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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca engin bilgi ve deneyimleriyle beni yetistiren, biiyiik
sabirla bana yol gosteren, utkumu gelistiren, bana giiven ve cesaret veren, tez ¢alismalarimi
yuruttugumuz bu zorlu yolculukta her konuda ve karsilastigim her problemin ¢6ziimiinde
bana yardim ve destegini biiyiik 6zveriyle gosteren, benim ileride bilimsel gelisme yolumu
saglayan c¢ok degerli hocam ve tez danismanim Prof. Dr. Alisan YILDIRAN’a oncelikle
tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim, laboratuvar ¢calismalarim ve tez ¢alismalarim siiresince bana
destek olan ve hosgorii gdsteren tiim Flow Laboratuari calisanlar1 Canan OZDEMIR, Asli
ALTUN ve Neriman BALTAya en icten tesekkiir ederim.

Tez calismalarimda, Inula viscosa bitkisini saglayan degerli hocam Ziraat Fakiiltesi,
Tarla Bitkiler Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Kudret KEVSEROGLU ve Ege Tarimsal
Arastirma Enstitiistinden Dr. Unal KARIK’a tesekkiir ederim. Ayrica, bitki ekstraktinin
hazirlanmasinda bilgi, deneyim ve zamanini esirgemeyen hocam Miihendislik Fakiiltesi, Gida
Miihendisligi Prof. Dr. ilkay KOCA ve Doktora Ogrencisi Mohamed Ghellam’a tesekkiir
ederim. Kimya hesaplamalarinda bana zaman ayiran giiler yiizlii hocam Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Boliimii Ogretim Uyesi Dr. Hilal AY’a da tesekkiir ederim. Istatistiksel analizde
katkida bulunan Tip Fakiiltesi, Biyoistatistik Ve Tibbi Bilisim boliimii Arastirma Gorevlisi
Isil UNALDI’ya c¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica, her kararimda yanimda olan ve bana maddi manevi destegi vererek bu
giinlere gelmemi saglayan, haklarini asla 6deyemeyecegim sevgili anneme, babama ve
kardesime sonsuz tesekkiir ve sevgilerimi sunarim.

Bu c¢alisma, PYO.TIP.1904.18.014 proje numarasi ile Ondokuz Mayis
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanligi tarafindan
desteklenmistir.



OZET
INULA VISCOSA EKSTRAKTI VE CYTOSINE ARABINOSIDE’IN AKUT
MIYELOID LOSEMi HUCRE HATTINDA ANTIPROLIFERATIF VE
APOPTOZ TETIKLEME ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

Amac: Akut Miyeloid Losemi (AML), hematopoetik sistemin ¢ok yaygin bir malign
timoridiir. AML tedavisinde Cytosine Arabinoside apopitotik etkili bir ilagtir. Akdeniz
havzasmin yabani bir otu olan Inula viscosa (L.) Aiton, antikanser, antienflamatuar,
antimikrobiyal ve diger bir¢ok oOzelliginden dolayr yillarca geleneksel tipta
kullanilmistir. Bu galismada Inula viscosa etil alkol ekstraktinin Akut Miyeloid Losemi
hiicre hatt1 tizerinde apoptotik etkisinin degerlendirilmesi ve Cytosine Arabinoside
(Ara-C) ile karsilastirilmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot: Inula viscosa yaprak ve ¢igeklerinden ayr1 ayri etil alkol ekstrakti
elde edildi. AML-M2 hiicre hatt1 (Kasumi-6) iizerinde Ara-C, Inula viscosa yapragi ve
cicegi ekstraktlarinin apoptotik etkisi doza ve zamana bagiml bir sekilde Annexin V /
PI boyamast ile Flow sitometride degerlendirildi.

Bulgular: Calismada 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde degerlendirilen Inula
viscosa'nin hem yaprak hem de gicek ekstrakti apoptozu arttirmig, canliligi azaltms,
hiicre ¢ogalmasini bastirmis ve sonuglar istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
bulunmustur. Ancak Inula viscosa'nin bu apoptoz indiikleyici etkisi Ara-C’ye gore
belirgin olarak daha azdir.

Sonug: Inula viscosa’nin hem yaprak ve hem g¢igek ekstrakti AML hiicre hattinda
apoptozu indiiklemis, ancak Ara-C’den belirgin sekilde daha azdir.

Anahtar Kelimeler: Akut miyeloid 16semi; Apoptoz; Cytosine Arabinoside; Inula
viscosa

Shiva MARZI, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2019



ABSTRACT
COMPARISON OF ANTIPROLIFERATIVE AND APOPTOSIS INDUCING
EFFECTS OF INULA VISCOSA EXTRACT AND CYTOSINE ARABINOSIDE
ON ACUTE MYELOID LEUKEMIA CELL LINE
Aim: Acute Myeloid Leukemia (AML) is a very common malign tumor of the
hematopoietic system. The Cytosine Arabinoside is a drug have an apoptotik effect in
Acute Miyeloid Leukemia treating. Inula viscosa (L.) Aiton, a wild herb of
Mediterranean Region, has been used in traditional medicine for years due to its
anticancer, anti-inflammatory, antimicrobial and many other properties. We aimed to
evaluate the apoptotic effect of Inula viscosa ethyl alcohol extract on Acute Myeloid
Leukemia cell line and compare with Cytosine Arabinoside (Ara-C).
Material and Method: Ethanol extracts of leaves and flowers of Inula viscosa was
obtained separately. The apoptotic effects of Ara-C, Inula viscosa leaves and flowers
extracts on AML M2 cell line (Kasumi-6) was assessed by Annexin V / Pl staining in
Flow cytometery as dose and time dependent manner.
Results: In the study, both leaf and flower extracts of Inula viscosa, which was
evaluated at incubation times of 24, 48 and 72 hours increased apoptosis, decreased
viability, suppressed cell proliferation and the results were statistically significant
(p<0,05). However, this apoptosis-inducing effect of Inula viscosa extract markedly
lower than those of Ara-C.
Conclusion: Both leaf and flower extracts of Inula viscosa induced apoptosis on AML
cell line, however, these increasing markedly lower than those of Ara-C.

Keywords: Acute miyeloid leukemia; Apoptosis; Cytosine Arabinoside; Inula viscosa

Shiva MARZI, Master Thesis,
Ondokuz Mayis University — Samsun, June-2019
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1.GIRIS

Diinya yillik 6liimlerinin % 2-3'i farkli kanser tiirlerinden kaynaklanmaktadir.
Giliniimiizde, mevcut ilaclar ile kanserin tedavisi yetersizdir ve birgok kanser tiiriiniin
etkin bir terapisi yoktur. Son zamanlarda, tibbi bitkilerin 6zii dogal iiriin olarak kanser
terapisinde daha fazla dikkat cekmektedir (Zhang ve ark., 2017). Ote yandan literatiir
bollugu, kanser tedavisinde apoptoz indiiklemesinin uygun hedef oldugu fikrini ileri
siirmektedir (Wong, 2011). Ornegin ¢in otu Rabdosia rubescens'ten ekstrakte edilen
tetrasiklin diterpenoidin yapili dogal bir bilesik olan oOridonin’in pankreas kanseri
hiicrelerinin apoptozunu etkili bir sekilde uyarabildigi bildirilmistir (Qi ve ark., 2012).
Diger bir 6rnek Inula viscosa’dan izole edilen Tomentosin’in SiHa ve HelLa servikal
kanser hiicrelerinde sitotoksik etki olusturdugunun kanitlanmasidir. Bu madde
sitotoksik etkisini telomer tetikleme, hiicre dongiisiinii G2/M (Gap 2/Mitoz) fazinda
tutuklama, mitokondriyal membran potansiyelini diisiirme ve kaspaz bagimli apoptoz
indiiksiyonu yoluyla yapmaktadir (Merghoub ve ark., 2017).

Apoptoz genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimidiir. Apoptoz,
biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarlanmis hiicrelerin zararsiz bir bigimde ortadan
kaldirilmasin1 saglar. Apoptoz yolaklarinin her hangi bir noktasinda bozukluk
apoptozun azalmasi, olmamasi veya asir1 olmasini saglayarak c¢esitli hastaliklara sebep
olur. Kanser hiicrelerin asir1 ve kontrolsiiz ¢ogalmasiyla ortaya ¢iktigindan asir1 apoptoz
kanser gelisimine yol a¢gmaktadir. Cift tarafli bir kili¢ gibi, apoptotik yollardaki her
kusur veya anormallik, kanser tedavisinde ilging bir hedef olabilir. Literatiiriin bollugu,
kanser tedavisinde apoptozu hedeflemenin uygun oldugunu ileri siirmektedir (WWong,
2011).

Solid olmayan kanserlerden biri l16semilerdir. Erigkinlerde akut 16seminin en
sik goriilen tipi Akut Miyeloid Losemi (AML)’dir. Cocuklarda ise ikinci sirada yer
almaktadir. Yogun kemoterapi ve kok hiicre transplantasyonuna ragmen, AML geng
hastalarin yaklasik yarisinda ve yasl hastalarin yaklasik % 80’inde birincil ilag¢ direnci,
relaps veya tedavi iligkili mortalite nedeniyle hala 6liimciildiir. Son 40 yildir birgok
AML hastasi i¢in Cytosine Arabinoside (sitozin arabinosid, sitarabin, Ara-C) ana
gidimli endiiksiyon tedavisi olarak tedavinin her asamasinda yaygin sekilde
uygulanmaktadir. Kemik Iligi Nakli (KIT) de ila¢ tedavisi ile birlikte basarili

yontemlerden biridir. Ancak bagar1 orani tedavi yontemine bagimsiz olarak 60 yas



altindaki hastalarda % 35-40 ve ileri yasta %5-10 civarindadir (Yalniz Kayim, 2017).
Ciinkii yogun kemoterapi rejimleri yash hastalar tarafindan tolere edilememektedir
(Dohner ve ark., 2015). Dolayisiyla AML zor bir hastalik olmaya devam etmektedir ve
bu nedenle yeni tedavi stratejilerine ihtiyag duyulmaktadir. Ornegin Epimedium
koreanum nakai bitkisi kokiinden saflagtirilmig olan Icariside Il'nin STAT3 (Signal
transducer and activator of transcription 3, Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatori 3) sinyallesmesini hedefleyerek AML U937 hiicrelerini apoptoza duyarli hale
getirdigi gosterilmistir (Kang ve ark., 2012). Akdeniz bolgesinin dogal bir yabani otu
olan Inula viscosa ekstraktinin geleneksel tipta kullanilan anti-enflamatuar, anti-
kanserojen, antiseptik ve antipiretik oOzellikleri fitokimyasal arastirmalarda farkl
hastaliklara kars1 degerlendirilmistir (Fontana ve ark., 2007; Celik ve Aslantiirk, 2010;
Musthaba ve ark., 2011). Literatére bakildiginda Inula viscosa’nin servikal, meme vs.
gibi kanserler lizerinde antikanser etkisi arastirilmistir fakat AML {izerinde hi¢ bir
calismaya rastlanamamistir. Bu atagtirma bir ilk olacaktir.

Sunulan ¢alismada Tiirkiye Akdeniz bdlgesinin dogal yabani otu olan Inula
viscosa ekstraktinin apoptotik etkisinin  AML hiicre hatti {lizerinde (M2 alt tipi)
degerlendirilmesi ve AML i¢in bir konvensiyonel ilag olan Ara-C ile karsilagtiriimasi

amaglanmistir ve Inula viscosa ekstraktinin apoptozu tetiklemesi beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, yiizyillar 6ncesinden beri seretan gibi giiniimiizde de aramizdaki
varligini siirdirmekte ve insanligi gegmisten daha fazla tehdit etmektedir. Tip tarihi
boyunca higbir hastaligin kanser kadar arastirmalara konu olmadigini séylemek yanlig
degildir. Kanser hastalarinda 6liim, bakteri ve mantar enfeksiyonlar: ile % 35, kanama
ve enfeksiyon ile % 27 ve kanserin ilerlemesi ile %18 oranindadir. Gelismis tlkelerin
en 6nemli saglik sorunlarinin basinda kanser ve kanserin tedavisidir.

Kanserde, hiicreler asiri, kontrolsiiz ve zamansiz ¢ogalir. Immiin sistemin
gbzetiminden kagar, savasir veya uyum saglar. Nihai olarak da uzaktaki dokular1 istila
ederek metastazlar olusturur. Bu o6zellikleri metabolik ve davranigsal degisiklikler
gegirerek edinir. Ancak, bu hastalik bir hastadan digerine ¢ok degisir. Ayni heterojenligi
ve ¢esitliligi hiicresel ve molekiiler diizeyde de gosterir (Cetin, 2013).

Bir kanser hiicresi bir¢ok acidan hiicrenin normal hayatin1 yoneten kurallardan
kagarak bagimsiz bir sagkalim ozelligielde eden serseri bir hiicredir. Hiicre sinirsiz
cogalmaya baglar ve yeni hiicrelere bozukluklar1 aktararak bir klon olusur. Eger
organizma bu klonu tolere ederse ¢ogalmaya devam edebilir. Boylece bir kitle uzun siire
asemptomatik kalabilir. Bu siireg i¢indeKitle hiicreleri gitgide artan sayida modifikasyon
biriktirir. Boylece bozulmus bu siiregte, sadece en uyumlu ve en saldirgan hiicreler
hayatta kalacak ve daha oOrgiitsiiz hiicrelerin yerini alacaktir. Tiimorler bu sekilde
malign olurlar. Sonunda biiyiiyerek ve fizyolojik islevleri altiist ederek ¢ok sayida

semptoma ve yayilmasina yol agacaktir (Merlo ve ark., 2006).

2.1.1. Kanser Genetigi

Kansere yatkinligini artiran genetik durumlar 3 grupta yer alabilir: Bunlar
otozomal dominant kalitsal kanser sendromlari, DNA (Deoksiriboniikleik asit) onarim
defekti sendromlar1 ve ailesel kanserlerdir. Ancak genetik yatkinhi§i arttigi cogu
durumda, kanser olusmasi i¢in ¢evresel etkenler de gereklidir (¢evresel etkenler, genetik
yatkinlig1 olan kisileri daha fazla etkiler). Kanser goriilme siklig1 cinsiyet, bolge, sosyo-
ekonomik diizey, beslenme, yasam tarzi ve meslek gibi faktorlere bagli olarak

degisiklikler gostermektedir.



DNA kimyasal, fiziksel ya da toksikolojik ajanlarla tepkimeye girerek
degisiklige ugrar (karsinojenler, Mor Otesi 1smnlari, Iyonlastirict radyasyonlar vb.).
Ancak, DNA hasarinin asil nedeni, DNA kopyalanmasi ve onarilmasi siireglerinde
“hickirmalardir”. Her hiicre bdliindiigiinde, DNA’nin 3 milyar baz ¢iftinin miikemmel
bir dogru kopyasin1 yapmasi gerekir (DNA, diizeltme ve onarma sistemleriyle kontrol
edilir). Eger hatalar onarilmadan kalirsa ve bu hata kanserde rol oynayan bir gendeyse,
hiicrelere regiilasyonu bozulmus sistemin i¢inde yasamaya daha uyumlu olmalarin
saglayacak yeni bir 6zellik verebilir (Cetin, 2013).

Bir kanserli hiicrenin gelismesi i¢in 3 temel kuralin ihlal edilmesi gerekir.
Birincisi, hiicrelerin sadece dogru sinyali aldiklarinda boliinmeleridir. Bu kurali ihlal
etmek ic¢in, hiicre, normal boliinme sinyalini aldiktan sonra bdliinmeyi kalici hale
getirir. Ikinci kural,genlerin hasar gorebilecegi yanlis kosullarda DNA replikasyonunu
baslatmak yerine apoptozu aktiflestirmeleridir. Bu kurali ihlal etmek i¢in, hiicrelerin
asir1 hiicre boliinmesini engelleyen frenlerden kurtulmasi gerekir. Bu frenler iki ana gen
tarafindan kontrol edilmektedir: RB1 (Retinoblastoma transcriptional corepressor 1) ve
TP53 (Timor protein p53) genleri. Bu iki frenin mutasyonu ile hiicreler sadece
apoptozdan kaginmakla kalmaz, ayn1 zamanda asir1 boliinmiis de olurlar. Ugiincii kural,
hiicrelerin sinirl ve belli sayida boliinmeleridir. Her kromozomun ucunda telomer adli
0zel bir yapr nedeniyle sinirli sayida DNA replikasyonu yapilarak hiicre boliinebilir.
Telomer bir seri tekrardan olusan kiigiik DNA dizilimidir. Her hiicre boliinmesinde bir
tekrar1 kopup gider. Telomer kisaldiginda, hiicre artik boliinemez (yaslanir). Kanserli
hiicrede, telomeraz enzimi kromozomlarin ucuna yeni tekrarlar eklenebilmesini saglar
ve boylece hiicre siirli sayinin 6tesinde boliinebilir (sonsuz genglik). Bu degisikliklerin
her biri ayr1 ayr1 gerceklestiginde, normal hiicre islevi altiist oldugu i¢in apoptoz
gerceklesemez. Mutasyonlar ve cevresel degisiklikler buna yol agabilir. Mutasyonlar,
hiicreye ayn1 anda degisiklikleri daha c¢ok yapabilme yetenegi verir. Cevresel
degisiklikler, normal hiicrelere gore anormal hiicrelerin rahatsiz kosullarda daha uyumlu
goriinerek sag kalimlarina izin verir. Ancak molekiiler bakis agisindan bu roller

birbirlerinden ayrilamaz (Hanahan ve Weinberg, 2000).

Onkogenler ve Tiimor Baskilayic1 Genler
Kanser olusumu i¢in bir hiicre, normal siirinin ¢ok 6tesinde onkogenlerde ve

timor baskilayict genlerde birkag degisiklik (mutasyon) gecirmelidir.



Onkogenlerde mutasyon, genin protein {irliniinii etkinlestirerek hiicre
cogalmasini hizlandirir. Ornegin, KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral Proto-Oncogene)
geninin protein liriinii normalde hiicre boliinmesini baslatmak i¢in hiicre yiizeyindeki
biiyiime faktorlerinin biiylime sinyallerini reseptorleri ile hiicre ¢ekirdegine gonderir,
ancak mutasyon sonucunda hiicre biiylime sinyalini arttiran bir proteine doniisiir
(kolorektal kanser vakalarin % 30-40’inda, akciger adenokarsinoma vakalarin % 20-
30’unda vb.).

Tiimor baskilayict genlerde mutasyon, genin protein tiriiniinii etkinsizlestirir.
Ormegin, TP53 geninde bir mutasyon, yanlis hiicre béliinmesini engellemek i¢in dogal
bir acil fren mekanizmasi olan proteini bozarak gerektiginde hiicrelerin gogalmasini
durduramaz (hemen hemen tiim kanserlerde) (Cetin, 2013).

Onkogenler ve tiimor baskilayict genler, kanser yerine ve nedenine baglh
olmaksizin fark gostermektedir. Ancak hepsi hiicre ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve sag
kalimimi etkilemek icin birlikte calisan bir agn parcalaridir. Ote yandan epigenetik
degisiklikler de kanserin bir 6zelligidir (Baylin ve Ohm, 2006). Epigenetik degisiklikler,
DNA dizisini bozmadan gen ekspresyonunda kalitsal —degisiklikler —olarak
tanimlanmaktadir (Yalniz Kayim, 2017). Bu degisiklikler metilasyon ve demetilasyon
ile sirasiyla onkogenleri (bunlar diizeltmeye ve kopyalanmaya kapalidir) acarak ve
timor baskilayici genleri (hiicre bunlari kopyalayarak proteinleri iiretebilir) kapatarak
kansere neden olabilirler. Kanserde epigenetik degisiklikler mutasyonlara gore daha
fazla geni etkiler (Schuebel ve ark., 2007). Hem genetik hem de epigenetik degisimler
insan kanserinde hep vardir. Birbirlerine tepki vererek ve birbirlerini etkileyerek,

kanserli hiicre 6zelliklerini nasil edinecegini belirleyen bir seri degisiklik olustururlar.

2.2. Apoptoz

Organizma siirekli bir denge halindedir. Bu dengeyi korumak i¢in bir taraftan
yeni hiicreler sentezlenirken, diger yandan var olan hiicrelerin bir kismi1 hiicre 6limii ile
ortadan kaldirilmaktadir. immiin sistemin hemostazinin ve maturasyonunun temel bir
baslangici olan apoptoz, biyolojik gérevini tamamlamis veya hasarlanmis hiicrelerin
zararsiz bir bigimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen
programl1 hiicre dliimiidiir (Oztiirk, 2002).

Apoptozun altinda yatan mekanizmanin anlasilmasi, birgok hastaligin

patogenezinde Onemli bir rol oynadigi icin Onemlidir. Bazi hastaliklar, ¢ok fazla



apoptozdan kaynaklanirken (dejeneratif hastaliklar), digerlerinde ¢ok eksik apoptoz
sucludur (kanser). Hastalik durumundaki apoptozu anlamak c¢ok onemlidir, ¢iinkii
hastaligin patogenezini anlatirken, nasil tedavi edilebilcegi konusunda da ipucu
birakabilir (Wong, 2011).

Apoptoz tanimlandigindan beri, biyolojik arastirmalarda en ¢ok arastirilan
stireclerden biri olmaya devam etmektedir (Kerr ve ark., 1972). Apoptoz islevi
intrauterin donemden itibaren baslar. Fizyolojik olarak apoptoz, embriyonik dénemde
homeostazinin korunmasinda, ekstremitelerin ve i¢i bos organlarin olusumunda, disi
fetiisde Wolf ya da erkek fetiisde Miiller kanallarinin korelmesi sirasinda ve merkezi
sinir sistemi gelisiminde noron sayisinin diizenlenmesinde rol almaktadir. Intrauterin
dénemde, immiin sistemin maturasyonu esnasinda, santral lenfoid organlardaki
otoreaktif lenfositlerin ortadan kaldirilmasin1 saglar. Boylece periferal lenfoid ve
myeloid kompartmanlarin asir1 biiyiimesi kisitlanir. Sinir sistemi gelisirken; aksonlari
hedef organlara ulagamayan néronlarin ortadan kaldirilmasini ve bdylece noronlarla
hedef organlar arasinda olusan baglant1 hatalarinin onarilmasini saglar. Dahasi, insan
embriyosunun el parmaklari arasinda bulunan perdeleri olusturan hiicreler apoptoz
sonucu kaybolarak parmaklar daha islevsel hale gelmektedir.

Dogumdan sonra ise T ve B lenfositlerin se¢iminde temel bir islev
yiiriitmektedir. Biiylime faktorlerinin ortamdan ¢ekildigi kosullarda (emzirme sonunda
meme bezi, dogum sonrasi uterus) organlarda gergeklesen kiiclilmenin de temel
mekanizmasi, hiicrelerin apoptozisidir (Oztiirk, 2002). Ayrica dokularda hiicre
hemostazinin saglanmasinda, bagirsaktaki kript epitellerinin siirekli yenilenmesinde,
endometriyumun dokiilmesinde, timus'un involiisyonunda fizyolojik olarak temel bir rol
tistlenmektedir (Urkiip, 2017).

Immiin reaksiyonlarda, bagisiklik reddinde, viriisle enfekte olan ya da DNA’s1
agir hasar goren hiicrelerde, viral hepatitte, graft versus host reaksiyonlarinda,
hiicrelerin herhangi bir nedenle hasarlanmalart durumunda (1s1, radyasyon, yaslilik,
antikanser ilaglar ve hipoksi gibi), atrofi, kazanilmis bagisiklik yetmezligi sendromu
(AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome), Alzheimer, Parkinson ve Miyokard
Infarktiis gibi durumlarda da apoptoz mekanizmas1 patolojik olarak devreye girmektedir
(Oztiirk, 2002).Apoptoz siiresi hiicre tiiriine, uyarana ve apoptotik yolagina baghdir

fakat birkac saati gegmez.



2.2.1. Apoptoz ve Nekroz Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Hiicre o6limiiniin iki tipi vardir. Bunlar; apoptoz ve nekrozdur. Apoptoza
nekroza benzeyen bozulmaya ugrayacaklari igin sekonder nekroz da denir (Ziegler ve
Groscurth, 2004). Nekroz; hipoksi, asir1 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi hiicre disindan
gelen cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik hiicre oliimidiir.
Apoptoz ise yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis, fazla tiretilmis, diizensiz gelismis veya
genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizma ig¢in giivenli bir sekilde yok edilmelerini
saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir. Nekroz patolojik
bir olaydir. Apoptoz ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla olusabilir (Oztiirk, 2002).
Nekroz hiicredeki asir1 travma ya da hasarin bir sonucu olarak gelismektedir ve akut
islevsel bozukluga bagli olarak hiicrenin Oliimii gerceklesir. Hiicrede iyon akisinin
kontrolii hizla kaybedildigi icin pasif ve yikict bir siire¢ olarak degerlendirilmektedir.
Nekrozda iyon akis kontroliiniin kaybedilmesi hiicre igerisine fazla miktarda su girisine,
hiicre ve organellerin enerji harcamasina gerek kalmadan siserek sitolize ugramalarina
neden olmaktadir. Olen hiicre igeriginin ekstraseliiler alanlara akmasi ve
proenflamatuvar hiicrelere infiltrasyonu ile komsu hiicrelerin 6lmesi ve doku hasarinin
yayginlasmasi meydana gelmektedir (Samali ve Orrenius, 1998). Apoptozda ise
morfolojik ve biokimyasal degisiklikler meydana gelir ve hiicre icerigi ekstraseliiler

Alana akmazsizin apoptotik cisimlere pargalanir (Urkiip, 2017) (Sekil 1).
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Sekil 1. Apoptoz ve nekrozun karsilagtirmasi (Didem Yalcin’dan, 2019)



2.2.2. Apoptozda Morfolojik Degisimler

Apoptoz siirecinde morfolojik degisimler,kromatin yogunlasmasi, niikleer
parcalanmasi, hiicrenin yuvarlanmasi, hiicresel hacmin azalmasi (piknoz) ve
psodopodlarin geri g¢ekilmesidir. Kromatin yogunlasmasi, niikleer zarin ¢evresinden
baslar ve hilal veya halka benzeri bir yap1 olusturur.Kromatin, saglam zarli hiicre i¢inde
kirtllana (karyoreksizis) kadar daha da yogunlasir. Sonradan membran blebingi (salgisi),
sitoplazmik organellerin ultrastriiktiirel degisgkligi ve membran biitiinliigliniin
kaybedilmesi gibi degisiklikler gozlenir (Kroemer ve ark., 2005). Plazma zari, tiim
islem boyunca bozulmamaktadir. Sonunda hiicre, intact mitokondri, ribozom, nukleus
pargalar1 ve diger organelleri iceren membranla kapli apoptotik cisimlere pargalanir.
Genellikle fagositik hiicreler, apoptotik cisimler olusmadan once apoptotik hiicreleri
yutarlar. Bu apoptotik cisimlerin goriilmemesi i¢in apoptozun kesfedilmesi ¢ok ge¢
olmustur (1972), ancak in vitro 6zel kosullar altinda apoptotik cisimler goriilmiistiir

clinkii fagosit hiicre ortamda yok (Wong, 2011).

2.2.3. Apoptozda Biokimyasal Degisimler

Genel olarak apoptozda ii¢ ana tip biyokimyasal degisiklik gozlenebilir: 1)
kaspaz aktivasyonu, 2) DNA ve protein parcalanmasi ve 3) membran degisiklikler ve
fagositik hiicreler tarafindan taninma (Kumar ve ark., 2010).

Apoptozun baslangicinda hiicre zarinin dis katmanlarinda fosfatidilserin (PS)
eksprese olur. Bu, proenflamatuvar hiicresel bilesenlerin serbest birakilmasi olmadan
makrofajlara 6l hiicrelerin tanimasina olanak saglar ve fagositoza neden olur. PS
ekspresesinden sonra DNA 50 ila 300 kilobazlik pargalara boliiniir (Vaux ve Silke,
2003). Bu 6zellik apoptozun karakteristigi olmasina ragmen, agaroz jel elektroforezinde
tipik DNA merdivenin (nekrotik hiicrelerde de goriildiigii gibi) goriilmesi spesifik
degildir (McCarthy ve Evan, 1998), zira apoptoz oligoniikleozomal DNA pargalanmasi
olmaksizin da olusabilir Bunun i¢cin DNA fragmantasyonunun biyokimyasal analizleri
apoptozu tanimlamak i¢in kullanilamaz (Galluzi ve ark., 2007). Daha sonra
endoniikleazlar ile, DNA pargalar1 yeniden 180 ila 200 ¢ift bazlik oligoniikleosomlara
boliinlir. Ayrica normalde bir hiicre birbirini takip eden 7 kirilma onarabilirken,
apoptozda yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi tam yapilamaz ve

apoptoz siireci baglanir (Aksit ve Bildik, 2008).



Apoptozun diger bir 6zelligi, sistein proteaz familyasina ait olan kaspaz enzim
grubunun aktivasyonudur. Aktive edilmis kaspazlar bir ¢ok hayati hiicresel proteini
parcalayip niikleer ve hiicre iskeletini de par¢alamaktadir. Ayrica niikleer DNA'y1 daha
da indirgeyen DNAaz1 aktive eder. Biyokimyasal degisiklikler kismen morfolojik
degisikliklerin bir kismini agiklamaktadir. Kaspaz aktivasyonunun da biokimyasal
analizleri apoptozu tanimlamak i¢in kullanilamaz, zira apoptoz kaspaz- bagimsiz da

olusabilir (Galluzi ve ark., 2007).

2.2.4. Apoptotik Sinyaller

Hiicrenin apoptoza gidebilmesi i¢in ilk Once, ilgili genetik mekanizmay1
harekete gecirecek bir sinyalle karsilagmasi gerekir. Bu sinyal hiicre iginden (intrinsik)
veya hiicre disindan (ekstrinsik) gelebilir (Herrmann ve Kalden, 2003).

Hiicre i¢i sinyalleri, hiicre i¢i Kalsiyum** (Ca*™) diizeyi artisi, hiicre i¢i pH
(power of hydrogen, Hidrojenin Giicu) azalmasi, metabolik ve/veya hiicre sikliis
bozukluklari, sitokinler, Tiimor Nekroz Faktdr (TNF), DNA hasar1 nedeniyle bir timor
slipressor gen olan p53’tn aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar ve
onkogenlerdir (Avi, 2008).

Cevresel yasam sinyaller ve biiyiime faktorlerinin yetersizligi, Olim
reseptorlerinin aktivasyonu, Fas-FasL (CD95, Apo-1 (apoptoz antijeni-1)-Fas Ligand)
aracilt apoptoz, TNF aracili apoptoz, sitotoksik T lenfosit aracili apoptoz, koloni uyarici
faktorler (CSFs: Colony-Stimulating Factors), sinir biiyiime faktoric (NGF: Nerve
Growth Factor ), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF: Insulin-like growth Factor), IL-2
(interlukin-2) gibi maddelerin ortamda azalmasi, glukokortikoidler, ve iskemi, toksinler,
radyasyon, ilaglar ve ¢esitli antijenler gibi dis etmenler hiicre dis1 sinyallerdir (Urkiip,

2017).

2.2.5. Apoptoz Mekanizmasi Yolaklari

Apoptoz siirecinde kaspazlar hem baslatict hem yliriitiicii ve hem sonlandirici
olduklar1 i¢in apoptoz mekanizmasinin merkezinde yer alirlar. Kaspazlarin etkinlesmesi
i¢in ti¢ yolak vardir. intrinsik (i¢sel, mitokondrial) ve ekstrinsik (digsal, 6liim reseptorii)
yolaklari, sonugta ortak infaz yolaga gétiiriiliir. Uciincii yolak daha az bilinen intrinsik

endoplazmik retikulum yolagidir (O’Brien ve Kirby, 2008).

Ekstrinsik Yolak



DNA hasari, hiicre igi Ca** seviyesinde artis, hiicre i¢i pH azalmasi ve hiicre
siklus bozukluklar1 bu yolagin baslangicini tetikler. Oliim reseptorlerinden olan Fas ve
timor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in sirastyla ilgili ligandlarina, yani FasL ve
TNF ile etkilesime girmeleri sonucu apoptozun ekstrinsik yolagi indiiklenir. Fas ve
TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyarist alarak bir seri protein-protein
interaksiyonlarindan gegerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagli bulunan
TRADD (TNFR1-Associated Death Domain protein, TNFR-1 iliskili 6liim domain
proteini) ve FADD (Fas-Associated Death Domain protein, Fas iliskili domain proteini)
adaptor proteinlerin 6liim efektér domain (DED: Death Efector Domain) bolgeleri ile
interaksiyona girerler (ligand-reseptor-adaptor protein kompleksi). Boylece 6lim
indiikleyici sinyal kompleksi (DISC: Death-Inducing Signaling Complex) olusur
(Kaufmann ve ark., 2012). Bu kompleks kaspaz-8 veya -10’u dogrudan active eder (Lou
ve ark., 1998). Kaspaz-8 hem dogrudan kaspaz-3’ii aktive eder, hem de mitokondriyal
gecirgenligi degistiren ekstrinsik ve intrinsik yollar1 birbirine baglayan pro-apoptotik

Bid’in aktif formu olan tBid’e doniismesini saglar (Kaufmann ve ark., 2012).

Intrinsik Yolak

Onarilamaz genetik hasar, hipoksi, sitosolik Ca™un asir1 yiiksek
konsantrasyonu ve asir1 oksidatif stres gibi i¢ uyarilar bu yolagin baslangicin tetikler
(Oztiirk, 2002).Mitokondri, hiicre iginde ATP (adenozin trifosfat) iiretiminin kaynag
(enerji deposu) olmasinin yani sira, Olim programini aktive eden faktorleri
sitoplazmaya salarak apoptozda da biiyiik rol oynamaktadir. Mitokondrii¢ ve dis zarla
cevrili yapida olarak zar potansiyeline sahip bir organeldir. Dis zar gegirgenligindeki
artis sonucu dis zar hizli bir sismeye baslar ve iki zar arasinda bulunan ¢esitli apoptotic
proteinler hiicre sitoplazmasina ¢ikar. Bu proteinlerden biri olan sitokrom-c, sitoplazma
proteini olan Apaf-1(apoptotik proteaz aktive edici faktor 1)’e baglanarak prokaspaz-
9’u aktive eder ve bdylece ‘apoptozom’ kompleksini (sitokrom-c-Apafl-kaspaz 9)
olusturur. Apoptozom sonlandirici kaspaz olan kaspaz 3’i aktive ederek ortak infaz
yolaga girer (Herrmann ve Kalden, 2003).

Mitokondriyal intermembran boslugundan sitoplazmaya saliman diger
apoptotik faktorler, Apoptoz Uyarict Faktor (AlF: Apoptosis-Inducing Factor), ikincil
mitokondriyom-kaynakli kaspaz aktivatorii (Smac: Second Mitochondria-derived
Activator of Caspases) / ENDO G (Endoniikleaz G) adli bir DNaz enzimi, diistik pl ile
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direkt IAP (Inhibitor of Apoptosis protein, apoptoz inhibitdr proteini) baglayici proteini
(DIABLO: Direct IAP-Binding protein with Low PI), Omi/HtrA, (High Temperature
Requirement Protein A2, yiiksek 1s1 gereksinimi protein A2) ve ¢ok sayida prokaspazi (-
2, -3 ve -9) igerir. Smac, DIABLO veya Omi/HtrA2, ayr1 ayr1 IAP'lere baglanarak
IAP'lerin kaspaz-3 veya -9 ile etkilesiminde bozulmaya neden olup apoptoz inhibesini

engeller ve boylece kaspaz-3 veya -9’un aktivasyonunu saglar (Kroemer ve ark., 2007).

Ortak Infaz Yolag

Icsel yolakta kaspaz-9 ve dissal yolakta kaspaz-8, kaspaz-3'ii aktife eder.
Kaspaz 3, niikleer apoptozdan sorumlu olan ve kaspazla aktiflenen deoksiriboniikleaz
inhibitoriinii (ICAD: Caspase-Activated Deoxyribonuclease Inhibitor) pargalar, ve
protein Kinazlar, hiicre iskeleti proteinler, DNA onarim proteinler ve endoniikleaz ailesi

inhibitor altbirimlerinin boliinmesine neden olur (Ghobrial ve ark., 2005).

Intrinsik Endoplazmik Retikulum Yolak

Intrinsik endoplazmik retikulum (ER) yolag, kaspaz-12 bagimli ve
mitokondri-bagimsiz oldugu diisiiniilmektedir (Szegezdi ve ark., 2003). Hipoksi, serbest
radikaller veya glikoz acglig1 gibi hiicresel stresler ile ER'ye zarar geldiginde, protein
katlanmas1 ve sentezinde yetmezlik olusur, ve TNFR-iliskili faktér 2 (TRAF2: TNFR-
assosiated Factor 2) prokaspaz-12'den ayrilarak onu aktive eder (O’Brien ve Kirby,
2008).

2.2.6. Kaspazlar

Kaspazlar, hiicre i¢i sistein proteaz ailesinin en onemli boliimiinii olustururlar
(Ozawa ve ark., 2002). Kaspazlar normalde sitoplazmada inaktif zimojenler olarak
bulunurlar (prokaspaz). Ancak proteolitik parcalanmadan sonra aktiflesirler.

Gilinlimiize kadar 14 memeli kaspazi tespit edilmis ve Tablo 1’de gosterildigi

gibi biyolojik fonksiyonlarina gore 3 ana grupta yer alirlar (Keane ve ark., 2001).
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Tablo 1. Biyolojik fonksiyonlaria gére kaspaz gruplar1 (Urkiip’den uyarlannistir, 2017)

Kaspaz grubu Kaspaz tiirti

Enflamatuar kaspazlar Kaspaz 1 (ICE)
Kaspaz 4 (ICErel-Il, TX, ICH 2)
Kaspaz 5 (ICErel-111, TY)
Kaspaz 11 (ICH-3)
Kaspaz 12
Kaspaz 13 (ERICE)
KAspaz 14 (MICE)

Apoptoz baslatic1 kaspazlar Kaspaz 2 (ICH-1)
Kaspaz 8 (FLICE, MACH, Mch 5)
Kaspaz 9 (ICE-LAP 6, Mch 6)
Kaspaz 10 (Mch 4, FLICE 2)

Efektor kaspazlar Kaspaz 3 (CPP32, Yama, Apopain)
Kaspaz 6 (Mch 2)
Kaspaz 7 (Mch 3, ICE-LAP 3, CMH-1)

Enflamatuvar Kaspazlar
Enflamatuar kaspazlar, sitokin sekresyonu, inflamasyon ve lenfokin
tiretiminden sorumlulardir. Tetrapeptid yapida olan kaspaz-1, -4 ve-5 kendi kendilerine

aktive olabilmektedirler (Keane ve ark., 2001).

Baslatic1 Kaspazlar

Apoptoz stirecinde ilk gorev alan kaspazlar baslatici kaspazlardir ve bunlarin
uzun Onciil bolgeleri bulunur. Baglatict kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan o6lim
sinyallerini efektdr kaspazlara naklederler. Baslatici kaspazlarin ii¢ 6nemli o6zelligi
vardir; farkli sekillerde gelen uyarilar1 genel bitirici faza tasirlar, yeterli miktarda
sonlandirici kaspazin aktiflestirerek apoptotik sinyalin ¢ogalmasini saglarlar, ve 6limiin

en son basamaginda bir kontrol noktasi olarak bulunurlar (Urkiip, 2017).

Efektor Kaspazlar
Efektor kaspazlar, apoptozda sonlandirict kaspazlar olarak gorev almaktadirlar.
Bunlar baglatict kaspazlardan farkli olarak kisa bir N-terminal peptid (23-28

aminoasitlik) bulundururlar. Substrat ve inhibitor 6zgiilliigiinde kaspaz 3 ve 7 genellikle
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benzerdir. Efektor kaspazlar ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri aktin
veya fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli ADP-
riboz polimeraz (ADP: Adenosin difosfat)) parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin
meydana gelmesine neden olurlar.

Kaspaz 3 apoptozun efektor fazindaki en dnemli kaspaz roliinii iistlenir. DNA
fragmantasyonunda, DNAase aktivasyonuna sebep olan kaspaz 3’iin direk rolii oldugu
diistiniilmektedir. Kaspaz-3 geni kromozom 8 tizerinde lokalizedir. Bu gen embriyonun
4. giinden itibaren gelisimden sorumludur. Kaspaz-3’teki eksiklik 3 haftalik embriyoda
oliime neden olabilmektedir (Boatright ve Salvesen, 2003).

Kaspazlarin Aktivasyon Yollar

Kaspazlarin en az 3 yolla aktive edilebildigi (dimerizasyonu) gosterilmistir:
Otoaktivasyon, transaktivasyon ve non-kaspaz proteazlari ile proteoliz (Urkiip, 2017).
Prokaspazlar diisiik fakat saptanabilir bir proteolitik aktiviteye ve belli kosullar altinda
otoaktivasyon potansiyeline sahiptir. Wild tip kaspazlarin asir1 salinimi ile prokaspaz 8
veya prokaspaz 9 arasindaki protein etkilesimi aracilifiyla oligomerler olusturulur.
Prokaspazlarin oligomerizasyonu otoaktivasyon i¢in gereklidir. Baslangic kaspazlari bir
kez aktive oldugunda diger prokaspazlari transaktive eder. Kaspaz aktivasyonu igin
diger bir mekanizmada non-kaspaz proteazlari ile direk proteolizdir. Ornek olarak
sitotoksik T hiicre proteinazi, granzim-B, bir aspartat-spesifik serin proteinazi prokaspaz
3 ve 7min etkin bir aktivatoridiir. Granzim-B ayrica prokaspaz 8, 9 ve 10’un

aktivasyonunda da goérev alir (Keane ve ark., 2001).

2.2.7. Apoptozun Regiilasyonu

Apoptozun regiilasyonu Bcl-2/Bax (B-cell lymphoma 2/Bcl-2 associated x, B
hiicreli lenfoma 2/Bcl2 1liskili x) gen ailesi ile saglanir. Bu genlerinprotein iiriinleri,
apoptoz diizenlenmesinde, mitokondriyum diizeyinde hareket ettigi icin Ozellikle
intrinsik yolaginda rol aliyorlar. Tiim Bcl-2 iiyeleri dis mitokondrial membranda bir
iyon kanali ya da gozenekler olusturarak zar gecirgenliginden sorumlu dimmerlerdir
(Minn ve ark., 1997) ve fonksiyonlar1 ve Bcl-2 homoloji (BH) domainlerine gore ii¢
gruba ayrilmigtir. Birinci grup, dort BH domainin tiimiinii igeren anti-apoptotik
proteinlerdir (Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Bel-w, A1/Bfl-1, ve Bcl-B/Bcl2L10). ikinci grup,
BH3 domain ile smirli pro-apoptotik proteinlerdir (Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad, Bmf,
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Hrk, ve Bik). Uciincii grup, dért BH domainin tiimiinii igeren pro-apoptotik
proteinlerdir (Bax, Bak ve Bok / Mtd) (Wong, 2011).

Hiicrede antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-x, ayni1 aileden olan Bad, Bim, Bmf, Bid ve
BH-3 gibi proapoptotik genler tarafindan baskilanir. proapoptotik proteinler normal
kosullarda inaktif durumdadir, bu nedenle mitokondriyal zar gecirgenligi Bcl-2 ve
benzerlerinin etkisi sayesinde degismez. Ancak ¢esitli uyarilar proapoptotik grubun
aktiflesmesine yol acarlar. Ornegin; biiyiime faktdriiniin uzaklastirilmas1 Bad’1 aktif
kilarken, kalsiyum artist Bim’l ve UV (Ultraviolet, mor6tesi) 1stn1 Bmf’nin
aktiflesmesini saglar. Sonugta Bcl-2, proapoptotik aile iiyeleri tarafindan baskilanir.
Bcl-2 tarafindan inaktif durumda tutulan ve yine ayni aileden olan Bak ve Bax
proteinleri etkinleserek mitokondri dis zarinda permeabilite gecis gozeneklerinin
olusumuna ve zar potansiyelinin degisimine yol agar Boylece apoptotik proteinler

intramembran boslugundan sitozola gegerek apoptoz baslanir (Xu ve ark., 2005).

2.2.8. Apoptoz ve Karsinojenezis

Kanser apoptozun ¢ok az meydana geldigi senaryolarindan biridir ve 6limi
olmayacak malign hiicrelere neden olur. Kanserde, hiicre boliinmesi ile hiicre 6limii
arasinda bir denge kaybi var (6lmesi gereken hiicreler bunu yapmak igin gerekli
sinyalleri almaz). Apoptozun mekanizmasi karmasiktir ve bir¢ok yolak kapsamaktadir.
bu yolaklar boyunca herhangi bir noktada, Kusur ortaya cikabilir, bu da etkilenen
hiicrelerin malign transformasyonuna, tiimor metastazina ve anti kanser ilaglarina karsi
dirence yol agar.

Genellikle, apoptozdan kacinilmaya neden olan mekanizmalar, 1) pro-
apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin dengesinin bozulmasi, 2) kaspaz fonksiyonunun

azalmasi ve 3) 6liim reseptorii sinyallesmesinin bozulmasi seklinde olabilir.

Pro-apoptotik ve Anti-apoptotik Proteinlerin Dengesinin Bozulmasi

Hiicre oliimii diizenlenmesinde onemli bir rol oynayan faktor, saf miktar
olmasa da pro- ve anti-apoptotik proteinlerin oranidir. Bcl2 ailesi proteinler, p53 ve
IAPs gibi baz1 genlerinin (diizenleyici proteinleri lireten genler) fazla veya az ifadesinin,
kanser hiicrelerinde apoptozu diistirerek karsinojeneziste katkida bulundugu

bulunmustur.

Bcl2 ailesi proteinler
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Bcl-2 ailesinin anti- ve pro-apoptotik iiyelerinin dengesinde bozulma oldugu
zaman, etkilenen hiicrelerde diizensiz apoptozis ortaya ¢ikar. Bunun nedeni, bir veya
daha fazla anti-apoptotik proteinin asir1 ekspresyonu veya bir veya daha fazla pro-
apoptotik proteinin az ifade edilmesi veya bu ikisinin bir kombinasyonu olabilir (Wong,
2011).

Ornegin Bcl-2'nin asir1 ifadesinin prostat kanseri hiicrelerini apoptozdan
korumasi gosterilmistir (Raffo ve ark., 1995). KLL (kronik lenfositik 16semi) malign
hiicreleri in vivo durumunda yiiksek Bcl-2 ve diisiik Bax diizeyler ile anti-apoptotik
fenotipe sahiptir. In vivo durumunda KLL 16kemogenezisi proliferasyonun artmasindan

ziyade azalmis apoptozise baglidir (Goolsby ve ark., 2005).

P53

53 kDa agirlikta olan p53 proteini, kromozom 17'nin kisa kolunda (17p13.1)
bulunan tiimdr siipresdr TP53 geni tarafindan kodlanan en iyi bilinen timor baskilayici
proteinlerden biridir. Ilk olarak 1979'da Simian Viriis 40 (SV40)’m biiyiik T antijenine
sikica baglanan kanser hiicrelerinin ¢ekirdeginde birikilmis bir transformasyon-bagimli
hiicresel protein olarak tanimlandi. Baslangigta zayif-onkogen olarak tanimlandi. Daha
sonra onkogenik 6zelliginin, p53 mutasyonundan kaynaklandig: kesfedildi (onkogenik
fonksiyon kazanci). P53 tiimor siipresor genindeki bozukluklar insan kanserlerinin %
50'sinden fazlasina baglanmigtir (Bai ve Zhu, 2006). P53 sadece apoptozun
indiiksiyonunda yer almakla kalmaz, aym1 zamanda hiicre dongiisii regiilasyonu,
gelisimi, farklilagmasi, gen amplifikasyonu, DNA rekombinasyonu, kromozomal ayrimi
ve hiicresel yaglanmasinda da 6nemli bir oyuncudur (genom koruyucusu) (Lane, 1992).

Son zamanlarda, Avery-Kieida ve ark. (2011), p53’iin bazi hedef genlerinin
melanoma hiicrelerinde sapkin sekilde eksprese olarak p53’iin anormal aktivitesine ve

bu hiicrelerin proliferasyonuna katkida bulundugunu bildirmistir.

Apoptoz inhibitérii Proteinler (1APs)

IAP’ler, bakiiloviriis IAP tekrar (BIR: Baculovirus IAP Repeat) protein
domainine sahip ve ayrica yapisal ve fonksiyonel olarak apoptozu, sitokinezi ve sinyal
iletimini diizenleyen proteinlere benzer bir gruptur. Bugiine kadar 8 IAP bulunmustur:
NAIP (BIRC1), c-1AP1 (BIRC2), c-1AP2 (BIRC3), X-baglantili IAP (XIAP, BIRC4),
Survivin (BIRC5), Apollon (BRUCE, BIRC6), Livin / MLIAP (BIRC7) ve IAP-benzeri
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protein 2 (BIRCS8). IAP'ler muhafaza edilmis BIR domainlerini kaspazlarin aktif
alanlarina baglayp aktif kaspazlarin bozulmasini tesvik ederek veya kaspazlar
substratlarindan uzak tutarak, kaspaz aktivitesini inhibe edebilirler (Wong, 2011).
Birgok kanserde diizensiz IAP ekspresyonu bildirilmistir. Ornegin, Lopes ve
ark. (2007), pankreas kanseri hiicrelerinde IAP ailesinin anormal ifadesi oldugunu ve
kemoterapiye direncinden sorumlu oldugunu gostermislerdir (en fazla ClIAP-2 ile
baglantili). Small ve ark. (2010), Survivin’i asir1 eksprese eden transgenik farelerin
hematolojik malignitelere daha yiiksek riskli ve apoptoza daha az duyarli oldugunu
gdzlemlemislerdir. Ote yandan, Livin’in melanoma ve lenfomada yiiksek ekspresesi
(Ashhab ve ark., 2001), Apollon’un da gliomlarda yiiksek seviyelerde diizenlendigi ve

sisplatin ve kamptotesin direncinden sorumlu oldugu saptanmistir (Chen ve ark., 1999).

Kaspaz Fonksiyonunun Azalmasi

Kaspaz aktivasyonunun inhibitorleri, sitokrom ¢’nin mitokondriden salinimini
bloke etmez ancak ardisik kaspaz aktivasyonunu bloke ederek, hiicre limiinii Onler.
Kaspazlar, ya hiicre yiizey 6liim reseptdrlerinin aktivasyonu ile ya da kaspaz 9 baglayici
protein olan Apaf-1'in oligomerizasyonu ile aktive olurlar. Baslangicta, kaspazlar
mitokondride membran hasar1 olusturur ve bu olaylarin sonucunda; zar degisimleri,
hiicre iskeleti ve ¢ekirdek degisimine yol agan hasarlar ortaya cikar (Oztiirk, 2002).
Baslangic kaspazlari bir kez aktive oldugunda diger prokaspazlar1 aktive eder.
Proteolitik olarak birbirlerini aktiflestiren kaspazlar bir kaskad seklinde islerler (Chou
ve ark., 2000). Boylece kaspazlar apoptozun baslatilma, yiiriitme ve sonlandirilmasinda
onemli  oyunculardir. Bu nedenle kaspazlarin  diisiik seviyesinin  veya
fonksiyonunlarinda bozulmanin, apoptoz azalmasina ve Kkarsinojenezise yol
acabilecegine inanmak mantiklidir (Wong, 2011).

Bir ¢alismada, caspase-9'un azalmasi, evre II kolorektal kanserli hastalarda sik
goriilen bir olay olarak bulunmustur ve kotii klinik sonugla iligkilidir (Shen ve ark.,
2010). Devarajan ve ark. (2002), kaspase-3-eksikli MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
apoptotik anti-kanser ilaglarna yanitta kaspaz-3 ekspresyonunu diizelterek apoptozise

ugrama duyarliligin arttirdigin1 gézlemlemistirler.

Oliim Reseptoriiniin Sinyallesmesinin Bozulmasi
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Oliim reseptorleri, TNFR1 (DR1: Death Receptor 1, dliim reseptorii 1), Fas
(DR2/CD95/APO-1), DR3 (APO-3), DR4 (APO-2/TRAIL-1: TNF-related apoptosis-
inducing ligand 1, TNF-iliskili apoptoz-indiikleyici Ligand reseptor 1), DR5 (TRAIL-
2), DR6, ektodisplazin A reseptorii (EDAR) ve NGF Reseptorii (NGFR)’'nii igerir.
Oliim reseptorleri ve ilgili ligandlari, apoptozun dissal yolaginda anahtar oyunculardir.
Bu reseptorler bir Olim domainimna sahiptir ve bir Olim sinyali tarafindan
tetiklendiginde, oliim domainma bir ka¢ molekil cekilir ve bu da bir sinyalleme
kaskadinin aktivasyonuyla sonuglanir. Bununla birlikte, 6liim ligandlar1 bir 6lim
domainina sahip olmayan tuzak O6liim reseptdrlerine de baglanabilir ve sinyalleme
kompleksleri olusturmay1 basaramaz. Oliim reseptdrlerinin azalmasi, fonksiyonunun
bozulmasi ve ya Oliim sinyallerin azalmasi, sinyal bozukluguna ve dolayisiyla
apoptozun azalmasina katkida bulunmaktadir (Wong, 2011).

Omegin, tedaviye direngli 16semi (Friesen ve ark., 1997) veya noroblastoma
(Fulda ve ark., 1998) hiicrelerinde azalmis bir CD95 ekspresyonunun rol oynadigi
bulunmustur. Reesink-Peters ve ark. (2004), servikal intraepitelyal neoplazi (CIN:
Cervical Intraepithelial Neoplasia) kanser dizisinde Fas kayb1 ve FasL, DR4, DR5, ve

TRAIL"n disregiilasyonunu karsinoienezisden sorumlu oldugu sonucuna varmaistir.

2.2.9. Kanser Tedavisinde Apoptozu Hedefleme

Cift tarafli bir kilig gibi, apoptotik yollardaki her kusur veya anormallik, kanser
tedavisinde ilging bir hedef olabilir. Literatiiriin bollugu, kanser tedavisinde apoptozu
hedeflemenin uygun oldugunu ileri siirer. Apoptotik sinyal yollarini normale
dondiirebilen ilaglar veya tedavi stratejileri, bu kusurlara-bagli canli kalan kanser
hiicrelerini yok etme potansiyeline sahiptir. Birgok yeni ve 6nemli bulgu, yeni anti
kanser potansiyeline sahip ila¢ siniflari i¢in yeni kapilar agmastir.

Literatiir zenginligi, apoptotik yolaklardaki kusurlarin karsinojenezisde 6nemli
bir rol oynadigini ve apoptozu hedefleyen bircok yeni tedavi stratejisinin uygulanabilir
oldugunu ve ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilabilecegini 6nermektedir. Bu
bulgularin bazilar1 pre-klinik ve digerleri zaten klinik aragtirmalara girmis durumdadir.
Ote yandan, apoptozu hedefleyen yeni molekiiller spesifik olarak tek bir yolak veya
protein lizerinde hareket ediyorsa, klinik yarar saglayacaktir. Bununla birlikte, klinik
deneylere giren molekiillerin ¢ogunun cesitli hedefleri vardir ve bunlar Bcl-2 ailesi

proteinlerinin birgok inhibitoriinii ve bazi pan-IAP inhibitorlerini i¢erir (Wong, 2011).
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2.3. Bitkisel Tip

Eski c¢aglarda, mevcut tek ilag bitkilerdi (Tobyn ve ark., 2011). Aslinda,
bitkilerin terapotik giicii insanlik kadar eskidir (Seca ve ark., 2014). Parlak kokulu ve
tibbi Ozelliklere sahip c¢ok sayida bitki eski Misirlilar, Romalilar ve Yunanlilar
tarafindan bilinmis ve kullamlmistir (Topkag1, 2016). Diinya Saglik Orgiitii raporlari,
kiiresel niifusun yaklasik % 80’inin hala botanik ilaglara dayandigini ve ¢esitli bitkisel
ilaglarin giinimiizde klinik kullanima girdigini gésteriyor (Seca ve ark., 2014).

Yerdeki 250.000-500.000 bitki tiiriiniin sadece %1-10'u, potansiyel tibbi
degerine gore kimyasal ve farmakolojik olarak incelenmistir (Verpoorte, 2000).
Geleneksel tip sistemlerinde 2000'den fazla bitki listelenmistir (Seca ve ark., 2014).
Bununla birlikte, bu bitkilerin olast tibbi uygulamalar1 hakkinda cok az bilgi
bilinmektedir.

Yabani otlardan elde edilen biyoaktif metabolitler, saglik yararlar1 nedeniyle
gida ve ilag endiistrilerinin ilgisini ¢ekmistir. Tarim arazilerinde, bahgelerde, yol
kenarlarinda biiyliyen ve hayatta kalmalari i¢in insan miidahalesine bagli olmayan
yabani otlar, ekim gerektirmedikleri i¢in ucuz bitkisel madde kaynaklaridir ve diisiik
maliyetli tirtinlere yol agabilir (Trimech ve ark., 2014). Bununla birlikte, yabani otlarin
biyoaktif sekonder metabolitlerde nispeten zengin oldugu hipotezini destekleyen
kanitlar vardir ve bu nedenle ilag kesfi igin umut verici kaynaklar olabilir (Giigliitiirk ve
ark., 2012). sentetik kimyanin son zamanlarda hakim olmasina ragmen, hastalik tedavisi
ve 0nlenmesinde ila¢ kesfetmek ve iiretmek i¢in biyoaktif bitkilerin veya ekstraktlarinin
bir yontem olarak yeni tiriinler sunma potansiyeli hala ¢ok biiyiiktiir (Kviecinski ve ark.,
2008). Bitki ekstraktlar1 igerisinde bulunan aktif ilkelerin arastirilmasi ¢ogu durumda
bilimsel bilgiyle birlestirilir ancak gelenekselkullanimin onaylanmasi gerekir.

Giiniimiizde bitki tirtinleri siklikla sentetik ilaglardan daha az zehirli ve daha az
yan etkiye sahip oldugu diisiiniilmekte ve sonu¢ olarak halk tarafindan c¢esitli
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Seca ve ark., 2014). Son
zamanlarda, minimal toksisite ile kanser tedavisi i¢in dogal olarak olugan kemoterapdtik
bilesiklerin tanimlanmasi lizerine daha ¢ok 6zen yogunlasilmistir (Merghoub ve ark.,
2017). alkaloidler, fenilpropanoidler ve terpenoidler gibi bitki kaynakli dogal iiriinler,
Antitiimor 6zelliklere sahip gruplardir (Park ve ark., 2007).
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Son yillarda, Inula tiirleri biyolojik faaliyetleri nedeniyle dikkat c¢ekmistir;
dolayistyla, ekstraktlari veya kimyasal bilesimlerinin arastirilmast baslanmigtir
(Topkagi, 2016). Literatiire ilk bakista, Inula viscosa’nin hem ekstraktlarinin hem de saf
izole edilmis sekonder metabolitlerinin biyolojik aktivite degerlendirmelerinin analiz
edilmesinde ciddi bir biiylik eksikligin var oldugu sonucuna variyoruz (Seca ve ark.,
2014).

2.4. Inula viscosa (L.) Aiton

Inula viscosa (L.) Aiton, Inuleae takimimdan Compositae (Asteraceae) ailesinde
yiizii agkin tiiri olan genis Inula cinsinin bir {iyesi olarak yaprak dokmeyen ve dogal
olarak yetisen bir bitkidir (Topkagi, 2016). Es anlamlilar1, Cupularia viscosa (L.) Godr.
& Gren.; Erigeron viscosus L.; Inula viscosa (L.) Aiton; ve Jacobaea viscosa (L.)
Merino’yu kapsar. Bazen sahte sar1 kafa, aromatik inula ve yapigskan fleabane olarak da
tanilir (Trimech ve ark., 2014). Araplar tarafindan "Taioon" ismi kullanilir (Saad ve
Said, 2011) ve Tirkdilinde ‘"yapiskan andiz otu (elecampane)" olarak
adlandirilmaktadir. Ancak, Dittrichia cinsinin taksonomik revizyonu, Inula viscosa (L.)
Aiton'un, Kabul edilen Dittrichia viscosa (L.) W.Greuter (Brullo ve Marco, 2000)
ismine es anlami oldugunu gostermistir ve bu taksonomik degisiklik online "Bitki
Listesi" veritabaninda dogrulanmistir (Seca ve ark., 2014). Ayrica dikkate deger olan,
Inula viscosa isminin kabul edilen taksonomik degisimden sonra dahi yayinlarda
goriinmeye devam etme gergegidir (Talib ve ark., 2012).

Asteraceae ailesi kozmopolit bir aile olarak neredeyse diinyanin dort bir yanina
yayilmistir; 6zellikle Glineybati Amerika, Meksika, Gliney Brezilya, Andes, Akdeniz
Bolgesi, Giineybat1 Asya, Orta Asya, Giiney Afrika ve Avustralya'da yayilmistir. Bu
aile tiirli yaklasik 1100 cins ve 2500 tiir icerir. Bunlardan 133 cins ve 1156 tiir dogal
olarak Tirkiye'de bulunmaktadir (Topkagi, 2016). Inula viscosa Akdeniz Havzasinda
yasayan cok yillik tibbi ve aromatik bir Saldiric1 yabani ottur (Celik ve Aslantiirk,
2010). Inula viscosa’nin temel yetisme yerleri nemli habitatlarda ¢akil nehir yataklari,
dag yamacinda yass1 ¢akillar, kumlu topraklar ve kayalik kiyilardaki volkanik
ciiruflardir; ikincil yetisme yerleri ise yol kenarlari, terk edilmis alanlar ve duvarlardir
(Topkagci, 2010).

Bitki uzun Omiirlii, tabaninda otsu, dikey sapli, yogunca glandiiler, killi ve

daima yesillesen (yaprak dokmeyen) bir ¢alidir (Brullo ve Marco, 2000) (Sekil 2). 40-
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130 cm yiikseklik (daha az siklikta 2 metre) ve 1 m geniglige sahiptir (Trimech ve ark.,
2014).

Sekil 2. Inula viscosa (L.) Aiton

2.4.1. Inula viscosa’min Terapotik Ozellikleri

Inula viscosa antik ¢aglardan beri antienflamatuar, antipiretik ve sakinlestirici
ozelliklerine sahip oldugu igin ilag olarak kullanilmigtir (Saad ve Said, 2011). Inula
viscosa’nin antiiilserojenik etkileri vardir (Alkofahi ve Atta, 1999), diisiige sebep olur
(Farnsworth ve ark., 1975), memelilerde zigot implantasyonunu engeller (Al-Dissi ve
ark., 2001), patojen mantarlarin biiyimesini onler (Maoz ve Neeman, 2000), ve giiglii
bir antioksidan aktiviteye sahiptir (Schinella ve ark., 2002). Inula viscosa sedef
hastaligina kars1 kullanilan genis sifali ot paletine de dahildir (Musthaba ve ark., 2011).

Urdiin geleneksel tibb1 Inula viscosa'ya balgam soktiiriicii, diiiretik, romatizmal
agr icin lapa, bronsit, tiiberkiilloz ve anemi tedavisi gibi ¢esitli kullanimlar atfeder,
ayrica giceklerinin dekoksiyonu kas gevsetici (Hudaib ve ark., 2008) ve anti-paraziter
(Afifi-Yazar ve ark., 2011) o6zelliklere sahiptir ve akciger kanseri i¢in kullanilmaktadir
(Wamidh ve ark., 2010).

Fas halk tibbinda romatizmal agr1 ve tiiberkiiloz i¢in lapa olarak, bronsit
tedavisinde balgam soktiirlicii olarak, anti-paraziter ve anti-anemik olarak, ve ayrica
hava kismi1 dekoksiyonu renal hastaliklarin tedavisinde ditiretik olarak kullanilmistir
(Merghoub ve ark., 2016). Ayrica Fas'm Giiney Dogu bolgesinde Inula viscosa yaprak
ve kokleri dekoksiyonu hipertansiyonu tedavi etmek i¢in geleneksel tipta (Tahraoui ve
ark., 2007) kullanirken, yaprak ve cicekleri dekokasyonu Inula helenium ve Inula
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konyza ile birlikte diabet mellitus tedavisinde kullanilan sifali bitkiler listesine dahil
edilmistir (Eddouks ve ark., 2007).

Greko-Arap ve Islamik geleneksel tibbinda Inula viscosa kokleri, antiseptik ve
balgam soktiiriicii madde olarak Okstiriik ve katarrh (nezle)’a karst da kullanilmistir
(Saad ve Said, 2011). Araplar, Inula viscosa'yr en énemli tibbi bitkilerden biri olarak
goriiyorlar, ¢iinkii 40 farkli rahatsizligi iyilestiriyor (Seca ve ark., 2014).

Giiney Italya’nin bazi bolgelerinde, Inula viscosa koklerinin kaynatilmist,
alerjik kokenli cilt tahrislerinin tedavisinde ve hava kisimlarinin kesim kanamasini
durdurmak i¢in kullanildig1 bildirilmistir (Passalacqua ve ark., 2007).

Filistin'de Inula viscosa yapraklari, kas gevsemesi ve kisirligi tedavi etmek i¢in
kullanilir (Kaileh ve ark., 2007).

Ispanyol halk hekimliginde bu bitki gastroduodenal bozukluklarin tedavisinde
kullanilmustir (Lastra ve ark., 1993).

Tiirkiye’de yesil yapraklart yaralar1 iyilestirmek icin kullanilmaktadir
(Topkag1, 2010).

2.4.2. Inula viscosa Bilesikleri

Inula viscosa’nin yaprak, c¢icek ve hava kisimlarindan simdiye kadar Kostik
asit, Izokostik asit (Cohen ve ark., 2006), Tomentosin, Iniiviskolide, Ilisik asit
(Merghoub ve ark., 2016), 7-O-Methylaromadendrin, Sakuranetin, Hispidulin, 3-
Acetyl-7-O-methylaromadendrin, 3-O-Methylquercetin, 3,3’-di-O-Methylquercetin, ve
Nepetin (6-metoksiluteolin) (Seca ve ark., 2014) gibi farmakolojik olarak aktif
bilesikler izole edilmistir. Bunlar fenolikler, flavonoidler, terpenoidler, seskiterpen
asitleri, seskiterpen laktonlar (Cohen ve ark., 2006), ve azulenler (Lauro ve Rolih, 1990)
siniflarinda yer almaktadir. Ugucu yaginin ana bilesenleri ise Seskiterpenler (en
yiiksek), Fenoller, Hidrokarbonlar, Monoterpenler, Aldehitler, Ketonlar, Diterpenler,

Alkoller ve Tetraterpenler olarak agiklanmistir (Alalan ve ark., 2015).

Seskiterpen Laktonlar

Seskiterpen laktonlar (SL’ler) son zamanlarda anti-neoplastik ve kemoterapik
ajanlar olarak farmakolojik O6zelliklerinden dolay1 incelenmistir (Rozenblat ve ark.,
2007). Bu bitki ekstraktlariin anti kanser etkisi seskiterpen bilesiklerine atfedilebilir

(Merghoub ve ark., 2017). Ayrica SL'ler, antienflamatuar ve mantar 6ldiiriicii 6zellikleri

21



ile de geleneksel tipta kullanilan cesitli tibbi bitkilerin aktif bilesenleri olarak
tanimlanmistir (Hwang ve ark., 1996). SL’lerin dort iskelet tipi, Eudesmanolidler,
Guaianolideler, Pseudoguainolideler ve Germakranolideler olarak asil anti-timorlii aktif

bilesikleridir (Seca ve ark., 2014).

Inuviskolide

Inuviskolide (Sekil 3) Inula viscosa biyolojik 6zelliklerinden sorumlu olan
Guaianolideler smifindan bir SL tiirii bilesiktir (Seca ve ark., 2014). Inuviskolide’nin
anti-enflamatuar (Abrham ve ark., 2010) ve antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu,
bazi1 kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksisite sergiledigi ve cilt hastaliklarina kars: etkili

oldugu bildirilmistir (Hernandez ve ark., 2001).

Sekil 3. Inuuviskolide kimyasal yapis1 (Cohen’den, 2006)

Tomentosin

Diger bir SL olan Tomentosin (Sekil 4), antienflamatuar (Hernandez ve ark.,
2007), hipoglisemik, hipolipidemik (Zeggwagh ve ark., 2006), antibakteriyel, antifungal
(Maoz ve Neeman, 1998) ve antimalaryal (Joshi ve ark., 1997) etkileri, ve ¢esitli insan
kanser hiicre dizileri iizerinde anti-proliferatif etkinligi (Talib ve Mahasneh, 2010) ile

bildirilmistir.

Sekil 4. Tomentosin kimyasal yapist (Cohen’den, 2006)
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Kostik Asit
Kostik asit (Sekil 5), Spodoptera littoralis kaynakli Sf9 hiicrelerine selektif
sitotoksik etkiler gostermistir (Merghoub ve ark., 2016).

Sekil 5. Kostik asit kimyasal yapisi (Cohen’den, 2006)

Flavonoidler

Flavonoidler ile azalmis kanser riski arasindaki iliski, flavonoidlerle zengin
sebze ve meyvelerin tiikketimi ile bildirilmistir. Flavonoidlerin kanser hiicrelerinde
apoptozu indiikledikleri iddia edilmistir (Park ve ark., 2007). Inula viscosa’dan izole
edilen flavonoidlerden olan 7-O-Methylaromadendrin, Sakuranetin, 3-Acetyl-7-O-
methylaromadendrin, 3,30 -di-O-Methylquercetin, Nepetin antikanser, antienflamatuar,
antidiabetik ve antioksidan aktiviteler gibi ilgin¢ biyolojik ozellikleri gosteren ¢ok
onemli bilesiklerdir, ve muhtemelen geleneksel tipta kullanimini destekleyen bazi

faaliyetlerden sorumlu bilesenler olabilir (Hernandez ve ark., 2007).

2.5. Akut Miyeloid Lésemi’de Tedavi

Tedavinin esasi sitorediiksiyon ve remisyonun saglanmasi igin yapilacak
kemoterapilere dayanir. 1970’lerden beri Ara-C ve antrasiklinler (genellikle
daunomycin kullanilir) AML tedavisinin temelini olusturmaktadirlar. Etoposide,
amsacrine, dexamethasone, 6-thioguanine, cyclophosphamide, mitoxantrone diger
kullanilan ilaglardir. Kemoterapi, remisyon indiiksiyon, MSS (Merkezi Sinir Sistemi)
proflaksisi ve post remisyon tedavisi evrelerinden olusur. Remisyon saglandiktan sonra
postindiiksiyon tedaviler gerekmektedir, yapilmazsa % 90 hastada relaps olur.

Risk grubuna goére ve uygun verici varliginda kemik iligi transplantsyonu
(KIT) yapilabilir. KIT yapilamazsa Ara-C, etoposide, mitoxantrone ve yiiksek doz
sitozin arabinosid ile L-asparaginase’dan olusan konsolidasyon kiirleri uygulanir (Altun,
2018).
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Radyasyon terapi yasamsal basi yapan ve daimi hasar riski olan kloromalarda
kullanilmaktadir. Radyasyon terapinin 6énemli indikasyonlar1 Spinal kord basisi, vena
cava superior sendromu, mediastinal kitleye bagli solunum yolu basisidir. Bu
komplikasyonlar steroidler ve kemoterapi ile giderilir. Diizelmeyen MSS tutulumunda

kranial radyoterapi uygulanir (Anak ve Uysalol, 2012).

2.5.1. Sitozin Arabinozid

Sitozin arabinozid (sitarabin, Ara-C) (Sekil 6) deoksisitidinin arabinosid
niikleozid analogu olarak akut l6semilerin ve lenfomanin tedavisinde kullanilmaktadir.
Sitarabin, intraseluler metabolik aktivasyonundan sonra DNA polimerazi inhibe eder ve
DNA’nin yapisina katilarak DNA replikasyonunu ve tamirini bozar. Sitarabin’in genis
doz aralig1 ve semas1 mevcuttur.

Doz ve semasina bagl olarak zincir uzamasinit durdurabilir, 6nceden replike
olmus DNA segmentlerini tekrar uzatabilir ya da DNA zincirinde kiriklar olusturabilir
(Vaughan ve ark., 1984). Bu olay DNA sentezinin sadece sentez fazinda (S fazi)
meydana gelir. Sitarabine daha uzun siire maruziyet, daha fazla sayida hiicreyi etkiler

(Orel, 2011).

HO O~ N

OH

Sekil 6. Sitarabin’in kimyasal yapis1 (sigma-aldrich’den, 2019)

Sitarabin niikleozid aracili hiicre i¢ine girer ve intraseliiler kinazlar tarafindan
ardigik ti¢ fosforilasyon ile aktif niikleotidi olan Ara-C trifosfata (Ara-CTP) gevrilir.
Ara-CTP dogal bir madde olan deoksisitidin trifosfat (d-CTP) ile DNA sentez ve tamir
enzimlerinin yapisina girmek i¢in yarisir. Bu sirada sitarabin ve Ara-C monofosfat

(Ara-CMP) hiicre i¢inde deaminazlar (sitidin deaminaz gibi) tarafindan inaktif formlar
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olan wuridin arabinozid (Ara-U) ve uridin arabinozid monofosfat (Ara-UMP)’a
doniistiiriiliir (ilag eliminasyonu) (Ho ve Frei, 1971). Tlacin kanser hiicresi icine alinmas1
ve metabolik yolaklardaki degisiklikler (hiicre zar1 gecirgenliginde azalma, deoksisitidin
aktivitesinde diisme, sitidin deaminaz yikim aktivitesinde artis) ilag direnciyle

sonuglanir (Grant, 1998).

Sitozin Arabinozid’in Toksisitesi

Sitarabinin konvansiyonel dozlarda toksik yan etkileri; kemik iligi
baskilanmasi, bulanti, kusma ve gastrointestinal mukozal hasardir (Stentoft, 1990).
Cocuklarda yiiksek ates, yorgunluk, myalji, kas ve kemik agrisi, dokiintii, konjunktivit
ve gOgiis agrisiyla seyreden bir sendrom da rapor edilmistir. Sitarabin ile birlikte
kortikosteroid kullanimi bu semptomlar1 dnlemektedir (Orel, 2011).

Sitarabinin yol actig1 norotoksisite yiiksek doz tedavi ile iligkilidir. ileri yas ve
hepatik ya da renal disfonksiyonu norotoksisite gelisiminde diger risk faktorlerdir.
Sitarabin norotoksisitesi en sik akut serebellar sendrom seklinde ortaya ¢ikar (Baker ve
ark., 1991). Serebellar sendromunda disartri, disdiadokinezi, dismetri ve ataksi baslica
bulgulardir. Sitarabinin serebellar toksisitesine karsi etkin bir tedavi yontemi yoktur.
Ancak en erken bulgulari (ataksi ve nistagmus) goriildiigiinde ilag tedaviden ¢ikarilir ve
destek tedavi baglatilir. Bircok olguda semptomlar ilacin kesilmesinden sonra bir hafta
icinde diizelirken; hastalarin %30’u tam olarak serebellar fonksiyonlar1 geri kazanamaz
(Orel, 2011).

Sitarabin ile iligkili diger norolojik toksisiteler, nobetler, ensefalopati, Periferal
Noropati, gecici bilateral rektus kas palsisi, Broca afazisi, Parkinsonizm, araknoidit
(intratekal tedavi ile) ve brakiyal pleksopatidir (Baker ve ark., 1991).

Ayrica yiiksek dozda dermatolojik ve okiiler toksik bulgular da goriilebilir
(Stentoft, 1990).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Calisma ve Kontrol Gruplarin Olusturulmasi

Deney Gruplar:

3 maruziyet siiresi (24, 48 ve 72 saat) grubunda kiiltiire edilmis AML M3 alt
tipi olan Kasumi-6 hiicrelere Ara-C, Inula viscosa Yaprak Ekstrakti (IVYE) ve Cigek
Ekstrakti (IVCE) soliisyonlar1 farkli 3 konsantrasyonda uygulandi. Konsantrasyonlar
IVYE ve IVCE i¢in 25, 50 ve 100 ug/ml ve Ara-C i¢in 0,1, 0,5 ve 1 pmol’d1 (Altun,
2018). Ayrca testin kontrollar1 paralel olarak ayni miktarlarda igerikler alarak (test

maddesi hari¢) her grup i¢in olusturuldu.

Negatif Kontrol

Hiicre siispansiyonuna diger gruplarda oldugu gibi sadece %1 oraninda
%10’luk DMSO (dimetil siilfoksit) eklendi. Ancak hig¢ bir test maddesi eklenmedi. Bu
kontrol apoptotik ve 6lil hiicrelerin bazal seviyesini tanimlamak i¢in kullanildi. Clinki,
indiiklenen apoptozun yoklugunda bile, ¢ogu hiicre popiilasyonu apoptoz i¢in pozitif
olan kii¢iik bir yiizdeyi icerir. Apoptoza ugrayan hiicrelerin yiizdesini belirlemek i¢in,
bu popiilasyondaki apoptotik yiizdesi test maddelere maruz birakilan popiilasyondaki
apoptotik yiizdesinden ¢ikarildi. Ayrica %10’luk DMSO’nun nihayi konsantrasyonunun
(% 1) hiicreye zararsiz oldugu da kontrol edildi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Bu calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemelerin listesi asagida
sunulmustur. Bu cihaz ve teknik malzemeler, Ondokuz Mayis Universitesi (OMU), Tip
Fakiiltesi, Immiinoloji-Alerji Anabilim Dali, Cocuk Immiinoloji ve Alerji
Laboratuvarina aittir.

-80°C derin dondurucu (ULT U100)

-20°C derin dondurucu (Siemens)

+4°C sogutucu (Vestel)

S1v1 azot tanki1 (Thermo SCIENTIFIC BIOCANE 20)

Santrifiij (niive NF 800)
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Mikrobiyolojik giivenlik kabin klas II (niive MN 090)
Inkiibatér (niive EC 160)

Inverted mikroskop (LEICA DMil)

Hiicre sayma cihazi (Countess™ I Automated Cell Counter)
Su banyosu (niive ST 30)

Sarjli Pipetér (LABSOLUTE)

Otomatik pipet (DRAGONLAB)

Flow Sitometeri cihazi1 (Becton Dickinson FACS Calibur)
Hassas terazi (KERN ABJ 220-4NM)

Vorteks (Labnet VVx100)

Steril polistiren konik tiipii (BD Falcon™)

Steril ependorf tiipti (KIRGEN)

Steril yuvarlak dipli polistiren test tiipii (FALCONR)
Steril plastik otomatik pipet ucu (BIOLOGIX)

Steril hiicre kiiltiir flask1 (Orange Scientific)

Steril pipet (Costarg)

Steril hiicre kiiltiir plakasi1 (SPL Life Science)

Ayrica OMU, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii, Arastirma

Laboratuvarinda Soxhlet cihazi ve Rotary Evaporatdr cihazi (BUCHI) kullamildi.

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar

asagida verilmistir:

Etil alkol (ISOLAB chemicals)
Steril damitlmis su (Polifarma)

L-glutamin soliisyonu (Diagnovum)

Insan rekombinant graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktorii (rhGM-CSF)

(STEMCELL)

Penisilin ve streptomisin soliisyonu 100X (Capricorn Scientific)

Fetal sigir serum (FBS: Fetal Bovine Serum) surubu (Diagnovum)
RPMI 1640 (RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) besiyeri 1X

DMSO (SIGMA Life Science)
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Kasumi-6 (ATCC® CRL-2775™)

Ara-C (SIGMA-ALDRICH)

Inula viscosa (Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii)

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen)

Anti CD45 (2D1) APC (Allophycocyanin) monoklonal Antikor (BD)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Biological Industries)
Trypan Blue Solution (SIGMA Life Science)

3.2. Metot

3.2.1. Ortamin ve Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Temizligi

Ekstrakt isleminde kullanilan Soxhlet ve Rotary Evaporator cihazina bagli cam
malzemeler musluk su ile 7-8 defa calkalandilar ve ¢amasir suyu igeren distile su
kovasinda 1 gece bekletildiler. Camasir suyundan tamamen uzaklastirilmasi igin sonraki
giin tekrar musluk suda 7-8 defa yikandilar ve 1 gece distile su iceren kovada
bekletildiler. Ertesi giin 40°C’lik etiivde kurutuldular. Sonra 180°C’de kuru sicak hava
sterilizasyonuna 2 saat tabi tutuldular. Laboratuvarin ¢alisma alanlari, laminar kabinin
ve inkiibator i¢i %70’lik alkol ile ¢alisma Oncesi ve sonrasi temizlendi. Ayrica ¢alisma
oncesi ve sonrasinda belli siireler ile hiicre kiiltiirii laboratuvari, giivenlik kabini ve
inkiibator UV lambalar ile steril edildi. Calisma sirasinda temiz Onlilk, maske, tek

kullanimlik galos ve eldiven kullanildi.

3.2.2. Inula viscosa Bitkisinin Etil Alkol Ekstraktinin Hazirlanmasi
Inula viscosa ekstrakti ve bilesikleri ticari olarak satilmamaktadir bunun i¢in
ham ekstrakt alma islemi laboratuvar ortaminda yapildi. Inula viscosa dogal olarak

Akdeniz bolgesi florasinda bulunmaktadir.

Bitkinin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Ogiitiilmesi

Bitki; ¢igeklenme doneminde (Eylil 2017) Akdeniz bdolgesinden (Tiirkiye,
Izmir) Dr. Unal KARIK (Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii) tarafindan toplandi. 7 giin
siireyle kuru ve karanlik ortamda kurutuldu. Tiir tespiti Dr. Unal KARIK ve Prof. Dr.
Kudret KEVSEROGLU (OMU, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii) tarafindan
yapildi. Ayrica bir adet kurutulmus materyal (herbarium) ‘KK18’ numara ile OMU
Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimiinde muhafaza edilmektedir (Sekil 6). Bitkinin
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cicek ve yapraklar ayrildiktan sonra ayri ayri 6gitiildii ve ekstrakt islemi baslanilana

kadar oda sicakliginda karanlik ve nemsiz ortamda saklandi.

Sekil 6. Inula viscosa toplanmasi ve kurutulmasi

Bitki Ekstraktinin Alinmasi ve Saklanmasi

Bu islem OMU, Miihendislik Fakiiltesi, Gida miihendislig Boliimii, Arastirma
Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Toz haline gelen 10 gr yaprak ve 10 gr ¢icek hassas terazi ile tartildi. Tartilan
yaprak ve cicekler ayr1 ayn filtre kagidina konuldu ve Soxhlet cihazinda 500 ml etil
alkol ¢oziicii ile 24 saat boyunca muamele edildi. Etil alkoliin buharlasmasini saglayan
sicaklik su banyosu ile temin edildi. Sicaklik 50°C’yi ge¢cmedi. Cihazdaki etil alkol
kaynama noktasia (78.37°C) gelince buharlasmaya basladi. Gaz halindeki etil alkol
problerden yukari ¢ikarak soguk ¢igek veya yapraklara temas etti ve sivi haline dondi.
Bu islem tekrarlaninca mahfaza doldu ve belli noktasina geldikten sonra sifon yapti.

Kag sifondan sonra etil alkol ¢6ziiciisii i¢inde ekstrakt elde edildi (Sekil 7).
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Sekil 7. Soxhlet cihazi ile Inula viscosa yaprak ve ¢igeginden ekstrakt alma

Ham bir ekstrakt elde etmek i¢in Rotary Evaporator cihaziyla elde edilen etil
alkollu ekstraktin etil alkolu uguruldu. Su banyosu sicakligi ile ekstraktin etil alkolu
buharlasti. Gaz halindeki etil alkol problarla cihazin diger boliimiine gegerek soguk su
dolasan problara temas etti ve sivi haline dondii ve ayr1 atik mahfezesine damla damla
dokildi (Sekil 8). Bu islem 5 saat devam edildi. Sicaklik 50°C’yi ge¢medi. Liyofilize
islemi in vivo ¢aligmalar1 i¢cin bu asamadan sonra yapilir. Ham ekstrakt bu in vitro

caligmasina uygundur. Elde edilen ham ekstrakt kullanilana kadar +4°C’de saklandi.
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Sekil 8. Rotary evaporatdr cihazi ile ham ekstrakt elde etme

3.2.3. Etken Maddelerin Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Bu asamadan itibaren calisma OMU, Tip Fakiiltesi, Immiinoloji-Alerji
Anabilim Dali, Cocuk Immiinoloji ve Alerji Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Calismanin mikrobiyal giivenlik kabini altinda kat1 steril kosullarinda yapilmasina 6zen

gosterildi.

%10’luk ve %2’lik DMSO Hazirlanmasi
100 pul DMSO, 900 pl steril distile suya eklendi (%10).
20 ul DMSo, 980 pl steril distile suya eklendi (%2).

IVYE Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
1 mg IVYE, 1 ml %10’luk DMSO iginde ¢ozildi. Stok soliisyonunun

konsantrasyonu (10° pg/ml) uygulanan standart konsantrasyonunun 10 katidr.
ng

IVCE Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
1 mg IVCE, 1 ml %10’luk DMSO iginde c¢oziildii. Stok soliisyonunun
konsantrasyonu (102 pg/ml) uygulanan standart konsantrasyonunun 10 katidar.

31



Ara-C Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
24,322 mg Ara-C, 1 ml %2’lik DMSO’da ¢oziildii (Formiil 1). Bu stok (100
umol) uygulanan standardin 100 katidir.

Formiill1. M=n.MA M =100 pmol . 243,22 gr/mol = 24,322 mg

3.2.4. Hiicreler i¢in Tam Biiyiime Ortaminin Hazirlanmasi

Kasumi-6 (ATCC® CRL-2775™) hiicre hatt1 i¢in gereken besiyeri, RPMI
1640, Gibco’dan satin alind1 ve kullanilana kadar +4°C’de saklandi. Bu besiyeri 2 mM
L-glutamin, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 4.5 g/L glikoz, 10 mM HEPES ve 1.0 mM
sodyum piruvat igermektedir. Ancak tam biliylime ortami elde etmek i¢cin RPMI 1640,
20% FBS ve 2 ng/ml rhGM-CSF ile takviye edildi. Hiicre kiiltiirii sirasinda
kontaminasyonu engellemek igin %1 Penisilin ve streptomisin antibiyotikleri de

eklendi. FBS, rhGMCSF ve antibiyatiklerin eklenmesi asagida anlatilmistir.

FBS

100 ml FBS, Diagnovum’dan satin alindi ve kullammma kadar -20 °C’de
saklandi. Kullanim sirasinda 37 °C su banyosunda ¢oziildii. Bu soliisyondan 100 ml
besiyeri hazirlamak i¢in %20 oraninda, 20 ml, alindi ve gerisi 20’ser ml steril polistiren

konik tiiplerinde sonraki kullanilmaya kadar -20 °C’de stoklandi.

Penisilin ve Streptomisin

100 ml penisilin ve streptomisin Capricorn’dan satin alindi ve kullanilana
kadar -20°C’de saklandi. Kullanim sirasinda 37 °C su banyosunda ¢oziildii. Bu
soliisyondan 100 ml besiyeri hazirlamak igin %1 oraninda, 1 ml, alind ve gerisi 1’er ml

steril ependorf tiiplerinde sonraki kullanilmaya kadar -20 °C’de stokland.

rhGM-CSF

100 pgr rhGM-CSF Stemcell’den satin alindi ve kullanilana kadar -80 °C’de
saklandi. Stok soliisyonu hazirlanmasinda -80 °C’den ¢ikarildi. Acilmadan Once
iceriginin dibe ¢okmesi i¢in 5 dk 130 x g’de santrifiij edildi. Liyofilize halinde olan
rhGM-CSF tam aktivitesini tekrar elde etmek igin 1 ml steril damitilmis su iginde
sulandirildi. Su viyalin duvarindan vial i¢ine koyuldu. Vorteks yapilmadi. Ka¢ dakika

icinde tlim icerik hemojen olarak suda ¢oziildii. Bu stok soliisyonunun konsantrasyonu
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10° ng/ml’dir. 100 ml besiyeri hazirlamak igin bu stoktan 2 pl alindi (Formiil 2) ve

gerisi steril epandorf tiiplerinde 2 pl olarak sonraki kullanima kadar -80 °C’de stoklandi.
Formiil2. C;.Vi=C;.V, 10°ng/ml.Vi=2ng/ml.100ml  Vi=2pl

Sonug olarak 20 ml FBS, 1 ml penisilin ve streptomisin, 2 ul GM-CSF ve
78.98 ml RPMI 1640 ile 100 ml tam biiyiime ortam1 elde edildi ve kullanilmaya kadar

+4 °C’de sakland1 ancak 1 ay1 gegmedi ve renk degisikligi goriinmedi.

3.2.5. Hiicre Dondurucu Soliisyonunun Hazirlanmasi
Dondurucu soliisyonu %10 oraninda DMSO igeren tam biiyiime ortamidir. 900

ul tam biiylime ortamina 100 pl DMSO konuldu.

3.2.6. Hiicre Hattimin Kiiltiirii
Tim hiicre kiiltiirii islemleri laminar kabini altinda kati steril kosullarda

yapild.

Hiicre Dizilerinin Temini ve Saklanmasi

Kasumi-6 (ATCC® CRL-2775™) hiicre hatti Amerika Hiicre Kiiltiir
Koleksiyonu (American Type Cell Culture, ATCC) bankasindan satin alindi. Tiim
kaplar1 s1zint1 veya kirilma acgisindan kontrol edildi. Kuru buz ambalajindan ¢ikarildi ve
kullanima hazir olana kadar (3 hafta) -80 °C’de saklandi. Hiicre hatt1 6zellikleri Sekil

9’da sunulmustur:
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@ Q Description

ATCC Organism: Homo sapiens, human

Tissue: peripheral blood
Disease: acute myeloid leukemia, subtype M2
Cell Type: myeloblast

Kasumi-6 (ATCC® CRL- Rt yas wilil
27757M) Gender: mae

Morphology: myeloid leukemia
Growth Properties: suspension
DNA Profile:

Please read this FIRST Amelogenin: X.Y

CSF1PO: 10,12

D13S317:8,12

D16S539: 9,10

D5S818: 11

D7S820: 9,11

THO1:69

TPOX: 89

VWA: 17

Cytogenetic Analysis: 45, XY -9 add(12)(p11),add(13)(p11)

liquid nitrogen
vapor phase

Sekil 9. Kasumi-6 (ATCC® CRL-2775™) ézellikleri (ATCC’den, 2019)

Dondurulmus Hiicrelerin Coziiniilmesi

Hiicre viyali 37 °C su banyosunda 2 dk hafifce calkalayarak ¢oziildii.
Kontaminasyon olasiligin1 azaltmak i¢in, kapagi sudan uzak tutuldu. Coziiliir ¢oziilmez
su banyosundan cikarildi ve %70 etanola daldirilarak dekontamine edildi. Hiicre

stispansiyonundan 10 pl hiicre sayimi i¢in alindi.

Kriyoprotektif Ajanin Cikarilmasi
Kriyoprotektif ajanin ¢ikarilmasi i¢in hiicre siispansiyonu 8 dk 125 x g’de

santrifiij edildi ve slipernatant1 atild1.

Hiicrelerin Flaska Aktarilmasi ve Kiiltiire Baslanmasi

Hiicre pelleti 25 cm?’lik flaskta 10 ml taze tam biiyiime ortanu ile tekrar
siispansiyon edildi. Inverted mikroskopta incelendikten sonra (Sekil 10) inkiibatore
yatay olarak yerlestirildi. Tam biiyiime ortaminin normal pH (7.0-7.6)’e erismesini
saglamak icin iceren flask 6nceden 15 dk inkiibatdre yerlestirildi. Inkiibatdr dnceden
hava atmosferinde %5 CO> ve 37 °C’ye ayarlandi ve su mahfezesi steril damitilmis su
ile doldiirtldi.
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Sekil 10. Hiicrelerin inverted mikroskopta ilk goriiniimii

Hiicrelerin Sayilmasi ve Canlilik yiizdesinin Belirlenmesi

Hiicrelerin sayilmasi hiicre sayimi Countess™ II Automated Cell Counter
cihazinda gergeklestirildi. Canli hiicreler tripan mavisi boyasini hiicre igine almazken,
6lu hiicreler bozulmus hiicre membranlarindan dolay1 boyay1 hiicre icerisine alabilirler.

10 pl hiicre siispansiyonu 10 pl tripan mavisi ile karistirildi. 10 pl bu
karisimdan cihaza ait 6zel laminin uygun yerine konuldu ve cihaza takildu.

Hiicrelerin sayilmasi ayrica etken maddeleri uygulamadan ve hiicreleri

dondurmadan 6nce de yapildi.

Hiicrelerin Inkiibasyonu

Hiicre inkiibasyonu hiicreler cogalana kadar devam edildi. Her giin flask gorsel
olarak mikrobiyal kontaminasyon ve besiyerin renk degisikligi acisindan kontrol edildi.
Ayrica hiicre yogunlugu ve mikrobiyal kontaminasyonu kontrol etmek iizere faz
kontrast optik donatimli inverted mikroskop ile incelendi. Inkiibatériin ayarlari ve CO2

mahzeni de kontrol edildi.

Hiicre Kiiltiiriiniin Devamlihginin Saglanmasi
Hiicre kiiltlirliniin devamliligin1 saglamak i¢in her 2-3 giinde bir hiicre
yogunluguna baglh olarak 3 islem yapildi: besiyeri yenilenmesi, besiyeri eklenmesi ve

pasajlamasi ve tekrar inkiibatore yerlestirildi.

Pasajlama
Inverted mikroskopta hiicre yogunlugu flaskin %75 ini kapladiginda pasajlama
yapildi. Flask icerigi 10 ml’lik tek kullanimli pipet ve otomatik pipetdr kullanilarak 15
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ml’lik steril polistiren konik tlipine aktarildi. 8 dk 125 x g’de santrifiij edildi.
Siipernatant atildi. Hiicre pelleti iki steril 25 ¢cm®lik flaska her birinde 10 ml taze

besiyeri olacak sekilde aktarildi.

Besiyeri Yenilenmesi

Besiyeride renk degisimi olusduysa veya inverted mikroskop yardima ile hiicre
yogunlugu flaskin yarisim1 kapladiginda besiyeri yenilendi. Flask igerigi 10 ml’lik tek
kullanimli pipet ve otomatik pipetor kullanilrak 15 ml’lik steril polistiren konik tiipline
aktarildi. 8 dk 125 x g’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Hiicre pelleti yeni bir steril
25 cm®lik flaska 10 ml taze besiyeri olacak sekilde aktarildi.

Besiyeri Eklenmesi
Inverted mikroskopta 3. giinde hiicre yogunlugu flaskin yarisindan azim
kapladiginda ve flaskin kapasitesi izin verdiyse besiyeri eklendi. 10 ml taze besiyeri 10

ml’lik tek kullanimlik pipet ve otomatik pipetor kullanarak flaska eklendi.

3.2.7. Hiicre Kiiltiirii Mikroplakalarma Hiicre Ekimi

Kiiltiirden 3 pasaj sonrasi ¢ok miktarda hiicre (yaklasik 6 . 10° hiicre/ml) elde
ettikten sonra (Sekil 11) hiicre ekimi yapildi. Hiicre siispansiyonu 8 dk 125 x g’de
santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Hiicre pelletine 54 ml taze besiyeri eklendi. Sekil
12°de gosterildigi gibi bitki ekstrakti kuyucuklarma 900 pl, Ara-C Doz: kuyucuguna
999 ul, Ara-C Doz; kuyucuguna 995 ul, Ara-C Dozz kuyucuguna 990 ul ve kontrol
kuyucuklarina 990 pl hiicre siispansiyonu konuldu (kuyucuk basina en az 10° hiicre).
Diger kuyucuklara besiyerinin buharlasmasini azaltmak amaciyla 1ml steril distile su
konuldu. Her maruziyet siiresi i¢in bir kiiltlir plakasi hazirlandi (toplam 3 plaka).
Hiicrelerin kuyucuklarda diizenli ve esit sekilde dagilip dagilmadiklar1 ve saglikli olup
olmadiklar1 inverted mikroskopta incelendi. Plakalar 24 saat boyunca 37 °C’de %5 CO2

igeren etiivde inkiibe edildi.
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Sekil 11. Hiicrelerin ¢cogaldiktan sonra inverted mikroskopta goriiniimi

Dozl Kontrol1 Doz2 Kontrol2 Doz3 Kontrol 3
Afa-c

Sekil 11. Plakalarda Hiicre ekimi diizeni; IVYE: Inula viscosa Yaprak Ekstrakti, IVCE: Inula viscosa
Cigek Ekstrakti, Ara-C: Sitarabin. IVYE-Dozl, IVYE-Doz2, IVYE-Doz3, IVCE-Dozl, IVCE-
Doz2, IVCE-Doz3 kuyucuklarina 900 pl besiyeri, AraC-Dozl kuyucuguna 999 pl besiyeri,
AraC-Doz2 kuyucuguna 995 ul besiyeri, AraC-Doz3 ve tiim kontrol kuyucuklarina 990 pl

besiyeri, kalan diger kuyucuklara steril distile su konuldu.

3.2.8. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi
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Hiicre ekiminden sonra kalan hiicreler 1 ml dondiiriicii soliisyonunda sivi azot

tankinda (-130 °C) donduruldu.

3.2.9. Test Maddelerin Uygulanmaya Hazirlanmasi

Bitki ekstrakti i¢in 1:2 oraninda seyreltme yapildi. Bunun i¢in Sekil 13’°de
gosterildigi gibi Dozz kuyucuklarina 800 pl IVYE ve IVCE konuldu. Doz, ve Doz:
kuyucuklarina 400 ul besiyeri konuldu. Dozz kuyucuklarindan 400 pl Doz,
kuyucuklarina aktarildi. Yine iyice pipetaj yapildi ve 400 ul bu kuyucuklardan Doz;
kuyucuklaria aktarildi ve iyice karistirildi. Doz; kuyucugundan 400 pl atildi.

Doz 1 Doz 2 Doz 3

( 60D
oS0,
000
OO0

Sekil 13. Inula viscosa yaprak ve c¢igek ekstraktinin dizi seyreltmeleri (1:2 oraninda). IVYE: Inula

IVGE

99000
9000
OO0

viscosa Yaprak Ekstrakti, IVCE: Inula viscosa Cigek Ekstrakti, Ara-C: Sitarabin. Dozs
kuyucuklarina 800 pl IVYE ve IVCE, Doz, ve Doz; kuyucuklarina 400 pl besiyeri konuldu.
Dozz kuyucuklarindan 400 pl Doz, kuyucuklarina aktarildi. 400 pl bu kuyucuklardan Doz
kuyucuklarina aktarildi ve iyice karistirildi. Doz; kuyucuklardan 400 pl atildi.

3.2.10. Hiicrelerin Test Maddeler ile Maruziyeti

Hiicre ekimi yapilmis plakalara 24 saat inkiibasyondan sonra seyreltmeleri
yapilmis bitki ekstraktlarindan 100’er pl uygun kuyucuklara uygulandi. Ayni1 zamanda
1:10 oraninda seyreltilmis oldu. Ara-C i¢in Dozi, Doz, ve Dozz kuyucuklarina stok Ara-

C soliisyonundan sirasiyla 1, 5 ve 10 pl konuldu (Formiil 3).
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Formiil3. M:.Vi=M2.V; 100 pmol . V1 =10,1 pmol . 1000 pl  Vi=1 pl
100 pmol . V1 =10,5 pmol . 1000 pl Vi =5 pul
100 pmol . Vi =1 pmol . 1000 pl Vi =10 pl

Ayrica  kontrol gruplarma 10’er pl %10’luk DMSO eklendi. Son
konsantrasyonlar sekil 14’te gosterilmistir. Plakalar gruplara gore 24, 48 ve 72 saat
boyunca 37 °C'de %5 CO2’li inkiibatérde inkiibe edildi.

Dozl Kontroll Doz2 Kontrol2 Doz3 Kontrol3

IVGE

Ara-C

0000
0009
0000
0009
0000
0000,

Sekil 14. Maruziyet plakasinda son konsantrasyonlar. IVYE: Inula viscosa Yaprak Ekstrakti, IVCE: Inula
viscosa Cigek Ekstrakti, Ara-C: Sitarabin.

3.2.11. Apoptoz Ol¢iimii icin Hiicrelerin Boyanmasi

Apoptoz tayini {ireticinin onerileri dogrultusunda FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit | (BD Pharmingen) kullanilarak, BD FACSCalibur flow sitometresinde
degerlendirildi. apoptozun erken doneminde hiicre zarinin i¢ yiizeyinde bulunan lipit
tabakasindaki fosfatidilserin hiicre zarinin dis lipit tabakasina gegis yapar. Annexin V
fosfatidilserine baglanabilen bir FITC (floresan izotiyosiyanat) isaretli proteindir ve
fosfatidilserine baglanarak apoptotik hiicreyi goriiniir hale getirir. Bu baglanma orani

flow sitometri ile Olciilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerde de annexin baglanmasi
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goriilebilecegi i¢in ayrica vital bir boya olan propidiyum iyodiir (PI) ile de boyama

yapilir. Canli hiicreler zarlar1 saglam oldugundan PI boyasi ile boyanmazlar.

Hiicrelerin Anneksin V / PI ile Boyamasi:

Hiicreler protokola gore Annexin V, Pl ve CD-45 ile boyandi. Kisacasi, hiicre
suspansiyonu;

5 mI’lik test tiiplerine aktarildu.

2 defa 1ml soguk PBS ile yikandi.

1X Baglama Tamponu iginde yeniden siispansiyon haline getirildi (108
hiicre/ml).

Bu suspansiyondan 100 pl (10° hiicre/ml), 5 ml'lik tiiplerine aktarildi.

5 ul FITC Annexin V, 5 pul Pl ve 5 pl APC CD-45 eklendi.

Yavasca vortekslendi.

15 dk karanlikta ve oda sicakliginda (25 °C) inkiibe edildi.

Her bir tiipe 400 pl 1X Baglama Tamponu eklendi.

Apoptotik Hiicrelerin Flow Sitometresinde Sayilmasi

Numunelerin 1 saat i¢cinde akis sitometresinde Anneksin V ve PI yiizdeleri
belirlenerek apoptoz orani elde edildi. Her 6rnekde en az 10.000 hiicre degerlendirildi.
Canli hiicreler FITC (-) / PI (-), erken apoptotik hiicreler FITC (+) / PI (-) ve geg
apoptotik veya nekrotik hiicreler FITC (+) / PI (+) olarak ayirt edildi. Erken ve geg
apoptotik bolgelerin yiizdesi, apoptoz olarak kabul edildi (Sekil 15). Bu tahlil, apoptotik
6lime maruz kalan hiicreler ile nekrotik bir yolun sonucu 6len hiicrelerin arasinda
ayrim yapmaz, ¢linkii her iki durumda da 6lii hiicreler hem FITC Annexin V hem de Pl
ile lekelenir.
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Annexin-\ FITC

Sekil 15. Flow sitometri sonucu analizi; Erken apoptotik, ge¢ apoptotik, nekrotik ve canli hiicreler bolgesi

ayrilmasi

3.2.12. istatistiksel Analiz

Varsayimlar ~ saglanmadigindan  sinamalarda  non-parametrik  testler
kullanilmigtir. Gruplar arasindaki istatistik farkliliklar, Wilcoxon testi ve Friedman testi
ile paket program SPSS 18.0. kullanarak belirlendi. Farklar p<0,05'de anlamli kabul
edildi. Grafikler Microsoft Excel ile ¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1. Inula viscosa Ekstrakti
10 gr Inula viscosa yapragindan 2,3 gr ekstrakt (%23 verim) ve 10 gr
ciceginden 1,2 gr ekstrakt (%12 verim) elde edildi.

4.2. Kiiltiire Edilen Hiicrenin Sayisi
6 . 10° hiicre/ml total hiicreden 5,5 . 10° hiicre/ml (%92) canli hiicre sayildi.

4.3. Flow Sitometri Sonuglar:

AML-M: alttipi (Kasumi-6) hiicre hatt1 {izerinde Ara-C, Inula viscosa yaprak
ve c¢icegi etanolik ekstraktinin apoptoz, viabilite ve hiicre c¢ogalmasina etkileri
aragtirtlmistir. 0,1, 0,5 ve 1 umol Ara-C (sitarabin), 25, 50 ve 100 pg/ml Inula viscosa
Yaprak Ekstrakti (IVYE) ve Inula viscosa Cigek Ekstrakti (IVCE)’ye 24, 48 ve 72. saat
maruz birakildiktan sonra APC Anti CD-45, FITC Annexin V ve Pl (propidiyum
iyodiir) ile boyanan 10000 AML hiicrenin Flow sitometrik goriintiileri sekil 16-24’te ve
apoptotik ve canli hiicre sayilar1 Tablo 2’de gosterilmistir. IVYE ve IVCE, AML hiicre
hattin1 kontrole gére kismen ve ayni oranda apoptoza sokabilmekte, ancak Ara-C’ye

gore bu apoptoz orani oldukea diisiik kalmakdadir (Sekil 16-24).
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Sekil 16. 24. saatte 0,1 pmol Ara-C (sitarabin), 25 pg/ml IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakt1) ve IVCE
(Inula viscosa Cicek Ekstrakti) etken maddelere maruz birakilan 10000 AML (Akut Miyeloid
Losemi) hiicrelerinin Anti CD-45, Annexin V ve PI (Propidiom iodid) ile Calibur flow

sitometrisinde ayrilmasi
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Sekil 17. 24. saatte 0,5 pmol Ara-C (sitarabin), 50 pg/ml IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakti) ve IVCE
(Inula viscosa Cigek Ekstrakti) etken maddelere maruz birakilan 10000 AML (Akut Miyeloid
Losemi) hiicrelerinin  Anti CD-45, Annexin V ve PI (Propidiom Iodid) ile Calibur

flowsitometrisinde ayrilmasi
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Sekil 18. 24. saatte 1 pmol Ara-C (sitarabin), 100 pg/ml IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakti) ve IVCE
(Inula viscosa Cigek Ekstrakti) etken maddelere maruz birakilan 10000 AML (Akut Miyeloid
Losemi) hiicrelerinin  Anti CD-45, Annexin V ve PI (Propidiom Iodid) ile Calibur

flowsitometrisinde ayrilmasi
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Sekil 19. 48. saatte 0,1 pmol Ara-C (sitarabin), 25 png/ml IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakti) ve IVCE
(Inula viscosa Cigek Ekstrakti) etken maddelere maruz birakilan 10000 AML (Akut Miyeloid
Losemi) hiicrelerinin  Anti CD-45, Annexin V ve PI (Propidiom Iodid) ile Calibur

flowsitometrisinde ayrilmasi
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Page 3

Sekil 20. 48. saatte 0,5 pmol Ara-C (sitarabin), 50 pg/ml IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakti) ve IVCE
(Inula viscosa Cigek Ekstrakt1) etken maddelere maruz birakilan 10000 AML (Akut Miyeloid
Losemi) hiicrelerinin Anti CD-45, Annexin V ve PI (Propidiom lodid) ile Calibur

flowsitometrisinde ayrilmasi
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Page 5

Sekil 21. 48. saatte 1 pmol Ara-C (sitarabin), 100 pg/ml IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakti) ve IVCE
(Inula viscosa Cigek Ekstrakti) etken maddelere maruz birakilan 10000 AML (Akut Miyeloid
Losemi) hiicrelerinin Anti CD-45, Annexin V ve PI (Propidiom lodid) ile Calibur

flowsitometrisinde ayrilmasi
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Sekil 22. 48. saatte 0,1 umol Ara-C (sitarabin), 25 pg/ml IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakt1) ve IVCE
(Inula viscosa Cigek Ekstrakt1) etken maddelere maruz birakilan 10000 AML (Akut Miyeloid
Losemi) hiicrelerinin  Anti CD-45, Annexin V ve PI (Propidiom Iodid) ile Calibur

flowsitometrisinde ayrilmasi
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1t Pane 2

Sekil 23. 48. saatte 0,5 umol Ara-C (sitarabin), 50 pg/ml IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakti) ve IVCE
(Inula viscosa Cigek Ekstrakti) etken maddelere maruz birakilan 10000 AML (Akut Miyeloid
Losemi) hiicrelerinin  Anti CD-45, Annexin V ve PI (Propidiom Iodid) ile Calibur

flowsitometrisinde ayrilmasi
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Pana B

Sekil 24. 48. saatte 1 pmol Ara-C (sitarabin), 100 pg/ml IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakti) ve IVCE
(Inula viscosa Cigek Ekstrakti) etken maddelere maruz birakilan 10000 AML (Akut Miyeloid
Losemi) hiicrelerinin  Anti CD-45, Annexin V ve PI (Propidiom Iodid) ile Calibur

flowsitometrisinde ayrilmasi
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Tablo 2. Deney gruplar1 ve kontrollerin farkli konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde apoptotik ve

canli hiicrelerinin flow sitometride sayilari

Etkenmadde inkiiba Etkenmadde ~\PoProtik — Canh Kontrol Kontrol

(10000 syon knsantrasyon AML AM L apOPtOt'k Cfmh
hiicre/ml) siiresi u hiicre hiicre hiicre hiicre
sayisi sayisi sayisi sayisi

0,1 pmol 1684 5996 159 9320

AML/Ara-C 24 saat 0,5 pmol 1773 5531 134 9275
1 pmol 1269 7215 103 9425

0,1 pmol 2796 844 248 9057

AML/Ara-C 48 saat 0,5 npmol 3097 771 270 8309
1 pmol 2747 1005 215 8960

0,1 pmol 2861 303 176 9188

AML/Ara-C 72 saat 0,5 pmol 2576 324 143 9292
1 pmol 2718 320 165 9220

25 pg/ml 296 8999 103 9393

AML/IV-YE 24 saat 50 pg/ml 199 9369 66 9505
100 pg/ml 202 9205 132 9213

25 pg/ml 266 8671 66 9243

AML/IV-YE 48 saat 50 pg/ml 273 8788 51 8985
100 pg/ml 223 8761 77 9277

25 pg/ml 240 8850 66 8683

AML/IV-YE 72 saat 50 pg/ml 203 8675 47 9530
100 pg/ml 337 8442 61 9425

25 pg/ml 246 9268 80 9458

AML/IV-CE 24 saat 50 pg/ml 166 9427 92 9434
100 pg/ml 185 9291 104 9426

25 ng/ml 1756 5674 99 9064

AML/IV-CE 48 saat 50 pg/ml 177 8824 101 9233
100 pg/ml 215 8999 107 9265

25 ng/ml 356 8416 78 9414

AML/IV-CE 72 saat 50 pg/ml 238 9080 54 9450
100 pg/ml 358 7753 58 9461

Ara-C uygulanan deney grubunda 0,5 pmol dozu apoptozu en iyi sekilde
tetiklemistir ve en ¢ok apoptoz 48. Saatte 0,5 dozunda gozlemlenmistir. AraC’nin her li¢
konsantrasyonu 48. Saatte 24. Saate gore bir artis ve 72. Saatte bir diisiis gdstermistir.
Ayni saatlerde Ara-C dozu arttikga apoptoz artmamustir (Sekil 25).

IVYE’nin en fazla apoptozu 100 pg/ml konsantrasyonda 72. saatte tespit
edilmistir. 100 pg/ml IVYE apoptozu zamana bagimli bir sekilde tetiklemistir.
IVYE’nin 25 pg/ml dozunda zaman arttik¢a apoptoz azalmistir. Ayni saatlerde IVYE
dozu arttik¢a apoptoz artmamustir (Sekil 26).

IVCE’nin en fazla apoptozu 25 pg/ml konsantrasyonda 48. saatte

indiiklenmistir. Bu dozda apoptoz 48. Saatte artis ve 72. Saatte diigiis gOstermistir.
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Diger iki doz ise (50 ve 100 pg/ml) apoptozu zamana bagl bir sekilde tetiklemistir.
Ayni saatlerde IVCE dozu arttik¢a apoptoz artmamustir (Sekil 27).

3500
3000 AN

2500 / g E

2000 /// 0,1 pmol
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w1 umol
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0 T T 1

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 25. Ara-C’nin zaman ve konsantrasyona gore 10000 AML hiicresinde apoptoz seyri
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Sekil 26. IVYE’nin zaman ve konsantrasyona gore 10000 AML hiicresinde apoptoz seyri
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Sekil 27. IVCE’nin zaman ve konsantrasyona gore 10000 AML hiicresinde apoptoz seyri

4.4. istatistik Sonuclar

Her bir deney grubunun farkli konsantrasyonlardaki apoptotik (Annexin V) ve
canli (PI) hiicre sayilari kendi kontrolleriyle karsilastirilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi (Tablo 3).

Inula viscosa Yaprak Ekstrakti (IVYE) uygulanan ii¢ farkli konsantrasyona
(25, 50 ve 100 pg/ml) sahip deney grubundaki hiicrelerin, birinci mitoz gegirdikleri
24 saatte apoptotik hiicre sayilarinin kontroller ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde
arttig1 (p<0,5), viabilitenin ise deney gruplarinda kontrollere gore azaldigi gézlendi
(p<0,05). Bu grubun 48. saatlik inkiibasyonunda, deney gruplar1 kontroller ile
karsilagtirildiginda ayni sekilde apoptotik hiicre sayisinin arttii (p<0,05), viabilitenin
ise azaldig1 gozlendi (p<0,05). 72. saatlik inkiibasyonunda ise, deney gruplar1 kontroller
ile karsilastirildiginda yine ayni sekilde apoptotik hiicre sayisinin arttigr (p<0,05),
viabilitenin ise azaldig1 gozlendi (p<0,05) (Tablo 3).

Inula viscosa Cigek Ekstrakti (IVCE) uygulanan ti¢ farkli konsantrasyona (25,
50 ve 100 pg/ml) sahip deney grubundaki hiicrelerin, birinci mitoz gegirdikleri 24.saatte
apoptotik hiicre sayilarinin kontroller ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde arttigi
(p<0,5), viabilitenin ise deney gruplarinda kontrollere gore azaldigi gézlendi (p<0,05).
Bu grubun 48. saatlik inkiibasyonunda, deney gruplar1 kontroller ile karsilastirildiginda

ayni sekilde apoptotik hiicre sayisinin arttigi (p<0,05), viabilitenin ise azaldig1 gozlendi
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(p<0,05). 72. saatlik inkiibasyonunda ise, deney gruplar1 kontroller ile
karsilastirildiginda yine ayni sekilde apoptotik hiicre sayisinin arttigir  (p<0,05),
viabilitenin ise azaldig1 gozlendi (p<0,05) (Tablo 3).

Ara-C uygulanan ii¢ farkli konsantrasyona (0,1, 0,5 ve 1 umol) sahip deney
grubundaki hiicrelerin, birinci mitoz gegirdikleri 24.saatte apoptotik hiicre sayilarinin
kontroller ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde arttigi (p<0,5), viabilitenin ise
deney gruplarinda kontrollere gore azaldig1 gozlendi (p<0,05). Bu grubun 48. saatlik
inkiibasyonunda, deney gruplar1 kontroller ile karsilastirildiginda ayni sekilde apoptotik
hiicre sayisinin arttig1 (p<0,05), viabilitenin ise azaldig1 gozlendi (p<0,05). 72. saatlik
inkiibasyonunda ise, deney gruplari kontroller ile karsilagtirildiginda yine ayni sekilde
apoptotik hiicre sayisinin arttig1 (p<0,05), viabilitenin ise azaldigi goézlendi (p<0,05)
(Tablo 3).

Her ii¢ grupta da gozlemledigimiz apoptozun atmasi viabilitenin ise azalmasi
bize hiicre ¢cogalmasinin baskilandigini gostermistir. IVYE ve IVCE’ nin apoptotik etkisi
karsilastirdiginda ayn1 ve antiproliferatif etkisi ise [VCE daha etkin bir ekstrakttir.
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Tablo 3. Deney gruplart ve kontrollerin farkli konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerde apoptoz ve canli

hiicre sayilariin istatistiksel karsilastirilmasi.

inkii P

Etken Apoptoti  Kontrol . . Canh Kontro . .
Etken madde  basyo madde kpAR/IL apoptoti degeri AML  1canh degeri
(10000 n K tras hii X hii hi hii
hiicre/ml) siires nsan ucre ucre ucre ucre
i yonu sayisi sayisli sayisi sayisi
24 0,1 umol 1684 159 <0,5 5996 9320 <0,5
AML/Ara-C saat 0,5 umol 1773 134 <0,5 5531 9275 <0,5
1 umol 1269 103 <0,5 7215 9425 <0,5
48 0,1 umol 2796 248 <0,5 844 9057 <0,5
AML/Ara-C saat 0,5 umol 3097 270 <0,5 771 8309 <0,5
1 umol 2747 215 <0,5 1005 8960 <0,5
79 0,1 pmol 2861 176 <0,5 303 9188 <0,5
AML/Ara-C saat 0,5 pmol 2576 143 <0,5 324 9292 <0,5
1 umol 2718 165 <0,5 320 9220 <0,5
24 25 pg/ml 296 103 <0,5 8999 9393 <0,5
AML/IV-YE saat 50 pg/ml 199 66 <0,5 9369 9505 <0,5
100 pg/ml 202 132 <0,5 9205 9213 <0,5
48 25 pg/ml 266 66 <0,5 8671 9243 <0,5
AML/IV-YE saat 50 pg/ml 273 51 <0,5 8788 8985 <0,5
100 pg/ml 223 77 <0,5 8761 9277 <0,5
72 25 pg/ml 240 66 <0,5 8850 8683 <0,5
AML/IV-YE cafll 50 pg/ml 203 47 <0,5 8675 9530 <0,5
100 pg/ml 337 61 <0,5 8442 9425 <0,5
24 25 pg/ml 246 80 <0,5 9268 9458 <0,5
AML/IV-CE saat 50 pg/ml 166 92 <0,5 9427 9434 <0,5
100 pg/ml 185 104 <0,5 9291 9426 <0,5
48 25 ng/ml 1756 99 <0,5 5674 9064 <0,5
AML/IV-CE saat 50 ng/ml 177 101 <0,5 8824 9233 <0,5
100 pg/ml 215 107 <0,5 8999 9265 <0,5
79 25 ng/ml 356 78 <0,5 8416 9414 <0,5
AML/IV-CE saat 50 ng/ml 238 54 <0,5 9080 9450 <0,5
100 pg/ml 358 58 <0,5 7753 9461 <0,5

Ayni inkiibasyon siirelerinde deney gruplar aralarinda yapilan apoptoz ve canli
hiicre karsilagtirmalarin sonuglar1 Tablo 4, 5 ve 6’de gosterilmistir.

24. saatte Ara-C ve IVYE gruplan arasinda yapilan apoptoz ve canlilik
karsilastirilmast istatistiksel olarak anlamli gozlendi (P<0,5) (Tablo 4). Aym sekilde
24. saatte Ara-C ve IVCE gruplar arasinda yapilan Apoptoz ve canlilik karsilastiriimasi
da istatistiksel olarak anlamli go6zlendi (P<0,5) (Tablo 5). Ancak 24. Saatte IVYE ve
IVCE gruplarimin apoptoz ve canlilik karsilagtirilmasi anlamli gézlenmedi (p=1) (Tablo
6).

48. saatte Ara-C ve IVYE gruplart arasinda yapilan apoptoz ve canlilik
karsilastirilmast istatistiksel olarak anlamli gozlendi (P<0,5) (Tablo 4). Ayni sekilde
48. saatte Ara-C ve IVCE gruplar arasinda yapilan Apoptoz ve canlilik karsilagtirilmasi
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da istatistiksel olarak anlamli gozlendi (P<0,5) (Tablo 5). Ancak 48. Saatte IVYE ve
IVCE gruplarimin apoptoz ve canlilik karsilastiritlmast anlamli gézlenmedi (p=1) (Tablo
6).

72. saatte Ara-C ve IVYE gruplann arasinda yapilan apoptoz ve canlilik
karsilastirilmas istatistiksel olarak anlamli gozlendi (P<0,5) (Tablo 4). Aynmi sekilde
72. saatte Ara-C ve IVCE gruplar1 arasinda yapilan Apoptoz ve canlilik karsilagtirilmasi
da istatistiksel olarak anlamli go6zlendi (P<0,5) (Tablo 5). Ancak 72. Saatte IVYE ve
IVCE gruplarinin apoptoz ve canlilik karsilastirilmasi anlamli gézlenmedi (p=1) (Tablo
6).

Her inkiibasyon siiresinde Ara-C’nin uygulandigi grup apoptoz ve canlilik
bakimindan IVYE ve IVCE’ye gore anlamli gozlendi (P<0,5) (Tablo 4 ve 5). Ancak
IVYE ve IVCE gruplar1 arasinda apoptoz ve canlilik karsilagtirilmasi anlamli degildi
(P=1) (Tablo 6).

Tablo 4. Ara-C (sitarabin) ve IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakti)’nin apoptotik ve canli AML hiicre

sayilarinin istatistiksel karsilastirilmasi

Etken Apoptotik P degeri Canh P degeri
madde inkiibasyon  Etken madde AML AML
(10000 siiresi knsantrasyonu hiicre hiicre
hiicre/ml) sayis1 sayis1
0,1 pmol 1684 <0,5 5996 <0,5
AM "éAra' 24 saat 0,5 pmol 1773 0,5 5531 0,5
1 pmol 1269 <0,5 7215 <0,5
25 png/ml 296 8999
AMYLE”V' 24 saat 50 pg/ml 199 9369
100 pg/ml 202 9205
0,1 pmol 2796 <0,5 844 <0,5
AM "éAra' 48 saat 0,5 pmol 3097 0,5 771 0,5
1 pmol 2747 <0,5 1005 <0,5
25 ng/ml 266 8671
AMYLE”V' 48 saat 50 pg/ml 273 8788
100 pg/ml 223 8761
0,1 umol 2861 <0,5 303 <0,5
AM "éAra' 72 saat 0,5 pmol 2576 0,5 324 0,5
1 pmol 2718 <0,5 320 <0,5
25 png/ml 240 8850
AMYLE”V' 72 saat 50 pg/ml 203 8675
100 pg/ml 337 8442
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Tablo 5. Ara-C (sitarabin) ve IVCE (Inula viscosa Cigek Ekstrakti)’nin apoptotik ve canli AML hiicre

sayilarinin istatistiksel kargilastirilmasi

Etken madde Apoptotik P degeri Canh P degeri

Inkiibasyon Etken madde AML AML
(10000 LY . .«
hiicre/ml) siiresi knsantrasyonu hiicre hiicre
sayisi sayisi
0,1 pmol 1684 <0,5 5996 <0,5
AML/Ara-C 24 saat 0,5 pmol 1773 <0,5 5531 <0,5
1 pmol 1269 <0,5 7215 <0,5
25 pg/ml 246 9268
AML/IV-CE 24 saat 50 png/ml 166 9427
100 pg/ml 185 9291
0,1 pmol 2796 <0,5 844 <0,5
AML/Ara-C 48 saat 0,5 pmol 3097 <0,5 771 <0,5
1 pmol 2747 <0,5 1005 <0,5
25 ng/ml 1756 5674
AML/IV-CE 48 saat 50 png/ml 177 8824
100 pg/ml 215 8999
0,1 pmol 2861 <0,5 303 <0,5
AML/Ara-C 72 saat 0,5 pmol 2576 <0,5 324 <0,5
1 pmol 2718 <0,5 320 <0,5
25 pg/ml 356 8416
AML/IV-CE 72 saat 50 pg/ml 238 9080
100 pg/ml 358 7753

Tablo 6. IVCE (Inula viscosa Cicek Ekstrakti) ve IVYE (Inula viscosa Yaprak Ekstrakti)’nin apoptotik

ve canlt AML hiicre sayilarinin istatistiksel karsilastirilmast

Etken madde Apoptotik P degeri Canh P degeri

inkiibasyon Etken madde AML AML
(10000 . .. ..
hiicre/ml) siiresi knsantrasyonu hiicre hiicre
sayisl sayisl
25 ng/ml 296 1 8999 1
AML/IV-YE 24 saat 50 pg/ml 199 1 9369 1
100 pg/ml 202 1 9205 1
25 pg/ml 246 9268
AML/IV-CE 24 saat 50 pg/ml 166 9427
100 pg/ml 185 9291
25 pg/ml 266 1 8671 1
AML/IV-YE 48 saat 50 pg/ml 273 1 8788 1
100 pg/ml 223 1 8761 1
25 ng/ml 1756 5674
AML/IV-CE 48 saat 50 pg/ml 177 8824
100 pg/ml 215 8999
25 ng/ml 240 1 8850 1
AML/IV-YE 72 saat 50 pg/ml 203 1 8675 1
100 pg/ml 337 1 8442 1
25 pg/ml 356 8416
AML/IV-CE 72 saat 50 pg/ml 238 9080
100 pg/ml 358 7753
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Ayn1 etken maddeyi iceren deney gruplarinin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
siirelerinde kendi aralarinda yapilan karsilagtirmalarinda Tablo 7’deki sonuglar elde
edildi.

IVYE uygulanan farkli konsantrasyonlardaki deney gruplarinin 24. 48. ve 72.
saatleri kendi aralarinda karsilagtirildiginda 48. saatte 24. saate gore ve 72. Saatte 48.
Saate gore apoptotik hiicre sayisinin arttigi gozlenmedi (p=1), viabilitenin ise, ayni
sekilde anlamli fark gostermedi (p=1) (Tablo 7).

IVCE uygulanan farkli konsantrasyonlardaki deney gruplarinin 24. 48. ve 72.
saatleri kendi aralarinda karsilastirildiginda 48. saatte 24. saate gore ve 72. Saatte 48.
Saate gore apoptotik hiicre sayisinin arttigi goézlenmedi (p=1), viabilitenin ise, ayni
sekilde anlamli fark gostermedi (p=1) (Tablo 7).

Ara-C uygulanan farkli konsantrasyonlardaki deney gruplarinin 24. 48. ve 72.
saatleri kendi aralarinda karsilastirildiginda 48. saatte 24. saate gore ve 72. Saatte 48.
Saate gore apoptotik hiicre sayisinin arttigi goézlenmedi (p=1), viabilitenin ise, ayni

sekilde anlamli fark gostermedi (p=1) (Tablo 7).
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Tablo 7. Etken maddelerin kendi igerisinde farkli inkiibasyon siireleri arasinda (24-48 saat, ve 48-72 saat

stireler arasinda) apoptotik ve canlit AML hiicre sayilarinin karsilastiriimasi

P degeri Canh P degeri

Etk(elnogg)%dde inkiibasyon Etken madde :I\E)[(])_‘pltloﬁtclllfe AML
hiicre/ml) siiresi knsantrasyonu sayisi hiicre
sayisi
0,1 pmol 1684 1 5996 1
AML/Ara-C 24 saat 0,5 pmol 1773 1 5531 1
1 pmol 1269 1 7215 1
0,1 pmol 2796 1 844 1
AML/Ara-C 48 saat 0,5 pmol 3097 1 771 1
1 pmol 2747 1 1005 1
0,1 pmol 2861 303
AML/Ara-C 72 saat 0,5 pmol 2576 324
1 pmol 2718 320
25 pg/ml 296 1 8999 1
AML/IV-YE 24 saat 50 ng/ml 199 1 9369 1
100 pg/ml 202 1 9205 1
25 pg/ml 266 1 8671 1
AML/IV-YE 48 saat 50 ng/ml 273 1 8788 1
100 pg/ml 223 1 8761 1
25 pg/ml 240 8850
AML/IV-YE 72 saat 50 ng/ml 203 8675
100 pg/ml 337 8442
25 pg/ml 246 1 9268 1
AML/IV-CE 24 saat 50 ng/ml 166 1 9427 1
100 pg/ml 185 1 9291 1
25 ng/ml 1756 1 5674 1
AML/IV-CE 48 saat 50 ng/ml 177 1 8824 1
100 pg/ml 215 1 8999 1
25 png/ml 356 8416
AML/IV-CE 72 saat 50 pg/ml 238 9080
100 pg/ml 358 7753
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5. TARTISMA

AML tedavisi icin farkli stratejiler uygulanmaktadir. Bir strateji, apoptozu
tetiklemektir (Bauer ve ark., 1995). Antikanserojen kimyasal ilaglar ile tedaviler
sirasinda hastalarda belirgin problemler ve yan etkiler gozlenmektedir ve sagkalim orani
diistiktiir. Geleneksel tip sistemlerinde listelenen 2000 bitkinin olas1 tibbi uygulamalari
hakkinda c¢ok az bilgi bilinmektedir (Seca ve ark., 2014). Tarim arazilerinde,
bahgelerde, yol kenarlarinda biiyliyen ve hayatta kalmalari i¢in insan miidahalesine
bagli olmayan yabani otlar, ekim gerektirmedikleri i¢in wucuz bitkisel madde
kaynaklaridir ve diisiik maliyetli iirlinlere yol agabilir (Trimech ve ark., 2014). Ayrica
bitki tirGinlerinin sentetik ilaglardan daha az yan etkiye sahip oldugu diigiiniilmektedir
(Seca ve ark., 2014). Alkaloidler, fenilpropanoidler ve terpenoidler gibi bitki kaynakli
dogal tirtinler, Antitlimor 6zelliklere sahip gruplardir (Park ve ark., 2007). Son yillarda,
biyolojik etkileri nedeniyle Inula tiirlerinin arastirilmasi baglanmistir (Topkaci, 2016).
Literatiire ilk bakista, Inula viscosa’nin hem ekstraktlarinin hem de saf izole edilmis
sekonder metabolitlerinin biyolojik aktivite degerlendirmelerinde biiyiik bir eksikligin
var oldugu sonucuna varilmistir (Seca ve ark., 2014).

Calismalarda Inula viscosa’nin hipoglisemik (Zeggwagh ve ark., 2006),
antihipertansif (Kattouf ve ark., 2009), antibakteriyal (Oskay ve ark., 2009; Vieira ve
ark., (2017); Rhimi ve ark., 2017), antifungal (Rhimi ve ark., 2017) ve antioksidan
(Trimech ve ark., 2014) etkisi, diisiige sebeb olmasi (Al-Dissi ve ark., 2001) ve
antikanser 6zelligi tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda da Inula viscosa’nin antikanser
etkisi AML’ye kars1 tespit edildi. Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi,
karsinogenezde onemli bir 6zellik olarak tedavide sorunlara yol a¢gmaktadir. Hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi ve hiicre ¢ogalmasinin diizenleyicilerinin ifadesi ve/veya
aktivitesinin Inula viscosa ekstrakti veya metabolitleri tarafindan engellenebildigi
gosterilmistir.

Rozenblat ve ark. (2007), Inula viscosa yapraklarindan elde edilen Tomentosin
ve Iniiviscolide’nin insan melanoma hiicre hatlar1 (SK-28, 624 mel ve 1363 mel)
tizerinde doza bagimli bir sekilde antiproliferatif etkisini bildirmistir. Bizim
caligmamizda da benzer sekilde Inula viscosa’nin yaprak ve g¢igegi etanolik
ekstraktlarmin apoptotik ve antiproliferasyon etkisi AML-M: alttipi olan kasumi-6

hiicre hattinda gézlemlendi ancak doza bagimli degildi.
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Talib ve ark. (2010), Inula viscosa’nin farkli ekstraktlariin antiproliferatif
etkilerini Hep-2 (larinks karsinomasi), MCF-7 (meme epitelyal adenokarsinomasi) ve
Vero (Afrikan yesil maymunu bobregi) hiicre hatlarina karst degerlendirmistir. Bu
calismada Inula viscosa ¢igeklerinin metanol fraksiyonu MCF-7 hiicrelerine karsi en
aktifti ve diger hiicre hatlarina karsi daha az toksikti. Bizim ¢alismamizda ise AML-M>
alttipi olan kasumi-6 hiicre hattina kars1 Inula viscosa’nin sadece etanolik ekstraktinin
apoptotik ve antiproliferasyon etkisi tespit edildi. Ayrica Inula viscosa’nin ¢igek
ekstrakti yaprak ekstraktina gore daha etkindi.

Talib ve ark. (2012), baska bir ¢alismada Inula viscosa'dan izole edilen 13
bilesigin antiproliferatif ve apoptotik etkilerini Hep-2, MCF-7 ve Vero hiicre hatlaria
kars1 test etmistir. 4 flavonoidde (Nepetin, 3,3'-di-O-Methylquercetin, Hispidulin ve 3-
O-Methylquercetin) antiproliferatif aktivite gozlemlemistir ve en gicli bilesik,
Nepetin’dir.  Ancak 3,3-di-O-Methylgersetin  ve  3-O-Methylquercetin  MCF-7
hiicrelerine karsi segici anti-proliferatif etkilerini apoptozu indiikleyerek gostermistir.
Metillenmis quercetinlerin diger flavonoidlere kiyasla artmis antikanser 6zelligine sahip
olarak potansiyel antikanser ajan oldugu sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda
Inula viscosa’nin sadece etanolik ekstrakti bilesikleri izole edilmeden AML-M alttipi
olan kasumi-6 hiicre hattina kars1 degerlendirildi ve apoptotik ve antiproliferasyon etkisi
gozlemlendi.

Merghoub ve ark. (2016), Inula viscosa ekstraktinin hekzan ve diklorometan
fraksiyonlarinin sitotoksik ve pro-apoptotik etkilerini insan servikal HelLa ve SiHa
kanseri hiicreleri lizerinde aragtirmistir. Bu calismada ekstraktlarin HelLa ve SiHa
hiicrelerinin ¢ogalmasini doza bagimli bir sekilde inhibe edebildigi gosterilmistir. Bu
calisma, Inula viscosa ekstraktinin telomerleri hedefleyerek apoptozu indiikledigini ve
timor hiicrelerinde ilag direncinin {stesinden geldigini gosteren ilk kanittir. Bizim
calismamizda Inula viscosa yaprak ve ciceginin sadece etanolik ekstrakti AML-M>
alttipi olan kasumi-6 hiicre hattina kars1 degerlendirildi ve benzer bir sekilde apoptotik
ve antiproliferasyon etkisi gozlemlendi ancak doza bagimli degildi ve apoptozu hangi
mekanizma ile tetikledigi arastirllmadi. Bizim ¢alisma da AML’ye karsi Inula
viscosa’nin antikanser etkisini degerlendiren ilk arastirmadir.

Merghoub ve ark. (2017), baska bir ¢alismada Inula viscosa’dan saflagtirilmig

Tomentosin’in anti-proliferatif, telomer kisaltmasi ve apoptotik etkilerini HeLa ve SiHa
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hiicre hatlar1 iizerinde arastirmistir ve Tomentosin’in doz ve zamana bagli olarak SiHa
ve HeLa hiicre c¢izgilerinin biiyliimesini inhibe ettigini bulmustur. Bu c¢alisma
Tomentosin’in telomer makine {iizerinde bir hedefi oldugunun ve serviks kanseri
hiicrelerinde apoptozu indiiklediginin ilk kanitin1 ve Tomentosin-kaynakli apoptozun
altinda yatan molekiiler mekanizmanin mitokondriyum aracili bir sinyal yolu ig¢erdigini
sunmustur. Bizim ¢alismamizda Inula viscosa 'nin sadece etanolik ekstrakti bilesiklerine
izole edilmeden AML-M; alttipi olan kasumi-6 hiicre hattina karsi apoptotik ve
antiproliferasyon etkisi benzer sekilde gézlemlendi ancak apoptozu hangi mekanizma
ile tetikledigi arastirilmadi.

Bizim g¢alismamizda AML hiicre dizilerinde Inula viscosa ve Ara-C tarafindan
indiiklenen apoptozun arttigi, viabilitenin ise azaldigi ve buna bagli olarak hiicre
cogalmasimnin da baskilandigr gozlenmistir (p<0,05). Calismamizin sonuglar1 diger
calismalarla uyumlu olarak antikanser etkisini gostermistir. Bu ¢alismada ilk kez AML
hiicre hattina kars1 Inula viscosa’nin apoptoz indiikleyici etkisi arastirtlmistir. Inula
viscosa’nin yaprak ve ¢i¢ekleri AML hiicre hattin1 kontrole gore kismen ve ayni oranda
apoptoza sokabilmekte, ancak Ara-C’ye gore bu apoptoz orami olduk¢a diisiik
kalmaktadir. Daha once yapilan ¢alismalarda Inula viscosa antikanser Ozellik
sergilediginden bunun sebebi ekstraksiyon yontemi veya ¢oziiciisii olabilir.

Sonug¢ olarak elde ettigimiz bulgular, Inula viscosa’nin AML’ye karsi

antikansorejen bir ekstrakt olarak kullanilabilecegini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Inula viscosa’nin yaprak ve ¢igekleri AML hiicre hattin1 kontrole gore kismen
ve ayn1 oranda apoptoza sokabilmekte, ancak Ara-C’ye gore bu apoptoz orani oldukca
diisiik kalmakdadir.

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda Inula viscosa antikanser ozellik
sergilediginden bunun sebebi ekstraksiyon yontemi veya ¢oziiciisii olabilir.

AML hiicre dizilerinde, Inula viscosa’nin apoptotik ve antikanserojenik
etkilerinin yeterince olmadigindan saf bilesiklerine (Tomentosin, Inoviskolide, Nepetin
ve metilenmis kuarsetinler) izole edilerek arastirilabilir.

Ayrica AML’nin baska bir alttipi olan HL-60 hiicre hattinda (AML-M3) Inula
viscosa’nin apoptotik etkisi arastirilabilir.

AML hiicre dizilerinde, Inula viscosa ile yapilan apoptotik ve antikanserojenik
etkilerinin yeterince olmadigindan in vivo olarak AML olusturulmus deney

hayvanlarinda arastirilabilir.
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