimetric assay kit” (ab39401 Abcam,
USA) kiti kullanilarak yapilmistir. A549 ve PC-3 hiicreleri 2x10° hiicre/kuyucuk
konsantrasyonda 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra
hiicreler 15 mg/ml konsantrasyondaki 6ziit ile 36-48 saat inkiibe edilmistir. Oziit
eklenmeyen hiicreler kontrol olarak kullanilmistir. 15 mg/ml HSM 6ziitii ile
muamele edilen A549 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin kontrol hiicreleri ile
kiyaslandiginda yaklagik 2.1 kat arttigi belirlenmistir. PC-3 hiicrelerin de ise bu
degerin 1.9 kat oldugu gozlenmistir (Sekil 3.21). Bulunan bu degerler, HSM
Oziitliniin A549 ve PC-3 hiicre hattinda apoptozu indiikledigini ve flow sitometri
analizi ve MTT deneyi sonuglarma gore elde edilen verilerle de tutarli oldugu

sOylenebilir.

Kaspaz-3 Aktivitesi
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Sekil 3.21. 15 mg/ml HSM oziitii ile muamele edilen A549 ve PC-3 hiicre hattinda kaspaz-3
aktivitesi. K: kontrol; O: oziit.
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3.4. HS oziitiiniin, kanser hiicre hatlan iizerinde, kanser ilaclariyla sinerjistik

etkisinin incelenmesi

Giliniimiizde kemoterdpatik ilaglarin bitkisel ekstraklarla kombinasyonel tedavisinin
aymi  kanser etkisini elde etmek i¢in kullanmilan kemoterdpatik ilacin
konsantrasyonunu diisiirdiigiinii gosteren ¢aligmalar yapilmaktadir. Denizhiyarlarinin
da icerdikleri etken maddeler nedeniyle anti-proliferatif, anti-inflamatuar ve apoptoz
gibi pek cok biyolojik aktivitede yer aldigi bilinmektedir. Dolayisiyla, bazi kanser
hiicreleri lizerinde denizhiyar1 Oziitlerinin sitotoksik etki gostermesi, bu oziitlerin
geleneksel kanser ilaglariyla etkilesime girip, sitotoksik aktivite lizerinden sinerjistik
etki gosterip gostermeyecegi arastirilmigtir. Bu amagla A549 ve PC-3 kanser hiicre
hatlari, HSM ve HSA oziitlerinin farkli dozlar1 ve geleneksel kemoterapi ilaglariyla
(Cisplatin ve Docetaxel ) kombine edilerek sinerjistik etkilesim olup olmadigina

bakilmistir.

3.4.1. A549 kanser hiicre hatt1 iizerinde HSM 6ziitiiniin, cisplatin ve docetaxel

ile sinerjistik etkisinin arastirilmasi

AS549 hiicre hatt1 bes farklt doz ve konsantrasyonda, 6nce sadece HSM ve sadece
Cisplatin, sonra HSM+Cisplatin kombine ii¢ tekrarli olacak sekilde muamele
edilmistir. Daha sonra 24 saat inkiibasyona birakilmis ve MTT yontemiyle de elde
edilen degerler verilerin kombinasyonel indeksi Chou ve Talalay (1984) ‘a gore

hesaplanmuistir.

Deney kombinasyonu HSM &ziitiiniin ICso (6mg/ml) degerinin iki alt ve iki {ist degeri
(24-12-6-3-1.5 mg/ml) seklinde, yine benzer sekilde Cisplatin’de ICso (288 uM olan
deger 200 uM olarak alindi ) degerinin iki alt ve iki iist degeriyle (600uM, 400 uM,
200 uM, 100 uM, 50 uM) olusturulmustur.

Bunun sonucunda HSM igin 24-12 mg/ml ile muamele edilen hiicrelerde sitotoksik
etkinin %65’in iizerinde oldugu, Cisplatin 600-400 puM ile muamele edilen
hiicrelerde de yine %60’1n iizerinde oldugu gdzlenmistir. HSM+ Cisplatin ‘in en
yuksek dozu ile muamele edilen hiicrelerde sitotoksik etkinin %380 oldugu
gozlenirken, HSM ile tek basina maruz birakilan hiicrelerde bu oranin %83 oldugu

belirlenmistir (Sekil 3.22). Yine aynmi sekilde diger kombinasyonlarda da benzer

51



sonuglar elde edilmistir. Buna gére HSM’nin cisplatin ile sinerjistik etkisinin

bulunmadigi, aksine yapilan hesaplama sonucu antagonizm etkisinin oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 3.22. 24 saat inkiibasyon sonras1 HSM oziitiiniin Cisplatin ile A549 hiicre hatti iizerinde
sinerjistik etkisi (5:24mg/ml HSM(mavi bar), 600 pM Cisplatin (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi
(yesil bar),4:12mg/ml HSM(mavi bar), 400 pM Cisplatin (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil
bar), 3:6mg/ml HSM(mavi bar), 200 uM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
2:3mg/ml HSM(mavi bar), 100 pM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
1:1.5mg/ml HSM(mavi bar), 50 uM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar))

HSM’nin Docetaxel ile etkilesimine bakildiginda, ayni sekilde A549 hiicre hatt1 bes
farkli doz ve konsantrasyonda, sadece HSM ve sadece Docetaxel daha sonra ise
HSM+Docetaxel kombine olarak ii¢ tekrarl olacak sekilde muamele edilmistir. Daha
sonra 24 saat inkiibasyona birakilmis ve “malzeme ve yontem” de gosterilen indekse

gore hesaplanmistir.

Deney kombinasyonu HSM o6ziitiintin ICso (6mg/ml) degerinin iki alt ve iki st
degeri (24-12-6-3-1.5 mg/ml), Docetaxel i¢in de yine benzer sekilde 1Cso (497.9
uM, yaklagik 500 pM olarak alindi) degerinin iki alt ve iki iist degeriyle (1500uM,
1000 uM, 500 uM, 250 uM, 125 uM) olusturulmustur.

Buna gore iki yliksek doz HSM ve Docetaxel ile tek basina maruz birakilan
hiicrelerde, sitotoksik etkinin %70’in iizerinde oldugu goézlenirken, HSM+Docetaxel

ile maruz birakilan hiicrelerde bu etkinin %78 civarinda oldugu gézlenmistir. (Sekil
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3.23). Bu oranin HSM ile tek basina maruz birakilan hiicrelerdeki sitotoksik etkiyi

gecemedigi gozlenmistir. Daha diisiik konsantrasyonlarda HSM ve Docetaxel’in

sitotoksik etkisinin azaldig1 ve kombine kullaniminda sitotoksik etkide bir artis

olmadig1 aksine yapilan hesaplama sonucu antagonizm etkisi oldugu belirlenmistir

(cizelge 3.1.3).
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Sekil 3.23. 24 saat inkiibasyon sonras1t HSM oziitiiniin docetaxel ile A549 hiicre hatt1 iizerinde
sinerjistik etkisi (5:24mg/ml HSM(mavi bar), 1500 pM Docetaxel(kirmizi bar), ikisinin bilesimi
(yesil bar), 4:12mg/ml HSM(mavi bar), 1000 uM Cisplatin (kirmiz1 bar), iKkisinin bilesimi (yesil
bar), 3:6mg/ml HSM(mavi bar), 500 uM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
2:3mg/ml HSM(mavi bar), 250 pM Cisplatin (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
1:1.5mg/ml HSM(mavi bar), 125 uM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar))

Cizelge 3.3.3. A549 hiicre hatt1 lizerinde HSM éziitiiniin cisplatin ve docetaxel ile

etkilesimlerinin hesaplanmasi

Toksin IC50 Cl degeri ETKi
Cisplatin(uM)+HSM (mg/ml) D1 214

Cisplatin (uM) D*1 288

HSM (mg/ml) D*2 6

HSM(mg/ml)+cisplatin (uM) D2 54 16 Antagonizm
Docetaxel (uM)+HSM(mg/ml) D1 240

Docetaxel (uM) D*1 498

HSM(mg/ml)+Docetaxel (uM) D2 5

HSM (mg/ml) D*2 6 131 Antagonizm
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3.4.2. A549 kanser hiicre hatt1 iizerinde HSA 6ziitiiniin, Cisplatin ve Docetaxel

ile sinerjistik etkisinin arastiriimasi

AS549 hiicre hatt1 bes farkli doz ve konsantrasyonda, once sadece HSA ve sadece
Cisplatin sonra HSA + Cisplatin kombine {i¢ tekrarli olacak sekilde muamele
edilmistir. Daha sonra 24 saat inkiibasyona birakilmis ve “malzeme ve yontem” de
gosterilen indekse gore hesaplanmistir. Deney kombinasyonu HSM ile yapilan
deneyde oldugu gibi ayn1 doz ve konsantrasyonlarda kurulmustur. Buna gore ilk {i¢
yiiksek dozda HSA ve Cisplatinin tek basina gosterdigi sitotoksik etki %60’1n
tizerinde gozlenirken, kombine olduklar1 dozlarda gosterdigi sitotoksik etkinin, tek
basina HSA’nin en yiiksek oldugu dozdaki sitotoksik etkisini gecemedigi
gozlenmistir. Azalan doz ve konsantrasyona ragmen sitotoksik etkinin artmadigi
belirlenmis ve yapilan hesaplama sonucu HSA+Cisplatinin kombine kullaniminin

antagonizm etkisine yol actig1 belirlenmistir (Cizelge 3.1.4).
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Sekil 3.24. 24 saat inkiibasyon sonras1 HSA éziitiiniin Cisplatin ile A549 hiicre hatti iizerinde
sinerjistik etkisi (5:24mg/ml HSA(mavi bar), 600 pnM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi
(yesil bar), 4:12mg/ml HSA(mavi bar), 400 uM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil
bar), 3:6mg/ml HSA(mavi bar), 200 pM Cisplatin (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
2:3mg/ml HSA(mavi bar), 100 pM Cisplatin (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
1:1.5mg/ml HSA(mavi bar), 50 uM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar))
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A549 hiicre hattinin  HSA ile Doecetaxel etkilesimine bakildiginda, deney
kombinasyonu HSM+Docetaxel ile ayn1 doz ve konsantrasyonlarda yapilmis ve
HSM+Docetaxel ile benzer sonuglar alinmistir. Buna gore tek basina kullanilan HSA
ve Docetaxel ‘in ilk iki yiiksek dozdaki sitotoksik etkisi %60’ iizerinde
gbzlenirken, bu oranin kombine sekilde kullanildigr orana bakildiginda c¢ok fazla
yiikselmedigi gozlenmistir (Sekil 3.24). Dolayisiyla azalan doz ve konsantrasyona
gore HSA+Docetaxel kombinasyonunun olusturdugu etki yapilan hesaplama sonucu

antagonizm olarak bulunmustur (Cizelge 3.1.5)
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Sekil 3.25. 24 saat inkiibasyon sonras1 HSA 6ziitiiniin Docetaxel ile A549 hiicre hatt1 iizerinde
sinerjistik etkisi (5:24mg/ml HSA(mavi bar), 1500 uM Docetaxel (kirmizi bar), ikisinin bilesimi
(yesil bar) , 4:12mg/ml HSA(mavi bar), 1000 uM Docetaxel (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil
bar), 3:6mg/ml HSA(mavi bar), 500 uM Docetaxel(kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
2:3mg/ml HSA(mavi bar), 250 nM Docetaxel (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
1:1.5mg/ml HSA(mavi bar), 125 utM Docetaxel (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar))

Cizelge 3.3.4 Cisplatin ve Docetaxel ilaclarinin A549 hiicre hatt1 iizerinde belirlenen I1Cso

degerleri
Ilaclar(uM) 24h 48h 72h
Cisplatin 288,5 48,8 14,9
Docetaxel 497,9 57,5 6,6
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Cizelge 3.3.5. A549 hiicre hatt1 iizerinde HSA 6ziitii ile cisplatin ve docetaxel etkilesimlerinin

hesaplanmasi
Cisplatin(uM) D*1 288
HSA (' mg/ml) D*2 6,1
HSA( mg/ml)+cisplatin(uM) D2 44 1,42 Antagonizm
Docetaxel(uM)+HSA ( mg/ml) D1 377
Docetaxel(uM) D*1 498
HSA ( mg/ml)+Docetaxel(uM) D2 3,8
HSA('mg/ml) D*2 6,1 1,37 Antagonizm

3.4.3. PC-3 hiicre hatt1 iizerinde HSM éziitiiniin, cisplatin ve docetaxel ile

sinerjistik etkisinin arastirilmasi

PC-3 hiicre hatt1 bes farkli doz ve konsantrasyonda, énce sadece HSM ve yalniz
cisplatin sonra HSM+Cisplatin kombine ii¢ tekrarli olacak sekilde muamele
edilmigtir. Daha sonra 24 saat inkiibasyona birakilmis ve “malzeme ve yontem” de
gosterilen indekse gore hesaplanmis ve elde edilen veriler Cizelge 3.1.6’da

gosterilmistir.

Deney kombinasyonu HSM oziitiiniin PC-3 hiicre hatt1 tizerindeki I1Cso (4mg/ml)
degerinin iki alt ve iki list dozlariyla (16-8-4-2-1 mg/ml), Cisplatin i¢in de yine ayni
sekilde 1Cso (yaklasik 50 uM olarak alindi)degerinin iki alt ve iki st
konsantrasyonlarda (150uM, 100uM,50 uM, 25uM, 12.5 uM) olusturulmustur.

Buna gore HSM ve Cisplatinin en yiiksek iki dozunun tek basina gosterdigi
sitotoksik etkinin oran1 %80 civarinda goézlenirken, kombine halindeki dozunun
gosterdigi sitotoksik etkinin bu orani ¢ok arttirmadigi tespit edilmistir (Sekil 3.26).
Azalan doz ve konsantrasyona gore de sitotoksik etkinin azaldigi belirlenmistir.
Yapilan hesaplamas1 sonucu HSM’nin cisplatin ile antagonizm etkisinin oldugunu

gostermistir (Cizelge 3.1.6).
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Sekil 3.26. 24 saat inkiibasyon sonras1 HSM oziitiiniin cisplatin ile PC-3 hiicre hatti iizerinde
sinerjistik etkisi (5:16mg/ml HSM(mavi bar), 200 uM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi
(yesil bar), 4:8mg/ml HSM(mavi bar), 100 uM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil
bar), 3:4mg/ml HSM(mavi bar), 50 pM Cisplatin (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
2:2mg/ml HSM(mavi bar), 25 pM Cisplatin (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil bar), 1:1mg/ml
HSM(mavi bar), 12.5 pM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar))

HSM’nin Docetaxel ile etkilesimine bakildiginda, Cisplatin ile benzer sekilde

kurulan deneyde elde edilen degerler Cizelge 3.1.6’da gosterilmistir.

Buna gore en yiiksek ilk iki dozda tek basma kullanilan HSM ve Docetaxel’in
gosterdigi sitotoksik etki %60 ve ilizeri gozlenirken, kombine sekilde gosterdigi
sitotoksik etkinin %70 ve tiizeri oldugu, diger alt doz ve konsantrasyonlarinin
kombine kullaniminda yine HSM’nin tek basina olusturdugu sitotoksik etkinin pek
tizerine ¢ikamadig: belirlenmistir (Sekil 3.27). Yapilan hesaplama sonucu HSM’nin

Docetaxel {lizerinde orta derecede antagonizm etkisinin oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.27. 24 saat inkiibasyon sonras1 HSM éziitiiniin docetaxel ile PC-3 hiicre hatt1 iizerinde
sinerjistik etkisi (5:16mg/ml HSM(mavi bar), 200uM Docetaxel (kirmizi bar), ikisinin bilesimi
(yesil bar) , 4:8mg/ml HSM(mavi bar), 100 pM Docetaxel (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil
bar), 3:4mg/ml HSM(mavi bar), 50 uM Docetaxel(kirmzi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
2:2mg/ml HSM(mavi bar), 25 pM Docetaxel (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar), 1:1mg/ml
HSM(mavi bar), 12.5 uM Docetaxel (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar))

Cizelge 3.3.6. PC-3 hiicre hatti iizerinde HSM oziitiiniin Cisplatin ve Docetaxel ile
etkilesimlerinin hesaplanmasi

Toksin IC50 CI degeri ETKI
Cisplatin( uM)+HSM ( mg/ml) D1 30
Cisplatin( uM D*1 48 .
isplatin( kM) Antagonizm
HSM (' mg/ml) D*2 3,6
HSM( mg/ml)+cisplatin( pM) D2 2,8 14
Docetaxel( pM)+HSM( mg/ml) D1 219
Docetaxel( pM) D*1 52,5
orta antagonizm
HSM( mg/ml)+Docetaxel( uM) D2 3
HSM( mg/ml) D*2 3,6 1,26

3.4.4. PC-3 hiicre hatt1 iizerinde HSA o6ziitiiniin, Cisplatin ve Docetaxel ile

sinerjistik etkisinin arastirilmasi

PC-3 hiicre hattinin HSA ve Cisplatin ile sinerjizm deneyi, HSM ile yapilan deneyde
oldugu gibi bes farkli doz ve konsantrasyonlarda yapilmis ve elde edilen veriler
Cizelge 3.1.8’de gosterilmistir. Buna goére HSA nin ilk iki yiiksek dozu %60 ve tizeri
sitotoksik etki gosterirken, Cisplatin’in ilk iki yiiksek dozu %60 ve iizeri sitotoksik
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etki gostermistir. Biitlin  kombinasyon dozundaki sitotoksik etki degerlerine
bakildiginda, doz ve konsantrasyon azalmasina bagli olarak sitotoksik etkinin

azaldig1 gozlenmistir (Sekil 3.28).
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Sekil 3.28. 24 saat inkiibasyon sonras1 HSA oziitiiniin cisplatin ile PC-3 hiicre hatti iizerinde
sinerjistik etkisi (5:12mg/ml HSA(mavi bar), 200 uM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi
(yesil bar),4:8mg/ml HSA(mavi bar), 100 uM Cisplatin (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil
bar), 3:4mg/ml HSA(mavi bar), 50 uM Cisplatin (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
2:2mg/ml HSA(mavi bar), 25 uM Cisplatin (kirmzi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar), 1:1mg/ml
HSA(mavi bar), 12.5 pM Cisplatin (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil bar))

PC-3 hiicre hattinin HSA ve Cisplatin ile sinerjizm deneyi, HSM ile yapilan deneyde
oldugu gibi bes farkli doz ve konsantrasyonlarda yapilmis ve elde edilen veriler
Cizelge 3.1.8’de gosterilmistir. Buna gore HSA ‘nin ilk iki yiiksek dozu %60 ve
tizeri sitotoksik etki gosterirken, Cisplatinin ilk iki yiiksek dozunun %50 ve tizeri
sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir. Yine ayni sekilde biitiin kombinasyon doz ve
konsantrasyonlarina bakildiginda, doz ve konsantrasyonun azalmasina bagl
sitotoksik etkinin azaldigi tespit edilmistir (Sekil 3.29). Yapilan hesaplama sonucu
HSA’ nin cisplatin iizerinde orta derecede antagonizm etkisinin oldugu

gbzlenmistir(Cizelge 3.1.7).
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Sekil 3.29. 24 saat inkiibasyon sonras1 HSA oziitiiniin docetaxel ile PC-3 hiicre hatt1 iizerinde
sinerjistik etkisi (5:16mg/ml HSA(mavi bar), 200 uM Docetaxel (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi
(yesil bar) , 4:8mg/ml HSA(mavi bar), 100 uM Docetaxel (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil
bar), 3:4mg/ml HSA(mavi bar), 50 uM Docetaxel(kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil bar),
2:2mg/ml HSA(mavi bar), 25 uM Docetaxel (kirmizi bar), ikisinin bilesimi (yesil bar), 1:1mg/ml
HSA(mavi bar), 12.5 uM Docetaxel (kirmiz1 bar), ikisinin bilesimi (yesil bar))

Cizelge 3.3.7. Cisplatin ve Docetaxel ilaclarinin PC-3 hiicre hatti iizerinde belirlenen I1Cso (uM)

degerleri
Ilaclar(uM) 24h 48h 72h
Cisplatin 48,06 15,4 4,1
Docetaxel 52,5 8,16 2,1

Cizelge 3.3.8. PC-3 hiicre hatti iizerinde HSA 6ziitii ile Cisplatin ve Docetaxel etkilesimlerinin

Toksin

Cisplatin(uM)*+HSA (mg/ml) D1
Cisplatin(uM) D*1
HSA(mg/ml) D*2

HSA (mg/ml)+cisplatin(uM) D2
Docetaxel(uM)+HSA (mg/ml D1

Docetaxel(uM) D*1
HSA (mg/ml)+Docetaxel(uM D2
HSA(mg/ml) D*2

hesaplanmasi

IC50

60

Cl degeri ETKI
22,3

48

3,6 1,31
23,4
52,5
31
4 12

Antagonizm

Orta antagonizm



Sonug olarak; HSA ve HSM’nin Cisplatin ve Docetaxel ile sinerjistik etkilesiminin
arastirtlmasinda, sinerjizm ag¢isindan doz ve konsantrasyon azalmasina bagli olarak
sitotoksik etkinin artmasi beklenirken, deneyimizde sitotoksik etkinin azaldigi, A549
hiicre hattinda HSM ve HSA’nin Cisplatin ve Docetaxel deneyi ile PC-3 hiicre
hattinin HSA ve HSM Cisplatin deneyinde antagonizm etki gozlenirken, PC-3 hiicre
hattmin HSM ve HSA Docetaxel deneyinde orta derecede antagonizm etki

olusturdugu goézlenmistir.

3.5. Yiiksek Basinch Sivi Kromotografisi (HPLC) Analizleri

HPLC analizi Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve
Aragtirma Merkezi (BILTEKMER) Laboratuvari’nda hizmet alimi1 kapsaminda elde
edilen veriler kapsaminda, standart HPLC kromatogrami sekil 3.30°te, HSM oziitiine
ait kromatogram ise sekil 3.31°de gosterilmistir. Bu analize gére HSM o6ziitiinde 12
fenolik bilesik belirlenmis ve bunlarin listesi ¢izelge’ 3.10 da gosterilmistir. Sonuglar
ug/g olarak verilmistir. HSM 6ziitiinde belirlenen bilesikler ¢oktan aza dogru su
sekildedir; ellagic asit (178,080), epicatechin (106,934), 2,5 dihidroksi benzoik
asit(55,613), gallic asit(53,300), caffeic asit (30,828), vanilic asit (6,038), naringin
(2,443), cinnamic asit (1,044), 3,4 dihidroksi asit (0,945), chlorojenik asit (0,478), 4

hidroksi beznoik asit (0,344), p-coumaric asit (0.030)’dur. Ferulik asit, rutin ve

Quercetin  bilesikleri 0ziitte bulunamamis ya da referansinin ¢ok altinda
belirlenmistir.
Cizelge 3.3.9. Standart Kromatogram
3,4dihidroksi 2,5dihidroksi
Gallik (1) 2 4-hidroksi (3) | benzoik asit (4) Chloro (5)
LOD (ppm) 0,01 0,03 0,01 0,75 0,01
Dalga Boyu 280 280 280 320 320
RT 6,8 10,7 15,7 17,2 18,2
Vanilic (6) Epicatechin (7) | Caffeic (8) p-Coumaric (9) | Ferulic (10)
LOD (ppm) 0,11 043 0,01 0,01 0,01
Dalga Boyu 320 260 280 320 320
RT 19,2 21,3 22,7 26,1 30,1
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Rutin (11) Ellagic (12) Naringin (13) Cinnamic (14) | Quercetin (15)
LOD (ppm) 0,57 0,45 0,40 0,01 0,57
Dalga Boyu 360 240 280 280 360
RT 45,6 477 49,7 71,1 70,4
Cizelge 3.10. HSM kromatogram sonuglari
Fenolik Bilesikler Numune(ng/g) Dalga Boyu (nm) Alikonma siiresi(RT)
(hsm)

1.Gallik asit 53,300 280 6,8

2.3,4-dihidroksi 0,945 280 10,7

benzoik asit

3.4-hidroksi  benzoik | 0,344 280 15,7

asit

42,5 dihidroksi | 55,613 320 17,2

benzoik asit

5.Chlorojenik asit 0,478 320 18,2

6.Vanilic asit 6,038 320 19,2

7. Epicatechin 106,934 260 21,3

8.Caffeic asit 30,828 280 22,7

9.p-Qumaric asit 0,030 320 26,1

10.Ferulic asit - 320 30,1

11.Rutin - 360 45,6

12.Ellagic 178,080 240 360

13.Naringin 2,443 280 49,7

14.Cinnamic acit 1,044 280 71,1

15-Quercetin - 360 70,4
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Sekil 3.30. Standartlarin HPLC kromatogram yerleri 1: Gallic asit, 2: 3,4hidroksi, 3:4-hidroksi,
4:2,5 dihidroksi benzoik asit, 5:Chloro, 6:Vanilic , 7:Epicatechin, 8:Caffeic asit, 9:p-Qumaric
asit, 10: Ferulic asit, 11:Rutin, 12: Ellagic, 13:Naringin, 14: Cinnamic asit, 15:Quercetin
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Sekil 3.31. HSM éziitiiniin HPLC kromatogrami
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4. TARTISMA VE SONUC

4.1. Denizhiyar1, Holothuria sanctori Oziitlerinin A549 Ve PC-3 Hiicre Hatlar
Uzerindeki Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Denizhiyarlar1 besinsel olarak zengin derin deniz tiirleridir ve yiizyillarca Kore,
Japonya, Endonezya ve Cin’de anti-inflamator ajan ve hastaliklara kars1 etkili bir
besin kaynagi olarak kullanilmistir (Kelly vd., 2005; Aydm vd., 2011). Deniz
hiyarlar1 vitaminler, mineraller, cerebrositler ve peptidler igerdikleri gibi triterpen
glikosid bilesikler, glikozamino glikanlar ve kondrosit siilfat gibi pek cok o6zel
molekiil igerirler. Bu bilesiklerin anti-mikrobiyal, anti-oksidan, anti-anjiyogenik,
anti-inflamatér ve anti-timor etkileri oldugu gosterilmistir (Tian vd., 2005;
Althunibat vd., 2009; Janakiram vd., 2010; Janakiram et al. 2015 A). Cesitli
denizhiyan tiirlerinden elde edilen Ozellikle triterpen glikozit ve saponin iceren
Oziitlerin, in vitro ve in vivo c¢alismalar ile antikanser ve anti-metastatik etki
gosterdikleri belirlenmistir (Aminin vd., 2015). Echinoside A ve Bivittoside D gibi
aktif bilesikler mitozun inhibe edilmesini ve DNA kirilmasmin indiiklenmesini
saglayan bilesiklerdir. Bunlara ilaveten, fukosile edilmis kondroitin siilfat (LFCS)
gibi denizhiyarlarindan elde edilen bilesiklerden tiirevlenen diisiik molekiiler agirlikli
yeni antikanser bilesikler de bulunmaktadir (Liu vd., 2016). Ayrica, deniz
hiyarindaki aktif bilesikler; EGFR (epidermal biiyiime faktorii reseptorii), Akt
(protein kinaz B), ERK (hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazlar), FAK (fokal
adezyon kinazi) ve MMP-9 (matrismetaloproteinaz-9) yollar1 araciligiyla kanser

hiicrelerinin biiyiimesinin kontrol edilmesinde olduk¢a hizlidir (Aminin vd., 2015).

Kanser hiicrelerinin sitotoksik aktivitesinin belirlenmesinde MTT, XTT, MTS,
Sulforhodamine B, Resazurin ve néotral red gibi yontemler kullanilmaktadir (Kuete
vd., 2017). MTT yontemi, sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde siklikla kullanilan
bir yontem olup, optik yogunluk ve sayilan hiicre sayisi ile baglantili olarak hiicre
konsantrasyonlar1 bu yontem ile belirlenebilmektedir. MTT analizi, nikotinamid

adenin dintikleotit fosfat (NADPH) bagimli hiicresel oksidorediiktaz enzimlerinin

64



tetrazolyum boyast MTT’yi suda ¢dzlinmeyen, mor renkli formazan kristallerine
indirgemesine dayali kolorimetrik bir yontemdir. Bu yodntem canli hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan dehidrojenaz enzimlerinin tetrazolyum tuzlarmmi suda
¢Oziinmeyen formazan kristallerine indirgemesi sonucunda hiicre canliligini dlger.
MTT analizinde dimetil siilfoksit, asitlestirilmis etanol ¢ozeltisi veya deterjan
sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi ile, suda ¢oziinmeyen formazan Kkristallerinin
¢oziilerek 500-600 nm arasinda bir dalga boyunda verdigi absorbans 6l¢iiliir. Ol¢iim
sonucunda herhangi bir madde ile muamele edilmis hiicrelerin optik yogunluk degeri
kontrol hiicrelerinin yogunlugu ile karsilastirilarak hiicre canliligi belirlenir

(Winikoff vd., 2005; Lu vd., 2012).

Bu ¢alismada Gokova korfezinden toplanan denizhiyar1 Holothuria sanctori tiirtiniin
aseton ve metanol muamelesi sonucunda elde edilen oziitlerinin; anti-tiimor etkileri,
A549 ve PC-3 kanser hiicre hatlar1 ve bir saglikli hiicre hatt1 olan HEK-293 hiicre
hatt1 iizerindeki etkileri MTT yontemi ile belirlenmistir. MTT hiicre canliligi ve
cogalmasini dlgmek icin kullanilan en yaygin yontemlerden biri olup; Holothuria
tiirlerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde de siklikla kullanilan bir yontemdir

(Satari vd., 2017; Kim vd., 2019).

Bu tez c¢alismasinda, HSA (Holothuria sanctori aseton) ve HSM (Holothuria
sanctori metanol) oziitlerinin; 24, 48 ve 72 saatlik ii¢ farkli inkiibasyon araliginda ve
20, 10, 5, 2.5, 1.25 ve 0.6 mg/ml olmak iizere alt1 farkli dozda A549, PC-3 ve HEK-

293 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi MTT yontemi ile belirlenmistir.

AS549 hiicreleri lizerinde, HSA 6ziitiiniin kullanilan tiim dozlarinin hiicre canliligim
farkli seviyelerde etkiledigi belirlenirken; doz-zaman ¢aligmalar1 sonucunda
inkiibasyon siiresinin artigina ve ayni sekilde 6ziit dozunun artisina bagli olarak
sitotoksisitenin de arttig1 gozlemlenmistir. Elde edilen verilere gére HSA 6ziitlinlin
AS549 hiicreleri tizerinde gdsterdigi en yiiksek sitotoksisite ylizde 85 olup; 20 mg/ml
Oziite maruz birakilan hiicrelerde 72 saat inkiibasyon sonrasinda gozlenmistir. HSM
Oziitliniin A549 hiicreleri tlizerinde, 20, 10 ve 5 mg/ml’lik dozlarinin 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siirelerinin tiimiinde %70’den fazla sitotoksik etki gosterdigi
goriilmistiir. En yiiksek sitotoksik etki 72 saat inkiibasyon sonrasinda, 20 mg/ml
HSA ile muamele edilen hiicrelerde tespit edilmis olup bu oran % 87’dir. Sonug

olarak, aseton ve metanol ile hazirlana iki Oziitiin de A549 hiicre hatt1 igin doz ve
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zamana bagl olarak sitotoksik etkilerinin artti1 sdylenebilir. Ayn1 zamanda A549
hiicreleri lizerine uygulanan 06ziitlerin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar1 sonrasinda
ICso degerleri de hesaplanmustir. 1Csg degeri en az iki bagimsiz deneyden elde edilen
ortalama sonucunda %350 inhibisyona neden olan bilesigin konsantrasyonudur (Fassy
vd., 2017). ilk 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda her iki &ziitiin 1Cso degeri 6mg/ml
bulunmustur. 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda HSA’ nin ICso degerleri sirasiyla, 2.4
ve 1.7 mg/ml iken; HSM oziitiiniin sirasiyla 3 ve 2.2 mg/ml’dir. Kisacasi,
sitotoksisiteyi gosteren grafiklerde de goriildiigii iizere inkiibasyon siiresi uzadikga
hiicreler iizerinde toksik etki goOsteren Oziitlerin dozu azalmaktadir. Dolayisiyla,
Holothuria sanctori aseton ve metanol Oziitlerinin A549 hiicreleri {izerindeki
sitotoksik etkisinin doza ve zamana bagli olarak degistigi; en etkili doz —zaman
ikilisinin 72 saat ve 20 mg/ml’lik dozlar oldugu belirlenmistir. Ayrica, her iki 6ziitiin
de en etkili oldugu 72 saat inkiibasyon sonrasinda ICso degerleri karsilastirildiginda,

HSA’nin (1.7 mg/ml) daha diisiik dozlarda daha yiiksek etki gosterdigi gézlenmistir.

PC-3 hiicreleri iizerine uygulanan HSA 0ziitiiniin neden oldugu en yiiksek sitotoksik
etki %83 oraninda olup; 20 mg/ml uygulanan 6ziitliin 72 saat inkiibasyonu sonucunda
elde edilmistir. HSM o6ziitliniin yol actig1 en yliksek sitotoksisite oran1 ise %88 olup;
20 mg/ml oziitte, 72 saat inkiibasyon sonrasinda gozlenmistir. PC-3 hiicreleri
tizerine uygulanan HSA ve HSM o6ziitlerinin, PC-3 hiicre hatti {izerinde olusturdugu
sitotoksik etki kiyaslandiginda, her iki 6ziitiinde ilk {i¢ yiiksek dozlarinin birbirine
yakin sitotoksik etki gosterdigi gozlenirken, 2.5 mg/ml HSA 06ziitiin de bunlara yakin
etki gosterdigi belirlenmistir. 1,25 mg/ml ve 0,6 mg/ml’lik HSA 6ziitliniin 72 saatteki
sitotoksik etkisi %45’in istiine ¢iktig1 ancak HSM’nin ayni konsantrasyonlardaki
Oziitiinlin inkiibasyon siirelerinin tamamindaki sitotoksik etkisinin %40’1n altinda
kaldig1 gdzlenmistir. Sonug olarak, HSM ve HSA ile hazirlanan 6ziitlerin PC-3 hiicre
hatt1 i¢in zamana bagl olarak sitotoksik etkilerinin arttig1 sOylenebilir. Ayrica HSA
ve HSM oziitlerinin 24,48 ve 72 saatlerdeki ICso degerleri kiyaslandiginda, her iki

oziitlinde benzer sonuclar verdigi tespit edilmistir.

Elde edilen 6ziitiin potansiyel bir anti-kanser ajami olarak tanimlanabilmesi igin
saglikli hiicreler {iizerindeki sitotoksik aktivitesinin minimum seviyede olmasi
gerekmektedir. Giinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan terdpotiklerin de en biiyiik
yan etkisi, kanser hiicrelerinin biiytimesini durdururken ayni etkiyi hizli biiyiime

egiliminde olan saglikli hiicreler iizerinde de gostermesidir.  Dolayisiyla bu
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calismada elde edilen HSA ve HSM o6ziitlerinin saglikli hiicre hatt1 olan HEK-293
hiicreleri tizerindeki etkilerine bakildiginda; HSA 6ziitlinlin biitiin konsantrasyon ve
inkiibasyon siirelerinde sitotoksik etkisinin %50’nin altinda kaldig1 gézlenirken HSM
Oziitliniin ise  %35’in altinda kaldig1 goriilmistiir. Kisacasi;, HSM ve HSA
oOziitlerinin, A549 ve PC-3 kanser hiicrelerini normal hiicre hatt1 HEK293’e kiyasla

anlamli bir sekilde secici olarak oldiirdiigii tespit edilmistir.

Literatiirde denizhiyarlariin baska bir deyisle deniz patlicanlarimin antikanser ve
antiproliferatif etki gosteren bilesikler iirettigi birgok c¢alisma ile ortaya konulmustur.
Mensamaria intercedens tiirii denizhiyarindan elde edilen {i¢ yeni triterpen glikozitin
10 farkli insan kanser hiicre hatti iizerinde 6nemli sitotoksik aktiviteye neden oldugu
goriilmistiir (Zou vd., 2003). Stichopus japonicas tiirii denizhiyarimin su ile elde
edilen oOzitiiniin Caco-2 hiicrelerinin ¢ogalmasinin inhibe ettigi ve H20:2
sitotoksisitesini arttirdigi belirlenmistir (Ogushi vd., 2005). Stichopus variegatus tiirii
denizhiyarmin sfingoid kismindan izole edilen cerebroside’lerin insan kolon kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik oldugu gozlenmistir. Test edilen bilesiklerin kromatin
yogunlagmasi gibi morfolojik degisimlere neden olmasini yaninda kaspaz-3
aktivitesini de arttirmast bu bilesiklerin apoptoza neden olarak hiicre canliligin
azalttig1 fikrini desteklemektedir (Sugawara vd., 2006). Cucumaria frondosa deniz
hiyarindan izole edilen frondanol A’nin azoksimetan kaynakli sigan kolon kanserine
karsi etkileri incelenmis ve Denizhiyari tiirevli frondanol A’nin ¢ok iyi biiyiime

onleyici ve apoptotik aktiviteler sergiledigi belirlenmistir.

Diinya genelinde farkl tiirlerde denizhiyar: 6ziitleri veya aktif bilesikleri kullanilarak
yapilan ¢aligmalar ile, denizhiyarlarinin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik
aktivitelerinin kanitlandig1 goriilmektedir. Ancak bu tez g¢alismasinda arastirilan
Holothuria sanctori tiiriiniin ~ sitotoksik  etkileri hakkinda bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Tehlike durumlarinda oldukg¢a yapiskan olan ag seklinde bir salgi
salgilamalar1 nedeniyle toplanmasi zor bir tiirdiir. Bu nedenle toplanmasi ve
calisilmasi pek fazla tercih edilmemektedir. Holothuria tiirleri, ekonomik 6neminin
yani sira kanserin tedavisinde yeni ve diisiik yan etkili yontemlerin bulunmasi igin
dogal bir kaynaktir. Bu ¢alisma ile de iilkemiz denizlerinde bulunan Holothuria
sanctori tiirtiniin A549 ve PC-3 hiicreleri iizerinde sitotoksik aktivitesi gosterilmistir.

Dolayisiyla, anti-kanser 6zellik tasiyan denizhiyar tiirlerine bir yenisi de bu ¢alisma
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ile eklenmis olup; etkin bilesiklerinin  bulunabilmesi i¢in  detaylh

karakterizasyonlarinin yapilmasi gerekmektedir.

Ayrica Oziitlerin hazirlanmasinda kullanilan aseton ve metanol gibi organik
¢Oziiciilerin su ile hazirlanan oziitlere kiyasla daha fazla sitotoksik etkiye yol agtig
literatiirde yapilan ¢alismalarda mevcuttur. (Althunibat vd., 2009). Bu galismada
kullanilan organik oziitler temel olarak hidrofobik bilesikler oldugu igin antikanser
ozelliklere sahip oldugu tespit edilen sfenoid bazlarca zengin olabilirler (Sugwara
vd., 2006). Dolayisiyla kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etkinin gozlenmesinde

oOziitlin eldesinde kullanilan ¢oziiciilerin de 6nemi biiyiiktiir.

4.2. Denizhiyar1 Holothuria sanctori Oziitlerinin A549 Ve PC-3 Hiicre Hatlari
Uzerindeki Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi

Programlanmis hiicre Sliimii veya apoptoz siireci, genellikle belirgin morfolojik
ozellikler ve enerjiye bagli biyokimyasal mekanizmalar ile karakterize edilir.
Apoptoz, nekroz ve otofaji programli hiicre Olimiiniin farkli formlaridir ve
birbirlerinden hiicrede neden olduklar1 morfolojik farkliliklar sayesinde ayirt edilirler
(Laubenbacher vd., 2009; Hanahan ve Weinberg, 2011). Apoptoz ya da tip |
programli hiicre o6limi, hiicre yogunlasmasi, niikleer kondensasyon, niikleer
fragmantasyonve membranda tomurcuklanma ile karakterize edilir (Kerr vd., 1972).
Apoptoz; normal hiicre devri, immiin sistemin gelisimi ve isleyisi, hormona baglh
atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakli hiicre 6liimii de dahil olmak iizere
cesitli islemlerin hayati bir bileseni olarak kabul edilir. Apoptozun gereginden az
veya fazla gerceklesmesi norodejeneratif hastaliklar, iskemik hasar, otoimmiin
hastaliklar ve bir¢ok kanser tiirline neden olmaktadir (Elmore, 2007). Programli
hiicre 6liimii, hiicre 6liimii ve yasami arasindaki dengeden sorumludur. Bu esitligin
bozulmasi kansere neden oldugundan programli hiicre 6liimii kanser hiicrelerinin
kaderini belirler (Ouyang vd., 2012). Bu nedenle, hiicre dongiisiiniin tutulmasini ve
apoptozu kontrol eden sinyal yolaklari ve hiicre dongiisii mekanizmasinin
aciklanmasina yonelik arastirmalar, kanser tedavi yOntemlerinin arastirilmasinda
odak noktadir. Hematoksilen eozin boyama, floresan mikroskobi, elektron

mikroskobi, faz-kontrast mikroskobi, Anneksin V yontemi, TUNEL yontemi,
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Kaspaz-3’iin olcililmesi, M30 yontemi, agaroz jel elektroforezi ve wastern blotting

gibi hiicrede apoptozu gosteren birgok yontem mevcuttur (Giiles ve Eren, 2008).

Tez caligmasinin bu asamasinda, Holothuria sanctori Oziitlerinin neden oldugu
sitotoksisitenin apoptotik yollarla iligskli olup olmadig1 arastirilmistir. Apoptozun
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan yontemlerden flow sitometri ile Annexin V’

in 6l¢iilmesi ve kaspaz-3 yontemleri kullanilmastir.

4.2.1. Hiicre 6liimiiniin Annexin V yontemi ile Flow sitometrik Analizi

Normal hiicrelerde sitoplazmik zarin i¢ yiizeyinde bulunan fosfotidilserin
molekiilleri, apoptoz sinyali ile uyarilan hiicrelerde membranin dis ylizeyine
transloke olur. Dis yilizeye transloke olan fosfatidilserin heniiz bozulmalarin
baslamadig1 erken donemlerde gergeklesir. Annexin V’de membranda bulunan
fosfatidilserine yiiksek afinite gosterdiginden dolayr FITC ile isaretli Annexin V
molekiilii flow sitometri analizi ile apoptozun Sl¢lilmesine olanak verir (Giiles ve
Eren, 2008). Flow sitometri ya da akim sitometrisi, akan bir sivinin igerisindeki
hiicrelerin DNA ve RNA igerigi, sekil, boyut ve sitoplazmik graniileritesi gibi
ozelliklerinin incelenmesini saglayan bir tekniktir. Incelenmesi hedeflenen hiicresel
yap1 floresan boyalarla veya propidium iodide ile isaretlenir (Kanev ve Muranli,
2015). Yontemin prensibi apoptozun erken asamalarinda hiicre ylizeyine transloke
olan fosfotidilserinin FITC ile isaretlenmis Annexin-V ve PI ile saptanmasidir. PI
bozulan membran biitiinliigiinden dolay1 hiicre igine girip DNA ya baglanabilir.
Fakat canli hiicrelerde membran biitlinliigli nedeniyle hiicre i¢ine giremez. FITC ile
isaretlenmis Annexin V baglanmasi ve DNA ya baglanan PI miktar1 birlikte

hesaplanarak apoptoz yiizdeleri ve nekroz belirlenir.

HSM oziitiinlin A549 ve PC-3 hiicrelerinde apoptotik hiicre oliimiine yol agip
agmadiklari, Annexin V kullanilarak, flow sitometri analizi ile arastirilmistir. A549
hiicre hatt1 20, 12 ve 5 mg/ml, PC-3 hiicre hatt1 ise 20, 8 ve 4 mg/ml olmak iizere; ii¢
doz HSM oziitii ile muamele edilen hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonrasinda
apoptotik etkilerine bakilmistir. A549 hiicrelerinde, popiilasyonun %3.9’u erken
apoptozdaki hiicreleri, %4’ ise ge¢ apoptozdaki hiicreleri gostermektedir. Daha
yiiksek konsantrasyonlarda (12 ve 20 mg/ml) ise %99 hiicre ge¢ apoptozda yer

almistir.  Veriler, HSM Oziitiinlin - A549 hiicrelerini apoptoza siiriikledigini
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gostermektedir. Oziite daha kisa siireli maruziyet erken apoptozdaki hiicre
populasyonunu da gosterebilir. Benzer sekilde, farkli konsantrasyonlardaki HSM
Oziitiine maruz kalan PC-3 kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimii oldugu

gbzlenmistir. 20 mg/ml’de hiicrelerin %91°1 ge¢ apoptotik hiicrelerdir.

4.2.2. Kaspaz aktivitesi

Kaspazlar, programlanmis hiicre o6liimiiniin (apoptoz) 6nemli aracilaridir. Bunlar
arasinda, kaspaz-3, birgok onemli hiicresel proteinin spesifik par¢alanmasini katalize
eden, siklikla aktive olan bir 6liim proteazidir. Apoptozda Kaspaz-3 aktivasyonuna
giden yolaklar, mitokondriyal sitokrom ¢ salimina ve kaspaz-9 fonksiyonuna bagh
olarak tammmlanmistir. Kaspaz-3, apoptozun tipik isaretlerinden olan apoptotik
kromatin yogunlasmast ve DNA fragmantasyonunun gerceklesmesi ig¢in
vazgecilmezdir. Her iki apoptotik yolakta da etkili bir kaspaz oldugundan dolay1 bu
calismada, kaspaz-3 aktivitesi Ol¢lilmiistiir. A549 ve PC-3 hiicreleri tizerinde, 15
mg/ml uygulanan HSM 6ziitiin kaspaz-3 miktarinda neden oldugu degisimler 36-48
saat inkiibasyon sonrasinda oOl¢iilmiistiir. A549 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin
kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda yaklasik 2.1 kat arttigi belirlenmistir. PC-3
hiicrelerin de ise bu degerin 1.9 kat oldugu gozlenmistir. Bulunan bu degerler, HSM
Oziitiiniin  A549 ve PC-3 hiicre hattinda apoptozu indiikledigini ve flow sitometri
analizi ve MTT deneyi sonuclarma gore elde edilen verilerle de tutarli oldugu

sOylenebilir.

Bu calismada kullanilan Holothuria sanctori tiiriine ait denizhyarinin sitotoksik
aktivite mekanizmasinin arastirilmasina yonelik ¢alismalar literatiirde bulunmamakla
birlikte; farkli tiirlerdeki denizhiyarlarmin apoptotik etkilerinin arastirilmasina
yonelik calismalar mevcuttur. Denizhiyarlarindan izole edilen dogal bilesikler,
kanser ilerlemesini engellemek igin birkag farkli mekanizma yoluyla apoptotik
yolaklar1 indiikler (Cizelge, 2) (Wargasetia ve Widodo, 2017). Denizhiyarinda en
yaygin bulunan metabolit olan Triterpen glikozitler, hiicre i¢i kaspaz 6liim yolaklari,
Fas ve kaspaz-8 aktivasyonu, BCL-2’ nin azalmasi ve kaspaz-3’iin artmasi olmak
tizere farkli yolaklarla kanser hiicrelerinde apoptozu uyarir (Qian vd., 2015; Ye,
2016; Qian, 2017). Stichopus variegatus tiirii denizhiyarinin sfingoid kismindan izole

edilen cerebroside’ lerin insan kolon kanser hiicrelerine karsi sitotoksik oldugu
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gozlenmistir. Test edilen bilesiklerin kromatin yogunlagmasi gibi morfolojik
degisimlere neden olmasini yaninda kaspaz-3 aktivitesini de arttirmasi bu bilesiklerin
apoptoza neden olarak hiicre canliligini azalttig1 fikrini desteklemektedir (Sugwara
vd., 2006). Cucumaria okhotensis’ten izole edilen frondosid A bilesiginin HeLA ve
THP-1 hiicrelerine kars1 oldukga sitotoksik oldugu belirkenmistir. Frondosid A’ nin
kaskad aktivasyon ve mitokondriyal yolaklarla apoptozu indiijkledigi sanilmaktadir
(Li vd., 2008). Cucumaria frondosa denizhiyarindan izole edilen frondanol A’nin
azoksimetan kaynakli sigan kolon kanserine kars1 etkileri incelenmis ve Denizhiyari
tirevli frondanol A ¢ok iyi biiyiime Onleyici ve apoptotik aktiviteler sergiledigi

belirlenmistir.

4.3. HS oziitiiniin, A549 ve PC-3 hiicre hatlan iizerinde, kanser ilaclariyla

sinerjistik etkisinin incelenmesi

Ila¢ kombinasyonlar1 kanser gibi karmasik hastaliklarin tedavisinde umut verici bir
yaklasimdir. Ilag kombinasyonlar1 kullanildiginda farkli bircok sonug ile
karsilagilabilir. Farmakodinamik etkilesimler genel olarak sinerjik, antagonistik ve
arttiric1 etki olmak iizere siniflandirilir. Birlikte verilen iki ilacin etkisi, bireysel
uygulandiklarinda gosterdikleri etkinin toplamindan biiyiikse sinerjistik etkilesim; iki
ilacin etkisi, bireysel uygulandiklarinda gosterdikleri etkinin toplamindan daha azsa
antagonistik etkilesim; iki ilacin etkisi herbirinin yalniz uygulandig: etkisine yakinsa
arttirict etki olarak tanimlanir (Scripture ve Figg, 2006). Sinerjizim genellikle tip ve
farmakoloji alanlarinda kullanilan bir terim olup en fazla kanser tedavisinde
kullanilmaktadir. Sinerjistik etkilesimde bulunan ilaglar hiicreleri istenen seviyede
6ldiirmeye yarayan en diisiik dozda etki edeceklerinden, kullanilan ilaglarin yan
etkileri azalirken teropatik etkiyi maksimuma ¢ikarir (Greco vd., 1996; Foucquier ve
Guedj, 2015). Klinik sinerjide kullanilan bir¢ok kemoterapi ajani bulunmaktadir.
Antagonistik etki ise sinerjinin aksine istenmeyen bir etkidir fakat ilaca direng
gelisimine neden olan mutasyonlarin secilmesinde faydali olabilmektedir (Chait vd.,

2007).

Bu calismada da Holothuria sanctori’ ye ait HSA ve HSM oziitlerinin kanser

tedavisinde yaygin olarak kullanilan cisplatin ve docetaxel ile kombinasyonlarinin,

71



A549 ve PC-3 kanser hiicre hatlar1 iizerindeki etkilesimleri arastirilmistir. Oziitler ve
kemoteropatik ilaglar hiicreler tizerine bes farkli konsantrasyonda uygulanmistir. Bu
deneylerde, her bir 6ziitiin bireysel; cisplatin veya docetaxel’in bireysel; cisplatin
veya docetaxel’in ilgili 6ziitle birlikte olmak iizere Ui farkli sekilde, sitotoksik
etkileri MTT ile belirlenmistir. Elde edilen degerler verilerin kombinasyonel indeksi

Chou ve Talalay (1984)’ a gore hesaplanmistir.

A549 hiicreleri tizerinde HSM+Cisplatin’in en yiiksek dozu ile muamele edilen
hiicrelerde sitotoksik etkinin %80 oldugu gozlenirken, HSM ile tek basina maruz
birakilan hiicrelerde bu oranin %83 oldugu belirlenmistir. Yine ayni sekilde diger
kombinasyonlarda da benzer sonuglar elde edilmistir. Buna gére HSM ° nin cisplatin
ile sinerjistik etkisinin bulunmadigi, aksine yapilan hesaplama sonucu antagonistik
etkisinin oldugu gozlenmistir. HSM+Docetaxel’e maruz birakilan A549 hiicrelerinde
sitotoksisitenin %78 civarinda oldugu goézlenmistir. Bu oranin HSM ile tek bagina
maruz birakilan hiicrelerdeki sitotoksik etkiyi gecemedigi gozlenmistir. Daha diisiik
konsantrasyonlarda HSM ve Docetaxel’in sitotoksik etkisinin azaldigi ve kombine
kullaniminda sitotoksik etkide bir artis olmadig1 aksine yapilan hesaplama sonucu
antagonistik etkisi oldugu belirlenmistir. HSA 6ziitiiniin; uygulandigi A549 hiicreleri
tizerinde, cisplatin ile kombine olduklari dozlarda gosterdigi sitotoksik etkinin, tek
basina HSA’nin en yiiksek oldugu dozdaki sitotoksik etkisini gecemedigi
gbzlenmistir. Azalan doz ve konsantrasyona ragmen sitotoksik etkinin artmadig:
belirlenmis ve yapilan hesaplama sonucu HSA+Cisplatinin kombine kullaniminin
antagonistik etkiye yol actig1 belirlenmistir. Ayni sekilde HSA+Docetaxel ile yapilan

kombinasyon sonucunda da antagonistik etki gdzlenmistir.

HSM ve cisplatin’in ayr1 ayr1 uygulandiklarinda PC-3 hiicre hatt1 tizerindeki
sitotoksik etkisinin, %80 civarinda oldugu gozlenirken, kombine halindeki dozunun
gosterdigi sitotoksik etkinin bu orami ¢ok arttirmadigi tespit edilmistir. Yapilan
hesaplama sonucunda HSM’nin cisplatin ile antagonistik etkisinin oldugu
goriilmiistiir. HSM ve docetaxel’in kombinasyonel olarak uygulanmasi sonucunda da

birbirlerinin etkilerini azalttig1 ve antagonistik etkiye neden olduklar: belirlenmistir.

PC-3 hiicreleri tizerinde, HSA ve HSM ‘nin Cisplatin ve Docetaxel ile sinerjizm
etkilesiminin aragtirilmasinda, sinerjizm agisindan doz ve konsantrasyon azalmasina

bagli olarak sitotoksik etkinin artmasi beklenirken, deneyimizde sitotoksik etkinin
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azaldigi, A549 hiicre hattinda HSM ve HSA’ nin Cisplatin ve Docetaxel deneyi ile
PC-3 hiicre hattinin HSA ve HSM Cisplatin deneyinde antagonizm gozlenirken, PC-
3 hiicre hattinin HSM ve HSA Docetaxel deneyinde orta derecede antagonizm

olusturdugu goézlenmistir.

Sinerjistik etkinin arastirilmasina yonelik yapilan bu ¢aligsmada keméteropatik ilaglar
olan cisplatin ve docetaxel ile Holothuria sanctori 6ziitlerinin sinerjik bir etkilesime
girmedigi, yani birbirlerinin sitotoksik etkilerini arttirma egiliminde olmadiklar
aksine; antagonistik bir etkilesimin ger¢eklesmesi sonucunda birbirlerinin etkilerini
engelledikleri belirlenmistir. Farkli etki mekanizmalarina sahip ilaglarin sinerjistik
etkilesimlerinin; terapotik etkinin arttirilmasi, dozu azaltirken etkinligin arttirilmasi
veya siirdiiriilmesi, ilag direncinin gelisimini en aza indirgemek veya yavaglatmak ve
hedefe kars1 segici sinerjizm saglamak gibi olumlu sonuglart bulunmaktadir (Chou,
2017). Antagonizmde ise ilaclar birbirlerinin etkisini sinirladigindan dolay1 kanserin

tedavisi ile ilgili ¢aligmalarda tercih edilen bir etkilesim degildir.

4.4. HPLC Analizleri

Yiiksek performansl sivi kromotografisi (HPLC) kolon kromotografisinin bir ¢esidi
olup, genel olarak aktif bilesenlerin Olclilmesi, tanimlanmasi ve ayrilmasinda
kullanilan bir yontemdir. Bu yodntemde kullanilan kolon olarak paketleme
malzemesi; hareketli faz olarak kolon iizerinde hareket edebilen bir pompa ve;
molekiillerin tutulma zamanlarint gésteren bir dedektor bulunur. Analizi yapilacak
olan 6rnek kiigiik miktarlarda mobil fazin akisina eklenir ve sabit fazda spesifik
kimyasal veya fiziksel etkilesimlerle yavaglatilir. Gecikme miktar1 analitin yapist ile
sabit ve mobil fazin yapisina gore degisir. Spesifik her bir analitin kolondan ayrildig:

zamana gore 0rnegin yapisinda bulunan bilesenler belirlenir (Malviya vd., 2009).

Denizhiyarlar1 besin ve medikal amaglarla siklikla kullanilmasina ragmen tam olarak
fonksiyonlar1 agiklanamamistir. Anti-tumor, antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri
oldugu yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Bordbar vd., 2011). Deniz salataliklarinin
baslica besinleri, fenolik agidan zengin olan fitoplanktonlar ve deniz makro
alglerinden tiireyen pargaciklardir. Bu nedenle denizhiyarlarinin dokusunda fenolik

bilesiklerin bulunmasi beklenmektedir. Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en
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Oonemli grubu olup; oksidatif baski sonucunda olusan hiicre 6liimlerini engelledigi

belirlenmistir (Deveci vd., 2016).

Bu calismada elde edilen Holothuria sanctori’ye ait metanol 6ziitlerinin (HSM),
igerigindeki fenolik bilesiklerin belirlenmesi amaciyla, 15 farkli standart kullanilarak
HPLC analizi yapilmistir. Bu analize gore HSM o6ziitiinde; ellagic asit, epicatechin,
2,5 dihidroksi benzoik asit, gallic asit, caffeic asit, vanilic asit, naringin, cinnamic
asit, 3,4 dihidroksi asit, chlorojenik asit, 4 hidroksi beznoik asit, p-coumaric asit

olmak tiizere 12 fenolik bilesik belirlenmistir.

HSM oziitiinde en fazla bulunan fenolik bilesik olan ellagic asit, genellikle meyve ve
sebzelerde bulunan bir polifenol olup gallic asit dimerizasyonu ile olusur.
antioksidan, antimutagenik ve antikanser Ozelliklere sahiptir (Jalal ve Pourahmat,
2018). Literatiirde yer alan ¢aligmalarda ellgic asidin mitokondriyal yolagi hedef alan
bir apoptotik ajan oldugu One siiriilmiistiir. Hiicrede ROS {iretimini arttirarak
sitokrom ¢ salinimina neden oldugu, kaspaz -3 aktivasyonunun basladigi ve kanser

hiicrelerinde apoptozu indiikledigi belirlenmistir (Salimi vd., 2015).

HSM oziitiinde ikinci en fazla bulunan fenolik bilesik olan epicatechin CCL B
lenfosit hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonu ve PARP’in kirilmasiyla apoptozu

indiikleyen ve en fazla yesil¢ayda bulunan bir polifenoldiir (Ghosh vd., 2009).

Gallic asit veya 3,4,5-trihidroksibenzoik asit bitkilerde en fazla bulunan fenolik
bilesik olup; antimikrobiyal, antikanser, antioksidan, antienflamatuvar etkileri oldugu
bilinmektedir (Kahkeshani vd.,2019). Gallic asit gibi caffeic asit, vanilic asit,
hidroksi beznoik asit en fazla bulunan fenolik bilesiklerdir. Caffeic acid (3,4-
dihydroxy cinnamic acid (CA)) en fazla kahve, sebze, meyve ve zeytinyaginda
bulunan antioksidan, antienflamatuvar ve antiproliferatif etkiye sahiptir. Caffeic
asidin normal hiicrelerde antioksidan ve kanser hiicrelerinde pro-oksidan ozelligi
oldugu bildirilmistir. Bu pro-oksidan-aracili oksidatif DNA hasart ve bununla ilgili
sinyaller apoptotik kanser hiicresi dliimiine neden olmaktadir (Kanimozhi ve Prasad,
2015). Hidroksisinamik asitler (HCA'lar), ester, glikozit ve/veya proteinlerin
konjugat1 olarak olusan dogal fenilpropenoik asit bilesikleridir. Cinnamic asit, caffeic
asit, sinapic asit, o-coumaric asit, m-coumaric asit, p-coumaric asit, ve ferulic asit
Hidroksisinamik asitlerin en bilinenler olup en fazla zeytin {iiriinlerinde bulunur
(Stalmach, 2014).
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HPLC analizleri sonucunda HSM 6ziitiinde en fazla bulunduklar1 belirlenen ellagic
asit ve epicatechin’ in apoptotik yolla kanser hiicreleri tizerine etki ettigi gallic asit ve
caffeic asitinde antiproliferatif etkilere yol actigi literatiirde yapilan caligmalarda
gosterilmistir. Bu ¢alismada da HSM 6ziitliniin  kanser hiicreleri tizerindeki
antiproliferatif etkisi ve apoptotik yollarla hiicre 6liimiine neden oldugu yapilan
deneylerle belirlenmis olup; aynt zamanda HSM 6ziitiinde bulunan bu fenolik
bilesiklerde, yapilan ¢alismanin amacina uygun bir sekilde 6ziitiin apoptotik yollarla

hiicre 6ltimiine neden oldugunu desteklemektedir.

4.5. Sonuclar ve Oneriler

Bu tez caligmasinda, Gokova korfezinden toplanan ve avlanmasi zor bir denizhiyari
tirti olan Holothuria sanctori nin aseton ve metanol ile hazirlanan 6ziitlerinin A549
ve PC-3 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkileri ve mekanizmalar1 arastirilmistir. Daha
Once sitotoksik aktivitesi arastirllmamis olan Holothuria sanctori’nin HSM ve HSA
Oziitlerinin 24, 48 ve 72 saatlerdeki inkiibasyon siirelerinde doz ve zamana bagh
olarak sitotoksik aktivitelerine bakildiginda; inkiibasyon siiresi uzadik¢a hiicreler
tizerinde toksik etki gosteren oziitlerin dozu azalmaktadir. Dolayisiyla, Holothuria
sanctori aseton ve metanol 6ziitlerinin A549 hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkisinin
doza ve zamana bagl olarak degistigi; en etkili doz —zaman ikilisinin 72 saat ve 20
mg/ml’lik dozlar oldugu belirlenmistir. Ayrica, her iki 6ziitiin de en etkili oldugu 72
saat inkiibasyon sonrasinda ICso degerleri karsilastirildiginda, HSA’nin (1.7 mg/ml)
daha diisiik dozlarda daha yiiksek etki gosterdigi gozlenmistir. PC-3 hiicre hatti i¢in
ise; HSM ve HSA ile hazirlanan 6ziitlerin zamana bagli olarak sitotoksik etkilerinin
arttig1 sdylenebilir. Ayrica HSA ve HSM oziitlerinin 24,48 ve 72 saatlerdeki ICso
degerleri kiyaslandiginda, her iki 6ziitiinde benzer sonuglar verdigi tespit edilmistir.
Ayni zamanda saglikl hiicre hatt1 olan HEK293; HSM ve HSA 6ziitlerinin sitotoksik
etkilerinin PC-3 ve A549’a kiyasla daha az oldugu goriilmiistiir.

HSM oziitiniin A549 hiicrelerini apoptoza siiriikledigi Annexin V kullanilarak
gerceklestirilen flow sitometri yontemi ile belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki
HSM 6ziitiine maruz kalan PC-3 kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre 6limi oldugu

gozlenmistir. A549 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinin kontrol hiicreleri ile
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kiyaslandiginda yaklasik 2.1 kat; PC-3 hiicrelerinde ise 1.9 kat arttig1 belirlenmistir.
Bulunan bu degerler, HSM oziitiiniin A549 ve PC-3 hiicre hattinda apoptozu
indiikledigini ve flow sitometri analizi ve. MTT deneyi sonuglarina gore elde edilen

verilerle de tutarli oldugu goriilmektedir.

Holothuria sanctori’ ye ait HSA ve HSM oziitlerinin kanser tedavisinde yaygin
olarak kullanilan cisplatin ve docetaxel ile kombinasyonlarinin, A549 ve PC-3 kanser
hiicre hatlar1 {izerindeki etkilesimleri arastirilmistir. Bunun sonucunda tiim

etkilesimlerin antagonistik oldugu belirlenmistir.

HPLC analizi ile HSM o6ziitiiniin icerigindeki fenolik bilesikler belirlenmistir.
yapilmistir. Bu analize gére HSM 6ziitiinde en fazla bulunan fenolik bilesikler olan
ellagic asit ve epicatechin’ in apoptotik yolla kanser hiicreleri tizerine etki ettigi
literatiirde yer almakta olup bu caligmada elde edilen daha Onceki verileri de

desteklemektedir.

Bu calisma ile ekonomik degeri olduk¢a yiiksek olan ve iilkemiz denizlerinde de
yayilis gosteren bir denizhiyar tiirii olan Holothuria sanctori nin sitotoksik etkileri
ve bu etkiye neden olan mekanizmalar aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Bu tiire ait bagka
bir bilimsel calismanin olmamasindan dolay1 6nemlidir. Ilerleyen c¢alismalarda
apoptoza neden olan etkenlerin arastirilmasi ve saflastirilarak hiicreler lizerinde
denenmesi, etki mekanizmalarinin agiga kavusturulmasi ve son olarak bir antikanser

ajani olarak degerlendirilebilmesi i¢in hayvan deneylerinin yapilmas: gerekmektedir.
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7. EKLER

EK. A: HPLC Standart kalibrasyon egrileri
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¢) 4-dihidroksi kalibrasyonu
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EK A.(devam)
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EK A.(devam)

I) Cinnamic Asit kalibrasyonu
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EK A.(devam)

k) Epicatechin kalibrasyonu
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EK A.(devam)

m) Ellagic kalibrasyonu
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