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OZET

HAPLOPHYLLUM BUXBAUMII BITKISININ KOLON KANSERI
HUCRELERI UZERINDEKI ANTiKANSER ETKISININ
INCELENMESI

Derya AKCICEK
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dal

Kolon kanseri Amerika’da erkek ve kadmnlarda goriilen {iglincii kanser tiirii olup, 6liim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Cogunlukla ana tedavi segenegi cerrahi sonrasi
kemoterapidir. Kemoterapide amag kanser hiicrelerinin tamaminin yok edilmesini saglamak
olmasina ragmen, saglikli hiicreler de hasar gormektedir. Bu nedenle normal hiicreler
tizerindeki toksik etkisi nisbeten diisiik olan fitoterapik yontemlere olan ilgi giderek
artmaktadir. Bu ¢alisma; su ana kadar antikanser 6zelligi bilinmeyen ve Sanliurfa’da endemik
olarak yetisen Haplophyllum buxbaumii bitkisinin antikanser o6zelliginin tespit edilmesi
amactyla yapildi. Calismamizda HCT-116 kolon kanseri hiicre hattinin ve normal saglikli
(HUVEC) hiicrelerin, Haplophyllum buxbaumii bitkisinden elde edilen ekstrelere maruziyeti
sonucu olusan sitotoksik etki MTT yontemiyle gergeklestirildi. Ekstrelerin, 1Cso
konsantrasyonlar1 kullanilarak, gosterilen sitotoksik etkinin apoptotik 6zellikte olup olmadigi,
flow sitometrik Annexin V yontemi, hiicre dongiisii tizerindeki etkisi; cell cycle analizi (BD
Cycletest™ Plus DNA Reagent), intraselliiler ROS etkisi flow sitometri ve apoptotik morfolojik
degisimde; floresans Acridine orange /Ethidium bromide boyama yontemleri kullanildi.
Calisma sonucunda HCT-116 hiicrelerinde MTT yontemiyle bulunan sitotoksite IC50 degeri
14,17 pg/ml olarak tespit edildi. Normal hiicrede ise IC50 dozunun 70 pg/ml oldugu bulundu.
Sitotoksik etkinin HCT-116 hiicrelerinde apoptozis ile olustugu, HUVEC hiicresinde herhangi
bir apoptotik etkinin olmadigi sonucuna varildi. Bu ¢alisma ile Haplophyllum buxbaumii bitki

ekstresinin kolon kanserinde fitoterapiye yonelik katki saglayabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: HCT-116, Kolon Kanseri, HUVEC, Haplophyllum Buxbaumii,
Sitotoksisite
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTIANMAL EFFECTS OF
HAPLOPHYLLUM BUXBAUMII PLANT ON COLON
CANCER CELLS

Derya AKCICEK

Medical Biochemistry, Master Thesis

Colon cancer is the third type of cancer in America and is the second most common cause of
death in men and women. The main treatment option is chemotherapy after surgery. Although
the aim of chemotherapy is to destroy all cancer cells, healthy cells are also damaged. Therefore,
there is a growing interest in phytotherapeutic methods with a relatively low toxic effect on
normal cells.

This study is done to determine the anticancer property of Haplophyllum buxbaumii plant,
which is endemic in Sanliurfa. In our study, the cytotoxic effect of HCT-116 colon cancer cell
line and normal healthy (HUVEC) cells as a result of exposure to extracts from Haplophyllum
buxbaumii plant were performed by MTT method. Using the IC 50 concentrations of the
extracts, whether the cytotoxic effect is apoptotic, the flow cytometric Annexin V method, its
effect on the cell cycle; cell cycle analysis (BD Cycletest ™ Plus DNA Reagent), intracellular
ROS effect in flow cytometry and apoptotic morphological change; fluorescence Acridine
orange / Ethidium bromide staining methods were used. At the end of the study, IC50 value of
cytotoxicity was determined as 14,17 elerg / ml in MTT method in HCT-116 cells. In normal
cell IC50 dose was found to be 70 70g / ml. It was concluded that cytotoxicity was caused by
apoptosis in HCT-116 cells and there is no apoptotic effect in HUVEC cell. In this study, it has
been shown that Haplophyllum buxbaumii plant extract can contribute to phytotherapy in colon

cancer.

Key words: HCT-116, Colon Cancer, HUVEC, Haplophyllum Buxbaumii, Cytotoxicity
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin normal siireglerini diizenleyen mekanizmalarinda
meydana gelen mutasyonlar sonucu anormal bir sekilde boliiniip, ¢ogalarak yayilmasidir.
Sadece bir organi etkilemez ayn1 zamanda uzaktaki organlara da yayilarak normal isleyis
siirecini etkilemektedir. Iinsanlarin farkli DNA’ya sahip olmasi nedeniyle kanser olusumu
herkeste farkli etkiler olusturabilmektedir. Kanser, diinyadaki Oliimlerin baglica
nedenlerinden biridir ve erken teshisi, hastalarin hayatta kalma sansini 6nemli Olgiide
arttirmaktadir. Diinyadaki kanserlerin olusum insidansi yiikseldiginden; yeni, daha hizl,
yiksek Ozgiinliikte ve teshis olusturacak hassas teknolojileri gelistirmek ¢ok 6nemlidir.
Kanser tedavisinde; tiimoriin organizmada lokalize oldugu dokuya, karakterine, gelisim
evresine, hastanin fizyolojik durumuna gore ¢ok farkli tedavi yontemleri uygulanmaktadir.
Bu tedavi yontemleri arasinda, radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi, monoklonal antikor
terapileri, gen terapisi ve cerrahi miidahale gibi yontemlere bagvurulmaktadir. Her yontemin
kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlarinin bulunmasi, kanserin kisiye spesifik bir hastalik
Olup etkilerinin farkli olmasi ile uygulanan tedavilerin kisiden kisiye degiskenlik

gosterdiginden tedavi yonteminde kesinlik belirtmek oldukg¢a zordur.

Bu yontemlerin yetersiz olmasindan dolay1 son zamanlarda alternatif tedavi yontemi
olarak bitkilerin kullanildig1 dogal kaynakli yontemlere yonelme artmistir ve bu yonelme ile
kanser goriilme sikligin1 azaldigi diisiiniilmektedir. Bu bitki kaynaklarinin degerlendirilmesi
spesifik oOzelliklerinin incelenmesi ve antikanser 6zelliklerinin belirlenmesi ile onemli
derecedeki etkinin belirlenmesi igin ¢alisilmistir. Calismada kullanilacak olan bitki 6rnekleri
araziden toplanip, teshisi yapilip, uygun metodlarla bitki ekstreleri elde edildikten sonra bitki
ekstrelerinin kanser igin etkili tedavi yontemi olarak kullanilmasi amacglanmigtir.
Calismamizda kullandigimiz Haplophyllum Buxbaumii otsu bitki, seyrek, saglam, daha
tilysii yapraklar1 parlak sari, dikdortgen ile eliptik ozellige sahiptir. Bu ¢aligmadaki
amacimiz; Belirlenen kolon kanseri hiicreleri hazirlanarak, ekstrelerde elde edilen
Haplophyllum Buxbaumii bitkisi ile muamele edildi ve ileri molekiiler deneyler ile

arastirildi.



Haplophyllum buxbaumii bitkisinden elde edilen ekstreler, kolon kanseri hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisini tespit icin MTT yontemi kullanildi. Sitotoksik etkinligi tespit
edilen ekstrelerin, 1Cso konsantrasyonlar1 kullanilarak, gosterilen sitotoksik etkinin apoptotik
olup olmadig; flow sitometrik Annexin V ydntemiyle, Cell Cycle analizi, intracellular ROS
etkisi ve morfolojik olarak; Acridine orange /Ethidium bromide boyama yontemleri ile tespit
edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1.Kanser

Viicudun olugmasini saglayan hiicreler bir araya gelerek dokulari, dokularin bir araya
gelmesiyle organlar olugsmaktadir. Olusan doku ve organdaki hiicreler belirli bir diizen
iginde, aralarinda is bolimi yaparak bir araya gelirler. Organizmanin temel birimini
olusturan hiicreler belirli bir hizda ve kontrollii bir sekilde ¢ogalirlar. Diger yonden yaslanan
hiicrelerde belirlenmis hiicre 6lim mekanizmalar1 ile programli bir sekilde yikima

ugramaktadirlar (1).

Insanlardaki kalitsal degisiklikler (mutasyonlar), kimyasallari aktiflestiren ve
diizenleyen enzimlerin yapisin1 ve ekspresyonunu (karsinojen metabolizmasini) etkileyen
bireysel genetik farkliliklar sonucu DNA hasarinin onarim kapasitesini etkileyen genetik

farkliliklar, kanser riskinin artisina neden olan baslica genetik etkenlerdir (2).

Kanser giiniimiizde ¢ok ciddi saglik sorunudur. Kanserin arastirilmasina, engellenme
caligmalarina ve tedavideki modern ilerlemeler olmasina ragmen bu hastalik diinya ¢apinda
milyonlarca insani etkileyerek birgok 6liimlere neden olmaktadir. 1990 yilindan bu yana
diinyada en sik goriilen ve hayatin sonlanmasina en ¢ok neden olan kanser tiirleri arasinda

akciger, gogiis, kolon ve mide kanserlerinde %22 oraninda artis gostermistir (3).

Kanser, bircok iilkede ikinci siradadir. Hastalik, hiicrelerin ¢ogalmasindaki
sinyallemeyi siirdiirmek, biiyiime baskilayicilarini uzak tutmak, hiicre 6liimiine direnmek,
Olimstizliglhi saglamak, timoriin kompleks stireci sirasinda genomdaki mutasyonlar
nedeniyle ortaya ¢ikar. Kanser belirtegleri tiimor olusumu siireci boyunca maligniteyi ¢ok

asamali olarak tamamlar (4).

Her insanin farkli bir DNA’ya sahip olmasi nedeniyle kanser olusumunda farkl etkiler
olusturmaktadir. Bu nedenle kanser kelimesinin yerine “onkolojik hastaliklar” denmesi daha

uygun olabilir. Onkoloji, kanserin biitiin tiirlerini kapsamaktadir (5).



Viicutta herhangi bir anormal ¢ogalma ile meydana gelen kanserin, davranis ve tedaviye
yanit yoniinden farklilik gosteren birgok tiirii bulunmaktadir. Kontrol dist siirekli boliinen ve

¢ogalan hiicreler kiimeler olusturarak dokularda tiimor olusumuna neden olurlar (6).

Bir kitle ya da tiimor olusumuna neden olan hiicre toplulugunun olusumuna “neoplazi”
denir. Neoplazinin kansere farklilasmasindaki rolii hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve

metastaz 6zelligi sonucu ortaya ¢ikar (7).

2.2. Kanserin Olusumu

Tiamorler iki grupta incelenir. Benign tiimorler, viicuttaki diger dokulara veya viicudun
uzak bolgelerine metastaz gostermeden kalirlarken, malign tiimorler ise ¢evre dokulara veya
kan ve lenf dolasim sistemi ile viicuttaki diger dokular1 istila ederek artmasiyla

karakterizedirler.

Kanseri tehlikeli olarak nitelendiren en Onemli etken diger dokularda yayilim
gostermesidir. Benign tiimorler genellikle tibbi miidahalelerle tedavisi miimkiin iken, malign
tiimorler 1se viicuttaki diger bolgeleri istila etmelerinden dolayi, hastaligin tedavi siirecini

zorlagtirmaktadir ve hastaligin tamamen ortadan kaldirilmasini engellemektedir (6).

Kanser, hastaligin tan1 konma siirecinden itibaren hastalar agisindan stres olusturan bir
siirectir. Hastanin ilksel olarak tepkisi kabullenememe ile gelisen sok durumudur. Bu
donemde goriilen; taninin yadsinmasi, katlanilmasi zor olan gercegin yarattig1 endise, korku
ve garesizlik duygularina kars1 bir savunmadir. Sonrasinda hayata tutunamama ve depresif
ruh hali gelisebilir. Zamanla hasta bu gergegi kabullenip, yasam enerjisini ve ruhsal giiciinii

yeni hayatina adaptasyonuyla alisma siireci baslar (8).

Kanser temel olarak gen ekspresyonunun diizensiz olmasi nedeniyle, morfolojik olarak
benzer ancak molekiiler olarak patolojik degerlendirme ile farkli olan tiimorleri ayirt etmek
zordur. En erken teshis i¢in, bireysel kanser hastalar1 agisindan miimkiin olan en iyi tedavinin
belirlenmesi ancak tiimorlerdeki molekiiler farkliliklarin izlenmesini saglayan non-invazif

kanser biyobelirtegleri bulunmasi ile miimkiin olacaktir (9, 10).



2.3. Tiimorlerin Tiiredikleri Hiicreye gore Siiflandirilmasi

Kanserler, ¢esitli hiicrelere (Karsinomalar, Sarkomalar, Lenfomalar ve Losemi) ait olup,

tiimor hiicrelerinin hangi hiicrelerden geldigine bagl olarak siniflandirilirlar.

2.2.1. Karsinomalar

Karsinomalar, epitel dokularda baslayan kanserlerdir. Epitel hiicreler viicudun dis
kismini, i¢ kisimlar1 ve bosluklar1 kaplayan hiicrelerdir. Karsinomlar gogiis, akciger, prostat
ve kalin bagirsagi etkileyebilir ve bunlarin ortak olan birlesim alanlarinda bulunabilir.

Yetiskinlerde en yaygin kanser ¢esididir.

Adrenal bezleri etkileyen karsinom.

Tiroid bezini etkileyen karsinom.

Burun vefalkins'i etkileyen karsinom.

Cilt kanserini tanimlayan malign melanom.

Melanoma disindaki deri karsinomasi.

Tiikriik bezi, kolon, apendiksi, akciger ve brons, serviks ve idrar torbasi.

2.2.2. Sarkomalar

Bag dokusunun kanserleri Sarcomas olarak adlandirilir. Bu tiir kanserler, yag, kan
damarlari, sinirler, kemikler, kaslar, derin deri dokular1 ve kikirdak gibi viicudun bag

dokusunda gelisirler.
2.2.3. Lenfoma

Lenfoma viicudun bagisiklik sisteminde yer alan beyaz kan hiicrelerinde gelisen bir
kanserdir. iki biiyiik lenfoma tiirii vardir: Hodgkin (HL) ve non-Hodgkin (NHL) lenfomadir.

2.2.4. Losemi

Losemi beyaz kan hiicrelerinde olusan bir kanser tiiriidiir ancak bazi I6semi baslangici
diger kan hiicresi tiirlerinden baslamaktadir. Losemi tiimorlerinin belirtileri, anormal bir
sekilde kan hiicrelerinin ¢ogalmasi ve kanserli hiicreler tarafindan kemik iliginin yer
degistirmesi ile ilgilidir. Ttimorlerin gelisimi ¢ok asamali bir siire¢ oldugundan dolay1

degisik faktorler kanserin ortaya ¢ikmasini tetikler.



e Radyasyon
e Kimyasallar

e Virusler

Bunlarin DNA’da hasar olusturmasi ile mutasyonlar uyarilarak ortaya ¢ikmaktadir (11, 12).

2.4. Kanser Hiicreleri Normal Hiicrelerin Sahip Olmadig1 Bir¢ok Ozellige Sahiptir

e Hiicre ylizeyinde bulunan reseptorlerin sinyal alma siklig1 artmaktadir.

e Kontrolsiiz bir sekilde cogalmay1 saglayan sinyal sistemleri mevcuttur.

e Yanindaki hiicreye temas etmesi sonrasinda boliinme durdurulamaz, biiyiimeye ve

yayilmaya devam eder (5).

¢ Kanserlesen hiicrelerde apoptoz mekanizmasi engellenmistir.

e Kanserlesen hiicrenin metabolizmasi degisir. Genellikle seker kullanimi artar ve

oksijensiz solunum (anaerobik solunum) orani yiikselir.

e Kanserlesen hiicrelerin enzimleri miktar, yap1 ve islev bakimmdan degisiklige maruz

kalir.

e Kanserlesen hiicrenin antijenik 6zellikleri degisir (6).

Normal hiicre gogalmasi
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Sekil 1. Normal ve Kanser Hiicresi Arasindaki Fark (13)



2.5. Kanserin Tanis1 ve Belirtileri

Diizenli kontrollerin yapilmasi kanserin erken asamasinda 6nemli role sahip olsa da
cogu insan ancak ciddi saglik problemleri sonrasinda kontrollerini yaptirmaktadir. Ailesinde
kanser ge¢misi olanlarin rutin kontrolleri konusunda daha hassas olmalari gerekir. Rontgen,
kan testleri, bilgisayarli tomografi islemleri, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) sistemi,
endoskopi ve genetik gorlintiilleme testleri kanserin erken teshisinde yardimci olan
yontemlerdir. Ozellikle viriisler tarafindan olusturulan Kanser tiirlerinin engellenebilmesi

icin agilar gelistirilmektedir.

Ailesinde kanser hikayesi olan kisilerde kansere yatkinliginin belirlenmesi amaci ile
yapilan genetik testler erken teshis asamasinda 6nemlidir. Bu testlerin sonucu hastalig
olusturan sebeplerin daha net sekilde belirlenebilmesini saglar. Ancak bu testler sayesinde

bilgiler elde edilebilse de her onkogen tasiyan kiside kanser otaya ¢ikmamaktadir (5, 12).

Biiyiime Sinyalleri
bakimindan kendi kendine
yeterlilik

Apoptozdan kagma

sirekli anjiyogenez

Sinirsiz replikasyon
potansiyeli

Sekil 2. Hiicrelerde Kansere Neden Olan Degisiklikler (14)



2.6. Bir Kanserin Varhigna Isaret Edebilecek Belirtiler

« Oksiiriik
* Nefes darlig

« Seste degisiklik

* Yutmada giicliik

» Agn ve halsizlik

* Hazimsizlik

* Asirt kilo kaybi

* Bagirsak aliskanliklarinda bozukluk

* Viicut disina (6rn. meme basi ya da vajina) akinti
* Yiiksek ates

« Her tiirlii normal olmayan kanama

» Hemoptizi

* Rektal kanama

» Menstriiasyonlar aras1 vajinal kanama
* Menopoz sonrasi vajinal kanama

* Hematiiri

* Derideki neviiste kanama (15).

2.7. Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde; tiimoriin organizmada olustugu dokuya, tiimoriin karakterine,
evresine ve hastanin fizyolojik durumuna goére bir¢ok tedavi yontemi bulunmaktadir. Bu
tedavi yontemlerinde radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi, monoklonal antikor terapileri,

gen terapisi ve cerrahi miidahale gibi uygulanan yontemler bulunmaktadir (6).

Her yontemin spesifik avantaj ve dezavantajlarinin bulunmasi, kanserin her insanda
farkli etkiler olusturmasindan dolayr uygulanan tedavilerin de kisiden kisiye farklilik

gostermesi olasi bir durumdur (5).

Kanser, diinyadaki morbidite ve mortalitenin ana sebepleri arasindadir. 2012 yilinda
yaklasik 14 milyon yeni kanser vakasi tespit edilmistir. 2015 yilinda 8,8 milyon kisinin

Oliimden kanser sorumluydu. Kanserden erken dliimleri azaltmak i¢in, ¢6ziim: “Entegre



Yaklasim Baglaminda Kanser Onleme ve Kontrol” bashigi altinda, Diinya Saglik
Asamblesi tarafindan 2017 yilinda kabul edilmistir.

Kanserli hiicreler normal biiyiimelerini kontrol eden dogal mekanizmalar olmaksizin
degisime ugramis hiicrelerdir. Onkogenez, cevresel kaynakli veya kalitsal genetik
mutasyonlardan kaynaklanabilir. Normal biiyiimenin kontrol mekanizmalarina hiicre
reaksiyonunun inhibisyonuna yol agar ve neoplazm iireten hiicre klonlarinin hizl
gelisimine yol acar. Kanser tedavisi apoptozis indiiksiyonunu ve tiimor hiicre

proliferasyonu inhibisyonunu igerir.

Kanser hiicrelerinde fizyolojik olarak alt1 6nemli degisiklik gosterilmektedir: biiyiime
sinyallerinde kendi kendine yeterlilik, biiylimeyi engelleyen sinyallere kars1 duyarsizlik,
apoptoza direng, Smursiz proliferatif potansiyel, siirekli anjiyogenez ve metastazdir.
Kanser i¢in mevcut tedavilerden biri, ¢ogunlukla ana tedavi secenegine ait olan
kemoterapidir. Kemoterapi, kanser hiicrelerinin yok olmasini saglarken ne yazik ki ayni
zamanda saglikli hiicrelerin ve dokularin da hasar gormesine veya ilag direncinin

gelismesine yol agar (15, 16).

2.8. Kanser Tedavisinde Onemli Uygulamalar

Kanser tanisi, kanser yonetiminde ilk adimdir. Endoskopi, goriintiileme, histopatoloji,
sitoloji ve laboratuvar arastirmalar1 ile dikkatli klinik degerlendirme ve teshis

muayenelerinin kombinasyonunu igerir.

Kanserin, ozellikle de (Kolorektal kanser) CRC'nin tedavisinde cerrahi, kemoterapi
(anti-kanser ilaglar1 kullanimi) veya radyoterapi (kanser hiicrelerini hedeflemek ve 61diirmek
icin rontgen kullanimi), tek basina veya kombinasyon halinde hormonal tedavi gerekebilir.

CRC tedavisi, hastaligin {i¢ farkli evresine dogru yoneltilebilir.

Birincisi timdr gelisimi, ikincisi orijinal kanser dokusu ve {igiinciisii sistemik hastaliktir.
Yakin gelecekte, CRC tedavisinde en biiyilk avantaj birincil tiimoriin derecesinde
olmayabilir ancak 6nleme, ilk kesfi ve tedavisi ile ilgili olarak hastaligin ilerlemesindeki ilk
adimlar1 belirlemede olabilir. En sik goriilen ve avantajli olan kolon kanseri i¢in kullanilan

kemoterapdtik ilaglardir ve tedavi etkinligi doza bagimlidir (11, 17).



Kanser kemo-miidahalesi, invaziv kanserin kanserojen ilerlemesini tersine gevirmek,
bastirmak veya oOnlemek i¢in dogal kaynakli, biyolojik ajan, sentetik veya kimyasal
bilesiklerin kullanimi olarak tamimlanmaktadir. Bu noktada ana tedavi sekli, ilaglarin
sistemik olarak verilmesini ve bdylece timdr hiicrelerine ulasabilmelerini  ve
oldiirebilmelerini igeren kemoterapidir. Ancak bu ilaglarin cogu hastalarda ciddi yan etkilere
neden olmakta ve suboptimal seviyelerde kullanilmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle, bazi
bitki ekstreleri, bitkilerden elde edilen dogal bilesikler veya bunlarin tiirevleri gibi alternatif

kimyasal 6nleyici maddeler tizerinde ¢alismalar yapilmistir (18).

Daha etkili antikanser ajanlarinin gelistirilmesi devam eden farkli arastirma dallar1 ve
tedavi yontemlerini igermektedir. Dogal {irinler, halen kanser tedavisi i¢in kullanilan
ilaglarin yaklasik %75'ini sunan degerli bir hazinedir. Glinlimiiz ilaglarinin etkilerine gore
daha gii¢lii, daha segici ve daha az toksik bilesikler kesfetmek amaciyla, antikanser ajanlarin

arastirilmasi siirekli olarak farkli kaynaklardan gelen yeni dogal {iriinler arastirilmaktadir

(19).
2.9. Kanser Biyolojisi

Kanser, hiicrenin istem dis1 olarak ¢cogalmasi seklinde tanimlanir. Hiicrenin kontrollii
bir sekilde ¢cogalmasi ¢esitli faktorlerle meydana gelmektedir. Kanserin baslangi¢ noktasina
gore gruplandirmak istenirse; kemik, kas veya bag doku gibi mezenkimal dokulardan
kaynaklanan sarkomalar; bagirsak mukozasi, bronglar veya meme dokusu gibi epitel
dokudan kaynaklanan karsinomlar; kemik iligi, lenfatik sistem veya periferik kan boyunca
yayilan l6semi ve lenfoma gibi hematopoetik ve lenf dokusuna ait kétii huylu tiimorlerdir
(20).

2.10. Kanserin Genetik Yapisi

Kanserlesme, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasindan sorumlu genlerde kalict degisimler
sonucu olusmaktadir. Kanserlesen hiicrede, hasar denetim mekanizmalari kontrollii ¢alismaz
ve siirekli boliinmeye tetiklenir. Kanserin asamalari; genel anlamda baslama, tanima,
ilerleme ve metastaz olarak siniflandirilmaktadir. Kanserin olusumu ilk olarak basit bir
mutasyon ile olusur bununla birlikte dis etmenlere bagli olarak radyasyon, cesitli

kimyasallar gibi hiicrenin kanserlesmesine neden olmaktadir (21).
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Tek bir somatik hiicrenin mutasyona ugramasi ile baslayan, istemsiz ve hizli boliinme
ile devam eden timoér diye adlandirdigimiz neoplazik yapmin olusumuna yol agar.
Mutasyona ugrayan hiicrelerin kanserlesmesinde tetikleyici etkiye sahip olan genler

Onkogenler ve Tiimor baskilayici genler olarak siiflandirilir (22, 23).

Onkogenler, hiicreyi kontrolsiiz bir sekilde boliinmesini uyarirken, tiimér baskilayici
genler ise meydana gelen mutasyonlarin kalici olmamasi i¢in hiicre bdliinmesini engeller.
DNA replikasyonu ve DNA hasar onarimi sirasinda meydana gelen mutasyonlar genomik

kararsizliga ve kanser olusumuna neden olur (23).

Hiicre boliinmesi ve ¢cogalmasinda etkili olan, hasar tespitinin saptanmast durumunda
DNA onarimimi saglayan, DNA tamir mekanizmalarinin yetersizligi ile onarimin
gerceklesmedigi durumda apoptoz mekanizmasini One siiren gen gruplarina ise timor

baskilayict genler denir. Bunlardan en yaygini ve en ¢ok calisilan1 TP53 genidir.

Onemli gen gruplarindan farkli olarak, hasarli DNA’nin onarilmasinda gerekli olan
proteinleri, hasarli kisma g¢eken ve bdylece gen fonksiyonun tekrardan elde edilmesini

saglayan DNA tamir genleridir (5, 16).
2.11. Kolon Kanseri ve Olusumu

CRC, diinya genelinde en sik goriilen kanserlerden biridir. Spesifik lokalizasyon, CRC
tedavisi icin 6nemli bir etken iken, metastazlarin tedavisinde 6nemli sorunlara yol acar. Bu
nedenle, CRC'ye karsi yeni ve etkili tedavilerin tanimlanmasina biiyiik bir ihtiya¢ vardir (12,
24).

Kanser hastalar1 arasinda genellikle ilk siralarda 6liim nedenlerinden biri olan CRC,
heterojen bir hastaliktir ve evrimsel siire¢ boyunca birlesik molekiiler sistemlerindeki
sapmalar ile belirlenmistir. Pozitif bir aile dykiisii, yasam siiresi boyunca artmig CRC teshisi
riski ile de giiglii bir baglanti tasimaktadir. Bununla birlikte, CRC erken evrelerinde sikintili
bir hal alirken hastaligin ilerleyen asamalarinda semptomatik hale gelir. Uygun tarama
yontemleri olusturmak igin bir¢ok aragtirma yapilmasma ragmen, ancak bugiine kadar,
bunlar invaziv kalmaktadir ve bu da saglikli popiilasyonda daha diisiik katilim oranlarina

neden olmaktadir (10, 25).
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CRC tedavisindeki iyilesmeler saglanmis olmasina ragmen, ilerlemis metastatik veya
tekrarlayan CRC nedeniyle CRC'nin 6liim oran1 hala yiiksektir. Bu nedenle, CRC igin var

olan tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir (10).

CRC diinyada kansere bagli olarak gergeklesen 6liim nedenlerinin ve oranlarinin en
onemli kaynaklar1 arasindadir. Istatiksel verilere gore Amerika’da erkek ve kadinlarda en
cok goriilen iiglincii kanser tiirii olan CRC, oliim sebepleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Ulkemizde Saghik Bakanhg: verilerine gore 2003 yilinda akciger ve meme
kanserlerinden sonra CRC iigiincii sirada yer almaktadir ve bu deger 5,41/100.000 olarak
belirtilmektedir (12, 26).

Normal :
ortid Polip Polip Kanserlesmis
Geligini Polip

Sekil 3. Kolon Kanseri Olusumu (27)

CRC'nin ortaya ¢ikis1 diinyadaki tiim {ilkelerde biiyiik farkliliklar gostermekle birlikte,
Avustralya, Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey Amerika'da olmak tlizere geligsmis tilkelerde en
cok olusum orani goriiliirken, en az olusum oranlar1 Afrika ve Asya'da belirlenmistir. Bu
cografi farkliliklar diyet ve ¢evresel faktorlerin ¢esitliligine bagli olarak etkilemektedir. Yine
de yeni gelisen iilkelerde CRC'nin ortaya ¢ikma oranlarinda artis gézlemlenmektedir. Artan
kanser oranlari, diyetin daha c¢ok hazir gidaya bagli olarak bati toplumundakine

benzemesine, hareketsizlik ile obezite olusumuna baglanmaktadir (11, 26, 28).

CRC'nin kolonda olusum boélgesine gore dagilimi da farklidir ve son 25 yilda proksimal
kolonda yer alan adenokarsinom orani distal kolon ve rektumdaki insidans oranlarina gére
hafifce artmistir. Bununla birlikte, yapilan baz1 ¢aligmalarda, kanser dagiliminin proksimal

olusumunu arttiran egilimler fark edilmistir, sag tarafli lezyonlarda daha fazla artis
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gozlemlenirken, sol tarafli lezyonlarda daha az yayginlastigi belirlenmistir. Su anda, bu
dagilim orani icin gegerli bir sebep belirlenmemistir. Calismalar ayrica kolondaki belirlenen
yapisal alt bolgelerde kolorektal adenokarsinomlarin gériilme sikliklarinin farkli cografi ve
kiiltirel degisiklikler ile risk faktorii nedenlerini olusturarak iliski kurulabilecegini
diisindiirmektedir. Bu cografi farkliliklar, genetik olarak belirlenmis olup diger yonden arka
planda olusturdugu etkilerin beslenme ve c¢evresel maruziyetlerden kaynaklandigi

belirlenmistir (11, 28).

Tablo 1. Kanser Olusumunda Risk Faktorleri (11)

Rizk Faktoru Aciklamalar

Yas > 50

Diyet - Yagdan zengin. posadan fakir

Kisisel 6yka - KR adenom (senkron ya da metakron)
- KRK

Aile éykasu - Polipozis sendromlan
(FAP. Gardner. Turcot. Muir-Torre. Peutz-Jeghers, familyal juvenil polipoxis)
- HNPCC

- KRK'li birinci dereceden akrabalar

Inflamatuar barsak hastaliklan - Olseratif kolit (UK)
- Crohn hastaligi

Yas, polipin varligi, inflamatuar bagirsak rahatsizligi, yasam kalitesi ve genetik ge¢misi
gibi birgok faktér CRC riskiyle iliskilendirilmistir. Obezite, fiziksel hareketsizlik, dengesiz
beslenme ve sigara icme, alkol kullanimi gibi c¢evresel faktorler tiim CRC kosullarinin

yaklagik %80' ini olusturmaktadir. Erken CRC herhangi bir belirti gostermeyebilir (11).

2.12. Kolon Kanseri Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri

Bir¢ok kolon kanser hiicresi vardir. Calisma yiiriittiigiimiiz HCT-116 hiicresi diger
kolon kanser hiicresine gore biyogilivenlik seviyesi birinci siradadir. Morfolojisi epitel olup,
kiiltiir 6zelligi yapisik ve dondurulmus sekildedir. HCT -116 hiicresinin karyotipi Kromozom
sayis1 modal say1 45 (% 62) ve poliploidler % 6.8 olan diploide yakindir. Kiiltiir kosullart;
Atmosfer: hava %95; karbon dioksit (CO 2) %5, Sicaklik: 37 °C, biiyiime kosullari: Biiyiime

ve kaplama verimliligi, besleyici bir murin fibroblast tabakasi kullanilarak arttirilir (29).
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Tablo 2. Kolon Kanseri Hiicre Hatt1 Ornekleri

Ticari ismi Organizma  Morfoloji  Hastahk
HCT116 (ATCC CCL- Insan Epitel Kolorektal adenokarsinoma
247)

(DNA yanlis eslesme baz

onarim eksikligi)

LoVo (ATCC CCL-229) Insan Epitel Kolorektal adenokarsinoma
HT29 (ATCC HTB-38) Insan Epitel Kolorektal adenokarsinoma
SW48 (ATCC CCL-231) insan Epitel Kolorektal adenokarsinoma

2.13. Hiicre Oliimii

Hiicre 6liimii programlanmis olarak apoptozis ve dis kaynakli etki ile olusan nekroz
olmak tizere siniflandirilir. Apoptozis, inflamasyonu onleyen aktif, programli bir otonom
hiicresel pargalanma siireci olarak tanimlanir. Nekroz, enflamatuar hiicresel igeriklerin
kontrolsiiz salinimi ile ¢evresel karigikliklardan kaynaklanan pasif, tesadiifi hiicre 6liimii
olarak karakterize edilmistir. Apoptozun diizenlenmis ve kontrollii bir siire¢ oldugu

diigiiniiliirse, belirli bulasici siiregler sirasinda ortaya ¢ikmasi biiyiik ilgi gérmiistiir (30).

Bireysel hiicre 6liimii i¢in tanimsal adlandirmay1 saglamak zor olmustur. Toksikolojik
patologlar genellikle “tek hiicre nekrozu” ve “apoptoz” terimlerini birbirinin yerine
kullanirlar. Fakat son yillarda hiicre 6liim mekanizmalar1 iizerine yapilan arastirmalarin
artmasi, apoptoz ve nekrozun farkli hiicresel yolaklar1 icerdigi ve bu farkliliklarin genel
toksisite mekanizmalarini dikkate alirken 6nemli etkileri olabilecegi ve bu nedenlerden 6tiirii
apoptozun ayr1 kosullarinin anlagilmasina yol agmistir ve farklilagsma miimkiin oldugunda

nekroz terimi kullanilmasi daha uygundur (31).

2.14. Apoptozis

Apoptoz terimi 1972'de Kerr ve meslektaslar tarafindan, embriyonik gelisim sirasinda
hiicrelerin ortadan kaldirildigi, saglikli yetiskin dokularda normal hiicre dongiisiiniin ve

hormon ¢ekilmesi {izerine atrofinin gozlendigi spesifik hiicre morfolojisi modelini
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tanimlamak i¢in Onerilmistir. Yunanca apoptoz kelimesi, bir agagtan yapraklarin diismesi
anlamina gelmektedir. Bu terim, organizmanin tahribati veya hasart olmaksizin bir
organizmanin tek tek bilesenlerinin ¢ikarilmasi gibi kontrollii bir fizyolojik siireci anlatir
(30).

Viicudun her hiicresinin, uygun fizyolojik kosullar altinda intihar etme potansiyeli
vardir. Hiicre intihar1 genel olarak apoptozise yol agan bir hiicre 6liim yolunun aktivasyonu

sonucu gergeklesir (31).

O TRAIL/CD95
o6lum reseptorleri
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DNA hasar1 |
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apoptozis

Sekil 4. igsel ve Dissal Yoldan Apoptozisin Olusumu (32)

Cok hiicreli organizmalarda, apoptozis gelismekte olan ve yetiskin dokularda, normal
doku homeostazisi sirasinda ve farkli hiicresel saldirilarin bir Sonucu olarak ortaya ¢ikabilir.
Apoptozis mekanizmasi yaglanan, ihtiya¢ duyulmayan, enfekte olan, farklilasmig veya hasar
gormiis hiicrelerin yok edilmesi i¢in dnemli bir mekanizmadir. Gelisim sirasinda apoptoz,
organ/doku gelisiminin normal siirecinde etkili ve gerekli olan bir bilesendir. Belli
zamanlarda ve bolgelerde doku ve organlarin gelistirilmesinde ortaya ¢ikar. Gegici dokulari
hedefleyerek dokularin gelisimsel yonden yeniden sekil kazanmasinda rol oynar ve daha
fazla doku farklilasmasina izin verir. Genel olarak, apoptotik siire¢ tek hiicreler, bitisik
olmayan hiicreler veya tek basina veya bir doku bdliimii iginde dagilmis kiiclik hiicreli

kiimeler halinde gerceklesir (31, 33).
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2.15. Nekrozis

Apoptoziste yer alan enzimatik mekanizmalarin biyolojik onemi ve daha fazla
ongoriilmesi, bu siireci diger mekanizmalarla meydana gelen hiicre oliimlerinden ayirt
etmenin Onemini gostermektedir. Bilimsel iletisimdeki agikliga duyulan ihtiyag ve
bilgilendirici  test edilebilir hipotezler olusturma hedefi, hiicre Oliimiiniin
isimlendirilmesinde, apoptosis tarafindan meydana gelmeyen hiicre liimleri i¢in uygun
isimlerin veya siniflandirmalarin eksikligiyle ilgili 5nemli bir soruna yol agmaktadir. Nekroz
giinimiizde nonapoptotik olarak adlandirilan ve dis etkenler sonucu hiicre 6liimii igin
kullanilan terimdir. Bununla birlikte, hiicre 6liimii literatiiriinde siklikla gz ardi edilen
onemli bir konu, dlmekte olan bir hiicrede meydana gelen yapisal ve biyokimyasal siirecler
ile 6liimiin son asamasi1 arasindaki ayrimdir. Nekroz, patologlar tarafindan 6li doku veya
hiicrelerin varligini belirlemek i¢in kullanilir ve 61iim 6ncesi siire¢lere bakilmaksizin §lmiis
olduktan sonra hiicrelerde meydana gelen degisikliklerdir. Bu nedenle nekroz, 6len bir
hiicrenin ve ¢evresindeki hiicrelerin dengeye ulastiktan sonra goriilen morfolojik degisimdir.
Bu nedenle, fagositozun yoklugunda, apoptotik cisimler biitiinliiklerini kaybedebilir ve

nekroza doniisebilir (30, 33).

Tek hiicrelerin ve bitisik hiicrelerin nekrozu geri doniistimsiizdiir ve ¢ogu zaman akut
hiicresel hasardan kaynaklanir. Apoptozun aksine nekroz, tarihsel olarak, enerji gerektiren,
genetik kontrollii bir siire¢ olarak goriilmemistir. Nekrozun temel siirecinde, hiicre zarinin
biitiinliigliniin  kaybolmasin1 igerir. Hiicre ve iyonlarin plazmolize ugramasi ile
organellerinin sismesi hiicre dis1 iyonlarin ve akigkanin akmasina neden olur. Bir bagka
nekroz mekanizmasi, proteolitik enzimlerin lizozomlardan kag¢masina, sitoplazmaya
girmesine ve hiicresel parcalarin diizensiz bir sekilde sindirilmesine ve hiicrenin hasar

olusmasina neden olan organel membranlarin dagilimini igerir (31, 33).
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Sekil 5. Bir hiicrede nekrozis Ve apoptozis olusumunun kiyaslanmasi (34)

2.16. Haplophyllum Buxbaumii

Haplophyllum buxbaumii, ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Bu bitki genellikle 6-7 ¢igekli
olan, Iran-Turan elementinde kategorize edilmistir. Step, corak ve nadas arazide veya ekili
arazilerde yetisebilen Haplophyllum buxbaumii, 1400 metre yiiksekliklere ulagsan ekstrem
yasam olanag bulabilen bir bitkidir. Genel dagilimi Suriye ¢6lii ve Iran olan Haplophyllum
buxbaumii bitkisi Tiirkiye’de Sanliurfa’ da goriillmektedir (35).

Geng yumurtalik her biri, her segmentin viicudunun + diizlemsel bezlerinden belirgin
olarak daha biiyiik apikal bir tiiberkiil ile boliiniir; yumurtalik gelistikce ve sonunda olgun
meyvelerde nadiren saptanabilen bu tiiberkiiloz; Geng¢ yumurtalik, tim bezleri birbirine

benzer; kiigiik ama belirgin apikal tiiberkiilii yoktur (36).

Haplophyllum tuberculatum tiiriinde yapilan ¢alismalarda esansiyel yaglarinin oksidatif
strese kars1 potansiyel koruyucu aktivitesi oldugu, Haplophyllum tuberculatum esansiyel
yaglar1 yiiksek temizleme aktivitesi gosterdigi ve insan astrositomu U373-MG hiicrelerini

H202 hasarina kars1 korudugu belirtilmistir. Ugucu yaglar hiicre 6limiini 6nledigi ve
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H202'nin neden oldugu ROS iiretimini inhibe ettigini tespit edilmistir. Polifenollerin ve
Haplophyllum tuberculatum'un alkaloitlerinin antioksidan aktivitesi, -Karoten agartma testi
ile disiiriildigi ve gili¢ azaltma giicii testi ile degerlendirildi; iki madde, polifenollerin
alkaloidlere kiyasla daha iyi bir aktivitesi ile iyi bir antioksidan aktivite gosterdigi, alloksan
kaynakli diyabetik siganlarin kaninda glutatyon tayini ile antioksidan etki igin

degerlendirildigi sonucuna varilmistir.

Haplophyllum tuberculatum'un hava kisimlarinin etanolik 6zli, E vitamini ile
karsilastirildiginda anlamli bir anti-oksidan aktivite (%98) sergiledigini gosterilmistir.
Diyabetik sicanlarda azaltilmis glutatyon seviyesi, ayni zamanda, diabetik si¢anlarda

bulunan ugucu yaglarin ve ¢igeklerin esansiyel yaglari ile biiyiik dlciide restore edilmistir.

Sitotoksik etkisine bakildiginda Haplophyllum tuberculatum 6zii GO / Gl ve S
fazlarinda hiicre dongiisii durmasini tetikledigi, Haplophyllum linifolium (Haplophyllum
hispanicum) ekstraktlarinin ve bilesiklerinin sitotoksisiteleri, tripan mavisi dislama testi ile
belirlenen %95'ten daha fazla canliliga sahip siganlardan elde edilen peritoneal 16kositler
tizerinde degerlendirildi. Hiicre canliligi, PMN mitokondriyal dehidrojenaz enzimlerinin
MTT koyu mavi formazan'a doniistirme kapasitesi ile degerlendirildi. Arilnaftalen

liganlarinin {izerinde sitotoksik oldugu goriilmistiir (37).

i -f‘\ d t'_ . ;2.‘.",'.—:
Sekil 6. Haplophyllum Buxbaumii Bitkisi (35, 36)

2.17. Antikanser Ozellik

Geleneksel sifali bitkiler, diinyanin ¢esitli yerlerinde birkag bin yildir kanser tedavisinde
kullanilmaktadir ve bitkisel ilaglar diinya ¢apinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ya tek
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basina ya da geleneksel terapotiklerle kombinasyon halinde kullanilmaktadir. Bitki bazl
biyoaktif bilesiklerin, kanserojen aktiviteyi cesitli yollarla etkiledikleri bilinmektedir.
Karsinojen metabolizmasini degistirmek, DNA hasarin1 indiiklemek, bagisiklik sistemini
aktive etmek, hiicre dongiisii ilerlemesini inhibe etmek ve apoptozisi tesvik etmektedir.
Ayrica kanser hiicrelerine karsi kemoterapotik ve kemopreventif aktiviteye sahip olduklari

bilinmektedir (4, 38).

Bugilin kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin ¢ogu hiicre DNA'sinin ¢alismasiyla
etkilesime girerek aktiflesen sitotoksik ilaglardir. Sitotoksik bilesiklerin tanimlanmasi, uzun
bir siire boyunca anti-kanser terapisinin gelisimine yol agmistir. Ancak kanser tedavisinde
ileri diizey, tiimor hiicrelerini secici olarak hedeflemek i¢in kullanilabilen malignitelerin

essiz biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ile sinirlandirilmistir (11).

Son bes yilda, modern molekiiler biyoloji yontemleri, yiiksek verimli tarama, yapisal
temelli arastirmalar da dahil olmak {izere bilimsel kesifler ve teknolojik gelismeleri

saglamistir.

[lag tasarimindaki ilerlemeler, insan genomlarmin dizilisi i¢in ilag kesfini gelistirmistir.
Bununla birlikte, yeni ilag gelistirme maliyetinin artmasi1 ve ABD Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan onaylanan etkili etkili ilag sayisinin azaltilmasi, onkoloji de dahil olmak

tizere ilag endiistrisi ve hasta sagligi hizmetleri i¢in bazi1 zorluklari ortaya ¢ikarmustir (39).

En eski ve en etkili antikanser ajanlardan bazilart DNA'y1 hedef alir. Tarihsel olarak,
DNA hedefli kemoterapétiklerin gelisimi, II. Diinya Savasi sirasinda kimyasal savasin yan
etkilerine iliskin gozlemsel bir arastirma olarak bagladi. Cogu DNA hedefli terapétikler,
etkili olduklar1 i¢in kanserli hiicreleri tercih ederler. Proliferasyon orani ve genomik
instabilite, ancak benign hiicreler de etkilenebilir. Normal ekzojen kimyasallar tarafindan

tiretilen DNA hasarinin bazal seviyelerini tolere edebilir (40, 41).

Gegmiste, farkli kanser engelleyici hedeflere iliskin belirli bir molekiil siifi antikanser
aktivitesini tahmin etmekte kullanilmis ve ¢ok sayida nicel yapi-aktivite iliskisi bazli model
gelistirilmistir. Bunun aksine, ¢ok cesitli kanser hiicresi hatlarina kars1 ¢esitli kimyasallarin
antikanser aktivitesini tahmin etmek igin gergeklestirilen girisimler sinirli olarak kalmigtir

(42, 43).
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Son zamanlarda, dogal olarak edinilen bilesiklere olan ilgi yeniden artmistir. Dogal
maddelerdeki yenilenen ilgi, zengin biyo besin kaynagi veya biyo-aktif fito-kimyasal
kaynagi olan gida, sebze, meyve veya baharat olarak kullanilan bitkilere dikkati ¢ekmistir.
Bununla birlikte, bu bilesiklerin giivenligini bulmak i¢in daha detayli ¢calismalara ihtiyag
vardir. Son yillarda, bitkilerde fito-kimyasal maddeler, kanser tedavisi ve 6nlenmesi igin bir
secenek olarak sunulmaktadir. Bu bilesikler daha az yan etkilere sahip olduklarindan, kanser
karsit1 ozellikleri i¢in c¢alisilacak bir secenektir, boylece bunlar1 tamamlayic1 tedavi ve

kanserin 6nlenmesi i¢in kullanilabilirler (4).

Bitki kaynakli dogal {irlinler normal hiicrelere toksik degildir ve daha iyi tolere edilir.
Boylece modern ilag kesfinin dikkatini g¢ekmektedir. Tahmini rakamlar, bitki
populasyonunun en az 250.000 tiir i¢erdigini ve sadece yiizde 10'unun farmakolojik
uygulamalar i¢in arastirildigini ortaya koymustur. Kok, yaprak, ¢icek, govde ve kabukta
bulunan fito-kimyasallar ve tiirevleri, insanin metabolik sistemlerinde gesitli farmakolojik

fonksiyonlar1 yerine getirmektedir (43, 44).

Antikanser ilaglarin yaklasik %60 bitkiler, mikroorganizmalar, omurgalilar ve
omurgasizlar gibi dogal kokenlidir. Bircok c¢alisma, kemoterapdtik ilaglarin ¢ogunun
sitotoksik oldugunu ve spesifik olmayan bir sekilde yiiksek proliferatif hiicreleri
hedefledigini kanitlamistir. Bu daha sonra kanser hastalarinin kotii prognozuna yol
acmaktadir. Bu baglamda, kanser hiicrelerini secici olarak hedefleyen ve kemorezan kanser
hiicrelerini duyarli hale getiren yeni antikanser ajanlarinin arastirilmasi ve gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Antikanser ilaglarin ¢esitli kaynaklari arasinda, mikroorganizmalar,
iiretim manipiilasyonundaki kolaylik ve antibiyotik, enzim inhibit6rleri ve biyosiirfaktanlar
gibi cesitli biyoaktif metabolitleri iiretme potansiyellerinden dolay1 ¢ok dikkat ¢ekmistir.
Aslinda, birgok ¢alisma biyosiirfaktanlarin iimit vaat eden biyolojik aktiviteleri gosteren

mikrobiyal metabolitler arasinda oldugunu gostermistir (42, 44).

Glinlimiizde, daha etkili antikanser ilaglar bulmada yeni yaklagimlardan biri, ¢ift anti-
proliferatif/antioksidan etki gosteren ajanlarin gelistirilmesidir. Yani bu, direnglerin
iistesinden gelebilir ve kanser hiicrelerinde bulunan oksidatif stresin neden oldugu olumsuz
etkiyi baskilayabilir. Tibbi bitkiler halen yeni ve etkili antikanser ilaglar i¢cin paha bigilmez
bir kaynak olarak ongoriilmektedir (45).
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Medikal yonden malign bir neoplazm olarak bilinen kanser, diizensiz hiicre biiyiimesi
iceren genis bir hastalik grubudur. Kan dolasimi veya lenfatik sistem yoluyla malign
timorler viicudun yakin ve uzak kisimlarini isgal edebilirler. Melanom, cilt kanserinin en
tehlikeli seklidir. Gelismis asamalar1 kullanilan tedavilere ¢ok direnglidir. Arastirmacilar
stirekli olarak melanoma karsi alternatif yontemler gelistirmektedirler. Bitkilerden izole

edilen bazi bilesikler ilging terapotik 6zellikler gostermektedir (46).

Bitkisel kaynakli maddelerin gelistirilmesi, geleneksel tibbin temelini olusturmaktadir
ve giiniimiizde bitkiler hala farmasotik ajanlarin 6nemli bir kaynagi olmaya devam
etmektedir. Ozellikle, dogal iiriinler birkag yildir kanser kemoterapisinin temelini
olusturmustur. Kombinatoryal kimya ¢ok ¢esitli yeni ve sentetik ilaglar saglasa da dogal
tirtinler gelismis biyolojik 6zelliklere sahip yeni ajanlarin gelistirilmesi i¢in etkili bilesikleri
sunabilir. Ilag kesfindeki bu basar1, dogal kaynaklarin yiiksek kimyasal ¢esitliligine baglidir;
bununla birlikte, bitki popiilasyonunda meydana gelen kimyasal degiskenlik, ¢cok sayida
metabolit karakterizasyon siireclerini zorlastirmaktadir. Yeni aktif molekiilleri kesfetmek
icin kullanilan geleneksel yontemler, karmasik bir yapiya ve uzun zaman dilimleri gibi farkli
sakincalara sahiptir. Bu arastirma ham bir ekstrakttan aktif bir bilesik ortaya ¢ikmadan 6nce
farkl1 ayirma ve izolasyon asamalar1 gerektirmektedir. Son zamanlarda, bitkisel tiirevli
karigimlarin taranmasi, biyolojik 6zelliklere sahip metabolitlerin hizli se¢iminde etkili bir
yol haline gelmektedir (45, 47).
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3. MATERYAL ve METOD

Tez Onerisi sunulmadan Once bir 6n hazirlik ¢alismasi ve literatiir arastirmast yapildu.
Bunun neticesinde ¢alisma devaminda antikanser 6zellik tespiti i¢in yapilan ¢alismalari su

sekilde siralayabiliriz.

1- Elde edilen bitki esktrelerinin kolon kanseri hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi MTT
yontemiyle tespit edildi.

2- Sitotoksik etkinligi tespit edilen ekstrelerin, ICso konsantrasyonlar1 kullanilarak,
gosterilen sitotoksik etkinin apoptotik olup olmadigi; flow sitometrik Annexin V
yontemiyle, Cell cycle analizi, JC-1 ve ROS yontemi, morfolojik olarak; Acridine orange

/Ethidium bromide boyama yontemleri ile tespit edildi.
3.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Haplophyllum Buxbaumii bitkisinin toprak iistii kisimlari gilines
alamayan ortamda kurutuldu. Kuruyan bitki 6rnekleri toz haline getirildikten sonra, 500 gr
alinarak (1:1) oranda hazirlanan methanol: su, icerisinde 40 °C’de bir gece boyunca inkiibe
edildikten sonra, kii¢iik porsiyonlar haline getirilip 15 dk ultrasonikatér ile iyice homojenize
edildikten sonra, whatman filtre ile siiziiliip, 40 °C sicakligi gegmeyecek sekilde rotary
evaporator yardimiyla alkol solventleri ugurulup, liyofilizatorde toz haline getirilip ham
MeOH ekstreleri elde edildi. Kuru ham MeOH ekstresi kiigiik porsiyonlar halinde hekzan ile
yikanarak lipofilik kisimlar, ugucu yaglar ve klorofilli kisimlar ekstreden uzaklastirildi.
Birlestirilen hekzan porsiyonlar1 da ayni sekilde rotary evaporator ve liyofilizator yardimiyla
kurutulup hekzan ekstresi elde edildi. Yagdan arindirilmis kalintt bu kez yine kiigiik
porsiyonlar halinde diklorometanla yikanarak serbest aglikonlar gibi orta polaritedeki
bilesikler ekstrakte edildi. Ayni1 sekilde bu porsiyonlar da kurutularak diklorometan ekstresi
elde edildi. Son olarak kalan oldukg¢a polar kisim 1:1 oraninda biitanol: su karigimiyla
ekstraksiyonu yapildi. Boylece seker bilesikleri su fazina gecerken agirlikli olarak organik
bilesiklerden olusan ikincil metabolitler organik faz olan butanol igerisinde kalir. Bir ayirma

hunisi ile ayrilan fazlar evaporator ve liyofilizatérde kurutularak BuOH ekstreleri elde edildi.
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3.2. Antikanser Ozellik ile Tlgili Yontemler
3.2.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullar:

Firmalardan alinan hiicre kiiltiirii i¢in kullandigimiz malzemeler 160°C’de 60-90 dakika
sterilize edildi. 0,22 um ve 0,45 um por ¢apina sahip filtreler kullanilarak kullanilan sivi
malzemelerin (Fetal Bovine Serum ve Penisilin-Antibiyotik) sterilizasyonu saglandi.
Caligsma ortamu steril kabin 10-15 dakika ultraviyole 151K ile steril edildi ve sonrasinda %70
alkolle silindi. Steril edilen kabinde kullanilan malzemeler %70 alkolle silinerek igeri alindi.
Calismanin tiiriine gore kullanilan malzemeler kabin i¢ine alind1 ve 6zellikle kabin icerisinde

acilarak deney i¢in hazir hale getirildi.

Calismada ATCC’den temin edilip stokladigimiz; insan kolon kanser hiicreleri (hct 116
ve ht-29) ve normal epitel hiicreleri (HUVEC) kullanildi. Kullanilan hiicrelerin beslenmesi
ve biiyiimesi igin gerekli olan DMEM-F12 besi ortami hazirlanirken %10 FBS ve (50 ml
FBS, 5 ml L glutamat ve 5 ml penisilin) %1 L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin kullanildi.
Hiicreler -80 °C den (stok soliisyonu igerisinde dondurulmus) alinarak su banyosunda 37°C’
de ¢oziinmesi saglandi. %70 lik alkol ile dezenfekte edilerek steril kabin igerisine alindi.
Cozdiiriilen hiicre soliisyonu, falkon tiipe alinan besi ortamina dikkatlice transfer edilip 5000
RPM de 5 dk santrifiij edildi, olusan pellet ve siipernatant karistirllmadan dikkatlice kabin
igerisine alindi. Vakum sistemi kullanilarak pellete dokunmadan silipernatant kismi
uzaklastirildi. Pellet halindeki hiicrelerin  lizerine 2 ml ortam eklenip pipet ile
homojenizasyonu saglandi. 75 cm? ‘lik flaska 8 ml ortam eklenip iizerine hiicre soliisyonu
eklendi. + isareti ile flaskta yayilimi saglandi. 37 °C de, %5 CO2 ve %95 nemli ortamda

inkiibe edildi ve hiicre cogalmasi gézlemlendi.

Hiicreler 75 ¢cm? ‘lik flasklarda %80-100’e ulastiktan sonra ortam cekildi, hiicrelerin
tizerine Tripsin-EDTA’ dan 2-3 ml eklendi. Flasklar 3-4 dakika 37°C etiivde bekletildi ve
flaska tutunan hiicrelerin kalkmasi saglandi. Ardindan flasklara Tripsin-EDTA’nin
aktivitesini durdurmak i¢in hazirlanan ortam DMEM eklendi. Hiicrelerin kalkip kalkmadig:
mikroskopla incelendi. Hiicreler kalktiktan sonra tripsini inaktive etmek i¢in 1:3 oraninda
besi ortam1 eklendi. Hiicreler 50 m1’lik steril falkon tiipe alindi. 5000 RPM’de 5 dk santrifiij

edilerek siipernatantlar1 uzaklastirtldi. Hiicrelere MTT metodu uygulandi. Kullanilmayan

23



hiicreler ise stok alindi. Stok alinan hiicreler stok soliisyonu (50 ml stok sdliisyonu i¢in; 25
ml FBS, 20 ml non komplent DMEM, 5 ml DMSO karigimu filtreden gegirilerek kullanilir.)
icerisine alinarak homojenize edildi ve cryo tiiplere boliindii 6nce 30 dk -20°C de, sonra da
-80°C’lik derin dondurucuda saklandh.

3.2.2. Bitki Ekstrelerinin Uygulanmasi ve Sitotoksik Etkinliklerinin Saptanmasi

Hiicreler sitotoksisite, caligmalarinda kullanilmadan 6nce Thoma laminda hiicre sayimi1
yapildi. Bunlarin asamalarinda hiicreler tripsin ile kaldirildi. Falkon tiipe alindi. 5.000
RPM’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant kisim atildi. Uzerine 5 ml besiyeri eklenerek
hafif¢e pipetlenip siispanse hale getirildi. Hiicre sayiminda kullanilan Trypan-Blue
boyasindan 90 ul ependorf tiipe alindi ve tizerine 10 pul hiicre karisimi eklenerek hafifce
pipetaj yapildi. Bu hiicreler Thoma lamina damlatildi ve 151k mikroskobu ile 10X biiyiitmede
canli hiicre saymmi yapildi. Lamdaki boyanmamis (canli) hiicreler sayilarak hiicre

stispansiyonunun ml’sindeki canli hiicre sayist hesaplandi.

Hiicre sayisi/ml = ((Sayilan hiicre miktar1 X Diliisyon orani (10)) X 104) /9.

3.2.3. MTT Yontemi ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

MTT  ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium  Bromide)
hiicre proliferasyon kiti kullanilarak bitki ekstrelerinin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri
incelendi. MTT testi canli hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi, hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimi araciligi ile MTT pargalayarak, ¢6ziilebilir formazan tuzlar1 olusturmasi
prensibine dayanarak yapildi. Hiicreler stoktan acilarak 25 cm?® flasklara ekilip, %80-90
oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip hiicre saymmi yapildiktan sonra 1x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik siire ardindan besi
ortami1 uzaklastirilip, her bir ekstre icin belirlenen 0-2,5-5-10-25-50-100-200 pg/ml
dozlarinda uygulandi ve sitotoksik doz hesaplamasi yapildi. Hiicrelere uygulanan bitki
ekstreleri ardindan 24 saatlik inkiibasyon siiresince %5 CO2’li atmosferde 37°C’lik etiivde
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki besi yerleri ¢ekilip 100
ul MTT soliisyonu eklendi. MTT soliisyonu 1mg/1ml oraninda boya ve ortam karigiminin
vorteks ile homojen olmasi saglandi ve ortalama 3-4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonunda plaklardaki besiyeri uzaklastirildi, formazon kristalleri 100 ul DMSO ile
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¢ozdiiriildiikten sonra absorbans degerleri spektrofotometrede 570-690 nm dalga boyunda
Olgiilerek kaydedildi. Uygulanan bitki ekstresi bulunan etkin degere gore madde

uygulamasinda hesaplama yapilarak ¢alismalara uygulandi.
3.3. Apoptotik Etkinin Tespit Edilmesi
3.3.1. Apoptotik Etkisinin Cell Cycle (Hiicre Dongiisii) ile Flow Sitometrik incelenmesi

Hiicre dongiisii igin BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kiti (340242) kullanildi.

Kitin ¢alisma prosediirii soyledir:

1. Hiicreler 1.000.000 olacak sekilde sayildi.

2. 12’lik well plate ekilmis olan hiicreler 300 ul tripsin, Iml FBS’ li DMEM ile kaldirildu.

3. Kaldirilan hiicreler 5000 RPM’de 5 dakika santrifiij edildi, pellete dokunmadan
siipernatant uzaklastirildi.

4. Hiicre siispansiyonlarinin tizerine tampon soliisyon (buffer solution) eklendi. (1ml buffer
solution + 9 ml destile su ile seyreltildi) 1500 RPM’de 5 dakika santrifiij edilip,
siipernatant uzaklastirilarak, bu islem iki defa tekrarlandi.

5. Hiicre siispansiyonunun iizerine 250 pl soliisyon A (tripsin buffer) eklendi. Tiiplerin
dibine hafifce vurularak karigsmasi saglandi (vorteks kullanilmadi).10 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildi.

6. Hiicre siispansiyonun tizerine 200 ul soliisyon B (tripsin inhibitor ve RNase buffer)
eklendi. Yine tiiplerin dibine hafifge vurularak karigmasi saglandi.10 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildi.

7. Hiicre siispansiyonunun iizerine 200 pul soliisyon (DNA’ya baglanan boya) eklenip ve
yine tiiplerin dibine hafif¢e vurularak karigmasi saglandi ve 10 dakika karanlik ortamda
inkiibe edildi.

8. Hiicre siispansiyonlari daha sonra akim (flow) sitometre ile degerlendirilip, Kaluza

Analysis programi kullanilarak her numune i¢in hiicreler sayilip analiz edildi.
3.3.2. Apoptotik Etkisinin Annexin-V ile Flow Sitometrik incelenmesi

Hiicre apoptozu FITC Annexin V ve 7AAD igeren kit kullanilarak iiretici firmanin (BD,
lot kodu: 556547) tavsiyeleri dogrultusunda galisildi. Apoptotik hiicrelerle nekrotik hiicreleri
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ayirmak i¢in, hiicreler Annexin V (yesil floresan) ve 7AAD (kirmizi1 floresan) ile ayn1 anda

boyatildi.

1. Well plate’lere total hiicre 1.000.000 olacak sekilde ekildi.

2. 12’lik well plate ekilmis olan hiicreler 300 ml tripsin ve 1ml FCS ile kaldirildu.

3. Kaldirilan hiicreler 1500 RPM’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra, pellete
dokunulmadan stipernatant uzaklastirildi.

4. Hiicre siispansiyonlariin iizerine 1ml PBS eklenip, 5 saniye vorteksle pellet ¢coziildi,
5000 rpm de 5 dakika sanrifiij edilip, iist faz dokiildii. Bu islem 2 kez tekrarlandiktan
sonra, hiicre siispansiyonlarinin tizerine binding buffer eklendi. (1ml binding buffer + 9
ml distile su ile seyreltildi) 5000 RPM’de 5 dakika santrifiij edilip, siipernatant
uzaklagtirildu.

5. Hiicre siispansiyonlarin iizerine 500 pl binding buffer eklendi. Kisaca vortekslenecek
ve yeni tiiplere 100 pl olacak sekilde transfer edildi.

6. 100 pl hiicre siispansiyonun {izerine 5 pl Annexin, 5 pl 7AAD boyalar1 eklenip, hafif
karistirilarak 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi.

7. Hicreler 1500 RPM’de 5 dakika santrifiij edilip, slipernatant uzaklastirildi.

8. Hiicre siispansiyonlarinin {izerine 500 pl binding buffer (1ml binding buffer + 9 ml
distile su ile seyreltildi) eklendi.

9. Hiicre siispansiyonlart daha sonra akim (flow) sitometre ile degerlendirildi. Kaluza

Analysis programi kullanilarak her numune i¢in hiicreler sayilip analiz edildi.

3.3.3. Acridine Orange /Ethidium Bromide Staining Metodu ile Apoptozisin Morfolojik
Olarak Tespit Edilmesi

Acridine orange /Ethidium bromide yonteminde; sitotoksik etkinligi tespit edilen
ekstrelerin, 1Csg konsantrasyonlar1 kullanilarak, gosterilen sitotoksik etkinin apoptotik olup
olmadigi incelendi. Bu metotta bitki ekstreleri ile muamele edilmis 12 kuyucuklu plaklara
ekilen hiicreler 37°C den alindi, floresans mikroskop ile hiicrelerin morfolojik goriintiileri
alindi. Morfolojik goriintii alinirken hiicreler kendi besi ortami igerisinde incelendi. Acridin
orange, Ethidium bromide goriintiisii alinirken Oncelikle besi ortami ¢ekildi, her bir

kuyucuga goriintii alinacagi zaman boya soliisyonu eklendi. 20X okiiler de goriintii alindu.
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3.3.4. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (JC-1) Ol¢iimii

Mitokondri membran potansiyelini 6lgmek i¢in BD™, MitoScreen, JC-1, RUO-
551302-BD Biosciences-US kiti kullanildi.

Kitin ¢aligma prosediirii soyledir:

1. Hiicreler 1.000.000 olacak sekilde sayildi.

2. 6’lik well plate’e ekilmis olan hiicreler 300 ul tripsin, Iml FCS’li DMEM ile kaldirildu.

3. Kaldirilan hiicreler 1500 RPM’de 5 dakika santrifiij edilip, pellete dokunmadan
siipernatant uzaklastirildi.

4. Kitin ¢aligma soliisyonuna uygun olarak hiicre siispansiyonun {iizerine 500 pl PBS
eklendi, vortekslenip karisimi saglandi ve santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii tizerine
500u1 JC -1 working soliisyonu eklendi, vortekslenip 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi.

5. Bu iki defa tekrarlandi, 2ml assay buffer hiicre soliisyonun iizerine eklendi yavasga
vortekslendi. 1000 RPM’de 5 dk santrifiij edilip dikkatli bir sekilde siipernatant
uzaklastirildi.

6. 1x lik 1 ml assay buffer hiicre soliisyonun iizerine eklendi ve vortekslendi. 1000
RPM’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi ve pellet iizerine 500 pl assay

buffer eklendi, vorteks edildi ve flowsitometri cihazinda okutuldu.
3.3.5 ROS (Serbest Reaktif Oksijen) Olgiimii

Serbest Reaktif Oksijeni 6lgmek i¢in Muse™ Oxidative Stress Kit | MCH100111-
Merck Millipore kiti kullanilda.

Kitin ¢aligsma prosediirii soyledir:
1. Hiicreler 1.000.000 olacak sekilde sayildi.
2. 6’lik well plate ekilmis olan hiicreler 300 ul tripsin, Iml FCS’li DMEM ile kaldirilda.
3. Kaldirilan hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edilip, pellete dokunmadan
slipernatant uzaklastirildi.
4. Hiicre siispansiyonun iizerine 500 ul PBS eklendi, vortekslenip karigimi saglandi ve

santrifiij edildi. Stipernatant dokiildii.
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5. Uzerine reagent 1 (assay buffer) ve reagent 2 (assay buffer intermediate soliisyonu)
hazirlandi. 190 pl hiicrelerin iizerine eklenip vortekslendi, 37°C de 30 dk inkiibe edildi

ve okutuldu.
Cahsmada Kullamilan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri

Tablo 3. Calismada Kullanilan Cihazlar

Sinif II glivenlik kabini

Invérted 151k mikroskobu

Sogutmali santrifiij

Flouresans mikroskop ve goriintiileme sistemi
CO2’li inkiibator

Mikroplayt reader

Flow sitometri (BD facs via)

Spektrofotometre

Tablo 4. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler

6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar (Isolab)

2.5-5-10-25 ml hacimli steril pipetler (Isolab)

Pipet uglar1 (Isolab)

Tripsin (Sigma)
EDTA (Sigma)
RPMI-1640 (Sigma)
DMSO (Sigma)

Penisilin/streptomisin (Sigma)

Annexin V kiti (FITC Annexin VV Apoptozis Detection Kit BD)(556547)

96 kuyuculu hiicre kiiltiir kaplar1 (Isolab)

1-10, 20-200, 100-1 000uI’1ik otomatik pipetler (eppendorf)

Eppendorf tiipler (Isolab)
DMEM: F12 (Sigma)
Fotal Bovin serum (FBS) (Sigma)
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L-Glutamin (Sigma)

Cell cycle kiti (BD 340242)

JC-1 kiti (BD MitoScreen)(551302)

ROS kiti (Merc Millipore)(MCH100111)
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4. BULGULAR

4.1. MTT Yontemi ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Tablo 5. Haplophyllum Buxbaumii Bitkisinin Hiicreler Uzerindeki MTT Analizi

Kullanilan Hiicreler Haplophyllum Buxbaumii CH2CL2
MTT Analizi (ng/ml)

DU-145(Prostat kanser hiicresi) 22 pg/ml

HGC-27 (Gastrik kanser hiicresi) 17 pg/ml

HCT-116 (Kolon kanser hiicresi) 14 pg/ml

SNU-423(Karaciger kanser hiicresi) 18 pg/ml

MDA-MB 231(Meme kanser hiicresi) 25 pg/ml

Huvec (Insan Gébek Damar Endotel Hiicresi) | 70 pg/ml

Haplophyllum Buxbaumii bitkisinin diklorometan ile hazirlanan ekstresinin kolon
kanseri hiicreleri (HCT -116) ve normal kolon hiicreleri (HUVEC) iizerine etkisi MTT
yontemi kullanilarak tespit edildi. MTT yonteminde; 24 saat Haplophyllum Buxbaumii
bitkisinin diklorometan ekstresine maruz birakilan HCT 116 kolon kanseri hiicreleri tizerinde
sitotoksik etkisi (ICso0) 14.17 pg/ml olarak hesaplanirken, normal hiicreler tizerindeki etkisinin
ise 70.32 ug/ml olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda Haplophyllum
Buxbaumii bitkisinin diklorometan ekstresinin hemen hemen kemoterapik ilaca esdeger bir

etki gosterdigi ve normal hiicreye kemoterapik ilagtan daha az zarar verdigi gézlemlendi.
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HCF116 ICo:14.17pg/ml
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Sekil 7. Haplophyllum Buxbaumii Ekstrakt1 ile Muamele Edilen HCT-116 ve HUVEC
Hiicrelerinin MTT Analizi

4.2. Apoptotik Etkisinin Cell Cycle (Hiicre Dongiisii) ile Flow Sitometrik incelenmesi

Hiicre canlilig1 ve proliferasyon deneyleri ile tespit edilen IC50 degerlerine gore 5 ve 10
ng/ml olacak sekilde HCT-116 ve HUVEC hiicreleri 24 saat inkiibe edildikten sonra hiicre
dongiisii evrelerinde DNA igerigine gore tespit eden PI (Propidium lodide) boyasi kullanilarak
akis sitometrisi yontemiyle incelendi. Alinan 6rnek igin akig sitometrisinde 10.000 hiicre sayimi1
gerceklestirildi. Hiicre dongiisii evrelerinin (G0/G1, S ve G2/M) yiizde hiicre oranlar1 tespit
edildi.
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SEKIL 8. Haplophyllum Buxbaumii Ekstrakt: ile Muamele Edilen HCT-116 Hiicrelerinin
Hiicre Dongiisii Evreleri

Haplophyllum Buxbaumii ekstrakti ile muamele edilen HCT-116 hiicrelerinin 5

pg/ml’den baglayarak artan dozdan itibaren hiicre boliinmesi iizerine etki gosterdigi ve doz

31


https://www.google.com.tr/url?sa=t&amp;rct=j&amp;q&amp;esrc=s&amp;source=web&amp;cd=1&amp;cad=rja&amp;uact=8&amp;ved=0ahUKEwj6m53Kw63UAhXLuhQKHfTfB64QFgg6MAA&amp;url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Forder%2Fcatalog%2Fproduct%2FP1304MP&amp;usg=AFQjCNF99tReBREp32gaR1_tVTUiVnn_8g&amp;sig2=T-1Bl_sa4RtGPxKnonSxZg

artigina bagli olarak hiicre boliinmesini yavaglattigi saptanmistir. 5 pug/ml dozunda hiicre
dongiisii evrelerinin oranlar1 Sub-G1 fazinda %1.9, GO/G1 fazinda %61.3, S fazinda %32 ve
G2/M %4.1 olarak ve 10 pg/ml dozunda ise Sub-G1 fazinda %0,5 GO/G1 fazinda %95,1, S
fazinda %4.4 ve G2/M %0.5 oranlarinda tespit edildi.
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SEKIL 9. Haplophyllum Buxbaumii Ekstrakt: ile Muamele Edilen Hiivec Hiicrelerinin Hiicre
Dongiisti Evreleri
Haplophyllum Buxbaumii bitkisinin ekstraktt HUVEC hiicreleri lizerinde anlamli bir

etki gdstermemis ve hiicreler boliinmeye devam etmistir.

4.3. Acridine Orange /Ethidium Bromide Staining Metodu ile Apoptozisin Morfolojik
Olarak Tespit Edilmesi

Haplophyllum Buxbaumii ekstresinin HCT-116 ve HUVEC hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkisini belirlemek amaciyla Acridin orange, Ethidium bromide boyamasi yapildi.
Bu boyama yonteminde amag, canli ve 6lii hiicreleri belirlemek iken ayn1 zamanda niikleusta
ve hiicre membraninda apoptozis ve nekroza bagh degisiklikleri incelemektir. Acridin
orange boyast hem canli hem 6lii hiicreleri boyarken, etidyum bromiir ise sadece membran
biitiinliigii bozulmus hiicreleri boyamaktadir. Yesil renk boyanan hiicreler; canli hiicreleri ve
apoptozisin erken donemindeki hiicreleri ifade etmektedir. Ancak apoptozisin erken

donemindeki hiicreleri canli hiicrelerden ayiran niikleuslarinda kromatin kondensasyonu ve
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niikkleer fragmantasyonu gosteren parlak yesil renkli noktalanmalardir. Geg apoptotik
donemdeki hiicreler ise nekrotik hiicreler gibi etidyum bromiir ile turuncu renkte boyanirlar.
Calismada hiicreler acridin orange, ethidium bromide boyalari ile boyandiktan sonra floresan
mikroskop kullanilarak morfolojik olarak degerlendirildi. Bu metodla elde edilen sonuglarin

diger apoptotik testleri destekler nitelikte oldugu gézlemlendi.

HCT 116-NEGATIF HCT 116-5 -5CH2CL2 HCT 116-10-5CH2CL2

Sekil 10. Haplophyllum Buxbaumii Ekstrakti ile Muamele Edilen HCT-116 Hiicrelerinin
AO/EB Floresans Boyama Goriintiileri.

HUVEC -NEGATIF HUVEC -5 pg/ml -CH2CL2 HUVEC <10 pg/ml -CH2CL2

Sekil 11. Haplophyllum Buxbaumii Ekstrakti ile Muamele Edilen HUVEC Hiicrelerinin
AO/EB Floresans Boyama Goriintiileri
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4.4. Flow Sitometrik Annexin-V- Pl Apoptoz/Nekroz Analizi

Haplophyllum Buxbaumii bitkisinin diklorometan ekstresinin tespit edilen 1C50
degerlerine gore 5 ve 10 png/ml olacak sekilde diklorometan ekstresine maruz birakilan HCT-
116 ve HUVEC hiicreleri 24 saat inkiibasyonun ardindan Flow Sitometrik Annexin-V-PI
boyamalari yapildi. Bu boyamanin yapilmasinda amag; hiicre 6liimiiniin agirlikli olarak
apoptotik hiicre 6limii olup olmadigini belirlemektir. Alinan drnekler i¢in Flow Sitometride
10.000 hiicre sayimi gergeklestirildi. Annexin-V (-) ve Pl (-) hiicreler saglikli, Annexin-V (+)
ve Pl (-) hiicreler erken apoptotik, Annexin-V (+) ve PI (+) hiicreler ge¢ apoptotik hiicreler

olarak degerlendirildi.
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Sekil 12. Haplophyllum Buxbaumii Ekstrakti ile Muamele Edilen HCT-116 Annexin-V- Pl
Apoptoz/Nekroz Analizi

Ny

Haplophyllum Buxbaumii ekstresinin HCT-116 hiicreleri iizerinde uygulanan dozlarin
apoptotik etki gosterdigi, ayn1 zamanda doza bagli olarak apoptotik etkisinin arttig
goriiliirken bu degerlerin gruplara gore toplam apoptotik hiicre 6liim oranlar1 5 pg/ml (%63.6),

10 pg/ml (% 70.4) oldugu saptandi.
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Sekil 1é. THéprlophyIIum
Annexin-V- Pl Apoptoz/Nekroz Analizi

HUVEC hiicreleri tizerinde ise uygulanan dozlarin apoptotik etki gdstermedigi saptandi.
Bu degerlerin de 5 pg/ml (%95), 10 ng/ml (%8.6) oldugu gozlendi. Bu boyamada elde edilen

sonuclarin 6nceki deney sonuglarini destekler nitelikte oldugu gortildii.

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

Haplophyllum Buxbaumii bitkisinin diklorometan ekstresinin IC50 degerlerine gore 5
ve 10 pg/ml olacak sekilde HCT-116 ve HUVEC hiicrelerine uygulanan bitki ekstresi 24 saat
inkiibasyonunun ardindan hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyeli analizi i¢in JC-1
(5,5',6,6'-tetrachlorol,1’,3,3'-tetramethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide) boyasi
kullanilarak flow sitometri yontemi ile incelendi. Her bir 6rnek icin flow sitometride 10.000
hiicre sayimi1 gergeklestirildi. Mitokondriyal membran gozenekleri, fazla miktarda reaktif

oksijen tiiriinii sitoplazmaya gecirerek apoptozisin artmasina neden olmaktadir.
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Sekil 14. Haplophyllum Buxbaumii Ekstrakti ile Muamele Edilen HCT-116 Mitokondri
Membran Potansiyel Ol¢iim Sonuglar

Haplophyllum Buxbaumii ekstresi HCT-116 hiicreleri iizerinde 5-10 pg/ml dozlar
mitokondri membran potansiyeli lizerinde etki gosterdigi ve 5 pg/ml’de yasayan hiicre orani
%60.6, olii hiicre oran1 %36.9 iken 10 pg/ml’de yasayan hiicre oran1 %54,6, 6lii hiicre orani

%41.4 oraninda oldugu ve bunun doz artisina gore apoptotik etki gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 15. Haplophyllum Buxbaumii Ekstrakti ile Muamele Edilen HUVEC Mitokondri
Membran Potansiyel Olgiim Sonuglart

HUVEC hiicreleri tizerindeki etkisi 5-10 pg/ml dozunun mitokondri membran potansiyeli

iizerinde anlamli bir etki géstermedigi bulundu.
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4.6. Hiicre Ici Serbest Radikal Degisimi (ROS) Analizi

Haplophyllum Buxbaumii ekstrakti HCT-116 ve HUVEC hiicrelerinde meydana
getirdigi hiicre i¢i serbest radikal miktar1 iizerindeki etkisi incelendiginde HCT-116
hiicresindeki degerlerin 5 pg/ml dozunda kontrol %34.4, ROS %65.6 ve 10 pg/ml dozunda
kontrol %25.9, ROS %74.1 oldugu saptandi. Bu da bitki ekstresi uygulanan hiicrelerde doza
bagli olarak serbest radikal miktarimi arttirdigir gozlenirken bu artisin neredeyse

kemoterapik maddeye esdeger oldugu gozlendi.
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Sekil 16. Haplophyllum Buxbaumii Ekstrakti ile Muamele Edilen HCT-116 Hiicrelerinin
Reaktif Oksijen Seviyelerinin Olgiim Sonuglart
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Sekil 17. Haplophyllum Buxbaumii Ekstrakti ile Muamele Edilen HUVEC Hiicrelerinin
Reaktif Oksijen Seviyelerinin Olgiim Sonuglart
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HUVEC hiicrelerinde ise uygulanan dozlarin apoptotik bir etki gozlemlenmedigi

saptandi.
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Kolorektal kanser, tiim tilkelerde; Amerika Birlesik Devletlerin’de, Batili iilkelerde,
Avrupada yaygin bir sekilde goriilmektedir. Kolon kanseri hem erkeklerde hem de kadinlarda

yeni gelisen ve 6liime yol acan kanserler arasinda ilk siralar da yer almaktadir (48).

Kolon kanseri tedavisi, radyasyonla veya radyasyonla kemoterapi ile takip edilen
timoriin cerrahi olarak cikarilmasini gerektirir. Bununla birlikte, bu tiir tedavilerin bilinen
etkisi, ¢ogu durumda, alicilarin genel azalan saglig1 ve yasam kalitesini kotiilestirmistir. Erken
teshis sagkalimi arttirmis olsa da kolon kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlarin

tiim hastalarda etkili oldugu kanitlanmamistir (49).

Kolon kanserinin yayginlagsmasi ilgi ¢eken bir arastirma alani haline gelmistir.
Toplumlar arast olusan kolorektal kanserin olusum hizinin birgok farkli sebepleri
bulunmaktadir. Yas, aile kaynakli, yiiksek karbonhidratli besinlerin tiiketimi diyet, sigara,
asir1 alkol tiiketimi, az fiziksel hareket kolon kanser tiimorlerinin olusumunda etkili risk
faktorleri arasindadir. Benzer sekilde, taze sebze ve meyvelerin belirli miktarlarda tiikketilmesi

diisiik kanser olusum hiziyla iliskilendirilebilir (50, 51).

Son yillarda yapilan ¢alismalar da kanser tedavisinde, dogal olarak edinilen bilesiklere
olan ilgide 6nemli bir artig goriilmektedir. Dogal maddelerdeki zengin biyo besin kaynagi
veya biyo-aktif fito-kimyasal kaynagi olan gida, sebze, meyve ya da baharat olarak kullanilan
bitkilerin 6zellikleri dikkat ¢ekmistir. Bununla birlikte, bu bilesiklerin biyolojik olarak ne
kadar giivenli oldugunu bulmak i¢in detayli caligmalara ihtiyag¢ vardir. Son yillarda yapilan
calismalar, bitkilerdeki fito-kimyasal maddelerin kanseri onleme ve tedavisi i¢in se¢enek

olarak sunmaktadir (4).

Bitkilerden elde edilen ilacglar diinya genelinde cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu bitki 6z1i bilesiklerin 6zelliklerini arastirarak, kanserojen aktiviteyi

cesitli yollarla etkilediklerini bulmuslardir (45).

Bitkiler ve onlarin tiirevleri eski caglardan beri tibbi tedavilerde kullanilmaktadir.
Birgok farkli kiiltiirel kokenleri olan gesitli bitkiler farkli uygulamalardan gegirilerek,
hekimler tarafindan birgok hastaliklarin iyilestirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Bitki kaynakli
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tiriinlerin kullanim1 normal hiicrelere toksik degildir ve daha iyi tolere edilir. Bu nedenle
modern ilag kesfinin dikkatini ¢ekmektedir. Arastirilan tahmini  rakamlar, bitki
populasyonunun en az 250.000 tiir igerdigini ve sadece yiizde 10'unun farmakolojik
uygulamalar i¢in arastirildigini ortaya koymustur. Kok, yaprak, cigcek, govde ve kabukta
bulunan fito-kimyasallar ve tiirevleri, insanin metabolik sistemlerinde ¢esitli farmakolojik

fonksiyonlar1 yerine getirmektedir (4, 38, 39).

Yeni uygulanan ilag iiretimi ve inovasyon calismalari sonucunda kemoterapiden daha
az yan etkisi olan fitoterapi kokenli ilaglara ilgi daha da artmistir. Kanser tedavisinde
kullanilan ilaglarin en biiyiik dezavantaji kisiye spesifik olmamasi ve yan etkilerinin oldukca
fazla olmasidir. Bu nedenle kesin tedavi yoOnteminin uygulanmasindan bahsetmek

olanaksizdir.

Kolorektal kanser 6rneklerinde bugiine kadar bir¢ok basarili aragtirma yapilmistir. Bitki
ekstraktlarinin terapotik amaglar ig¢in uygulanmasi, bitkiler, biyolojik aktiviteye sahip ¢ok
cesitli kimyasal bilesiklerin kaynagi oldugu i¢in geleneksel tipta kullanilmistir. Aslinda, bu

ekstraktlarin kanser gibi hastaliklar lizerindeki etkisi genis bir sekilde incelenmektedir.

Amin Allaoui ve ark; kolorektal kanserin tedavisi ve ilerleyisinde Trigonella foenum
graecum etkisine yonelik bir arastirma makalesi yayinlamistir. Farklilasmis ve farklilasmamaisg
insan kolonik adenokarsinomu hiicreleri tizerinde etkisine bakilmistir. Her iki hidrolizat,
farklilagmis hiicrelerin biiyiimesini etkilememis, erken apoptoz ve G1 fazinda hiicre dongiisii
durmast ile farklilasmamis hiicre c¢ogalmasinda bir azalmaya neden oldugunu
gostermiglerdir. Bu, bir mitokondriyal membran gecirgenligi, sitoplazmaya sitokrom C
salimmmi ve kaspaz-3 aktivasyonu ile tetiklendigi gosterilmistir. Ek olarak, c¢emen
proteinlerinin hidrolizatlari, ROS'un hiicre i¢i seviyelerini diisiirdiiklerinden antioksidan

aktivite sergilemistir (52).

Jyothi MV ve ark; Caralluma Adscendens'in kolorektal kanser hiicre hatlarinda
apoptozis aracili sitotoksik etkisi MTT yomtemi ile degerlendirilmis. IC50 degerinin 10 pg /
mL oldugu gosterilmistir. Niikleer boyama ile apoptotik hiicreler, koyu sitoplazmaya sahip
oval kiitleler ve ayn1 konsantrasyonda (10pg / mL) hem n-heksan hem de sulu metanolik

oziitler i¢in programlanmais hiicre 6liimiinii gésteren yogun yesil niikleer kromatin fragmanlari
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olarak gozlendigi belirtilmistir. Bununla birlikte, sulu metanolik ekstre kanser hiicre hattina

kars1 belirgin sitotoksik potansiyel gostermistir (53).

Eda Becer ve ark; Kolsikum Pusillum oziitiinii kullanarak, kolon kanseri hiicreleri
tizerindeki antikanser aktivitelerini degerlendirmis ve MTT yontemi kullanilarak sitotoksik
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica Immiinohistokimyasal boyama, B-katenin bir
sonucu olarak apoptotik yolaklarin tetiklendigini gdsteren oOnemli Olgiide kaspaz-3

immiinoreaktivitesini arttirdigr belirtilmistir (54).

Yapilan ¢alismalardan biri de Fatma Guesm ve ark; Clematis Flammula'nin hidrofilik
fraksiyonlarin1 ~ karakterize edilmesini  saglamaktir. Buradaki veriler agik¢a hidrolat
fraksiyonlarinin serbest radikal temizleyiciler olarak hareket ettigini, zaman ve
konsantrasyona bagl bir sekilde, 6nemli bir sitotoksik etkiye sahip farkli hiicre ¢izgilerinin
¢ogalmasini inhibe ettigini agik¢a gdstermistir. Hiicreleri bu sekilde tedavi etmek, kolonik
karsinomda ROS iiretimi tarafindan zayiflatilmig hiicre biiylimesini baskilama etkisine sahip
oldugu belirtilmistir. Dahasi, HCT-116 hiicrelerinde Clematis Flammula'nin sagkalim,
proliferasyon, anjiyogenez ve in-vitro metastazi bastirdigi gen ekspresyonunu inhibe
ederek bu terapotik etki gosterdigi tespit edilmistir. Clematis flammula'nin etkisinin gesitli
biyolojik islemlerin apoptoz ve G1 hiicre dongiisii durmasinin indiiksiyonu ile iligkili oldugu

gosterilmistir (55).

Chang ve ark; hiicre fonksiyon deneyi, EGb-761 ile yapilan tedavinin, E-cadherin
ekspresyon seviyesinin baskilanmasi yoluyla kolon kanseri hiicrelerinin go¢ ve istilaci
yeteneklerini doza bagli bir sekilde baskiladigini dogrulamiglardir. LincRNA-p21'in, Ginkgo
biloba ekstraktt EGb-761'in anti-kanser etkisine aracilik ettigi gosterilmis; bu, EGb-761'in
kanser tedavisinde fonksiyonel roliiniin tanimlanmasma yardimci olabilecegi ve kolon

kanserinde E-cadherin proteininin stabilize edilebildigi belirtilmistir (56).

Bu ¢alismada Haplophyllum Buxbaumii bitkisinin kolon kanseri hiicreleri HCT-116 ve
normal kolon hiicreleri HUVEC iizerine; sitotoksik etkileri MTT yontemiyle incelendi. Hiicre
i¢i radikal degisimi ROS, hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyeli analizi i¢in JC-1,
apoptotik ve nekrotik etkileri ise flow sitometride Annexin-VV ve Cell Cycle yontemi ile

incelendi.
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Haplophyllum Buxbaumii bitkisi ile yapilan sitotoksite deneyleri sonucunda; 1C50
HCT-116 hiicrelerinde 5-10 pg/ml olarak tespit edildi. Bulunan bu 1C50 dozunun normal
hiicrelerde ¢ok daha yiiksek oldugu gozlendi. Hiicre 6liimiinii belirlemek amaciyla hiicreler
ikili boyama yontemiyle (Acridin orange, Ethidium bromide) floresans mikroskobunda
gortintiilendi. Bu yontem ile bitki ekstresinin CH2Cl> bilesigi ile muamele edilen kanser
hiicrelerinin hem morfolojik olarak yapisindaki biitiinliigiin bozuldugu hem de membran
biitiinliigiinde gozle goriliir bir pargalanma meydana geldigi goriildii. Bu ikili boyamanin
sonucunda kolon kanseri hiicrelerinde apoptozisin gerceklestigi gbzlenirken normal kolon
hiicrelerinde bitki ekstresinin CH2Cl, bilesiginin hiicre yapisina zarar vemedigi hiicrenin
normal yapisini ve hiicre biitiinliiglinii korudugu goézlendi. Ardindan hiicrelerdeki olasi
sitotoksik etkileri incelemek amaci ile; bitki ekstresinin CH2Cl> bilesiginin hiicrelerde
apoptotik yolag: aktiflenerek mi yoksa hiicrelerde nekrozisle mi gergeklestigini tespit etmek
amaciyla Annexin V Apoptosiz tayini yapildi. Bitki ekstresinin CH.Cl; bilesiginin apoptotik

yolagi aktifledigini ve hiicre 6liim oraninda ciddi bir artisa neden oldugunu tespit ettik.

Ayrica Mitokondri Membran Potansiyeli (JC-1) sonuglart da apoptotik mekanizmanin
hangi metabolik yolak tizerinden diizenlendiginin belirteci oldu. HCT-116 hiicrelerinin doza
bagli olarak 5-10 pg/ml’de oldigii tespit edildi ve aym1 dozda muamele edilen HUVEC
hiicrelerinde anlamli bir etki gostermedigi gozlemlendi. Ayni zamanda bilesigimizin
sitotoksik ve apoptotik etki mekanizmasini serbest radikal iiretimini artirdigi da saptandi.
Hiicre dongiisti evrelerinde uygulanan dozun hiicrelerin kontrole gore GO/G1 fazindaki
hiicrelerde artis oldugu goézlenirken, S fazinda ise azalmanin oldugu tespit edildi. Ayrica
apoptozun tetiklendiginin bagka bir gostergesi olan Sub-G1 fazt HCT-116 hiicrelerinde tespit
edildi ve diger verilerimiz desteklendi. HUVEC hiicrelerinde ise iizerinde anlamli bir etki

gostermedi ve hiicreler boliinmeye devam etti.

Her ne kadar CRC'nin fitoterapi ile sagaltimina yonelik pek ¢cok calisma yapilmis olsa
bu ¢alisma Haplophyllum Buxbaumii bitki tiirii ekstraktinin denendigi 6ncii ¢alisma niteligi
tasimaktadir. Elde edilen veriler dogrultusunda bu bitkinin spesifik antikanser aktivitesinin
oldugunu, insan sagligi i¢in Onemli bir etkiye sahip olabilecegi, asir1 serbest radikal
olusumuna bagli olarak gergeklesen kolon kanserinde koruyucu etkisi olabilecegi tespit edildi.

Bu calismada elde edilen verileri analiz ettigimizde Haplophyllum Buxbaumii bitki
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ekstratlarinin kolon kanseri tedavisinde inovatif ve 6zgiin ilag ¢alismalarina 11k tutacagi

kanisinday1z.
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