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OZET

HAPLOPHYLLUM PTILOSTYLUM BITKISININ ANTIi KANSER
OZELLIiGININ INCELENMESI

MUSTAFA ORHAN TUNCEL
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Giiniimiizde 6liime neden olan kanserler i¢inde karaciger kanseri erkeklerde 2.
kadinlarda ise 6. sirada goriilmektedir. Karaciger kanserinin en yaygimn tipi olan
Hepatoseliiler Karsinoma (HCC) etkin bir tedavisi bulunmamaktadir. HCC’ da uygulanan
kemoterapi tedavisi genellikle metastatik ve tekrarlayan hastaliklar igin kullanilmakta
iken verilen doksorubisin, platinum, floropirimidin ve gemsitabin gibi terapotik ajanlar
tek baslarina kullanildiklar1 takdirde %10’dan az yanit saglayabilirken bu ilaglar kombine
sekilde uygulandiklar1 zaman ise tedavi ancak %20 civarinda yanit verilmektedir. HCC
tedavisinde kemoterapi ve radyoterapi uygulamalarinin yan etkilerinden dolay1 sinirh
diizeyde olmakta bu nedenle yeni alternatif tedavi yontemleri iizerinde arastirmalar
yapilmaktadir.

Alternatif tedavi yontemleri arasinda da yan etkilerinin az olmasi nedeniyle bitkisel
tedavi yontemleri ilk sirada yer aldig1 ve kanser tedavisinde 6nemli bir yere sahip oldugu
gozlenmektedir Kanser tedavisinde klasik olarak kullanilan ve yan etkileri oldukga fazla
olan kemoterapiklere alternatif olabilecek bitki kaynakli yeni bilesiklerin tespiti igin
yogun aragtirmalar yapilmaktadir.

Bu c¢alisma Sanlurfa’da endemik olarak yetisen Haplophyllum ptilostylum
bitkisinden elde edilen ekstrenin karaciger kanser hiicresi (SNU-423) {izerindeki
antikanser aktivitesini incelemek amaciyla yapilmistir.

Calismada bitki ektresinin normal ve kanser hiicresi lizerindeki sitotoksik etkisi
MTT, apoptotik etkisi (flow sitometrik Annexin V ve acridin oranhe /ethidiumbormide
boyama) hiicre dongiisii tizerindeki etkisi flow sitometrik ve mitokondriyal membran
potansiyeli lizerindeki etkisi ise JC-1 yontemiyle incelenmistir.

Calisma sonucunda bitki ektresinin karaciger kanser hiicresi (SNU-423) {izerindeki
sitotoksik dozunun (ICso: 3,55 ng/ml) normal hiicreler tizerinde toksik etki gostermedigi
gozlenirken, SNU-423 hiicrelerinde hiicre dongiisiinii SubGo agsamasinda durdurdugu,
mitokondriyel membran potansiyelini bozarak apoptozisi indiikledigi tespit edilmistir.

Bu ¢alismada Haplophyllum ptilostylum bitkisinin antikanser potansiyeline sahip
oldugu, bu nedenle bu bitki ektresinin kanser tedavisinde kullanilabilecek yeni 6zgiin
etkin maddelerin tespitine yonelik yeni c¢aligmalarin yapilmas: gerektigi sonucuna
varilmstir.

Anahtar kelimeler; Karaciger kanseri, Haplophyllum ptilostylum L., apoptozis, antikanser
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTI CANCER PROPERTIES OF HAPLOPHYLLUM
PTILOSTYLUM PLANT

MUSTAFA ORHAN TUNCEL
Medical Biochemistry Department, Master Thesis

Nowadays, among the cancers that cause death, liver cancer is the second in males
and 6th in females. There is no effective treatment for hepatocellular carcinoma (HCC),
the most common type of liver cancer. Chemotherapy treatment in HCC is generally used
for metastatic and recurrent diseases, whereas therapeutic agents such as doxorubicin,
platinum, fluoropyrimidine and gemcitabine can provide less than 10% response when
used alone, but when these drugs are administered in combination, treatment is only
responded to around 20%. Because of the side effects of chemotherapy and radiotherapy
applications in HCC treatment is limited, therefore, new alternative treatment methods
are being researched.

It is observed that herbal treatment methods take the first place among the
alternative treatment methods due to the low side effects and have an important place in
cancer treatment. Intensive research is being carried out for the detection of new plant-
derived compounds that can be used as an alternative to chemotherapies which are used
in cancer treatment and have high side effects. This study was conducted to investigate
the anticancer activity of the extract obtained from Haplophyllum ptilostylum plant which
is endemic in Sanliurfa on liver cancer cell (SNU-423).

In this study, the cytotoxic effect of plant extract on normal and cancer cell MTT,
apoptotic effect (flow cytometric Annexin V and acridin oranhe / ethidiumbormide
staining) on the cell cycle effect on flow cytometric and mitochondrial membrane
potential was investigated by JC-1 method.

As a result of the study, it was observed that the cytotoxic dose (ICso: 3,55 g / ml)
of plant extract on liver cancer cell (SNU-423) showed no toxic effect on normal cells. It
was.

In this study, it has been concluded that Haplophyllum ptilostylum has anticancer
potential and therefore new studies should be conducted to determine new specific active
substances that can be used in cancer treatment of this plant extract.

Keywords; Liver cancer, Haplophyllum ptilostylum L., apoptosis, anticancer
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, Yunanca karkinos kelimesinden koken alan bir kelime olup diinya
genelinde kardiyovaskiiler hastaliklarin ardindan 6liime sebebiyet veren ikinci hastalik
olarak goriilmektedir. Yapilan arastirmalarin sonrasinda Amerika’da yasayan erkek
bireylerin yarisinin ve kadinlarin ise iigte birinin yasamlari boyunca bir defa kansere

yakalandig1 gézlemlenmistir (1).

Normal hiicrelerin biiyiimesi ve bu hiicrelerin ¢ogalmasi belirli bir diizen i¢inde
olurken kanser hiicrelerinde durum farklidir. Normal hiicrelerde dokular ve organlar
islevlerini normal diizende yerine getirirken, meydana gelen bir hasar sonucu hiicrelerin
normalin iizerinde bir hizla biliylimeye baslamakta ve diizensiz c¢ogalmaya
gostermektedirler. Bu sekilde diizensiz biiyiiyen hiicrelerin timér adini verdigimiz hiicre

kitlesinin olusmasina neden oldugu goriilmektedir.

Timdorler; bening (iyi huylu) ve maling (kotii huylu) tiimérler adin1 almaktadirlar.
Benign tiimorlerde, hiicreler kontrolsiiz olarak c¢ogalirken ¢evre dokulara yayilim
gozlenmemektedir (2). Malign tiimorlerde ise diger dokulara metastaz (yayilma) egilimi
gostermektedirler. Malign hiicreler, hizla ¢ogalma 6zelliklerinin yaninda genetik
yapilarinda da bozulma meydana gelmistir ve bu nedenle anormal proteinler

uretmektedirler. Bu o6zellikleri ile diger hiicrelerden ayirt edilmektedirler (3).

Amerikan Kanser Derneginin 2008 yilinda yaptigi arastirmalar sonucunda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinyada en sik goriilen hastaliklar arasinda

gosterilen karaciger kanseri tanisi alan 21.370 kisinin oldugunu tahmin edilmektedir (4).

Karaciger kanseri, diinyada erkekler arasinda en ¢ok goriilen 5. Kanser tipi olup,
kanser 6liimlerinde 2. sirada yer almaktadir. Kadinlarda ise 7. sirada yer alirken 6liime

sebebiyet veren kanser tiirleri arasinda 6. sirada yer almaktadir (5).

Kanser tedavisinde tedaviyi kisitlayan en Oonemli faktorlerden biri tedavi igin
kullanilan ~ kemoterapotik — ajanlarin kanserli  dokuya  6zgiin  olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle kanser hiicrelerine 6zgiin yeni molekiillerin tespit

edilmesine yonelik yapilan yeni ¢aligmalar her gegen giin artis gostermektedir.



Kanser tedavilerinde amaglanan; bireyin kendi ailesinin yasamini tehdit eden
hastalig1 ve bu hastaligin tedavisine bagli olarak goriilen etkilerini kontrol ederek, yan
etiklerin risk oranini diisiirmek ve bireyin hayat kalitesini arttirmaktir. Kanserde siklikla

uygulanan tedavi yontemleri cerrahi tedavi, radyoterapi ve kemoterapidir (6).

Organ nakli ve kemoterapi gibi kanser tedavilerinde basarinin diisiik olmasi,
hastaligin gogunlukla tekrar etmesi veya gesitli yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi dolayist ile
toksik etki gostermedigi bilinen ayn1 zamanda etki mekanizmalar1 6nceden belirlenmis
olan bitkilerden elde edilen maddeler kullanilarak kanser tedavisine yeni ve destek terapi

yollart aranmaktadir (6,7).

Son zamanlarda sifali bitkiler tedavi edici etkileri sebebiyle biyiik ilgi
gormektedirler. Ozellikle son yillarda kanser hastaliginin tedavisinde tamamlayici rolii
ve alternatif ilag potansiyelinin bulundugu tibbi bitkiler tizerindeki arastirmalarda artis
goriilmektedir. Bu amag ile son yapilan arastirmalarda farkli kanserlere karsi dogal,

sentetik kokenli ve bitkisel kokenli ilaglarin anti kanser etkileri incelenmeye baglanmustir.

Haplophyllum ptilostylum (Tiiylii sedo) ¢ok yillik bir bitki olup 15-45 cm
boylarinda, tabanda dallanmis birka¢ gévdeden veya tek govdeden olusan bir bitki olarak
endemik bir tiirdiir. Haplophyllum ptilostylum igerigi iizerinde yapilan c¢alismalarda
cesitli lignan tiirevleri (8,9), coumarinler, steroller, flavonoidler (10), ve ¢esitli alkoloid

tirleri icerdigi tespit edilmistir (8,11).

Bu tez ¢alismasinda ilk defa Haplophyllum ptilostylum bitkisinin diklorometan
ektresinin karaciger kanser hiicresi SNU-423 iizerindeki kanser etki ve etki mekanizmasi
incelenerek, kanser tedavisnde kullanilabilme potansiyeli arastirnlmistir. Karaciger
hiicrelerine Haplophyllum Ptilostylum bitkisinin diklorometan ektresini belirlenen
dozlarda uygulayarak sitotoksik etkisi MTT yontemi ile belirlendi. Sitotoksik etkisi
belirlenen maddemizin apoptotik etkiliginin morfolojik olarak da tespit edebilmek icin
hiicreler Acridin orange/Ethidium bromide ile ikili boyamaya tabi tutularak apoptotik etki
floresan mikroskopta incelendi. Ardindan elde edilen 1Cso konsantrasyonlar1 kullanilarak
hiicrelerin apoptotik etkinligi Annexin V testi, Cell cycle testi, JC-1 testi ile

flowsitometrik yontemlerle belirlendi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Kanserin Tanimi

Kanser hastaligi, diinya genelinde kardiyovaskiiler hastaliklarin ardindan 6liime
sebep olan hastalik olarak 2. sirada yer almaktadir. Yunanca kokenli olan karkinos
kelimesinden tiiremistir. Amerika’nin erkek bireylerinin neredeyse yarisinin ve

kadinlarinin ise tigte birinin hayatlari boyunca bir kere kansere yakalandigi gézlenmistir

(1).

Normal hiicrelerin biiyiimesi, ¢ogalmasinin belirli bir diizeni varken kanser
hiicrelerinde durum farkli olmaktadir. Normal hiicrelerde organlar goérevlerini dogal
olarak yerine getirirken, meydana gelen bir hasar sonucu hiicrelerin anormal bir biiyiime
ve ¢ogalmaya meyil ettigi goriillmektedir. Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran
onemli 6zellikleri bulunmaktadir. Kontakt inhibisyondan kagmak, cogalmay1 baskilayici
sinyallere duyarsiz olmak, boliinebilmek igin dis uyaranlara gereksinim duymamak,
apoptozisten kagabilmek, anjiyogenezi uyarabilmek ve metastaz yapabilmek bu 6zellikler

arasinda yer almaktadir (12).

Bu sekilde diizensiz biiyiiyen hiicreler timdr adi verilen kitle olusumuna neden
olmaktadirlar. Tiimorler; iyi huylu tiimérler (bening) ve kotii huylu tiimérler (malign)

olarak iki grupta incelenmektedir.

Benign timor yapisinda, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogaldigi ancak farkli dokulara
yayilmadigi goriilmektedir. Malign tiimor yapisinda ise diger dokulara yayilma oldugu
ve diger dokularin normal hiicrelerinin yasamini1 bozarak metastaz yapma egiliminde
oldugu goriilmektedir. Malign hiicreler normal hiicrelere kiyasla daha hizli boliinme
ozelliklerine sahiptirler, bakildiginda genetik yapilarinin bozulmasma bagli olarak
anormal protein tirettikleri goriiliir. Bu 6zellikleri diger hiicrelerden ayirt edilebilmelerini

saglamaktadir (3).

Hiicrelerin biiylimesinde, farklilagmasinda ayni zamanda ¢ogalmasinda rol alan

protoonkogenlerde goriilen mutasyonlar tiimér olusumuna neden olmaktadir. Aymni



zamanda timor baskilayict genlerde mutasyon meydana gelmesi sonucunda hiicre

dongiisiiniin inhibisyonu engellenerek anormal hiicre biiytimesine goriilmektedir (13).

Kanserin  olusum  silirecinde hasar goren DNA’nin  onarim  islemi
gerceklesmediginde hiicreler hasarli DNA ile ¢ogalmaya devam etmektedir ve olusan
yeni hiicrelere hasarli DNA aktarilmaktadir (14). Baslangicta hiicrelerde orantili hiicre
boliinmesi gergeklesmektedir bu farklilasmig yeni hiicrelerin tersine birbirine benzeyen
iki yavru hiicre olusumunu tetiklemektedir. Olusan hiicreler diger hiicreler tarafindan
baskilanabilirse timdr olusu engellenmektedir. Ayrica diger hiicrelerin baskilayict
etkisini yok eden ajanlar tetiklendiginde farklilasmayan baslangi¢ hiicreleri ¢ogalmaya
baslayarak dokuda birikmektedir. Bu evre yiikselme evresi olarak isimlendirilmektedir
(15).

Baslangi¢ hiicrelerinde ki genetik ve epigenetik farklilasmalarin meydana
gelmesinin ardindan baslangi¢ hiicreleri birikerek diger doku ve organlara metastaz
yapabilmektedir. Bu asamaya ilerleme asamasi adi verilmektedir (16). ilerleme
asamasinda olan hiicreler proliferasyon uyarisindan bagimsiz olmaktadirlar. Bu asamada
hiicrelerin gelisim, invazyon, metastaz, anjiyogenez, morfolojik, biyokimyasal,

metabolik 6zelliklerinde degisim meydana gelmektedir (17).
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Sekil 2.1. Kanser olusum asamalari (17)



Tiirkiye Saglik Bakanligimin yaymladigi 2015 Kanser Istatistik Verilerinde yer
alan Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansinin (IARC) yayinladigit GLOBOCAN 2012
verilerinde erkek bireylerde en ¢ok goriilen ilk bes kanser tiiriniin dagilimina bakildigi
zaman; iilkemizde akciger kanseri ilk siralarda bulunmaktadir. Diinyada ise erkeklerde
goriilen kanser tiirleri arasinda prostat kanseri ilk sirada yer alirken bu siralamay1 akciger
kanseri, kolorektal, mide, mesane ve karaciger kanserleri takip etmektedir. Diinyada

kadinlar arasinda en fazla goriilen kanser tiirleri arasinda ise karaciger kanseri 7. sirada

yer almaktadir (18).
Tiirkive* Diinya TARC’a iive 24 AB (28 iilke) ABD
1 Akciger Akciger Prostat Prostat Prostat
2 Prostat Prostat Akcifer Akciger Akciger
3 Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal
4  Mesane Mide Mide Mesane Mesane
5 Mide Karaciger Mesane Bibrek Babrek

Sekil 2. 2. Uluslararast Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan globocan 2012
verilerine gore erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanser tiiriiniin dagilim1

2.2. Karaciger Kanseri

Karaciger organi; Karin bolgesinin sag iist kdsesinde bulunan viicut i¢in 6nemli
fonksiyonlar1 bulunan i¢ organimiz olup kaburgalarin altinda yer almaktadir. Karacigerin
agirhigr yaklagik 1300-1600 gr kadardir. Kahverengi tonuna yakin kirmizi renkli bir
organdir. Lastik kivamindadir ve sekli nerdeyse piramit gibi goriinmektedir. Saglikli olan

bireylerde gogiis kafesinin boslugunun altina dokunuldugunda hissedilebilmektedir (14).

Mide

Kahn
Bagirsak

ince
Bagirsak

a7
Sekil 2. 3. Karaciger organinin insan viicudundaki yeri (20)



Karaciger, dort boliimden olugsmaktadir. Karacigere iki yonde kan akisi
saglanmaktadir. Portalven adinda ki toplardamarm mideden ve dalaktan getirdigi temiz
olmayan kani sol loba tasirken, hepatik arter adinda ki karaciger atar damari ile de temiz
kani sag loba yonlendirmektedir. Karacigere gelen temiz kan ve kirli kan burada bir araya
gelerek karacigere girmelerine ragmen karacigerdeki loblar yardimi ile buradan

karismadan ayrilmaktadirlar (19).

Karacigerde kan sivisinin depolanmasi sirasinda, kan basincinda meydana gelen
ufak artig yardimi ile 400 ml kadar kan sivist burada depolanmaktadir. Karaciger kani
depolamasindan dolay1 kan deposu olarak da bilinmektedir. Safra kesesinin gorevini
yapmasinda 6nemli rolii olan karaciger bu kesede kamin depolama islevini devam

ettirmesine yardimci olmaktadir (19).

Karaciger kan sekeri seviyesinin normal olmasini saglamak i¢in viicutta bulunan
fazla kan sekerinin depolamakta ve bu sekilde kan sekeri seviyesini ayarlamaktadir.
Karaciger aynm1 zamanda karbonhidrat ve proteinlerin yaga donistiiriillmesi, yaglarin

yikimi ile agiga ¢ikan enerjinin ¢ikmasina yardimer olmaktadir (19).

Insan karacigeri her ne kadar kendini yenileyebilme ozelli§ine sahip ise de
karacigerde tiimor olusumu goriilmektedir. Karacigerde tiimor olusumu karaciger kanseri
olarak tamimlanmaktadir. Karaciger kanseri belirtileri; en belirgin ozelligi karin
bolgesinde sag kiirek kemigine yakin olan iist kisminda ve sirt bélgesinde meydana gelen
siddetli agrilar olarak tanimlanmaktadir. Bu belirtiler arasinda agiklanamayan kilo kayba,
halsizlik veya yorgunluk, viicudun sag tarafinda bulunan kaburgalarin hemen altinda

meydana gelen sert yumrular seklinde tanimlanmaktadir (19,21).

Karacigerde goriilen kotii huylu tiimorler, temelde adenokarsinoma (metastaz
ozelligi olmayan) olup, en Onemli iki tiirii hepatoseliller karsinoma ve
kolanjiokarsinomalar ~ olmaktadirlar. Karaciger kanserlerinin histolojik acidan

siniflandirilmasi agsagidaki sekildedir.

v Hepatoseliiler Karsinom (karaciger hiicre karsinomu)
v' Hepatoseliiler Karsinom- Fibrolamellar tipi (Kadinlarda daha yaygindir)

v" Kolanjiokarsinom (Intra ve ekstrahepatik safra kanali karsinomu)



v' Karisik Tipli Hepatoseliiler Kolanjiokarsinom
v’ Farklilasmanin Goriilmedigi Diger Tipler
v' Hepatofibrom (pek rastlanmamaktadir) (21).

2.2.1. Hepatoseliiler Karsinoma (HCC)

Hepatoseliiler Karsinoma (HCC), karaciger kanserlerinde primer karaciger
kanserlerinin neredeyse %80-90’nin1 olusturmaktadir. HCC diinya genelinde en yaygin
altinc1 kanser tiirii olarak goriiliirken, 6liime sebebiyet veren kanserler arasinda tigiincii
sirada yer almaktadir. Gelismis iilkelerde, karaciger kanserinin sebeplerinin %23’ {inii
HBV (Hepatit B Viriisii) enfeksiyonu olusturmakta iken, %20’sini HCV (Hepatit C
Viriisii) enfeksiyonlar1 olusturmaktadir. Gelismekte olan iilkelerinde toplam karaciger
kanseri vakalarinin %60’m1 HBV enfeksiyonlar1 %33° lik kismimi ise HCV
enfeksiyonlar teskil etmektedir. Kronik HBV enfeksiyonlarin da aflatoksin B1 (AFB)

arasindaki etkilesimin de karaciger kanserini arttirdigi gozlenmistir (5).

Amerika ve diger Bati lilkelerinde, alkole bagimli sirozun ve alkolden bagimsiz
karaciger yaglanmasinin, karaciger kanserinin en temel nedenleri oldugu
disiiniilmektedir. Obezite salgini ve enjeksiyonlu ilag kullanicilar arasindaki devam eden
bulasma nedeniyle artan hepatit-c viriisii enfeksiyonlarindan dolay1 karaciger kanserinin
goriilme sikligi Amerika ve Orta Avrupa da dahil olmak iizere diinyanin pek cok

ilkesinde artmaktadir (5).

Mutasyon ile
anormal hiicre
cogalmasi

Normal
hiicre

Timoriin kan dolagim  Tiimoriin kan
sisteminden dolagim sistemi
beslenmesi ile diger organlara
hiicum etmesi
Sekil 2.4. Kanserin olusum asamalari (12)



Kalitsal ve metabolik bir hastalik olan HCC olusumu hiicrelerde genomik ve
proteomik degisimlere sebebiyet vermekle birlikte ¢cok az bir kism1 HCC’ ye sebebiyet
vermektedir. Kronik hepatit ve siroz olan karacigerlerde DNA metiltransferazlarin
(DNMTs) anlatimlarinda artis meydana geldigi goriilmektedir. Aflatoksine c¢ok fazla
maruz kalan kisilerin p53 geninde spesifik mutasyonlar goriilmekte ve bu mutasyonlar
karaciger kanserinde rol oynayan Aspergillus flavus tiirlerinin {irettigi aflatoksinlerle

yakindan iligkilendirilmektedir (22).

Ayni zamanda HCC olusumu gozlenen hastalarin hiicre dongiisii incelendiginde
%34’ iinde siklin D1 gen ifadesindeki degisimler goriilmektedir. Hastalarin %30’ unda
ise Rb (retinoblastoma) geninde kayiplar oldugu gézlemlenmektedir (22).

Hepatositlerde apoptoz giden hiicrelerde meydana gelen azalma, hiicrelerin sag
kalimlarma ve boylelikle hiicre i¢i molekiiler anomaliler iceren hiicrelerde artisa ve
neoplastik degisimlere sebep oldugu goriilmektedir. Anti apoptotik Bcl-XL geninin HCC’
da predominant gen oldugu gozlenmektedir. Bcl-XL geni azalan hepatoblastoma

hiicrelerinin kemoterapik ilaglara hassasiyetinde artisa sebep olmaktadir (22).

Hepatoseliiler karsinoma da risk faktorleri; hepatit B viriisii (HBV), hepatit C

viriisti (HCV), alkol ve aflatoksindir.

2.2.2. Hepatit B Viriisii (HBV)

Hepatit B viriisii diinyada yaklasik 350-400 milyon kisiyi enfekte edebilmektedir.
HBYV enfeksiyonu HCC’ nin ana etmenlerinden olup, cografi dagilimi itibariyla da HCC
ile aynidir (23). HBV’ nin Asya, Afrika ve Bat1 Pasifigin belirli bolgelerinde %8’ e yakin
olmasina ragmen Bat1 Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya da %2’ den diisiik oldugu
gozlenmistir (24). HCV’ nin aksine, HBV hepa dna viriis ailesinden olup tek zincirli DNA
virtisiidiir. Kendi DNA’sin1 konak DNA’sina entegre edebilmektedir.

HBV DNA’smin entegrasyonu proto-onkogenleri aktive edilebilmektedir ya da
bilylimeyi diizenleyen genleri baskilanabilmektedir (25). HBV X geni HCC olusumu ve
HBV enfeksiyonun da rol oynayan HBV X proteinini kodlamaktadir. Bu protein insan
hepatositlerinde c-myc ve c-myb gibi onkogenler ve p21, APC ve p53 gibi tumor-



baskilayic1 genleri etkileyen bir transkripsiyon faktoriidiir (26). Teshisi konulan HCC’
lerin %80’ninin HBV enfeksiyonundan kaynaklandigi disiiniilmektedir ancak kronik
HBV tastyicilarimin sadece kiigiik bir kisminda HCC goriilmesi nedeniyle diger
faktorlerinde HCC olusmasinda iliskili olabilecegini diistindiirmektedir (27).

2.2.3. Hepatit C Viriisii (HCV)

Hepatit C viriisli cogu bati lilkelerinde kronik karaciger hastaliklar1 ve HCC’ nin
temel sebebi olarak goriilmektedir. HCV enfeksiyonu, genellikle damar-i¢i uyusturucu
kullanimi, cinsel iligki yoluyla gerceklesmektedir. Amerika da ki HCV enfeksiyonlarinin
%85 kadarmi olusturmaktadir. Asya da ve Afrika da olgularin sadece %20’si HCV
enfeksiyonu ile iliskilidir, ¢ogunlukla HBV zeminindeki kronik hepatit ve sirozdan
kaynaklandigi gézlenmistir (28).

HCV flaviviridae ailesinden bir RNA viriisii olup, reverse transkriptaz aktivesi
bulunmamaktadir ve konak genoma kendisini entegre edememektedir (29.30). HCV’ nin
¢ekirdek proteininin (HCV core protein), proto-onkogen olan c-myc proteini dahil farkli
genler {izerinde transkripsiyonel kontrole sahip oldugu diisiiniildiigii gibi normal hiicre
gelisiminin bozulmasinda da etkisi oldugu diistiniilmektedir. HCV ¢ekirdek proteininin
karsinojenik etkisinin apoptoz indiikleyicisi olan Fas, timor nekrosis faktor-alfa’y1 (TNF-

a) inhibe edebilme yeteneginden ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (31).

2.2.4. Aflatoksin

Dogal karsinojen olarak kabul edilen aflatoksin Aspergillus flavus ve Aspergillus
parasiticus tarafindan tiretilmektedir (23). Sicak ve nemli kosullarda saklanan tahillarin

kiif olusturmasi sonucu goriilmektedir ve zehirlidirler.

Aflatoksinl B1’in p53 mutasyonuna ve HRAS gibi onkogenlerin mutasyonel
aktivasyonun da etkili olduklar1 goézlemlenmistir (32). Aflatoksin B1 ve HBV
enfeksiyonunda etkili olmaktadir. Bu ajanlara maruz kalan bireylerde sadece bir ajana
maruz kalan bireylere oranla HCC gelisme riski 5-10 kat daha ytiksek oldugu goriilmiistiir

(33). Aflatoksine maruz kalan Cin, Senegal ve Afrika iilkelerinde yasayan HCC



hastalarinin  %20-75" 1 p53 geninde spesifik bir mutasyonuna sahip olduklari
goriilmektedir (34).

2.2.5. Alkol

HCC’ nin risk faktorleri arasinda yer alan kronik ve asir1 alkol tiiketimi arasindaki
giiclii korelasyon yapilan arastirmalarla gosterilmistir. Asir1 alkol tiiketimi karacigere
oksidatif stres mekanizmasi ile zarar vermektedir (35). Kronik ve asir1 alkol tiiketimi
inflamatuar sitokinlerin iretimi araciligiyla monosit aktivasyonuna sebep olarak
hepatositlerin sag kalimi {izerinde etkili olan endotoksin ve aktif kupffer hiicrelerinin
cogalmasimi uyarmaktadirlar. Bu olay sonucunda hepatositler tizerinde sitotoksik etki
meydana gelirken stellate hiicre aktivasyonu, karaciger sirozunu ve HCC’ ye sebebiyet
vermektedir (36).

2.3. Kanserin Tedavi Yontemleri

Kanser tedavisi; kanserli bireyin ve ailesinin yasamini tehdit eden hastaligi ve
hastada tedaviye siirecinde ortaya ¢ikan belirtileri kontrol altina almak, ortaya ¢ikan

belirtilerin kotii etkilerini en aza indirmek ve hastanin yasam kalitesini arttirmaktir (37).

Kanser hastalar1 i¢in zorlu, masrafli ve uzun siiren kanser tedavisi klinik olarak
cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapi gibi 3 tip yaklasimdan olusmaktadir.
Ginimiizde kanser tedavisinde; gen tedavisi, immiinoterapi, antikor tedavisi ve kanser

asilar1 gibi yeni tedavi yontemleri de kullanilmaktadir (37).

2.3.1. Cerrahi Yontem

Kanser tedavi yontemlerinden birincisi cerrahi yontemdir. Cerrahi yontem kanser
tedavilerinde tiimorlii bélgenin cerrahi miidahale ile ¢ikarilmasi seklinde gergeklestirilen
bir yontemdir. Genellikle cerrahi miidahalenin miimkiin oldugu kanserli hastalarda
basarili bir sekilde gergeklestirilmektedir. Fakat cerrahi miidahale islemindeki
basarisizlik sonucu tiimorlerin tekrar olusumunun yani sira metastatik yayilimlari
gozlenmektedir (21).

Karacigerin bir bdlgesinin cerrahi operasyon ile kaldirilmast islemini
“hepatektomi” olarak tanimlanmaktadir. Hepatektomi islemi; kanserin karacigerin bir

kisminda goriilmesi ve karacigerin islevini iyi bir sekilde yerine getirebiliyor olmasi
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durumunda bagvurulan bir operasyondur. Karacigerin geri kalan kismi tiim fonksiyonlari
devralmaktadir. Karaciger birkag hafta igerisinde normal boyutuna gelebilmektedir. Fakat
hastada siroz gelismis ise, timor kiigiik bile olsa hepatektomi yeterli ve miimkiin
olmayabilmektedir. Karaciger hastalarina ayni zamanda karaciger nakli de
yapilabilmektedir. Karaciger transplantasyonu olarak adlandirilan nakil islemi bazi
durumlarda gerekli olabilmektedir. Bu tedavide prosediir kanserin karacigerin disina

yayilmamig olmasi durumunda miimkiin olabilmektedir (19,21).

2.3.2. Kemoterapi

Bir diger tedavi sekli ise kemoterapi olarak adlandirilan; kanser tedavisine uygun
olarak belli dozlarda hastaya kan dolagimi araciligiyla verilerek viicudunun tiim
bolgelerine yayilan, viicuttaki tiim dokulart etkileyen ilagla tedavi ydntemidir.
Kemoterapi yontemi cerrahi miidahale ve radyoterapi gibi yerel tedavi amaglayan
tedavilerden farkli olan kemoterapide amag, kullanilan ilaglarla tiimoriin biiytimesini

engelleyecek sitotoksik etki saglamaktir.

Genellikle hiicrelerin boliinmesini ve gogalmasini saglayan metabolik olaylarin
durdurulmasi ve boylece kanserli hiicrelerde ki artisin 6nlenmesi amaglanmaktadir (38).
Bu kemoterapik ilaglarda hedef sadece malign hiicrelerin boliinme ve c¢ogalmasini
onlemektir. Giinimiizde kullanilan bir¢ok kemoterapik ilaglarin istenildigi gibi sadece
kanserli hiicreye spesifik etki etmedigi aym1 zamanda boliinmekte olan biitlin normal

hiicreleri etkiledigi bilinmektedir (38,39).

2.3.3. Radyoterapi

Kanser tedavi yontemlerinden olan radyoterapi, tiimdriin bulundugu bolgedeki
kanserli hiicrelerin yiiksek radyasyon kullanilarak oldirilmeye c¢alisildigi tedavi
yontemlerindendir. Siddetli radyasyon verilen radyoterapi yonteminde saglikli dokular
miimkiin oldugunca korunmaya calisilsa da radyasyon tiimdre ulasirken tiimorlii dokunun
cevresinde bulunan saglikli dokulara temas edebilmektedir. Viicutta bulunan saglikli
hiicreler X 1smlarini daha rahat tolere edebilirken diger hiicrelerin toleransi derecesinin
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Viicuttaki normal hiicrelerde DNA tamir mekanizmasi

daha aktif ¢aligmaktadir ve hiicrelerde ki ¢ogalma mekanizmalar1 normal ¢alismaktadir
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(38, 40). Giliniimiizde kanser tedavisinde kullanilan yeni yontemlerden olan gen tedavisi,
immiinoterapi, antikor tedavisi ve kanser asis1 gibi yontemlerde kanser tedavisinde umut

verici tedavi yontemleri olarak goriilmektedirler (38,40).

2.3.4. Bitkisel Tedavi

Bitkilerle tedavi (Fitoterapi); cesitli hastaliklarda tedavi edici etkiye sahip olan
bitkilerin taze halleri, kurutulmus hallerini veya bu bitkilerden elde edilen
ekstraksiyonlarin kullanilmasi ile iretilen ¢aylarin, drajelerin, kapsiillerin, tabletlerin
hastalik tedavisinde kullanilmasi islemi olarak adlandirilmaktadir. Yapilan birgok
aragtirma insan, doga ve g¢evre sagligi i¢in fitoterapinin gerekli bir yontem oldugunu
gostermektedir. Insanlik icin bitkiler yillardan beridir en segkin ilag kaynaklar1 arasinda
yer almaktadir. Ancak son yillarda bitkilerle tedavi yontemleri geleneksel yontemlere
oranla daha fazla 6nem kazanmasina bitkilerin yeni formlarla sunulmasinin da rolii

bulunmaktadir (41).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) yaptig1 bir ¢alismada diinya niifusunun nerdeyse
%60’nin sentetik ilaglardan ¢ok geleneksel kiiltiirlerinde yer alan bitkisel 6ziit igeren
ilaglara daha ¢ok giivendigini, bu nedenle sentetik ilaglardan ¢ok bu bitkisel ilaglar

kullanmaya devam ettiklerini belirlemistir (41).

Bitki tedavileri bitki ekstraktlarinin ya da onlarin aktif bilesenlerinin kullanimina
dayanmaktadir. Tibbi bitkilerle yapilan bir¢ok arastirmada bu bitkilerdeki etken
maddelerin yeni kullanim yerlerinin bulunmas1 bu bitkilerin degerini arttirmistir. T1bbi

bitkilerin tedavide kullanim amaclari;

Hastanin kanini temizlemek,
Sinirleri teskin etmek,
Hazmi kolaylastirmak,

[drar ve ter soktiirmek,

Istah agmak,

Gaz gidermek

Balgam soktiirmek,

NS N N N N N NN

Ates ve parazit diislirmek,
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v' Nefes agmak,
v Mikrop 6ldiirmek,
v Astim, felg, dizanteri, sara, sitma, seker ve deri hastaliklar1 vb. giderilmesi

gibi amaglarla kullanilmaktadirlar (41).

Kanser tedavisinde yillar igerisinde umut verici gelismeler yasanmis olsa da,
hastaligin farkli tiplerinin bulunmasi ve tedavi yontemlerinin basar1 ylizdelerinin diisiik
olmasi insanlar1 tedavi yontemi olarak degisik yontemlere bagvurmaya zorlamaktadir. Bu

yontemlerin basinda bitkilerle tedavi yontemi olan fitoterapi gelmektedir (38,40).

2.4. Haplophyllum Ptilostylum (Tiiylii Sedo)

Haplophyllum bitkisinin Uluslararas: Botanik Adlandirma Koduna (2001) gore

bitkiler aleminde ki siniflandirmasi asagida ki gibidir.

Alemi: (Regnum) Vegetabile
Bolimii: (Divisio) Spermatophyta
Smifi: (Classis) Dicotyledoneae
Takimi: (Ordo) Sapindales

Ailesi: (Familia) Rutaceae

YV V. V V V V

Cinsi: (Genus) Haplophyllum

Haplophyllum ptilostylum; ¢ok yillik bir bitki olup 15-45 cm boylarinda, tabanda
dallanmis birka¢ gévdeden veya tek gdvdeden olusan bir bitkidir. Nadiren verimsiz
stirglinlii de olabilmektedir, beyaz soluk sarimsi ya da beyazimsi yesil, tiysiiz belli
belirsiz punktat glandli gi¢ekleri bulunmaktadir. Genellikle ii¢ parcali yapraklardan
olusur. Cigeklenme durumu genis, gevsek, ¢ok ¢icekli, 8-25 cm capinda, tiiysiiz, belli
belirsiz kiiciik sarimsi1 glandli; brakte cok sayida, linear veya yapraksi seklindedir.
Sepaller deltoid-ovat veya lanseolat 1-0.75 mm serbest, obtus-subakut uglu, kenarlari

genellikle diiz, tiiysiiz, kii¢iik glandlidir ve meyvede kalicidir (42,43).

Townsend 1967 yilinda yaptigi arastirmalarda H. ptilostylum taksonunun H.

buxbaumii ve H. cappadocicum’un bir varyanti olabilecegini belirtmistir ardindan. 1986
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yilinda yaptig1 ¢alismada ise H. ptilostylum’un H. buxbaumii’den farkli oldugunu, bazi
H. cappadocicum orneklerinin ise benzerlik gosterdigini belirtmis ve taksonun H.
ptilostylum iginde kalmasmin sadece inflorosens dallarindaki tiiysiizlik ve g¢ok az

tiylilige bagl oldugunu belirtmistir (42).

= — .

Sekil 2.5. H. ptilostylum taksonunun a: Genel Gortiniim, b: Cigek, c: Kapsiil (44
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H. ptilostylum; genellikle kumlu, ruderal alanlarda 750-1200 m yiikseklikte yetisir.
Mayis ve haziran aylarinda ¢icek agar. Genellikle Suriye’nin Kuzey Dogusunda,
Tiirkiye’nin Giiney Dogu Bélgesi civarinda yayilis gosterir. Ulkemizde Tunceli (Ovacik,
Munzur, Sihenk civari), Sanlurfa (Hilvan civari), Siirt (Silvan-Kurtalan civari) illerinde

yayilis gostermektedir (42).
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Sekil 2.7. Haplophyllum ptilostylum bitkisinin tilkemizdeki yayilis1 (44)
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2.4.1. Haplophyllum Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Haplophyllum (Rutaceae) cinsi, Avrasya'nin sicak 1liman ve subtropikal bolgeleri
ve dogu Afrika'nin kuzey tropik bolgesi boyunca dagilmis yaklasik 70 tiire sahiptir. 13'i
endemik olan 25 Haplophyllum tiirii ile iran en fazla Haplophyllum tiiriine sahiptir ve bu
cinsin bir tiirlesme merkezi olarak adlandirilmaktadir. Literatiir taramast yapildiginda,
kimyasal iceriginde farkli yapidaki ligandlarin varligi tespit edilmistir (45,46).
Kumarinler, steroller, flavonoidler ve birka¢ sinif alkaloit Haplophyllum cinsinin farkl
tiirlerinde tespit edilmistir (45,48). Cesitli Haplophyllum tiirlerinden bir¢ok biyolojik
aktivite bildirilmistir ve H. dauricum L. G. Don’un antitiimor etkilerini ve H. patavinum
L. G. Don’un bes liginin sitotoksisitesini igerdigi belirlenmistir. Insan kolon karsinomu
hiicreleri ve H. tuberculatum'un Plasmodium falciparum'un ¢esitli suslar1 {izerinde HeLa
ve HCT-116 hiicre hatlarinda farkli Haplophyllum tiirlerinden bes alkaloidin sitotoksik
ozellikleri hakkinda da raporlar bulunmaktadir (49).

Haplophyllum cinsinin farkl tiirlerinde farkli ligand ve alkaloit siniflarinin varhigi
ve patatin, justicidin ve skimmianine gibi bu bilesiklerin bazilarinin sitotoksisitesi
hakkinda raporlar verilmistir. Iran'da yetisen dort Haplophyllum tiiriiniin, farkl
kokenlerden ¢esitli timor hiicre hatlar tizerindeki sitotoksik etkilerini in vitro kosullar da
arastirmak istenmistir. Bu tiirler arasinda H. tuberculatum, H. acutifolium G. Don, H.
stapfianum Hand.-Mazz. Ve Iran'da endemik olan H. viridulum Sojak bulunmaktadir. Ek
olarak, Ruta graveolens L., cinsi taksonomik olarak Haplophyllum cinsine en yakin olan

cinsi olan sitotoksik bilesiklerle sitotoksik olarak degerlendirildi (49).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahismada Kullamilan Gerecler
e SmifII giivenlik kabini (Thermo)
e CO2’li inkiibator (Thermo)
e Invérted 151k mikroskobu (Olympus CKX 41)
e Flouresans mikroskop ve goriintiileme sistemi (Olympus CKX 51, DP73)
e Flow sitometri (BD facs via)
e Mikroplayt reader (Spectramax M5, Thermo supergo)
e Sogutmali santrifiij (Hettich R 320)
e pH metre (Toledo)
e 75 cm’lik hiicre kiiltiir kaplari
e 25 cm’lik hiicre kiiltiir kaplar1
e 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar1 (Corning)
e 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar1 (Corning)
e 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar1 (Corning)
e 5- 10 ml hacimli steril pipetler (Corning)
e 10, 100, 200, 1 000 uI’ lik otomatik pipetler (Eppendorf)
e Cam pastor pipetleri
e 15 ve 50 ml’ lik falkon tiip (Corning)
e Eppendorf tiipler
e Tripsin-EDTA (Gibco)
e DMSO (Sigma)
e Hiicre ortami; DMEM F-12 (Sigma)
e Fotal bovine serumu (FBS) (Gibco)
e Penisilin/streptomisin (Sigma)
e L- Glutamine (Sigma)
e Tripan mavisi soliisyonu (Sigma)
e Thoma lam1
e Fosfat tamponu (PBS/Phosphate Bufferred Saline)
e MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
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e Acridine orange /Ethidium bromide
e Annexin V kiti (BD)
e JC-1 kiti (Abcam red)

Cell cycle kiti (Sigma)

3.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan Haplophyllum Ptilostylum bitkisinin topragin tizerinde
yetisen kisimlar1 giinesle direk temas etmeyecek ortamda kurutuldu. Kurutulan bitki
numuneleri toz haline getirildi ve hemen ardindan bu 6rneklerden 500 gr tartilarak (1:1)
orandaki methanol: su, icinde 40 °C’lik ortamda gece boyunca inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin bu 6rnekler pargalara ayrilarak 15 dk ultrasonikator de iyice homojenize edildi.
Homojenize edilen 6rnekler whatman filtre kagitlar1 yardimi ile iyice siiziildii ve 40 °C
sicakligi agmayacak sekilde rotary evaporatér de alkol solventleri uguruldu hemen

ardindan liyofilizatérde toz haline getirilerek ham MeOH ekstreleri ayrildi.

Ardidan kuru olan ham MeOH ekstresi porsiyonlar1 hekzan ile yikanarak lipofilik
kisimlari, ugucu yaglari ile klorofilli kisimlar1 uzaklastirildi. Hemen ardindan birlestirilen
hekzan porsiyonlar1 da rotary evaporator ve liyofilizator araciligi ile kurutularak bitkinin

hekzan ekstresinin elde edilme islemi gergeklestirildi.

Yagdan arindirilmis kalintilar  tekrardan kiiglik porsiyonlara ayrilarak
diklorometanla yikandi ve serbest aglikonlar gibi orta polaritedeki bilesikler de ekstrakte

edildi. Bu porsiyonlar da tekrardan kurutuldu ve diklorometan ekstresi izole edildi.

Son islemde; kalan yiiksek polariteli kisimlar 1:1 oraninda biitanol:su igeren
karigim ile ekstraksiyonu yapildi ve ardindan seker bilesiklerinin su fazina gegisinde
agirlikli olarak organik bilesikleri iceren ikincil metabolitleri organik faz olarak bilinen
biitanol i¢inde kaldi. Ayirma hunisi yardimu ile ayrilan fazlar evaporatdr ve liyofilizatorde

kurutularak BuOH ekstreleri elde edildi.
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3.2. Hiicreler Kiiltiirii Calismalari

Bu tez galismasinin deneylerinde kullanilan hiicreler ATCC’ den temin edilip
cogaltilip stokladigimiz insan karaciger kanser hiicresi SNU-423 ve insan normal

embriyonik endotel hiicresi HUVEC kullanilmistir.

Hiicrelerin Bakimi

Hiicrelerin biiyiimesi ve beslenmesini saglamak i¢in %10 FBS, %1 L-glutamin, %1
penisilin/streptomisin iceren DMEM F-12 besi ortami kullamldi. Hiicreler, 25 cm? hiicre
kiiltiirti kaplarinda 37°C” de %5 CO>’ li inkiibatorde biiyiitiildii. Hiicreler biiyiitiiliirken
hiicreler yiizeyi %80-90 kaplayincaya kadar rutin olarak 2 giinde bir ortamlar1 yeni besi
yeri ortami eklenerek degistirildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi islemi

Biiytitiilen hiicreler yiizeyi %80 kaplayacak kadar ¢ogaldiklar1 zaman hiicrelerin
iizerlerindeki besi ortamu steril pastor pipetleri ile c¢ekilerek atildi. Ardindan hiicre
kiiltiiriiniin yiizeyi tripsin-EDTA muamelesini aktivitesini arttirmak i¢in Ca*? ve Mg*?
icermeyen ticari olarak satilan steril 1X PBS ile muamele edilerek hiicreler 1 kere yikandi
ve PBS uzaklastirildi. Hiicre kiiltiiriinlin {izerine tripsin-EDTA eklendi ve hiicrelerin
birbirlerinden ve plate yilizeyinden ayrilmasi beklendi. Ardidan 1200 rpm de +4°C’ de
santrifiij edildi. Coken hiicrelerin iizerine %95 besi yeri ve %5 DMSO icerecek sekilde
hazirlanan hiicre dondurma soliisyonu eklendi ve hiicreler bu soliisyon igerisinde 6nce -
20°C’lik derin dondurucuda veya -86°C’lik derin dondurucuda kisa siireli saklanirken

uzun sureli olarak siv1 azota alinarak saklanda.
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3.3. Bitki Ekstrelerinin Uygulanmasi ve Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

3.3.1. Hiicre Sayimi

Hiicrelerden yeni kiiltiirlere istenilen sayida hiicre alabilmek i¢in thoma lami ile
hiicre sayimi yapildi. Sayim i¢in var olan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinirken tripan
mavisinden 90 pl alindi ve bdylece karisim 100 ul’ ye tamamlandi. Thoma laminin
iizerine bir lamel koyuldu ve homojenize edilen hiicre boya karisimdan pipet yardimiyla
thoma lami ve lamel arasina kenardan yavasca aktarildi. Thoma lami {izerinde yer alan
biiyiik 9 kare igerisindeki hiicreler sayildi. Milimetredeki hiicre sayisini (hiicresayisiy/ml)

belirlemek i¢in asagidaki formiilden yararlanildi.

Hiicre say1si/ml = ((Sayilan hiicre miktar1 X Diliisyon oran1 (10)) X 10%) /8.
3.3.2. Bitki Ekstrelerinin Uygulanmasi

Biiyiitiilen hiicreler %80-90 oraninda ¢ogalinca, tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10*
hiicre-kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril pleytlere ekildi. 24 saat inkiibasyonun
ardindan besi yerleri uzaklastirildi ve yerine 0-2.5-5-10-25-50-100-200 pg/ml
konsantrasyonlarinda bitki ekstresi igeren 200 ul besiyeri hiicrelere eklenerek 24 saat %5
CO2’li atmosferde 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi.

3.3.3. MTT Yontemi ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Hiicrelere uygulanan bitki ekstresinin sitotoksik etkisinin belirlenmesi icin MTT
hiicre proliferasyon kiti kullanildi. MTT testinde canli hiicrelerde meydana gelen
metabolik aktivitenin hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri araciligi ile
MTT’yi pargaladig1 ve ¢oziilebilir formazan tuzlarini olusturdugu sisteme dayanarak
yapilan bir yontemdir. Hiicrelere bitki ekstrelerinin uygulanma ve inkiibasyon siiresinin
ardindan 96 kuyucuklu pleytlerin kuyucuklar1 igerisindeki besi yerleri cekilip 20 pl
serumsuz besi yeri lizerine 90 ul MTT soliisyonu eklenir ve ortalama 4 saat inkiibasyona
birakilmaktadirlar. Inkiibasyon siiresinden sonra pleytlerdeki besiyeri uzaklastirilir,

formazon kristallerinin iizerine 100 pl DMSO eklenir ve bu kristaller ¢ozdiiriildiikten
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sonra pleyt spektrofotometrede 570-690 nm dalga boyunda 6lgiilerek absorbans degerleri

elde edilir ve bu degerlerle ICso degeri hesaplanir.

3.4. Apoptotik Etkinin Tespit Edilmesi

3.4.1. Acridine Orange /Ethidium Bromide floresan boyama metodu ile Apoptozisin
Morfolojik Olarak Tespit Edilmesi

6 kuyucuklu pleytlere lamel koyulduktan sonra lameller {izerine ekilen ve bitki
ekstresinin etkin dozu ile muamele edilen hiicreler alinip, 2 kez 2 dakika soguk 1XPBS
ile yikandi. 5 dakika %70 ethanol ile fikse edildikten sonra hiicreler 5 defa distile su ile
yikanir. Daha sonra bunlar 2 kez PBS’de bekletilip oda 1sisinda 15 dakika akridin
orange/Ethidium bromide ¢aligsma soliisyonu ile boyandi. Kuyucuklardan alinan lameller
kurutma kagidi iizerinde dik tutulmasi suretiyle boya uzaklastirildi ve 4 kez PBS ile
yikandi. Lamellere bir damla PBS damlatilip lamlarin tizeri kapatilarak floresans

mikroskopta incelendi.

3.4.2. Apoptotik Etkinin Annexin V ile Flow Sitometrik Incelenmesi

Sentezlenen bitki ekstrelerinden yiiksek sitotoksik etki gosteren bilesiklerin; olasi
sitotoksik etkilerinin apoptotik yolagin aktiflenerek mi yoksa hiicrelerde nekrozisle mi
oldugunu Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC protokolii uygulandiktan sonra flow
sitometri (BD FacsCanto) ile analiz edildi. Annexin V apoptoz analizlerinde kullanilan
FITC ile konjiige Annexin V lektini, apoptotik hiicrelerin membranin dis yiizeyinde yer
alan fosfatidil serin fosfolipidine baglanmaktadir. FITC, Annexin V baglanan hiicreleri
flioresan (FL1 detektorii; eksitasyon= 488nm, emisyon=535nm) i1simasini
saglamaktadir. Hiicrelerde olusan bu fliioresan 1s1ma flow sitometrideki FL1 dedektori
ile belirlenmektedir. Hiicreler olusturduklari isimanin etki siddetine gore siniflandirilir ve
bir diyagramda gosterilirler. Olii (nekrotik) hiicrelerde niikleik asitlere baglanan fliioresan
PI (FL2 detektorii, eksitasyon= 488nm, emisyon=562-588nm) boyasiyla
belirlenmektedir. PI nekrotik hiicrelerde zarar goren hiicre membranindan gegerek bu

hiicrelerin DNA’larin1 boyamaktadir. DNA’lar1 boyanan hiicrelerin fliioresan 1simasi
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flow sitometrideki FL2 dedektorii araciligi ile belirlenmektedir. Isimanin siddeti ile
hiicreler siniflandirilarak bir diyagrama yerlestirilmektedir.

Haplophyllum Ptilostylum bitkisinin CH2Cl> ekstresinin; sitotoksik etkilerinin
apoptotik yolag: aktifleyerek mi yoksa hiicrelerde nekrozisi aktifleyerek mi oldugunu
belirlemek amaci ile Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC kit protokolii

uygulandiktan sonra lizatlar flow sitometri (BD FacsCanto) cihazi ile analiz edildi.

Calismada 6 well pleytlere ekilen SNU-423 hiicrelerine Haplophyllum
Ptilostylum bitkisinin CH.Cl, ekstresinin 0, 5, 10, pg/ml dozlarinda 24 saat madde

uygulamasi yapildiktan sonra hiicrelere Annexin V (BD) kit protokolii uygulandi;

Oncelikle hiicreler tripsin-edta ilave edilip kaldirildi ve ardindan iizerlerine 500
uL PBS eklenerek yikandi sonra 1200 rpm 5dk santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan
sonra pellet seklinde kalan hiicreler 1X bindig buffer ile yikandi. Pelet hiicreler 300 uL
olacak sekilde 1X binding buffer ile siispanse edildi ve olusan karisimdan 100 pL hiicre
slispansiyonu yeni bir eppendorf tiipe aktarildi, tizerine 5 uL fluorochrome-conjugated
Annexin V ve yine ayni tiipe 5 uL PI (Propidium lodide Staining) soliisyonu eklendi.
Siispansiyon 15 dk oda 1si1sinda inkiibe edildi ve ardindan 200 pL 1X binding soliisyonu

diliie edilerek flow sitometri cihazinda analiz edildi.

3.4.3. Apoptotik Etkinin Cell Cycle (Hiicre Dongiisii) ile Flow Sitometrik
Incelenmesi

Hiicrelerin hiicre dongiisiinde bulunduklar1 evrede igerdikleri DNA miktarina
gore ayirim yapilmast i¢in kullanilan ve Propidium Iodide boyasi igeren bir kittir. Bu Kitte
hiicreler yaklasik olarak 1.000.000 hiicre olacak sekilde 6 well platelere ekildi. SNU-423
ve HUVEC hiicrelerine Haplophyllum Ptilostylum bitkisinin CH.Cl, ekstresinin 0, 2.5,
5, 10, pg/ml dozlarinda 24 saat madde uygulamasi yapildiktan sonra hiicrelere cell cycle

(hiicre dongiisii) (BD) kit protokolii uygulandi;

6’lik well plate ekilmis olan hiicrelerin iizerine 500 ul tripsin eklendi ve hiicrelerin

yiizeyden ve birbirlerinden kalktig1 gozlenince iizerlerine 1ml besi ortami eklendi.
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Ependorf tiiplere alinan hiicreler 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve pellete olan
hiicrelerin  iizerindeki  siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Ardindan hiicre
slispansiyonunun iizerine kit igerisinde bulunan 1X buffer soliisyonu eklendi. Hiicreler
1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildikten sonra, siipernatant uzaklastirildi ve bu islem 2

kere tekrarlanarak hiicreler yikandi.

Hiicre siispansiyonunun iizerine kit igerisinde ki A soliisyonundan 250 pl (tripsin
buffer) eklendi. Tiipler hafifce karistirildi. 10 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan hiicre siispansiyonun iizerine B soliisyonundan 200 pl (tripsin
inhibitor ve RNase buffer) eklendi. Tiipler hafif¢e karistirildi. 10 dakika karanlik ortamda
inkiibe edildi. Hiicre siispansiyonunun tizerine 200 ul soliisyon C eklenerek tiipler
karistirildi ve 10 dk karanlikta inkiibasyona birakildi. Hiicre siispansiyonlari daha sonra
flowsitometri cihazinda okutuldu, kaluza analysis programi kullanilarak her 6rnek analiz
edildi.

3.4.4. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (JC-1) Olg¢iimii

Hiicrelerde ortaya ¢ikan apoptozun mitokondriyal i¢sel yolaginda ortaya ¢ikan JC-
| degisimi Flow sitometrik yontemle belirlendi. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (JC-

1) olgtimii BD JC-1 Kit protokoliine gore yapildi.

6 well platelere 1.000.000 hiicre olacak sekilde ekilen hiicreler 300uL tripsinle
tripsinize edilerek kaldirildi. Ardindan 1500 rpm de 5 dk santriifiij edildi. Siipernatant
atilarak pelletin tizerine 500pL 1X PBS eklenerek hiicreler homojenize edilerek yikama
islemi yapildi. Hiicre soliisyonu tekrar santrifiij edildi olusan pellet iizerine 500 uL JC-I
working soliisyonu eklenerek hiicreler vortekslendi ve 15 dk 37 °C’de inkiibasyona
birakildi (bu islem 2 kere tekrarlandi). 2ml 1X assay buffer hiicrelerin bulundugu tiipe
yavasga eklendi ve soliisyon yavase¢a karistirildi. 400C de 5 dk santrifiij edildikten sonra
slipernatant uzaklastirildi. Kit igerisinde bulunan 1X lik 1 ml assay buffer hiicre
soliisyonun iizerine yavasga eklenerek hiicre soliisyonu tekrar karistirildi. 400C de 5 dk
santrifiij edilip slipernatant atildi, pelletin tizerine 500ul 1X lik assay buffer eklenerek

hiicreler vortekslendi ve flowsitometri cihazina verilerek okuma islemi yapildi.
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JC-1 Stok soliisyonu (1 mg/ml) hazirlanirken verilen prosediire gore hazirlandi
(200u1 DMSO liyofilize olan JC-1 boyast tizerine eklendi Ve boya tiipii sikica kapatilarak
vorteks ile iyice karistirildi, hemen ardindan -20 ye kaldirildr).
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4. BULGULAR

4.1. MTT Yontemi Kullanilarak Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

H. ptilostylum bitkisinin CH.CL. (diklorometan) ekstresinin normal karaciger
hiicresi olan HUVEC hiicresi ve karaciger kanseri hiicresi olan SNU-423 hiicresine olan
etkisini incelemek i¢in MTT yontemi kullanildi. MTT y6nteminde hiicreler H. ptilostylum
bitkisinin diklorometan ekstresine 24 saat maruz birakildi. SNU-423 hiicreleri iizerinde
ki sitotoksik etkisinin (ICso: 3,55 pg/mL oldugu gozlenirken, HUVEC hiicreleri
iizerindeki etkisinin ise 102,7 pg/mL oldugu gozlendi. Bu sonuglardan yola ¢ikarak H.
ptilostylum bitkisinin diklorometan ekstresinin karaciger kanseri hiicrelerine olan
etkisinin kemoterapik ilaglara esdeger oldugunu, ayn1 zamanda normal hiicrelerde Ki I1Cso
dozunun yiiksek olmasi sebebiyle kanser tedavilerinde kullanilan diger kemoterapik
ilaglardan daha az zarar verdigi goriildii. Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilan tedavi
yontemlerinden olan fitoterapide kullanilabilecek yeni bir bitki olabilecegi yoniindeki

diisiinceleri dogrular yondedir.

Tablo 4.1. Hiicrelerin ICsq degerleri

ICso Birimi
HUVEC |102,7056 |ug/mL
SNU-423 |3,552596 | ng/mL

SNU-423
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Sekil 4.1. H. ptilostylum diklorometan ekstresinin SNU-423 hiicresi tizerindeki sitotoksik etkisi
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HUVEC
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Sekil 4 2. H. ptilostylum diklorometan ekstresinin HUVEC hiicresi {izerindeki sitotoksik etkisi

4.2. Acridine Orange /Ethidium Bromide Metodu

H. ptilostylum diklorometan ekstresinin HUVEC ve SNU-423 hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkisini hiicrelerde morfolojik olarak belirlemek amaciyla yapilan bir metottur.
Acridin orange metodunda niikleusta ve hiicre membraninda meydana gelen apoptoza
bagli olarak gergeklesen degisiklikleri belirlemek ve incelemektir. Ethidiuum bromide
membran biitiinliigli bozulmus hiicreleri boyarken acridin orange boyasi canli ve 6li
hiicreleri boyamaktadir. Hiicre biitiinliigii ve aktivitesi devam eden hiicreler yesil renk
boyanirken apoptotik hiicreler sar1 turuncu renk almaktadir. Olen hiicreler ise kirmizi renk

boyanmaktadir.

Yaptigimiz bu boyamada tespit ettigimiz 1Cso dozlarinda (5-10 pg/ml) HUVEC ve
SNU-423 hiicrelerini  karsilastirdigimizda HUVEC hiicrelerinin - H.  ptilostylum
diklorometan ekstresinin uygulanan dozlarinda hiicre canliligini korudugunu negatifle
kiyaslanan dozlardaki hiicrelerin yesil renk boyandigini tespit ettik. SNU-423
hiicrelerinde ise H. ptilostylum diklorometan ekstresinin uygulandigi hiicrelerde doza

bagli olarak negatife oranla apoptotik ve nekrotik hiicrelerin goriildiigiinii tespit ettik.
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SNU-423

Negatif 5 ug/ml 10 pg/ml

Morfoloji

Acridin orange

Sekil 4.3. Bitki ekstresi uygulanan SNU-423 hiicresinin floresan ve 1sik mikroskopu morfolojik
goriintiileri

10 pg/ml

Morfoloji

Acridin orange

Sekil 4.4. Bitki ekstresi uygulanan HUVEC hiicresinin floresan ve 1sik mikroskopu morfolojik
goriintiileri

4.3. Flow Sitometrik Annexin V Pl Apoptoz/Nekroz Analizi

H. ptilostylum bitkisinin diklorometan ekstresinin belirlenen 1Cso degerleri (2.5-5
ve 10 pg/ml) maruz birakilan SNU-423 ve HUVEC hiicreleri 24 saat inkiibasyon
sliresinin sonunda Flow Sitometri cihazinda Annexin V PI Kiti ile analiz edildi. Bu kitte
hiicre 6liim mekanizmasini belirlemek igin gergeklesen hiicre 6liimiiniin apoptotik hiicre

oliimi ya da nekrotik hiicre 6liimiinden hangisi oldugunu belirlemek amaglanmaktadir.
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Kit igerisindeki protokole gore hazirlanan numuneler Flow Sitometri cihazinda
okutularak hiicre sayimi gergeklestirildi. Annexin V - ve PI - hiicreler saglikli hiicreleri
belirtirken, Annexin V + ve Pl - hiicreler erken apoptotik hiicreleri gostermektedir.

Annexin V + ve PI + hiicreler ise geg apoptotik hiicreleri gostermektedir.

SNU-423 hiicrelerine uygulanan H. ptilostylum bitkisinin diklorometan ekstresinin
uygulanan 2.5 pg/ml dozunda % 25.6 unun apoptotik etki gosterdigi, Sug/ml dozunda
hiicrelerin % 25.6’sinin apoptotik etki gosterdigi hiicrelere uygulanan 10 pg/ml dozda
hiicrelerin % 29.1’inin apoptotik etki gosterdigi gozlendi. Apoptotik etkinin doza bagl

olarak arttig1 goriildii.
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Sekil 4.5. SNU-423 hiicresinin Annexin V analiz sonuglari
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HUVEC hiicrelerine uygulanan H. ptilostylum bitkisinin diklorometan ekstresinin
uygulanan 2.5ug/ml dozunda %7.8’inin apoptotik etki gosterdigi, Sug/ml dozunda
hiicrelerin %7.9” unun apoptotik etki gosterdigi hiicrelere uygulanan 10 pg/ml dozda
hiicrelerin % 8.7°sinin apoptotik etki gosterdigi gozlendi. Normal hiicreye ve kanser
hiicresine uygulanan H. ptilostylum bitkisinin diklorometan ekstresinin kanser hiicresinde

apoptotik etki gosterdigi goriilirken normal hiicreye minimum seviyede zarar verdigi

goriildi.
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Sekil 4.6. HUVEC hiicresinin Annexin V analiz sonuglari
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4.4. Cell Cycle (Hiicre Dongiisii) Kiti ile Apoptotik Etkinin Incelenmesi

H. ptilostylum bitkisinin diklorometan ekstresine belirlenen 1Cso dozlarinda (5
ug/ml) 24 saat maruz birakilan HUVEC ve SNU-423 hiicrelerinin hiicre canliliklarini ve
hiicrelerin proliferasyonlarinin tespit edilebilmesi i¢in cell cycle kiti kullanildi. Flow
sitometri cihazi kullanilarak yapilan 6lgtimlerde 10.000 hiicre sayimi yapildi. Hiicrelerin
hiicre dongiisiinde bulunduklart evrede igerdikleri DNA miktarina goére ayirim

yapilmaktadir ve Propidium lodide boyas1 kullanilmaktadir.
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Sekil 4.7. SNU-423 hiicresinin cell cycle analiz sonuglari

Yapilan analizlerde H. ptilostylum bitkisinin diklorometan ekstresinin 5 pg/ml
dozuna maruz birakilan SNU-423 hiicrelerinin 24 saat sonundaki hiicre dongiisii evrelerine
bakilarak hiicre poliferasyonu incelendi. Hiicre dongiisii evrelerine bakildiginda Sub-G1
fazinda %2.3 GO/G1 fazinda %55, S fazinda %19.8 ve G2/M %21.1 hiicre oldugu tespit
edildi.
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Sekil 4.8. HUVEC hiicresinin cell cycle analiz sonuglari

H. ptilostylum bitkisinin diklorometan ekstresinin 5 pg/ml dozuna maruz birakilan
HUVEC hiicrelerinin 24 saat sonundaki hiicre dongiisii evrelerine bakildiginda ise Sub-G1
fazinda %0.0, GO/G1 fazinda %58.2, S fazinda %?23.5 ve G2/M %18.1 hiicre oldugu tespit
edildi.

4.5. Flow Sitometrik Mitokondri Membran Potansiyeli (JC-1) Analizi

H. ptilostylum diklorometan ekstresi SNU-423 ve HUVEC hiicrelerine 2.5 ve 5
pg/ml dozlarinda uygulanarak 24 saat inkiibasyonda bekletildi. Bu inkiibasyon siiresinin
sonunda hiicrelerin mitokondriyal membran potansiyeline (JC-1) bakildi. Mitokondriyal
membran gézeneklerinin yiliksek oranda reaktif oksijen tiirlerinin sitoplazmaya almasi
sonucu hiicrelerde apoptosisin arttigi goriiliir. SNU-423 hiicresinde 2.5 pg/ml dozunda
canli hiicrelerin sayist %79,6 6lii hiicrelerin sayis1 %19,9 iken 5 pg/ml dozunda canli

hiicrelerin sayis1 % 66.6, 6l hiicrelerin sayisi ise %33,2 olarak tespit edildi.
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Sekil 4.9. SNU-423 hiicresinin JC-1 analiz sonuglar1

HUVEC hiicresinde 2.5 pg/ml dozunda canli hiicrelerin sayis1 %87.6 6lii hiicrelerin
say1st %14.2 iken 5 pg/ml dozunda canli hiicrelerin sayis1 % 86.2, olii hiicrelerin sayisi
ise %15.7 olarak tespit edildi.
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Sekil 4.10. SNU-423 hiicresinin JC-1 analiz sonuglari
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6. TARTISMA ve SONUC

Kanserler arasinda 6liime en ¢ok sebebiyet veren kanser tiirli olarak erkeklerde 2.
sirada yer alan kadinlarda ise 6. Sirada Hepatoseliiler Karsinom (HCC) yer almaktadir.
Bu kanseri tiirline yakalan insanlarin sayisi her yil daha da artmaktadir. HCC tanisinin
konulmasi ¢ok zordur. Genellikle taninin konulmasi igin serum markerlarina ya da birgok

goriintiileme yontemi ile histolojik olarak dogrulamaya ihtiya¢ duyulmaktadir (49).

HCC gelisirken goriilen evrelerden biri Siroz olusumudur. HCV ve alkolden
kaynaklanan HCC‘larin tamaminda siroz goériilirken HBV’den kaynaklanan HCC’de
siroz olusumu goriilmemektedir (50). Cokakli ve ark. yaptigi arastirmalarda HBV
enfeksiyonundan kaynaklanan HCC’nin yasam kalitesi ve saglik sistemi koétii hala
gelismemis olan tilkelerde goriildiigii kanisina varirken gelismis tilkelerde bu etkenlerin

HCYV enfeksiyonlart ve alkol oldugunu gézlemlemistir (52).

Tanaka ve Arii 2006 yilinda yayinladigi bir arastirmada karacigerdeki siroz ve HCC
olusumunun Oncesinde sitokinlerin, reaktif oksijen radikallerinin ve biylime
faktorlerinin, hipoksi-reoksijenasyon dongiilerinin oldugu bir ortam olusturdugunu tespit
etmislerdir (53). Bu ortamda yer alan HCC dokulariin, hipoksik ortam yarattig: etki
sebebiyle birgok protein diizeylerinde artis veya azalma oldugu belirtilmistir (54).
Proteinler arasinda biiylime faktorleri ve biiylime faktorlerinin reseptorleri yer almaktadir
(54).

Hiicreler ekstraseliiler matriks bilesenleriyle iliskilerini hiicre yiizeyinde bulunan
reseptorlerin yardimi ile gergeklestirirler. Bu reseptorlerden biri de integrin olarak
adlandirilan, hiicredeki proliferasyon olayindan, programlanmis hiicre 6liimii olarak
bilinen apoptoz ve diferansiyasyon vb. onemli olaylardan sorumlu olarak invazyon

olayinda rol almaktadir (55).
Toksinler, iyonize radyasyon, reaktif oksijen radikalleri, ¢esitli kimyasallar, yaslanma

veya iskemi sonucu gelisen subletal hasarlar hiicredeki apoptotik siireci aktive edebilir.

Cekirdekte, hiicre zarinda, mitokondriyonda veya hiicre i¢i herhangi bir bolgeden gelebilecek

33



bir uyar1 apoptozu baslatabilir. DNA‘da olusan bir hasar 6zellikle 6nemli bir uyarimdir.
Duyarli hiicrede p53‘lin aktivasyonu veya diger bagska mekanizmalar apoptozu baslatabilir.
Bu hasarlanmalar disinda apoptozu tetikleyen bazi fizyolojik sitokinler vardir. Hiicre
membraninin yapisinin bozulmasi ve segici gecirgenlik o6zelligini kaybetmesi sonucu
mitokondriyal membran gozeneklerinin fazla miktarda reaktif oksijen tiirlinii sitoplazmaya

gecirmesi de apoptosisin artmasina neden olmaktadir (56).

Apoptozu baglatabilen tiim bu uyarilar, sonug olarak kaspazlarin (sistein proteazlar)
aktivasyonuna neden olmakta, bunlarin aktivasyonu ile kromatin yogunlagmasi, DNA
parcalanmas1 gibi apoptoza ait belirgin yapisal ve biyokimyasal degisiklikler
gelismektedir. Kaspazlar apoptozun efektor kolunu olusturmaktadir ve apoptoza giden

biitiin hiicrelerde ayni1 sekilde gelismektedir (56, 57).

Hiicrelerde apoptoz mekanizmasinda {i¢ temel grubun rol aldigi bilinmektedir.
Bunlar; 6liim reseptdrleri, adaptor proteinler ve proteolitik enzimler olan kaspazlardir.
Adaptor proteinler, reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlar1 aktive

ederler (57).

Son yillarda HCC tedavilerinde karaciger nakil islemi, radyofrekans ablasyon
islemi, perkutan alkol veya asetik asit ablasyonu islemi, radyoterapi islemi, kemoterapik

ilaglarla tedavi gibi islemler uygulanmaktadir (58).

Kanser hastalarinin tedavi edilmesi siirecinde umut veren gelismeler oldugu gibi
hastalarda tedavinin etkili olma seviyesinin yiiksekliginin ve tedavinin basar1 yiizdesinin
diisiikliigii de insanlara tedavi siirecinin zorlu yolunda belki de tedavi edilebilme
ylizdelerini azicikta olsun arttiracagini diislindiikleri alternatif tibbi yOntemlere
yonelmeye baslamislardir. Bu tedavi yontemlerinin en tercih edilenlerinden biri olarak da
akla bitkisel tedavi yontemleri gelmektedir. Bitkilerle tedavi yontemlerinin tedavi
stiresince yan etkileri agisindan diger tedavi yontemlerine oranla rahat bir tedavi yontemi

olmasi bu durumu giiglendirmistir (49).

Bitkilerde dogal olarak sentezlenmekte olan, antikanser oOzellige sahip olan

resveratrol ve silimarin maddelerinin toksik ozellik gostermedigini tespit eden bir
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calismada bu maddelerin etki mekanizmalarinin kismen bilinmesi tizerine elde edilmesi

kolay oldugundan gida takviyesinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir (59).

Kimyasal igerigin ve biyoaktivitenin incelendigi ¢alismalar arasindaki iligkilere
bakilan ¢alismalar Taraxacum Officinale bitkisinin bilesimindeki luteolin, sikorik asit
fenolik bilesiklerinin antienflamatuvar aktiviteye katkisinin oldugu tespit edildigini
gostermistir (60). Flavonoittenin lipid peroksidasyonunun azaltmasina ve serbest

radikallerin yok edilmesi gibi giiglii antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir (61).

Insan saglig1 ve doga saghg fitoterapinin dnemini ve degerini giin gectikce saha
cok anlatmaktadir. Son yillarda diinyada biiyiik ¢cogunlugu bitkilerle tedaviyi en fazla
tercih edilen ilaglar listesine almistir. Adi bilinen farmasoétik firmalar bu gelismelerin
1s18inda yeni bir kaynak olarak bitki ve bitkisel tiirevlere yeniden ilgi gostermeye
baglamistir (61).

Yeni ilaglarin iiretim, uygulama ve gelistirilmesi yoniinde yapilan ¢alismalarin yan
etkilerinin az olmasi diger tedavi yontemleri yerine bitkilerle hazirlanan ilaglarla yapilan
tedavilere verilen Onemi arttirmistir. Kanser hastaligimin tedavisinde kullanilan
yontemlerin en ¢ok bilinen dezavantajinin hem yan etkilerinin olmasi hem de tedavinin
kisiye 6zel olmamasidir. Oysa ki bitkilerle yapilan arastirmalarda hedef kisiye 6zel ilag
iiretimi ile spesifik tedavi yontemi gelistirerek saglikli hiicrelere zarar verilmeden sadece

tiimorli dokuyu hedef alarak olusabilecek yan etkileri ortadan kaldirabilmektir.

Yaptigimiz tez caligmasinda, karaciger kanseri hiicresi olarak bilinen ve ticari
olarak satin alman SNU-243 ve saglikli karaciger hiicresi olarak bilinen HUVEC
hiicresini kullanarak hiicre kiiltiirii caligmalar1 ile diisiik sitotoksik etki gdsterdigini
diistindiigiimiiz endemik bir bitki olan H. ptilostylum diklorometan ekstresi {izerine
aragtirmalar yaparak karaciger kanserinde spesifik tedavi ile ilgili ¢aligsmalara katki

saglamay1 amacladik.

H. ptilostylum bitkisinin sitotoksik etkinligini belirlemek amaci ile yaptigimiz MTT
deneylerinde artan dozlarda yaptigimiz madde uygulamasinda SNU-423 hiicresinde
sitotoksik dozun (ICsp) 3.55 pg/ml oldugunu buna karsin HUVEC hiicresinde bu
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sitotoksik dozun (ICsp) 103 pg/ml olarak elde edildi. Saglikli hiicrede daha yiiksek
sitotoksik etkiye sahip olan bu bitkinin kanser hiicresinde ki sitotoksik dozunun ¢ok diisiik

oldugunu gérmek yeni olasi bir tedavi ajani fikrini giiclendirmektedir.

Bu verileri dogrulamak amaci ile elde edilen 1Cso dozlarinin hiicrelerin morfolojik
yapisinda ve hiicresel biitiinliiklerini belirlemek amaciyla acridin orange-etidium bromide
boyamas1 yapildi. Hiicrelerin floresans mikroskop ile alinan goriintiilerinde saglikli
hiicrelerde hiicre yapisinin ve biitiinliigiiniin bozulmadig: gibi karaciger kanseri hiicresi
olan SNU-423 hiicresinin yiiksek dozlarda (5-10 pg/ml) hiicrelerin apoptoza gittigini
gosteren apoptotik ve nekrotik cisimlerin varligimin yaninda SNU-423 hiicrelerinde ki
yapisal biitiinliigiin bozuldugu hiicrelerin normal morfolojik sekillerini kaybettigi
gorildi.

Bu sonuglar dogrultusunda hiicrelerde aktif olan hiicre 6liim mekanizmalarindan
olan apoptoz ve nekrozdan hangisinin etkisi ile kanserli hiicrelerin Oliimiiniin
gerceklestigini belirlemek igin 2.5-5-10 pg/ml dozlarinda H. ptilostylum bitkisinin
diklorometan ekstresi uygulanan hiicreler flow sitometri de Annexin V yoéntemi ile
apoptotik etkinligi analiz edildi. Sonuglara bakildiginda SNU-423 hiicresine uygulanan
H. ptilostylum bitkisinin diklorometan ekstresinin artan dozlarda hiicreleri nekroza
stiriikledigini ancak 2.5 pug/ml dozunda hiicrelerin apoptotik etki gosterdigi gorildii.
HUVEC hiicrelerinin ise artan dozlara bagl olarak nerdeyse %85’inin canli oldugu

goriildil.

Flowsitometrik yontemlerden olan cell cycle (hiicre dongiisii) yontemi ile
hiicrelerin uygulanan H. ptilostylum bitkisinin diklorometan ekstresinin 5 pg/ml dozuna
bagli olarak hiicre dongiisiiniin fazlarin da ki etkisini belirlemek i¢in yapitigimiz
deneylerde SNU-423 hiicrelerine uygulanan dozun G0/G1 fazinda tutulan hiicrelerin

saglikli hiicreyle kiyaslandiginda artig gosterdigi belirlendi.
Mitokondriyal membran potansiyelinin Ol¢lilmesinde kullanilan JC-1 Kkiti ile

yapilan deneylerde elde edilen sonuglarda H. ptilostylum bitkisinin diklorometan
ekstresinin 2.5-5 pg/ml saglikli hiicre olan HUVEC hiicrelerinde SNU-423 hiicrelerine
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kiyasla hiicre canlilik oranin azaldig1 saglikl hiicrede 5 pg/ml dozunda hiicreler canli iken

kanserli hiicrelerde bu canlilik oraninin diistiigii goriildii.

Tiim bu verilerden yola ¢gikarak endemik bir bitki olan H. ptilostylum bitkisinin anti
kanser aktivitesinin bulundugunu, kanserli hiicreleri apoptoza sevk etmesinin yaninda
saglikli hiicrede olumsuz bir etki gostermemesi ile kanser tedavilerinde olumlu etkiye

sahip olabilecegine inanmaktayiz.
Literatiire yeni bilgiler katmay1 amagladigimiz bu tez ¢calismamizin ileri deneylerle

daha spesifik olarak arastirilmasi ile etkinliginin daha ¢ok belirlenmesi gerektigini

diistinmekteyiz.
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